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Resumen

Titulo: Identificacion de metabolitos presentes en plantas medicinales como
adyuvantes en el tratamiento contra el adenocarcinoma de cérvix y estudio del mecanismo
de accién sobre la bioenergética mitocondrial.

Autor: Andrea Otero Mojica, Luis C. Vesga, Stelia C. Méndez-Sanchez

Palabras Clave: Cancer de cérvix, Hela, citotoxicidad, metabolitos secundarios.

Descripcion

El cancer de cérvix es la cuarta principal causas de muerte por cancer en mujeres
alrededor del mundo (GLOBOCAN, 2020). En paises con bajos recursos econémicos y
deficiencia en los servicios de salud, el nUmero de casos de mortalidad es mayor debido a la
baja probabilidad de supervivencia a un afio en pacientes en estado avanzado/recurrente. La
quimioterapia es el método mas empleado para tratar el cancer de cuello uterino avanzado,
sin embargo, debido a los efectos secundarios letales que generay a la quimioresistencia, son
mas los riesgos que los beneficios.

A partir de esto, la busqueda de alternativas para el tratamiento con quimioterapia se
ha ido incrementando. El uso de la mitocondria como una diana farmacolégica y el uso de
compuestos naturales que potencialicen sinérgicamente el efecto citotoxico generado por
farmacos, son dos de los diversos enfoques de estudio que se han ido implementando. Con
base en lo anterior, el presente proyecto tuvo como objetivo general identificar metabolitos
presentes en plantas medicinales que potencialicen el efecto citotoxico de los farmacos
empleados en la quimioterapia (la doxorrubicina y el oxaliplatino) en células HeLa, teniendo
como diana farmacologica la mitocondria.

Para el cumplimiento del objetivo planteado, se llevd a cabo una fase in silico que
consistié en un cribado virtual de una base de datos de 187 metabolitos a partir de interfaz
Maestro de la suit Schrédinger Drug Discovery para modelado molecular. En primer lugar,
se calcularon las propiedades ADME de los metabolitos, luego se llevé a cabo el docking
score en dos niveles de precision (precision estandar y extra-precision), para asi determinar
las posibles interacciones presentes con los residuos de la subunidad 4 (Lys122, Leul29,
Met119 y Tyrl26) y subunidad 1 (1le452, Val456 y Phe459) del complejo IV de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial, reportados como sitio de unién del inhibidor
clorpromazina (ID:5z62, resolucion 3.60 A).
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A partir del acoplamiento molecular, fueron identificados la quercetina, el carvacrol,
el &cido galico y el timol como posibles inhibidores del complejo 1V debido a sus propiedades
ADME, energia de afinidad, docking score e interacciones presentes con los residuos
aminoacidicos importantes.

Teniendo los metabolitos seleccionados, se llevé a cabo la fase in vitro, donde
inicialmente se evalud la citotoxicidad de los metabolitos y farmacos seleccionados sobre la
linea de cancer de cérvix HelLa, a partir del método MTT descrito por Mossman (Mosmann,
1983). Se determind la concentracion citotoxica que causa el 50% de la muerte celular
(CCso), en un tiempo de 48 horas para cada compuesto, cuyos valores obtenidos fueron 95,
432, 87,52 y 256,4 uM para la quercetina, carvacrol, acido galico y timol respectivamente,
asi como 1,55y 3,63 uM para los fa&rmacos doxorrubicina y oxaliplatino respectivamente.

A partir del CCso de los compuestos, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad
evaluando mezclas entre los metabolitos (quercetina, carvacrol, acido galico y timol) y los
farmacos (doxorrubicina y oxaliplatino) sobre las células HeLa, con el objetivo de determinar
el efecto citotoxico y la interaccion farmacologica presente. La mezcla doxorrubicina-
carvacrol, se selecciond como la mejor combinacion debido a que disminuy6 el porcentaje
de viabilidad celular en un 98% y presentd efecto sinérgico.

Finalmente, con el objetivo de corroborar el efecto de la mezcla sobre la mitocondria,
se llevaron a cabo ensayos de respiracion celular con la mezcla doxorrubicina-carvacrol,
sobre la linea HeLa (0,25CCsg), obteniendo una disminucion significativa de 27 y 40% en
los estados basal y desacoplado respectivamente, indicando asi una alteracion en la
respiracion celular.

A partir de los resultados obtenidos mediante acoplamiento molecular, se sugiere que
los metabolitos quercetina, carvacrol, acido galico y timol son posibles inhibidores del
complejo 1V de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Posteriormente, con los
ensayos realizados de la fase in vitro se identificO que estos compuestos potencializaron
sinérgicamente el efecto citotdxico de la doxorrubicina sobre las células HeLa. Ademaés, a
partir de ensayos de respiracion celular, se obtuvo que el efecto citotoxico generado por la
mezcla carvacrol-doxorrubicina era debido una alteracion en los estados basal y desacoplado
de la respiracion mitocondrial.
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Abstract

Title: Identification of metabolites present in medicinal plants as adjuvants in the
treatment against cervical adenocarcinoma and study of the mechanism of action on
mitochondrial bioenergetics.

Author: Andrea Otero Mojica, Luis C. Vesga, Stelia C. Méndez-Sanchez

Keywords: Cervical cancer, HeLa, cytotoxicity, secondary metabolites.

Description

Cervical cancer is the fourth leading cause of cancer death in women around the
world, in 2020 there were 340,000 deaths and 604,127 new cases of cervical cancer
(GLOBOCAN, 2020). In countries with low economic resources and health services, the
number of mortality cases is higher due to the low probability of one-year survival in patients
with advanced/recurrent cervical cancer. Chemotherapy is the most widely used method of
treating advanced-stage cervical cancer, but due to its deadly side effects and
chemoresistance, the risks outweigh the benefits.

From this, the search of alternatives for chemotherapy treatment has been increasing.
The use of mitochondria as a pharmacological target and the use of natural compounds that
synergistically potentiate the cytotoxic effect generated by drugs are two of the various study
approaches that have been implemented. Based on this, the present project had the general
objective of identify metabolites present in medicinal plants that potentiate the cytotoxic
effect of the drugs used in chemotherapy (doxorubicin and oxaliplatin) in HeLa cells, having
mitochondria as a pharmacological target.

To fulfill the stated objective, an in silico phase was carried out, consisted of a virtual
screening of a database of 187 metabolites from the Maestro interface of the Schrodinger
Drug Discovery suite for molecular modeling. First, the ADME properties of the metabolites
were calculated, then the docking score was carried out at two levels of precision (standard
precision and extra-precision), in order to determine the possible interactions present with
the residues of subunit 4 (Lys122, Leul29, Met119 and Tyr126) and subunit 1 (11e452,
Val456 and Phe459) of complex 1V of the mitochondrial electron transport chain, reported
as a binding site for the inhibitor chlorpromazine (ID: 5262, resolution 3.60 A).
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From molecular docking, quercetin, carvacrol, gallic acid and thymol were identified
as possible inhibitors of complex 1V due to their ADME properties, affinity energy, docking
score and present interactions with important amino acid residues.

Taking the selected metabolites, the in vitro phase was carried out, where initially the
cytotoxicity of the selected metabolites and drugs on the HelLa cervical cancer line was
evaluated, based on the MTT method described by Mossman (Mosmann, 1983). The
cytotoxic concentration that causes 50% of cell death (CCso) was determined in 48 hours for
each compound, whose values were 95, 432, 87.52 and 256.4 UM for quercetin, carvacrol,
gallic acid and thymol respectively, as well as 1.55 and 3.63 uM for the drugs doxorubicin
and oxaliplatin respectively.

Starting from the CCso of the compounds, cytotoxicity assays were carried out
evaluating mixtures between the metabolites (quercetin, carvacrol, gallic acid and thymol)
and the drugs (doxorubicin and oxaliplatin) on HeLa cells, with the aim of determining the
effect cytotoxic and drug interaction present. The doxorubicin-carvacrol mixture was
selected as the best combination because it decreased the percentage of cell viability by 98%
and had a synergistic effect.

Finally, with the objective of corroborating the effect of the mixture on the
mitochondria, cellular respiration tests were carried out with the doxorubicin-carvacrol
mixture, on the HeLa line (0.25CCsp), obtaining a significant decrease of 27 and 40%. in the
basal and uncoupled states respectively, thus indicating an alteration in cellular respiration.

Based on the results obtained by molecular docking, it is suggested that the
metabolites quercetin, carvacrol, gallic acid and thymol are possible inhibitors of complex
IV of the mitochondrial electron transport chain. Subsequently, with the tests carried out in
the in vitro phase, it was identified that these compounds synergistically potentiated the
cytotoxic effect of doxorubicin on HeLa cells. In addition, from cellular respiration assays,
it was found that the cytotoxic effect generated by the carvacrol-doxorubicin mixture was
due to an alteration in the basal and uncoupled states of mitochondrial respiration.
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1. Introduccion

El cancer de cuello uterino es una de las principales causas de muerte por cancer en
mujeres en el mundo y en 42 paises continGa siendo la principal causa. A partir de las
estadisticas realizadas por el observatorio global de cancer GLOBOCAN, en el afio 2020,
340.000 mujeres fallecieron a causa de esta neoplasia y se presentaron 604.127 nuevos casos
(GLOBOCAN, 2020). Gracias a los diversos métodos de deteccion como la citologia cervical
y la colposcopia, asi como a los tratamientos para su eliminacion, se ha logrado disminuir el
porcentaje de mortalidad del cancer de cérvix. A pesar de esto, en paises con bajos recursos
en servicios de salud, la deteccidn tardia del cancer es un gran problema, donde la tasa de
supervivencia a 1 afio de pacientes en estado avanzado/recurrente es del 10-20% (Zhu et al.,

2016).

Los principales tratamientos para el cancer de cérvix son la intervencion quirdrgica,
la quimioterapia y la radioterapia (Zhu et al., 2016). Dependiendo del estado del tumor se
emplea el método mas adecuado, para etapas tempranas es comdn el uso de la intervencion
quirurgica, pero para etapas de cancer avanzado/recurrente, la quimioterapia es uno de los
métodos estdndar usados. Su mecanismo de accion consiste en la administracion,
comunmente intravenosa, de farmacos con actividad anticancerigena que generen una

inhibicién de la proliferacion celular y multiplicacién tumoral (Nakamura & Maeda, 2022).

A pesar de tener un mecanismo de accion efectivo contra el cancer, la quimioterapia
presenta dos principales inconvenientes que limitan su uso, la farmacorresistencia y los

efectos secundarios (Lin et al., 2020). A causa de esto, la combinacion de farmacos con el
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fin de disminuir la dosis empleada y el uso de compuestos naturales como adyuvantes que
potencialicen el efecto de los farmacos quimioterapéutico, han sido alternativas bastante

prometedoras (Lin et al., 2020).

