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RESUMEN
TITULO: Relacién Estructura/Actividad de Hibridos Moleculares de
Tetrahidroquinolina/lsoxazolina Sobre el Metabolismo

Bioenergético Mitocondrial
AUTOR: Ana Milena Pérez Silva**
PALABRAS CLAVE: Melanoma murino, agentes desacopladores, bioenergética.
DESCRIPCION:

El melanoma invasivo de piel es considerado un problema de salud publica dado su
incremento constante de incidencia en las Gltimas décadas. Anualmente se diagnostican
alrededor de 200.000 nuevos casos de lesiones malignas de piel en el mundo y 46.500
muertes. Sin embargo, pese a la constante blsqueda de nuevos agentes con potencial
anticancerigeno, los farmacos empleados no suelen ser selectivos hacia células cancerigenas,
desencadenan efectos secundarios y son proclives a crear resistencia. En consecuencia, en el
presente trabajo se evalu6 el mecanismo de accién y el efecto de una serie de derivados de
hibridos moleculares de Tetrahidroquinolina/lsoxazolina con sustituyentes (hidrégeno, metil,
metoxi y cloro en el C-6 del anillo tetrahidroguinolinico) a 1, 5, 12.5 y 25uM sobre el
metabolismo bioenergético mitocondrial, con base en resultados preliminares que indican
que estos compuestos presentan efectos citotoxicos sobre las células de melanoma murino.
Para alcanzar este objetivo se aislaron mitocondrias integras de higado de rata Wistar
siguiendo el método reportado por Voss, y se incubaron con los hibridos de THQ/Isoxazolina
empleando glutamato y succinato como sustratos oxidables. EI oxigeno consumido fue
cuantificado empleando un oxigrafo Hansatech con un electrodo tipo Clark. Ademas, se
evalud el efecto de estos hibridos sobre las enzimas involucradas en el transporte de
electrones de la cadena respiratoria mitocondrial mediante métodos espectrofotométricos y
polarograficos. Los resultados obtenidos indican que los hibridos moleculares evaluados
poseen una posible actividad desacopladora, desarticulando la oxidacion de sustratos con la
sintesis de ATP mediante el transporte de protones desde el espacio intermembrana hacia la
matriz mitocondrial. Esto genera la disminucion del potencial de membrana y, en
consecuencia, un aumento del transporte de electrones a través de los complejos de la cadena
respiratoria para compensar esta pérdida.
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Abstract

TITLE: Structure/Activity  Relationships of  Tetrahydroquinoline/lsoxazoline
Molecular Hybrids of on Mitochondrial Bioenergetic Metabolism

AUTHOR: Ana Milena Pérez Silva

KEYWORDS: Invasive melanoma, uncoupling agents, bioenergetic.

DESCRIPTION:

Invasive melanoma is a public health problem due to its constant incidence in the
recent global trends. Annually, there are almost 200.000 new cases of skin cancer diagnosed
and 46.500 deaths around the world. However, despite the constant search for new agents
with anticancer potential, the drugs used are not selective towards cancer cells, trigger side
effects and induce resistance. Consequently, in this paper, we evaluated the mechanism of
action and the effect of some molecular hybrid products of Tetrahydroquinoline/lsoxazoline
with a substituent (hydrogen, methyl, methoxy and chlorine on the C-6 of the
tetrahydroquinoline ring) at 1, 5, 12.5 and 25uM on mitochondrial bioenergetic metabolism,
based on preliminary results that indicate that these compounds have cytotoxic effects on
murine melanoma cells. To achieve this goal, intact Wistar rat liver mitochondria were
isolated following the method reported by Voss, and they were incubated with the
THQ/Isoxazoline hybrids using glutamate and succinate as oxidizable substrates. The oxygen
consumed was quantified using a Hansatech oxygraph with a Clark type electrode. In
addition, we evaluated the effect of these hybrids on the enzymes involved in the electron
transport chain by using some spectrophotometric and polarographic methods. The results
indicate that those molecular hybrids have a possible uncoupling activity, disarticulating the
oxidation of substrates with the synthesis of ATP through the transport of protons from the
intermembrane space to the mitochondrial matrix. This generates the decrease of the
membrane potential and, consequently, an increase in the transport of electrons through the
complexes of the respiratory chain to compensate this loss.


http://www.reference.md/files/D014/mD014475.html
http://www.reference.md/files/D014/mD014475.html
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Introduccion

Actualmente, debido a la demografia cambiante de la poblacion y su incremento en la
esperanza de vida media, se pronostica una mayor incidencia de enfermedades por disfuncién
mitocondrial a lo largo del siglo XXI; entre ellas, tumores malignos (cancer) o enfermedades
neurodegenerativas caracterizadas por desordenes resultantes de la deficiencia de una 0 més
proteinas localizadas en las mitocondrias e involucradas en el metabolismo (Frew, 2001). Es
por esto que, la modulacion mitocondrial representa un papel importante en el tratamiento
contra el cancer; siendo la segunda causa de muerte a nivel mundial segln la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la cual estima cerca de 14 millones de victimas por metéstasis
en el afio 2012 (Torre et al., 2015) y un incremento constante el nimero de muertes. De
hecho, se presentan cifras de 8.8 millones de nuevos casos por cancer para el afio 2015,
nlmero en ascenso para las proximas dos décadas (Ferlay et al., 2015). Sin embargo, estas
estadisticas se registran principalmente en paises de ingresos medios y bajos, pues sélo un
30% de los paises afectados dispone de tratamientos y planes para impulsar politicas de lucha

contra dicha enfermedad (Silverberg & Lubera, 1983).

Particularmente, en Colombia se presentan mas de 80.000 casos anuales por cancer, con
mayor tendencia en el género femenino, segun los datos reportados en el afio 2015 la tasa de
incidencia se aproxima a 98.944 victimas mujeres y 148.827 hombres (SEOM, 2015).
Ademas, a finales del afio 2010, cerca del 16,9% del total de defunciones en el pais fueron

ocasionadas por el cancer. En contraste, en el area metropolitana de Bucaramanga, la tasa de



METABOLISMO BIOENERGETICO MITOCONDRIAL 17

mortalidad para una muestra de 100.000 habitantes oscil6 alrededor de 124 casos nuevos en
hombres y 145 en mujeres (ESE, 2012).

Aungue actualmente se conocen mas de 200 tipos de cancer dependiendo del tejido del que
se deriven, la OMS establece que aquellos con méas alta frecuencia de afeccién son del
tipo pulmonar, hepatico, gastrico, mamario y de esé6fago (sin incluir el cancer de piel). Sin
embargo, el melanoma maligno (MM) cutaneo representa la forma mas letal de cancer de
piel, con aproximadamente 77% del total de muertes por neoplasias (Tracey & Vij, 2015).
Anualmente se diagnostican alrededor de 200.000 nuevos casos de MM en el mundo y 46.500
muertes. Incluso, en el 2014, la tasa mundial de incidencia aproximada de MM fue de

20/100.000 en hombres y 25/100.000 en mujeres (Ferlay et al., 2015)

Sin embargo, pese a la constante busqueda de nuevos agentes con potencial anticancerigeno,
los farmacos empleados no suelen ser selectivos hacia células cancerigenas, desencadenan
efectos secundarios y, aun peor, son proclives a crear resistencia (Florea & Bisselberg,
2011). Es asi como las industrias farmacéuticas centran su atencion en la busqueda de nuevos
farmacos que permitan mejorar su especificidad hacia células cancerigenas y reducir los

posibles efectos secundarios tras su administraciéon (Sabroso & Suérez, 2013)

En consecuencia, el presente proyecto de investigacion aborda como objetivo principal el
estudio del efecto de distintos hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina sobre el
metabolismo bioenergético mitocondrial, los cuales poseen una estructura similar con una
variacion en el sustituyente (X) del sexto carbono del nucleo tetrahidroquinolinico, Al

(X=H), A2 (X=CHj3), A3 (X=0CH3) y A4 (X=CI), siendo potenciales candidatos como
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nuevos farmacos con un mayor potencial anticancerigeno y posibles moduladores de los

pardmetros propios de la respiracién mitocondrial.

1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de los sustituyentes en cuatro hibridos moleculares de

Tetrahidroquinolina/lsoxazolina sobre el metabolismo energético mitocondrial.

1.2 Objetivos Especificos
v" Analizar las alteraciones de los parametros de respiracion mitocondrial por la accién de

los cuatro hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina.

v’ Determinar el efecto de los cuatro hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina sobre la

actividad de las enzimas de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.
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2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco referencial

2.1.1 Acerca del cancer. Segun la OMS, el cancer es la segunda causa de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, justo después de las enfermedades cardiacas, y se estima que
dicha cifra continuara en aumento en un 70% para los proximos 20 afios (Torre et al., 2015).
Especificamente, el melanoma invasivo de piel es considerado un problema de salud publica
debido al incremento constante en su incidencia en las Gltimas décadas, de hecho se evidencia
principalmente en regiones con poblaciones caucésicas como los Estados Unidos, Australia
y Europa, presentado un incremento de 4 a 6 veces mas en su tasa de incidencia; es decir,
pasando de 3-4 casos a 12-18 casos/100.000 habitantes por afio (Tracey & Vij, 2015). En el
area metropolitana de Bucaramanga en 2012 esta enfermedad se diagnosticé en 85 personas

(UNAB, 2012).

En consecuencia, existe actualmente una constante busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas basadas en la inhibicion del mecanismo de accién propio de la proliferacion de
células cancerigenas. Para abordar esta problematica, una de las alternativas se enfoca en la
via glucolitica como terapia potencial o blanco terapéutico en el tratamiento del cancer,
realizando una dieta baja en carbohidratos para disminuir el nimero de metabolitos que
ingresan en el ciclo de Krebs (Ho & Leung, 2011). En consecuencia, se dispone a
continuacion, un breve recuento del mecanismo de accion de las células cancerigenas para

obtener su energia y asi poder desarrollar nuevos farmacos que inhiban alguna actividad
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enzimatica durante su proceso de proliferacion y posteriormente induzcan muerte celular en

tumores malignos (Gibbs, 2000).

Bésicamente, las células cancerigenas poseen unas serie de distintivos; sin embargo, las
dos caracteristicas mas relevantes son: (1) Presentan un alto nivel de proliferacion celular a
pesar de los mecanismos de control normales. (2) Invaden y colonizan territorios
normalmente reservados para otras células (Lobo & Shimono, 2007). Por consiguiente, se
producen alteraciones en la morfologia y fisiologia, provocando una serie de patologias
altamente dafinas para el ser humano. De hecho, desde hace varias décadas existe evidencia
que hay una relacion cercana entre los cambios metabdlicos y genéticos observados durante
el crecimiento proliferativo, donde se presenta una disminucion del metabolismo energético
mitocondrial paralelo con un aumento en la tasa glicolitica, denominado “Efecto Warburg”,
donde las células cancerosas prefieren la fermentacion como fuente de energia en vez de una

via mitocondrial més eficiente como la fosforilacion oxidativa (Cuezva & Krajewska, 2002).

Asi, una vez establecido a grandes rasgos, el mecanismo de accion de las células
cancerigenas para obtener energia y asi lograr su veloz proliferacion, se procede a estudiar la
mitocondria como blanco terapéutico en tratamientos contra el cancer por ser responsable de
las distintas vias de sefializacion de muerte celular inducida, empleando como base los
estudios preliminares acerca de estos farmacos para sintetizar hibridos con distintos
sustituyentes que permitan posiblemente potencializar su actividad anticancerigena y de ahi,

estudiar su mecanismo de accion.
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2.1.2 La mitocondria como diana farmacologica. Recientemente, el estudio de la
mitocondria no solamente estd implicado en su papel sobre el metabolismo bioenergético,
también constituye el primer plano del sector méas influyente de la sociedad médica (Modica
& Singh, 2004). En particular, durante las ultimas décadas, muchos investigadores se han
enfocado en su estudio, al ser considerada el lugar donde convergen diferentes vias de
sefializacion de muerte celular por apoptosis, necrosis, autofagia y ferroptosis (Kroemer &
Reed, 2000). Ademas, esta organela modula los flujos de calcio a través de la célula; en
particular, produce especies reactivas de oxigeno y otros compuestos, responsables de la
Oxido-reduccion y deteccion de la hipoxia, participando en la diferenciacién celular y en la
inmunidad innata (Wallace, 2005). Asi, evidentemente, el estudio de la mitocondria como
diana farmacoldgica se convierte en un elemento clave como tratamiento en diversas

patologias como el cancer (Murphy & Smith, 2000).

