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Resumen

Titulo: Identificacion de compuestos adyuvantes en el tratamiento del carcinoma hepatocelular con
doxorrubicina y oxaliplatino en células de hepatocarcinoma humano (HepG2)

Autor: Liseth T. Bohdrquez-Calderdn, Luis C. Vesga, Stelia C. Méndez-Sanchez.
Palabras Clave: Cancer de higado, citotoxicidad, HepG2, metabolitos secundarios, mitocondria, sinergismo.

Descripcidn:

El céncer es la segunda causa de muerte en el mundo, entre los tipos de cancer con peores estadisticas se
encuentra el cancer de higado, por tal motivo, es necesario potencializar los efectos de sus terapias
convencionales. Con base en esto, el objetivo de este trabajo de grado fue, identificar metabolitos secundarios
de plantas medicinales que potencialicen el efecto anticanceroso de la doxorrubicina, el oxaliplatino y el
sorafenib en células de hepatocarcinoma humano, teniendo como diana terapéutica la mitocondria.

Primero, se realiz6 un cribado de una base de datos con 187 metabolitos mediante docking molecular, utilizando
la interfaz Maestro de la suite Schrodinger Drug Discovery (2020-4), a partir del cual se identifico las posibles
interacciones de los metabolitos con el sitio de unién del NADH en el complejo | (PDBID:5XTD, resolucién de
3,70 A), y los sitios Qo y Qi en el complejo 111 (PDBID:5XTE, resolucion de 3,40 A) de la cadena respiratoria
mitocondrial.

El timol, carvacrol y acido galico fueron seleccionados como los posibles mejores inhibidores del complejo |,
por sus propiedades ADME, docking score (DS), energias de afinidad (EA) (timol: DS:-2,4/EA:-29,0 Kcal/mol,
carvacrol: DS:-2,31/EA:18,8 Kcal/mol, acido galico: DS:-4,57/EA:-17,1 Kcal/mol) e interacciones que podrian
tener con residuos importantes en el sitio de unién del NADH (Phel01, Phe229, Phe93 y Glu209). Por otro lado,
fueron seleccionados el timol y carvacrol como posibles inhibidores del complejo 11, de igual forma, por sus
propiedades ADME, DS, EA (Sito Qo: timol: DS:-3,41/EA:-43,6 Kcal/mol, carvacrol: DS:-4,03/EA:-16,3
Kcal/mol; Sitio Qi: timol: DS:-5,01/EA:-28,7 Kcal/mol, carvacrol: DS:-5,22/EA:-34,1 Kcal/mol) e interacciones
que podrian tener con residuos presentes en los sitos Qo y Qi (Asp252, Tyr256, Tyrl31, Leu250, Trp272, Tyr273,
Ala84, Glu271, Arg80).

Luego, se determind la concentracion citotoxica al 50% (CCso) a las 48 horas de tratamiento, de los metabolitos
seleccionados (carvacrol: 344, acido galico: 143 y timol: 478 uM), sobre células de hepatocarcinoma humano
(HepG2) empleando MTT (Mossmann, 1983) y de los farmacos sorafenib, doxorrubicina y oxaliplatino cuyos
valores fueron 2,9, 0,2 y 13 uM, respectivamente. También, se realizaron ensayos de citotoxicidad, durante 12,
24 y 48 horas de tratamiento, con tres concentraciones diferentes, de mezclas entre carvacrol, &cido gélico,
sorafenib y doxorrubicina, con el objetivo de identificar el indice de combinacién (IC) y el indice de reduccion
de dosis (DRI por sus siglas en ingles “Dose-Reduction Index ).

La mezcla carvacrol-sorafenib se seleccioné como la mejor, cuyos IC a las 48 horas fueron 0,52, 0,67 y 0,44,y
DRI fueron, sorafenib: 3,87/carvacrol: 3,83; sorafenib: 3,00/carvacrol: 2,98, sorafenib: 4,60/carvacrol: 4,57, para
concentraciones del 0,25CCso, 0,5CCso y CCso, respectivamente, ademas, produjo un cambio significativo en la
viabilidad con sus tres concentraciones evaluadas, desde 12 horas de tratamiento. Finalmente, se llevaron a cabo
ensayos de respiracion celular, durante 12 horas de tratamiento en una concentracién del 0,25CCso de esta mezcla
(carvacrol: 86 uM vy sorafenib: 0,725 uM), donde se identifico que disminuyd la velocidad de consumo de
oxigeno en un 32% en un estado desacoplado, indicando que la capacidad maxima respiratoria de las células se
vio afectada.
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Abstract

Title: Identification of adjuvant compounds in the treatment of hepatocellular carcinoma with doxorubicin and
oxaliplatin in human hepatocellular carcinoma cells (HepG2)

Author: Liseth T. Bohdrquez-Calderdn, Luis C. Vesga, Stelia C. Méndez-Sanchez
Key Words: Liver cancer, cytotoxicity, HepG2, secondary metabolites, mitochondria, synergism.

Description:

Cancer is the second cause of death in the world, among the types of cancer with the worst statistics is
liver cancer, for this reason, it is necessary to potentiate the effects of its conventional therapies. Based on this,
the objective of this degree work was to identify secondary metabolites of medicinal plants that potentiate the
anticancer effect of doxorubicin, oxaliplatin and sorafenib in human hepatocarcinoma cells, having the
mitochondria as therapeutic target.

First, a database with 187 metabolites was screened by molecular docking, using the Maestro interface
of the Schrddinger Drug Discovery suite (2020-4), from which the possible interactions of the metabolites with
the target site were identified. NADH binding in complex | (PDBID:5XTD, 3.70 A resolution), and Q, and Q;
sites in complex 111 (PDBID:5XTE, 3.40 A resolution) of the mitochondrial respiratory chain.

Thymol, carvacrol and gallic acid were selected as the possible best inhibitors of complex I, due to their
ADME properties, docking score (DS), affinity energies (EA) (thymol: DS:-2.4/EA:-29,0 Kcal/mol, carvacrol:
DS:-2.31/EA:18.8 Kcal/mol, gallic acid: DS:-4.57/EA:-17.1 Kcal/mol) and interactions they could have with
residues important in the NADH binding site (Phe101, Phe229, Phe93 and Glu209). On the other hand, thymol
and carvacrol were selected as possible inhibitors of complex Ill, in the same way, due to their ADME, DS, EA
properties (Site Qo: thymol: DS:-3.41/EA:-43.6 Kcal/ mol, carvacrol: DS:-4.03/EA:-16.3 Kcal/mol, Q; site:
thymol: DS:-5.01/EA:-28.7 Kcal/mol, carvacrol: DS:-5, 22/EA:-34.1 Kcal/mol) and interactions they could have
with residues present in the Qo and Q; sites (Asp252, Tyr256, Tyr131, Leu250, Trp272, Tyr273, Alag4, Glu271,
Arg80).

Then, the 50% cytotoxic concentration (CCs) was determined at 48 hours of treatment of the selected
metabolites (carvacrol: 344, gallic acid: 143 and thymol: 478 uM), on human hepatocarcinoma cells (HepG2)
using MTT (Mossmann, 1983) and of the drugs sorafenib, doxorubicin and oxaliplatin whose values were 2.9,
0.2 and 13 pM, respectively. Also, cytotoxicity tests were carried out, during 12, 24 and 48 hours of treatment,
with three different concentrations, of mixtures between carvacrol, gallic acid, sorafenib and doxorubicin, with
the objective of identifying the combination index (Cl) and the index Dose-Reduction Index (DRI).

The carvacrol-sorafenib mixture was selected as the best, whose CI at 48 hours were 0.52, 0.67 and
0.44, and DRI were, sorafenib: 3.87/carvacrol: 3.83; sorafenib: 3.00/carvacrol: 2.98, sorafenib: 4.60/carvacrol:
4.57, for concentrations of 0.25CCsp, 0.5CCsp and CCso, respectively, also produced a significant change in
viability with its three concentrations evaluated, from 12 hours of treatment. Finally, cellular respiration tests
were carried out during 12 hours of treatment at a concentration of 0.25 CC50 of this mixture (carvacrol: 86 UM
and sorafenib: 0.725 puM), where it was identified that the rate of oxygen consumption decreased in 32% in an
uncoupled state, indicating that the maximum respiratory capacity of the cells was affected.
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Introduccion

El cancer es la segunda enfermedad no transmitible que mayor nimero de muertes produce
en el mundo, despueés de las enfermedades cardiovasculares (Roser & Ritchie, 2019). A medida
que la poblacién mundial crece, aumenta también la tasa de mortalidad por cancer, desde 1990
ésta ha aumentado en un 17% (Roser, 2020). Segun los datos publicados en el GLOBOCAN, en
el 2020 hubo 19,3 millones de nuevos casos de cancer, y 10 millones de muertes provocadas por
esta enfermedad, siendo los factores de riesgo socioecondmicos los que impulsan este aumento y
dejan en vulnerabilidad a los paises de bajo y medio indice de Desarrollo Humano (IDH), por lo
gue se espera un mayor aumento de incidencia en estos paises para el afio 2040 (GLOBOCAN,
2021).

