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Resumen

Titulo: Evaluacion citotoxica y antioxidante de nuevos hibridos quinolina-chalcona sobre la linea celular
tumoral HeLa y las lineas celulares no tumorales HaCaT y Vero”

Autor: Nicolle Katherine Pineda Rojas™

Palabras Clave: Hibridos quinolina-chalcona, cancer de cuello uterino, especies reactivas de oxigeno, cultivo
celular, acoplamiento molecular, perfil ADMET.

Descripcion: El cancer de cuello uterino es uno de los canceres femeninos con mayor incidencia a nivel mundial
y en especial en Colombia. El estrés oxidativo, causado por un desbalance en la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) al interior de las células, es un factor agravante que promueve la tumorogénesis, promocion,
progresion del cancer y metastasis. Los hibridos conformados por los nucleos quimicos de quinolina y chalcona
resaltan en la rama de la quimica medicinal por sus caracteristicas biolégicas, especialmente anticancerigenas y
antioxidantes, razon por la cual en este trabajo de investigacién se seleccionaron 12 compuestos hibridos
quinolina-chalcona y seis precursores sintetizados por el Grupo de Investigacién en Compuestos de Interés
Medicinal (CODEIM) para evaluar su actividad antiproliferativa y antioxidante.

La actividad citotdxica y antioxidante in vitro frente las células HeLa, HaCaT y Vero se llevé a cabo empleando
el ensayo de MTT y la sonda fluorescente CM-H.DCFDA (para detectar ROS), respectivamente. Ademas, se
realizaron estudios in silico que incluyeron analisis de docking molecular y prediccién del perfil ADMET.
Como resultado, se obtuvo que todos los compuestos exhibieron una baja 0 moderada citotoxicidad frente a las
lineas celulares evaluadas, afectando principalmente las células tumorales HelLa. Se observé una alta capacidad
antioxidante por parte de los compuestos 2a, 2b, 3b1, 3b3, 3b4 y 4bl, los cuales a concentraciones de 10 uM
disminuyeron los porcentajes de ROS en las células HeL a a valores alrededor del 19, 15, 20, 22, 3, 45y 23%,
respectivamente. También se hizo notable la reduccion de ROS en las células Vero por la accion de los
compuestos 2a y 3b hasta valores del 51 y 47%, respectivamente, a comparacion de las células sin tratamiento.
Se destaca que el compuesto 3b4 disminuy6 las ROS a los valores cercanos obtenidos con el antioxidante, &cido
ascorbico (antioxidante utilizado como referencia), los cuales fueron aproximadamente de un 2%. También se
observo en las células tumorales que, para la familia de los compuestos con el a&tomo de nitrégeno en la posicién
orto de la piridina, la hibridacion de los precursores, es decir, los compuestos producto de la unién del nacleo
de chalcona al precursor de quinolina, provocé una pérdida en su actividad antioxidante. Caso contrario sucedio
con los compuestos cuyo atomo de nitrégeno se encontraba en la posicion 3 y 4 de la piridina, ya que al pasar
del precursor de tetrahidroquinolina al precursor de quinolina, y de este Ultimo a los compuestos hibridos, la
actividad antioxidante se vio incrementada. El analisis de los ensayos anteriormente descritos permitié conocer
que no existe una relacion directa entre la actividad citotdxica y la actividad antioxidante expuesta por cada una
de las moléculas ensayadas. Ademas, los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular y de deteccién
de ROS permitieron conocer la posible capacidad de estos compuestos para ser incluidos como coadyuvantes en
el tratamiento del cancer de cuello uterino.

Los resultados del acoplamiento molecular sugieren que la disminucién de ROS se debe a la inhibicién de la
enzima oxidasa NADPH 2 (NOX2) por los compuestos 2a, 3b1, 3b3, 3b4 y 4b1. Estos compuestos mostraron
valores de energia de enlace menores que el compuesto de referencia DEX y también exhibieron interacciones
esenciales entre el ligando y la proteina. Ademas, los compuestos hibridos 3b1, 3b3, 3b4 y 4b1 demostraron
caracteristicas similares en sus interacciones con las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y quinasa de células
hematopoyéticas (HCK). Tedricamente, estos resultados podrian implicar propiedades neuroprotectoras, asi
como posibles efectos antiproliferativos y antiinflamatorios sobre las células hematopoyéticas.

Por altimo, la prediccion del perfil ADMET de todos los compuestos permitié conocer su posible capacidad para
presentarse como farmaco y administrarse por via oral.

" Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Doctor en
Quimica. Codirector: Bladimiro Rincon Orozco. Doctor en Ciencias Naturales
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Abstract

Title: Cytotoxic and antioxidant evaluation of new quinoline-chalcone hybrids on the HeLa tumour cell line
and the non-tumour cell lines HaCaT y Vero”

Author: Nicolle Katherine Pineda Rojas™

Key Words: Quinoline-chalcone hybrids, cervical cancer, reactive oxygen species, cell culture, molecular
docking, ADMET profiling

Description: Cervical cancer is one of the most prevalents cancers female cancer globally, with a particularly
high incidence in Colombia. Oxidative stress, caused by an imbalance in the production of reactive oxygen
species (ROS) within cells, is a significant contributing factor to the development, progression, and metastasis
of cancer. The hybrids formed by the chemical nuclei of quinoline and chalcone stand out in the field of
medicinal chemistry for their biological characteristics, especially anticarcinogenic and antioxidant, which is
why in this research work 12 quinoline-chalcone hybrid compounds and six precursors synthesised by the
Research Group on Compounds of Medicinal Interest (CODEIM) were selected to evaluate their antiproliferative
and antioxidant activity. In vitro cytotoxic and antioxidant activity against HeLa, HaCaT and Vero cells was
carried out using the MTT assay and the fluorescent probe CM-H,DCFDA (to detect ROS), respectively. In
addition, in silico studies including molecular docking analysis and ADMET profile prediction were performed.

As a result, all compounds exhibited low to moderate cytotoxicity against the tested cell lines, mainly affecting
HeLa tumour cells. High antioxidant capacity was observed for compounds 2a, 2b, 3b1, 3b3, 3b4 and 4b1, which
at 10 uM concentrations decreased the ROS percentages in HeLa cells to values around 19, 15, 20, 22, 3, 45 and
23%, respectively. Also notable was the reduction of ROS in Vero cells by the action of compounds 2a and 3b
to values of 51 and 47%, respectively, compared to untreated cells. It is noteworthy that compound 3b4 decreased
ROS to values close to those obtained by the antioxidant control (ascorbic acid), which were approximately 2%.
It was also observed in tumour cells that, for the family of compounds with the nitrogen atom in the ortho position
of the pyridine, the hybridisation of the precursors caused a loss in their antioxidant activity. The opposite was
true for the compounds with the nitrogen atom in the 3 and 4 position of the pyridine, as the antioxidant activity
increased when switching from the tetrahydroquinoline precursor to the quinoline precursor, and from the latter
to the hybrid compounds. The analysis of the assays described above showed that there is no direct relationship
between the cytotoxic activity and the antioxidant activity exhibited by each of the molecules tested. In addition,
the results obtained in the cell viability and ROS detection assays revealed the potential capacity of these
compounds to be included as adjuvants in the treatment of cervical cancer.

The results of molecular suggest that the decrease in ROS is due to inhibition of the enzyme NADPH oxidase 2
(NOX2) by compounds 2a, 3b1, 3b3, 3b4 and 4b1. These compounds showed lower binding energy values than
the reference compound DEX and also exhibited essential ligand-protein interactions. In addition, the hybrid
compounds 3bl, 3b3, 3b4 and 4bl demonstrated similar characteristics in their interactions with
acetylcholinesterase (AChE) and haematopoietic cell kinase (HCK) enzymes. Theoretically, these findings could
imply neuroprotective properties, as well as possible anti-proliferative and anti-inflammatory effects on
haematopoietic cells.

Finally, prediction of the ADMET profile of all the compounds allowed to determine their potential ability to be
presented as a drug and administered orally.

" Degree Work

> Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Ph.D. in
Chemistry. Codirector: Bladimiro Rincon Orozco. Ph.D. in Natural Sciences.
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AA

AChE

ADMET

ADN

ADP

ATP

CAS

Abreviaturas y acronimos

Acido ascorbico

Acetilcolinesterasa

Absorcién, Distribucidn, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad
Acido desoxirribonucleico

Adenosin difosfato —“Adenosine diphosphate”

Adenosin trifosfato —“Adenosine triphosphate”

Sitio anionico o catalitico —“Catalytic or anionic site”

CM-H.DCFDA 5-(y-6)-clorometil-2’,7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato éster de acetilo

CODEIM

DMEM
DMSO
DTT

h

HCK

IARC

ICs0
mL
MTT
ML

MM

Grupo de Investigacion en Compuestos Organicos de Interés Medicinal

Medio Eagle modificado de Dulbecco — “Dulbecco’s Modified Eagle Medium”
Dimetilsulfoxido

Ditiotreitol

Horas

Quinasa de células hematopoyéticas —Hematopoietic cell kinase”

Agencia Internacional de Investigacion en Céncer — “International Agency for
Research on Cancer

Concentracion inhibitoria media maxima —“Half maximal inhibitory concentration”
Mililitros

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

Microlitros

Micromolar
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NADPH

NOX2
PAS
PBS
PDB
PRDX 5
RFU
ROS
RNS
RMSD
THQ
VPH

WHO

Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato — “Nicotinamide adenine dinucleotide
Phosphate”

Oxidasa NADPH 2 —“NADPH oxidase 2”

Sitio anionico periférico —Peripheral anionic site”

Buffer fosfato salino — “Phosphate-buffered saline”

Protein Data Bank

Peroxirredoxina 5

Unidades relativas de fluorescencia —“Relative Fluorescence Units”
Especies reactivas de oxigeno — “Reactive oxygen species”
Especies reactivas de nitrdgeno — “Reactive nitrogen species”
Desviacion cuadratica media — “Root-mean-square deviation”
Tetrahidroquinolina

Virus del papiloma humano

World Health Organization
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Introduccion

El céancer de cuello uterino es uno de los tipos de cancer que mas afecta a las mujeres,
siendo asi que en el afio 2020 se registraron 604,000 nuevos casos aproximadamente y la cifra de
muertes causada por esta enfermedad sobrepasé el valor de 342,000 en todo el mundo (Cohen
et al., 2019; World Health Organization: WHO, 2023). Ademas, es reportado que es el tipo de
cancer mas diagnosticado en 23 paises y el tipo de cancer por el que mas se producen muertes en
36 paises, los cuales se ubican en gran parte en Melanesia, Asia suroriental, Africa subsahariana

y Suramérica (Sung et al., 2021).

El cancer de cuello uterino en Colombia presentd un namero de 2300 muertes para el afio
2019 (World Health Organization: WHO, 2023). Respecto al afio 2020, y basandose en la
informacion tomada del Registro de Céancer del Area Metropolitana de Bucaramanga, Registro de
Cancer de Cali, Registro de Cancer de Manizales y el Registro de Cancer de Pasto, la Agencia
Internacional de Investigacién en Cancer (IARC) registr6 que las cifras alcanzaron los 4742 nuevos
casos, convirtiéndose en el tercer cancer con mayor incidencia para las mujeres en el pais, después
del cancer colorrectal en segundo lugar y el cancer de mama encabezando la lista (International

Agency for Research on Cancer, 2021).

Actualmente, existen varios métodos empleados para tratar el cancer de cuello uterino,
entre los cuales se encuentran la radioterapia, la quimiorradioterapia, la cirugiay la terapia
sistémica (National Comprehensive Cancer Network, 2022). El uso del cisplatino es considerado
el procedimiento estandar en la implementacion de la quimioterapia como terapia sistematica; sin
embargo, los considerables porcentajes de recaidas y de riesgo de fracaso terapéutico, ademas del
desarrollo de resistencia hacia el farmaco, esta impulsando la busqueda de las alternativas que
ofrezcan mayor seguridad y éxito, tanto durante, como después del tratamiento (Gupta et al., 2018;

Bhattacharjee et al., 2022).
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Por otro lado, el principal responsable de causar el cancer cervicouterino, es el virus del

papiloma humano (VPH). Este virus cuenta con mas de 25 tipos, y son los VPH 16 y VPH 18 dos
de los tipos considerados como de alto riesgo para el desarrollo de neoplasias, pues provocan
aproximadamente la mitad de las lesiones precancerosas malignas (World Health Organization:
WHO, 2023; Mufioz et al., 2003).

La infeccion por el virus del VPH se encuentra estrechamente relacionada con el estres
oxidativo (Georgescu et al., 2018; Preci et al., 2020). Este fendmeno es la consecuencia de un
estado de desequilibrio, debido al exceso demetabolitos muy reactivos junto con la generacion de
radicales libres, con relacion a la capacidad de eliminacion de estos mismos mediante
antioxidantes (Durackova, 2010). De esta manera, las oncoproteinas provenientes del \VVPH tienen
la capacidad reducir los niveles de antioxidantes, induciendo asi estrés oxidativo y
posteriormente permitiendo que la infeccion cronica con el virus pueda generar mutaciones en
las células de cuello uterino, una vez la capacidad de reparacion del ADN se haya visto
comprometida. También se ha declarado que el mismo estrés oxidativo propicia las condiciones
para que elcancer de cuello uterino continte avanzando (Preci et al., 2020). Ahora bien, el estrés
oxidativo no solo esta relacionado con la estimulacion del crecimiento descontrolado de las
células, sino que también se ha reportado que las células cardiacas pueden sufrir dafios precursores
de enfermedades cardiovasculares, ademas de provocar la muerte de neuronas desencadenando

enfermedades neurodegenerativas (Diez, 2000; Graeber & Moran, 2002).

Frente a la situacion planteada, la comunidad cientifica ha unido esfuerzos en pro del
desarrollo de nuevas moléculas que permitan inhibir la sobreproduccion de ROS en las primeras
manifestaciones neoplasicas de cuello uterino, pues en este periodo la disminucién del estres

oxidativo es necesaria para evitar la tumorogénesis (Zinovkin et al., 2023).
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Dentro de estas posibles alternativas, los compuestos hibridos quinolina-chalcona son
compuestos que han sido estudiados por sus posibles actividades antiparasitarias, antibacterianas,
antifungicas y especialmente citotoxicas y antioxidantes, arrojando resultados prometedores

(Abbas et al., 2019; Yepes et al., 2020, Dorababu et al., 2020; Mohamed & Abuo-Rahma, 2020).

De esta manera, 12 nuevos compuestos pertenecientes al grupo de hibridos quinolina-
chalconay seis precursores sintetizados por el grupo de investigacion en compuestos organicos de
interés medicinal (CODEIM), fueron considerados en el estudio para evaluar y analizar su

actividad citotdxica y antioxidante.

De acuerdo con toda la informacién planteada en el presente apartado, este proyecto de
investigacion se dio respuesta a los siguientes interrogantes: ¢Presentaran estos compuestos
actividad citotoxica de manera selectiva en las células tumorales?, ¢presentaran estos
compuestos actividad antioxidante en las tres lineas celulares?, ¢existira una relacion entre la

actividad antioxidante y la actividad citotoxica?
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1. Objetivos

2.1 Objetivo general
Determinar la actividad antiproliferativa y antioxidante de compuestos hibridos de
quinolina-chalconas y sus precursores sobre la linea celular de cancer de cuello uterino Hela, la

linea celular no tumoral HaCaT vy la linea celular no tumoral Vero.

2.2 Objetivos especificos

1.  Determinar la concentracion inhibitoria media maxima (ICso)de los compuestos
tipo quinolina-chalcona y sus precursores sobre las lineas celulares de estudio.

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los compuestos tipo quinolina- chalcona y
sus precursores sobre las lineas celulares de estudio.

3. Establecer la relacién estructura-actividad de los compuestos de estudio frente a
su actividad citotoxica y antioxidante.

4.  Realizar célculos in silico de las interacciones compuesto-proteinas relacionadas

con el estado redox de las células ensayadas
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3. Marco tedrico
3.1 Estado del arte

3.1.1 Rol de algunos antioxidantes exdgenos en neoplasias cervicouterinas

Un estudio realizado con el fin de ahondar en los efectos de la combinacion terapéutica de vitamina
C y de cisplatino en células SiHay células HEK, mostrd como resultado una citotoxicidad selectiva
hacia las células SiHa. Como conclusién, presentaron la vitamina C como un “suplemento valioso”
en el tratamiento del cancer (Leekha et al., 2016).

En la revision efectuada por Markowska et al. (2022), se reportaron investigaciones sobre
la relacion entre la vitamina C y el cancer de cuello uterino. Para la actividad in vitro, la viabilidad
de las células HelL a se vio alterada negativamente debido a la accion del &cido ascorbico, ademas
de mejorar la actividad del cisplatino y de la doxorrubicina a concentraciones farmacoldgicas
(Sindhwani et al., 2018; Wu et al., 2020) Ademas, en el articulo de Roberts et al. (2015) , se habla
de que el acido ascorbico tiene propiedades prooxidantes sobre las células HelLa a partir de una
concentracion de 5 mM y que desencadend procesos apoptdticos a concentraciones entre 7 'y 10
mM via intravenosa. Sin embargo, cuando se avanzé a los ensayos clinicos, los resultados daban
cuenta en su mayoria de las fases | y 11, a pesar de que se habian obtenido resultados favorables a
través de administracion via intravenosa en la fase preclinica, y que no se podia decidir si la
incorporacion de la vitamina C en los tratamientos seria exitosa hasta que culminaran los ensayos
clinicos (Markowska et al., 2022).

Figural

Estructura del 4cido ascérbico o vitamina C
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Calaf et al. (2018) realizaron una revision de la accion de algunos antioxidantes naturales
sobre el cancer de cuello uterino. Entre éstos, surge la curcumina, capaz de regular al alza las
proteinas supresoras tumorales p53 y pRb, haciendo decrecer la expresion de la oncoproteina E6
para el caso de la primera proteina supresora, y E7 para el caso de la segunda.

También se demostrd que la citotoxicidad se inclinaba selectivamente hacia las lineas
celulares SiHa y HeLa contra las células negativas para VPH (Divya & Pillai, 2006). Otro articulo
de esta misma revision concluyo que el papel de la curcumina en la muerte de las célulasHeLa se
debia a que la cromatina pasaba por un proceso de condensacion y se inducia, ademas, dafio al
ADN (Shang et al., 2016). Ahora bien, Lewinska et al. (2014) documentaron que la curcumina
carecia de genotoxicidad hacia las células HeLa, pero si promovia la apoptosis hacia estas células.