En resumen, es preciso abordar a continuacion, las distintas enfermedades relacionadas
con alteraciones mitocondriales y los farmacos empleados en la modulacion de los complejos
de la cadena respiratoria mitocondrial mediante la introduccion de estudios preliminares

acerca de la disfuncién mitocondrial y su relacién con el cancer.

2.1.3 Ladisfuncion mitocondrial y el cancer. La disfuncion mitocondrial es la alteracion
de cualquiera de los papeles funcionales anteriormente descritos para dicha organela, lo cual
impide responder a las necesidades basicas de la célula. Por ende, la alteracion de su
adecuado funcionamiento puede originarse a partir del crecimiento y proliferacion de células

cancerigenas con requerimientos terapéuticos (Modica & Singh, 2004).



METABOLISMO BIOENERGETICO MITOCONDRIAL 22

En los dltimos afios, decenas de enfermedades se han asociadas al funcionamiento
defectuoso de la mitocondria, donde diversos fa&rmacos inhibidores o activadores de distintos
tipos de muerte celular -como se indica en la Tabla 1- pueden conducir a un descenso en la
produccion de ATP, formacion de radicales libres y alteraciones en la homeostasis del calcio
en la célula, reduciendo asi el potencial de membrana (de Moura, dos Santos, & Van Houten,

2010).

Tabla 1
Farmacos que modulan la funcién mitocondrial

Tabla 1 | FaArmacos que modulan la funcion mitocondrial

Activadoras de la apoptosis Tapsigargina, Doxorubicina,
Moduladores del estrés oxidativo mﬂ:ﬂd&[eina, SO T
Agonistas de canales de potasio Cromacalina, Nicorandil, Diazoxido
Sulfonilureasas Glibenclamida, Glipicida
Benzodiazepinas Ro5-4864 (4'-clorodiazepan)
Inmunosupresores Ciclogporina A

Antivirales Zidovudina

Anti-inflamatorios no esteroldeos Aspirina, |buprofenc
Anestésicos locales Dibucalna, Bupivacalna
Moduladores del metabolismo lipidice L-aminocarnitina

Otros Amiodarona, Cloranfenicol

Por ende, en un tejido normal el proceso metabdlico se inicie por la oxidacién de la glucosa
via glucolitica hacia piruvato, seguido de su ingreso al ciclo de Krebs y posterior oxidacion
a CO2 y H2O en la mitocondria a través de la fosforilacion oxidativa, generando 30 ¢ 32
moléculas de ATP, proporcionando la energia necesaria para el abastecimiento de la célula
(Warburg, 1956). En un tejido maligno, la obtencion del mismo nimero de moléculas de
ATP transcurre a través de una fermentacién lactica, donde el piruvato es convertido a
lactato, sin considerar cuan alta sea la concentracion de oxigeno, proceso conocido como

“Efecto de Warburg” (Heiden & Cantley, 2009). Asi, la formacion de un tumor maligno
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equivaldria a la captacion répida de glucosa y secrecion acelerada de lactato por cambios en
la expresion de la enzima lactato deshidrogenasa en células tumorales, produciendo un
aumento o disminucién de la respiracion mitocondrial, segun sea el caso. En consecuencia,
las alteraciones en las vias metabdlicas se convierten en un blanco terapéutico ideal para el
tratamiento contra el cancer, siendo la glucosa, el acetato, el piruvato y los acidos grasos,
sustratos necesarios para impulsar el crecimiento tumoral (Ferreira, 2010), por ende, se
dispone a continuacion, el mecanismo de accion de diversos farmacos que regulan la

modulacion mitocondrial como diana farmacoldgica.

2.1.4 Desregulaciéon del metabolismo energético. En la carcinogénesis, el papel de la
mayoria de protooncogenes y genes supresores de tumores es evadir la supresion del
crecimiento y la muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2011); sin embargo, se ha propuesto
la idea que estos evolucionaron para regular el metabolismo como funcién primaria; por
ende, a continuacion se presenta la reprogramacion del proceso metabolico celular en la
Tabla 2, detallando la expresion de las proteinas HIF y p53 en el cancer y su efecto en el

metabolismo energético (Mendiola & Soto, 2014).

Tabla 2.
Proteinas en el metabolismo de células cancerigenas
Proteina Expresion en cancer Efecto en metabolismo
Piruvato cinasa Expresion aumentada en tumores y
Glucdlisis aumentada

isoforma M2 lineas celulares de cancer

Glutaminasa Expresion aumentada en cancer Uso de glutamina como fuente de ATP
Via P13K/Akt Desregulada en cancer Glucolisis aumentada

HIF-1cx Sobre expresada en céncer Glucolisis aumentada




METABOLISMO BIOENERGETICO MITOCONDRIAL 24

p53 activo inhibe glucdlisis, promueve
p53 Mutado en cancer
fosforilacion oxidativa
PDK Aumentada en cancer Glucolisis aumentada
Kisspeptina Supresor de metéastasis en cancer de Promueve metabolismo oxidativo
ovario, pulmén y melanoma inhibiendo glucolisis

2.1.4.1 HIF 1A (Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia). Altos niveles de
expresion de HIF estan asociados con una alta mortalidad en el cancer (Semenza, 2010), pues
su papel principal consiste en la transcripcion de la cinasa, la cual actia sobre la enzima
piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) que fosforila e inactiva a la piruvato deshidrogenasa
(PDH), impidiendo que el piruvato ingrese en el ciclo de Krebs y, por ende, disminuyendo el
consumo de oxigeno mitocondrial (Kim & Tchernyshyov, 2006). Ademas, la HIF también
promueve la conversion de piruvato a lactato por medio de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH), aumentando las posibilidades de proliferacion de células cancerigenas (Lu, Tan, &

Cai, 2015).

Finalmente, cabe resaltar que recientemente se ha demostrado que la HIF es capaz de
atenuar la generacion de especies reactiva de oxigeno (ROS) via complejo 1 y IV, mediante
la expresion de NDUFA4L2 (por sus siglas en inglés, NADH Dehydrogenase (ubiquinona)
1 alpha subcomplex 4-Like 2), proteina que inhibe la actividad de la cadena transportadora
de electrones en el Complejo I, atenuando asi el consumo y produccion de ROS (Tello et al.,

2011).
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2.1.4.2 p53. La p53 es una proteina supresora de tumores debido a sus actividades de
detencion del ciclo celular y la induccion de apoptosis en respuesta al estrés. Sus actividades
estdn encaminadas a detener el crecimiento de células cancerigenas, pues es capaz de
controlar la glucalisis, la fosforilacion oxidativa, la oxidacion de cidos grasos, el balance
redox y la glutaminolisis (Berkers, Maddocks, Cheung, Mor, & Vousden, 2013). En
consecuencia, las células deficientes en p53 presentan una sobreproduccion de lactato y una
disminucion en la respiracion mitocondrial en comparacion con células normales; es decir,

la p53 es capaz de suprimir el efecto Warburg (Matoba, Wragg, & Boehm, 2002).

Esta regulacion esta involucrada con el balance entre la via glucolitica y la cadena
respiratoria, donde los niveles basales de p53 promueven la activacion transcripcional de
SCOy, responsable de regular el ensamblaje del complejo IV en la cadena transportadora de
electrones; donde, su inactivacion promueve la entrada de piruvato hacia la mitocondria para
activar el metabolismo oxidativo (Contractor & Harris, 2012). Ademas, es capaz de restringir
el flujo glucolitico mediante la activacion transcripcional de TIGAR, proteina que actla
como fructosa-2,6-bifosfatasa, disminuyendo la cantidad de fructosa-2,6-bifosfato y, en
consecuencia, la actividad de la fosfofructo cinasa 1 (PFK1) (Bensaad et al., 2006). En
conclusién, la p53 contrarresta el efecto Warburg, favoreciendo la fosforilacion oxidativa y
disminuyendo el flujo glucolitico; efectos sobre el metabolismo celular que contribuyen a la

supresion del desarrollo y progresion tumoral.

Es asi como los avances de investigacion sobre el metabolismo del cancer han ampliado
el entendimiento de como las diversas alteraciones metabdlicas sostienen los requerimientos

metabolicos asociados con la proliferacion celular presenciadas en el cancer, lo cual permite



METABOLISMO BIOENERGETICO MITOCONDRIAL 26

considerar alguna estrategia para el tratamiento del cancer en la farmacologia mitocondrial e

inducir algunos de los distintos procesos de muerte celular mencionados a continuacion.

2.1.5 Muerte Celular. Actualmente, se conocen distintos tipos de muerte celular; sin
embargo, cada una posee su propio mecanismo de accion y consecuencia por inhibicion. En
grandes rasgos, la muerte celular es el cese de las funciones vitales de una célula, originando
pérdidas en la integridad de la membrana e incapacidad para proliferar (R. Ellis, Yuan, &
Horvitz, 2000). Entre las mas comunes se destacan apoptosis, necrosis y autofagia, descritas

a continuacion.

2.1.5.1 Apoptosis. La apoptosis, 0 muerte celular programada, es un proceso celular
controlado genéticamente por el cual las células inducen su propia muerte como respuesta a
ciertos estimulos, tales como el dafio al ADN, la pérdida de la matriz extracelular, entre otras
(Hu & Kavanagh, 2003). Este proceso ha adquirido fuerza en el area del cancer, pues resulta
util conocer el mecanismo de accion de farmacos asociados a una enfermedad particular y la
efectividad de sus tratamientos. Sin embargo, debido a que la apoptosis es un proceso
dindmico, la aparicidn de eventos relacionados y su deteccion depende de multiples factores,
entre ellos, cambios en la simetria de la membrana celular o activacion de proteinas

especificas (Machado & Eliécer, 2011).

En condiciones normales, la apoptosis resulta ser un mecanismo ideal para el
mantenimiento de la homeostasis del organismo, empleada como respuesta frente a cualquier

tipo de agresion que supone la entrada de un microorganismo, 0 compuestos xenobioticos,
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entre otras patologias, donde gran parte de las células del sistema inmune que contribuyen a
impedir dicha ‘infeccidon’, son eliminadas mediante este tipo de muerte. Sin embargo, en la
apoptosis, la membrana celular no es destruida, impidiendo el escape de su contenido hacia

el espacio extracelular, siendo asi un proceso “silencioso” sin inflamacion (R. Ellis et al.,

2000).

Igualmente, ese proceso de muerte celular puede ser inducido mediante dos mecanismos

distintos, la via extrinseca y la via mediada por la mitocondria o via intrinseca.

a) Via extrinseca
Mediante la via extrinseca, se establecen conexiones con el espacio extracelular, recibiendo
sefiales pro-apoptoticas desde el exterior. Dos familias de receptores son identificadas dentro
de este grupo, tales como la proteina Fas y el factor de necrosis tumoral (TNF). La primera
se enlaza con un factor intermedio denominado FADD (Fas-associated protein with death
domain) que se encarga de transmitir la sefial de la muerte de la superficie hacia las vias de
dominio intracelular mediante la activacion de las caspasas 8 y 10, las cuales activan la fase

de ejecucion de la apoptosis mediante la caspasa 3 (Fulda & Debatin, 2006).

b) Via intrinseca o mediada por la mitocondria
La muerte celular via mitocondrial esta regulada por las proteinas de la familia Bcl-2, su
activacion genera un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la
liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembrana, tales como el citocromo c y la

Smac/DIABLO, este primero una vez en el citosol, activa un complejo proteico (apoptosoma)



METABOLISMO BIOENERGETICO MITOCONDRIAL 28

que permite la activacion de la caspasa 9 y esta a su vez activa la caspasa 3 y 7,
desencadenando las ultimas fases de la apoptosis por fragmentacion nuclear (Machado &
Eliécer, 2011); mientras, la Smac/DIABLO se une a proteinas inhibidoras para impedir la
detencion del proceso apoptotico. Cabe aclarar que existen también diversos receptores y
estimulos que pueden activar de igual manera este tipo de muerte celular, tales como la
radiacion o radicales libres, donde las principales consecuencias de un cambio de
permeabilidad radican en la pérdida del potencial de membrana y la detencién del
funcionamiento mitocondrial (Lemasters et al., 1998). No obstante, este proceso de muerte
celular también esta regulado no sélo mediante la via dependiente de caspasas, sino por
proteinas pro-apoptoticas, tales como la endonucleasa G y el factor de induccion de la

apoptosis (AIF), promoviendo la fragmentacion del ADN (Green & Science, 1998).

c) Necrosis
La necrosis consiste en la ruptura de la membrana plasmatica, seguido de la salida del
material intracelular. Desde el punto de vista morfoldgico, la necrosis es el resultado de la
desnaturalizacion de proteinas y de la digestion enzimatica debido a una disminucion de la
actividad de las bombas dependientes de ATP (Skulachev, 2006), las cuales desencadenan la
apertura de canales en la membrana citoplasmatica y, como consecuencia, el ingreso de
cationes que posteriormente resulta en un hinchamiento celular y una ruptura membranal
(Golstein & Kroemer, 2007). Ademas, otro factor desencadenante de este proceso de muerte
celular proviene del estrés ocasionado a raiz de un déficit en el aporte de O, vy, por
consiguiente, una disminucion de moléculas de ATP, tal como se presencia en la region

interna de ciertos tumores (Buja & Eigenbrodt, 1993).
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Asi mismo, en ciertas ocasiones, distintos ligandos extracelulares inducen necrosis
mediante la sobreproduccion de calcio mitocondrial o activacion de proteasas dependientes
de calcio, las cuales, como consecuencia de su larga estadia, provocan la apertura de poros
de transicion de permeabilidad mitocondrial (mMPTP) que inducen una incapacidad de
produccion de ATP y por ende, una muerte celular por disfuncién (Lemasters et al., 1998).
Finalmente, la mitocondria también es la fuente principal de EROs, las cuales pueden
desencadenar el mismo efecto por dafios en el ADN o pérdida de la integridad de la
membrana plasmatica, con la consiguiente liberacion de proteasas o flujo de calcio

mitocondrial (Skulachev, 2006).