Uno de los tipos de cancer con estadisticas mas alarmantes es el de higado, ya que, segun
los datos publicados en el GLOBOCAN en el 2020, ocup0 el tercer puesto con mayor nimero de
muertes (830.180) y el sexto puesto en numero de incidencias (905.677) (GLOBOCAN, 2021).
Cabe resaltar que entre los diferentes tipos de cancer de higado, el carcinoma hepatocelular (CHC)
representa el 90% de los casos de este tipo de cancer, ademas, que el 50% de los pacientes son
diagnosticados en etapas intermedia y avanzada, donde la mediana de supervivencia es de tan solo
aproximadamente 30 y 6 meses, respectivamente (Llovet et al., 2021; Tang et al., 2020). Por lo
tanto, existe una necesidad urgente de identificar nuevas alternativas o tratamientos para el CHC,
asi como mejorar los tratamientos ya existentes, los cuales tienen baja eficacia y se ven afectados
por la generacion de resistencia y efectos secundarios (Li et al., 2021).

Esta investigacion se realizd con el objetivo de identificar metabolitos secundarios de
plantas medicinales, que tengan como diana terapéutica el metabolismo energético mitocondrial,

y potencialicen sinérgicamente el efecto de la doxorrubicina, el oxaliplatino y el sorafenib,
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farmacos implementados en el tratamiento contra el CHC intermedio y avanzado (Li et al., 2021;
Samant et al., 2021). El uso de compuestos naturales podrian tener efectos similares al de los
farmacos quimioterapéuticos convencionales, ademéas de disminuir efectos secundarios y la
resistencia (Lin et al., 2020a).

Con el fin de cumplir el objetivo de este trabajo de grado, se realizé un cribado in silico
por medio de acoplamiento molecular, donde se identificé al &cido gélico, carvacrol y timol, como
metabolitos secundarios de plantas medicinales, que podrian tener un alto potencial inhibitorio de
la cadena respiratoria mitocondrial. Luego, se evalud su actividad citotdxica y la de los farmacos
doxorrubicina, oxaliplatino y sorafenib, a partir de estos resultados, se encontrd la concentracion
a la cual se reduce la viabilidad de las células HepG2 a un 50% (carvacrol: 344 uM; &cido gélico:
143 pM; timol: 478 uM; doxorrubicina: 0,2 uM; sorafenib: 2,9 uM y oxaliplatino: 13,0 uM).

A continuacién, mediante ensayos de citotoxicidad se identifico el carvacrol, como un
metabolito capaz de potenciar el efecto del sorafenib sobre las células HepG2, y por ultimo por
medio de ensayos de respiracion celular, se demostré que esta mezcla disminuy6
significativamente la respiracion celular a un 32% en el estado desacoplado, lo cual demuestra que
el carvacrol potencializa el efecto del sorafenib probablemente al inhibir la cadena de transporte
de electrones mitocondrial.

Para facilitar la presentacion de los resultados obtenidos, se expone el conocimiento
necesario acerca de la epigenética del cancer y el metabolismo de las células cancerigenas, la
contribucion de la mitocondria en la dinamica del cancer, las caracteristicas del cancer de higado,
tratamientos y un nuevo enfoque para el tratamiento del cancer de higado, usando metabolitos de
plantas como inhibidores de la bioenergética mitocondrial y el docking molecular en el

descubrimiento de farmacos. Ademas, la metodologia, los resultados, el analisis y las conclusiones
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obtenidas en cada uno de los estudios anteriormente mencionados se exponen en dos capitulos,

uno para los ensayos in silico y otro para los resultados de los ensayos in vitro.

1. Marco de referencia y antecedentes

En primer lugar, es necesario conocer los avances en las investigaciones cientificas
actuales, sobre la epigenética del cancer, la forma en que se desarrolla y las caracteristicas de las

células cancerigenas que las diferencian a las demas.

1.1. Epigenética del cancer y metabolismo de las células cancerigenas.

El cancer es una enfermedad que puede desarrollarse en cualquier tipo de 6rgano cuando
se presenta una acumulacion de alteraciones que incluyen cambios genéticos, citogénicos, y
epigenéticos en las células y el ambiente extracelular (Sandoval & Esteller, 2012). Se ha
comprobado que las células cancerigenas cooperan entre si para su supervivencia y replicacion,
causando cambios e influenciando las células vecinas, ademas, que sus mutaciones les dan la
capacidad de permitir la inmortalidad replicativa, inducir la angiogénesis, activar la metastasis,
mantener activas las sefiales proliferativas y evadir los supresores del crecimiento y los diferentes
procesos que normalmente inducirian muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2011).

Se ha identificado como una mas de las sefiales del cancer la reprogramacion del
metabolismo energético mediante mutaciones en el ADN mitocondrial, ya que para evadir
condiciones como falta de nutrientes o hipoxia y cumplir con las cualidades anteriormente
mencionadas, las células cancerigenas necesitan aumentar y adaptar sus procesos metabdlicos, por
lo tanto, su metabolismo celular se caracteriza por ser heterogéneo y muy activo (Dhanasekaran et

al., 2020; Grasso et al., 2020).
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Esta demostrado que la mitocondria tiene un rol importante en la supervivencia de células
cancerigenas, debido a que esta involucrada en el control de la muerte celular, la proliferacion y la
sefalizacion (Grasso 2020). Por lo tanto, es indispensable entender su contribucion en el desarrollo

y progresion del cancer.

1.2. Contribucion de la mitocondria y la fosforilacion oxidativa en la dinamica del

cancer.

Las mitocondrias son las centrales eléctricas de la célula, son reguladoras dindmicas de la
vida y organelos importantes para el tratamiento de enfermedades como el cancer (Dhanasekaran
et al., 2020). La mayoria de las células cancerigenas tienen la respiracion mitocondrial disminuida
con respecto a la actividad de la via de la glucolisis, incluso en presencia de oxigeno, esta es una
alteracion metabdlica llamada “efecto Wartburg”, que ocurre por el aumento en la produccion del
factor inducible de hipoxia (HIF-1), proteina encargada de modular la relacion entre la glucolisis
y la fosforilacién oxidativa, por lo tanto, las células cancerigenas obtienen su energia
principalmente por medio de la oxidacidn de la glucosa (Gogvadze et al., 2008).

Sin embargo, esta condicion permite que a través de dosis moderadas de compuestos
inhibidores de la fosforilacion oxidativa, se reduzca la produccion energética mitocondrial de las
células cancerigenas, por debajo de un nivel umbral critico para la supervivencia celular y se afecte
poco a las células normales, las cuales aun serian capaces de producir suficiente ATP (Gogvadze
et al., 2008). Estos compuestos pueden estar dirigidos a la inhibicion de los complejos 'y 111 de la
cadena de transporte de electrones, los cuales son la principal fuente de produccion de ROS (ROS,
del inglés “Reactive oxygen species”) en la mayoria de los tejidos, de esta manera, ademas de

afectar el metabolismo energético, es posible inducir muerte celular por dafios producidos sobre
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biomoléculas vitales como el ADN mitocondrial (mtADN) (Grasso et al., 2020; Hayes et al.,
2020).

Las células HepG2 (células de hepatocarcinoma) presentan una actividad disminuida en el
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial y sobreproduccion de ROS, por una mutacion
del gen codificante de la subunidad ND6 de este complejo (Gao et al., 2011). Ademas, se ha
encontrado que el namero de copias de mtADN y el contenido de proteinas respiratorias
mitocondriales se reducen significativamente en el CHC (P. H. Yin et al., 2004). Por lo tanto, una
manera de inducir la muerte en células de cancer de higado puede ser a través de la via
mitocondrial. Sin embargo, ademas de un conocimiento general sobre el cancer y el rol de la
mitocondria en su proliferacion y mantenimiento, también es necesario profundizar en el

conocimiento de los tratamientos actuales para el cancer de higado.

1.3. Cancer de higado, tratamiento actual y factores de riesgo.

El cancer de higado se desarrolla principalmente en un contexto de higado graso, cirrético
y fibroso debido al dafio continuo de los hepatocitos, los cuales a pesar de su capacidad reparadora,
son alterados por causas genéticas, ambientales, infecciosas y autoinmunes (Wyatt & Haugk,
2019).