Figura 2

Estructura de la curcumina

La melatonina también es considerada un antioxidante e inductor de apoptosis (Carlberg,
2000). Una revision llevada a cabo en 2019 concluyd que esta sustancia ademas de tener las
caracteristicas mencionadas anteriormente puede mejorar en gran medida la accion de agentes
quimioterapeuticos hacia las neoplasias de cuello uterino pero que se necesitaban llevar a cabo

mas estudios para evaluar su potencial como agente adyuvante (Shafabakhsh et al., 2019). Este
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agente quimioterapéutico resulté ser el cisplatino, y la actividad citotdxica en las células HeLa se
produjo gracias a la estimulacién del receptor MT3 y la inhibicion de las vias de mitofagia y la
proteina JNK/Parkin (Pariente et al., 2017; Chen et al., 2017). Ademas, en un estudio in vivo,
demostro que la melatonina impedia la carcinogenesis cervical en ratones (Anisimov et al., 2000).

Figura 3

Estructura de la melatonina

Otro antioxidante que ha tenido varios estudios se trata del resveratrol. Se ha confirmado
que este compuesto polifendlico puede inducir la apoptosis, disminuir la proliferacion celular e
interrumpir el ciclo celular (Nadile et al., 2022; Zoberi et al., 2002). Se concluyd, ademas, que la
accion terapéutica del resveratrol se debia a la inhibicion de la endopeptidasa MMP-9 y a la
inhibicion de las quinasas JNK y PKC- delta (Woo et al., 2003). En el estudio llevado a cabo por
Kramer y colaboradores, se descubrié que el resveratrol a una concentracién de 50 uM podia
inhibir la fase S del ciclo celular en células HelLa pasadas 24 horas, pero a las 32-48 horas del
tratamiento, se revertia este proceso (Kramer & Wesierska-Gadek, 2009). Si embargo, aun falta
que se hagan suficientes ensayos clinicos que determinen el comportamiento del resveratrol como

un efectivo agente anticancerigeno (Di Domenico et al., 2012).
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Figura 4

Estructura del resveratrol
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3.1.2 Actividades bioldgicas de los hibridos quinolina-chalcona

Se ha reportado que este tipo de compuestos demostraron tener accion leishmanicida y
tripanocida. Las seis moléculas sintetizadas en el articulo de Coa et al. (2017) presentaron una
actividad mas potente que el antimoniato de meglumina, farmaco empleado en el tratamiento
contra la Leishmaniasis, sobre los tipos de parasitos pertenecientes a L.(V) panamensis, especie
altamente prevalente de Leishmania en Colombia. Asi mismo, en este estudio, tres hibridos
quinolina-chalcona mostraron actividad en contra de T.cruzi.

Otro estudio en el que se sintetizaron, entre otros compuestos, hibridos de furanchalcona-
quinolina indicd, igualmente, la actividad en contra de T.cruzi y L.(V) panamensis (Garcia et al.,
2017).

Estos trabajos se evaluaron en el articulo de Yepes et al. (2020), en el que se llevaron a cabo
procedimientos de docking molecular, dindmica molecular y la similitud farmacoldgica. Se
encontrd que los compuestos presentaban Optimas interacciones con la enzima diana cruzipaina de
T.cruzi, estabilidad durante las simulaciones de dinamica molecular, asi como energias de union,
caracteristicas fisicoquimicas y perfil ADME similares a los farmacos usados. De esta manera,

estos hibridos quinolina-chalcona disponen de posible actividad tripanocida
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Existen otras propiedades que han sido encontrados en estos hibridos. En la revision publicada
por Dorababu et al. (2020) se habla de actividades contra bacterias, hongos y plasmodium. Las
moléculas descritas por Chikhalia et al. (2002) y colaboradores, compuestas por grupos fenilos y
pirimidinil exhibieron actividad en contra de microorganismos, tales como: S. aureus, B. subtilis, E.
coli, y S. typhi. Otros estudios han demostrado que esta clase de hibridos pueden actuar en contra de
bacterias tanto grampositivas, como gramnegativas, ademas de presentar actividad antituberculosa y
antifangica (Rao et al., 2017; Prasath et al., 2015; Prasath et al., 2013).

La actividad antipaludica de hibridos quinolina-chalcona se evidencié en estructuras que
incluian el fragmento 7-cloro-4-aminoquinolina y 7-cloro-4- piperazinilquinolina (Sashidhara et al.,
2012; Guantai et al., 2011; (Ferrer et al., 2009). Incluso, se evidenci6 que aquellos que se mencionaron
primero, también presentaron actividad citotoxica frente a células tumorales de prostata LNCaP (Ferrer
etal., 2009).

El fragmento 7-cloro-4-aminoquinolina en los hibridos quinolina-chalcona, de igual manera, ha
ejercido efectos inhibidores de erosiones, lesiones que desarrollan la enfermedad gastrointestinalde
Ulcera péptica. En este mismo estudio se evalu6 el efecto citotoxico de estos compuestos sobre células
de estdbmago aisladas de ratas pertenecientes a la cepa Sprague-Dawley. Los resultados no mostraron

dafios hacia estas células (Sashidhara et al., 2015).

3.1.3 Hibridos de quinolina-chalcona como potenciales agentes cancerigenos

A continuacién, se presenta una serie de estudios clasificados segin algunos modos de accion
de los hibridos y sobre variadas lineas celulares (Mohamed & Abuo-Rahma, 2020):

Tseng et al. (2015) sintetizaron un grupo de derivados de 3- fenilquinolinilchalconas y
destacaron como compuesto lider a la estructura 1 (Figura 5), exhibiendo una actividad citotoxica
favorable con valores de 1Cso de 1.05, 0.75, y 0.78 UM contra las lineas de cancer de mama MCF-7,

MDA-MB-231y SKBR-3, respectivamente. Para la linea celular no tumoral H184B5F5/M10, la
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actividad citotdxica no obtuvo valores relevantes. También se descubrio que estos hibridos actuaban
como inhibidores de la polimerizacion de tubulina e inducir la detencion del ciclo celular en la fase
G2/M.

En otro estudio realizado sobre hibridos que contenian el fragmento 2- metilquinolina,
sobresalio el compuesto 2 (Figura 5) que presentaba notable actividad antiproliferativa en lineas
celulares tumorales como HepG2, KB, HCT-8 y la linea celular sana L-02. La selectividad del
compuesto hacia la linea HepG2 frente a L-02 fue del 65.8, ademas de presentar un buen perfil de
seguridad. Los ensayos mostraron que el compuesto podia inhibir la formacion de tubulina, detener la
fase G2/M del ciclo celular, impulsar la apoptosis, provocar procesos de despolarizacion de la
mitocondria en células K562, generar estrés oxidativo y ejercer actividad antiangiogénica (Li et al.,
2018).

Figura 5

Hibridos de quinolina-chalcona como inhibidores de polimerizacién

Otro estudio mostré mas hibridos quinolina-chalcona que también tienen la capacidad de inhibir
la polimerizacién de la tubulina y que inhiben el ciclo celular en la fase G2/M, y consisten en los

compuestos 3, 4 y 5 (Figura 5), cuyas estructuras presentan grupos benzoilos. La actividad
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citotoxica se evalud en dos lineas celulares de cancer de ovario; una de carcinoma resistente al
cisplatino (A2780/RCIS) y su progenitora (A2780), y dos lineas celulares de cancer de mama; una
de adenocarcinoma resistente a la mitoxantrona (MCF-7/MX) y su progenitora (MCF-7) y la linea
celular HUVEC. Los resultados expusieron una alta actividad antiproliferativa.

Varios estudios han investigado sobre el papel de las quinasas en el desarrollo del cancer. Rizvi
et al. (2012) sintetizaron una serie de moléculas consistentes en chalconas de quinoliltienilo y fueron
sometidas a ensayos in vitro para evaluar su actividad inhibitoria de VEGFR-2 y ensayos de
proliferacion celular para medir los efectos antiangiogénicos sobre células HUVEC (células primarias
provenientes de la vena de cordon umbilical humano). Los resultados destacaron el compuesto 6
(Figura 6), al mostrar una IC50 de 73.41 nM contra VEGFR-2, ademas de presentar una IC50 de 21,78
nM contra las células HUVEC. Los estudios de acoplamiento molecular revelaron de este tipo de
hibridos se unia favorablemente con el sitio de union del ATP de VEGFR-2 (Mirzaei et al., 2020).

Otras dos proteinas dianas que cobran relevancia al impedir la proliferacion tumoral son la
quinasa B (a, By y) y la quinasa IkB (a y B) (Mohamed & Abuo-Rahma, 2020).

El compuesto 7 (Figura 6) sobresalio por lograr la mayor inhibicion de estas quinasas entre los
demas hibridos del estudio, ademas de exhibir también favorable actividad antiproliferativa contra
células de melanoma UACC-903 tanto en modelos in vitro, como in vivo (Barile et al., 2013).

Los compuestos 8-15 (Figura 6) tuvieron una notoria actividad inhibitoria hacia la enzima
tirosina quinasa EGFR (Mohamed & Abuo-Rahma, 2020; George et al., 2019; Abdelbaset et al.,2019;
Ibrahim et al., 2015; Aly et al., 2017). Los compuestos 8 y 9 presentaron actividad citotoxica contra las
lineas celulares cancerigenas MCF-7, HeLa y DLD1, mientras que hacia la linea celular sana WI-38
no mostraron actividad citotoxica significativa. Ademas, el compuesto 8 revel6 una actividad
inhibitoria (IC50=37,07nM) hacia EGFR comparable con el Gefitinib (IC50=29,16nM), un inhibidor
comercial.

Las tienoquinolinas 10 y 11 (Figura 6) tuvieron una destacable actividad antiproliferativa
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frente a las lineas celulares cancerigenas PaCa-2, Panc-1, HT-29 y HT 460 y A375. En esta ultima linea
celular, las tienoquiloninas tuvieron una actividad inhibitoria hacia EGFR mejor que el farmaco
Erlotinib. Ademas, el compuesto 11 puede estimular la apoptosis pre G1 y en la detencion de ciclo
celular en la fase G2/M.

Por ultimo, destacaron los compuestos 12 y 13 (Figura 6) debido a su favorable actividad
citotoxica frente a la linea tumoral MCF-7 con una IC50= 3.46 uM y IC50 = 3.35, respectivamente,
ademas de una actividad inhibitoria de EGRF de 1C50=5.283 uM y IC50 = 2.61 uM, respectivamente.

Figura 6

Hibridos de quinolina-chalcona como inhibidores de quinasas
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A continuacion se presentan hibridos de quinolina-chalcona (Figura 7) con la capacidad de
intercalarse entre el ADN, afectando asi la enzima topoisomerasa Il, y la capacidad de fotoescindir el
plasmido de E.coli pUC19 (Via et al., 2009; (Bindu et al., 2014).
Los compuestos 14 y 15 de pirroloquinolinas sobresalieron también por ofrecer una actividad
citotoxica sobresaliente hacia la linea celular de melanoma JR8 con IC50 =3.3, 21y 1.2 uM
respectivamente.

Figura7

Hibridos de quinolina-chalcona que pueden afectar el ADN
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Otro mecanismo en el cual se emplean hibridos de quinolina-chalcona es para la inhibicion de
las enzimas topoisomerasas de tipo | y de tipo Il. Se hizo énfasis en los compuestos 19, 20, 21 y 22

(Figura 8) sintetizados Abdel-Aziz et al. (2013).

La molécula 19 mostro actividad citotdxica en contra de las nueve lineas celulares. Encambio,

el compuesto 20 se comportd de manera selectiva afectando a la linea celular de leucemia.
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Aunque estos compuestos mostraron una buena actividad inhibitoria hacia las topoisomerasas 1 'y 1l a
100uM, los compuestos 21 y 22 exhibieron una notable actividad inhibitoria hacia la topoisomerasa de
tipo 1 a una concentracion de 20 pM, a comparacion del farmaco camptotecina, y hacia la
topoisomerasa de tipo Il a concentraciones de 100 y 20 uM, a comparacion del farmaco etopdésido.

Figura 8

Hibridos de quinolina-chalcona como inhibidores de topoisomerasas
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3.2 El estrés oxidativo

El estrés oxidativo es una condicidén que compromete el estado redox de la célula, resultado de
un deshalance entre las especies reactivas de oxigeno (ROS), junto con las especies reactivas de
nitrégeno (RNS) y su eliminacién mediante los sistemas antioxidantes. Entre estas especies se
encuentran el oxigeno singlete (*O2), el peroxido de hidrogeno (H202), el acido nitrico (HNO3), el
radical hidroxilo (HO"), el radical dioxido de nitrogeno (NO>), el radical 6xido nitrico (NO'), y el anion
radical superéxido (O27) (Durackova, 2010).

Es necesario mantener cierta cantidad de ROS/RNS en el organismo para garantizar el
correcto funcionamiento de procesos bioquimicos, como lo son la hidroxilacién, la carboxilacion, la
peroxidacién o la modulacion de vias para la transduccién de sefiales (Jomova et al., 2023); sin
embargo, el exceso de estas mismas puede desencadenar el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatorias y cancer; ya que los carbohidratos, los lipidos,
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las proteinas y los &cidos nucleicos son las moléculas que se ven afectadas (Durackova, 2010; Diez,
2000; Graeber & Moran, 2002, Georgescu et al., 2018).

Las fuentes de estos radicales libres y metabolitos pueden ser enddgenas y exogenas. Entre las
primeras se encuentran las mitocondrias y las NADPH oxidasas, y para las exdgenas, la contaminacion,
el tabaco, la radiacion ionizante, la radiacion ultravioleta, al igual que algunos farmacos y alimentos

(Jomova et al., 2023).
3.3 Cancer de cuello uterino

3.3.1 Generalidades

El cancer de cuello uterino hace referencia al crecimiento descontrolado de las células del cuello
uterino, laparte inferior angosta del Gtero que lo conecta con la vagina.

Este tipo de cancer se puede manifestar principalmente en forma de carcinoma de células
escamosas debido a que las células cancerosas comienzan a crecer en el ectocérvix, pero también
pueden aparecer en el endocérvix, para asi llamarse adenocarcinoma. En algunas ocasiones se puede
dar el caso de carcinoma mixto o adenoescamoso, el cual posee los rasgos de ambas neoplasias
(Instituto Nacional del Céncer, s. f.).

Las lesiones que pueden promover el cancer de cuello uterino, conocidas como neoplasias
cervicales intraepiteliales (CIN por sus siglas en inglés), presentan tres estados o fases nombradas como
CIN 1, siendo la lesion leve; CIN 2, como lesiébn moderada; y CIN 3, lesion grave (Figura 9)
(Georgescu et al., 2018).

3.3.2 Virus del papiloma humano

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus que carece de envoltura y posee una doble
cadena de ADN. Su genoma se puede dividir en los genes tempranos (E1, E2, E3, E4, E5,E6 Yy E7) y
genes tardios (L1 y L2) (Georgescu et al., 2018).

La infeccion por el virus del papiloma humano es la causante mas comun de este tipo de neoplasia

cervical, presentandose con un porcentaje de mas del 95% en la cantidad de casos. Los tipos mas
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agresivos de este virus, 16 y 18, son los responsables de alrededor de la mitad de las lesiones
precancerosas de cancer cervical, ademas de que pueden hacer que las lesiones progresen hasta
convertirse en carcinoma cervical intrusivo (World Health Organization: WHO, 2023; Mufioz et al.,
2003; Ojha et al., 2022).

El ADN del virus una vez ha infectado la célula, se puede ubicar de tres maneras: incorporado
al ADN celular (integrado), suelto en el nucleo celular (episomal) y existiendo de las dos maneras
(mixta) (Lopez, & Aristizabal., 2006).

3.3.3 Relacion entre el estrés oxidativo y el cAncer de cuello uterino

Cuando el VPH infecta las células que se encuentran en la capa basal del cuello uterino, los
glébulos blancos se ven impulsados a provocar reacciones inflamatorias como mecanismo de defensa.
Esto puede hacer que los leucocitos granulares y los macréfagos produzcan una alta cantidad de
ROS, que causan pérdidas de purinas, alteraciones en las bases de purina y pirimidina y pueden
desencadenar la rotura del mismo ADN. De esta manera, es posible la integracion los genes del VPH
en el ADN de la célulay el inicio de la carcinogénesis (Figura 9) (Calaf et al., 2018; Georgescu et al.,
2018, Ojha et al., 2022). Ahora, la condicion mencionada anteriormente no es la Gnica responsable de
la generacion de ROS. La infeccion del virus que continia manifestandose y el metabolismo de las
células afectadas y transformadas también facilitan el estrés oxidativo (Silva et al., 2018).

Las oncoproteinas E6 y E7 de este virus son responsables de alterar la funcién de las proteinas
supresoras de tumores p53 y pRB, e incluso de causar irregularidades en proteinas relacionadas con la
resistencia a la apoptosis, la proliferacion de células epiteliales y la respuesta inmunitaria (Figura 9).
La acumulacién de este tipo de modificacion da paso y mantiene la proliferacion de las células de cuello

uterino (Silva et al., 2018).
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Ademaés de que los oncogenes E6 y E7 tienen un papel fundamental en la inhibicién de las
proteinas supresoras de tumores, también se relacionan con la inflamacion cronica del cuello
uterino junto con el oncogén E5, pues regulan al alza la enzima ciclooxigenasa COX-2, la cual
produce prostaglandinas que pueden promover la proliferacién celular, la detencion de la apoptosis
y la angiogénesis (Georgescu et al., 2018)

Figura 9

Proceso de infeccion del VPH y desarrollo de carcinoma cervical
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Fuente: Tomado de “Human papillomavirus and cervical cancer” (p. 170), por E.J. Crosbie y
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3.4 Antioxidantes

Un antioxidante es aquella sustancia que tiene la capacidad de evitar que otra especie existente

en el medio se oxide, llevando a cabo este proceso ella misma, ya que pueden reaccionar con los
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radicales libres (Londofio, 2012). Los sistemas antioxidantes de defensa que presenta el organismo
se clasifican en enzimaticos, como la superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx),
glutation S-transferasas (GST), pacientes con cancer cervicouterino presentan,catalasas (CAT) y
el sistema tiorredoxina (Trx-R); asi como antioxidantes no enzimaticos como el glutation reducido
(GSH), las vitaminas y los carotenos. Sin embargo, los pacientes con cancercervicouterino exhiben
pocas cantidades de algunas de estas sustancias como GSH, GPx, GST, SOD, la vitamina E y la
vitamina C. Las hipdtesis acerca de la causa de este fendmeno proponen que las células tumorales
captan las especies antioxidantes de la circulacion de los pacientes, también el consumo en exceso
de los antioxidantes por estas mismas células que estan siendo afectadas por los altos niveles de
ROS, y en algunos casos, la malnutricién (Vaiyapuri et al., 2002).