Frente a la problematica anterior, el presente proyecto de investigacion se llevé a cabo
con el objetivo de identificar metabolitos presentes en plantas medicinales que potencialicen
el efecto citotdxico de la doxorrubicina y el oxaliplatino, farmacos usados en el tratamiento
contra el adenocarcinoma de cancer de cérvix, teniendo como diana terapéutica la

mitocondria.

Con el fin de cumplir el objetivo planteado, se realiz6 un cribado in silico a partir de
acoplamiento molecular, donde se identifico que los metabolitos quercetina, carvacrol, acido
galico y timol podrian inhibir el complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial.
Posteriormente, se evaluo el efecto citotoxico de los metabolitos seleccionados, con los
farmacos doxorrubicina y oxaliplatino, identificando la concentracion citotoxica que mata el

50% (CCso) de las células HeLa.

A partir del CCso obtenido para cada compuesto, se realizaron ensayos de
citotoxicidad mezclando los farmacos con los metabolitos, identificando que el carvacrol
potencializa el efecto citotoxico generado por la doxorrubicina sobre las células HelLa. Por
ultimo, se llevaron a cabo ensayos de respiracion celular, donde se obtuvo una disminucion
del 27% en el estado basal y 35% en el estado desacoplado, lo cual indica que el carvacrol
probablemente potencializa el efecto de la doxorrubicina mediante la inhibicion de la cadena

de transporte de electrones mitocondrial.
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Con la finalidad de facilitar la presentacion de los resultados obtenidos, se expone
inicialmente un marco tedrico con los conceptos necesarios para comprender este proyecto
de investigacion, tales como la epigenética del cancer, la contribucién de la mitocondria en
la dindmica del céancer, las caracteristicas, tratamientos y factores de riesgo del cancer de
cérvix, el uso de metabolitos secundarios de plantas medicinales como alternativa para el
tratamiento del adenocarcinoma de cuello uterino y el uso del docking molecular para el
desarrollo de farmacos. Posteriormente, se presenta la metodologia, los resultados, el analisis
de estos y las conclusiones obtenidas en la parte computacional y en la experimental,
exponiendo esta informacién en dos capitulos por aparte, uno para la fase in silico y otro para

la in vitro.

2. Marco tedrico

2.1 La epigenética del cancer

El cancer es producto de mutaciones genéticas que alteran la homeostasis del cuerpo,
ocasionando desregulacion en genes encargados de controlar funciones como la division
celular, muerte celular y el transporte de las células en el cuerpo (Baylin & Jones, 2016). Se
ha demostrado que el proceso de carcinogénesis es causado también por cambios
epigenéticos, en donde se presentan alteraciones en la expresion génica sin afectar la
secuencia de ADN (Gonzalo et al., 2008), asi como la activacién o inactivacién de genes
encargados del buen funcionamiento del cuerpo (Zhang et al., 2020). Entre las principales
alteraciones producidas por la aberracion epigenética, se encuentran la metilacion del ADN,

la modificacién de histonas y el ARN no codificante (Lu et al., 2020).
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Los cambios epigenéticos se encuentran regulados por enzimas especificas, cuya
expresion depende del linaje y estado celular; y por los correspondientes sustratos (acetil-
CoA, a-cetoglutarato (a-KG), lactato, etc), los cuales dependen en mayor parte del
metabolismo celular (Liu et al., 2022). Este ultimo es un proceso clave en el crecimiento,
division y diferenciacion celular, encargado de satisfacer las necesidades energéticas y
biosintéticas de las células. Cualquier alteracion presente en las vias metabdlicas se ve

reflejada en enfermedades, tales como el cancer (Dai et al., 2020).

Teniendo presente que la reprogramacion metabélica es un factor clave y regulador
dependiente de las alteraciones epigenéticas (Liu et al., 2022), y que las mitocondrias
cumplen un papel esencial en el metabolismo y en el estado energético celular, el estudio de

estas como diana farmacoldgica en el cancer se ha ido incrementando (Liu et al., 2022).

2.2 Contribucion de las mitocondrias y la fosforilacion oxidativa en la dinamica del
cancer.

Las mitocondrias son organulos indispensables en las células, debido a su papel
regulador en el metabolismo celular y a sus maltiples funciones vitales y letales como, la
generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), la regulacion de los niveles de calcio
citosolico (Ca?*), la producciéon de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP), la
induccion de muerte celular, entre otras (Wallace, 2012). Al ser un punto critico en el
metabolismo celular, y debido a que las alteraciones en los componentes mitocondriales estan
relacionadas con diversas enfermedades, el estudio de la mitocondria como factor implicado
en el desarrollo y progresion del cancer se ha ido incrementando en los ultimos afios (Jeena

etal., 2019).
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Las observaciones del cientifico Otto Wartburg, sobre la reprogramacion metabdlica
de las células cancerosas hacia la glucélisis a causa de dafios en la fosforilacion oxidativa,
contribuyeron hacia el estudio de la maquinaria mitocondrial como gran implicado en el
cancer (Wallace, 2012). Wartburg, plante6 que los cambios metabdlicos eran producto de
mitocondrias disfuncionales, sin embargo, a partir de diversos estudios se ha determinado
que muchas lineas celulares de cancer presentan mitocondrias funcionales, como el estudio
realizado por Xiong et a, donde se reporta que, en la linea celular de cancer de cérvix, Hela,
se presentan mitocondrias funcionales, siendo la fosforilacion oxidativa su principal fuente

de ATP (Xiong et al., 2012).

La fosforilacion oxidativa es el proceso metabdlico que tiene lugar en la mitocondria,
donde se lleva a cabo la produccion de energia en forma de ATP, mediante la cadena de
transporte de electrones (ETC, del inglés Electron Transport Chain) (Cardol et al., 2009).
Entre los principales componentes de la ETC se encuentra el complejo IV o citocromo ¢
oxidasa, el cual es un regulador importante de la respiracion mitocondrial, encargado de
catalizar la transferencia de electrones del citocromo c al oxigeno molecular, formando dos
moléculas de agua y generando un gradiente de protones (Pajuelo Reguera et al., 2020). La
inhibicion de este complejo enzimatico se ve reflejado en una alteracion en el potencial de
membrana y una disminucion en los niveles de ATP, afectando la respiracién mitocondrial

en las células (Li et al., 2006).

A partir de lo anterior, la mitocondria presenta un papel importante en el desarrollo
del céancer, razén por la cual es una buena alternativa como objetivo de estudio para el

tratamiento de este, y teniendo presente que las células de cancer de cervix presentan



METABOLITOS COMO ADYUVANTES EN EL CANCER DE CERVIX 19

mitocondrias funcionales y la fosforilacion oxidativa es su principal fuente de ATP, el

enfoque hacia la maquinaria mitocondrial en este tipo de cancer es bastante prometedor.

2.3 Cancer de cérvix, tratamiento actual y factores de riesgo.

El cancer de cérvix se origina a partir de dos tipos de células epiteliales, las células
escamosas que se encuentran en la parte externa del cuello uterino y las células glandulares
0 columnares presentes en el canal interno (PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2002).
Segun la OMS, existen tres principales categorias de tumores de cuello uterino, los tumores
de células escamosas (carcinomas en su mayoria), los tumores glandulares
(adenocarcinomas) y otros tumores epiteliales (carcinoma adenoescamoso, carcinoide, etc)

(Marth et al., 2017).

Entre los factores de riesgo que impulsan el desarrollo de cancer de cuello uterino, se
encuentra principalmente la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), la cual
produce una alteracidn en procesos celulares criticos, como la proliferacién celular, la sintesis
de ADN vy la respuesta ante factores de crecimiento (Jaudan et al., 2018). Por otra parte, en
menor porcentaje de casos, el consumo de tabaco, el uso prolongado de anticonceptivos
orales, la mala alimentacion y tener antecedentes familiares de cancer de cérvix también son

causales del desarrollo de cancer de cervix (American Cancer Society, 2021).

Por otro lado, la citologia cervical y la colposcopia son los principales métodos de
deteccion del cancer de cérvix. Los cuales permiten identificar el tamafio del tumor y realizar
su clasificacion a partir del sistema de estadificacion dado por la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia (FIGO), el cual se divide en cuatro etapas principales (I, I, I1l'y

IV), cada una dividida en subetapas y subgrupos (Salib et al., 2020).
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Para etapas tempranas de cancer de cuello uterino (estadios 1AL, 1A2, IB2 y 1IA) el
tratamiento mas empleado es la intervencién quirtrgica, siendo la traquelectomia
(extirpacidn del cuello uterino), la histerectomia (extirpacién del cuello uterino, el Gtero, los
ovarios y las trompas) y la exenteracion pélvica (extirpacion de la vagina, la vejigay el recto)

los principales tipos de cirugia empleados (United Kingdom National Health Service, 2021).

En etapas de cancer avanzado (estadios I13B a 11A2), es comun el uso de quimioterapia,
radioterapia o la combinacion de ambas, es decir la quimioradioterapia (CRT,
chemoradiotherapy) debido a los buenos prondsticos de supervivencia que ha presentado
(Bhatla et al., 2021). Para el caso de la quimioterapia, el cisplatino, el paclitaxel y la
doxorrubicina son los principales farmacos empleados (Bhatla et al., 2021) (X. Wang et al.,
2022). Seguidamente, para etapas de cancer avanzado/metastasico (estadios 111 y 1V), donde
el pronostico de supervivencia es lamentable, se suele implementar quimioterapia paliativa,

con el objetivo de disminuir los sintomas generados (Bhatla et al., 2021).

La quimioterapia es uno de los métodos estandar implementados en el tratamiento
contra el cancer de cérvix, pero debido a factores como la toxicidad de los farmacos, los
efectos secundarios letales (la cardiotoxicidad, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad) y la
generacion de resistencia, su uso se ha ido limitando (Zhu et al., 2016). Razén por la cual, se
han planteado diversas alternativas como la combinacion de farmacos que permita disminuir
la dosis empleada, reduciendo los efectos adversos y la probabilidad de generar resistencia

(Cragg et al, 2016).

Otra alternativa bastante prometedora es el uso de compuestos de origen natural como

adyuvantes en el tratamiento de quimioterapia, que logren potencializar el efecto citotoxico
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generado por los farmacos quimioterapéuticos (Lin et al., 2020). Por lo que, la profundizacion

sobre esta alternativa es necesaria.

2.4 Metabolitos secundarios como alternativa para el tratamiento del adenocarcinoma
de cuello uterino e inhibidores de la bioenergética mitocondrial.

El estudio del potencial terapéutico de compuestos presentes en la naturaleza ha
llevado a la creacion de farmacos quimioterapéuticos empleados hoy en dia para el
tratamiento contra en cancer (M. Huang et al., 2021). Un ejemplo de esto es el paclitaxel,
farmaco obtenido a partir de la corteza de tejo del Pacifico, que genera efecto citotoxico en
las células cancerosas a partir de deteccién mitética mediada por la supresion en los cambios
dinamicos de los microtibulos (Cragg & Pezzuto, 2016). La doxorrubicina, de igual forma,
se obtiene a partir de microbios presentes en el suelo y su mecanismo de accién consiste en

generar muerte por apoptosis (Cragg & Pezzuto, 2016).