Los principales factores predictores del desarrollo de este cancer son la infeccion por los
virus de hepatitis B y C, el consumo de alcohol, tener una edad avanzada y pertenecer al sexo
masculino (Balogh et al., 2016). Existen cuatro formas de cancer de higado, los cuales se pueden
distinguir por su apariencia histolégica y por su variacion genética, estos son, el colangio
carcinoma intrahepatico (iCCA), el hepatoblastoma, el carcinoma fibrolamelar, y el mas frecuente

el CHC, el cual representa el 90% de los casos de este tipo de cancer (Gingold et al., 2018).
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El CHC puede ser diagnosticado en cinco etapas diferentes, segun el estado clinico del
paciente, las cuales son muy precoz, precoz, intermedia, avanzada y terminal, desafortunadamente,
el diagnostico suele hacerse la mayoria de las veces en etapas avanzadas donde no se brindan
tratamientos curativos (Antonio Diaz et al., 2015).

El tratamiento para el CHC se suministra dependiendo de la etapa donde se encuentran los
pacientes. En las etapas muy precoz y precoz se realiza reseccion quirdrgica y trasplante hepatico,
respectivamente; en la intermedia y avanzada, se lleva a cabo quimioembolizacion transarterial
(TACE por sus siglas en ingles “Transcatheter Arterial Chemoembolization”) y la administracion
de terapias sistémicas, donde el sorafenib es implementado como uno de los farmacos de primera
linea, respectivamente; y en la terminal, solo se ofrecen medidas de soporte paliativas (Antonio
Diaz et al., 2015; Llovet et al., 2012).

TACE es el tratamiento inicial més utilizado para el cancer de higado intermedio, con
tumores que exceden los criterios para tratamientos curativos, se usa con el objetivo de inducir la
necrosis tumoral como terapia puente, hasta lograr la posibilidad de realizacion de trasplante
hepaético, esta técnica se basa en la oclusién selectiva de las arterias hepéticas que nutren el tumor
junto con la perfusion de agentes anticancerosos (Balogh et al., 2016; Muros-Ortega et al., 2011).
Entre estos agentes se encuentra la doxorrubicina, un compuesto que induce muerte celular al
intercalarse en el ADN, y el oxaliplatino, el cual produce autofagia en las células de CHC, sin
embargo, el uso clinico de estos farmacos es muy limitado debido a su toxicidad (Ding et al.,
2011).

Dado que el tratamiento administrado actualmente para el CHC, suele producir efectos
secundarios, generar resistencia y tener bajas tasas de supervivencia, se han propuesto diferentes

alternativas para potencializar sus efectos, una de ellas es la combinacion de los farmacos
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implementados en el tratamiento con metabolitos secundarios de plantas medicinales (Lin et al.,
2020a). Por lo tanto, vale la pena profundizar en los resultados que se han obtenido en la

investigacion para implementar esta alternativa.

1.4. Metabolitos secundarios como alternativa para el tratamiento del carcinoma

hepatocelular e inhibidores de la bioenergética mitocondrial.

Con el objetivo de mejorar el tratamiento contra el CHC, se ha evaluado la actividad
citotoxica de varios compuestos naturales sobre las células HepG2, entre esos, el carvacrol, la
quercetina, el timol y el acido galico.

El carvacrol se ha reportado como un compuesto con actividad antitumoral que inhibe el
crecimiento de las células HepG2, induciendo la apoptosis mediante la activacion de la via
mitocondrial, con un CCso de 400 uM a 24 horas; también se ha demostrado mediante ensayos in
vivo realizados en ratones, que la quercetina puede inhibir significativamente la proliferacion de
células HepG2 al inducir apoptosis a través de la regulacion de la ciclina D1, en concentraciones
superiores a 10 uM; ademas, se ha identificado que el timol induce apoptosis sobre las células
HepG2 mediante el aumento de la produccion de ROS, con un CCsp de 289,5 mg/L a 24 horas, al
igual que el acido galico, cuyo CCsp reportado a las 48 horas fue 550 uM (Elshafie et al., 2017;
Lima et al., 2016; Zhou et al., 2017)

Ademas de evaluar el efecto de diferentes metabolitos secundarios sobre las células
HepG2, también se ha identificado que la combinacién de ellos con farmacos como la
doxorrubicina ha potencializado el efecto citotoxico de este farmaco, un ejemplo de esto, fue
reportado por Zhong y colaboradores en el afio 2019, quienes a partir de ensayos de citotoxicidad

realizados sobre células HepG2 durante 48 horas, demostraron un efecto sinérgico al combinar el
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acido elagico en concentraciones entre 20 uM y 60 pM, con doxorrubicina en una concentracion
de 1,15uM (Lin et al., 2020a; Zhong et al., 2019).

En base a la capacidad anticancerigena y potencializadora que se ha reportado de los
metabolitos secundarios de plantas medicinales en la terapia contra el CHC, y al rol de la
mitocondria en la proliferacion y supervivencia de las células cancerigenas, en este trabajo de
grado se propone identificar metabolitos secundarios que tengan como diana terapéutica la
mitocondria, empleando docking molecular. Por tal motivo es indispensable conocer las ventajas
de utilizar esta herramienta en el descubrimiento de nuevas alternativas en la terapia contra el

cancer.

1.5. Docking molecular y descubrimiento de farmacos.

El docking molecular es una herramienta computacional que permite predecir el modo de
unién de millones de compuestos a una proteina en poco tiempo, a diferencia de si se realizaran
ensayos in vivo o in vitro con cada uno de estos compuestos (Fernanda Saldivar-Gonzélez, 2017).
Desde 1980 ha venido creciendo su uso para el descubriendo de farmacos, ya que permite
disminuir el costo y el tiempo invertido en este proceso (Stanzione et al., 2021).

En la terapia contra el cancer, se han descubierto gran variedad de farmacos utilizando esta
técnica, entre esos: el imatinib, un inhibidor de la tirosina quinasa implementado en el tratamiento
de la leucemia mieloide cronica; el erlotinib, un inhibidor de la quinasa del EGFR, utilizado en la
terapia contra el cancer de pancreas; y el sorafenib un inhibidor de la quinasa VEGFR, utilizado
en la terapia contra el cancer de higado y de tiroides (Prada-Gracia et al., 2016).

Ademas de implementar el docking molecular en el descubrimiento de nuevos farmacos,
se esta utilizando esta técnica para identificar compuestos de origen natural que se dirijan a dianas

terapéuticas especificas como lo es la mitocondria, y actien de forma sinérgica con los farmacos
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ya implementados en la terapia contra el cancer, un ejemplo de esto es el antraquinona Rhein
obtenida de la planta Polygonum multiflorum, a la cual por medio de docking molecular se le
identifico la capacidad de dirigirse a la mitocondria, producir citotoxicidad en células de cancer de
higado y potencializar el efecto de la doxorrubicina (Wu et al., 2019). Con base en esto, en este

trabajo de grado se plantearon los siguientes objetivos:
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Identificar metabolitos secundarios de plantas medicinales que potencialicen el efecto
anticanceroso de la doxorrubicina y el oxaliplatino en células de hepatocarcinoma humano,

teniendo como diana terapéutica la mitocondria.

2.2. Objetivos Especificos

e Identificar por medio de docking molecular metabolitos de plantas medicinales que
inhiban los complejos I y 111 de la cadena respiratoria mitocondrial.

e Evaluar la actividad citotoxica y el sinergismo entre los metabolitos previamente
identificados y la doxorrubicina o el oxaliplatino sobre la linea celular HepG2
(hepatocarcinoma).

e Determinar el efecto sobre la respiracion de las células HepG2, de la mezcla sinérgica

seleccionada por tener los mejores resultados de viabilidad celular.

La metodologia que se implemento en este trabajo de grado para cumplir con los objetivos
establecidos abarco una parte in silico y otra in vitro, por lo tanto, para facilitar su presentacion,
cada fase metodoldgica con sus respectivos resultados y discusion comprendera un capitulo de este
documento. De esta forma, en el primer capitulo, se expondré la parte in silico y en el segundo la

parte in vitro.
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CAPITULO 1. DETERMINACION IN SILICO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DE PLANTAS MEDICINALES INHIBIDORES DE LA CADENA RESPIRATORIA

MITOCONDRIAL

1. Metodologia fase in silico

El andlisis in silico se realizo siguiendo el diagrama metodologico de la figura 1. Primero
se cred una base de datos de metabolitos de plantas medicinales con actividad anticancerosa
reportada en la literatura, y se prepard sus estructuras quimicas para el docking, junto con las
estructuras cristalinas de las subunidades del complejo | (subunidad A) y 11 (subunidades J,H,P,U
y V). Seguido de esto, se selecciond el sitio de union del NADH en el complejo I, el sitio de
reduccién de quinona (Qi) y el sitio de oxidacién de quinol (Qo), en el complejo Ill, para
finalmente, llevar a cabo un docking molecular con dos diferentes grados de precisién, uno de
precision estandar (docking SP) y otro de extra precision (docking XP). Para la seleccion de los
posibles mejores inhibidores se tuvo en cuenta diferentes parametros, como, por ejemplo, el
docking score, la energia de afinidad, interacciones con aminoacidos relevantes, y las propiedades

ADME.



COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 22

Figura 1.
Esquema metodologico in silico para seleccionar metabolitos con posible interaccion con complejos de la

cadena respiratoria mitocondrial

S = Docking de Calculo
Base de datos de Det?;miggsldo:sde dzrﬁpzrnad%zn precision estandar I%?ZE:Z%:Z:)ET energia de Inhibidores
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metabolitos metabolitos
Preparacion ¢ J ‘ i
de metabolitos X « Energia de
« Reglas de * Docking score afinidad « Acido galico
Lipinski * Interacciones con « Propiedades « Carvacrol
Preparacion de la + Docking aminoacidos ADME « Timol
subunidad Ay las score "T‘Pma”‘es_ f—:‘n los
subunidades sitios de union
JHPUyVdel
complejo Iy I
respectivamente
Seleccion del sitio de
unién del NADH y los
sitios Qo ¥ Qi
1.1. Construccion de base de datos y preparacion de ligandos.

En primer lugar, se cred una base de datos con 187 metabolitos y sus estructuras quimicas
en formato sdf, junto con las estructuras de 3 compuestos y 2 farmacos de referencia, los cuales se
ilustran en la tabla 1. Posteriormente, estos compuestos fueron visualizados y preparados usando
la herramienta Ligprep (LigPrep, version 3.4, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015), para
generar la conformacion en tres dimensiones, con la menor energia, y que mantuviera la quiralidad
y estereoisomeria de cada molécula, se calcul6 su carga atomica parcial y se ajusto su estado de
protonacion a pH 7,2 £ 0,2 usando un campo de fuerza OPLS3e (Harder et al., 2016; Shelley et

al., 2007).
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Tabla 1.

Compuestos y farmacos de referencia seleccionados para los complejos 1 y 111

Complejo Compuestos de referencia Farmaco de referencia

I NADH Doxorrubicina
Resveratrol Sorafenib
1l Rapanona
1.2. Preparacion de proteinas.

La preparacion de las estructuras cristalinas de proteinas y los calculos del docking, fueron
realizados utilizando la interfaz Maestro del paquete de Schrédinger Drug Discovery suite for
molecular modeling (2020-4). Primero, las estructuras cristalinas del complejo | (ID: 5XTD,
resolucion 3,70 A (Guo et al., 2017)) y del complejo 111 (PDBID: 5XTE, resolucion 3,40 A (Guo
et al., 2017) fueron obtenidas de la Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org), luego, usando el
maodulo Protein Preparation wizard, se preparo la subunidad A del complejo I, debido a que es alli
donde ocurre la oxidacion del NADH, y las subunidades J, H, P, Uy V, del complejo Ill, que
contienen los sitios Qo y Qi, en los cuales ocurre la oxidacion del ubiquinol, en un ciclo llamado
ciclo Q, estas estructuras se presentan en la figura 2 (Gueguen et al., 2015; Pardo Andreu et al.,
2020). Ademas, usando Prime, se fijaron los estados protonados de los aminoéacidos, a un pH 7,2
+ 0,2, se agregaron hidrdgenos polares, &tomos y residuos faltantes, se optimizaron las estructuras
y se aplicd un campo de fuerza OPLS3e para minimizar su energia (Jacobson et al., 2004; Sastry

etal., 2013).


http://www.rcsb.org/

COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 24

Figura 2.

A: Estructura cristalina del complejo | de la especie homo sapiens tomada y adaptada de la PDB (5XTD),
B: Subunidad A, codificada por el gen NDUFV1, donde se encuentra el sitio de union del NADH, C:
Estructura del complejo 111 de la especie homo sapiens tomada y adaptada de la PDB (5XTE), D: Cadenas
J, H, P, Uy V, encerrado en rojo se encuentran los sitios de oxidacién de quinol (Qo) y en azul los sitios de

reduccion de quinona (Qj).
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1.3. Docking molecular.

A continuacidn, con la herramienta Receptor grid generation de Glide se configuraron las

coordenadas y dimensiones de las cajas de docking, es decir el espacio dentro del cual se



COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 25

posicionaron los metabolitos. En el caso del complejo |, se siguio el protocolo utilizado por N.
Guenguen y colaboradores en el afio 2015, donde se cred una caja de 20 A en cada arista y se
centrd en los residuos Phe 101, Glu 209 y Phe 229, los cuales fueron identificados como
importantes en este sitio de unidn, por sus interacciones con el NADH (Gueguen et al., 2015). Por
otro lado, fueron creadas dos cajas en el complejo 111, siguiendo el protocolo implementado por
G. Pardo Andreu y colaboradores en el afio 2020, una caja para el sitio Qo con coordenadas
x:236,7A, y:281,3A y 2:225,9A y otra para el Qi con coordenadas x:228,7 A, y:269,3A y z:239,9
A, las dos cajas con dimensiones de 30 A por arista (Pardo Andreu et al., 2020).

Luego, usando Glide se llevd a cabo el acoplamiento molecular con los dos diferentes
grados de precision, docking SP y docking XP considerando los ligandos como flexibles (Friesner
et al., 2004, 2006; Halgren et al., 2004) (Glide 6.7).

En primer lugar, se realiz6 el docking SP con los 187 metabolitos pertenecientes a la base
de datos creada, y los compuestos y farmacos de referencia, donde se obtuvo como resultado una
pose por ligando, ademas, se calcularon las propiedades de Adsorcidn, Distribucion, Metabolismo
y Excrecion (ADME, por sus siglas en ingles), de los metabolitos usando la herramienta Qikprop
(Qikprop, version 4.4, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015).

Posteriormente se realizd un proceso de cribado, en el que se seleccionaron 41 de los
metabolitos de la base de datos, teniendo como criterios de seleccion las reglas de Lipinski
obtenidas dentro de las propiedades ADME y el docking score.

Finalmente, con estos metabolitos se realizé el docking XP, el cual arrojo como resultado
minimo 5 poses por ligando, seguido de esto, se llevd a cabo una inspeccion visual de las
interacciones de las poses obtenidas de cada metabolito, con los residuos presentes en cada sitio

de unidén, en base a estos resultados y teniendo como criterios de seleccion el numero de
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interacciones con aminoacidos importantes y el docking score, se seleccionaron 15 metabolitos

para el calculo de su energia de afinidad con cada proteina.

1.4, Célculo de la energia de afinidad.

Después de realizar el docking XP y seleccionar 15 metabolitos de la base de datos, se
predijo la energia de afinidad de la pose con mayor docking score obtenida de cada metabolito con
los respectivos sitios de union, usando la herramienta Prime MM-GBSA de Schrédinger Drug
Discovery suite, esta herramienta calcula la energia de los ligandos libres, las proteinas y el
complejo proteina-ligando, ademas, calcula la energia de tension al colocar los ligandos en una
solucion generada por VSGB 2.0 suit y el campo de fuerza OPLS3e (Sherman et al., 2006).
Finalmente, se seleccionaron los mejores candidatos para llevar a cabo los posteriores andlisis de
citotoxicidad y sinergismo, teniendo en cuenta sus interacciones con los residuos presentes en los

sitios de union y su energia de afinidad, junto con el docking score obtenido en el docking XP.

1.5. Disefio de Figuras.

Las imagenes de docking fueron generadas usando Pymol 2.4.1 (Schrodinger L. PyMol,

The PyMOL Molecular Graphics System., n.d.) e Inkscape 1.0.

2. Resultados y discusion

2.1. Complejo I, Sitio de union del NADH.

Se cred una base de datos con 187 metabolitos, cuyos nombres y propiedades ADME se
presentan en el anexo A. Con esta base de datos, se llevé a cabo un proceso de seleccién de los

posibles mejores inhibidores del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial.
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En primer lugar, se realiz una discriminacion de todos los metabolitos de la base de datos
teniendo como pardmetros de seleccion las reglas de Lipinski y el docking score del docking SP,
con la cual se seleccionaron 41 metabolitos (anexo B). Seguido de esto, se realizé un docking XP
y fueron seleccionados 15 de estos metabolitos para calcular su energia de afinidad con el sitio de
union del NADH, teniendo como parametros de seleccion el docking score y sus interacciones con
metabolitos presentes en el sitio de unidn, las cuales fueron identificadas mediante una inspeccion

visual (Tabla 2).

Tabla 2.