Es asi como, habiendo abarcado a grandes rasgos los mecanismos de muerte celular, se
puede estudiar como actualmente se ha empleado ese conocimiento para crear nuevas
terapias contra el cancer que induzcan una muerte celular programada, asi como derivados
de farmacoforos que han exhibido actividades bioldgicas y antitumorales por poseer en su
estructura nucleos heterociclicos de THQ/Isoxazolina y podrian resultar en un nuevo

tratamiento contra neoplasias en la farmacologia mitocondrial.

2.1.6 Farmacologia mitocondrial: La mitocondria como blanco terapéutico. Existe un
sinnimero de estudios centrados en la investigacion de la mitocondria como diana
farmacologica, basandose en la capacidad reguladora que dicha organela presenta sobre los
procesos de muerte celular, tales como la intervencion para terapias contra el cancer, la
diabetes y problemas cardiovasculares (Armstrong, 2006; 2009). Actualmente, se dispone de

un abanico amplio de farmacos que modulan la funcion mitocondrial, entre antivirales,
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antitumorales, inmunosupresores y agonistas de canales de potasio (Zanamivir, adriblastina,
ciclosporina, entre otros) (Smith, Hartley, Cochemé & Murphy, 2012). Sin embargo, la
modulacion farmacolégica mitocondrial puede encaminarse hacia la induccion o bloqueo de
los procesos apoptdticos, sin ignorar los posibles efectos secundarios que estos

desencadenarian (Feinberg, 2016).

Por tanto, a continuacion, se presenta en la Figura 1, tres estrategias basicas para ser
implementadas en los farmacos que modulen la mitocondria como blanco terapéutico. La
primera consiste en la sintesis de moléculas que se acumulen dentro de la mitocondria de
manera selectiva. La segunda, en el empleo de moléculas que se unan a blanco especifico
dentro de dicha organela. Y finalmente, la tercera, en la modulacion de los procesos fuera de
la mitocondria que impacten positivamente en la funcién mitocondrial (Ortiz & Martinez,

2014).
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Figura 1. Intervencion farmacoldgica en disfuncion mitocondrial. Fuente: (M. Martinez, 2014)
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La primera estrategia consiste en dirigir compuestos a la mitocondria por conjugacion a
un cation lipofilico (TPP), generando una captacion selectiva del farmacéforo en la matriz
mitocondrial. Secundariamente, se emplean compuestos no dirigidos hacia la mitocondria,
sino hacia la union a blancos especificos. Finalmente, compuestos capaces de actuar en la
disfuncion mitocondrial afectando procesos fuera de la mitocondria, tales como la
modulaciéon de las actividades de diversas cinasas o de factores de transcripcion (M.

Martinez, 2014).

Por ende, se dispone en el mercado cientos de fa&rmacos con actividades pro-apoptéticas
para lograr tratamientos mas efectivos en terapias contra el cancer, las cuales actualmente
suelen ser proclives a crear resistencias y numerosos efectos adversos tras su consumo; a

continuacion, se describe el modo de accion de aquellas mas cominmente empleadas.

2.1.7 Terapias contra el cancer. Actualmente, existen diversas terapias dirigidas contra
el cancer, farmacos o sustancias que bloquean el crecimiento y diseminacion de células
cancerigenas al interferir en blancos moleculares que participan en el crecimiento, avance y
difusion del cancer (Hu & Kavanagh, 2003). Sin embargo, en pacientes en estadios
avanzados de la enfermedad, las opciones estandares suelen ser la quimioterapia y
radioterapia. Son multiples las opciones para tratar la enfermedad, pero pocas las aceptadas
por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, del inglés Food and Drug

Administration) (Bauer & Temple, 2013).
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Antes de relatar el mecanismo de accion de farmacos en particular, cabe resaltar el proceso
del ciclo celular de células cancerosas y determinar a grandes rasgos, el modo de accion de
nuevas terapias contra el cancer. El crecimiento de cada célula se inicia en la fase G1, donde
se producen las enzimas requeridas para la sintesis de ADN y ARN; mientras, se sintetiza
ADN en la fase S. Posteriormente, la célula tumoral ingresa en un periodo premitético o fase
G2, en el que se sintetiza ARN y proteinas, seguido por la mitosis o fase M, donde se presenta
la division fisica, que lleva a la formacion de dos células hijas que entran de nuevo en la fase
G1 (Sherr, 1996). Esta ultima fase esta en equilibrio con el estado de reposo, GO. Las celulas
en fase GO son inactivas respecto a la sintesis de macromoléculas, siendo insensibles a
muchos de los agentes quimioterapéuticos, en especial, a aquellos que afecten a la sintesis de

macromoléculas (Mitchison & Carter, 1975).

Los diferentes farmacos antineoplasicos acttian sobre una o varias fases del ciclo celular
o0 sobre los mecanismos de control de la proliferacion celular. La respuesta obtenida se
relaciona directamente con la capacidad proliferativa de la célula, que esta determinada por
el tiempo de duplicacién del tumor. En general, a mayor proliferacién se prevé una mayor
respuesta al tratamiento citostatico (Pettit, Hoard, Doubek, & Schmidt, 2002). El desarrollo
del cancer resulta en nuevas alteraciones genéticas, provocando una heterogeneidad celular
y, por ende, propiedades bioquimicas, tiempo de duplicacidn y respuesta contra tratamientos
antitumorales distintos, vinculados estrechamente con la aparicion de resistencias (Liu,

2009).

Comunmente, existen decenas de farmacos antineoplasicos; sin embargo, se deben

administrar al menos dos farmacos que actien sobre distintas dianas terapéuticas y sin
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toxicidad cruzada, reduciendo su toxicidad, aumentando su eficacia y disminuyendo las
posibilidades de nuevas resistencias (Pettit et al., 2002). A continuacion, se describe el modo
de accion de las terapias mas comunes y algunos de los farmacos empleados actualmente

como tratamiento contra el cancer.

2.1.8 Ejemplos de terapias y farmacos empleados en la actualidad. Como estrategias
para el tratamiento contra el cancer existen decenas de opciones; sin embargo, se presentan
a groso modo el mecanismo de accion de las terapias mas comdnmente empleadas hoy en
dia, tales como la quimioterapia, la terapia dirigida, la radioterapia y la terapia génica. El
objetivo de la quimioterapia consiste principalmente en la destruccion, detencion o reduccion
de células malignas capaces de multiplicarse descontroladamente hasta hacer metastasis e
invadir y afectar 6rganos colindantes. Esta terapia incluye distintos compuestos que inducen
dafos en el ADN de las células tumorales y posteriormente la muerte celular, tales como
agentes alquilantes, inhibidores de mitosis o antimetabolitos (Kaufmann & Earnshaw, 2000).
No obstante, la efectividad de dicha terapia esta limitada por su toxicidad sistematica, falta
de especificidad, rapido metabolismo farmacologico y nuevas resistencias (Zitvogel &

Apetoh, 2008).

La terapia dirigida consiste en un tratamiento con el uso de farmacos y sustancias que
bloquean el crecimiento y difusién del cancer al actuar sobre proteinas especificas
responsables del crecimiento y desarrollo celular (L. Ellis & Hicklin, 2008). Su modo de
accion requiere de blancos farmacoldgicos claves en el crecimiento y supervivencia de las

células cancerosas, tal como la proteina receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
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humano (HER-2), la cual se expresa en altas concentraciones sobre la superficie de células
cancerosas (L. Ellis & Hicklin, 2008). Algunas terapias dirigidas van contra esta proteina, es
el caso del Trastuzumab (Herceptina), farmaco aprobado para tratar cancer de seno y

estbmago (Bauer & Temple, 2013).

La radioterapia emplea radiaciones ionizantes que provocan alteraciones quimicas en la
materia viva mediante ruptura de enlaces covalentes y formacion de radicales libres,
afectando radicalmente el ADN celular. Una radiacion ionizante interactia con el ADN
empleando un modo de accion directo donde la radicacion es absorbida directamente por el
ADN, o indirecto donde el agua absorbe la radiacién y produce radicales libres (grupos OH)
que reaccionan con el ADN, provocando lesiones similares sobre el mismo. Ambos hechos
desencadenan pérdidas de bases nitrogenadas, ruptura de puentes de hidrégeno y rupturas

simples o dobles de las cadenas de ADN (Hu & Kavanagh, 2003).

La terapia génica (TG) consiste en la introduccion de nuevo material genético dentro de
la célula para obtener un beneficio terapéutico. Por ende, en la TG como tratamiento contra
el cancer es factible introducir un ‘gen suicida’ de manera especifica en células neoplasicas
o infectadas con un patdgeno peligroso, para que sélo estas células blanco sean destruidas,

sin afectar o alterar las células sanas circundantes (Murphy & Smith, 2000).

Por ultimo, los farmacos antineoplaticos son aquellos capaces de lesionar el ADN e
interferir en la replicacion celular; su modo de accion consiste en provocar un efecto
citotoxico mediante la formacion de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y demas

moléculas nucleofilas presentes en la célula, en especial las bases nitrogenadas del ADN,
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bloqueando asi la replicacion del ADN celular, la transcripcion del ARN vy, por ende, la
mitosis y sintesis de proteinas (Pettit et al., 2002). Dentro de este grupo se encuentran los
alquilantes clasicos (ciclofosfamida, clorambucilo, ifosfamida, melfalan, trofosfamida),
nitrosoureas (carmustina, estramustina, fotemustina) y tetrazinas (dacarbacina,
temozolomida) (Bauer & Temple, 2013). De hecho, la mayor fuente en la bisqueda de
compuestos bioactivos naturales para drogas anticancerigenas consiste en la especie Croton
(Suérez et al., 2006), la cual presenta propiedades farmacoldgicas importantes, tales como
antiinflamatorias (Phan Minh & Jeong Hyung, 2003) , antinociceptivas (Nardi, DalB0, &

Pizzolatti, 2006) y antineoplasicas (A. Martinez, 2001).

Los extractos puros de Croton caracasana, tal como se observa en la Figura 2, presentan
una significativa actividad antiinflamatoria y actividad citotdxica contra lineas cancerigenas
humanas (Suéarez, Chavez, Mateu, & Compagnone, 2009), especificamente cancer de
préstata (PC3) y de utero (HelLa), reportando una actividad citotéxica con IC50 de 2,82

pug/mL y 8,76 pg/mL, respectivamente.

Figura 2. Estructura de 1) Caracasine, 2) Acido caracasine. Fuente: (Kouznetsov, 2012)

Por ende, se dispone en el mercado cientos de farmacos con actividades pro-apoptéticas
con el fin de matar la célula, y anti-apoptéticas con el fin de prevenir su muerte, los cuales

se describen a continuacion mediante su mecanismo de accion. (Szeto & Atkinson, 2014)
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2.1.8.1 Farmacos pro-apoptéticos. Los mecanismos de accion de dichos farmacos son
principalmente la manipulacién de la concentracidn de calcio en el interior de las células, tal
como la tapsigargina, un inhibidor de la ATPasa-Ca?* del reticulo endoplasmatico, la cual
previene la acumulacion de calcio en el reticulo e induce apoptosis (Jarpe & Widmann,
1998). Asi mismo, existen otros promotores apoptoticos como las especies reactivas de
oxigeno (EROS), donde la produccion excesiva de radicales libres puede ser inducida por un
gran namero de xenobidticos. Finalmente, la activacion de los poros de permeabilidad
transitoria mitocondrial (PPTM) o la modificacion de la estabilidad de la membrana
mitocondrial es el principal mecanismo de accion de cientos de farmacos con potencial

anticancerigeno. (Tornero, Pefia & Jordan, 2002).