Ahora bien, las células cancerosas tienen una gran capacidad para contrarrestar el efecto
del estrés oxidativo, produciendo en gran cantidad antioxidantes como SOD y CAT, a la vez que

la actividad apoptdtica se ve inhibida (Georgescu et al., 2018).

3.5 Hibridos quinolina-chalcona

3.5.1 Generalidades

Los compuestos hibridos conformados por moléculas de quinolina y chalcona (Figura 10)
se caracterizan por presentar una variedad de propiedades bioldgicas y sobresalen en el proceso de
descubrimiento de farmacos, especialmente de caracter anticancerigeno (Dorababu et al., 2020;
Mohamed & Abuo-Rahma, 2020).

Figura 10

Estructura més simple de un hibrido de quinolina-chalcona
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Por un lado, se le llama chalcona a la estructura que exhibe un fragmento 1,3-diaril-2-
propen-1-onay un carbonilo alfa, beta-insaturado. Esta molécula existe principalmente en su forma
trans debido a su estabilidad termodindmica (Figura 11). Las chalconas pueden presentar,entre
otras caracteristicas farmacoldgicas, actividad antioxidante, antitumoral e inhibidora de tubulina
gracias a la capacidad de comportarse como un aceptor de Michael y unirse con variadas
moléculas nucledfilas (Mohamed & Abuo-Rahma, 2020; Zhuang et al., 2017)).

Figura 11

Estructura de una chalcona
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Ahora, las quinolinas son compuestos heterociclicos nitrogenados (Figura 12) que de igual
manera tiene una variedad de actividades bioldgicas y que se pueden destinar al desarrollo de
farmacos anticancerigenos. Esto debido a que pueden detener el ciclo celular, la angiogénesis,
promover la apoptosis, actuar como inhibidoras de tirosina quinasa y de la polimerizacién de la
tubulina (Mohamed & Abuo-Rahma, 2020).

El &tomo de nitrogeno es de gran utilidad en este campo para poder interaccionar con las
enzimas dianas (tales como los microtubulos, los receptores hormonales, la anhidrasa carbonica,
la poli-ADP-ribosa polimerasal (PARP-1), la Bcl-2, la Hsp90, la NF-kB, la timidilato sintasa y
receptores de membrana de quinasa) al formar enlaces de puentes de hidrogeno (Mohamed &

Abuo-Rahma, 2020; Lauria et al., 2021).
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Figura 12

Estructura de una quinolina

N
-
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3.5.2 Hibridos y precursores sintetizados por el CODEIM

Los compuestos empleados en los ensayos consistieron en tres precursores y 12 hibridos
sintetizados por el Grupo de Investigacién en Compuestos Organicos de Interés Medicinal
(CODEIM) gue se muestran a continuacion.

Figura 13

Hibridos y precursores sintetizados por el CODEIM

Los compuestos ensayados se componen de tres familias (2, 3 y 4) correspondientes a la
posicion del atomo de nitrégeno en el anillo de piridina y, que a su vez, cada familia tiene un
precursor de tetrahidroquinolina (2a, 3a, 4a), un precursor de quinolina (2b, 3b y 4b) y tres hibridos
quinolina-chalcona. Estas Gltimas moléculas se componen de sustituyentes en la posicion para
del anillo A de la chalcona (el anillo mas cercano al enlace alfa, beta-insaturado). La informacion

acerca de los nombres IUPAC de cada compuesto se encuentra en el Apéndice A.
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3.6 Cultivo Celular
3.6.1 Generalidades

Las técnicas y procedimientos que se emplean para procurar el crecimiento o cultivo de
células tanto eucariotas como procariotas en entornos fisioldgicos hacen referencia al cultivo
celular. Usualmente, el cultivo celular estd implicado de manera clinica en la simulacion de
ambientes o sistemas bioldgicos, para estudiar enfermedades, asi como interacciones de sustancias
con las células (Segeritz & Vallier, 2017).

3.6.2 Lineas celulares

Las lineas celulares reflejan un linaje de células con caracteristicas Unicas y provenientes
de un tejido especifico. Todas las células pertenecientes a una misma linea celular comparten el
mismo ancestro, por lo tanto, su fenotipo se mantiene estable durante una determinada cantidad de

pases. Ademas, de la ventaja descritaanteriormente, trabajar con estas células en estudios in
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vitro no es complicado y tampoco se invierte una gran cantidad de tiempo en realizar los pases

(Z. Li, 2011).
3.6.2.1 Linea celular Vero

Las células Vero pertenecen al tejido normal de rifion de mono verde africano y fue
originada en 1962. Normalmente, estas células se usan en pruebas de micoplasmas, de medios, de
eficacia, deteccion de verotoxina y estudio de la malaria. Son células adherentes que se deben
incubar a 37°C y bajo una atmdsfera de 95% aire y 5% CO:2 (Vero - CCL-81 | ATCC, s. f.) (Figura
14)

Figura 14

Foto de células Vero tomadas bajo el microscopio

iy
100 ¢m

Fuente: Autor

3.6.2.2 Linea celular HeLa

Aisladas en 1951, las células inmortales HelLa fueron las primeras células provenientes
de un humano que se cultivaron con éxito. Pertenecian a una paciente de 31 afios con

adenocarcinoma cervical y estan infectadas por el virus 18 de VPH.
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Estas células adherentes tienen la caracteristica de que la proteina p53 tiene bajos niveles de
expresion, pero niveles normales para pRB. Sus condiciones de cultivo consisten en incubacion a
37°C y en un ambienteal 95% de aire y CO2 al 5% (HELA - CCL-2 | ATCC, s. f.) (Figura 15)

Figura 15

Foto de células HeLa tomada bajo el microscopio

Fuente: Autor

3.6.2.3 Linea celular HaCaT
Estas células pertenecen a una linea celular primaria transformada de queratinocitos
epidérmicos humano adulto, por lo que se designan como “inmortales” y son no tumorales

(Boukamp et al., 1988). Su incubacion se realiza a 37°C y COzal 5% (Figura 16).
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Figura 16

Foto de células HaCaT tomada bajo el microscopio

Fuente: Autor

3.6.3 Ensayo de MTT para evaluar la viabilidad celular

El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) es una sal de tetrazolio
de color amarillo usada frecuentemente para realizar ensayos colorimétricos de viabilidad y
proliferacion celular, ya que es un método sin complicaciones para desarrollar, es econémico,
sensible y la toxicidad se mide rapidamente. Las células viables son capaces de reducir el MTT
mediante la enzima mitocondrial deshidrogenasa a formazan. Este producto se manifiesta en forma
de cristales de color parpura, que posteriormente se solubilizan en DMSO, y la absorbancia de

éstos se lee a 570 nm (McCauley et al., 2013; Prabst et al., 2017).
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3.6.4 Ensayo de deteccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) totales

El 5-(y-6)-clorometil-2’,7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato éster de acetilo (CM-
H>DCFDA) es ampliamente utilizado como una sonda indicadora no especifica de ROS en ensayos
in vitro debido a su permeabilidad, ya que le impide fugarse de la membrana celular.Una vez
la sonda ha ingresado a la célula, enzimas esterasas se encargan de eliminar los grupos de éster de
diacetato (DA), convirtiendo el compuesto en CM-H>DCF. Las ROS presentes en la célula oxidan
dicha molécula en CM-DCF, que tiene la propiedad de ser altamente fluorescente (Su rango de
absorcion se encuentra en ~492-495 nm y el de emision en 517-527 nm. Ver Figura 17). Esta
fluorescencia puede ser medida de manera fiable mediante citometria de flujo, un lector de
microplacas o un microscopio de fluorescencia (Forkink et al., 2010; (CM- H2DCFDA (General
Oxidative Stress Indicator), s. f.)

Figura 17

Espectro de fluorescencia del CM-DCF

Fuente: (CM-H2DCFDA (General Oxidative Stress Indicator), s. f.)

3.7 Acoplamiento molecular

El docking o acoplamiento molecular es designado como un método de disefio de farmacos
basado en estructuras computacionales (SBDD). Su funcidn es la de predecir el mejor modo de
unién y la conformacion ideal de una molécula (ligando) a una macromolécula (proteina). Para
esto, durante este proceso se calculan valores como la afinidad de union y la eficiencia del

ligando (Stanzione et al., 2021).
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Para asegurar la calidad del acoplamiento, es necesario preparar tanto el ligando, como la
proteina Figura 18. A la proteina se le deben agregar los atomos de hidrdgeno, las cargas y las
cadenas laterales que hacen falta, y se le debe remover el solvente segln la necesidad al tener en
cuenta los puentes de hidrégeno que puede formar. Por otro lado, la optimizacion del ligando
consiste en agregar los hidrdgenos correspondientes a pH fisioldgico y minimizar su energia
(Stanzione et al., 2021).

Figura 18

Diagrama de acoplamiento molecular

4)[ Target Selection ] [ Ligand Selection ](—
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[ Target Preparation ] [ Ligand Preparation ]
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f Evaluating Docking )
L Results

Fuente: Tomado de 'Molecular docking,' por G. M. Morris & M. Lim-Wilby, 2008, en A.

Kukol (Ed.), Methods in Molecular Biology, Vol. 443, Molecular Modeling of Proteins (pp.

365-382). Springer.

Los resultados del acoplamiento deben atravesar un proceso de validacion que permita
confirmar que los calculos se ejecutaron acertadamente. Por lo tanto, el parametro RMSD se
aplica para medir la posicion del ligando arrojada por el docking y la posicion en la que se

encuentra el ligando co-cristalizado.
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Para que el docking sea valido el valor de RMSD debe ser menor a 2 A (Morris & Lim-Wilby,

2008).

3.8 Perfil ADMET

La farmacocinética se encarga de estudiar el recorrido que efectia una molécula
xenobidtica, es decir; un compuesto, una nueva entidad quimica o un farmaco, desde que ingresa
al cuerpo hasta su eliminacion (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad)
(Fan & De Lannoy, 2014). Hodgson (2001) describié su importancia explicando que,
independientemente de que un compuesto exhiba excelentes caracteristicas de actividad y
especificidad, no podra emplearse como farmaco si no entra adecuadamente a un sistema, llega a
las partes a las que esta asignado abordar y sin sufrir procesos de metabolizacion antes de ejercer
su actividad biologica, y eliminarse apropiadamente. La toxicidad tiene que ver en que el

compuesto no cause efectos perjudiciales sin perder su efecto farmacolégico.

4. Metodologia

A continuacidn, se presentan los pasos que se llevaron a cabo durante los ensayos de la fase
in vitro y la fase in silico. Cabe aclarar que el cultivo celular, el ensayo de MTT y el ensayo de
deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se desarrollaron bajo técnicas de asepsia en un

laboratorio de nivel bioseguridad BSL-2+ y dentro de una cabina de flujo laminar.
4.1 Ensayos de solubilidad
Cada compuesto se disolvid en un solvente apropiado teniendo en cuenta su polaridad con

el fin de evitar la aparicion de precipitados o cristales, ademas de procurar una solucién

homogénea.
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Como primera opcion se selecciond el disolvente DMSO y se peso la cantidad de compuesto para
que la solucion alcanzara una concentracion de aproximadamente 10.000 uM. El segundo solvente
que se tuvo en cuenta en el ensayo fue Tween 80. Para llevar a cabo el ensayo, se depositaron 100
ML de cada compuesto en los pozos de una placa de 96 pozos y se llevaron a observacion en el

microscopio.

4.2 Ensayos de esterilidad

Para el ensayo de esterilidad en medio liquido, se pipetearon 100 pL de cada compuesto a
ensayar para afiadirlos en tubos cénicos de 15 mL junto con medio LB (Caldo Luria Bertani)
estéril. Se incluy6 un tubo que contenia inicamente medio como blanco. Se llevaron a incubacion
y se reviso si existia el crecimiento de microorganismos desde las 24 h (Vector Core, 2000).

Para el ensayo de esterilidad en medio sélido, se pipetearon 100 pL de cada compuesto en
placas Petri con medio LB estéril. Las placas se dividieron en cuatro secciones, y en cada una de
ellas se incub6 un compuesto preparado como se describi6 previamente. Nuevamente se incluyd
un blanco que contenia medio sin compuesto, apartando una seccion de la placa para éste. Se
Ilevaron a incubacion y se reviso si existia el crecimiento de microorganismos desde las 24h

(MacWilliams & Liao, 2006).

4.3 Plagqueo de células

Las células HeLa (ATCC, CCL-2), Vero (ATCC, CCL-81) y HaCaT (ATCC, PCS-200-
010) se cultivaron y mantuvieron en estado viable en frascos de cultivo de 75 cm? con medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y
antibidtico Pen/Strep 1X. Las tres lineas celulares fueron obtenidas de la American Type Culture
Collection (ATCC; Rockville, MD, USA). Laincubacion de células se llevo a cabo en un ambiente

de 5% CO; y temperatura de 37 °C.
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éfe reviso el estado de las células de manera frecuente a través de microscopia Optica, con un
microscopio digital ZOE Fluorescent Cell Imager de Bio-Rad (California, USA).

Cada vez que fue necesario realizar un subcultivo o pase celular, se pipeted el medio de las
células y se descartd. Se hizo un lavado con PBS (Buffer fosfato salino) y se agregé tripsina 1X
dejando actuar por maximo 10 minutos con el fin de despegar las células del frasco. Una vez se
confirmd el desprendimiento observando los frascos en el microscopio, se pipeted para
homogenizar y se transfirio el contenido a un tubo cénico de 15 mL. Para neutralizar la tripsina,
se adicion6 una cantidad suficiente de DMEM -10% SFB al frasco de cultivo para arrastrar las
células que quedaron depositadas en el frasco y luego todo el volumen se adicion0 al tubo. El tubo
(o los tubos, en caso de que se estuviera haciendo el pase a los tres tipos de células), se llevé a
centrifugar a 1600 rpm por 10 min. Al tubo que se llevo a centrifugacion, se le descartd el
sobrenadante y se agregé medio al pellet de células resuspendiéndolas.

Primero se contaron las células con ayuda del contador CellDrop FL de DeNovix
(Wilmington, USA). Se tomaron 10 pL del tubo resuspendido para que se ejecute un
procedimiento de conteo en 1 mL. Posteriormente se realizaron los respectivos calculos sobre la
cantidad de volumen que se debia depositar en cada pozo para que contuviera la cantidad de células
requerida (Tabla 1). Se agregé también 100 puL de medio y se llevaron a incubar a 37°C con 5%

de CO; por 24h. Para el ensayo de deteccion de ROS se ocuparon placas de platos negros.

Tabla 1

Namero de células por pozo que se deben sembrar para obtener una confluencia del 80%
24h después del paqueo

Linea celular | Cantidad de células para confluencia de 80%

Vero 10.000

HaCaT 20.000

HelLa 20.000
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4.4 Evaluacion de los compuestos quimicos

Después de asegurarse de que la confluencia de las células estuviera aproximadamente al
80%, se prepararon las respectivas soluciones basadas en los calculos previamente desarrollados
para que se llegara a las concentraciones asignadas que dependian del ensayo a realizar de la
siguiente manera:

o Screening de viabilidad celular: 10 uM
o Ensayo de deteccion de ROS totales: 10 y 50 pM
o Curva de viabilidad celular para cada compuesto: 5, 10, 20,50y 75 uM

Una vez preparadas las soluciones de los compuestos, se retiraron las placas de cultivo de
la incubadora y se retir6 el medio al 10%. Por triplicado se dispensaron 100 pL de las soluciones
preparadas con las concentraciones mencionadas; el control de crecimiento, con 100 uL. de DMEM
al 2% y los controles de solvente, que consistieron en 100 pL de solucién de DMSO (Apéndice
C).

Si el ensayo que se llevd a cabo consistié en el de deteccion de ROS, se asignaron seis
pozos con medio y sin compuesto. Por otro lado, al realizar el ensayo de viabilidad celular de
MTT, se dejaron tres pozos vacios.

Finalmente, se llevo la placa a incubacion a 37°C con 5% de CO..

4.5 Screening de viabilidad celular de MTT a 10 uM y curva de 1C50

Este ensayo colorimétrico se hizo segun el protocolo descrito por Mosmann (1983)
haciendo uso de la sal de tetrazolio amarilla bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolio (MTT).

Después de 48 horas de exposicion a los compuestos, las placas se llevaron a revision en
el microscopio para observar el estado de las células y se calculo la cantidad que se debia pesar de
reactivo para preparar la solucion de MTT a una concentracion de 1 mg/mL, en un vial de 1,5 mL

y en 1 mL de PBS. Una vez se homogenizo por agitacion, se paso a un tubo conico de 15 mL junto
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ﬁ)n 9 mL mas de PBS, protegiendo de la luz. Se retir6 el medio que se encontraba en la placa 'y
se agregaron 100 pL de la solucion de MTT a cada pozo. Se llevd a incubacion a 37°C con 5% de
CO2 por 2 h.

Cuando termind el tiempo de incubacion y se observé formacion de los cristales violetas
de formazan, se descartd la solucion de MTT asegurandose de que no quedara ningln rastro en los
pozos. A continuacion, se adicion6 DMSO para solubilizar los cristales y sobre los pozos blanco.
Se esperd 10 minutos para asegurar la solubilizacion.

Finalmente, se llevo a leer la absorbancia a 570 nm en el lector de microplacas
CLARIOStarPlus de BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania). Se retiré el DMSO de cada pozo y
se descartaron los residuos en el envase para residuos de citotoxicidad. La placa se descartd en la
cesta roja de residuos biologicos.

4.6 Ensayo de deteccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) totales

La preparacion de la sonda se hizo protegiendo de la luz y mediante alicuotas agregando
86,5 pL de DMSO a un tubo de CM-H.DCFDA de Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.
(Massachusetts, USA) que contuviera 50 pg. De esta manera la solucién de la sonda fue de 1
MM vy posteriormente se empled para elaborar la solucién de trabajo, que consistio en 50 puL de
sonda y 9950 uL de solucion de ringer modificada (CM- H2DCFDA (General Oxidative Stress
Indicator), s. f.)

Se sacaron las placas de la incubadora y se retird el medio al 2% de cada pozo. De los seis
pozos con DMEM vy sin compuesto, tres de ellos se destinaron como lectura de blanco, razonpor
la cual no se les adiciono la sonda. A los otros tres (control de crecimiento) y a los demés pozos
de la placa si fue agregada la solucion de CM-H>DCFDA. Las placas se llevaron a incubacién
durante 30 minutos a condiciones de 37°C y CO: al 5% protegiendo de la luz.