A pesar de la efectividad de los compuestos mencionados anteriormente frente a las
células cancerosas, la doxorrubicina presenta efectos secundarios que pueden ser letales y el
placitaxel presenta una alta probabilidad de resistencia (Cragg & Pezzuto, 2016). Frente a
esto, se han ido implementado alternativas como el uso de compuestos naturales en
combinacion con farmacos, con el fin de potencializar el efecto generado y asi mismo,
disminuir la dosis aplicada, reduciendo la posibilidad de generar resistencia y efectos

secundarios letales (Lin et al., 2020).

Los beneficios de la combinacion de compuestos naturales con farmacos
quimioterapéuticos se ven reflejados en estudios como el realizado por Banerjee et al, donde

demostraron que la combinacion del farmaco docetaxel y la curcumina presentaba un efecto
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mayor en la induccidon de apoptosis y la inhibicién de la proliferacion en células de cancer de
préstata, comparado con el efecto generado por los compuestos en separado (Banerjee et al.,
2017). De igual forma, el estudio realizado por Zhao et al, demostrd que el metabolito
quercetina presentaba efecto sinérgico con el farmaco cisplatino, mejorando la supresion del
crecimiento y la induccion de apoptosis generada por el farmaco sobre las células de cancer

de higado (Zhao et al., 2014).

Teniendo presente la importancia de los compuestos naturales como alternativas en la
terapia contra el cancer, en el presente proyecto se evalud la actividad citotoxica de
metabolitos secundarios, presentes en plantas medicinales, tales como la quercetina, el

carvacrol, el &cido galico y el timol.

Debido a que la seleccion de los metabolitos a usar en el presente proyecto se llevo a
cabo a partir de técnicas computacionales, es necesario conocer las ventajas de usar dicha

herramienta en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de cancer.

2.5 Disefio de farmacos asistido por computadoras

En el desarrollo de farmacos exitosos, factores como el costo, la duracion y el alto
porcentaje de fracasos en los ensayos clinicos (Schaduangrat et al., 2020), han impulsado la
basqueda de nuevas estrategias que permitan facilitar el descubrimiento y desarrollo de
medicamentos comerciales, asi como la técnica de disefio de farmacos asistido por
computadora (CADD — Computer-Aided Drug Design). Esta técnica emplea estrategias
quimico-moleculares y cuénticas que permiten mejorar moléculas bioactivas y desarrollar

alternativas terapéuticas (Prieto-Martinez et al., 2019), a partir de un trabajo conformado por
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diversas disciplinas cientificas como el acoplamiento molecular, modelado molecular,

cribado virtual entre otros.

ElI CADD tiene como objetivo principal realizar un filtrado de los compuestos que se
van a evaluar en futuras pruebas experimentales, enfocandose en los mas prometedores y asi
disminuir el tiempo y los costos generados en el desarrollo de farmacos potenciales. Consta
de dos categorias principales: el disefio de farmacos basados en ligandos (LBDD-Ligand
Based Drug Design) y el disefio de farmacos basados en estructuras (SBDD — Structure Based
Drug Design) (del Rio & Varchi, 2016). EI LBDD se emplea cuando el disefio molecular no
se enfoca en el objetivo bioldgico (target), sino en las moléculas que se unen a este.
Herramientas como el modelado de farmacoforos son ampliamente utilizadas en el LBDD

(Aparoy et al., 2012).

Por otro lado, el SBDD, consiste en analizar la estructura 3D de la proteina u objetivo
de estudio, para asi identificar y optimizar el ligando o molécula de union. Dentro de los
diversos enfoques del SBDD se encuentra el modelado de homologia y la técnica empleada

en presente proyecto de investigacion, el acoplamiento molecular (Tomar et al., 2019).

2.5.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una herramienta computacional que consiste en el
calculo y prediccion de la posicion mas optima presente en la interaccion de un ligando
(molécula pequefia) y una diana farmacologica (proteina o molécula grande) (Ballon &
Grados, 2019). Esta técnica se ha ido implementando en los Gltimos afios, debido a que es un
método bastante novedoso, rentable y rdpido en comparacion con otras técnicas

convencionales. Estudios como el realizado por Ahmed et al, reportan la eficacia del uso del
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docking molecular en el cancer para anticipar la posible unién de un ligando o compuesto de
estudio con una proteina o diana farmacoldgica, obteniendo resultados correlacionados

fuertemente con los obtenidos en la fase in vitro (W. Ahmad et al., 2022).

El proceso para realizar un acoplamiento molecular consiente primero, en la
prediccién de la conformacion, posicion y orientacion del ligando en el sitio de unién, para
luego, a partir de una funcién de puntuacion, que estima la afinidad entre la proteina y ligando
(Meng et al., 2012), determinar la mejor pose (Stanzione et al., 2021). El emparejamiento y
la busqueda de los mejores ligandos se realiza a partir de algoritmos de muestreo (Halperin
et al., 2002), que facilitan la deteccion de los modos de acoplamiento posibles (Meng et al.,

2012).

2.5.2 Algoritmos de muestreo

Los algoritmos de muestro facilitan la deteccion de los modos de acoplamiento
molecular posibles entre la union de dos moléculas (Meng et al., 2012). Debido a que el
espacio conformacional involucra gran cantidad de grados de libertad como los presentes en
el ligando, en la proteina y en la rotacion y traslacion de la molécula, se han desarrollado
diversos algoritmos de muestreo, como Monte Carlo, MCSS, LLUDI, entre otros, encargados
de detectar las conformaciones posibles disminuyendo la complejidad y el costo (Meng et

al., 2012).

Teniendo presente que un muestreo eficiente del espacio conformacional comprende
un gran reto, el enfoque efectivo de varios programas de acoplamiento molecular, ha

consistido en la busqueda de las conformaciones posibles de la unién proteina-ligando,
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centrandose en modelar la flexibilidad del ligando y manteniendo rigida la proteina

(Stanzione et al., 2021).

Existen dos métodos para llevar a cabo el muestreo de la conformacion del ligando,
el método estocastico, usado en algoritmos como el de Monte Carlo, ACO, vy tabu; vy el

método sistematico ampliamente usado por el programa Glide (Stanzione et al., 2021).

Los algoritmos de muestreo trabajan en conjunto con las funciones de puntuacion para
evaluar y clasificar la calidad de la pose de union obtenida entre el ligando y el receptor

(Stanzione et al., 2021).

2.5.3 Funciones de puntuacion

Las funciones de puntuacion corresponden a métodos matematicos que se emplean
para predecir la afinidad de union entre dos o méds moléculas. Existen cuatro principales
clases de funciones de puntuacion, las basadas en la fisica, basadas en campos de fuerza,
basadas en el conocimiento y las empiricas. Esta Gltima, se caracteriza por la rapidez de las

funciones de puntuacion para generar calculos de puntuacion vinculante.

Un ejemplo de funcion de puntuacion empirica es ChemScore, la cual se describe a

partir de la ecuacion 1. Eltérmino Cy;p,, Y. f(r,,) hace referencia a los atomos lipofilicos en las

interacciones ligando-receptor, el termino Cjpona > g(Ar)h(Ax) a las interacciones de

enlace de hidrogeno, termino Cyetqr X f(r,,,) @ 12s interacciones metal-ligando y el termino

Crotn Hror @ 10S enlaces rotables (Friesner et al., 2004).
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AGynion = Co + Clipo z f(rlr) + Chpona Z g(AT‘)h(A

OC) + Cmetal Z f(rlm) + Crotb Hrot

Ecuacion 1. Ecuacion empleada por la funcion de puntuacion, ChemScore.

La plataforma computacional Schrodinger, con la cual se llevo a cabo el acoplamiento
molecular del presente proyecto, emplea una funcién de puntuacion GlideScore, la cual que

tiene como base y punto de partida la funcion ChemScore (Schrodinger, 2015).

GlideScore, utiliza dos formas de puntuacion, la GliseScore SP (Standar Precision) y
la GlideScore XP. La diferencia entre estas se basa en que la primera emplea una funcién de
puntuacion con precisién baja, para identificar los ligandos propensos a unirse a la proteina.
Mientras que, la segunda presenta una precisién mas alta, presentando severas penalizaciones
hacia las confirmaciones que violen las normas fisicoquimicas establecidas (Friesner et al.,

2004).

GlideScore, a diferencia de ChemScroe, incluye nuevos términos, recompensas y
penalizaciones (Stanzione et al., 2021), tal y como se presenta en la ecuacién 2 (Schrodinger,
2015), en donde se muestran los componentes del GlideScore, que incluye el choque estérico,
los términos polares enterrados que tienen como fin penalizar los desajustes electrostaticos,
las penalizaciones de amida y de volumen excluido, los términos de recinto hidrofobico, entre

otros (Schrodinger, 2015).

GScore = 0,05 * vdW + 0,15Coul + Lipo + Hbond + Metal

+ Rewards + RotB + site
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Ecuacion 2. Componentes para el calculo de la funcion de puntuacién GlideScore de la

plataforma Schrodinger.

A partir de los conceptos y problematicas tratadas anteriormente, se plantearon los siguientes

objetivos.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general
Identificar metabolitos presentes en plantas medicinales que potencialicen el efecto
citotoxico de la doxorrubicina y el oxaliplatino en células HelLa, teniendo como diana

farmacoldgica la mitocondria.

3.2 Objetivos especificos

o Identificar metabolitos de plantas medicinales con potencial
inhibitorio de la subunidad 4 del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial
mediante acoplamiento molecular.

o Evaluar la actividad citotoxica y el sinergismo entre los farmacos
doxorrubicinay oxaliplatino con los metabolitos previamente identificados en la linea
celular HeLa.

o Determinar el efecto de las mezclas (farmaco/metabolito) con mejor

efecto citotdxico sobre la respiracion celular mitocondrial en la linea celular HeLa.
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La metodologia establecida para el cumplimiento de los objetivos planteados
anteriormente consistio en dos fases, una in silico y otra in vitro. Por lo que, para una mejor
comprension, se dividié el documento en dos capitulos, donde se presenta la metodologia,
los resultados obtenidos y la discusion de estos, para cada fase por separado. En el primer

capitulo se expondra la parte in silico y en el segundo la parte in vitro.
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CAPITULO 1: DETERMINACION in silico DE METABOLITOS PRESENTES EN
PLANTAS NATURALES CON POSIBLE EFECTO INHIBITORIO EN LA CADENA

RESPIRATORIA MITOCONDRIAL.