2.1.8.2 Farmacos anti-apoptéticos. Con el objetivo de prevenir la muerte mitocondrial
por el dafio producido por las EROS, se administran farmacos anti-apoptoticos capaces de
aumentar los valores de glutation por medio del aumento de la coenzima A y su precursor, el
acido pantocénico (medicamento mas comunmente empleado), pues el glutation es el
principal antioxidante de las células, capaz de protegerla de las especies reactivas de oxigeno,
tales como los radicales libres y los peroxidos. (Jarpe & Widmann, 1998). Sin embargo,
existen también otros antioxidantes intracelulares como el acido ascérbico, el alfatocoferol y
el betacaroteno; asi como antioxidantes naturales como el ubiquinol, la forma reducida de la
coenzima Q, que ademas de la mitocondria, tiene como diana otras membranas celulares y
permite retardar y reducir la sintomatologia tipica de enfermedades neurodegenerativas y el

cancer (Simon, Haj-Yehia, Schaffer, 2000).


https://es.wikipedia.org/wiki/Antioxidante
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2.1.8.3 Farmacos antivirales. La mitocondria se ha planteado como una diana
farmacoldgica potencial en la toxicidad inducida por analogos de nucledsidos empleados
como farmacos antivirales. Es el caso de la zidovudina (AZT) para el tratamiento del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), pues es capaz de inducir la disfuncion
mitocondrial al inhibir la DNA polimerasa vy, lo cual conduce a una deplecion progresiva del
DNA mitocondrial, una alteracion en la transcripcion, y, en consecuencia, la pérdida de la

funcién de fosforilacion oxidativa (Rodriguez & Aguilar, 2013).

2.1.8.4 Farmacos antiinflamatorios no esteroides. Los farmacos antiinflamatorios no
esteroides, tales como los salicilatos y el ibuprofeno, cominmente prescritos, presentan
efectos secundarios mediados por una disfuncion mitocondrial e inhibicion de
ciclooxigenasas, pues dichos farmacos modifican la fosforilacién oxidativa, inhibiendo la
produccién de ATP vy alterando la permeabilidad de la membrana interna. Por tanto, su
modulacion en el metabolismo bioenergético mitocondrial y activacion de los PPTM, son

pieza clave en su implicacion sobre el sindrome infantil de Reye (Bateman, 2007).

2.1.8.5 Farmacos inmunosupresores. La ciclosporina A es un farmaco inmunosupresor
capaz de bloquear la transcripcion de genes en células T activadas; ademas, es ampliamente
empleado para evitar los rechazos en trasplantes de 6rganos. A nivel mitocondrial, la
ciclosporina A bloquea la formacion de los poros de permeabilidad transitoria mitocondrial,
el cual corresponde a su mecanismo de accion en la proteccién de las células frente a una

lesion isquémica (Lahoz & Gombau, 2015)
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2.1.8.6 Anestésicos locales. Dichos farmacos son capaces de bloquear la conduccion del
impulso nervioso, causando una paralisis sensorial. Los anestésicos locales afectan
principalmente el metabolismo energético mitocondrial debido al desacople de la
fosforilacion oxidativa, los méas representativos en el sector médico son la lidocaina y la
epinefrina. Ademas, estos farmacos producen una inhibicion de la ATPasa mitocondrial y de
los complejos enziméticos que generan el gradiente electroquimico, por tanto, dicho
mecanismo de accidn es el responsable de los efectos toxicos presentes durante la analgesia

(Strichartz, 2013).

2.1.8.7 Farmacos de interaccion con canales de potasio. Los agonistas de canales de
potasio son farmacos que estimulan el flujo iénico a través de dichos canales, este grupo lo
constituye la romacalima, el nocorandil y el diazéxido, esencialmente. Debido a sus
propiedades antianginosas y antihipertensivas, se emplean como agentes cardioprotectores y

reguladores de la hipertension vascular y pulmonar (Lawson, 2013).

Asi basicamente, la modulacién de la funcién mitocondrial puede suponer un gran avance
farmacoldgico, pues es preciso identificar cdmo activar o inactivar la muerte celular
programada, constituyéndose asi, como una pieza clave para el tratamiento de diversas
patologias que presentan a la mitocondria como diana farmacoldgica (Grattagliano, Oliveira

& Portincasa, 2015).
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No obstante, a pesar del sinnumero de farmacos que actualmente existen en el mercado,
cientificos buscan sintetizar nuevas moléculas con alto potencial anticancerigeno, las cuales
sean mas especificas hacia células cancerigenas y no desencadenen efectos secundarios. Por
ende, en este proyecto se profundiza especialmente en farmacos con nucleos de
THQ/Isoxazolina que, segun estudios preliminares, presentan efectos citotéxicos relevantes

sobre células de melanoma murino.

2.1.8.8 Tetrahidroquinolina y su importancia bioldgica. Actualmente, en la industria
médica, el enfoque esta presente sobre la construccion de moléculas con mayor actividad
bioldgica y que podrian convertirse en soluciones definitivas, mas especificas y, por ende,
con mayor efectividad para un espectro amplio de patologias por disfuncion mitocondrial
(Jacquemond-Collet et al., 2002). Una de las familias de alcaloides mas estudiada por sus
interesantes propiedades farmacoldgicas es la de los compuestos quinolinicos, donde muchos
de sus derivados pueden actuar como agentes analgésicos potentes, hipertensores, virucidas,
entre otros (Kouznetsov, 2012). Es por ello que el desarrollo de nuevas rutas sintéticas que
permitan construir este sistema es el principal objetivo de estudio en quimicos organicos,
para asi finalmente realizar modificaciones estructurales que ayuden a mejorar los parametros

fisicobioguimicos de dichos modelos.

El sistema de anillo de la tetrahidroquinolina (THQ) posee una geometria estructural muy
comdun, se encuentra en numerosos productos naturales biol6gicamente activos, asi como en
agentes terapéuticos farmacoldgicamente relevantes. Debido a su importancia para el
desarrollo de drogas con actividad biolégica y potencial anticancerigeno, la quimica

medicinal continla investigando nuevos métodos de sintesis de derivados de
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tetrahidroquinolina activos en un campo especifico de la medicina (Jacquemond-Collet et al.,
2002). Estos compuestos han sido testeados en distintas lineas de cancer humano y células
control, determinando su actividad citotoxica por medio del método del MTT (proceso para
determinar el posible efecto citotoxico de un agente sobre lineas celulares tumorales),
mostrando ademas una amplia accion en las distintas lineas y, por ende, siendo de vital

importancia por su accién antitumoral (Kouznetsov, 2012).

Los derivados de las tetrahidroquinolinas son una importante clase de productos naturales
y sintéticos. Diversos estudios han demostrado que poseen un amplio rango de actividades
bioldgicas y farmacoldgicas, entre ellas antimalarica (Jacquemond-Collet et al., 2002),
antitumoral (Y.-L. Chen, Zhao, Lu, Tzeng, & Wang, 2006), antioxidante (Dorey, Lockhart,
Lestage, & Casara, 2000) y antimicobacterial (Vangapandu, Jain, Jain, Kaur, & Pal Singh,
2004). Ejemplos especificos de estos potenciales agentes anticancerigenos se presentan en la
Figura 3, tales como el 4-metoxi-3-hidrofenil (isovalina) 6 3-metoxi-4-hidroxifenil (valina),
unidades estructurales semejantes a la combrestatina A4, indanocina, eugenol y demas
analogos que han sido reportados por tener altas propiedades anticancerigenas (Cesare,

Tracey Pirali, Giovanni Sorba, & Francesca Pagliai, 2006).

Todos los modelos de estudio representan un alto enfoque en la comunidad cientifica; al
menos en los Gltimos afios, su estudio se centra como compuestos con elevada actividad
antitumoral, donde el grupo de compuestos quimicos derivados de las familias de las
tetrahidroquinolina fueron sintetizados a partir de un compuesto fenilpropano, isoeugenol, el

cual es una molécula natural extraida por lo general de plantas canela (A. Martinez, 2001).
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Figura 3. Disefio de potentes agentes anticancerigenos. Fuente: (Kouznetsov, 2012)

2.1.8.9 Isoxazolina y su importancia bioldgica. Las isoxazolinas son heterociclos de
cinco miembros que presentan dentro de su estructura un 4tomo de oxigeno y nitrégeno,
reconocidos por su relevancia farmacolégica pues, asi como las tetrahidroquinolinas, han
demostrado ser farmact6foros con propiedades estéricas caracteristicas para asegurar una
mejor respuesta bioldgica frente a un blanco (Meléndez Gomez & Kouznetsov, 2005), dentro
de las actividades que se le asocian se enuncia su actividad anti VIH y antitumorales frente a
ciertas lineas celulares, tales como MCF 7, disminuyendo el nimero de células en fase S 'y

aumentando las presentes en fase GO/G1 (Kaur, Kumar, Sharma, & Gupta, 2014).

Los derivados de las isoxazolinas mas comunmente estudiados debido a sus amplios
espectros biologicos y sus actividades citotoxicas sobre lineas celulares de carcinoma
mamario murino (4T1) son el indol-3-carboxaldehido, con una citotoxicidad a la
concentracion mas alta (20 pM) sobre la 4T1 y el 3-fenil-4,5-dihidro-5-acido

isoxazoleacético, indicado en la Figura 4, recientemente desarrollado como tratamiento
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contra aquellas patologias generadas por inhibicion de la TNF alpha, una proteina del grupo
de las citocinas liberadas por las celulas del sistema inmunitario que interviene en

la apoptosis (Kaur et al., 2014).

o o

Figura 4. Estructura de un derivado de Isozaxolina, 3-fenil-4,5-dihidro-5-4cido isoxazoleacético

Fuente: (Sarveswari & Vijayakumar, 2016)

Es decir, actualmente existe un sin nimero de farmacos con actividad proapoptética,
capaces de desencadenar sefiales que modulen los parametros propios de la funcién
mitocondrial y, por ende, activen una respuesta de muerte programada. Sin embargo, en la
industria farmacéutica también existen farmacos que actGan como inhibidores o agentes
desacopladores capaces de impedir la sintesis de ATP a través del bloqueo de ciertos sitios

sobre la cadena respiratoria mitocondrial, elemento clave para dar inicio a la muerte celular.

2.1.9 La cadena respiratoria aporta la energia capturada en el metabolismo. EI ADP
es una molécula capaz de capturar energia libre proveniente de procesos catabélicos en forma
de fosfato de alta energia; el ATP resultante de dicha captura es empleado para impulsar los
procesos energéticos requeridos por la célula. Diversos estudios de mitocondrias aisladas
intactas y que funcionalmente respiran, indican que la oxidacion de sustratos via una
deshidrogenasa unida al NAD" y la cadena respiratoria, forman 2.5 moles de ATP por medio
mol de oxigeno consumido; es decir, un indice P:0=2.5. Mientras que, en la oxidacion del

sustrato via una deshidrogenasa vinculada a una flavoproteina solo se forman 1.5 moles de
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ATP, siendo el indice P:0O=1.5. Sin embargo, actualmente existen compuestos denominados
agentes desacopladores, capaces de inhibir ciertos sitios de los complejos de la cadena
respiratoria, principalmente I, 11l y IV, disminuyendo significativamente la produccion de

energia en forma de ATP, tal como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Sitios de inhibicion en la cadena respiratoria mitocondrial. Fuente: (Gonzales, 2007)

2.1.9.1 Inhibicion de la cadena respiratoria. Actualmente, el empleo de inhibidores de la
cadena respiratoria mitocondrial ha proporcionado informacion necesaria acerca del
mecanismo de accidn de ciertos venenos. Con propositos descriptivos, los venenos se pueden
clasificar en: 1) Inhibidores propios de la cadena respiratoria, 2) inhibidores de la
fosforilacion oxidativa y 3) desacopladores de la fosforilacion oxidativa. (Xu, Pelicano,

Zhou, & Carew, 2005)

Basicamente, los inhibidores que interrumpen la respiracion por medio del bloqueo de la
cadena respiratoria actlan en tres sitios. ElI primero evita la oxidacion de sustratos

directamente comunicados con la cadena respiratoria via una deshidrogenasa unida al NAD,
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impidiendo la transferencia de la FeS a la coenzima Q, tal como la rotenona. El segundo
consiste en la inhibicion sobre el sitio ubicado entre el citocromo b y el citocromo ¢, como
es el caso de la antimicina A. Finalmente, el tercer sitio de inhibicion puede detener por
completo la respiracion, y ocurre sobre la transferencia de equivalentes reducidos de la
deshidrogenasa succinica a la coenzima Q. Por otro lado, la oligominicina impide por
completo la fosforilacion oxidativa y la fosforilacion en mitocondrias intactas. Sin embargo,
en presencia de dinitrofenol como desacoplador, se produce la oxidacion sin fosforilacion,
indicando que este antibidtico no actla de modo directo sobre la cadena respiratoria. (Botham