Después de culminar el tiempo de incubacion, se descarto la sonda de los pozos y se realizé

un lavado con 100 pL Ia solucién de lactato de ringer modificada a cada uno de los pozos.
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® Se retiraron los 100 puL y nuevamente se lavaron los pozos con la misma cantidad de pL
de la solucidn de lactato de ringer modificada.

Finalmente se llevaron a leer las placas por medio de fluorescencia en el lector de
microplacas CLARIOstar Plus de BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania) a un rango de longitud
de onda de emision 517-527 nM.

4.7 Tratamiento de resultados y calculo de las I1Cso

Los resultados obtenidos por el software CLARIOStar Plus se guardaron en formato de
Excel y, a partir de ellos, se realizaron diagramas de caja y bigotes para cada linea celular haciendo
uso del programa GraphPad Prism (version 8.0). De igual manera, en este software se calcularon
las ICso para cada compuesto en el ensayo de citotoxicidad.

4.8 Acoplamiento molecular

4.8.1. Seleccidn de proteinas

Con el fin de trazar una relacién y descubrir un posible modo de accion de los hibridos
sobre las células, se escogi6 la enzima peroxirredoxina 5 en complejo con el antioxidante
ditiotreitol (DTT) (PDB:3MNG) (Hall et al., 2010). Esta proteina fue elegida ya que tiene
caracteristicas citoprotectoras en contra del estrés oxidativo al reducir compuestos como
hidroperdxidos de alquilo y peroxinitritos. La PRDX 5 se encuentra en las células de mamiferos,
especificamente en la mitocondria, el nudcleo, el citosol y los peroxisomas (Knoops et al., 2011).

NOX2 (PDB:2CDU) (Lountos et al., 2006), es una proteina perteneciente a la familia de
enzimas oxidasas NADPH (NOX), las cuales son la fuente principal de especies reactivas de
oxigeno junto con la cadena respiratoria de la mitocondria. Su mecanismo de actividad consiste en
reducir el oxigeno a la especie anion superéxiglo (O2") y a perdxido de hidrégeno(H2@>) a partir de

los electrones transportados desde NADPH (Skonieczna et al., 2017).
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Para explorar los posibles efectos de las moléculas sintetizadas en otros tipos de células,
los compuestos se acoplaron también a la enzima acetilcolinestarsa cocristalizado con el farmaco
Donepezilo, usado para tratar el Alzheimer (PDB:4EY7) (Cheung et al., 2012), y la enzima tirosina
quinasa HCK en complejo con la quercetina, flavonoide con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (PDB:2HCK) (Sicheri et al., 1997). Esta Ultima proteina estimula la secrecion de
citoquinas proinflamatorias de células mieloides y factores de crecimiento. Ademas, permite la
supervivencia y proliferacion celular, por lo que se ve altamente expresada en varios tipos de

leucemia y algunos tipos de cancer solido como el de mama y el de colon (Poh et al., 2015).

4.8.2. Preparacion de las proteinas

Las proteinas se descargaron del Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb) y en

formato PDB. La peroxirredoxina 5 con una resolucion de 1.45 A, la NOX2 con 1.80 A, la

acetilcolinestara con 2.35 Ay la HCK con 3.00 A.

Se dispuso del software UCSF Chimera (version 1.17.3) para el tratamiento de las enzimas
(Pettersenet al., 2004). Se eliminaron las moléculas de solvente y de iones, se completaron las
cadenas de residuos de aminodcidos, se agregaron hidrégenos y se ajustaron las cargas. EI campo

de fuerza empleado fue AMBER ff14SB (Maier et al., 2015).

4.8.2. Preparacion de los ligandos

Para obtener el codigo SMILES, se dibujo la estructura de cada compuesto en la

herramienta online SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction.ch). Una  vez
completado el proceso, el codigo se utilizd para adjuntar el compuesto al software Avogadro
(version 1.2.0) (Hanwell et al., 2012). Alli se agregaron los hidrogenos correspondientes a un pH
fisiologico (7.4) y se selecciond el campo de fuerza MMFF94s para proceder con la minimizacion

de la energia de los ligandos (Halgren, 1999).


http://www.rcsb.org/pdb
http://www.swisstargetprediction.ch/
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4.8.3. Acoplamiento molecular
El docking y la validacion por re docking se ejecutaron mediante el programa AutoDock

Vina, incluido en el software AMDock (Trott & Olson, 2009; Valdés-Tresanco et al., 2020).

Para la validacién del método de acoplamiento, se ingresé a AutoDock Vina, se escogieron
los correspondientes ligandos y targets; los primeros, siendo los compuestos 2a, 2b, 3b, 3b1, 3b3,
3b4, 4by 4bl, y los targets, las proteinas anteriormente mencionadas. El pH de trabajo fue de 7.4
y la configuracién vina se establecio con los mismos pardmetros para todos los acoplamientos
realizados, con un numero de 10 poses, un valor de Exhaustiveness de 8, CPU Performance =4y
la aplicacion de un campo de fuerza AMBER.

En cuanto a las cajas de busqueda, el tamafio empleado para todos los acoplamientos fue
de X:30, Y:30, Z:30 A. Sin embargo, las coordenadas para el centro de cada proteina fueron
diferentes; pues para PRDX5 constaron de X:7.30, Y:41.80 y Z:34.80; en el caso de NOX2,
X:19.80, Y:-6.30 y Z:-0.80; para AChE consistieron en X:-14.00, Y:-44.00 y Z:27.00; mientras

que X:31.30, Y: 45.50 y Z:98.80 para HCK.

El célculo del valor de RSMD fue estimado en el sitio web

(https://zhanggroup.org/DockRMSD/ ) (Bell & Zhang, 2019).

El docking de cada compuesto seleccionado con cada proteina se llevd a cabo siguiendo

los pasos descritos anteriormente en la validacion.
4.8.4. Visualizacion de resultados

La visualizacién de las poses de los compuestos arrojados por el acoplamiento molecular
y su superposicion se obtuvieron del software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 3.0 Schrodinger, LLC) y el programa empleado para la visibilizacion de las interacciones
proteina-ligando se tratd de BIOVIA Discovery Studio Visualizer (BIOVIA Discovery Studio

Visualizer. Dassault Systemes BIOVIA, San Diego, CA. Release 20.1.0).


https://zhanggroup.org/DockRMSD/
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4.9 Prediccion del perfil ADMET de los compuestos
El célculo de las propiedades ADMET se hizo mediante la herramienta online

SwissADME (Daina et al., 2017).

5. Resultados y discusion

5.1 Ensayos de solubilidad

Es necesario garantizar la completa homogeneizacion de los compuestos en un solvente,
para que sus posteriores soluciones tengan exactamente la concentracion que se desea obtener y se
minimice la variabilidad de los resultados. Asi, los 12 hibridos quinolina-chalcona y sus seis
precursores inicialmente se trataron de disolver en dimetilsulféxido (DMSQ) a una concentracién
alrededor de 10.000 uM. A continuacion, se presenta la comparacion entre un compuesto que
genero cristales (2b2), el pozo vacio y el pozo que solo contenia DMSO las evidencias del ensayo
a dicha concentracion (Figura 19). Dirigirse al Anexo B para observar la foto de cada compuesto
ensayado.

Figura 19
Solubilidad de los compuestos a 10.000 uM en DMSO

Pozo vacio

Nota. Las fotos fueron tomadas con el microscopio ZOE Fluorescent Cell Imager de Bio-Rad. Las

imagenes presentan un aumento de 100 um
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Como se puede observar, la mayoria de los compuestos no tuvieron problema endisolverse
a la concentracion anteriormente mencionada en el solvente DMSO. Sin embargo, los compuestos
2b2, 2b4, 4b2 y 4b4 formaron cristales. En sus estructuras, 2b2 y 4b2 poseen un sustituyente metilo
en el anillo A de la chalcona, es decir, aquel que se encuentra mas cerca al enlace alfa,beta-
insaturado, y las estructuras 2b4 y 4b4 presentan un sustituyente cloro en ese mismo anillo. Por
otro lado, 2b2 y 2b4 son compuestos que tienen su anillo de piridina con el &tomo de nitrogeno en
una posicién orto, mientras que el nitrégeno de la piridina de 4b2 y 4b4 se encuentra en una
posicion para. De igual manera, es valido indicar que ningun compuesto cuyo nitrégeno de la
piridina se ubican en una posicién meta (3b1, 3b2, 3b3 y 3b4) se cristaliz6 independientemente del
sustituyente del anillo A de la chalcona, sefialando que esta ubicacion, junto con orto y para, pero
exclusivamente con un metoxilo o un hidrégeno unidoal anillo A del hibrido garantizan una

completa solubilidad a aproximadamente 10.000 uM en dimetilsulfoxido.

Se decidio cambiar el DMSO por Tween 80 en los compuestos que generaron cristales,
no obstante, la viscosidad del solvente impidi6 que éste bajara completamente de la punta de la
micropipeta al Eppendorf que contenia el compuesto. Debido a esto, se considero la opcion de
preparar la solucion del compuesto a una concentracion de 5.000 uM en DMSO. Para esto, se tuvo
en cuenta que los ensayos de las curvas de 1Cso no se podian llevar a cabo con estas moléculas a
concentraciones mayores de 50 uM, ya que sobrepasaba el limite de 1% de DMSO en las células.
Esta condicion se establece a causa de que cantidades mayores al 1% de este solvente en contacto
con las células tiene efectos toxicos que conllevarian posiblemente a falsos positivos de los

resultados de viabilidad celular (Dludla et al., 2018; Sangweni et al., 2021; Yuan et al., 2014).
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Los compuestos que se solubilizaron a 10.000 uM podrian participar enlos ensayos hasta
maximo una concentracion de 100 puM.

Una vez se volvio a ensayar la solubilidad a la nueva concentracion, todos los compuestos
que anteriormente cristalizaron se pudieron homogeneizar en DMSO, a excepcion del compuesto
2b4, por lo que se tuvo que excluir para los ensayos de viabilidad y actividad antioxidante.

5.2 Ensayos de esterilidad de las soluciones a evaluar

Es igual de relevante asegurar que todos los compuestos con los que se realizaran los
ensayos se encuentren libres de cualquier microorganismo que, de igual manera, pueda alterar los
resultados de viabilidad de las células. Primero se revisé si hongos o bacterias habian crecido en
tubos conicos llevados a incubacion, pero como se puede notar en la Figura 20, no se podia tener

la certeza de si el precipitado que se formaba en los tubos correspondia al desarrollo de

microorganismos o Unicamente a la inmiscibilidad de los compuestos en el medio.

Figura 20

Ensayos de esterilidad en medio LB liquido

() (b) (©)
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(d) (e)
Nota. Los resultados que se muestran son de a) de izquierda a derecha: 4b2, 4b4, 2b2 y 2b4; b) 4b,
3b3y 3b4; c) 3b, 2by 3a; d) 3bly 2bl; e) 2a, 4a y blanco.
En consecuencia, se llevd a cabo otro ensayo en el que nuevamente 100 uL de cada
compuesto se inocularon en medio LB, pero en esta ocasion, el medio se encontraba sélido y sobre
placas Petri. Las placas se revisaron a partir de las 24 horas.

Figura 21

Ensayos de esterilidad en medio LB sélido

(b)
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Nota. Cada caja Petri se dividio en 4 secciones correspondientes a 4 compuestos. Los resultados
se presentan a) En direccion de las manecillas del reloj a) 4b4, 3b3, y controles negativos (sin
compuesto); b) 4b3, 2b2, 4b1; c) 2a, 3a, 44, 2b; d) 4b, 2b1, 2b2, 3by e) 3b1, 3b2, 2b3, 2b4.

La Figura 21 muestra que ningin compuesto gener6 el crecimiento de microorganismos
de ningun tipo pasadas 48 horas. Es necesario resaltar que se realizaron ensayos de esterilidad al
compuesto 2b4 porque tanto estos ensayos, como lo de solubilidad, se llevaron a cabo de manera
simultanea. Sin embargo, cdmo se describié anteriormente, los ensayos de MTT y de la sonda

fluorescente no se aplicaron a esta molécula.

5.3 Plaqueo de células
La Tabla 2 exhibe el aspecto de las tres lineas celulares 24 horas de su plaqueo
a una confluencia igual o mayor al 80%

Tabla 2

Células 24 h después de su plaqueo
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Vero HaCaT HelLa

5.4.1 Screening a 10 uM

El procedimiento de cribado inicial de los compuestos se debia ejecutar a una
concentracion pequefia a fin de conocer aquellas moléculas que disminuyeran la viabilidad de las
células a menos del 80% Yy asi identificar compuestos aptos para el ensayo de antioxidacion, asi
como también compuestos con potencial toxicidad selectiva. Dicho esto, la concentracién elegida
fue de 10 uM.

Tan pronto como pasaron 48 horas de haber sembrado los hibridos, se procedio
a medir la citotoxicidad hacia las células mediante el ensayo de MTT vy la lectura de absorbancia

a 570 nm. Para calcular el porcentaje de viabilidad, se hizo uso de la siguiente ecuacion:

absorbancia de células tratadas — absorbancia del blanco

o4viabili — .
Yviabilidad absorbancia de células control — absorbancia del blanco

Los resultados del ensayo son presentados en la Figura 22, la Figura 23y la
Figura 24.

Figura 22

Resultados de viabilidad celular a una concentracion de 10 uM sobre células HeLa
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Figura 23

Resultados de viabilidad celular a una concentracién de 10 uM sobre células Vero
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y 3b4 y(c) 4a, 4bl, 4b2, 4b3 y 4b4.

Figura 24

Resultados de viabilidad celular a una concentracién de 10 uM sobre células HaCaT
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Nota. Resultados de los compuestos (a) 2a, 2b, 2b1, 2b2 y 2b3, (b) 3a, 3b, 3bl, 3b2, 3b3y 3b4dy

(c) 4a, 4b1, 4b2, 403y 4b4.

A partir de las Figuras 22-24 se pueden identificar dos grupos de moléculas: compuestos
cuyo valor de media reduce la viabilidad de las células a un porcentaje mayor o igualal 80% en las
tres lineas celulares y compuestos cuyo valor de media disminuye la viabilidad de las células a un
porcentaje menor a este 80%. En la primera categoria se encuentran los hibridos 2b1, 3a, 3b, 3bl,
3b3, 4a, 4b y 4b1, resultado que los selecciona inmediatamente para estudiar su capacidad de ser
agentes antioxidantes, ademas de estudiar su comportamiento citotoxico, especialmente en las
células sanas.

Ahora bien, en el segundo grupo de compuestos, aquellos llamados mas toxicos, se
encontraron dos subdivisiones: hibridos cuyo valor de media ejercié una actividad mas toxica hacia
las células HeLa que hacia las células sanas, y los compuestos cuyo valor de media, por el
contrario, aminoro la viabilidad de las células Vero y HaCaT en un mayor porcentaje que el de las
células cancerosas. Debido a esto, los compuestos 2a, 2b, 2b3, 3b4, 4b3 fueron considerados para
estudiar su potencial citotoxico, asi como su capacidad antioxidante con el fin de conocer si existe
una relacion entre estas dos caracteristicas. Por otro lado, como tener resultados en los cuales una
molécula actla perjudicando en mayor medida por lo menos a una linea celular sana que a la linea
celular tumoral no es favorable, los compuestos 2b2, 3b2, 4b2 y 4b4 fueron excluidos para los
demas ensayos.

Con la informacién anterior, se construyo la Tabla 3 que resume los resultados que arrojé
cada hibrido quinolina-chalcona y precursores en cada linea celular.

Tabla 3

Resultados finales del screening a 10 uM para cada linea celular

Compuesto HelLa Vero HaCaT  Descartado
2a Téxico No téxico  No toxico No
2b Toxico No téxico  No toxico No

2bl No toxico  Notoxico  No téxico No
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2b2 No toxico Toxico No toxico Si
2b3 “Téxico No téxico  No toxico No
3a No téxico  Notoxico  No tdxico No
3b No toxico  Notéxico  No téxico No
3bl No toxico  Notoxico  No tdxico No
3b2 No toxico Toxico No toxico Si
3b3 No toxico  Notoxico  No tdxico No
3b4 Toxico No téxico  No toxico No
da No toxico  Notoxico  No toxico No
4b No toxico  Notoxico  No tdxico No
4b1 Notoxico  Notdxico  No tdxico No
4b2 No téxico Toéxico No téxico Si
4b3 Toxico No téxico  No toxico No
4b4 Toxico Toéxico No toxico Si

Un detalle que sobresale de este ensayo es que ningn compuesto se consider6 altamente
citotoxico hacia las células HaCaT, pues permanecieron con porcentajes de viabilidad mayores al
80% a causa de la inoculacién de todos los compuestos. Igualmente es notable que todos los
hibridos que poseian un metilo (un activante débil en los derivados del benceno) como sustituyente
en el anillo A de la chalcona (2b2, 3b2 y 4b2) tuvieran una preferencia por causar un mayor dafio

a las células Vero que a las células HelLa.

5.4.2 Curvas de ICs

Los 13 compuestos seleccionados se probaron en cinco concentraciones: 5, 10, 20, 50y 75
UM sobre las células HelLa, Vero y HaCaT. Esto con el fin de encontrar laconcentracién inhibitoria
media (ICso) y conocer el potencial citotoxico de cada hibrido, ademas de su selectividad entre
lineas celulares. La concentracion maxima del ensayo, 75 UM, no representa ninglin riesgo de
toxicidad para las células con estas moléculas, pues el porcentaje de DMSO al 1% no es alcanzado
hasta una concentracion de 100 pM.

En primer lugar, el experimento fue realizado a los compuestos no toxicos para ninguna de
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las tres lineas celulares (2b1, 3a, 3b, 3b1, 3b3, 4a, 4b y 4b1) por triplicado. Los datos de la Tabla
4 informan del estado de las células que han pasado por el ensayo de MTT. Esta sal puede ser
reducida a cristales de formazéan Unicamente por células viables, por tanto, una mayor cantidad de
estos cristales significa una menor cantidad de muerte celular (McCauley et al., 2013; Prébst et
al., 2017).

Tabla 4

Resultados del ensayo de MTT para los compuestos 3b1, 3b3y 4bl a 75 uM

75 uM
Control 3bl 3b3 4h1

HelLa

Vero

HaCaT

Esta tabla unicamente presenta los compuestos 3bl, 3b3 y 4b1 ya que en estas
moléculas se alcanzaron niveles de viabilidad menores al 50%, especialmente en las células HelL a.
Se puede apreciar la diferencia entre el pozo con células control y los pozos en los cuales se
inocularon las estructuras a una concentracién de 75 pUM, puesto que en estos Ultimos se

encuentra reducido el crecimiento de cristales de formazan.
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Sin embargo, para determinar acertadamente la concentracion a la cual se llegé a ese porcentaje

de 50%, se trazaron las curvas para todos los compuestos (Figura 25).