1. Metodologia fase in silico.

Con el fin de cumplir con el primer objetivo especifico planteado para el presente
proyecto de investigacion, se llevé a cabo de la fase in silico siguiendo el diagrama
metodoldgico que se presenta en la figura 1. Como primer paso, se cred una base de datos
con 187 metabolitos reportados en la literatura con actividad anticancerosa, para luego
seleccionar la proteina mitocondrial a evaluar, en este caso la subunidad 1y 4 del complejo
IV. El acoplamiento molecular se llevo a cabo empleando la interfaz Maestro del paquete de
Schrodinger Drug Discovery suit para modelado molecular (2020-4) (Schrédinger, 2020).
Inicialmente se prepararon los ligandos a partir de sus estructuras 2D; y la proteina, a partir
de su estructura cristalina reportada en la PDB. Posteriormente, se selecciond el sitio de union
a partir de los residuos aminoacidicos de la subunidad 4 y | del complejo IV y se realizé el
acoplamiento molecular en dos grados de precision, docking de precision estandar (SP) y
docking de extraprecision (XP). Finalmente, se seleccionaron los posibles inhibidores,
teniendo en cuenta como criterios de seleccion el docking score, las interacciones presentes,

las propiedades ADME vy la energia de afinidad.
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Figura 1. Esquema metodoldgico fase in silico para la seleccion de los metabolitos con mejores

interacciones en el sitio de union del complejo IV de laETC.

1.1 Base de datos metabolitos y preparacion de ligandos

Inicialmente se realizd una busqueda bibliografica de metabolitos con actividad
anticancer presentes en plantas medicinales, y a partir de esto se cre6 una base de datos con
187 metabolitos (Anexo 1) con informacion de su estructura quimica, su procedencia y sus

propiedades de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion (ADME).
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Para llevar a cabo el acoplamiento molecular, se realiz6 primero la preparacion de los
ligandos obtenidos a partir de la plataforma PubChem en formato SDF, junto con el
compuesto de referencia (clorpromazina) reportado por Olivia et al, 2017 como inhibidor del
complejo IV (Oliva et al., 2017). Posteriormente, se empled la herramienta LigPrep (LigPrep
etal., 2021) que ofrece el software maestro, para generar la conformacién tridimensional con
menor energia de cada ligando a evaluar, aplicando un campo de fuerza OPLS3 (Roos et al.,
2019) y calculando la carga atomica parcial, generando tautomeros, estados de protonacion

apH 7,2 + 0,2, manteniendo la quiralidad y la esteroisomeria de las moléculas.
1.2 Preparacion de la proteina

La preparacion de la proteina se llevo a cabo a partir de la estructura cristalina del
complejo 1V (ID:5z62, resolucion 3.60 A) (Zong et al., 2018), obtenida de la Protein Data
Bank (RCSB PDB, 2023). Posteriormente, se empled el mddulo de maestro, Protein
Preparation Wizard, que permitié ajustar los estados de protonacién de los aminoacidos,
agregar hidrdgenos polares, residuos y atomos faltantes. Se optimiz6 la estructura de la
proteina y se minimizd su energia a partir de la aplicacion de un campo de fuerza OPLS3

(Madhavi Sastry et al., 2013).
1.3 Docking molecular

Antes de llevar a cabo el acoplamiento molecular de los 187 ligandos y la proteina
preparada, se hizo uso de la herramienta que ofrece el modulo Glide, Receptor grid
generation, para configurar las coordenadas de la caja docking, es decir el sitio de union de

los ligandos con la proteina, en los residuos aminoacidicos correspondientes a la subunidad
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4 (Lysl22, Leul29, Metl119 y la Tyrl26) y subunidad 1 (lle452, Val456 y Phe459),
reportados por Oliva et al como sitio de unién méas probable para una posible inhibicion en

el complejo IV (Oliva et al., 2017).

Luego, se llevé a cabo el acoplamiento molecular a partir de dos diferentes grados de
precision, docking de precision estandar (SP) y docking de extra-precision (XP).
Inicialmente, se realiz6 el docking SP con los 187 metabolitos y el compuesto de referencia
ya preparados, donde se obtuvo una pose por ligando. Teniendo presente la importancia de
conocer el posible comportamiento de los compuestos en el organismo (permeabilidad,
estabilidad metabdlica, etc) se calcularon ademéas las propiedades de Adsorcion,
Distribucion, Metabolismo y Excrecion (ADME), empleando la herramienta Qikprop que
ofrece maestro (QikProp, 2015). Después de esto, se seleccionaron 40 de los metabolitos,
teniendo en cuenta criterios importantes como las interacciones presentes en el sitio de union,

el docking score y las reglas de Lipinsky presentes en los descriptores ADME.

Por ultimo, se llevd a cabo el docking XP con los metabolitos seleccionados,
obteniendo 5 poses por ligando. Se realizé una inspeccidn visual, analizando las interacciones
presentes en las poses obtenidas de cada compuesto, y teniendo como otro criterio de
seleccién el docking score, esto con el fin de seleccionar finalmente 15 metabolitos para el

calculo de su energia de afinidad con la proteina.

1.4 Caélculo de la energia de afinidad

Luego de seleccionar los 15 mejores metabolitos, se llevo a cabo la prediccion de la

energia de afinidad de estos y la proteina, haciendo uso del mddulo que ofrece Schrédinger,
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Prime/MM-GBSA (E. Wang et al., 2019). Esta herramienta emplea el método de energia
libre de punto final, la mecanica molecular generalizada de &rea superficial de Born (MM-
GBSA\) para calcular la energia de enlace de los ligandos libres, la proteina y el complejo
proteina-ligando (E. Wang et al., 2019), empleando un modelo de solvatacién VSGB 2.0 y
un campo de fuerza OPLS3 (Madhavi Sastry et al., 2013). Teniendo en cuenta los valores de
energia obtenidos, junto con el analisis de las interacciones presentes y el docking score, se

seleccionaron los metabolitos a usar en los posteriores ensayos in vitro.

1.5  Disefio de figuras

El modelado grafico de las interacciones de la proteina con los ligandos en la mejor
pose se realizaron a partir del software desarrollado por Schrédinger, PyMol y del editor de

graficos Inkscape 1.0.

2 Resultados y discusion

Luego de crear la base de datos con 187 metabolitos con actividad anticancerigena
reportada presentes en plantas medicinales, y de calcular las propiedades ADME de cada uno
(ver apéndice A), se llevo a cabo el acoplamiento molecular (docking molecular) de precision
estandar o docking SP. A partir de esto se seleccionaron 40 compuestos, teniendo presente
pardmetros como el docking score obtenido, las reglas de Lipinski y las interacciones con los
residuos importantes del sitio de union. Posteriormente, se realizo el docking de extra-
precision o docking XP y se seleccionaron 15 metabolitos, para luego realizar el calculo de

la energia de afinidad, como se presenta en la tabla 1.
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Para la seleccion de los metabolitos a evaluar experimentalmente, se tuvieron en
cuenta aspectos como la energia de afinidad, el docking score, las interacciones presentes y
las propiedades ADME, principalmente las reglas de lipinsky, la permeabilidad en células de
adenocarcinoma colorrectal humano (Caco-2), que simulan la barrera epitelial intestinal, y la
permeabilidad sobre las celulas de rifién canino (MDCK), que simulan la barrera
hematoencefalica. A partir de esto, y como se puede observar en la tabla 1, se seleccionaron
como posibles inhibidores del complejo 1V los compuestos, quercetina, capsaicina, acido

rosmarinico, carvacrol, acido galico y timol.

Tabla 1. Docking score, energia de afinidad y descriptores ADME de los posibles mejores

inhibidores del complejo IV y el inhibidor de referencia, clorpromazina.

EA Log P

Compuesto (keal/mol) DS PM o/A DH | AH| PSA ER | Caco-2 | MDCK
Quercetina -46,35 |-4,899| 302,24 0,41 1 4 91,9 1 23
Capsaicina -40,03 -3,301| 305,42 3,76 2 2 36,7 9

Acido. 3891 |-4,846| 36032 | 1,21 | 5 | 7 |11452| 7 1 0
rosmarinico

Arbutina -33,49 |-6,278| 272,25 -1,05 5 | 10 | 119,61 3

Mahanina -32,04 -3,408 | 347,46 5,5 2 2 45,25 4

Carvacrol -31,0 -3,734 | 150,22 3,3 1 1 20,23 1

Sinalbina -28,74 -5,461 | 425,43 -1,56 6 15 220 14 0 0
Acido galico -28,0 -5,451| 170,12 | -0,55 1 84,38 4

Timol 27,33 [-3,897| 150,22 3,3 1| 1 | 2023 1
Pricrocrocina -25,19 -5,979 | 330,38 -0,61 4 | 12 | 116,45

Oroxilina A -24,68 -3,878 | 284,27 0,3 2 5 78,9 1

Sinigrina -24,36 -5,921 | 359,37 -1,4 5 14 | 185,98 13 5 2
Catequina -21,17 -4,566 | 290,27 1,39 2 2 81,3 1
Acido cafeico -18,54 |-5,591| 180,16 -0,67 3 3 | 77,67 2

Indol-3- 2,79 |-4366| 147,18 | 09 | 2 | 2 | 3602 | 1

carbbinol
Clorpromazina -35,15 |-6,218| 318,86 4,35 0 1 | 31,78 4
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Nota: Se muestran los resultados obtenidos de DS: docking score del XP, EA: energia de afinidad, las
reglas de Lipinski, las cuales son: PM: peso molecular (rango recomendado: 130 - 725), Log P O/A:
coeficiente de octanol-agua (rango recomendado: -2 - 6,5), DH: nimero de donadores de puentes de
hidrogeno (rango recomendado: 0 - 6) y AH: nimero de aceptores de puentes de hidrogeno (rango
recomendado: 2 - 20), ASP: area de superficie polar (rango recomendado: 7 - 200), ER: nimero de enlaces
rotatorios (rango recomendado: O - 15). Los valores que encuentran fuera de los rangos estan coloreados
en rojo. Por ultimo, se presentan los resultados obtenidos de permeabilidad en células intestinales caco-2
y las células renales MDCK, donde los valores significan rojo (<25); poca permeabilidad, amarillo;
permeabilidad intermedia y verde (>500); alta permeabilidad. Resaltado en color azul se muestran los

resultados obtenidos para el inhibidor clorpromazina.

A parte de factores como la energia de afinidad, el docking score y las propiedades
ADME, la inspeccidn visual (figura 2) correspondi6 a un criterio de gran importancia en la
seleccién de los metabolitos, donde se tuvieron en cuenta las interacciones de los compuestos
con los residuos aminoacidicos de la subunidad 1 (Met119, Lys122, Tyr126 y Leul29) y de
la subunidad 4 (1le452 Val456 y Phe459), los cuales fueron determinados por Olivia et al
como residuos importantes en el sitio de union de la clorpromazina (CPZ), identificada como

inhibidor del complejo 1V (Oliva et al., 2017).