& Mayes, 2005)

Asimismo, los desacopladores actian como agentes protonoforicos, atravesando la
membrana mitocondrial interna en forma protonada, y disipando asi el gradiente
electroquimico formado durante la respiracion. Su adicién supone el colapso del potencial de
membrana, acelerando la cadena respiratoria hasta su méxima capacidad. Es decir,
basicamente, los desacopladores colapsan el gradiente de protones al permitir el paso de H*
hacia la matriz sin transitar por la ATP sintasa, desacoplando asi el flujo de electrones a través
de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, con la sintesis de ATP, tal como se
ilustra en la Figura 6. Esta disminucion en la eficiencia metabdlica reduce la capacidad de

sintesis de ATP. (Navarro, 2005)
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Figura 6. Accion de desacopladores en fosforilacion oxidativa. Fuente: (Lemasters et al., 1998)

Es asi como ante una disminucion en la fuerza protomotriz no asociada con la sintesis de
ATP, la actividad de la cadena respiratoria se incrementa para compensar dicha pérdida de
gradiente. En consecuencia, el acoplamiento respiracion/fosforilacion oxidativa no resulta
ser 100% eficaz y una parte se dedica exclusivamente a mantener dicho potencial de

membrana. (Lu et al., 2015)

Maés detalladamente, el desacoplamiento puede ser causado por dos fendmenos: Proton
leak o slip. El proton leak es ocasionado como consecuencia de la difusion de protones a
través de la membrana mitocondrial interna de manera no asociada a la produccién de ATP.
Mientras, el slip se debe a la variacion de la estequiometria de reaccion en los complejos de
la cadena respiratoria, generando la fuga de un nimero de protones por electrén, inferior al
esperado, hacia el espacio intermembrana. Ambos procesos disminuyen la fuerza

protonmotriz y, por ende, la eficiencia de la fosforilacion oxidativa. (Botham & Mayes, 2005)

No obstante, el aumento del flujo de electrones a través de la cadena de transporte
estimulado por desacoplamiento, evita la generacion de radicales libres asociada con bajo
flujo y alto potencial de membrana mitocondrial; es decir, el desacoplamiento es un
mecanismo Util para controlar el estrés oxidativo. Mientras que, los inhibidores incrementan

la generacidn de especies reactivas de oxigeno o radicales libres. (Lu et al., 2015)
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Finalmente, mientras que un inhibidor debe interactuar directamente con un componente
especifico de la fosforilacion oxidativa, los agentes desacopladores son compuestos
lipofilicos que ciclicamente trasladan protones a través de la membrana interna mitocondrial,
sin interactuar con proteinas integrales de membrana. Es por ello que, la actividad de
desacoplamiento no esta sujeta a limitaciones de estructura tridimensional especifica (con
una combinacion Unica apropiada), sino que depende de las propiedades fisicoquimicas y
caracteristicas &cidas que favorezcan la difusion transmembrana. Es asi como existe un
amplio espectro de variabilidad y flexibilidad para el disefio de farmacos con mayor potencial

desacoplador con respecto al limitado potencial inhibidor. (Petrescu & Tarba, 1997)

En resumen, considerar la mitocondria como blanco terapéutico y diana farmacologica
para combatir el cancer, le abre las puertas a todos aquellos compuestos mito-activos y en
particular, a agentes desacopladores de origen natural para su escrutineo cientifico como
moduladores del metabolismo energético. Por ende, se pretende a continuacion, ahondar en
el procedimiento empleado para analizar el efecto de estos compuestos sobre el metabolismo

bioenergético.

2.2 Metodologia
Previa a la descripcion detallada de la metodologia que fue empleada durante el desarrollo
del presente proyecto, se debe hacer énfasis en que los hibridos de
Tetrahidroquinolina/lsoxazolina empleados como farmacos con potencial anticancerigeno y
con posible diana mitocondrial, fueron sintetizados y caracterizados por el Grupo de

Investigacion de Compuestos Organicos de Interés Medicinal (CODEIM) de la Universidad
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Industrial de Santander. Ademas, los animales necesarios para realizar ensayos sobre la
bioenergética mitocondrial correspondieron a ratas Wistar suministradas y manipuladas por
el bioterio de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, bajo la ley 84
de 1989 (Cap. IV, Art. 23-26) y la resolucion 8430 de 1993 (Titulo 1V, articulos 83-93) que
regulan la investigacion con animales en Colombia. El célculo considerado para indicar el
nimero de ratas empleadas proviene de realizar tres réplicas para cada una de las
concentraciones de los cuatro compuestos evaluados; es decir, tres ensayos independientes
realizados por triplicado para cada concentracion, cabe considerar que cada rata Wistar, cepa
mas comunmente empleada en la mayoria de los reportes sobre aislamientos de mitocondrias

de higado, fue empleada para evaluar una réplica de un solo compuesto.

Finalmente, cabe resaltar que en el presente proyecto fueron empleados cuatro hibridos
moleculares de THQ/Isoxazolina y cada hibrido fue evaluado a cuatro concentraciones

distintas (1, 5, 12.5y 25 pM).

2.2.1 Aislamiento de mitocondrias de higado de rata. Las mitocondrias fueron aisladas
del higado de rata Wistar macho (aproximadamente 160 g de peso, en ayuno por doce horas)
de acuerdo con el protocolo descrito por Voss y colaboradores (Voss, Cowles, & Bacila,
1963). Para esto, la rata se sacrificd por decapitacion y se retird inmediatamente el higado
que fue inmerso en medio de aislamiento (D-Manitol 250 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM
y BSA 0,1% p/v, pH 7,4) a 4°C. El tejido se lavd con medio de aislamiento frio (para eliminar
el exceso de sangre), se cortd y homogeneizo en un homogeneizador van Potter Elvehjem.
La suspension obtenida se centrifugd a 600xg y 4°C durante cinco minutos con el fin de

separar células intactas, membranas y nucleos. El sedimento se descarto y el sobrenadante se
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centrifugd a 7000xg y 4°C por diez minutos. ElI nuevo pellet correspondiente a las
mitocondrias intactas se resuspendié en medio de aislamiento frio y se centrifugé a 6000xg
y 4°C durante diez minutos.

A continuacién, las mitocondrias se resuspendieron en medio de aislamiento sin BSA 'y
se lavaron por centrifugacién a 7000xg y 4°C durante diez minutos. Finalmente, las
mitocondrias aisladas se conservaron a 4°C en medio de aislamiento sin BSA y su
concentracion proteica se determind por el método de Bradford (Bradford, 1976) para realizar

los ensayos de consumo de oxigeno posteriores.

2.2.2 Evaluacién de la actividad de los compuestos hibridos de THQ/Isoxazolina

sobre la funcion bioenergética mitocondrial

2.2.2.1 Determinacion del consumo de oxigeno. La determinacién del consumo de
oxigeno (nmol O2/min.mg de proteina) se realizd polarograficamente mediante un oxigrafo
Hansatech con un electrodo tipo Clark acoplado a un equipo de registro usando el software

Oxygraph plus.

Las mitocondrias integras aisladas de higado de rata (1 mg/mL) se dispusieron en el
oxigrafo en un medio de incubacion compuesto por: manitol 125 mM, EGTA 0,1 mM,
HEPES 10 mM y KCI 65 mM, pH 7,4, a 28°C con agitacion constante. Este sistema se
suplementd con glutamato de sodio 5 mM, KH2POa4 (Pi) 1,6 mM y ADP 0,6 mM para medir
el consumo de oxigeno via complejo | de la cadena respiratoria. Por otra parte, las

mitocondrias (1 mg/mL) se suplementaron con rotenona 1 uM (inhibidor del complejo I),
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succinato de sodio 3 mM, KH2PO4 (Pi) 1,6 mM y ADP 0,6 mM para medir la respiracion via

complejo Il (Voss et al., 1963)

Por su parte, los compuestos de tetrahidroquinolina-isoxazolina (en concentraciones de 1,
5, 12.5 y 25 uM) se incubaron con las mitocondrias durante dos minutos, antes de inducir la

respiracion mitocondrial por adicion de los sustratos del complejo I o el complejo II.

2.2.3 Actividad enzimética mitocondrial. Las mitocondrias aisladas se utilizaron como
fuente de enzimas tras ser lisadas por ciclos de congelamiento y descongelamiento a -195,8
°C (3 ciclos). Las proteinas extraidas se cuantificaron por el ensayo de Bradford (Bradford,

1976).

La actividad de las enzimas relacionadas con la cadena respiratoria se determind por
métodos espectrofotométricos usando el equipo Multiskan Go-Thermo y el software Skanlt
RE4.1, y por métodos polarograficos empleando el oxigrafo Hansatech y el software
Oxygraph plus segln correspondiera con la enzima estudiada. Los compuestos hibridos de
tetrahidroquinolina-isoxazolina a la menor concentracion en la cual se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos para las anteriores actividades, fueron incubados con la
proteina mitocondrial durante dos minutos antes de inducir la reaccion para cada una de las

enzimas evaluadas.
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2.2.3.1 NADH oxidasa. La actividad de la enzima NADH oxidasa se evaluo de acuerdo
con el método de Singer (Singer, 1974) en un sistema de reaccion compuesto por solucién
tampon fosfato 80 mM pH 7,4, EDTA 50 uM, 1 mg de proteina mitocondrial y NADH 0.17
mM con agitacion constante a 28°C. La reaccion se inicio por la adicion de NADH, cuya
velocidad de oxidacion se tradujo en la velocidad de consumo de oxigeno medido

polarograficamente.

2.2.3.2 NADH deshidrogenasa. Para determinar la actividad de la enzima NADH
deshidrogenasa se uso el método espectrofotométrico propuesto por Singer (Singer, 1974)
empleando un sistema de reaccién compuesto por solucion tampon fosfato 50 mM pH 7,4,
EDTA 2 mM, 0,1 mg de proteina mitocondrial, rotenona 1 pM, KCN 1 mM y NADH 0,15
mM incubado a 28°C durante diez minutos. A continuacion, se agregd ferricianuro de potasio

0,6 mM para dar inicio a la reaccion.

La oxidacion de NADH por la NADH deshidrogenasa se monitored a 420 nm por la
reduccion del ferricianuro de potasio que actué como receptor artificial de electrones en
presencia de rotenona. La concentracion del ferricianuro de potasio reducido se determind
mediante su coeficiente de extincion molar 1,04 mM=1.cm? a 420 nm (Arif et al., 2012)

aplicando la Ley de Beer.

2.2.3.3 NADH citocromo c reductasa. La actividad de la enzima NADH citocromo ¢
reductasa se evalué mediante el protocolo descrito por Somlo, registrando la velocidad de

reduccidn del citocromo ¢ a 550 nm (Somlo, 1965). Para ello se utiliz6 un sistema de reaccion



METABOLISMO BIOENERGETICO MITOCONDRIAL 51

compuesto por: Solucion tampdn fosfato 50 mM pH 7,4, EDTA 2 mM, 0,1 mg de proteina
mitocondrial, KCN 1 mM y NADH 50 puM incubado a 28°C durante diez minutos. La
reaccion se inicid por la adicion de citocromo c (oxidado) 40 uM. La concentracion del
citocromo c reducido se determin6 mediante su coeficiente de extincion molar redox (eredox)

19,8 mM~*.cm™ a 550 nm aplicando la Ley de Beer.

2.2.3.4 Succinato oxidasa. La actividad de la enzima succinato oxidasa se evalud de
acuerdo con el método de Singer (Singer, 1974) en un sistema de reaccion compuesto por
solucion tampon fosfato 80 mM pH 7,4, EDTA 50 uM, 0,5 mg de proteina mitocondrial y
succinato de sodio 10 mM con agitacion constante a 28°C. La reaccion se inicio por la adicién
del succinato de sodio cuya velocidad de oxidacién se tradujo en la velocidad de consumo de

oxigeno medido polarograficamente.