Docking score, energia de afinidad y descriptores ADME de los posibles mejores inhibidores del complejo |

Compuesto DS EA[Kcal/mol] NI PM LogPO/A DH AH PSA ER Caco-2 MDCK

Timol -2.,40 -28,97 g 150,22 3,30 1 1 2023 1 3816 2104
Carvacrol -2,31 -18,84 g8 150,22 3,30 1 1 2023 1 3687 2027
Diadzeina -3,42 -43,21 7 254,24 0,11 2 6 4621 2 842
Acacetina -3,98 -36,03 12 284,27 0,09 2 6 4501 2 615
Genisteina -3,52 -43,93 7 270,24 0,05 2 5 58,73 3
Galangin -3,40 -33,76 12 270,24 0,58 1 4 5637 3
Baicaleina -3,82 -38,83 10 270,24 0,54 1 3 683 3
Niazirin -6,35 -34,56 13 279,29 0,05 3 9 1029 3
Acido galico  -457 17,12 g 170,12  -0,55 1 2 84338 4
Picrocrocina  -6,43 -41,14 12 330,38  -0,61 4 12 11645 4
Arbutina -5,58 -32,83 12 27225  -1,05 5 10 11961 3
Scutellarein -4,39 -43,77 8 286,24 -0,10 2 4 8723 4
Acido elagico -4,15 -57,48 7 302,20 -1,81 0 6 11152 4 12
Sinigrina -7,90 -42,86 12 359,37 -1,40 5 14 18598 13

Acido rosmarinico -5 09 -35,32 11 360,32 1,21 5 7 14452 7 1

NADH -6,61 -39,20 17 665,45 -3,02 8 25 327,96 16 0 0
Resveratrol -2,76 -34,50 12 228,25 0,30 3 2 5665 3
Doxorrubicina  -7,35 -56,00 17 54353  -0,39 5 14 214,88 11 2 0
Sorafenib -1,44 -69,34 20 464,83 2,27 4 6 4717 0 2316 4665

Nota: Se exponen los resultados obtenidos de DS: docking score del DE; EA: energia de afinidad, NI: nimero de
interacciones; las reglas de Lipinski, las cuales son: PM: peso molecular, Log P O/A: coeficiente de octanol-agua,
DH: nimero de donadores de puentes de hidrogeno y AH: nimero de aceptores de puentes de hidrogeno, ASP: area
de superficie polar, ER: nimero de enlaces rotatorios, sus rangos recomendado son 130 — 725, -2 — 6,5, 0 — 6, 2— 20,
7 -200y 0 - 15 respectivamente, los valores en rojo se encuentran fuera del rango recomendado; la permeabilidad de
los compuestos sobre las células intestinales caco-2 y sobre las células renales MDCK, donde los valores significan,
rojo (<25): poca permeabilidad, amarillo: permeabilidad intermedia y verde (>500): alta permeabilidad. Los
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compuestos subrayados en rojo fueron seleccionados como los posibles mejores inhibidores del complejo 1, los
subrayados en naranja son los farmacos de referencia y el subrayado en verde es el inhibidor de referencia.

Como se observa en la tabla 2, a pesar de que varios compuestos, entre esos, la sinigrina
(DS: -7,90y EA: -42,86 Kcal/mol), picrocrocina (DS: -6,43 y EA: -41,14 Kcal/mol), niazirin (DS:
-6,35y EA: -34,56 Kcal/mol), arbutina (DS: -5,58 y EA: -32,83 Kcal/mol) y el acido rosmarinico
(DS: -5,09 y EA: -35,32 Kcal/mol), presentaron un mejor DS y EA, fueron seleccionados como
los posibles mejores inhibidores del complejo I el timol, carvacrol y &cido gélico, cuyas estructuras
quimicas se presentan en la figura 3, con base en sus propiedades de adsorciéon (timol:
permeabilidad Caco-2: 3816 y permeabilidad MDCK: 2104; carvacrol: permeabilidad Caco-2:
3687 y permeabilidad MDCK: 2027; acido galico: permeabilidad Caco-2: 106 y permeabilidad

MDCK: 43) e interacciones con residuos importantes en el sitio de union del NADH (figura 4).

Figura 3.
Estructuras quimicas de los metabolitos seleccionados como posibles inhibidores de los complejos | de la

cadena respiratoria mitocondrial.
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Figura 4.

Poses de acoplamiento representativas de los metabolitos seleccionados como posibles inhibidores del
complejo | y compuestos inhibidores de referencia, obtenidas con el programa Pymol. A: carvacrol, B:
timol, C: &cido galico, D: NADH y E: resveratrol. Los residuos de la cadena A estan coloreados de
acuerdo con el tipo de atomo de los residuos de aminoacidos que interactdan (carbono de la proteina,
gris; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul; hidrogeno, blanco; azufre, naranja; hierro, marron). Las
interacciones proteina-ligando se representan mediante lineas discontinuas de la siguiente manera: las
interacciones de los puentes de hidrégeno estan coloreadas en amarillo y las interacciones n- estan

coloreadas en verde.
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El carvacrol y el timol son fenoles monoterpénicos isoméricos, los cuales se les puede

encontrar en muchas plantas aromaticas, principalmente en Thymus vulgaris, cominmente



COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 30

conocida como tomillo, y el acido galico es un &cido organico que se puede encontrar en
Phyllanthus A. (Bai et al., 2021; Escobar et al., 2020; Suntres et al., 2015)

Entre los metabolitos seleccionados, el carvacrol (DS: -2,31y EA: -18,84 Kcal/mol; Tabla
2) tuvo una alta permeabilidad sobre las células de adenocarcinoma colorrectal humano (Caco-2),
las cuales son un modelo de la barrera epitelial intestinal y sobre las células de rifién canino
(MDCK), gue se consideran un buen imitador de la barrera hematoencefalica, ademas, segun los
resultados de las propiedades ADME, este metabolito solo viola dos de las reglas de Lipinski, al
tener una cantidad de atomos aceptores de puentes de hidrogeno y de enlaces rotatorios mayor al
limite establecido. Las reglas de Lipinski sugieren que las moléculas cuyas propiedades violen
mas de dos de estas reglas, tendrian menos probabilidad de ser absorbidas por via oral (Walters,
2012).

Las propiedades que se tienen en cuenta en las reglas de Lipinski son las siguientes: el peso
molecular, ya que afecta el paso de los farmacos a través de las membranas celulares; el coeficiente
de particion octanol-agua el cual indica la solubilidad en lipidos, y se encuentra altamente
relacionado con la capacidad de absorcién intestinal de un compuesto; el nimero de atomos
donadores de puentes de hidrogenos y el numero de atomos aceptores de puentes de hidrogeno, ya
que se ha considerado como un factor importante que afecta la permeabilidad de los farmacos, el
area superficial polar (PSA por sus siglas en ingles “Polar Surface Area”) y el numero de enlaces
rotatorios (Zhu et al., 2018).

Se ha demostrado en estudios anteriores reportados en la literatura, que al administrar el
carvacrol de forma oral a ratas y conejos, este se distribuye en el estbmago, intestino y orina 'y en

pequefias cantidades en el higado, los pulmones y los musculos (Suntres et al., 2015).
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El carvacrol también fue seleccionado como un posible inhibidor del complejo | debido a
que segun los resultados del docking molecular, podria tener interacciones con residuos reportados
como importantes en el sitio de union del NADH por N. Guenguen y colaboradores en el afio 2015
(Phe 93, Phe 101, Phe 229 y Glu 209) (figura 4A), estas interaccion son las siguientes: una de
tipo puente de hidrogeno con Glu 209, interacciones hidrofébicas con Phe 93, Phe 229 y Phe 101
y una interaccion de tipo n-m con Phe 93, ademas de estas interacciones, también podria tener
interacciones hidrofobicas con Ala 91y Pro 230, y una interaccién n-cation con Lys 98 (Gueguen
etal., 2015).

Estos residuos, fueron identificados por N. Guenguen y colaboradores por medio de
docking molecular utilizando la estructura cristalina del complejo | de la especie Thermus
thermophilus (PDBID: 31AM), y estan nombrados en esta estructura de la siguiente manera: Phe
70, Phe 78, Phe 205 y Glu 185 (Gueguen et al., 2015). En este proyecto de investigacion, al hacer
el alineamiento entre la estructura 3IAM y 5XTD (empleada en este trabajo) del complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial humana, se encontrd que los residuos estan conservados en la
estructura 5XTD como Phe 93, Phe 101, Phe 229 y Glu 209 respectivamente (figura 5) (Gueguen

etal., 2015).
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Figura 5.

A: Residuos importantes en el sitio de unién del NADH en las estructuras proteicas del complejo | de la
cadena respiratoria mitocondrial, 31AM de la especie Thermus thermophilus (Rosa) y 5XTD de la especie
Homo sapiens (Gris); B: Alineamiento de la secuencia aminoacidica de las estructuras 31AM y 5XTD, los
aminoacidos dentro de los recuadros son los aminoécidos importantes en la unién del NADH.
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También cabe mencionar, que en ensayos realizados por Monzote y colaboradores en el
afio 2009 sobre particulas submitocondriales de corazén bovino, el carvacrol presento un efecto
inhibidor del complejo 1, lo cual quiere decir que segun los resultados de este proyecto de grado,
probablemente esta inhibicién se da por la interaccion del metabolito con el sitio de union del
NADH (Monzote et al., 2009).