Segun lo reportado por Oliva et al, la CPZ se une a un bolsillo hidrofébico conformado
principalmente por residuos de la subunidad 4 y de la subunidad 1, cercanos al grupo Hemo.
Lo cual se pudo observar a partir de los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular
(EA:35,15 kcal/mol; DS: -6,218; Tabla 1), donde la CPZ presentd interacciones hidrofdbicas

con los residuos Met119, Tyr126, Leul29, 1le452, Val456 y Phe459 (figura 2A).
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A partir de lo anterior, dentro de los compuestos seleccionados como posibles
inhibidores del complejo 1V de la ETC, se encuentra la quercetina (EA: -46,35 kcal/mol; DS:
-4,899; Tabla 1). Los resultados de docking sugieren que la quercetina se puede ubicar en
un sitio de union formado por los aminoacidos Lys122-Leul29 de la cadena D y Glu63-
Ser60 de la cadena M, donde ademas presenta interacciones de puente de hidrégeno con la
Tyrl26, His123 y Ser60 (Figura 2B). Su permeabilidad en células Caco y MDCK es baja,
pero debido a sus multiples actividades bioldgicas y sus efectos antioxidantes,
anticancerigenos y antiinflamatorios, este flavonoide ha sido un objeto de estudio en diversos
tipos de cancer, entre esos el de cuello uterino. Se ha reportado que la quercetina inhibe
selectivamente el crecimiento de las células HelLa y genera la induccion de apoptosis (He et

al., 2021).

Por otro lado, para el caso de la capsaicina, los resultados del acoplamiento molecular
(EA: -40,03 kcal/mol; DS: -3,301, Tabla 1) indican que este metabolito se puede ubicar en
un sitio de union conformado por los residuos aminoacidicos Leull6-Leul29 de la cadena
D, Tyr55 y Val60-Glu63 de la cadena K. Donde, presenta interacciones tipo puente de
hidrégeno con la Lys122 y la Gly61 y una interaccién n-cation con la Lys122 (Figura 2C).
Ademaés de sus valores de permeabilidad altos en células caco-2 y MDCK, este metabolito
presenta propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas. Se ha reportado
que genera muerte celular por activacion de especies reactivas de oxigeno y proteinas

proapoptoticas en células de cancer colorrectal (Oliver & Teniente, 2016).

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular para el carvacrol (EA: -31,0

kcal/mol; DS: -3,734, Tabla 1) sugieren que este se puede ubicar en un sitio de union con
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los residuos aminoacidicos Tyr126-Leul29, lle118- Lys122 de la cadena Dy Thr448, lle452-
Phe459, Gly42-Pro44 de la cadena A. Donde, ademas presenta puentes de hidrégeno con la
Gly42 e interacciones m-n con la Tyrl26 (Figura 2D). Sus valores de permeabilidad en las
células caco-2 y MDCK son altos, indicando esto una posible buena absorcion via oral y
permeabilidad en las membranas. Ademas, es un fenol monoterpenoide con actividad
antioxidante y anticancerigena reportada. En las células de cancer de cérvix, HelLa, suprime
la proliferacion a partir de apoptosis dependiente de caspasas y supresion del ciclo celular

(A. Ahmad & Ansari, 2021).

Por otro lado, los resultados de docking obtenidos para el timol (EA: -27,33 kcal/mol;
DS-3,897; Tabla 1) indican que este podria ubicarse en el sitio de uniéon conformado por los
residuos aminoacidicos Tyr126, 1le118-Lys122 de la cadena D, 1le452-Phe459, Gly42-
GIn43. Ademas, presenta interacciones tipo puente de hidrogeno con la Gly42 e interacciones
hidrofobicas con la 1le452, Val456, Tyr126 y Phel59 (Figura 2E). El timol es un fenol
monoterpenoide, isdmero del carvacrol, y de igual forma, presentd valores altos de
permeabilidad en células caco-2 y MDCK, ademas se ha reportado actividad antioxidante,
antiinflamatorias y antiapoptotica. En la linea celular Hela, se ha reportado que genera
disfuncion mitocondrial, apoptosis, un fuerte efecto antitumoral y un efecto antiproliferativo

dependiente de antioxidantes (Islam et al., 2019).

Para el caso del acido galico, los resultados de docking obtenidos (EA:-28,0 kcal/mol;
DS: -5,451; tabla 1), sugieren que este metabolito se puede ubicar en un sitio de union
conformado por los residuos aminoacidicos 1le119, Lys122, Tyr126 y Leul29 de la cadena

D, 1le452-Phe459, Arg38-GIn43 de la cadena A y lle62-Glu63 de la cadena K. Donde,
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ademas presenta interacciones de puente de hidrogeno con la Tyrl26, GIn43 y Glu63, e
hidrofébicas con la 1le452, Val456, Phe459 y Leul29 (Figura 2F). De igual forma, se ha
reportado en la literatura que presenta actividad prooxidante induciendo apoptosis en células
HelLa, por medio del aumento en la expresion de p53 y de caspasa3 (Aborehab & Osama,

2019).

Finalmente, los resultados obtenidos para el acido rosmarinico a partir del
acoplamiento realizado (EA:-38,91 kcal/mol; DS: -4,846; tabla 1) indican que se puede
ubicar en el sitio de uniéon conformado por los residuos Met119-Pro128 de la cadena D y
Val60-Gly61 de la cadena K. Donde, ademas presenta interacciones de puente de hidrégeno
con laLys122, Tyrl26y con la Gly127 e interacciones hidrofdbicas con la Met119 y la VVal60
(Figura 2G). Sus valores de permeabilidad en células caco-2 y MDCK son bajos, pero
presenta diversas propiedades farmacoldgicas, como ser antioxidante, antiinflamatorio y
anticancer (Cai et al., 2022). Este compuesto polifendlico, se ha reportado que genera
apoptosis en cancer de préstata a través de la expresion de proteinas Bax, Bcl-2 y Caspasa-
3, y en células de leucemia, alterd el potencial de membrana mitocondrial a partir de la

generacion de ROS, y la supresion del factor de necrosis tumoral (Han et al., 2019).
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Figura 2. Mejores poses de acoplamiento obtenidas de los metabolitos seleccionados como
posibles inhibidores del complejo 1V y el respectivo inhibidor reportado. A: clorpromazina, B:
quercetina, C: Capsaicina, D: carvacrol, E: timol, F: Acido galico, G: Acido rosmarinico. Los

residuos estan coloreados de acuerdo con el tipo de atomo presente (carbono de la proteina,
blanco; 6xigeno, rojo; nitrégeno, azul; hidrégeno, blanco y azufre, amarillo). Las cadenas A,D,K
y M estan coloreadas de azul, amarilli, gris y blanco respectivamente. Las interacciones
presentes entre proteina-ligando se representan de la siguiente forma: los puentes de hidrogeno

estan coloreados de amarillo, las interacciones m-m en color verde y las n-cation en azul.
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De esta forma, los resultados del docking sugieren que los compuestos quercetina,
capsaicina, carvacrol, timol, acido galico y el acido rosmarinico pueden ser potenciales
inhibidores del complejo 1V de la cadena respiratoria mitocondrial, y pueden ser evaluados
en la se in vitro. No obstante, factores como la disponibilidad comercial, y tiempos de

importacion dificultaron la evaluacion de los compuestos capsaicina y acido rosmarinico.

Finalmente, se seleccionaron para los ensayos experimentales la quercetina, el
carvacrol, el &cido géalico y el timol, debido a que presentaron interacciones con los residuos
aminoéacidos presentes en el sitio de union de la clorpromazina, y a sus valores obtenidos de
energia de afinidad, docking score y propiedades ADME. Las estructuras quimicas de los
metabolitos seleccionados como posibles inhibidores del complejo IV de la ETC se presentan

en la figura 3.

H.C CH, H.C CH,

CH; CH;

Quercetina Acido galico Timol Carvacrol

Figura 3. Estructuras quimicas de los metabolitos seleccionados como posibles inhibidores del

complejo IV de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
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3 Conclusion

A partir de los resultados obtenidos del docking molecular, fue posible identificar los
compuestos quercetina, carvacrol, acido galico y timol como posibles inhibidores en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial, debido a interacciones con los residuos
reportados como importantes en el sitio de union del inhibidor del complejo V. Por lo que,
estos compuestos fueron seleccionados para llevar a cabo ensayos de citotoxicidad sobre las

células Hela.

Por lo anterior, estos compuestos fueron seleccionados para llevar a cabo ensayos de

citotoxicidad sobre las células HelLa.
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CAPITULO 2: DETERMINACION in vitro DE METABOLITOS PRESENTES EN

PLANTAS NATURALES CON POSIBLE ACTIVIDAD ANTICANCEROSA

A partir de los resultados obtenidos en la fase in silico, se selecciond la quercetina, el
carvacrol, el &cido galico y el timol como los posibles inhibidores del complejo IV de laETC,

para luego evaluarlos en la fase in vitro mediante siguiente metodologia.

1. Metodologia fase in vitro

Con el fin de cumplir con los objetivos de evaluar la actividad citotoxica y el
sinergismo entre los farmacos doxorrubicina y oxaliplatino con los metabolitos previamente
identificados en la linea celular HelLa, y segundo, determinar el efecto de la mezcla
seleccionada con mejor efecto citotoxico sobre la respiracion celular mitocondrial en la linea
celular HeLa, se llevé a cabo la fase in vitro siguiendo el diagrama metodolégico presente en
la figura 4. Como primer paso, se cultivaron las células HelL a, para luego determinar el CCsg
de los metabolitos seleccionados (quercetina, carvacrol, acido galico y timol) y los farmacos
(doxorrubicina y oxaliplatino) a un tiempo de tratamiento de 48h sobre las células Hela.
Posteriormente, se llevaron a cabo combinaciones de metabolito-farmaco, con el fin de
determinar su posible efecto sinérgico, para asi, con la mejor mezcla obtenida determinar su

efecto en la respiracion celular.
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Cultivo celular Ensayos de Ensayos de
citotoxicidad respiracién celular
i Determinacion del
Linea celular Hela eterminacionde Consumo de
CCso

oxigeno en cuatro
estados: Basal,

EMEM 7% SFB Mezclas binarias, leak desacoplado
terciariasy cuaternarias no mitocondrial

=] Q,
37°C, 5% CO, Calculo del efecto

farmacolégico generado a
tres concentraciones
diferentes

Efecto citotéxicoy
farmacolégico en menores
tiempos de tratamiento

Figura 4. Diagrama metodolégico fase in vitro.

1.1 Cultivo celular
Las células HeLa se cultivaron en frascos de cultivo celular de 25 cm?, con medio
EMEM a un pH de 7,3, suplementado con gentamicina (80 mg/mL) y 7% v/v de suero fetal
bovino (SFB) manteniendo una temperatura de 37°C y una atmosfera de 5% de CO.. Los

subcultivos se llevaron a cabo empleando una solucidn de tripsina-EDTA a un pH de 7,3.