2.2.3.5 Succinato deshidrogenasa. La enzima succinato deshidrogenasa se estudié de
acuerdo con el método espectrofotométrico descrito por Singer (Singer, 1974), usando un
sistema de reaccion compuesto por PBS 50 mM pH 7,4, EDTA 2 mM, 0,1 mg de proteina
mitocondrial, rotenona 1 pM, KCN 1 mM vy succinato de sodio 20 mM que se incub6 por
diez minutos a 28°C. A continuacion, se agregaron los receptores artificiales de electrones
fenazina metosulfato (PMS) 1 mM vy 2,6-diclorofenilindofenol (DCPIP) 60 uM para dar
inicio a la reaccion. La velocidad de reduccion del DCPIP se monitore6 a 600 nm como
evidencia de la actividad de la succinato deshidrogenasa. La concentracion del DCPIP
reducido se determind mediante su coeficiente de extincion molar 21,0 mM-1.cm-1 a 600 nm

aplicando la Ley de Beer.
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2.2.3.6 Succinato citocromo c reductasa. La actividad de la enzima succinato citocromo
¢ reductasa se evalué mediante el protocolo descrito por Somlo, registrando la velocidad de
reduccidn del citocromo ¢ a 550 nm tras bloquear la cadena respiratoria con KCN y rotenona
(Somlo, 1965). Para ello se utilizd un sistema de reaccion compuesto por: Solucién tampon
fosfato 50 mM pH 7,4, EDTA 2 mM, 0,1 mg de proteina mitocondrial, rotenona 1 pM, KCN

1 mM y succinato de sodio 5 mM incubado a 28°C durante diez minutos.

La reaccidn se inici6 por la adicion de citocromo ¢ 40 uM. La concentracion del citocromo
¢ reducido se determind mediante su coeficiente de extincion molar (g redox) 19,8 mMt.cm

12550 nm (Appleby & Morton, 1959) aplicando la Ley de Beer.

2.2.3.7 Citocromo c oxidasa. La actividad de la enzima citocromo ¢ oxidasa se determind
segun el método propuesto por Mason y colaboradores, acompafiando la velocidad de
oxidacion del citocromo ¢ a 550 nm en un sistema de reaccion compuesto por: Solucién
tampon fosfato 50 mM pH 7,4, EDTA 2 mM y 0,1 mg de proteina mitocondrial incubado a

28°C durante diez minutos.

La reaccion se inicio al agregar citocromo ¢ reducido 30 uM (Mason, Poyton, Wharton,
& Schatz, 1973). La concentracion del citocromo ¢ oxidado se determind mediante su
coeficiente de extincion molar (g redox) 19,8 mM>t.cm? (Appleby & Morton, 1959)

aplicando la Ley de Beer.
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2.2.3.8 ATPasa en mitocondrias fragmentadas. La actividad ATPasa en mitocondrias
fragmentadas se determiné mediante la cuantificacion del fosfato resultante de la hidrélisis
del ATP de acuerdo con el método de Pullman y colaboradores (Pullman, Penesky, Datta, &
Racker, 1960). El sistema de reaccion compuesto por: solucién tampon Tris-HCI 50 mM (pH
7,4), MgSO4 3 mM, 1 mg de proteina mitocondrial, fosfoenolpiruvato (PEP) 2,5 mM y 10
unidades (U) de piruvato quinasa (1 U de piruvato quinasa convierte 1 umol de PEP a
piruvato por minuto), se incubd a 28°C durante diez minutos. La reaccion se inici6 por la
adicién de ATP 4 mM y se interrumpi6 diez minutos después de agregar acido tricloroacético

(TCA) al 5% (v/v).

A continuacion, el sistema de reaccién se centrifugd a 10000xg por un minuto y se tomé
el sobrenadante para cuantificar el fosfato liberado en el medio. La concentracion de fosfato
en las muestras se determind colorimétricamente por la formacion de un complejo de
fosfomolibdato reducido con é&cido ascorbico, que produjo una coloracion azul cuya
absorbancia se medi6 a 820 nm (P. Chen, Toribara, & Warner, 1971). Para esto, se realiz6
previamente una curva de calibracion con patrones conocidos de KH2PO4 en un rango de

concentraciones de 1,0-300 pM.

2.2.3.9 ATPasa en mitocondrias integras. La actividad de la ATPasa en mitocondrias
integras fue determinada cuantificando el fosfato inorganico resultante de la hidrolisis de
ATP, segun el método descrito por Pullman et al (Pullman et al., 1960). Sistema de reaccion:
Tampon Tris-HCI 50 mmolL? (pH 7.4), MgSO4 3mmolL™, fosfoenolpiruvato (PEP) 2.5

umolL? y proteina mitocondrial 1mg, estos ensayos se realizaron a la par con una muestra
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que contenia FCCP (1ug/mL), el cual ya es conocida su actividad desacopladora, para

conocer si los compuestos tenian un efecto desacoplador mayor o menor que éste.

Después de la adicién del medio de reaccion y de la piruvato quinasa, la reaccién fue
incubada por 10 minutos a 28°C, pasado este tiempo se inicid la reaccion con la adicion de
ATP 4mmolL™? e interrumpida pasados 10 minutos por la adicion de acido tricoloroacético
(TCA) al 5%. El material fue centrifugado a 10.000g durante 1 minuto. El fosfato inorganico
fue cuantificado del sobrenadante siguiendo el método de Summer (1944) (li & lllinois,

1940).

2.2.3.10 Analisis estadistico. Los datos obtenidos en los diferentes ensayos fueron
representados por la media = desviacion estandar (DE). Los datos fueron analizados
estadisticamente usando el software GraphPad Prism mediante un analisis de varianza
(ANOVA), seguido por el test de Tukey para la comparacion de los promedios. Los
resultados con un valor p<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos respecto

al control.

2.3 Resultados y Discusion
A continuacion, se describen los resultados obtenidos al evaluar los distintos compuestos de
hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina a 1, 5, 12.5 y 25 uM sobre el metabolismo
energético mitocondrial. Todos los resultados fueron expresados como porcentaje con

relacion al control.
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El efecto de los distintos sustituyentes de hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina se
evaluaron en mitocondrias integras bajo los siguientes pardmetros de la respiracion
mitocondrial: Consumo de oxigeno en presencia de ADP (estado 3), velocidad del consumo
de oxigeno después del agotamiento del ADP (estado 4), relacion ADP/O y coeficiente de
control respiratorio (CCR). Cada uno de estos parametros fueron evaluados con dos sustratos
independientes, glutamato 5,0 mM y succinato 3 mM, ambos sustratos son adecuados para
la medicion del consumo de oxigeno via complejos | y Il de la cadena respiratoria

mitocondrial, respectivamente.

2.3.1 Efecto del compuesto Al sobre los parametros de la respiracion mitocondrial.

El primer compuesto evaluado consiste en un hibrido molecular de THQ/isoxazolina; es
decir, contiene un nucleo de tetrahidroquinolina, compuesto heteroaromatico que contiene
un nitrégeno de forma quimio- y estereoselectiva obtenido de la reaccion de Povarov a partir
de la reaccion de una aldimina (anilina y aldehidos aromaticos) con alquenos ricos en
electrones en presencia de un acido de Lewis; y un nucleo de isoxazolina, proveniente de la
cicloadicion entre un oxido de nitrilo y un alqueno. Ademas, posee un hidrogeno como
sustituyente en el sexto carbono del anillo tetrahidroquinolinico.

Cabe aclarar que este compuesto fue denominado como Al para facilitar la redaccion durante

su analisis. A continuacién se presenta en la Figura 7, la estructura quimica del compuesto.

-
Chamical Formula: CaaHaeMN40;
Molacular Weight: 37547
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Figura 7. Hibrido molecular de THQ/Isoxazolina con un hidrégeno como sustituyente.

En la Figura 9 (A) se observa el consumo de oxigeno con glutamato en mitocondrias integras
del compuesto Al para el estado 3 en presencia de ADP. Los resultados revelan que a medida
que se adiciona el farmaco a mayores concentraciones, se genera una disminucion en la
velocidad de consumo de oxigeno, siendo estadisticamente significativo a partir de la
concentracion de 1 UM, con un porcentaje respecto al control desde 62 a 47%. Asimismo, en
la Figura 9 (B) se observan los resultados para el consumo de oxigeno una vez consumido el
ADP (estado 4), donde se produce una minima disminucion dosis dependiente y
estadisticamente significativa a partir de la concentracién mas pequefia con un porcentaje

respecto al control desde 59 a 77%.

En las Figuras 10 (A) y 10 (B), se presentan las mediciones de consumo de oxigeno
empleando succinato como sustrato oxidable, en donde se observa un aumento en la
velocidad de consumo de oxigeno dosis dependiente sélo a partir de la concentracion 12.5
UM en presencia de ADP y a 1 uM en su ausencia, con porcentajes desde 100 a 120% y desde

130 a 143%, respectivamente.

De la misma manera, en la literatura existen compuestos que exhiben una actividad similar
frente a la velocidad de consumo de oxigeno en la cadena respiratoria mitocondrial
empleando glutamato y succinato como sustratos oxidables, tal como la salinomicina, la cual

segun estudios preliminares, reporta una inhibicién de la respiracién proporcional al aumento
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en potencial redox inducido por el sustrato, donde en un medio con bajo K*, la salinomicina
inhibe parcialmente el consumo de oxigeno en ausencia de ADP (estado 4) y
significativamente sobre el estado 3; sin embargo, via complejo 1l empleando succinato, su
actividad es contraria, aumentando la velocidad de consumo respecto al control en presencia
de ADP; lo cual resulta ser un efecto directo de inhibicidn sobre la actividad enzimética de

una enzima involucrada en el complejo | (Mitani, Yamanishi, Miyazaki, & Otake, 1976)

Figura 8. Estructura molecular de la salinomicina

Segun un estudio del Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT) se demostré que la
salinomicina es un polieter monovalente, tal como se observa en la Figura 8, capaz de matar
células madre de cancer de mama en ratones (Naujokat & Steinhart, 2012); su mecanismo de
accion radica en la formacion de complejos con Na*, K* y Ca*, los cuales son transportados
al interior de la célula, afectando la capa intra y extracelular. Estos iones son capaces de
alterar el equilibrio hidroeléctrico celular, consumiendo las reservas energéticas de la célula
y desorganizando la estructura intracelular (Huczynski, 2012). Asi, basicamente el complejo
de la salinomicina-cation permea la membrana para los iones de sodio y potasio, inhibiendo
las funciones mitocondriales, entre ellas, las oxidaciones del sustrato y la hidrolisis del ATP.
En consecuencia, la salinomicina podria inducir la apoptosis de las células cancerosas

humanas, eliminando eficazmente células troncales del cancer (CSCs), también denominadas
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células iniciadoras y/o propagadoras de tumores, e inducir la regresion clinica parcial de los

canceres fuertemente pretratados y resistentes a la terapia (Huczynski, 2012).

Finalmente, en las Figuras 9 (C) y 10 (C), se presentan los resultados de la sintesis de ATP
con relacion al consumo de oxigeno en el estado 3, los cuales indican la eficiencia de la
fosforilacion oxidativa respecto a la respiracion, no Unicamente dependiente del grado de
acoplamiento, sino de la disponibilidad de substratos y la naturaleza de estos. Asi, se observa
un decaimiento ocasionado por el consumo de oxigeno en presencia de ADP, con una
relacion proxima a 3.2 con glutamato y 1.9 con succinato. Hecho similar ocurre con la
melatonina, hormona que segun estudios preliminares, incrementa la relacion ADP/O de
manera dosis dependiente de 1nM a 1mM (L6pez et al., 2009). Sin embargo, en la literatura,
el succinato genera FADH2, quien dona sus electrones al complejo 11 y los cede al complejo
Il directamente, perdiendo la contribucion del complejo | al gradiente de protones y

obteniendo una relacion ADP/O cercana a 1.5 (Navarro, 2005).

En la Figura 9 (D) y 10(D) el coeficiente de control respiratorio (CCR) decae a medida que
aumenta la concentracion del farmaco, siendo mayor la caida en presencia de succinato
(~32%) que con glutamato (~12%); es decir, el grado de dependencia de la fosforilacion

oxidativa y la sintesis de ATP esta siendo reducida (Navarro, 2005).

Asi, la adicion del compuesto Al sugiere una inhibicion a lo largo de la cadena respiratoria
mitocondrial, especificamente sobre el complejo I, pues se presenta un aumento en la
velocidad de consumo de oxigeno en el estado 4 y por ende disminucion en el CCR

empleando sélo glutamato como sustrato oxidable, y una posible actividad desacoplante
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observada por el aumento de la velocidad en estado 4 en presencia de succinato, con respecto

al control.
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Figura 9. Consumo de oxigeno via complejo | empleando glutamato como sustrato oxidable en: a) presencia
de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 81.8 + 5.7 nmoles O/s mg proteina, 17.1 + 13.5 nmoles O/s mg
proteina, 3.2 + 0.2 y 3.3 + 0.3, respectivamente. Los resultados estan representados por la media = DE del
porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes realizados por triplicado.