Al igual gue el carvacrol, el timol (DS: -2,40 y EA: -28,97 Kcal/mol, Tabla 2 ) presentd
una alta permeabilidad sobre las células Caco-2 y MDCK, dos violaciones a las reglas de Lipinski
al exceder el nimero de atomos aceptores de puentes de hidrogeno y enlaces rotatorios. Ademas,
segun la literatura, al administrarlo a conejos es bien adsorbido por su pared intestinal (Placha et

al., 2022).
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Por otro lado, a partir de los resultados observados en la figura 4B, el timol podria
interactuar con todos los residuos identificados como importantes en el sitio de union del NADH,
de la misma manera que el carvacrol (puente de hidrégeno con el aminoacido Glu 209,
interacciones hidrofébicas con Phe 93, Phe 229 y Phe 101 y una interaccion de tipo m-n con Phe
93), y presentar interacciones hidrofébicas con Ala 231, Pro 230 y Ala 91.

En el caso del acido gélico, este no presentd ninguna violacion a las reglas de Lipinski,
pero tuvo una permeabilidad intermedia sobre las células Caco-2 y MDCK , sin embargo, se
obtuvo un docking score y una energia de afinidad para este metabolito igual a -4,57 y -17,12
Kcal/mol, respectivamente. Por otro lado, en ensayos previamente realizados sobre ratas, Bai y
colaboradores demostraron que el acido galico se distribuye de forma rapida en todos los tejidos,
con una mayor concentracion en rifiones, corazon, higado, el bazo y los pulmones (Bai et al.,
2021).

Los resultados de docking molecular mostrados en la figura 4C, sugieren que el acido
galico podria interactuar por medio de una interaccion hidrofébica con el residuo Glu 209
identificado como importante, y con los residuos lle 424, Cys 425, y Ala 426 e interactuar por
medio de puentes de hidrogeno con Lys 226, lle 424 y Glu 208 (Gueguen et al., 2015).

Cabe resaltar que, aunque ninguno de los metabolitos seleccionados tuvo un docking score
y una energia de afinidad mayor que la obtenida para el NADH (-6,61 y -39,20 Kcal/mol; Tabla
2), estos si presentaron interacciones con los residuos Phe 93, Phe 101, Phe 229 y Glu 209, los
cuales como ya se menciond, fueron identificados como importantes en el sitio de unién de esta
molécula, es importante mencionar que, en los resultados obtenidos en este trabajo de grado en la

figura 4D, también se predijo que el NADH podria interactuar con estos residuos mediante las
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siguientes interacciones: de tipo m-m con los residuos Phe 101 y Phe 229 e interacciones
hidrofébicas con Phe 101, Phe 229 y Phe 93.

Ademas, segun el docking molecular, el NADH también podria tener interacciones
hidrofébicas con Leu 97, Pro 230, Ala 231, Ala 91, Ala 426 y Cys 425 y puentes de hidrogeno con
Glu 208 y Cys 425, siendo el NADH la molécula que tiene mayor nimero de interacciones
(Gueguen et al., 2015).

Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos en este trabajo de grado, con los
obtenidos por N. Guenguen y colaboradores, se llevo a cabo un docking molecular utilizando el
resveratrol, cuya molécula identificaron como inhibidora del complejo I, mediante docking
molecular y ensayos sobre mitocondrias aisladas de cerebro de raton (Gueguen et al., 2015).

En los resultados de este trabajo de grado presentados en la figura 4E, se obtuvo que el
resveratrol (DS: -2,76, EA: -34,5 Kcal/mol; Tabla 2) podria presentar interacciones hidrofobicas
con los residuos Phe 93, Phe 229 y Phe 101, un puente de hidrogeno con el residuo Glu 209 e
interacciones n-t con Phe 229 y Phe 93, tal como fue identificado N. Guenguen y colaboradores
(Gueguen et al., 2015).

También se llevdo a cabo un docking molecular con los farmacos de referencia
doxorrubicina (DS: -7,35 y EA: -56 Kcal/mol) y sorafenib (DS: -1,44 y EA: -69,3 Kcal/mol; Tabla
2) como ligandos, para identificar si estas compuestos pudieran interactuar también con esta diana
farmacologica. Cabe resaltar que, entre los resultados obtenidos, estos farmacos tuvieron una
energia de afinidad con el sitio de unién del NADH mayor que la de los metabolitos seleccionados
carvacrol, timol y &cido galico.

Sobre estos farmacos, se ha reportado que el sorafenib ademas de ser un inhibidor de

quinasas, puede inducir la apoptosis de las células HepG2 a través de un mecanismo de estrés
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oxidativo, provocado por la produccion de ROS principalmente en las mitocondrias, y que la
doxorrubicina ademas de intercalarse en el ADN, causa un aumento de ROS mitocondrial en
cardiomiocitos (Chiou et al., 2009; Gorini et al., 2018). Cabe notar que hasta el momento no se ha
reportado un efecto inhibitorio directo de estos farmacos sobre el complejo I, por lo tanto, teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo de grado, posiblemente estos farmacos podrian
causar este efecto al inhibir el sitio de union del NADH en este complejo.

Las propiedades ADME, los valores de docking score, energia de afinidad e interacciones
con residuos en el sitio de union del NADH obtenidas en este trabajo de grado, y la informacion
reportada en la literatura sobre la biodisponibilidad del carvacrol, el timol y el &cido gélico, los
vuelven moléculas atractivas para su implementacion en aplicaciones clinicas como el tratamiento
contra el cancer, ya que podrian ser absorbidos de forma eficiente por el ser humano, dirigirse a la

mitocondria y causar la muerte celular de células cancerigenas (Tomar et al., 2018).

2.2. Complejo 111, Sitios Qo Yy Qi.

Igual como se realizo el cribado virtual de la base de datos creada para determinar los
posibles mejores inhibidores del complejo 1, se llevo a cabo este mismo proceso para el complejo
I11 para cada sitio de unidn seleccionado (Qo y Qi).

Luego de llevar a cabo el docking molecular con los dos grados de precision (anexo B),
fueron seleccionados 15 metabolitos (tabla 3y 4) segun los resultados obtenidos de docking score,
reglas de Lipinski y numero de interacciones con residuos presentes en cada sitio de unién, para

seguido de esto determinar su energia de afinidad.
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Tabla 3.

36

Docking score, energia de afinidad y descriptores ADME de los posibles mejores inhibidores del sitio Q, del

complejo 111
Compuesto DS EA[Kcal/mol] NI PM LS?AP DH AH ASP ER Cazco' MDCK
Timol 341  -4359 12 15022 3,30 1 1 2023 1 3816 2104
Carvacrol 403 -16,29 16 15022 330 1 1 2023 1 3687 2027
Diadzeina 478  -26,55 20 25424 011 2 6 4621 2 842
Crisina 514  -44.84 17 25424 024 1 4 7067 1 615
Hidroxitirosol ~ -623  -26,66 15 15416 128 3 3 6069 2 533
Genisteina 5,40  -27,02 19 27024 005 2 5 5873 3
Camptotecina -4,80 -47,76 23 348,36 1,74 1 8 9798 2
protﬁt‘gguiico -3,34 -2,97 14 15412 045 1 2 77,76 1
Baicaleina 654  -40,75 17 27024 054 1 3 6835 3
Piceatannol 478  -33,94 15 24425 -028 4 3 8092 2
Brasilin 6,02  -26,58 19 28628 130 4 4 9624 4
Arbutina 6,04  -2814 19 272,25 -105 5 10 11961 3
Scutellarein 415  -2533 20 28624 -010 2 4 8723 4
Acido elagico  -9,35 -55,7 17 302,20 -1,81 0 6 11152 4 12
Sinigrina 653  -36,44 19 359,37 -140 5 14 18598 13 5 2
Rapanona -0,82 37,1 21 32244 439 0 2 5839 2 518
Doxorrubicina -6,54 -81,56 19 543,53 -0,39 5 14 21488 11 2 0
Sorafenib 1,07 -61,97 22 46483 227 4 6 4717 O 2316 4665

Nota: Se exponen los resultados obtenidos de DS: docking score del DE; EA: energia de afinidad, NI: namero de
interacciones; las reglas de Lipinski, las cuales son: PM: peso molecular, Log P O/A: coeficiente de octanol-agua,
DH: nimero de donadores de puentes de hidrogeno y AH: nimero de aceptores de puentes de hidrogeno, ASP: area
de superficie polar, ER: nimero de enlaces rotatorios, sus rangos recomendado son 130 — 725, -2 — 6,5, 0 — 6, 2— 20,
7—200y 0 - 15 respectivamente, los valores en rojo se encuentran fuera del rango recomendado; la permeabilidad de
los compuestos sobre las células intestinales caco-2 y sobre las células renales MDCK, donde los valores significan,
rojo(<25): poca permeabilidad, amarillo: permeabilidad intermedia y verde(>500): alta permeabilidad. Los
compuestos subrayados en rojo fueron seleccionados como los posibles mejores inhibidores del sitio Q, del complejo
I11, los subrayados en naranja son los farmacos de referencia y el subrayado en verde es el inhibidor de referencia.
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Tabla 4.