Figura 25

Curvas de ICsp para los compuestos no toxicos
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Nota. Se muestran resultados de (a) 2b1, (b) 3a, (c) 3b, (d) 3b1, (e) 3b3, (f) 44, (g) 4b, (h) 4b1
La informacion de las gréaficas permite conocer la tendencia que manifiestan los
compuestos en relacion con su concentracion, dado que la viabilidad de las tres lineas celulares se
ve disminuida con el incremento de la concentracion de cada hibrido quinolina-chalcona. Se
observa también que las células HeLa tuvieron un mayor nivel de actividad antiproliferativa a
comparacion de las lineas celulares sanas a concentraciones menores La Tabla 5 recoge estos
datos y los presenta con los valores de ICso para cada compuesto.
Tabla 5
Valores de ICso para los compuestos no toxicos
$S 0
o) N0 Q
N ~N ~N
-~ -~
N" R N~ "R, Rj N™ "R

Rzz

® HaCaT
® Hela
® Vero



PROPIEDADES HIiBRIDOS QUINOLINA-CHALCONA

61
(3ay 4a) (3by 4b) (2b1, 3b1, 3b3, 4b1)
Compuesto R1 R2 ICso [WM]
HelLa Vero HaCaT
2bl H 2-piridinil >75 >75 >75
3a No aplica  3-piridinil >75 >75 >75
3b No aplica ~ 3-piridinil >75 >75 >75
3bl H 3-piridinil 60,648 + 1,651 66,847 + 74,524 £0,119
0,648
3b3 OCHgs 3-piridinil 60,517+ 4,621 >75 >75
4a No aplica  4-piridinil >75 >75 >75
4b No aplica  4-piridinil >75 >75 >75
4bl H 4-piridinil 58,888 + 0,438 69,863 >75
0,902

Como se expone en la Tabla 5, los compuestos en general no originan una alta toxicidad.
Incluso el hibrido 4b1, quien presento la menor ICso para las células HeLay para las células sanas
con 58,888 UM, sigue exponiendo una concentracion alta como para que se considere significativa
con referencia a las células tumorales. Por otro lado, la mayoria de las moléculas mostraron una
ICs0 mayor a 75 UM para las células Vero y HaCaT, con excepcién de 3b1y 4b1, pero que de igual
manera son concentraciones altas para ser consideradas significativas. Estos resultados pueden ser
beneficiosos como compuestos antioxidantes, ya que sus efectos toxicos a las células sanas son
minimos, sin embargo, los resultados de actividad antioxidante de estas moléculas se

profundizaran mas adelante.

El ensayo de citotoxicidad de MTT también fue llevado a cabo con los compuestos mas
toxicos, aquellos que disminuyeron la viabilidad de los compuestos a un porcentaje menor al
80% a 10 pM, y que a su vez generaron un mayor efecto toxico hacia las células cancerosas que

hacia las células Vero y HaCaT. En este caso, el ensayo se realizd hasta una concentracion
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méaxima de 75 UM, asegurandose de que ninguno de los hibridos quinolina-chalcona y precursor
sobrepasara el 1% de DMSO en solucion. Sin embargo, al haber transcurrido las 48 horas de
incubacién de las soluciones, se observd en el microscopio la aparicion de cristales en los
compuestos 2b3, 3b4 y 4b3. En la siguiente tabla se presentan imagenes de dichos cristales en el
microscopio:

Tabla 6
Cristales generados en los compuestos 2b3, 3b4 y 4b3 a 75 uM

75 UM

Control 2b3 3b4 4h3

Como se puede ver en la Tabla 6, las células sin tratamiento se encuentran despejadas,
mientras en los pozos de los compuestos 2b3, 3b4 y 4b3 a una concentracion de 75 uM aparecen
manchas oscuras y grisaceas, asi como tambien las conformaciones afiladas propias de los
cristales. Ahora, este fendmeno no solo ocurrid a altas concentraciones; en las células vero se

encontrd que, aunque en poca cantidad, a una concentracién a partir de 5 uM para la molécula
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2b3 ya se veia la existencia de estos cristales. Esto tuvo lugar debido a la insolubilidad de estos
tres hibridos en el medio DMEM, el cual es de naturaleza polar, y a medida que la concentracion
fue aumentando, la cantidad de cristales igualmente lo hizo. No obstante, cabe aclarar que, al
momento de la preparacion de las soluciones, estas se encontraban en un estado homogéneo para
asegurar la confiabilidad de los resultados.

Ahora, a cada hibrido quinolina-chalcona y precursor declarado como tdxico,

de igual manera, se le trazd su curva de ICsp, informacion que se ensefia a continuacion:
Figura 26

Curvas de ICso para los compuestos toxicos
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Nota. Se muestran resultados de (a) 2a, (b) 2b, (c) 2b3, (d) 3b4, (e) 4b3.

La Figura 26 expone nuevamente el comportamiento de las estructuras mediante la
viabilidad de cada linea celular en funcion de la concentracidn del compuesto. Asi como sucedio
con los compuestos no toxicos, se evidencié una tendencia de aumento de la actividad
antiproliferativa al incrementarse también la concentracion. Nuevamente, las células HelLa
mostraron una mayor susceptibilidad hacia las moléculas, asi como un menor efecto en la linea
celular HaCaT en todos los compuestos a excepcién del 2b. Con esta informacion se elaboro la

Tabla 7, con el objeto de especificar los resultados obtenidos de cada compuesto ensayado y en
cada una de las lineas celulares.

Tabla 7

Valores de ICsg para los compuestos toxicos
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Compuesto R1 R. ICso [HM]
Hela Vero HaCaT
2a No aplica  2-piridinil 65,900 + 0,049 >75 >75
2b No aplica  2-piridinil 41,650 +£ 0,967 >75 67,107 + 3,689
2b3 OCHjs 2-piridinil 72,676 £ 2,395 >75 >75
3b4 Cl 3-piridinil >75 >75 >75
4b3 OCHs 4-piridinil >75 >75 >75

Segun la Tabla 7, el hibrido quinolina-chalcona con mayor caracter antiproliferativo es 2b,
con una ICso de 41,650 UM para las células HeLa. Esta concentracion, siendo la mas baja para
todos los compuestos ensayados, es una ICso alta para ser considerada significativa. Contrario a lo
que se esperaba, estas moléculas no tuvieron una fuerte accién citotoxica en contrade la linea
celular cancerosa, pero tampoco mostraron este efecto hacia las células Vero y HaCaT. A pesar
de esto, y teniendo en cuenta las ICsq de los compuestos no toxicos, tres de los cinco hibridos con
el nitrogeno ubicado en la posicidn 2 del anillo de piridina (2a, 2b y 2b3) alcanzaron viabilidades
menores al 50% en las células tumorales. Ahora, en estos resultados, 2a y 2b son las
tetrahidroquinolinas precursoras y las quinolinas precursoras, respectivamente. Al pasar del
precursor tetrahidroquinolinico 2a al precursor quinolinico 2b, la actividad citotdxica manifesto
un alza, pero al convertir este mismo en los hibridos, la actividad bajo. Esto se puede evidenciar
en los resultados de 1Cso de 2b1, quien ni siquiera alcanzé valores de viabilidad menores al 50%,
y 2b3, teniendo una concentracion inhibitoria media de 72,676 uM. 2b2 no se incluye (asi como
los demas hibridos con un metilo como sustituyente), ya que fue descartado luego del screening a
10 uM y 2b4 después de su incapacidad para poder disolverse adecuadamente.

Para las moléculas con un Rz de 3-N sucedio casi completamente lo contrario. Ambos
precursores no mostraron una actividad antiproliferativa significativa entre 5 y 75 uM, sin
embargo, sus derivados 3b1 y 3b3 si mejoraron la actividad. El hibrido con el sustituyente Cl en

el anillo A de la chalcona (3b4) nuevamente perdio la accion citotoxica.
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De estos resultados se puede decir que, en este caso, un sustituyente atractor de electrones como
lo es el cloro, no causé un efecto perjudicial significativo en las células HeLa, a diferencia de un
sustituyente electrodonador moderado como lo es el metoxilo (3b3), o del hibrido sin ningun
sustituyente (3b1). En las células Vero se observé una ligera diferencia de la actividad entre 3bl
y 3b3, puesla actividad citotdxica se ve mas marcada en el compuesto sin sustituyentes que en
aquel que posee el OCHz y los demés grupos sustituyentes.

Para los compuestos con el &tomo de nitrogeno del anillo de piridina ubicado en la posicion para,
se encontrd que unicamente el hibrido quinolina-chalcona sin sustituyentes incremento la muerte

celular en las lineas HelLa y Vero con relacidn a sus precursores.

5.5 Ensayo de deteccidon de ROS totales

Con el objeto de conocer la capacidad de los hibridos para evitar el estrés oxidativo, se
recurrio a la CM-H2DCFDA, una sonda que puede encontrar las especies reactivas de oxigeno
al interior de la célula permitiendo ser oxidada y convertida en CM-DCF. Este Gltimo compuesto
posee propiedades fluorescentes que permiten medirse a un rango de absorcion en ~492-495 nm
y de emision de 517-527 nm. Importa sefialar que debido a que es un método para valorar las ROS
totales, carece de especificidad y no logra detallar qué tipo de especie se encuentra unida al
fluréforo.

Tanto las moléculas consideradas toxicas, como las no toxicas se tuvieron en cuenta para
este ensayo, el cual se efectud en placas totalmente negras, incluyendo su fondo, por lo que resultd
imposible obtener evidencia fotografica de como variaba la fluorescencia entre los compuestos,
su concentracién y la diferencia con los pozos control.

Para poder establecer la relacion de ROS entre los tres tipos de lineas celulares, éstas se

midieron con una cantidad igual de células al mismo tiempo para las células HeLa, Veroy HaCaT.
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Este parametro no se toma en consideracion a la hora de detectar las ROS con los
compuestos como estimulo, ya que se necesitan de 24 horas de incubacion para poder medirlas y
en este caso, el tiempo de incubacion fue de 30 minutos antes de insertar la sonda. EI numero de
células con el que se hizo la evaluacion de las especies reactivas de oxigeno basales fue de
20.000 para cada pozo y linea celular.

Las células naturalmente disponen de sustancias (fluoréforos enddgenos) que por si mismas tienen
la propiedad de absorber fotones a cierta energia y liberarlos con un valor de energia menor del
que se absorbid. A este fendmeno se le llama autofluorescencia y entre las moléculas responsables
de ello se encuentran los aminoacidos de caracter aromatico, los lipopigmentos, las flavinas y la
NADPH (Monici, 2005).

Este tipo de fluorescencia fue cuantificada en el ensayo de ROS basales, aparte de aquella
causada por el fluoréforo exdégeno CM-H2DCFDA sin los compuestos como tratamiento. De igual
manera, con el animo de conocer la accion del acido ascorbico (AA) como sustancia antioxidante
en el lapso de 30 minutos, se incluyd esta sustancia a una concentracion de 10 uM (Figura 27).

Figura 27

Resultados de ROS basales para las células HeLa, Vero y HaCaT
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Nota. AA = Acido ascorbico, RFU = Unidades relativas de fluorescencia.

La Figura 27 permitio conocer que la autofluorescencia de las tres lineas celulares no alcanza
valores de 40.000 RFU, pero que, al introducir las sonda, la fluorescencia de las células tumorales se
dispara a valores cercanos de hasta 600.000 RFU. Estos resultados se encuentran muy por encima de
las celulas sanas. (Para observar el comportamiento de cada linea celular por separado, dirigirse al
Apéndice D). Con esto, se puede concluir que las células HeLa poseen una mayor cantidad de especies
reactivas de oxigeno que las células no tumorales, y siguiendo el orden de ROS, HeLa>Vero>HaCaT.
Esto tiene una explicacion que radica en varios factores. El primero es el efecto Warburg, fendmeno
que describe que las células cancerosas consumen altas cantidades de glucosa via glucdlisis anaerébica
independientemente de la presencia de oxigeno, pero con la diferencia la mayor parte de piruvato
producido se convierte en lactato, disminuyendo el paso del primero al ciclo de Krebs y omitiendo la
fosforilacion oxidativa (Figura 28). Ademas, las células no tumorales generan 38 moléculas de ATP
en condiciones aerobias, mientras que las células cancerosas Unicamente 2, por lo que hay un
requerimiento mayor de glucosa por parte de este tipo de células para asegurar su supervivencia (Kim
& Baek, 2021; Warburg, 1956). Dicho, esto, la alteracion en el metabolismo de las células tumorales
exhibe una carencia de piruvato, el cual posee propiedades antioxidantes; asi como de intermediarios
del ciclo de Krebs, como el citrato, malato y oxaloacetato que también ejercen funciones protectoras
en contra del estrés oxidativo, aumentando asi la generacion de especies reactivas de oxigeno en la
célula (Sayed et al., 2013).

Otro factor desencadenante de ROS, y exclusivamente propio de las células de cancer de cuello
uterino, es la inflamacién cronica causada por la infeccién del VPH. También es reportado quelos
antioxidantes endogenos de la célula, enziméaticos como no enzimaticos, se ven regulados a la baja
durante la etapa de progresion del cancer (Preci et al., 2020). Ademas, dafios en las funciones celulares
causada por la hipoxia y la expresion alterada de factores de crecimiento también proporcionan un

desequilibrio redox (Georgescu et al., 2018).
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Diferencias de la via de glucdlisis entre una célula no tumoral y una célula tumoral
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Nota. Las imagenes representan que la glucolisis de una célula normal (A) en condiciones aerobicas
alcanza el final del proceso con la fosforilacion oxidativa produciendo 38 moléculas de ATP, mientras
que por via anaerdbica y con la fermentacion del piruvato, genera 2 moléculas de ATP. Por otro lado,
una célula cancerosa (B) tanto en condiciones anaerdbicas como aerobicas Unicamente convierte el
piruvato en lactato y genera 2 moléculas de ATP. Tomado de (Kim & Baek, 2021).

Siguiendo con el andlisis, es notable también la actividad altamente antioxidante del &cido
ascorbico en los tres tipos de célula a tan solo media hora de incubacion; no obstante, los niveles de
ROS en las células HelLa siguen expresandose en mayor cantidad que las células Vero y HaCaT con
la adicién de este tratamiento.

Los ensayos de deteccidn de especies reactivas de oxigeno empleando los hibridos quinolina-
chalcona para observar si manifiestan una actividad antioxidante hacia las lineas celulares no
tumorales, como para las células HelLa, se llevaron a cabo mediante incubaciones de 48 horas a

concentraciones de 10 y 50 uM empleando tres pozos por compuesto (Figura 29, Figura 30 y
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Figura 31). En estas pruebas también se incluyé al acido ascérbico, pero unicamente a 10 UM, pues

al momento de elaborar la dilucién a 50 UM en medio DMEM como solvente, el color de éste, el cual

inicialmente era rosado, adoptd una tonalidad amarilla propia de un ambiente acido. Esta concentracién

se tuvo que descartar para evitar comprometer la integridad de las células en el ensayo.

Figura 29

Resultados ensayo de ROS a concentraciones de 10 y 50 uM en células HeLa
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Nota. Se presentan resultados de (a) AA, 2a, 2b, 2b1, 2b3, (b) AA, 3a, 3b, 3bl, 3b3y 3b4, (c)

AA, 4a, 4b, 4bly 4b3.
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La Figura 29 expresa los resultados de los ensayos empleando las moléculas en las células
cancerosas. Los datos se normalizaron estableciendo el control de cada celula sin tratamiento
como100%. Esto quiere decir que valores por encima del control indican que el hibrido aumentd las
ROS en las células y, por el contrario, valores por debajo del control apuntan a que el compuesto bajé
las especies reactivas de oxigeno.

El AA presentd la mayor actividad antioxidante, seguido por el compuesto 3b4 a 10 uM y 4b3
a 50 uM. Ahora, a una concentracion de 10 uM, las moléculas 2b1l, 3a, y 4a estimularon la generacion
de ROS. El hibrido 3b no tuvo un mayor efecto en las células, mientras que los demas compuestos
disminuyeron las ROS en diferentes proporciones, destacando, como se habia mencionado
anteriormente, a 3b4 con un porcentaje de fluorescencia menor a 5. Al aumentar la concentracion de
los hibridos a 50 uM, las células mantuvieron mermadas sus cantidades de ROS debido a la accion de
todos los compuestos, incluidos aquellos que a unaconcentracion menor la habian incrementado y que
esta la desmejoraron, como lo fueron 2a, 2b, 3b4, 4b y 4b1.

Al discutir la relacion estructura-actividad (se hizo Unicamente para la concentracion de 10
UM para todos los compuestos en cada linea celular), empezando con los compuestos con Ry =2-
piridinil, tanto el precursor THQ, como el de quinolina exhibieron una mejor actividad antioxidante
que sus derivados quinolina-chalcona con cualquier sustituyente. Incluso el hibrido que no posee
sustituyente,el 2b1, fue aquel que ocasiono un alza en el valor de ROS con relacion al control.

Para los compuestos con el &tomo de nitrogeno en la posicion meta de la piridina, a 10 uM la
tetrahidroquinolina expresdé un aumento de ROS. Sin embargo, al convertir esta molécula en una
quinolina, el namero de ROS se mantuvo relativamente similar a las células control. Ahora, los tres
hibridos derivados de esta quinolina (3b1, 3b3 y 3b4) lograron tener un efecto antioxidante en las
células, en especial este tltimo que tiene un sustituyente desactivante cloro en el anillo A de la chalcona.
Asi, el orden de actividad antioxidante de esta familia de compuestos se puede definircomo R1=

Cl > R1=H, OCHzs > Quinolina > THQ.
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A 10 pM, los compuestos con Rz = 4-piridinil presentaron una tendencia semejante. El precursor
4a generd un crecimiento de especies reactivas de oxigeno, pero la quinolina precursora experimento
una baja de mas del 50% de fluorescencia, convirtiéndose en un compuesto antioxidante. El hibrido
derivado de estos precursores carentes de sustituyentes mostrd mejores propiedades antioxidantes que
sus predecesores, al igual que el hibrido que posee un metoxilo como sustituyente Ry (4b3), pero no de
una manera igual de marcada que 4bl. El orden de la actividad para esta familia de compuestos se
establecio como: R1=H > Quinolina > R1= OCH3 > THQ.