1.2 Evaluacion de citotoxicidad

La viabilidad de la linea celular HeLa se evalud a partir del método colorimétrico
MTT (sal de bromuro de 3-4,5 dimetil-tiazol-2il-2,5-difeniltetrazolio) descrito por Mosmann
(Mosmann, 1983). Las células se sembraron en placas de 96 pozos (1x10* células/pozo) y se
incubaron durante 24 horas a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Pasado el tiempo de
adherencia, se retird el medio y se adicionaron las concentraciones establecidas para cada

farmaco de referencia y metabolito a un tiempo de tratamiento de 48h inicialmente.
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Luego del tiempo establecido, se descarté el sobrenadante de cada pozo, se agregaron
50 pL de MTT (0,5mg/mL en solucién salina de Hanks, HBSS) y se procedi6 a incubar
durante 3h para la formacion de los cristales de formazén. Pasado el tiempo de reaccion, se
retir6 la solucion MTT y se agregaron 100uL de DMSO, para de esta forma solubilizar los
cristales formados por las células viables y metab6licamente activas, que redujeron la sal de
tetrazolio (amarilla) y formaron cristales de formazan (violeta) solubles en DMSO, los cuales

se cuantificaron a 570 nm en un lector de microplacas MultiSkan Go-Thermao.

Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad celular respecto al control, y
se determind el CCsq (concentracion a la cual la viabilidad celular se disminuye un 50%) de

cada metabolito y farmaco evaluado.

1.3 Determinacion de sinergismo entre metabolitos y fArmacos de referencia para el
tratamiento del adenocarcinoma de cuello uterino

Conociendo el CCsp a las 48h de tratamiento con cada compuesto, se realizaron
ensayos de viabilidad celular a partir de mezclas binarias, terciarias y cuaternarias entre los
metabolitos secundarios (carvacrol, timol, acido galico y quercetina) y los farmacos
(doxorrubicina, oxaliplatino y sorafenib), con el fin de analizar la posible interaccion
farmacoldgica generada, y tomando como referencia el esquema metodoldgico reportado por

T. Chou (Chou, 2006).

Las combinaciones se llevaron a cabo manteniendo una relacién de concentracion
equivalente entre los compuestos. Para el caso de las mezclas binarias se empleod el CCsg
obtenido para cada compuesto; para las terciarias el 0,33 del CCsp y para las cuaternarias el

0,25 del CCsy, esto previendo un efecto aditivo y un porcentaje de viabilidad celular del 0%
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después del tratamiento. Por lo que, las mezclas que presentaron un porcentaje de viabilidad

mayor al 30% fueron descartadas para ensayos posteriores.

Con el fin de determinar el efecto sinérgico o antagonista generado en las mezclas
metabolito-farmaco seleccionadas, se llevaron a cabo tres ensayos independientes a tres
concentraciones diferentes, las cuales fueron el CCso de los compuestos, el 0,5 del CCso y el
0,25 del CCso. Posteriormente, se realizaron ensayos de citotoxicidad a menores tiempos de
tratamiento (12 y 24h) con las mezclas que presentaron efecto sinérgico o aditivo en al menos
dos de las concentraciones evaluadas, para finalmente seleccionar la mezcla doxorrubicina-
carvacrol como la combinacion que presentd los mejores resultados de sinergismo vy

porcentaje de viabilidad.

El efecto generado de las mezclas se calcul6 empleando la herramienta CompuSyn,
para asi determinar el indice de combinacion (IC) y el indice de reduccion de dosis (DRI —
Dose Reduction Index). EI IC permitié obtener cuantitativamente el grado de interaccion
farmacoldgica de las mezclas empleadas de metabolito-farmaco (R. Y. Huang et al., 2019),
a partir de los rangos establecidos (IC<1 sinergismo, IC=1 efecto aditivo y IC>1
antagonismo). Por otra parte, el DRI indicd cuantas veces era posible reducir la dosis
empleada para cada compuesto en la mezcla, con el fin de obtener un efecto que se pueda

comparar con el generado por los compuestos individuales (Chou, 2006).

1.4 Efecto de la mejor mezcla seleccionada sobre la respiracion de las células HelLa
Luego de seleccionar la mezcla que presento el mejor efecto sobre la viabilidad celular
y sinergismo, se evaluo el efecto sobre el transporte de electrones a través de la cadena

respiratoria mitocondrial.
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Para esto, se sembraron 1x106 células en cajas Petri de 8,5 x 1,45 mmy se dejaron en
un tiempo de incubacion de 24 horas a 37°C, 5% CO,. Posteriormente, se expusieron las
células a la menor concentracion evaluada de la mezcla, correspondiente al 0,25 del CCsp de
cada compuesto (doxorrubicina 0,3875uM y carvacrol 108 puM) durante un tiempo de
tratamiento de 48 horas. Luego, las células fueron aisladas con 1,5 mL de tripsina y
resuspendidas en medio de cultivo ENEM, realizando el respectivo conteo y centrifugando
la cantidad correspondiente a 600xg por 10 minutos, se tomaron 1x10° células para cada

ensayo.

El consumo de oxigeno se determind empleando un oxigrafo de alta resolucion
Oxygraph-2k (O2 Consumption - Oroboros Instruments, 2021), compuesto por dos cdmaras
de oxigeno a 37°C bajo agitacion constante. Para esto, se determind el efecto inhibidor en
cuatro estados, el basal, respiracion en ausencia de inhibidores y/o desacopladores; el Leak,
0 respiracion en presencia de oligomicina (2 pug/mL); el desacoplado, consumo de oxigeno
en presencia del desacoplador FCCP (4uM); y el estado de respiracién no mitocondrial,
consumo de oxigeno en presencia de rotenona (1uM) y antimicina (5,5 pg/mL) (Meira et al.,
2017). Los resultados se expresaron como la media del porcentaje de flujo de oxigeno por

nimero de células (pmol O2/(seg*1x106 células)) + DE.

1.5 Analisis estadistico

Para todos los experimentos se llevaron a cabo al menos tres ensayos independientes,
cada uno con tres replicas y fueron representados por la media. Los resultados obtenidos
fueron analizados estadisticamente empleando el software GraphPad Prism 8 para Windows,

Ilevando a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) en una via y la prueba de comparaciones
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maltiples, Tukey, la cual permitié determinar que los resultados con un valor de p<0.05 eran
estadisticamente significativos respecto al control. Las gréficas presentadas se obtuvieron de

igual forma con el programa GraphPad (GraphPad, 2008)

2. Consideraciones éticas

2.1 Manejo de los residuos o desechos quimicos
A partir del principio de no maleficencia y para evitar el impacto sobre el medio
ambiente y la salud de los investigadores del presente proyecto, el manejo de los residuos
bioldgicos y/o quimicos que se generaron, fueron manipulados de acuerdo con el Manual de
Gestion Integral de Residuos-2010 del Instituto Nacional de Salud de la Republica de
Colombia y los lineamientos del Plan de Gestion Integral de Residuos (PGIR), 6rgano
institucional que se encarga de velar por el cumplimiento de las normas legales para el

manejo correcto de los residuos peligrosos llevando a cabo diversas estrategias preventivas.

La doxorrubicina, el oxaliplatino y los colorantes usados en el proceso experimental
del proyecto, se clasificaron como residuos quimicos peligrosos, debido a la posibilidad de
que sean citotoxicos y puedan afectar la salud tanto de los seres humanos como del medio
ambiente. A partir del codigo de colores para el almacenamiento de sustancias, estos residuos
se depositaron en bolsas rojas junto con etiquetas rotuladas como “riesgo quimico”, para
posteriormente entregar los residuos en la ruta de recoleccion y almacenamiento de residuos
peligrosos organizada por PGIR en el parque tecnoldgico Guatiguara, diligenciando el
formato FGA.06 para la respectiva disposicion final a la empresa contratada, quienes
realizaran la neutralizacion de los residuos y la incineracion de estos. De igual forma, los

residuos biosanitarios (botellas de cultivo, microplacas, etc) fueron clasificados como
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residuos infecciosos o de riesgo bioldgico los cuales se desecharon en bolsas color rojo
etiquetadas como “riesgo biologico”, esto segtin el acuerdo con el Manual de gestion integral

de residuos.

Por otra parte, se implementaron insumos tales como guantes de latex y gafas de
seguridad, como prevencion hacia cualquier contacto con los compuestos utilizados en este
proyecto de investigacion, ademas de los implementos necesarios obligatorios para trabajar

en el laboratorio, entre estos zapatos cerrados y bata de laboratorio.

2.2 Manejo de células
A partir de los principios establecidos en las normas de Buenas Practicas Clinicas
(BPC) (la Proteccién Social et al., 2009), el presente trabajo de grado correspondid a un
estudio no clinico, por lo cual sigui6 las orientaciones del numeral 7.3.5 de las normas BPC.
Se realizaron ensayos dosis respuesta en células cultivadas in vitro. Segun la resolucién
008430 de octubre 4 de 1993 del ministerio de salud de la republica de Colombia, este trabajo
de trabajo de grado se considera de no riesgo de acuerdo con el articulo 11 de esta ultima

resolucion (de Salud, 1993).

Adicionalmente, mediante ensayos dosis respuesta en células cultivadas in vitro, y
siguiendo con los objetivos propuestos, en este trabajo de grado se identificaron metabolitos
secundarios de plantas medicinales que potencializan el efecto anticanceroso de farmacos
utilizados en el cancer de cuello uterino, impactando de forma favorable el tratamiento contra
este cancer. Las células empleadas fueron donadas por la Universidad Federal de Parana
(UFPR) al Grupo de Investigacion en Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) dirigido por la

profesora de la escuela de quimica, Stelia Carolina Méndez Sanchez.
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3. Resultados

3.1 Efecto de los metabolitos secundarios de plantas sobre la viabilidad celular en
células HeLa.

Teniendo como seleccion los posibles inhibidores de la cadena respiratorio
mitocondrial (timol, carvacrol, acido galico y quercetina), se llevaron a cabo los ensayos de
citotoxicidad sobre las células HelLa. El tiempo de tratamiento fue de 48h y se evalud un
rango de concentraciones entre 10-450uM para los metabolitos y 0,5-15uM para los
farmacos de referencia, esto teniendo presente las concentraciones citotdxicas reportadas en
la literatura. Como se observa en la figura 5, la viabilidad celular de las células HelLa
disminuyé de forma dosis dependiente significativamente en tratamiento con los metabolitos
quercetina, carvacrol, galico y timol, y de igual forma, se observd disminucién con los

farmacos de referencia doxorrubicina y oxaliplatino.
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad sobre las células HeLa vs concentracion de los farmacos de
referencia en el lado izquierdo y metabolitos secundarios seleccionados como posibles
inhibidores de la ETC en el lado derecho, en un tiempo de tratamiento de 48h.
Como se observa en la tabla 2, a partir de los resultados obtenidos del efecto en la

viabilidad celular a diferentes concentraciones, se determiné el CCsy a las 48h de los
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metabolitos carvacrol, acido gélico, timol y quercetina, los cuales fueron 432, 87,5, 256,4 y
95uM, respectivamente. Asi como para los farmacos doxorrubicina y oxaliplatino se

obtuvieron valores CCsp de 1,55y 3,63 UM, respectivamente.