Docking score, energia de afinidad y descriptores ADME de los posibles mejores inhibidores del sitio Qi del

complejo 111
Log P Caco-
Compuesto DS EA [Kcal/mol] NI PM OIA DH AH ASP ER 5 MDCK
Harmina -4,03 -47,23 12 212,25 1,60 2 3 3791 1 5309 3006
Acetato de carvacrilo 0,01 -30,11 17 192,26 2,84 0 3 2630 3 4238 2356
Timol -5,01 -28,73 8 150,22 3,30 1 1 2023 1 3816 2104
Carvacrol -5,22 -34,07 7 150,22 3,30 1 1 2023 1 3687 2027
Indol-3-carbinol -6,88 -29,28 15 147,18 0,96 2 2 36,02 1 2557 1368
Formonetol -6,49 -31,47 13 268,27 0,49 2 6 59,67 2 2463 1311
Biocanina A -5,82 -42,47 16 284,27 0,45 2 6 7990 2 1370 695
Diadzeina -6,69 -38,54 15 254,24 0,11 2 6 4621 2 842
Genisteina -7,59 -30,63 12 270,24 0,05 2 5 5873 3
Aloe-emodina -7,62 -33,95 14 270,24 0,14 2 6 9483 1
Acido 4,17 4,78 10 15412 -045 1 2 7776 1
protocatequiico
Apigenina -6,81 -35,07 13 270,24 0,10 1 4 909 1
Niazirin -8,42 -41,56 15 279,29 0,05 3 9 10294 3
Kaempefrol -7,96 -39,14 13 286,24 0,41 1 4 111,13 1
Acido galico 1,62 11,02 8 170,12 -0,55 1 2 8438 4

Nota: Se exponen los resultados obtenidos de DS: docking score del DE; EA: energia de afinidad, NI: nimero de
interacciones; las reglas de Lipinski, las cuales son: PM: peso molecular, Log P O/A: coeficiente de octanol-agua,
DH: nimero de donadores de puentes de hidrogeno y AH: nimero de aceptores de puentes de hidrogeno, ASP: area
de superficie polar, ER: nimero de enlaces rotatorios, sus rangos recomendado son 130 — 725, -2 — 6,5, 0 — 6, 2— 20,
7-200y 0 - 15 respectivamente, los valores en rojo se encuentran fuera del rango recomendado; la permeabilidad de
los compuestos sobre las células intestinales caco-2 y sobre las células renales MDCK, donde los valores significan,
r0jo(<25): poca permeabilidad, amarillo: permeabilidad intermedia y verde(>500): alta permeabilidad. Los
compuestos subrayados en rojo fueron seleccionados como los posibles mejores inhibidores del sitio Qi del complejo
i
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A pesar de que, entre estos metabolitos, el acido elagico (DS: -9,35y EA: -55,7 Kcal/mol),
la baicaleina (DS:-6,54 y EA: -40,7 Kcal/mol) y la sinigrina (DS: -6,53 y EA: -36,4 Kcal/mol)
fueron los que presentaron los mejores docking score o energia de afinidad, fueron seleccionados
el carvacrol y el timol como los posibles mejores inhibidores del sitio Qo del complejo 111, ya que
fueron los que obtuvieron la mejor absorcion (tabla 3).

Asimismo, a pesar de que algunos metabolitos como por ejemplo el niazirin (DS: -8,42 y
EA: -41,6 Kcal/mol), el kaempefrol (DS: -7,96 y EA: -39,1 Kcal/mol) y la aloe-emodina (DS: -
7,62y EA: -33,9 Kcal/mol) obtuvieron mejores valores de docking score y energia de afinidad con
el sitio Qi, también fueron seleccionados el carvacrol y el timol como los posibles mejores
inhibidores de este sitio, debido a que aparte de la harmina (DS: -4,03 y EA: -47,2 Kcal/mol) y el
acetato de carvacrilo (DS: 0,01y EA: -30,11 Kcal/mol), cuyos valores de docking fueron menores,
obtuvieron la mejor absorcion (tabla 4).

Ademas, estos metabolitos (carvacrol y timol) también fueron seleccionados como los
posibles mejores inhibidores de los sitio Qo y Qi del complejo 111, debido a las interacciones que

segun el docking podrian tener con residuos presentes en estos sitios de unién (figura 6).
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Figura 6.

Poses de acoplamiento representativas de los metabolitos seleccionados como posibles inhibidores del
complejo 111y la rapanona, obtenidos con el programa Pymol. A: carvacrol sitio Q,, B: carvacrol sitio Qi,
C: timol sitio Q,, D: timol sitio Q; y E: rapanona sitio Q.. En la imagen los residuos de las cadenas estan
coloreados de acuerdo con el tipo de atomo de los residuos de aminoacidos que interacttian (carbono de la
cadena J, cian palido; carbono de la cadena H, verde palido; oxigeno, rojo; nitrégeno, azul; hidrégeno,
blanco; azufre, naranja; hierro, marron). Las interacciones proteina-ligando se representan mediante lineas

discontinuas de la siguiente manera: las interacciones de los puentes de hidrégeno estan coloreadas en

amarillo.
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Entre estos metabolitos, segun las propiedades ADME el carvacrol (Sitio Qo, DS: -4,03 y

EA: -16,29 Kcal/mol ;sitio Qj, DS: -5,22 y EA: -34,07 Kcal/mol ) podria tener una buena absorcion
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por via oral y ser capaz de penetrar hasta la mitocondria, ademas que segun los resultados de
docking molecular podria interactuar de la siguiente manera con residuos presentes en los sitios
Qo y Qi del complejo IlI: sitio Qo (figura 6A), puentes de hidrogeno con los residuo Asp 252 y
Asp 255 e interacciones hidrofobicas con: Tyr 256, Pro 253, Met 138, Tyr 131, Leu 250, Trp 272,
Tyr 273, Ala 87 y Ala 84; sitio Qi (figura 6B), un puente de hidrogeno con Thr 336 e interacciones
hidrofébicas con Leu 333, Leu 332, Ala 329, Phe 276, Tyr 273 y Phe 95.

Por otro lado, el timol (Sitio Qo,, DS: -3,41 y EA: -43,59 Kcal/mol ;sitio Qj, DS: -5,01 y
EA: -28,73 Kcal/mol ) también podria ser capaz de penetrar hasta la mitocondria e interactuar con
los sitios Qo y Qi del complejo Il de la siguiente manera: sitio Qo (figura 6C): puentes de
hidrogeno con Asn 255 y Asp 252 e interacciones hidrofobicas con Tyr 256, Tyr 131, Tyr 273y
Ala 84; sitio Qj (figura 6D): un puente de hidrogeno con Thr 336 e interacciones hidrofobicas con
Leu 333, Leu 332, Ala 329, Phe 276, Tyr 273, Phe 95, Trp 272.

En el caso del complejo 111, se seleccion6 la Rapanona (Sitio Qo, DS: -0,82 y EA: -37,10)
como inhibidor de referencia de los sitios Qo y Qi, ya que fue identificada por G. Pardo Andreu y
colaboradores por ensayos sobre mitocondrias aisladas de higado de rata y mediante docking
molecular, utilizando la estructura cristalina 5XTE obtenida de la PDB de la especie Homo
Sapiens, la cual se utiliz6 también en el docking llevado a cabo en este trabajo de grado (Pardo
Andreu et al., 2020).

Segun los resultados la rapanona podria inhibir el complejo 111, uniéndose principalmente
al sitio Qo, probablemente al presentar las siguientes interacciones con residuos presentes en la
cadena J de este complejo (figura 6E): puentes de hidrogeno con: Ser 88, Asp 252, Ala 84, Leu
250 y el grupo Hem By e interacciones hidrofobicas con: Ala 84, Tyr 273, Trp 272, Leu 250, Gly

251, Tyr 131, Tyr 256, Phe 63, Pro 134, lle 66, Gly 136, Ala 67 y Tyr 199.



COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 41

Entre los resultados obtenidos en este trabajo de grado para el sitio Qo, tanto el carvacrol
como el timol obtuvieron un docking score mayor que el de la rapanona, y el timol una energia de
afinidad mayor, ademas al comparar los resultados obtenidos, estos metabolitos interactuaron al
igual que la rapanona con los siguientes residuos: Asp 252, Tyr 256, Tyr 131, Leu 250, Trp 272,
Tyr 272, Ala 84, Asp 252, Glu 271, Arg 80, Ser 88 y Asn 255.

A diferencia de los resultados obtenidos por G. Pardo Andreu y colaboradores, los
resultados de este trabajo de grado sugieren que la rapanona tiene poca afinidad con el sitio Qi, por
tal motivo, no se obtuvo una pose de acoplamiento representativa para este sitio. Cabe resaltar que,
aunque los metabolitos seleccionados como inhibidores de este complejo si presentaron afinidad
con el sitio Qo y Qi, fue menor el nimero de interacciones con el sitio Qi en comparacion con el
sirio Qo, lo cual quiere decir que al igual que la rapanona tuvieron menor afinidad con los residuos
presentes en este sitio de union.