Figura 30

Resultados ensayo de ROS a concentraciones de 10 y 50 uM en células Vero
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Observando la Figura 30, nuevamente el AA presenta la menor cantidad de fluorescencia. En
este caso, las células Vero se vieron menos afectadas positivamente por las moléculas a comparacion

de las células Hel a.
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Los compuestos a 10 UM que bajaron el nivel de ROS en mayor proporcion para estas células fueron
2a 'y 3b, con unidades de RFU de alrededor de la mitad que las del control. Este primer compuesto
obtuvo buenos resultados igualmente en las células tumorales, con porcentajes que oscilan entre las 13
y 26%. Ademas, es muy probable que el hibrido 2b3 exhibiera una actividad prooxidante. A una
concentracion de 50 uM, la mayoria de compuestosse mantuvo por debajo del control; sin embargo,
algunos perdieron la actividad antioxidante.

Los hibridos en los cuales la posicion del &tomo de nitrogeno en el anillo de piridina se designa
como orto, presentaron un declive en la actividad antioxidante comparandose a sus precursores.
Incluso, como se mencionaba anteriormente, el hibrido con un metoxilo como R, generéel incremento
de ROS y aquel con un Ry = H las disminuy0 en una proporcion baja. Debido a esto, los compuestos
con mejor actividad de esta familia fueron considerados los precursores, tanto el de quinolina, como el
de tetrahidroquinolina.

En el caso de las moléculas con Rz = 3-piridinil, al pasar de la THQ a la quinolina, se produjo
una mejora de la actividad antioxidante. No obstante, sus sucesores hibridos desmejoraron la accién
sobrelas ceélulas.

Para los hibridos quinolina-chalcona y sus predecesores con Rz = 4-piridinil, el comportamiento

de los dos precursores y el de cada hibrido hibridos se mostro cercano.

Figura 31

Resultados ensayo de ROS a concentraciones de 10 y 50 uM en células HaCaT

1501

100

50

® 10uM 150 L
; B 50uM < . i
L © n ; [
3 S 100 2
(] H i g [ ¥ 3
w
<
- (=]
5
2
50
[ ] [ ]
0
AA 2a 2b 2b1 2b3 AA 3a 3b 3b1 3b3 3b4

() (b)

® 10uM
® 50uM



PROPIEDADES HiBRIDOS QUINOLINA-CHALCONA 74

1504 ® 10uM
© ® 50uM
o ¥ n
2 100
= O L]

2
[
o
3 504
[T
0 ? T T T T
AA 4a ab ab1 ab3
(c)

Nota. Se presentan resultados de (a) AA, 2a, 2b, 2b1, 2b3, (b) AA, 3a, 3b, 3b1, 3b3 y 3b4, (¢)
AA, 4a, 4b, 4b1y 4b3.

En la Figura 31, ademas de reafirmar la actividad eliminadora de ROS por parte del AA, se
puede mirar que una concentracién de 10 UM los compuestos no presentaron efectos mayores en las
células HaCaT, ya que en su mayoria, éstos mantuvieron los niveles de ROS a niveles similares o se
encontraban en menores cantidades en una baja proporcion, que aquellas que se encuentran en las
células control. Existe una excepcion en esta tendencia con las moléculas 2b1, 4bl, 4b3, quienes
exhibieron una actividad prooxidante; el primero con valores de RFU entre 123y 131, y de 5y 17
unidades mas que el control para los compuestos 4bl y 4b3.

Con un aumento de la concentracion a 50 pM, todos los compuestos de la familia R, = 3-
piridinil, llevaron al alza las especies reactivas de oxigeno de la célula, sobresaliendo 3b3 alcanzando
valores entre 140 y 162% de fluorescencia.

Para la relacion estructura-actividad de los compuestos con el &tomo de nitrégeno de la piridina
en la posicion 2-piridini, en primer el precursor de THQ disminuy6 en una baja proporcion el porcentaje
de fluorescencia, y al pasar de esta molécula a la quinolina, la accion antioxidantedesmejor6 alcanzando
niveles cercanos de fluorescencia al control. Los hibridos quinolina-chalcona sucesores no lograron

fortalecer la actividad; por el contrario, el hibrido que posee un metoxilo como sustituyente en el anillo
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A de la chalcona (2b3) continu6 ampliando el nimero de ROS con relacién a su predecesor, Yy el
hibrido carente de sustituyentes ejercié una accion prooxidante. El orden de loscompuestos de
esta familia segun su actividad antioxidante se establece como: THQ > Quinolina > Ry
=0OCH3;>Ri1=H.

Para los compuestos con el nitrogeno posicionado como meta en el anillo de piridina, sus
precursores mantuvieron valores de ROS cercanos a las células sin tratamiento. Al ser convertidos en
el hibrido con Ry = H, la cantidad de ROS se vio disminuida en una baja proporcion, sin embargo, los
hibridos con R1 = OCHs y R1 = Cl desmejoraron la actividad.

Las moléculas con un Rz = 4-piridinil, ambos precursores presentaron niveles de especies
reactivas de oxigeno similares a las células control. Estos a su vez, obtuvieron niveles mas bajos que
sus hibridos con R1 = H y con un metoxilo como sustituyente.

Una vez estudiado el efecto de todos los precursores e hibridos sobre las tres lineas celulares
por sus propiedades citotdxicas, asi como para la capacidad de disminuir sus cantidades de ROS, se
puede afirmar que las células tumorales fueron aquellas que mostraron mayor susceptibilidad a la
accion de los compuestos ensayados tanto en el ensayo de viabilidad de MTT, como en el de deteccién
de ROS. Por otro lado, las células sanas HaCaT resultaron verse menos afectadas en ambosensayos.
Ademas, se observd que los compuestos pueden poseer propiedades antioxidantes a cierta

concentracion, pero que al aumentarla, estos mismos compuestos pueden actuar como prooxidantes.

Con la informacion extraida de las gréaficas, se destacan los siguientes compuestos por su
capacidad de actuar como agentes antioxidantes y reducir el nivel de ROS a aproximadamente la mitad
de las que presentaban las células control.

Figura 32

Compuestos con actividad antioxidante notable
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La Figura 32 expone los compuestos con mejor actividad antioxidante a 10 pM

indiferentemente de la linea celular sobre la que mejor ejercen su accién. La Unica tetrahidoquinolina
seleccionada es 2a. Esta presentd un mejor efecto sobre las células tumorales que en las ¢élulas Vero
al igual que las quinolinas 2b y 4b. Por el contrario, la quinolina 3b logré disminuir la especies reactivas
de oxigeno de una manera mas 6ptima en las células Vero que en las células HeLa. En el caso de los
dos hibridos quinolina-chalcona sin sustituyentes unidos al anillo A de la chalcona (3b1y 4b1l), ambos
exhibieron una mejor actividad antioxidante sobre las células tumorales que sobre las células Vero.
Para los hibridos 3b3 y 3b4, éstos ejercieron una alta actividad antioxidante sobre las células Hela,
mientras que en las células Vero el efecto fue insignificante.

Vale sobresaltar también que 4 de los 5 compuestos de la familia R= 3-piridinil mostraron la
capacidad para disminuir ROS en las células, prefiriendo la quinolina las células Vero, y los hibridos

sucesores, las células tumorales.
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Ademas, con respecto a los resultados de los ensayos de citotoxicidad de las secciones
anteriores, el compuesto considerado como el mas tdxico para las células (1Cso = 41,650) especialmente
para las células tumorales, en los ensayos de antioxidacion, y para estas mismas celulas, su accion a 10
UM fue notoria, bajando las RFU a valores entre 14 y 17. Sin embargo, al aumentar la concentracion a
50 uM, la actividad desmejoré aumentando las ROS a mas de la mitad del control. Méas adn, en las
células Vero disminuyo0 las ROS a valores cercanos a 50 RFU en ambas concentraciones.

Por otra parte, el compuesto con mayor efecto antioxidante en las células HeLa fue 3b4,
disminuyendo las ROS a menos del 5% de fluorescencia a 10 uM, pero que perdid la actividad,
subiendo el porcentaje a mas del 50% al incrementar la concentracion. Este hibrido presentd 1Cso
mayores a 75 UM para los tres tipos de lineas celulares en los ensayos de citotoxicidad. No obstante,
otros hibridos que también exhibieron una actividad antioxidante notable en estas células, como el 2a,
2b, 3b1, 3b3y 4bl, para el ensayo de viabilidad de MTT, obtuvieron valores de I1Csg entre 41,650 uM
y 65,900 uM.

En las células Vero, la molécula que logr6 bajar en mayor cantidad las especies reactivas de
oxigeno (entre 44 y 48,1%) a 10 uM se traté de 3b, quien a 50 UM, desmejord ligeramente su efecto
antioxidante. Este precursor presento valores de 1Cso mayores a 75 pM en las tres lineas celulares. Pero
compuestos que tuvieron una capacidad antioxidante similar a la de 3b, como lo fueron 2a y 2b,
exhibieron valores de ICso de 65,900 y 41,650 uM respectivamente para las células HelLa, y valores
mayores a 75 UM para las células Vero.

La quinolina 2b es un compuesto que causa interés por sus resultados anteriormente
mencionados. Aungue no posee la mayor actividad antioxidante, no deja de ser altamente antioxidante
a 10 uMy es el més citotoxico en las células HeLa. A pesar de esto, en esta concentracion, la viabilidad
de las células se encuentra en un porcentaje entre 75y 85%, la cual es alta. Al aumentar la concentracion

de 2b a 50 uM, la viabilidad de las células disminuye a porcentajes entre 39 y 44%. Su capacidad se ve
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desmejorada, pero sigue siendo de naturaleza antioxidante. Paralelamente esta quinolina en las células
Vero mantiene la misma tasa de disminucion entre 10 y 50uM sin llegar a su ICsp, al igual que en las
células HaCaT, pero con una disminucién de ROS menor.

Otro compuesto con resultados particulares es el hibrido 2b3 en las células Vero, pues a 10 uM
las células se encuentran a viabilidades altas entre 86 y 94%, pero a esta misma concentracion, el
compuesto se comporta de manera prooxidante, mientras que al aumentar la concentracion a 50 uM, la
tendencia de la molécula pasa a ser antioxidante, pero mermando la viabilidad a porcentajes del 60-
73%.

Expuestas las razones, no es posible trazar una relacion estrecha entre actividad citotoxica y
actividad antioxidante entre los compuestos ensayados.

Singh et al. (2018) realiz6 una revision sobre los efectos de incluir antioxidantes en la
suplementacién durante o después de la quimioterapia con agentes usados en el tratamiento del cancer
de cuello uterino como el cisplatino, la doxorrubicina, el 5-fluoroacil, el carboplatino y el paclitaxel,
entre otros. De un total de 138 articulos, el 88% demostré que estos compuestos redujeron los niveles
de toxicidad inducidos por la quimioterapia, el 70% de 130 articulos report6 una mejoria en la eficiencia
terapéutica con el uso de antioxidantes, y el 63% de 41 articulos obtuvo resultados prometedores sobre
la inclusién de antioxidantes conjugados al prolongar el tiempo de supervivencia de los pacientes.
Dicho esto, y segun los resultados obtenidos en los ensayos, se puede decir que los compuestos con
una sobresaliente actividad antioxidante (Figura 32) presentan la posibilidad de ser integrados como
coadyuvantes en la terapia con agentes quimioterapéuticos en el tratamiento del cancer de cuello
uterino. Sin embargo, esta inclusion requiere del estudio de las condiciones del ambiente tumoral
(estado del tumor, cantidad de ROS presentes, niveles de autofagia) ya que estos pueden variar el
resultado de disminuir las especies reactivas de oxigeno en las células, favoreciendooinhibiendo la

muerte de las células tumorales (Poillet-Perez et al., 2015).
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5.6 Acoplamiento molecular

Los resultados obtenidos por los ensayos de citotoxicidad y antioxidacion pueden ser
aprovechados teniendo en cuenta que las estructuras de la Figura 32 se presentaron como antioxidantes
sin comprometer la viabilidad de las células sanas a una concentracion de 10 pM. Por esto, se llevo a

cabo el proceso de docking molecular.

En primer lugar, se ejecutd la validacion de los acoplamientos entre los ligandos de referencia
cocristalizados con su respectiva enzima. Esto para confirmar la confiabilidad de los resultados y poder
establecer comparaciones con las respuestas arrojadas por el docking con los compuestos seleccionados
en este trabajo (Tabla 8 y Figura 33).

Tabla 8

Resultados de la validacion de los ligandos de referencia en complejo con sus determinadas enzimas.

Proteina Receptor RMSD (A) Energia de enlace (kcal/mol)

PRDX 5 DTT 0,659 -3,5
NOX2 ADP 1,209 -8,3
AChE Donepezil 1,058 -10,4
HCK Quercetina 1,160 -8,0
Nota. RMSD = Valor de desviacion media cuadratica

Figura 33

Superposicion de la pose de la cocristalizacion (rosado) y la pose de la validacién de los cuatro

ligandos de referencia con sus determinadas enzimas (verde)

(@) (b)



PROPIEDADES HiBRIDOS QUINOLINA-CHALCONA 80

(©) (d)
Nota. Se muestran resultados de (a) DTT 5, (b) Donepezilo, (c) Quercetinay (d) ADP.

Para que una validacion sea considerada confiable, los valores del parametro RMSD deben ser
menores a 2 A y seguin los resultados expuestos en la Tabla 8, todos los valores de RSMD arrojados
por el acoplamiento son validos. Ademas, se puede ver como la validacion que obtuvo el mejor valor
de RSMD tiene una mejor superposicion con la pose arrojada por la cristalizacion, mientras que con
los ligandos Donepezil y Quercetina se muestran diferencias en la orientacion de algunos enlaces. En
esta tabla también se expresa los valores de docking score, los cuales se refieren a la energia de union
en kcal/mol entre el ligando y su enzima receptora. Estos valores seran comparados mas adelante con
los valores del acoplamiento de cada compuesto.

Cada acoplamiento ligando-proteina comprende un grupo de interacciones, de las cuales
algunas de estas le confieren la capacidad a un ligando de ejercer una accion inhibidora o activadora
de una enzima (Figura 34). En el caso del DTT y la enzima PRDX 5, la interaccion principal es entre
uno de los hidroxilos del diol del antioxidante y el residuo Cys*’ del sitio activo de la proteina. Este
enlace es aquel que permite la reduccion de los peroxidos de alquilo y de hidrégeno a su vez que el
residuo de cisteina se oxida a &cido sulfinico (Cys-SO2H). Otros residuos que se encuentran en el sitio
activo de la enzima consisten en Arg*?’, Thr*4, Thri47, Pro®, Pro*, Val®®, Gly*® (Barelier et al., 2010;

Hall et al., 2010; Knoops et al., 2011; Rhee, 2016 y Woo et al., 2005).
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La estructura cristalina de NOX2 con la que se trabajé en el caso fue la que pertenece

Lactobacillus sanfranciscensis. La estructura de NOX2 se divide en tres dominios: un dominio N-
terminal de union a la flavina adenina dinucle6tido (FAD), un dominio intermedio de union a NADPH
y un dominio C-terminal de dimerizacion. El proceso de docking molecular se realiza centrdndose en
el dominio intermedio de union a NADPH, el cual contiene una molécula de adenosin difosfato (ADP)
no inhibidora, pero que se emplea para llevar a cabo la validacion del procedimiento.Los aminoacidos
involucrados en esta union consisten en: Lys™®’, Tyr'® His!8 Lys?3 Asp!’® 116?43 Cys?*?, 11!,
Phe?®, Leu®®® y Tyr'>® (Lountos et al., 2006).

Por otro lado, el sitio activo de la acetilcolinesterasa humana esta abordado dos sitios llamados
Sitio aniodnico o catalitico (CAS) y Sitio anionico periférico (PAS). CAS (en el que se encuentran los
residuos Ser?®, His*’ y Glu®**). Existen subdivisiones que también cobran importancia como el
subsitio aniénico conformado por Trp®, Tyr¢, Tyr3¥" y Phe3®8; ademas, también se encuentra el
bolsillo de acilo en el que se encuentran los residuos de aminoacido Phe?*® y Phe?®’; y por Gltimo, un
hueco oxianonico con Gly!?, Gly'?? y Ala?®*. Ademas, a 20 A del sitio activo, como promotor del
primer paso en la via catalitica al unirse a la acetilcolina, y comomodulador del enlace de inhibidores
y de la catalisis, surge el sitio aniénico periférico (PAS). En éste se encuentran los residuos Tyr’?,
Asp’, Tyr'?* Trp?®® y Tyr3#! (Johnson & Moore, 2006).

Por ultimo, los inhibidores de la HCK se concentran principalmente en el dominio quinasa, que
se divide en dos I6bulos representantes del sitio activo de la enzima. El l16bulo N-terminal es el
responsable de anclar y orientar al ATP, mientras que el I6bulo C-terminal se encarga de su union,
aunque cierta parte de este proceso también se realiza en el primer I6bulo (Roskoski, 2004). Entre los
residuos de aminoacido implicados en el sitio de union del ATP de la enzima se encuentran: Lys?®,
Asp3481 Asp4°4, Ala293, Leu273, Phe34°, Thr338, I\/Iet341, Va|281’ Ala4°3, Met314, ”e336’ Leu393, Ser345,

Gly** (Roskoski, 2004; Schindler et al., 1999; Tintori et al., 2013; Wright et al., 2015).
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Figura 34

Interacciones entre los ligandos de referencia y su respectiva enzima
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Una vez terminada la validacion, se procedié a realizar el docking de los compuestos
seleccionados con las tres enzimas presentadas. A continuacion, aparecen los resultados obtenidos:

Tabla 9
Resultados del docking de los compuestos con las enzimas PRDX 5, AChE , HCK y NOX2

Energia de union (kcal/mol)

Compuesto
PRDX 5 AChE HCK NOX2
2a -6,0 -9,8 -9,2 -8,3
2b -5,7 -10,6 -8,4 1,7
3b -5,4 -10,5 -8,3 -7,5
3bl -7,2 -12,5 -9,7 -9,1
3b3 -6,8 -12,3 -9,9 -9,1
3b4 -6,7 -12,8 -10,0 -9,3
4b -5,5 -10,3 -8,1 -7,6
4bl -6,1 -12,5 -8,8 -8,9
DEX No aplica No aplica No aplica -8,3
DTT -3,5 No aplica No aplica No aplica
Donepezil No aplica -11,7 No aplica No aplica
Quercetina No aplica No aplica -8,0 No aplica

El acoplamiento molecular entre los compuestos seleccionados y la enzima peroxirredoxina 5
arrojo resultados de energia de unién menores a su ligando de referencia, el DTT, cuyo valor fue -3,5
kcal/mol. A pesar de que todos los compuestos generaron interacciones con varios residuos de
aminoéacidos del sitio activo de la enzima como puentes de hidrogeno convencionales con Thr4,
enlaces alquilo 7 con Ile!'® e interacciones con Thr**y Phe'?® (Ver Apéndice E), la interaccion con el
residuo Cys*’ solo se pudo observar con la tetrahidroquinolina 2a y el hibrido 4b1, siendo en ambos
casos un enlace de tipo sulfuro-z. Esta interaccion no es lo suficientemente fuerte como lo es el puente
de hidrdgeno, por lo que no podra intervenir en los procesos de oxidacion del residuo de cisteina. Es
por esto por lo que la peroxirredoxina 5 no puede ser considerada la enzima receptora de ninguno de

los compuestos seleccionados.
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En el caso de NOX2, adicional al acoplamiento entre los compuestos seleccionados, se
evaluaron las interacciones entre la enzima y un inhibidor conocido de ella, el dextrometorfano (DEX).
Unicamente se hablara de las interacciones de los compuestos con menor o igual energia de union que
el control, resultando ser 2a, 3bl, 3b3, 3b4 y 4b1 Tabla 10. (Para ver las interacciones de todos los
compuestos ir al Apéndice E).