Tabla 2. CCs a las 48h de tratamiento sobre las células HelLa de cada farmaco de referencia 'y

metabolito seleccionado.

METABOLITO CCso [UM]
/IFARMACO
Carvacrol 432
Acido galico 87,52
Timol 256,4
Quercetina 95
Doxorrubicina 1,55
Oxaliplatino 3,63

A partir de los resultados obtenidos, se realizaron ensayos de citotoxicidad con el fin
de determinar si la combinacion de los metabolitos con los farmacos de referencia generaba

un efecto sinérgico entre ellos.

3.2 Determinacion de sinergismo entre metabolismo y farmacos de referencia.

Con el objetivo de determinar el tipo de interaccion farmacologica generada entre los
metabolitos (carvacrol, acido galico, timol y quercetina) y los farmacos (doxorrubicina y
oxaliplatino), se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad de 8 mezclas binarias, 12 terciarias
y 8 cuaternarias entre los farmacos y los metabolitos, empleando un tiempo de tratamiento

de 48h como se presenta en la tabla 3.
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Tabla 3. Mezclas binarias, terciarias y cuaternarias realizadas entre los metabolitos

carvacrol, &cido galico, quercetina, timol y los farmacos doxorrubicina y oxaliplatino.

Mezclas Carvacrol | Acido | Timol | Quercetina | Doxorrubicina | Oxaliplatino
galico
MEZCLAS BINARIAS
D+C X X
D+G X X
D+T X X
D+Q X X
O+C X X
O+G X X
O+T X X
0+Q X X
MEZCLAS TERCIARIAS
D+G+T X X X
D+T+C X X X
D+Q+T X X X
D+Q+C X X X
D+Q+G X X X
D+C+G X X X
O+G+T X X X
O+T+C X X X
O+Q+T X X X
O+Q+C X X X
O+Q+G X X X
O+C+G X X X
MEZCLAS CUATERNARIAS
D+C+T+G X X X X
D+C+Q+T X X X X
D+C+G+Q X X X X
D+Q+T+G X X X X
O+C+T+G X X X X
O+C+Q+T X X X X
O+C+G+Q X X X X
O+Q+T+G X X X X

Nota: D: doxorrubicina, O: oxaliplatino, C: carvacrol, G: acido gélico, Q: quercetinay T: timol.
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Cada mezcla se evalu6 manteniendo una relacion equivalente entre los compuestos,
para las binarias se empleo el CCso de cada compuesto, las terciarias el 0,33 del CCsg y las
cuaternarias el 0,25 del CCsp (tabla 4). Estas concentraciones fueron seleccionadas con el fin
de preveer un posible efecto aditivo y un porcentaje de viabilidad del 0% después del

tratamiento con las mezclas.

Tabla 4. Concentraciones empleadas en las mezclas entre los metabolitos carvacrol, acido

galico, quercetina y timol, y los farmacos doxorrubicna y oxaliplatino.

CONCENTRACIONES (uM)

CCso 0,33 CCso 0,25 CCsxp
Carvacrol 432 144 108
Acido galico 87,52 29,17 21,88
Timol 256,4 85,46 64
Quercetina 95 31,4 23,8
Doxorrubicina 1,55 0,516 0,3875
Oxaliplatino 3,63 1,21 0,9075

Como se puede observar en la figura 6, las mezclas binarias entre el farmaco
doxorrubicina con los metabolitos carvacrol, acido galico, timol y quercetina, y el farmaco
oxaliplatino con el acido gélico, lograron disminuir la viabilidad celular en mas de un 50%

respecto al control, lo cual nos da indicios de un posible efecto aditivo o sinérgico.

Por otra parte, las mezclas binarias de oxaliplatino con timol, carvacrol y quercetina

generaron una disminucion significativa respecto al control, no obstante, el porcentaje de
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viabilidad celular fue mayor al 50%, presentando un posible efecto antagonista, razén por la

cual se descartaron estas ultimas mezclas para futuros ensayos.

Mezclas Binarias
Control

D+G
D+T

D+C
D+Q
0o+Q
O+C
O+G
&=z O+T

150

100 ! !

\] -

NORZEBERN

% Viabilidad celular

Figura 6. Mezclas binarias de los farmacos doxorrubicina y oxaliplatino con los metabolitos
seleccionados (carvacrol, &cido galico, quercetina y timol). Los resultados estan expresados
como el promedio + la desviacion estandar y los asteriscos indican una diferencia significativa
con respecto al control, determinada a partir del analisis ANOVA, utilizando la prueba de Tukey,
*p < 0,05.
Como se puede observar en la figura 7, las mezclas terciarias y cuaternarias
presentaron un porcentaje de viabilidad mayor al 40%, lo cual nos permite suponer que la
mezcla de dos 0 méas metabolitos puede generar un efecto antagonista. Por esta razon, estas

combinaciones fueron descartadas para los posteriores ensayos.
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Figura 7. Mezclas terciarias y cuaternarias de los farmacos doxorrubicina y oxaliplatino con los
metabolitos seleccionados (carvacrol, &cido galico, quercetina y timol). Los resultados estan
expresados como el promedio + la desviacion estandar y los asteriscos indican una diferencia
significativa con respecto al control, determinada a partir del analisis ANOVA, utilizando la

prueba de Tukey, *p < 0,05.

Una vez identificadas las mezclas binarias que presentaron un posible efecto sinérgico
(D+C, D+G, D+T, D+Q y O+G), se evalud el efecto citotoxico de estas mezclas a
concentraciones del CCsp, 0,5 CCso y 0,25 CCso de cada compuesto con el fin de obtener

porcentajes de viabilidad del 0, 50 y 75% respectivamente, previendo un efecto aditivo. De
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igual forma, se pretendia identificar la menor concentracion en la que se generaran efectos

estadisticamente significativos en la viabilidad celular (figura 8).
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Figura 8. Mezclas binarias evaluadas en tres concentraciones diferentes. A: oxliplatino-gélico,

B: doxorrubicina-carvacrol, C: doxorrubicina-acido galico, D: doxorrubicina-timol y C:

doxorrubicina-quercetina. Los resultados estan expresados como el promedio + la desviacion
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estandar y los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control,

determinada a partir del analisis ANOVA, utilizando la prueba de Tukey, *p < 0,05.

Como se observa en la figura 8, todas las mezclas presentaron una diferencia
significativa respecto al control en las tres concentraciones evaluadas, a excepcion de la
mezcla doxorrubicina-quercetina en la concentracion del 0,25 del CCso. Por otro lado, de la
figura 8 también se puede inferir que las mezclas oxaliplatino-galico, en las tres
concentraciones evaluadas, y doxorrubicina-quercetina, en las concentraciones del 0,5y 0,25
del CCso, posiblemente no generaron un efecto aditivo, debido a que los porcentajes de
vialidad que obtuvieron fueron mayores que los esperados (0% para el CCsg, 50% para el

0,5CCso0 y 75% para el 0,25CCsy).

Conociendo los valores de porcentaje de viabilidad se determind la interaccion
farmacoldgica presente, a partir del software CompuSyn (Chou, 2006). Donde, se tuvieron
en cuenta los rangos de indice de Combinacion (IC) descritos por Chou (1C<0.1, sinergismo
muy fuerte; 1C<0.3, sinergismo fuerte; 1C<0.7, sinergismo, 1C<0.85, sinergismo moderado;
1C<0.9, sinergismo leve, IC<1.1, casi aditivo, IC>1,1 Antagonismo), ademas de calcular el

DRI para cada mezcla, como se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Valores obtenidos de porcentaje de viabilidad celular, indice de combinacion
(IC), tipo de interaccion e indice de reduccion de dosis (DRI) obtenidos para cada

mezcla evaluada.
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Concentracion | % viabilidad IC Tipo de DRI DRI
(M) celular sinergismo farmaco metabolito
Mezcla oxaliplatino-acido gélico
0,25CCsp 85 1,865 Antagonismo 0,98 1,09
0,5CCxo 66,6 2,87 Antagonismo 0,90 0,56
CCx 45,8 1,984 Antagonismo 0,69 2,34
Mezcla doxorrubicina-acido géalico
0,25CCs 78,6 0,711 Sinergismo 2,21 2,00
moderado
0,5CCs 60,9 1,071 Casi aditivo 1,94 1,79
CCso 11,9 0,952 Casi aditivo 2,91 2,71
Mezcla doxorrubicina-timol
0,25CCs 62,4 0,5865 Sinergismo 2,42 3,23
0,5CCx 56,3 1,0511 Casi aditivo 2,07 1,75
CCs 9,3 0,722 Sinergismo 3,81 3,08
moderado
Mezcla doxorrubicina-quercetina
0,25CCs 90 1,178 ligero 2,57 3,2
antagonismo
0,5CCsxo 75,3 1,477 Antagonismo 1,61 1,17
fuerte
CCso 79 0,702 Sinergismo 2,16 1,39
moderado
Mezcla doxorrubicina-carvacrol
0,25CCsxo 72,1 0,786 Sinergismo 4,1 15,5
moderado
0,5CCs 49,8 1,109 Ligero 2,05 1,60
antagonismo
CCso 2,1 0,324 Sinergismo 3,28 2,07
fuerte

Como se puede observar en la tabla 5, la mezcla oxaliplatino y &cido galico, a partir
del IC determinado, presentd un efecto antagonista en las tres concentraciones evaluadas, por

lo cual se descartd para futuros ensayos, de igual forma la mezcla doxorrubicina-quercetina

que presentd un antagonismo fuerte en la concentracién del 0,5CCsp y antagonismo leve en

la concentracion del 0,25CCsy.
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Por otro lado, la mezcla doxorrubicina-carvacrol, presentd ligero antagonismo en la
concentracion del 0,5CCso, pero presentd un sinergismo fuerte y moderado en las
concentraciones de CCso y 0,25CCsg respectivamente. Ademas, segun los valores obtenidos
de DRI se destaca que, en esta mezcla (doxorrubicina-carvacrol) a la concentracion del
0,25CCsp se puede disminuir la dosis de doxorrubicina hasta 4 veces y de carvacrol hasta 15
veces Yy seguir presentando un efecto sinérgico (tabla 5). Por lo que, fue seleccionada para
futuros ensayos, junto con las mezclas de doxorrubicina con acido galico y timol, que

presentaron sinergismo en las tres concentraciones evaluadas.

A partir de los resultados de sinergismo y teniendo presente también los valores
obtenidos de viabilidad celular, se evalud el efecto citotoxico en las mezclas binarias
seleccionadas a tres diferentes concentraciones y a tres tiempos (12, 24 y 48h), con el objetivo
de analizar el efecto generado e identificar efectos estadisticamente significativos en el menor

tiempo de tratamiento posible.