*p<0.05
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Figura 10. Consumo de oxigeno via complejo 1l empleando succinato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 168.7 + 5.5 nmoles O/s mg proteina, 42.7 + 2.6 nmoles O/s mg
proteina, 1.9 £ 0.2 y 3.9 + 0.4, respectivamente. Los resultados estan representados por la media + DE del
porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes realizados por triplicado.

*p<0.05
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2.3.2 Efecto del compuesto A2 sobre los parametros de la respiracion mitocondrial.
El segundo compuesto evaluado consiste igualmente en un hibrido molecular de
THQ/isoxazolina. Basicamente, la Unica diferencia estructural con respecto al anterior
compuesto consiste en un anillo heteroaromatico que posee un sustituyente en el sexto
carbono, representado por un metil. Este compuesto fue denominado como A2 para facilitar
la redaccion durante su analisis. A continuacion se presenta en la Figura 11, la estructura

quimica del compuesto.

Chemical Formula: CouHa M40,
Molacular Weaight: 389,50

Figura 11. Hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina con un metil como sustituyente.

En la Figura 13(A) se observa el consumo de oxigeno con glutamato en mitocondrias integras
del compuesto A2 en presencia de ADP. Los resultados revelan que a medida que se adiciona
el farmaco a mayor concentracion, se genera una disminucion en la taza de consumo de
oxigeno con respecto al control (~62%) a partir de la menor concentracion, generada por una
inhibicidn del complejo I. Mientras que una vez agotado el ADP (Figura 13(B)), se observa
un incremento dosis dependiente y estadisticamente significativo desde la concentracion

5uM, con un porcentaje de 144 a 154%, respecto el control.
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En las Figuras 14(A) y 14(B), se presentan las mediciones de consumo de oxigeno empleando
succinato como sustrato oxidable; evidenciando una actividad significativamente similar
dada por una disminucién y un incremento dosis dependiente en presencia y ausencia de
ADP, respectivamente, siendo estadisticamente significativo a partir de 12.5 pM con un

porcentaje de 152 a 184% para el estado 4.

En la literatura se reportan mas compuestos que exhiben una actividad similar, inhibiendo el
consumo de oxigeno en el estado 3 con glutamato, tal como el efecto del linalool a 5, 10, 50
y 100 pg/mL sobre la funcion mitocondrial empleando mitocondrias aisladas de higado de
rata, donde el estado 3 de la cadena respiratoria fue inhibida en aproximadamente 67, 74, 63

y 89% respecto al control (Bueno & Méndez, 2015).

HO CH;  HsG OH

Figura 12. Estructura molecular del linalool.

Asi, segun un estudio por la Universidad Industrial de Santander, se demostré que el linalool,
estructura molecular indicada en la Figura 12, inhibe el complejo I, complejo 111y la ATPasa,
aumentando la generacion de especies reactivas de oxigeno (Bueno & Meéndez, 2015). Su
mecanismo de accion indico que en las células tumorales la presencia de especies ERO es
vital para la generacion de mutaciones requeridas para mantener el metabolismo aberrante
(Jana et al., 2014); sin embargo, altas concentraciones de ERO generan dafio de

macromoléculas, permeacion de la mitocondria, liberacion de citocromo c e induccion de
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apoptosis (Montero & Jassem, 2011). Por ende, el conocimiento de los complejos
enzimaticos inhibidos y el aumento de las especies reactivas de oxigeno, podrian representar

un posible tratamiento para células tumorales (Cairns, Harris, & Mak, 2011).

Este aumento del consumo de oxigeno en ausencia de ADP, genera que el coeficiente de
control respiratorio disminuya considerablemente, pues supone el colapso del potencial de
membrana y por ende, el descenso en la fuerza protomotriz, acompariado de un aumento en
la tasa de respiracion para compensar dicha disminucién (Lemasters et al., 1998), tal como
se observa en la Figura 13(D) y 14(D), donde el valor de CCR decae en una relacion dosis

dependiente, siendo més significativa para succinato (~18%) que para glutamato (~3%).

Esta reduccién implica una disminucion en el acople de la cadena respiratoria y la produccion
de ATP en la mitocondria, hecho observado en la Figura 13(C) y 14(C), con una relacién del
namero de moléculas de ATP sintetizadas proxima a 3.1 con glutamato y 1.0 con succinato;
es decir, la cantidad de ATP producido por el movimiento de electrones a través de la cadena,
el cual depende de la cantidad de a&tomos de hidrogeno transportados a través de un gradiente
electroquimico y del nimero de protones que regresan hacia el interior a través de la

membrana, tedricamente proximo a 3.0 y 1.5 para glutamato y succinato, respectivamente.

Asi, la adicion del compuesto A2 sugiere tener una mayor posible actividad desacoplante
sobre la cadena respiratoria mitocondrial respecto al compuesto Al debido al mayor grado
de desacople o disminucion del CCR con respecto al control, presentando un incremento en
la velocidad de consumo de oxigeno en ausencia de ADP empleando ambos sustratos

oxidables.
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Figura 13. Consumo de oxigeno via complejo | empleando glutamato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 48.7 + 6.6 nmoles O/s mg proteina, 11.9 + 5.7 nmoles O/s mg
proteina, 3.1 £ 0.1 y 3.2 + 1.9, respectivamente. Los resultados estan representados por la media + DE del

porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes realizados por triplicado.

*p<0,05
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Figura 14. Consumo de oxigeno via complejo 1l empleando succinato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 59.6 + 6.5 nmoles O/s mg proteina, 16.7 + 2.6 nmoles O/s mg
proteina, 1.0 £ 0.2 y 3.5 + 0.2, respectivamente. Los resultados estan representados por la media £ DE del

porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes realizados por triplicado.

*p<0,05

2.3.3 Efecto del compuesto A3 sobre los parametros de la respiracion mitocondrial. El
tercer compuesto evaluado corresponde a un hibrido molecular de THQ/isoxazolina. Con una
esencial diferencia en el sexto carbono del anillo heteroaromatico, donde el sustituyente

resulta ser mas electronegativo con respecto a los anteriores compuestos. Cabe resaltar que
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este compuesto fue denominado como A3 para facilitar la redaccion durante su analisis. A

continuacion se presenta en la Figura 15, la estructura quimica del compuesto.

—

I\. M _,-:'5::-0

\"/% ‘j
& M
Lo,
| M
%

Y

O

4

Chamical Fermula: CaaHa M40y
Malecular Weighl: 405,50

Figura 15. Hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina con un metoxi como sustituyente.

Para el caso del compuesto con un sustituyente de metoxi en el carbono sexto del nicleo de
la THQ, los valores de consumo de oxigeno en presencia de ADP con respecto al control,
reportados en la Figura 16(A) y 17(A), son casi similares, donde solo se observa una
inhibicién estadisticamente significativa (82% con respecto al control), para la méas alta

concentracion del farmaco (25 puM), empleando succinato como sustrato oxidable.

Mientras que, en la Figura 16(B) y 17(B), se observa un aumento dosis dependiente del
consumo de oxigeno en estado 4, desde la concentracién mas pequefia (1 uM) para ambos
sustratos, con mayor incremento para el glutamato que para el succinato, de 132 a 215% y

de 135 a 153%, respectivamente.

Asimismo, estudios preliminares han comprobado la existencia de compuestos empleados en

tratamientos antipiréticos y antiinflamatorios que exhiben una actividad similar, donde
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mediciones de las tasas de respiracion y el potencial de membrana en las mitocondrias
hepéticas aisladas sometidas a diversas concentraciones de diclofenaco y aspirina confirman
que la adicion del diclofenaco de 0,01 a 0,2 mM estimula la respiracion del estado 4 e inhibe
levemente el estado 3, disminuyendo la relacion de control respiratorio, mientras el potencial
de membrana disminuye o se colapsa segun la concentracion de fa&rmaco (Petrescu & Tarba,

1997).

Ademas, la proporcion de ATP sintetizado por atomo de oxigeno reducido a H2O para
glutamato oscila en la literatura alrededor de 2.5 moléculas de ATP sintetizadas; sin embargo,
el obtenido experimentalmente corresponde a 3.3 moléculas y decae a medida que aumenta
la concentracion del farmaco (Figura 16C y 17C), hecho que corrobora el aumento de

consumo de oxigeno en el estado 4.

Finalmente, en la Figura 16(D) y 17(D), se observa que el valor de CCR decae a medida que
aumenta la concentracion del compuesto, siendo mayor la caida en presencia de succinato
(~13%) que con glutamato (~8%), para ambos sustratos a partir de la concentracién de 1 uM
por mg de proteina mitocondrial, por lo cual es posible inferir que el compuesto A3 modula
los parametros propios de la respiracion mitocondrial, generando un desacople entre el
transporte de electrones y la sintesis de ATP.

Asi, se observa que el efecto del compuesto A3 sobre la bioenergética mitocondrial implica
una disminucion en el acople de la cadena respiratoria y la produccion de ATP, presentando
una caida dosis dependiente para las mediciones del CCR y la relacion ADP/O y un
incremento estadisticamente significativo en la velocidad de consumo de oxigeno una vez

consumido el ADP.
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Figura 16. Consumo de oxigeno via complejo | empleando glutamato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 65.0 £6.2 nmoles O/s mg proteina, 15.9 + 5.5 nmoles O/s mg
proteina, 3.3£0.2 y 3.5 +0.5, respectivamente. Los resultados estan representados por la media + DE del

porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes realizados por triplicado.

*p<0,05
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Figura 17. Consumo de oxigeno via complejo 1l empleando succinato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) ¢) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 441.48 £78.63 nmoles O/s mg proteina, 78.58 + 15.61 nmoles
O/s mg proteina, 1.1 £ 0.4y 6.1 £ 0.9, respectivamente. Los resultados estan representados por la media + DE
del porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes realizados por

triplicado. *p<0,05

2.3.4 Efecto del compuesto A4 sobre los parametros de la respiracion mitocondrial.
El cuarto compuesto evaluado consiste en un hibrido molecular de THQ/isoxazolina con un
sustituyente altamente electronegativo en el sexto carbono del anillo heteroaromatico. Cabe
resaltar que este compuesto fue denominado como A4 para facilitar la redaccion durante su

analisis. A continuacion se presenta en la Figura 18, la estructura quimica del compuesto.
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Figura 18. Hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina con un cloro como sustituyente.

En la Figura 19(A) se presenta el consumo de oxigeno con glutamato en mitocondrias
integras del compuesto A4 en presencia de ADP. Los resultados revelan que a medida que
se adiciona el farmaco a mayores concentraciones, se produce una caida en la velocidad de
consumo de oxigeno relativamente minima. Sin embargo, en la Figura 19(B) se registran las
mismas mediciones una vez agotado el ADP (estado 4), la cual indica un incremento dosis
dependiente abrupto y estadisticamente significativo a partir de la concentracién 5 uM con

un porcentaje respecto al control de 106% a 208%.

Mientras, en las Figuras 20(A) y 20(B), se presentan las mediciones previas empleando
succinato como sustrato oxidable; asimismo, el resultado implica un incremento en la
velocidad de consumo de oxigeno dosis dependiente a partir de la concentracion 5 UM una

vez agotado el ADP, con porcentajes desde 127% a 171%.

Finalmente, en las Figuras 19(C) y 20(C), se presentan los resultados de la sintesis de ATP
con relacion al consumo de oxigeno en el estado 3, indicando la eficiencia de la fosforilacion

oxidativa respecto a la respiracion. Asi, se observa un decaimiento ocasionado por el
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consumo de oxigeno, con una relacion ADP/O préxima a 3.0 con glutamato y 1.2 con
succinato. En la literatura, el succinato genera FADH2 quien dona sus electrones al complejo
I1'y los cede al complejo Ill directamente, perdiendo la contribucion del complejo |y
obteniendo una relacibn ADP/O de 1.5 (Navarro, 2005); esta diferencia con nuestros
resultados, quizés es a causa del potencial desacoplador del compuesto, permeabilizando en
mayor medida la membrana mitocondrial y, por ende, aumentando la velocidad de consumo

de oxigeno para reestablecer el potencial de membrana.

Mientras, en la Figura 19(D) y 20(D) el coeficiente de control respiratorio (CCR) decae a
medida que incrementa la concentracion del farmaco, siendo mayor el decaimiento en
presencia de succinato (~72%) que con glutamato (~65%); es decir, el grado de acoplamiento

esta siendo reducido (Navarro, 2005).