Tabla 10

Interacciones de los compuestos 2a, 3b1, 3b3, 3b4 y el inhibidor DEX con amino&cidos importantes

Residuo de aminoacido Compuesto Tipo de interaccion
Hislsl NO NO
Lis213 NO NO
Aspl™ NO NO
[|e243 NO NO
Cys2 NO NO
Phe245 2a n-m en formade T
|lg1s0 DEX, 2a o-m
Tyrise DEX, 2a, 3b3,3b4,4b1 Alquilo-n, n-n séndwich, n-r en formade T
Tyriss DEX,3b1,3b3,3b4,4b1 n-menformade T
Leu29? DEX, 2a,3b1,3b3,3b4,4b1 Alquilo-x, alquilo-alquilo
Lys?87 3b1, 3b3,3b4,4b1 Alquilo-x, alquilo-alquilo

Nota. NO =No se observo

Como se puede observar en la Tabla 9, cada compuesto genero interacciones con tres de los
residuos de amino&cidos involucrados con el dominio intermedio de union a NADPH para la THQ y
cuatro para los hibridos. Para la primera, estos residuos son Phe?®, 11e1%° y Tyr!*® mientras que para
los hibridos las interacciones se dieron con los residuos Tyr'>®, Tyr!8 [ eu®® y Lys!®’. Sin embargo,
todas estas interacciones son de tipo alquilo-  y - . Es notable que los enlaces surgidos con Tyr'®®
se dieron en los dos anillos del ndcleo quinolinico Unicamente con los hibridos 3b1,3b3, 3b4, mientras
que en 4b1, Tyr'® solo presentd interaccion con el anillo de benceno. Esto puede indicar que la

posicion meta del nitrogeno en el anillo de piridina permitio que dieran estos tipos de enlace.
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En la Figura 35 se puede observar que si se generaron enlaces de puente de hidrogeno, pero
con residuos que no hacen parte del sitio activo, a excepcion de 2ay 3b1, quienes no presentaron enlaces
de este tipo. Pese a esto, los resultados al compararse con la literatura indican que los compuestos 2a,
3bl, 3b3 y 3b4 tienen la capacidad de combatir el estrés oxidativo mediante la inhibicién de NOX2
gracias a las interacciones con los diferentes residuos de aminoacidos que conforman el sitio activo de
la proteina (Bazaid et al., 2023; (Farouk et al., 2021; Kritsi et al., 2022)

Figura 35
Interacciones entre los compuestos 2a, 3b1, 3b3, 3b4 y 4b1y la enzima NOX2
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Por otro lado, las interacciones entre la acetilcolinesterasa y los compuestos con una menor

energia de enlace que la que expresd el Donepezil se tabularon en la Tabla 10 (Para ver las

interacciones de todos los compuestos ir al Apéndice D).

Tabla 10

Informacion del acoplamiento de los compuestos 3b1, 3b3, 3b4 y 2b1 con AChE

Compuesto Interacciones con el receptor Sitio catalitico
Trp8/ n-n sandwich Subsitio anioénico
Tyr¥7/Alquilo-n Subsitio aniénico
Phe33¢/Alquilo-n Subsitio aniénico
Donepezil Tyr’?/Alquilo-n PAS
Trp?%/6-n, n-n sandwich, alquilo 7 PAS
Tyr3*/ n-rt sandwich, alquilo-n PAS
His*’/Puente de hidrégeno-carbono CAS
His*’/ -t en formade T CAS
Ser?%3/Puente de hidrégeno convencional CAS
3b1 Phe2%/Puente de hidrégeno convencional Bolsillo de acil
Tyr¥ n-w en formade T Subsitio anidnico
Tyr**Y n-men formade T PAS
Trp?®/ n-1t sandwich PAS
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Ser?%%/Puente de hidrégeno convencional CAS
Phe2%/Puente de hidrégeno convencional Bolsillo de acil
3b3 Tyr"?/Alquilo-n, puente de hidrogeno-carbono PAS
Trp?%/ n-x sandwich, alquilo « PAS
Tyr**Y/n-n en formade T PAS
Tyr¥"/n-w en formade T Subsitio aniénico
Ser?%%/ Puente de hidrégeno convencional CAS
Phe?%/ Puente de hidrégeno convencional Bolsillo de acil
His*'/ n-t en formade T CAS
3b4 Tyr¥ n-w en formade T Subsitio aniénico
Tyr**Y n-men formade T PAS
Trp?®%/ n-7t sandwich, alquilo © PAS
Tyr’?/Alquilo-n PAS
His*'/ n-t en formade T PAS
Trp?®%/ n-x sandwich PAS
4bl Tyr3*/ n-x sandwich PAS
Trp®/ n-m en formade T Subsitio ani6nico
Tyr3¥/ n-rt sandwich Subsitio ani6nico

El docking del Donepezil con la AChE muestra que el farmaco se une tanto a CAS, como a
PAS (principalmente a este Gltimo) y presenta enlaces con los residuos de aminoacido que conforman
el subsitio anidnico. Los deméas compuestos, que resultaron ser Unicamente hibridos, de igual manera
tuvieron uniones con ambos sitios. Es observable también que los cuatro compuestos tuvieron uniones
con el subsitio anionico, especialmente con interacciones de tipo  con Tyr3¥’, y con Tyr**!, proveniente
de PAS. Otros enlaces que se repitieron fueron los puentes de hidrégeno convencionales con los residuos
Ser?% y Phe?® entre los compuestos 3b1, 3b3 'y 3b4, y el apilamiento m-m en forma de T con His*"’, en
los compuestos 3b1, 3b4 y 4bl. Los puentes de hidrégeno mencionados anteriormente formados con

los hibridos quinolina-chalcona pertenecientes a la familia R, = 3-N fueron formados entre Ser?*°

y el
atomo de nitrogeno dela piridina y entre Phe?®® con el oxigeno del grupo carbonilo (Figura 36). Como
se puede ver, ningln puente de hidrogeno se registré en el compuesto 4bl, por lo que se puede decir

que la posicién meta del atomo de nitrogeno en la piridina fue clave para que se generaran estas

interacciones.
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Precisamente, debido a las condiciones de estas interacciones, el anillo de piridina junto con el
carbonilo, son quienes se encuentran ubicados enlazandose con el sitio CAS, mientras los demas anillos
se comunican con PAS. De igual manera, estos mismos compuestos interacttan con el bolsillode acilo
a causa del puente de hidrogeno originado por el carbonilo, mientras 4b1 no.

Figura 36
Interacciones de los hibridos 3b1, 3b3, 3b4 y 4b1 con AChE
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(©) (d)

Nota. Se presentan resultados de (a) 3bl, (b) 3b3, (c) 3b4 y (d) 4b1

Como resultado de los bajos valores de energia de afinidad y las interacciones con residuos de
aminoacidos caracteristicos de los sitios CAS y PAS, junto con el subsitio anionico y el bolsillo de
acilo, los hibridos quinolina-chalcona 3b1, 3b3 y 3b4 se pueden considerar teéricamente inhibidores
de la enzima acetilcolinestarasa.

El compuesto 4b1, con un valor de energia de union de -12,5 kcal/mol, posee enlaces con
residuos de aminoacidos que conforman el sitio PAS vy el subsitio aniénico, por lo que de igual
manera puede ser considerado como inhibidor de AChE.

Para culminar el andlisis del acoplamiento molecular, se tienen los datos de la enzima tirosina
quinasa HCK. Pese a que todos los compuestos seleccionados arrojaron energias de union menores a
la que exhibio la quercetina, se discutira el docking de aquellos compuestos con valores menores a -9
kcal/mol, es decir, la tetrahidroquinolina 2a y los hibridos 3b1, 3b3 y 3b4 (Tabla 11) (Para ver las
interacciones de todos los compuestos ir al Apéndice E).

Tabla 11

Interacciones de los compuestos 2a, 3b1, 3b3 'y 3b4 con HCK

Compuesto Interacciones con el receptor
Ala3*Y/ Puente de hidrégeno convencional
Thr338/ Enlace O-O
Val?®!/ ¢-n, Alquilo-n
Gly®**/ Puente de hidrégeno-carbono

Quercetina AP/ Anion-n
Ala?%/ Alquilo-n
Leu?”/ Alquilo-n
Leu3%/ Alquilo-n
92 Ser3%/ Puente de hidrégeno convencional, puente de hidrégeno-

carbono
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Lys?%/ Puente de hidrégeno convencional
Asp*%/ Puente de hidrégeno convencional
Ala®/ Puente de hidrégeno-carbono
Ala*%%/ Alquilo-n
Leu®%®/ Alquilo-r, alquilo-alquilo
Met®*/ Alquilo-alquilo
Leu?”/ Alquilo-alquilo
Val®!/ Alquilo-r, alquilo-alquilo
Asp®#®/ Anién-nt
Asp*%/Anion-nt
Val?®/ 6-n, Alquilo-nt
Leus®/ Alquilo-n
11336/ Alquilo-n
Lys?®%/ Alquilo-nt
Leu®?/ Alquilo-nt
Ala*%3/ Alquilo-n
Met3*#/ Sulfuro-n, Alquilo-alquilo
Asp**/Anion-n
Asp®¥®/ Anién-nt
Val?®!/ o-n, Alquilo-nt
Leu3®/ Alquilo-nt
Ala*%/ Alquilo-r

Lys?%/ Alquilo-n

Leu®?/ Alquilo-nt

11e3%¢/ Alquilo-=, alquilo-alquilo
Phe3’/ Alquilo-wt
Thr338/ Puente de hidrdgeno convencional
Asp*%/Anion-r, puente de hidrogeno-nt

Met3#/ Alquilo-n

11e3%¢/ Alquilo-nt

3b4 Lys?®%/ Alquilo-wt
Ala?%3/ Alquilo-n

Ala*%3/ Alquilo-n

Val?®/ Alquilo-nt

Leu?”/ Alquilo-n

3b1

3b3

Con los datos de la Tabla 11, se puede observar que todas las moléculas establecieron un gran
namero de interacciones con los residuos con el sitio de unioén del ATP. Un enlace que se repitié en

todos los compuestos, incluida la quercetina, se tratd de Val?®! de tipo alquilo-r, o-r 0 alquilo-alquilo,
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y en algunos casos de dos tipos en un compuesto. Los enlaces de tipo alquilo-r con Ala*®®y con Lys?®
tomaron presencia en los todos los hibridos y la THQ. Otro residuo de aminoacido que estuvo presente
en los compuestos anteriormente nombrados fue Asp*®, presentandose en enlaces depuente de
hidrogeno convencional, puente de hidrogeno-n y anion-r. Asp®*® fue expresado por la quercetina y
los hibridos 3b1 y 3b3. Los puentes de hidrégeno convencional solo aparecieron en 2a y3b4, teniendo
el primer tres enlaces de este tipo, sin embargo, ninguno de los dos compuestos compartio el puente
de hidrégeno con los mismos residuos. El enlace entre 11e3* se vio expresado tnicamente en los tres
hibridos quinolina-chalcona, pero los hibridos 3b1 y 3b3 lo presentan en el anillo A de la chalcona,

mientras que 3b4 en el anillo de piridina y en la piridina de la quinolina.

5.7 Prediccion del perfil ADMET

Las propiedades de absorcidn, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad de una
molécula con potencial farmacolégico (ADMET) poseen una gran relevancia para que ésta logre
generar un efecto terapéutico de manera éptima. Independientemente de que un compuesto exhiba
excelentes caracteristicas de actividad y especificidad, no podra emplearse como farmaco si no entra
adecuadamente a un sistema, llega a las partes a las que esta asignado abordar y sin sufrir procesos de
metabolizacion antes de ejercer su actividad bioldgica, y eliminarse apropiadamente (Hodgson, 2001;
Buxton, 2022). Ademas, aquellas sustancias que presentan un perfil ADME desfavorablegeneralmente
conllevan a resultados fallidos en sus estudios clinicos (Jang et al., 2018).

A continuacién, se presenta una recopilacién de los datos de cada compuesto, referentes a sus
propiedades de lipofilicidad, solubilidad en agua y farmacocinética recolectadas por la herramienta
SwissADME:

Tabla 12
Propiedades ADME de los compuestos 2a, 2b, 3b, 3b1, 3b3, 3b4, 4by 4b1
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Compuesto 08P oo Inhibe Inhibe Inhibe Inhibe Inhibe Log K. V'r‘;;‘;'son
Consenso CYPLA2 CYP2C19 CYP2CY CYP2DS CYP3A4 (emiy) |9
2 241 339 No Si No i Si -695 0
2b 207 397 Si Si No i Si 545 0
3b 274 343 S Si No i S -606 0
3b1 422 515 S Si i No Si 512 0
3b3 421 521 Si Si Si No Si 533 0
3b4 476 574  Si Si Si No Si -488 0
4 272 343 S Si No i S -606 0
ab1 422 515  Si Si i No Si 512 0

Nota. Log Pow = Coeficiente de particion octanol/agua, Log S = Solubilidad en agua Log Ky=
Coeficiente de permeacion de la piel.

Figura 37
Diagrama de huevo hervido para los compuestos 2a, 2b, 3b, 3b1, 3b3, 3b4, 4by 4bl

WLOGP

7 Show Molecules Name

8

o
Molecule 6 BBB
5 Moleuteidlle 5 HIA

o PGP+
o PGP

Mole?ule 2

w

° None
Molecule 1

; 20 @ 8 8 10 1™ 0 180 10 TPsa
Nota. Se muestra la informacién de Molecule 1(2a), Molecule 2 (2b), Molecule 3 (3b), Molecule
4(3b1), Molecule 5 (3b3), Molecule 6 (3b4), Molecule 7 (4b) y Molecule 8 (4b1). BBB: Area de
permeacion de la barrera hematoencefélica; HIA: Area de permeacion del tracto intestinal; P-gp+ =

sustrato de glicoproteina P; P-gp- = No es sustrato de glicoproteina P.
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La Tabla 12 permite saber, en primer lugar, el valor de Log Pow Consenso, lo que quiere decir
que este valor hace referencia al promedio de los valores arrojados por los modelos predictivos de la
lipofilicidad del compuesto. Estos métodos de calculo de este pardmetro se pueden dividir en:métodos
de fragmentacion del compuesto, métodos topoldgicos y métodos basados en la fisica. VValores mayores
a 1 indican que el compuesto es de naturaleza lipofilica, mientras que valores menores a 1 son propios
de compuestos hidrofilicos (Bannan et al.,, 2016). Segln la tabla, todos los compuestos son
hidrofébicos, siendo la tetrahidroquinolina el menos lipofilico, y los hibridos quinolina-chalcona los
mas lipofilicos, siendo el 3b4 el de mayor puntaje.

La solubilidad en agua de las moléculas se midié mediante el descriptor Log S. Es importante
que un farmaco sea soluble en agua para facilitar su formulacion, manipulacion y absorcion. Esta dltima
teniendo en cuenta si se quiere administrar de manera oral (Daina et al., 2017). La solubilidad se
clasifica de manera: Insoluble < -10 < Pobre < -6 < Moderada < -4 < Soluble < -2 < Muy soluble < 0
< Altamente soluble. De acuerdo con este criterio, los precursores se consideran solubles, mientras que
todos los hibridos son moderadamente solubles. Este fendmeno se atribuye a que los hibridos poseen
un grupo arématico adicional a los precursores; ademas los sustituyentes enel anillo A de la chalcona
también agregan hidrofobicidad, mientras que la tetrahidroquinolina tiene mayor disposicion a formar

puentes de hidrogeno.

Para el andlisis de la farmacocinética, se puede apreciar la Figura 37, en la que se ilustra un diagrama
de huevo hervido o por sus siglas en inglés BOILED-Egg (Brain Or IntestinaL EstimateD permeation
predictive model). Es un diagrama en el que se combinan las areas demarcadas para que una molécula
asegure su paso tanto por el tracto intestinal (HIA) como por la barrera hematoencefalica
(BBB)exclusivamente por transporte pasivo (Daina & Zoete, 2016). Por lo tanto, si una molécula
permea la barrea de sangre-liquido cerebral, se puede decir que tampoco habra problema para tener una
buena absorcion por la barrera permeacion gastrointestinal. No obstante, atravesar el tracto intestinal

no garantiza la permeacién hematoencefélica.
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El diagrama esta construido a partir del descriptor de lipofilicidad WLOGP de un compuesto
en funcion de su area de superficie polar topolégica (TPSA). La TPSA es descrita por Ertl et al. (2000)
como la suma de las superficies de los &tomos polares de una molécula y es un pardmetro muyutil para
predecir el nivel de biodisponibilidad de un candidato a farmaco. Ahora, en la Figura 37 también es
posible conocer si dicha molécula es sustrato o no de la glicoproteina P. Esta proteina se encuentra
expresada en las células sanguineas, de la barrera hematoenceféalica (BBB), del epitelio intestinal,
tbulo renal, higado, placenta, ovarios y testiculos, entre otros, y se encarga de expulsar compuestos
xenobioticos como farmacos fuera de las células. De esta manera, si una molécula es sustrato de P-gp,
su absorcion se vera disminuida e incrementada su eliminacion del organismo (Peralta et al., 2008).

Segun la informacién anterior, todos los precursores e hibridos permean la barrera
hematoencefélica y gozan de una buena absorcion gastrointestinal por su ubicacion en la zona de la
yema de huevo. Sin embargo, 2a presentara problemas en su proceso de distribucion a los diferentes
tejidos del cuerpo (incluyendo BBB y HIA) y tendra una mayor tasa de eliminacion debido a que es
sustrato de P-gp.