Como se observa en la figura 9, la mezcla doxorrubicina-timol en menores tiempos
evaluados solo presentd un efecto significativo en la concentracién del CCso, ademas de
presentar antagonismo en las tres concentraciones evaluadas a 24 y 12 horas, segun los
resultados de indice de combinacion obtenidos (Apéndice B), por lo que se descart6 para los

siguientes ensayos.

Por otro lado, la mezcla de doxorrubicina-carvacrol y doxorrubicina-acido galico
presentaron efecto significativo desde las 12 horas respecto al control y un efecto antagonista
en dos de las concentraciones evaluadas, (D-G: CCso y 0,5CCso; D-C: 0,25CCsg 0,5CCsx0) a

12 y 24 horas (Figura 9) (Anexo C). Sin embargo, se selecciono la mezcla doxorrubicina-
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carvacrol, debido a que su efecto citotoxico generado fue mayor y fue la Unica que presentd

un sinergismo fuerte en la concentracién del CCsq.
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Figura 9. Porcentaje de viabilidad sobre las células HeLa en tres concentraciones de las mezclas
Doxorrubicina-galico, Doxorrubicina-carva y Doxorrubicina-Timol durante 12, 24, y 48 horas
de tratamiento, obtenidos del ensayo MTT. Los resultados son expresados como el promedio + la
desviacion estandar y los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control,

determinada mediante ANOVA, utilizando la prueba de Tukey, *p < 0,05.

Para evaluar el efecto de la mezcla doxorrubicina-carvacrol sobre el transporte de
electrones mitocondrial, se seleccion6 la concentracion de 0,25CCso (Doxorrubicina
0,3875uM vy carvacrol 108 puM) a un tiempo de 48h, teniendo presente que a esta
concentracion y a ese tiempo se obtuvo un porcentaje de viabilidad del 72%, un efecto

sinérgico moderado y los valores mas altos de DRI.

3.1 Accion de la mezcla entre el carvacrol y la doxorrubicina sobre la respiracion
mitocondrial en las células Hel a.
A partir de ensayos de respiracion mitocondrial, se evaluo el efecto de la mezcla
doxorrubicina-carvacrol sobre la fosforilacion oxidativa, a una concentracion de 0,25CCsg

en un tiempo de tratamiento de 48h.

Para llevar a cabo estos ensayos, se midid la respiracion celular a partir de cuatro
estados, el basal que representa el consumo de oxigeno de las células bajo condiciones
normales; el estado leak, que representa el cambio en la concentracion de oxigeno al inhibir
el complejo V o la ATPasa con oligomicina, donde se bloquea el paso de los protones a la
matriz mitocondrial, generando una disminucion en el consumo de oxigeno causada por el

gran aumento en el potencial de membrana mitocondrial (Divakaruni et al., 2014); el estado
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desacoplado, que representa la respuesta generada por las células cuando estas se exponen a
el FCCP, el cual es un desacoplador que permite el paso de los protones desde el espacio
intermembrana hacia la matriz mitocondrial, generando un consumo maximo de oxigeno por
el complejo IV (Underwood et al., 2020). Y finalmente, el estado no-mitocondrial, que refleja
el consumo de oxigeno de oxidasas no mitocondriales, a partir de la inhibicion de la cadena
de transporte de electrones mediante la rotenona (complejo 1) y la antimicina A (complejo

I11) (Divakaruni et al., 2014).

Como se puede observar en la figura 10, al evaluar el efecto en el consumo de oxigeno
generado por la mezcla doxorrubicina-carvacrol a una concentracion del 0,25CCso, se
encontro que dicha mezcla gener6 una disminucion significativa en el consumo de oxigeno
del estado basal (27%), indicando una posible inhibicion en el transporte de electrones en
algin punto a lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial. A su vez, estos resultados
concuerdan con lo observado al evaluar el consumo de oxigeno en el estado desacoplado,
debido a que se generd una disminucion del 40% (Figura 10C), indicando esto que la mezcla
disminuyd la capacidad de la cadena de electrones para operar en su maxima potencia como
respuesta ante una la alta demanda energética. Demostrando que hay una falla en la

fosforilacién oxidativa.

Por otro lado, en el estado no mitocondrial no se presentd una disminucion
significativa en la tasa de consumo de oxigeno, indicando esto que la mezcla no afecta las
oxidasas no mitocondriales, lo que confirma que la inhibicién de la mezcla es hacia la

respiracion mitocondrial.
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Figura 10. Efecto de la mezcla doxorrubicina-carvacrol sobre las células HelLa luego de 48
horas de tratamiento. Los resultados corresponden a cuatro ensayos independientes con dos
réplicas, estan expresados como el promedio + la desviacion estandar y los asteriscos indican
una diferencia significativa con respecto al control, determinada mediante la prueba de Student,
*p < 0,05. El 100% de la respiracion de cada estado corresponde a: basal, 73,420
pmolO,/seg*1x10° células; Leak, 90,8 pmolO2/seg*1x10° células; Desacoplado, 60,1

pmolO./seg*1x10° células; respiracion no mitocondrial, 100,8 pmolO2/seg*1x10° células.

A partir de lo anterior, se puede inferir que la razon por la cual la mezcla
doxorrubicina-carvacrol disminuye la viabilidad de las células HelLa es producto de la

inhibicion de esta sobre la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
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Conclusiones

e A partir de los resultados de acoplamiento molecular se identificaron los metabolitos
quercetina, acido gélico, carvacrol y timol como posibles inhibidores del complejo
IV la cadena de transporte de electrones mitocondrial, debido a criterios como la
energia de afinidad y a las interacciones con residuos de la subunidad 1 y 4
identificados como importantes en el sitio de unién del inhibidor clorpromazina.

e Se identifico efecto sinérgico fuerte entre la mezcla doxorrubicina y carvacrol a
concentraciones de 1,55y 432 UM respectivamente.

e A partir de los ensayos de citotoxicidad realizados sobre las células HelLa, se
demostrd que la combinacion de mas de dos compuestos no es efectiva, debido a que
el efecto citotoxico producido es bajo y no se presenta un efecto sinérgico ni aditivo.

e Lamezcla doxorrubicina/carvacrol afecta la viabilidad de las células HelLa, debido a
la disminucién de dos estados (basal y desacoplado) de la respiracion celular,
posiblemente como consecuencia de una inhibicion sobre uno de los complejos de la

cadena de transporte mitocondrial.

Recomendaciones

Con el objetivo de continuar en la basqueda y estudio del mecanismo de accién de la mezcla

doxorrubicina-carvacrol, se plantean las siguientes recomendaciones:
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- Evaluar el efecto citotdxico de la mezcla sobre una linea no tumoral, con el fin de
determinar si la mezcla presenta algun tipo de selectividad entre los dos tipos de
células.

- Realizar ensayos de respiracion celular en la linea HelLa, permeabilizando la
membrana con digitonina, para asi estudiar la actividad compleja por complejo y
determinar en qué parte de la ETC se genera la inhibicion o el dafio producido por la
mezcla.

- De igual forma se recomienda evaluar el efecto en la respiracion celular de la mezcla

doxorrubicina-acido galico, debido al efecto citotoxico y sinérgico generado.
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Apéndices

Apéndice A. Base de datos de los metabolitos secundarios con actividad anticancerosa y
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5350 Sulforafano
1548887 Sulindac
68077 Tangeretina
114917 Tanshinone |
10094536 Tearubigina
7
34698 Teniposido
73078 Tetrandrina
6989 Timol
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91754007 B-Citronelol
6918391 B-Elemeno
91457 B-Eudesmol
11142 -Felandreno
15560252 B-Guaieno
31411 B-Narcotina
14896 -pineno
442393 B-Selineno
222284 B-Sitosterol
6432005 v-Eudesmol

177,28
356,41
372,37
276,29
902,73

656,66
622,76
150,22
164,20
1034,2

421,45
222,37
810,99
824,97
816,94
778,94
284,27
354,40
194,23
204,36
222,37
204,36

204,36

204,36
136,24
136,24
136,24
204,36
302,28
204,36
222,37
136,24
204,36
413,43
136,24
204,36
414,71
222,37

0,44
3,42
3,58
1,19
0,41

1,97
6,33
3,30
0,75

3,006

1,88
4,91
5,94
4,94
6,53
6,14
0,55
2,84
1,03
5,60
4,03
5,97
5,24
5,48
5,28
4,03
3,89
5,22
5,20
5,71
4,01
3,97
5,80
0,50
4,42
5,38
7,62
4,06

P P OO NOOPFPF OO0 OO0 O0OO0O0DO0O0OO0OFRPROFPDNMNMNNEPEPFPDNMDNDNDNEDN

P NDO OO OF, ONOOOOOOORFR,OWWwWOou

10
13
13
13

14



METABOLITOS COMO ADYUVANTES EN EL CANCER DE CERVIX 70

12313020 y-Muuroleno 204,36 5,60 0 0
7461 y-Terpineno 136,24 4,10 0 0
441005 A-Cadineno 204,36 5,55 0 0
26049 A-careno 136,24 3,90 0 0

Apéndice B. Resultados de indice de combinacion a las 12 y 24 horas de tratamiento con

las mezclas de doxorrubicina con los metabolitos carvacrol, &cido galico y timol.

Concentracion | % viabilidad IC Tipo de DRI DRI
(UM) celular sinergismo farmaco metabolito
Mezcla doxorrubicina-carvacrol
Tiempo: 12h
0,25CCso 98,5 5,020 | Antagonismo 1,1 0,24
0,5CCsp 81,6 2,011 | Antagonismo 1,37 0,72
CCso 44 1,071 Casi aditivo 1,21 1,13
Tiempo: 24h
0,25CCsp 89,4 1,550 | Antagonismo 1,76 2,34
0,5CCso 82 2,130 | Antagonismo 1,35 0,71
CCxo 21 0,990 Casi aditivo 1,76 2,3
Mezcla doxorrubicina-acido galico
Tiempo: 12h
0,25CCso 90,6 0,98 Casi aditivo 2,11 1,97
0,5CCsp 81,1 14,98 | Antagonismo 1,38 1,28
CCso 56,4 2,01 Antagonismo 1,03 0,95
Tiempo: 24h
0,25CCso 82,3 0,77 Casi aditivo 2,69 2,5
0,5CCsp 79,2 1,44 Antagonismo 1,44 1,33
CCso 28 1,36 Antagonismo 1,54 1,41
Mezcla doxorrubicina-timol
Tiempo: 12h
0,25CCso 99 10,97 | Antagonismo 0,89 0,7
0,5CCsxo 98 5,33 Antagonismo 0,61 0,27
CCso 66,6 2,54 Antagonismo 0,45 0,11
Tiempo: 24h
0,25CCsp 88 1,57 Antagonismo 1,29 1,23
0,5CCsxo 89 2,35 Antagonismo 1,12 0,68
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| CCx 398 | 1,16 |[Antagonismo| 226 | 138 |
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