Asi, la adicion del compuesto A4 sugiere una inhibicién poco significativa en presencia de
ADP para ambos sustratos y posible actividad desacoplante a lo largo de la cadena
respiratoria mitocondrial, pues se presenta una decaida estadisticamente marcada a partir de

la concentracion 12.5 uM empleando succinato como sustrato oxidable.
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Figura 19. Consumo de oxigeno via complejo | empleando glutamato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 71.6 + 20.9 nmoles O/min mg proteina, 20.8 + 3.2 nmoles O/min
mg proteina O/min mg proteina, 3.0 £ 0.3y 3.4 + 0.6, respectivamente. Los resultados estan representados por
la media £ DE del porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes

realizados por triplicado. *p<0,05
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Figura 20. Consumo de oxigeno via complejo 1l empleando succinato como sustrato oxidable en: a)
presencia de ADP (Estado 3) b) una vez agotado el ADP (Estado 4) c) relacion ADP/O d) coeficiente de control
respiratorio. El valor del 100% corresponde a: 56.7 + 2.9 nmoles O/min mg proteina, 16.4 + 1.8 nmoles O/min
mg proteina O/min mg proteina, 1.2+0.2 y 3.3 £ 0.2, respectivamente. Los resultados estan representados por
la media £ DE del porcentaje de consumo de oxigeno respecto al control de tres ensayos independientes

realizados por triplicado. *p<0,05
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El anélisis general de los resultados obtenidos para mitocondria integra, sugiere que los
compuestos hibridos de THQ/lIsoxazolina empleados, provocan un desacople de la
fosforilacion oxidativa dosis dependiente de la concentracién suministrada, esto debido al
incremento en la velocidad de consumo de oxigeno evidenciado en el estado 4, generando
una disminucion considerable en el coeficiente de control respiratorio a partir de la menor

concentracion para cada uno de los sustratos oxidables empleados via complejo 1 y 1.

Asi, los compuestos Al y A2 evidenciaron una inhibicion dosis dependiente del estado 3, a
partir de la menor concentracién, via complejo I; mientras que, los compuestos A3 y A4 no
evidenciaron una diferencia estadisticamente significativa respecto al control. Es decir, los

compuestos mas electronegativos no presentaron una inhibicion sobre el complejo 1.

Ademas, hubo un incremento en la velocidad de consumo de oxigeno en el estado 4 a partir
de la concentracién 5 puM para todos los compuesto, a excepcion del compuesto Al, el cual

disminuy6 a medida que se aumentaba la concentracion del farmaco.

Sin embargo, empleando succinato como sustrato oxidable, los compuestos Al y A2
exhibieron un incremento en la velocidad de consumo de oxigeno sobre el estado 3 con
respecto al control via complejo Il, a partir de la concentracion 12.5 uM y 25 pM,
respectivamente; mientras que, el compuesto A3, presentd una inhibicion en presencia de
ADP a partir de la mayor concentracion del farmaco, y en el compuesto A4 no se observo

una diferencia estadisticamente significativa.
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Finalmente, es posible inferir que a medida que se incrementa la electronegatividad del
atomo en el sexto carbono del anillo tetrahidrogquinolinico, aumenta el desacople, pero
disminuye la inhibicion en el transporte de electrones via complejo 1. Es asi como, la
actividad desacoplante se observa en mayor medida sobre el compuesto A4, sugiriendo que
a medida que aumenta la electronegatividad del sustituyente del sexto carbono del nucleo de

la THQ, mayor es su actividad de desacople.

2.3.5 Efecto de los distintos hibridos moleculares de THQ/Isozaxolina sobre las
enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial. Una vez se evidencid que si existen
alteraciones de los parametros propios de la respiracion mitocondrial debido a la accion de
los distintos hibridos moleculares con posible actividad desacoplante, se procedid a evaluar
su efecto sobre las enzimas de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Para esto
se empled la menor concentracion de los compuestos con la cual se obtuvieron resultados

estadisticamente significativos en el CCR (1 uM).

Asi, fue posible evaluar el transporte de electrones a lo largo de la cadena respiratoria de
manera independiente del proceso de fosforilacion y la formacion del potencial de membrana,

facilitando la identificacion de los sitios donde existe una inhibicion de la cadena respiratoria.

Los resultados obtenidos debido a la adicion de los compuestos hibridos de
THQ/Isoxazolina a la mitocondria fragmentada indican que no existe ningun efecto
inhibidor, ni estimulantes para las enzimas mitocondriales: NADH deshidrogenasa, succinato

deshidrogenasa y citocromo ¢ reductasa. Para la NADH oxidasa y NADH citocromo ¢
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reductasa se observan inhibiciones por parte del compuesto Al (66% y 80%) y A2 (77% y
84%) a 1uM respecto al control. Mientras que, para los compuestos A3 y A4 reflejan una

inhibicion sobre la actividad de la enzima succinato oxidasa bajo la misma concentracion.

Los resultados obtenidos del efecto sobre los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial indican que la disminucion en las velocidades de consumo de oxigeno en el
estado 3 (a partir de su menor concentracion) de los compuestos con un hidrégeno y un metil
como sustituyentes, podrian estar relacionados con la inhibicién de la actividad de la enzima
NADH oxidasa, la cual cataliza la transferencia de electrones desde el NADH al oxigeno

(Pullman et al., 1960).

Asimismo, la inhibicién se observa méas especificamente en la actividad de la enzima
NADH citocromo ¢ reductasa, la cual oxida la forma reducida de la coenzima Q; por ende,
una inhibicion de esta enzima, bloquearia el transporte de electrones a través de la cadena,

disminuyendo la produccion de ATP en la mitocondria.

Mientras, los resultados obtenidos del efecto sobre los complejos de la cadena respiratoria
sugieren que la caida dosis dependiente del consumo de oxigeno en presencia de ADP de los
compuestos con un metoxi y un cloro como sustituyentes, podrian estar correlacionados con

la inhibicion de la enzima succinato oxidasa.
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Figura 21. Efecto de los distintos hibridos moleculares de THQ/Isozaxolina sobre las enzimas de la cadena
respiratoria mitocondria. Los valores del 100% corresponden a: NADH oxidasa: 72.91 + 14.7 nmol O,
consumido por mint mg* de proteina mitocondrial; NADH deshidrogenasa: 1.72 + 0.62 pumol de ferricianuro

reducido por min*t mg* de proteina mitocondrial; NADH citocromo ¢ reductasa: 0.17 £0.01 umol de citocromo
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¢ reducido por min mg* de proteina mitocondrial; Succinato oxidasa: 10.46 * 5.61 nmol O, consumido por
mint mg* de proteina mitocondrial; Succinato deshidrogenasa: 0.013 + 0.002 pmol of DCPIP reducido por
mint mg* de proteina mitocondrial; Citocromo ¢ oxidasa: 7.38 + 1.28 nmol de citocromo ¢ oxidado por min-

mg! de proteina mitocondrial

2.3.5.1 Efecto del compuesto Al sobre la enzima succinato citocromo c¢ reductasa. Una
vez evaluados los distintos hibridos moleculares de THQ/Isozaxolina sobre las enzimas de la
cadena respiratoria mitocondrial, se observé que el compuesto Al exhibe una inhibicidn
sobre la NADH oxidasa y la NADH citocromo ¢ reductasa. Es por ello que fue necesario
evaluar la citocromo c¢ reductasa usando como sustrato, el succinato. El resultado obtenido,
tal como se observa en la Figura 16, indica que si existe una inhibicion del 76% respecto al
control, del compuesto A1 1 uM sobre dicha enzima; por ende, se estima que el mecanismo
de accion de este farmaco ocurre en la entrega de electrones al citocromo ¢ en el complejo

Succ Cito C Reductasa
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Figura 22. Efecto del compuesto Al sobre la succinato citocromo ¢ reductasa: El valor del 100%
corresponde a: 20.42 + 0.22 nmol of citocromo ¢ reductasa por min"t mg* de proteina mitocondrial.
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2.3.5.2 Efecto de los hibridos moleculares de THQ/Isozaxolina sobre la ATPasa. Para
el ensayo de la actividad enzimatica de la ATPasa se realizaron dos estudios por separado.
En el primero se emplearon mitocondrias fragmentadas; mientras, en el segundo,
mitocondrias integras; los resultados obtenidos se evaluaron a partir de la cuantificacion del
fosfato liberado por la hidrdlisis del ATP. En el ensayo de la ATPasa en mitocondrias
fragmentadas no se observé un efecto estadisticamente significativo respecto al control es
decir, no existe una inhibicion de los tratamientos sobre la ATPasa, tal como se ilustra en la

Figura 17 (a).

No obstante, en el ensayo de la ATPasa en mitocondrias integras, donde se evalla el efecto
sobre el potencial de membrana, se produjo un aumento desde 154% hasta 184% en la
actividad ATPasa respecto al control, empleando la menor concentracion de cada compuesto
(Figura (b)), lo cual indica que existe un incremento en la cantidad de fosfato hidrolizado y
un dafio en el potencial de membrana de la mitocondria; por ende, todos los compuestos

evaluados evidencian una actividad desacopladora de la fosforilacién oxidativa.

a) b)

ATPasa Fragmentada ATPasa integra

150+ 250+ *

Porcentaje respecto al control
Porcentaje respecto al control

Figura 23. Efecto de los distintos hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina sobre la actividad ATPasa en:

a) mitocondrias fragmentadas b) mitocondrias integras. Cada valor representa el promedio + desviacion
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estandar de tres experimentos independientes. *significativamente diferente del control (p < 0,05). La actividad
ATPasa en mitocondrias fragmentadas e integras 100% de actividad corresponde a 7.29 £ 0.24 y 41.43 £ 5.49

pumol de Pi hidrolizado, respectivamente.

Ademas, en este Ultimo ensayo se empled el ionéforo FCCP (carbonyl cyanide
p(trifluoromethoxy) phenylhydrazone) para confirmar el incremento de la actividad ATPasa
en presencia de un desacoplante. Este sugiere que los tratamientos también inducen el
transporte de protones hacia la matriz mitocondrial, afectando el potencial de membrana

necesario para el acoplamiento entre el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa.

Actualmente, existen diversos estudios que comprueban que los agentes desacoplantes
poseen un potencial anticancerigeno; en el caso del FCCP, éste induce apoptosis en células
Calu-6 por activacion de las caspasas 3, 6 y 9 (Han, Kim, & Park, 2009) e induce efectos
citotoxicos sobre células PC12 (Dispersyn & Nuydens, 1999). Ademas, este desacoplamiento
mitocondrial puede permeabilizar la membrana interna, lo cual podria permitir la liberacion
del citocromo ¢ y posterior activacion de caspasas (Buja & Eigenbrodt, 1993). Asimismo,
los resultados obtenidos infieren que los distintos hibridos moleculares de THQ/Isoxazolina
evaluados producen un aumento en la actividad de este complejo respiratorio, lo cual implica
un incremento en el flujo de electrones a través de la cadena, provocando un desacoplamiento

intrinseco o extrinseco de la fosforilacion oxidativa.

No obstante, cabe resaltar que, para tener un conocimiento mas amplio del efecto de

dichos compuestos sobre la mitocondria, se requieren mas ensayos encaminados a evaluar el
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potencial de membrana y la posible formacion de un poro transitorio de permeabilidad

mitocondrial para complementar dicho estudio.

Finalmente, con este proyecto se busc6 encontrar diferencias significativas en la accion
de cuatro compuestos hibridos de THQ/Isoxazolina a distintas concentraciones, sobre la
cadena respiratoria mitocondrial y las enzimas involucradas; por lo cual, esta investigacion
podria abrir campo a estudios mas profundos acerca de tratamientos contra enfermedades

que dispongan a la mitocondria como posible diana farmacoldgica.
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3. Conclusiones

v" Los hibridos de THQ/Isoxazolina A1 y A2 evidenciaron una inhibicion dosis
dependiente, a partir de la menor concentracién, en presencia de ADP con respecto

al control via complejo 1.

v" A medida que se incrementa la electronegatividad del atomo en el sexto carbono del
anillo tetrahidroquinolinico, aumenta el desacople, pero disminuye la inhibicion en el

transporte de electrones via complejo 1.

v Los compuestos Al y A2 generaron una disminucion en la actividad enzimatica de la
NADH oxidasa y la NADH citocromo ¢ reductasa; ademas, se evidencio que el
compuesto Al inhibe la succinato citocromo c reductasa y el compuesto 2 inhibe la
succinato oxidasa; es decir, ambos compuestos inhiben el complejo 111 de la cadena
respiratoria. Mientras que los compuestos A3 y A4 provocaron una inhibicion en la
actividad de la enzima succinato oxidasa (el paso de electrones desde el complejo 1l
hasta el complejo 1V) de forma no relacionada directamente con los complejos de la

cadena respiratoria. Ademas, ningn compuesto inhibe la ATPasa.

v" Los hibridos THQ/ Isoxazolina presentan actividad desacopladora de la fosforilacion

oxidativa.
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Apéndice a. Estructura molecular de compuestos hibridos de Tetrahidroquinolinas/Isoxazolina evaluados.