Existe un importante grupo de enzimas encargadas metabolizar de aproximadamente el 50% de
los farmacos. Las enzimas citocromo P450 (CYP) se encuentran principalmente en el higado, pero
también se expresa en el tubo digestivo, pulmones, rifiones y sistema nervioso central. Como variadas
moléculas son sustrato de estas proteinas, especialmente de las isoformas CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4, su inhibicién por parte de otros farmacos conduce a la ralentizacion del
metabolismo de las moléculas sustrato, aumentando su concentracion en el torrente sanguineo. Debido
a esto, pueden desencadenarse efectos toxicos en el organismo (Daina etal., 2017; Di, 2014; Gonzalez

etal., 2022).
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En la Tabla 12 se puede observar que se predijo una inhibicion de CYP3A4 y CYP2C19 por parte de
todos los compuestos. Ademas, los precursores quinolinicos 2b, 3by 4b inhibieron todas las isoenzimas
a excepcion de CYP2C9, mientras que los hibridos inhibieron todas las enzimas a excepcién de
CYP2D6. En general, todos los compuestos poseen potencial paraefectuar cambios en el metabolismo
de compuestos que sean sustrato de estas enzimas, por lo que se debera tener precaucion en este factor
para evitar interacciones famacologicas futuras y efectos toxicos.

El log K, es un descriptor que indica la capacidad de un compuesto para atravesar la piel. A
medida que el valor de log K se vuelve més negativo, menos permeable a la piel serd el compuesto
(Daina et al., 2017). Segun los resultados, los valores entre -4,88 y -6,95 cm/s de los compuestos
seleccionados indican una baja permeabilidad a la piel, descartando la via transdérmica para el ingreso
al organismo.

Por altimo, Lipinski et al. (2001) establecieron una serie de parametros para conocer si un
farmaco puede ser administrado de forma oral de acuerdo con su biodisponibilidad. Las 4 reglas de
Lipinski para una molécula candidata a farmaco:

1. Su peso molecular (MWT) debe ser menor o igual a 500 uma

2. El Log P debe ser menor p igual a 5

3. Su numero de aceptores de puentes de hidrogeno debe ser menor o igual a 10

4. No debe exceder 5 donadores de puentes de hidrégeno
Segun la Tabla 12, ninguno de los compuestos infringe alguna regla, por lo que es posible que

puedan ser administrados exitosamente de manera oral.

6. Conclusiones

Una serie de seis precursores y sus 12 hibridos quinolina-chalcona fueron seleccionados para

estudiar su actividad citotdxica mediante el ensayo de viabilidad de MTT en células HeLa, HaCaT y
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Vero. El screening a 10 uM permitié conocer que los hibridos que poseian un metilo como sustituyente
en la posicién para del anillo A de la chalcona (2b2, 3b2 y 4b2) presentaron una selectividad hacia las
células no tumorales, ya que se observo un mayor efecto citotoxico en dichas células que en las células
cancerosas. Con el trazado de curvas de 1Cso en los compuestos tanto toxicos (aquellos que bajaron la
viabilidad a un porcentaje menor del 80%), como de los no tdxicos (aquellos que mantuvieron la
viabilidad superior al 80%) se descubrid que el compuesto 2b es el mas citotoxico de todos los
ensayados con una ICsp = 41,650 puM sobre las células tumorales, pero este a su vez exhibe una
actividad proliferativa baja, por lo que se puede concluir que todos los compuestos son poco citotdxicos
hacia las tres lineas celulares de estudio.

El ensayo de deteccion de especies reactivas de oxigeno permitié conocer la capacidad
antioxidante de los compuestos ensayados. El ensayo de ROS basales permitié conocer la alta cantidad
de estas especies presentes en las células HelLa, con relacion a las células no tumorales, confirmando
el metabolismo alterado de los ambientes tumorales que se adaptan para promover la proliferacion de
sus células, ademas de la modificacion de sus componentes y funciones causado por el estrés oxidativo.
Se evidenci6 ademas que las células HaCaT no se vieron afectadas por los compuestos, a diferencia de
las células HelLa y Vero. Los compuestos 2a, 2b, 3bl, 3b3, 3b4 y 4b1 mostraron una alta capacidad
antioxidante, reduciendo los porcentajes de ROS a valores de aproximadamente 19, 15, 20, 22, 3,45y
23%, respectivamente, en las células HelLa a una concentracion de 10 uM. En las células Vero, los
compuestos 2a y 3b redujeron En las células tumorales, se observé que para los compuestos con el
atomo de nitrégeno en la posicion orto de la piridina, la hibridacién de los precursores provoco una
pérdida en su actividad antioxidante. En cambio, los compuestos con el atomo de nitrégeno en las
posiciones 3y 4 de la piridina mostraron un aumento en la actividad antioxidante al pasar del precursor

de tetrahidroquinolina al de quinolina, y de este a los compuestos hibridos.
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Dado que las moléculas presentan baja citotoxicidad en células no tumorales pero una gran
capacidad antioxidante, se puede proponer su inclusion como terapia coadyuvante junto a agentes

quimioterapéuticos en el tratamiento del cancer de cuello uterino.

Ademas, fue posible observar que no existe una relacién directa entre la actividad antioxidante y la

actividad citotoxica de los compuestos ensayados.

El procedimiento in silico de acoplamiento molecular revelé que la inhibicion de la enzima NADPH
oxidasa 2 es el mecanismo por el cual los hibridos, como 2a, 3bl, 3b3, 3b4 y 4b1, ejercen su funcion
antioxidante en las células estudiadas. Estos compuestos mostraron valores de energia de enlace
menores que el compuesto de referencia DEX y también exhibieron interacciones esenciales entre el
ligando y la proteina. Ademas, el docking realizado con enzimas presentes en tejidos nerviosos, como
la acetilcolinesterasa, y en células hematopoyéticas, como la quinasa de células hematopoyeéticas,
apoyo la teoria de que los compuestos 2a, 3b1, 3b3 y 3b4 tienen la capacidad de actuar como agentes
antiinflamatorios y antiproliferativos, nuevamente por sus bajos valores de energia de enlaces, menores
a sus respectivos compuestos de referencia y la aparicion de interacciones necesarias para la inhibicién
de la enzima. Cabe destacar que los hibridos con el &tomo de nitrégeno de la piridina en la posicién
meta (3bl, 3b3 y 3b4) presentaron los mejores valores de energia de enlace con las enzimas analizadas.

El perfil ADMET de los compuestos con mayor capacidad antioxidante exhibié excelentes
resultados en cuanto a su biodisponibilidad oral, debido a sus caracteristicas de lipofilicidad,
solubilidad en agua y farmacocinetica. Adicionalmente ninguna molécula presentd violaciones a las

reglas de Lipinski, por lo que se presentan como buenos candidatos a farmacos.
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7. Recomendaciones

Con el fin de continuar y expandir la investigacion de los compuestos ensayados, se sugiere
realizar ensayos de sinergismo con agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de cancer de cuello
uterino como el cisplatino o la doxorrubicina para estudiar la capacidad de las moléculas de reducir la
toxicidad asociada a la quimioterapia, el incremento de la eficacia terapéutica y el aumento en la
supervivencia de los pacientes.

Para confirmar los resultados de los ensayos in silico, se recomienda realizar los respectivos

ensayos de inhibicion sobre las enzimas empleadas en el acoplamiento molecular.
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Apéndice A. Nombres IUPAC de cada compuesto ensayado

2a

1-[6-acetil-2-(piridin-2-il)-
1,2,3,4-tetrahidroquinol-4-

il]pirrolidin-2-ona

0
~
-
N
2b
1-[2-(piridin-2-

il)quinol-6-il]etan-1-

ona

(E)-3-fenil-1-[2-(piridin-2-
il)quinol-6-il]prop-2-en-1-
ona

(E)-3-(4-metilfenil)-1-[2-
(piridin-2-il)quinol-6-il]prop-
2-en-1-ona

Apéndices

Ir=

3a N

1-[6-acetil-2-(piridin-3-il)-
1,2,3,4-tetrahidroquinol-4-
il]pirrolidin-2-ona

1-[2-(piridin-3-
il)quinol-6-il]etan-1-

ona
0
Cr e
-~
N =
3bl |
N
N

(E)-3-fenil-1-[2-(piridin-3-
il)quinol-6-il]prop-2-en-1-
ona

(o]
95 P
~
N =
32 |
N

(E)-3-(4-metilfenil)-1-[2-
(piridin-3-il)quinol-6-il]prop-
2-en-1-ona
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Ir=

4a

1-[6-acetil-2-(piridin-4-il)-
1,2,3,4-tetrahidroquinol-4-
il]pirrolidin-2-ona

0]

A/

4b > N

1-[2-(piridin-4-
il)quinol-6-il]etan-1-
ona

(E)-3-fenil-1-[2-(piridin-4-
il)quinol-6-il]prop-2-en-1-
ona

(E)-3-(4-metilfenil)-1-[2-
(piridin-4-il)quinol-6-il]prop-
2-en-1-ona
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0
ShaY®
L
~o0 N &
3b3 N

N
(E)-3-(4-metoxifenil)-1-[2- (E)-3-(4-metoxifenil)-1-[2- (E)-3-(4-metoxifenil)-1-[2-
(piridin-2-ilquinol-6-ilJprop-2-  (piridin-3-i)quinol-6-il]prop-2- (piridin-4-il)quinol-6-il]prop-2-
en-1-ona en-1-ona en-1-ona

0 o
~ ~ ~ N
o -~
Cl N = | Cl N 2 |
2b4 N b4 ~

N
(E)-3-(4-clorofenil)-1-[2- (E)-3-(4-clorofenil)-1-[2- (E)-3-(4-clorofenil)-1-[2-
(piridin-2-il)quinol-6-il]prop-2- (piridin-3-il)quinol-6-il]prop-2- (piridin-4-il)quinol-6-il]prop-2-
en-1-ona en-1-ona en-1-ona

Apéndice B. Ensayos de solubilidad a 10.000 uM en DMSO
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4bl

Apéndice C. Plantillas empleadas en los ensayos in vitro

Figura A

Plantilla aplicada en el screening a 10 uM

1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
A Control negativo Control solvente Blanco
B 10 uM - 4a 10 uM - 3a 10 uM - 2a
C 10 uM - 4b 10 uM - 3b 10 uM - 2b
D 10 uM - 4b1 10 uM - 3b1 10 uM - 2b1
E 10 uM - 4b2 10 uM - 3b2 10 uM - 2b2
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F 10 uM - 4b3 10 uM - 3b3 10 uM - 2b3
G 10 uM - 4b4 10 uM - 3b4
H

Nota: La plantilla se empled para las tres lineas celulares. Control negativo = Pozos sin compuesto,
Control solvente = Pozos con solucién del solvente sin compuesto, Blanco = Pozos Unicamente

con DMSO.

Figura B

Plantilla aplicada en la determinacion del ICso de cada compuesto

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Control negativo Control negativo Control solvente Blanco
B 5uM - 4a 10 uM - 4a 20 uM - 4a 50 uM —4a
C 5uM - 4b 10 uM - 4b 20 uM - 4b 50 uM - 4b
D 5uM - 4b1 10 uM - 4b1 20 uM - 4bl 50 uM - 4b1
E 5uM - 3a 10 uM - 3a 20 uM - 3a 50 uM —3a
F 5uM-3b 10 uM - 3b 20 uM - 3b 50 uM - 3b
G 5uM - 3bl 10 uM - 3b1 20 UM — 3b1 50 uM — 3b1
H 5uM - 3b3 10 uM - 3b3 20 uM - 3b3 50 uM - 3b3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Control negativo Control negativo Control solvente Blanco
B 5uM -2b1 10 uM - 2b1 20 uM - 2bl 50 uM - 2b1
C 75 uM —2b1 75 uM - 4a 75 uM - 4b 75 uM —4b1
D 75uM - 3a 75 uM —3b 75 uM - 3b1 75 uM — 3b3
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E

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Control negativo Control negativo Control solvente Blanco
5uM —4b3 10 uM —4b3 20 uM - 4b3 50 uM - 4b3
5uM - 3b4 10 uM — 3b4 20 uM — 3b4 50 uM — 3b4
SuM-2a 10 uM -2a 20 uM - 2a 50 uM - 2a
5uM-2b 10 uM —2b 20 UM - 2b 50 uM - 2b
5uM - 2b3 10 uM — 2b3 20 uM —2b3 50 uM —2b3
75 uM —4b3 75 uM — 3b4 75 UM - 2a 75 uM —2b

75 uM — 2b3
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Nota: Control negativo = Pozos sin compuesto, pero con células, Control solvente = Pozos con
solucion del solvente sin compuesto y con células, Blanco = Pozos Unicamente con DMSO.
Figura C

Plantilla aplicada en el ensayo de deteccion de ROS totales

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células
sin sin sin +RT +RT +RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT
sonda sonda sonda 5uM 5uM 5uM 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+
Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto
2b310 | 2b310 | 2b310 | 2b350 | 2b350 | 2b350
uM uM uM uM uM uM

B | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células
+ RT + RT + RT + RT + RT +RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT
5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ [ 5uM+ [ 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM +
Cpto4a | Cpto4a | Cptoda | Cpto Cpto | Cpto Cpto4a | Cpto4a | Cpto4a | Cpto Cpto Cpto
10uM | 10uM | 10uM 4b 10 4b10 | 4b10 50uM | 50uM | 50 uM 4b 50 4b 50 4b 50
uM uM uM uM uM uM

C | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células
+ RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT
5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM +
Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto
4b110 | 4b110 | 4b110 3a10 3a10 3a10 4b150 | 4b150 | 4b150 3a50 3a50 3a50
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM

D | Células | Células [ Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células
+ RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT
5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM +
Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto
3b 10 3b10 3b 10 3b110 | 3b110 | 3b110 3b 50 3b 50 3b 50 3b150 [ 3b150 | 3bl50
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM

E | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células
+ RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT

5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM +
Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto
3b3 3b3 3b3 2b1 2b1 2b1 3b3 3b3 3b3 2bl 2bl 2b1

F | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células

+ RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT

5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM +

DMSO | DMSO | DMSO | AA10 | AA10 | AA10 | DMSO | DMSO | DMSO
* * * UM UM UM *% *% *%

G | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células | Células
+ RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT + RT
5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM+ | 5uM +
Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto Cpto
4b310 | 4b310 | 4b310 | 3b410 | 3b410 | 3b410 | 4b350 | 4b350 | 4b350 | 3b450 | 3b450 | 3b450
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM




RFU (CM-H2DCFDA)
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H | Células | Células

+ RT
5uM +

10 uM

+ RT
5uM+

Cpto 2a | Cpto 2a

10 uM

Células
+ RT

5uM+
Cpto 2a
10 uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto
2b 10
uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto
2b 10
uMm

Células
+ RT
5uM +
Cpto
2b 10
uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto 2a
50 uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto 2a
50 uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto 2a
50 uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto
2b 50
uM

Células
+ RT
5uM +
Cpto
2b 50
uM

Células
+ RT

5uM +
Cpto
2b 50

uM

Nota: La plantilla se aplicé de igual manera para las tres lineas celulares. En la primera mitad

(columnas 1-6) se inocularon los compuestos a una concentracién de 10 uM, y en la segunda mitad

(columnas 7-12) la concentracion fue de 50 uM. RT = Sonda, AA= Acido ascorbico.

Apéndice D. Graficas de ROS basales para cada linea celular
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Células sin sonda
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(©)

AA 10 uM

(b)

T
Células con sonda

Nota. Se presentan resultados de (a) células HeLa, (b) células Vero y (c) células HaCaT

AA = Acido ascorbico

AA10uM

Apéndice E. Interacciones entre los compuestos y las enzimas PRDX5, NOX2, AChE y HCK

Figura A

Interacciones de los compuestos con PRDX 5
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Interactions
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D Carbon Hydrogen Bond D P-Alld - Conventional HydrogmBondD Pi-Alkyl
[ Pisulfur

(b)

(@)
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Pi-Sigma Pi-Alkyl Conventional Hydrogen Bond Pi-Alkyl
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ST \K’ﬁi:\ o
v l Y
ILE 2 / \‘\;/I’/’./' \\ 2 \\¢ “\‘
A:119 ’ L > ' ‘
’ " S K
2 ’ . \-.J‘,;/\\// .
o T g &ms
PHE - I a3
:120 ' ’

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped

|:] Pi-Sulfur [:] Pi-Alkyl

(f)

Nota. Se presentan resultados de (a) 2a, (b) 2b, (c)3b1, (d) 3b3, (e) 3b4 y (f) 4b1
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Figura B
Interacciones de los compuestos con NOX2

ILE p 2
A4 \
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4 \ LYs
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Bl P-cation
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(@) (b)

Interactions Interactions
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$ % 5

I

Y, TR
AT2

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
:] Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

- Pi-Pi Stacked

(€)

vs
A:213

1 GLY
A243 Ai156

ILE
A:178

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Cation
D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

(9)

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped

- Pi-Pi Stacked |:] Pi-Alkyl

(f)

ALA
A:349
LEU
A299
Interactions
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Pi-Sigma D Pi-Alkyl

(h)

Nota. Se presentan resultados de (a) 2a, (b) 2b, (c)3b, (d) 3b1, (e) 3b3, (f) 3b4, (g) 4b y (h)4bl
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Figura C
Interacciones de los compuestos con AChE

- Unfavoratie Donor-Donce D - Prsgme - R
(@) (b)

Interactions Interactions
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Interactions

- Corwentional Hycrogen Sonc - P17 T-shapes

D Carbon Hyarogen Bonc D ERE - Corwertonal Hycrogen Borc - P1-71 T-shages
i == = e ] ™

(€) ()

Interactions
- s - s - P1-71 Stackes - P1-P T-sheped

(@) (h)
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Nota. Se presentan resultados de (a) 2a, (b) 2b, (c)3b, (d) 3b1, (e) 3b3, (f) 3b4, (g) 4b y (h)4bl

FiguraD
Interacciones de los compuestos con HCK
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PHE
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A:307 kaas

P
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ILE "
A:336 A-‘K;;’W
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A:403 A:393
A
Interactions
B e [ A
- Pi-Sigma D Pi-Alkyl
D Pi-Sulfur
(e)
LEU
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ALA
A:342
Interactions
:] Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
- Pi-Pi Stacked

(9)
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond D Alkyl
- Pi-Anion |:| Pi-Alkyl

D Pi-Donor Hydrogen Bond

()

Interactions
D Carbon Hydrogen Bond :l Pi-Donor Hydrogen Bond
- Pi-Anion :] Pi-Alkyl

(h)

Nota. Se presentan resultados de (a) 2a, (b) 2b, (c)3b, (d) 3b1, (e) 3b3, (f) 3b4, (g) 4b y (h)4bl