También se llevo a cabo el docking molecular con los farmacos de referencia doxorrubicina
(Sitio Qo, DS: -6,54 y EA: -81,56) y sorafenib (Sitio Qo, DS: 1,07 y EA: -61,97), donde solo se
obtuvo resultados para el sitio Q.. Cabe resaltar que el farmaco de referencia doxorrubicina, obtuvo
una energia de afinidad y docking score con el sitio Qo mayor que la de los metabolitos
seleccionados y la rapanona, ademas que el sorafenib fue el segundo compuesto con mejor energia
de afinidad, a pesar de que obtuvo un docking score positivo, el cual fue 1,07 (tabla 3), esto es
debido a que en el caso de la energia de afinidad, esta se calcula teniendo en cuenta la contribucion
energética del ligando, la proteina y el complejo proteina ligando, en cambio, el docking score es
solo una aproximacion de la energia de enlace proteina-ligando. Por lo tanto, segun estos
resultados, probablemente estos farmacos también podrian interactuar con el complejo 111 de la

cadena respiratoria.
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3. Conclusioén

A partir de los resultados anteriormente mencionados de docking molecular, es posible que
el carvacrol, el timol y el acido galico, puedan dirigirse a la mitocondria e inhibir la cadena de
transporte de electrones mitocondrial. Por tal motivo, se seleccionaron estos compuestos, para

realizar ensayos de citotoxicidad sobre las células HepG2.
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CAPITULO 2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA'Y

SINERGISMO

A partir de los resultados obtenidos en la fase in silico, se seleccionaron los metabolitos
carvacrol, timol, y 4cido galico como posibles inhibidores de la cadena respiratoria mitocondria,

los cuales fueron evaluados en la fase in vitro, mediante la siguiente metodologia.

1. Metodologia fase in vitro

Esta fase se desarroll6 siguiendo el diagrama metodoldgico descrito en la figura 7. En
primer lugar, se prosiguio a determinar el CCso, a 48 horas de tratamiento sobre células HepG2, de
los metabolitos seleccionados carvacrol, timol y &cido galico y los farmacos, doxorrubicina,
oxaliplatino y sorafenib. Posteriormente, se evaluo el posible sinergismo entre estos compuestos
al exponer las células HepG2 a diferentes mezclas entre ellos, y por Gltimo de determiné el efecto

de la mejor mezcla obtenida sobre la respiracion de esta linea celular.

Figura 7.

Diagrama metodolégico de la fase in vitro
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1.1.Cultivo celular.

Las células HepG2 se cultivaron en botellas de plastico con medio EMEM (pH 7,3)
suplementado con gentamicina 100 pg/mL y 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado, los
cultivos se mantuvieron a 37°C y atmosfera de 5% de CO, ademas los subcultivos se realizaron

usando una solucion de tripsina-EDTA (pH 7,3).

1.2.Evaluacién de citotoxicidad.

La viabilidad celular en HepG2 se evalu6 por el método colorimétrico MTT (sal de
bromuro de 3-(4,5 dimetil-tiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio) descrito por Mossmann (Mossmann,
1983). Las células se sembraron en placas de 96 pozos (1,2*10* células/pozo) y se incubaron a
37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad durante 24 horas para total adherencia. Posteriormente se
adicionaron diferentes concentraciones de cada farmaco de referencia y metabolito seleccionado
como posible inhibidor de la cadena respiratoria mitocondrial.

Después de 12, 24 y 48 horas de exposicion a los compuestos, se descart6 el sobrenadante
de los pozos, se agregd 50 uL de MTT (0,5 mg/mL en solucién salina de Hanks, HBSS) y se
incubaron las placas durante 3 horas. Luego se retird la solucion de MTT y se agregd 100 pL de
DMSO a cada pozo para solubilizar los cristales formados por la células viables y metabdlicamente
activas, las cuales redujeron la sal de tetrazolio (amarilla) formando cristales de formazan (violeta)
solubles en DMSO, que se cuantificaron a 570 nm en un lector de microplacas MultiSkan Go-
Thermo.

Los resultados de viabilidad celular se expresaron como un porcentaje de viabilidad

respecto al control, ademas, con estos resultados se calculo el CCsg (concentracion a la cual se
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disminuye la viabilidad a un 50%) de cada metabolito o farmaco, a los diferentes tiempos de

exposicion. (Moo-Puc 2009).

1.3.Determinacién de sinergismo entre metabolitos y farmacos de referencia para el

tratamiento del CHC.

Luego de conocer el CCso a las 48 horas de tratamiento con cada uno de los compuestos,
se determind el efecto sobre la viabilidad de las células HepG2 al exponer las células a
combinaciones entre metabolitos (carvacrol y acido galico) farmacos (doxorrubicina y sorafenib),
siguiendo el esquema metodolégico de T. Chou (Chou, 2007).

Estas combinaciones se evaluaron en tres concentraciones distintas de los compuestos,
manteniendo una relacion de concentracion equivalente entre ellos, las cuales fueron 0,25CCso,
0,5CCspy CCsp, para combinaciones binarias; 0,17CCsp, 0,33CCsoy 0,67CCso, para combinaciones
terciarias; y 0,13CCsp, 0,25CCsoy 0,5CCsg, para combinaciones cuaternarias.

Finalmente, utilizando estos resultados y la herramienta CompuSyn, se determiné el indice
de combinacion (IC) y el indice de reduccion de la dosis (DRI por sus siglas en ingles “dose-
reduction index™) de cada concentracion de cada mezcla. El IC indica el tipo de interaccion que
puede haber entre los constituyentes de una mezcla, cuando es menor que 1, igual a 1 o mayor que
1, nos indica, sinergismo, efecto aditivo o antagonismo, respectivamente. Por su parte, el DRI es
una medida de cuantas veces se puede reducir la dosis de cada droga en una mezcla, para obtener

un efecto comparado al obtenido para cada droga por separado (Chou, 2007).
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1.4.Efecto de la mejor mezcla seleccionada sobre la respiracion de las células

HepG2.

Con el fin de evaluar el efecto en el transporte de electrones a través de la cadena
respiratoria mitocondrial, de la mezcla sinérgica seleccionada por tener los mejores resultados
sobre la viabilidad de las células HepG2, se realizaron ensayos de determinacion de respiracion
celular.

Para esto, las células fueron expuestas a una concentracion igual al 0,25CCso de la mezcla
entre carvacrol y sorafenib (carvacrol: 86 UM y sorafenib: 0,725 uM) por un periodo de 24 horas.
Después, las células fueron aisladas con 1 mL de tripsina, y resuspendidas en medio de cultivo
EMEM. El consumo de oxigeno fue determinado mediante un equipo Oxygraph-2k (OROBOROS
INSTRUMENTS, Innsbruck, Austria) dotado con dos camaras de oxigeno a 37°C bajo agitacion
constante, y se determing el efecto de la mezcla en tres estados denominados: basal, respiracion
en ausencia de inhibidores y/o desacopladores; leak, respiracion en presencia de oligomicina (2,5
mg/mL); y desacoplado, el consumo de oxigeno en presencia del desacoplador FCCP (4 uM).

También se determind el flujo de oxigeno de la respiracién no mitocondrial, que se obtuvo
con la adicion de rotenona (1 uM) y antimicina (5,5 pg/mL) (Meira, Heinrich, Maria, Correia, &
Martinez, 2017). Los resultados son expresados como la media del porcentaje del flujo de oxigeno

por ntimero de células (pmol/ (seg * 1x10° células)) + DS.

1.5.Andlisis estadistico.

Para todos los experimentos se realizaron al menos tres ensayos independientes, por
triplicado cada uno y se representaron por la media * su desviacién estandar (DE). Los datos fueron

analizados estadisticamente usando el software GraphPad Prism 8 mediante un analisis de varianza
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(ANOVA) en una via, luego se aplico la prueba de Tukey para la comparacion de las medidas. Los
resultados con un valor p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos respecto al
control. Las gréaficas fueron generadas usando GraphPad version 8 para Windows (San Diego,

California USA, www.graphpad.com).

2. Consideraciones éticas

2.1.Disposicion adecuada de los residuos o desechos quimicos.

Teniendo en cuenta el principio de no maleficencia y con el objetivo de evitar cualquier
impacto sobre el medio ambiente y los investigadores de este proyecto, los residuos biol6gicos y/o
quimicos que se generaron en el desarrollo de este trabajo de grado, fueron manipulados de acuerdo
con el manual de gestién 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) de la universidad
industrial de Santander, rgano institucional que se encarga de velar por la aplicacion de estrategias
preventivas en cumplimiento con las normas legales para el manejo adecuado de los residuos
peligrosos.

Los farmacos, metabolitos, reactivos, solventes y colorantes que se usaron en esta
investigacion se clasificaron como residuos quimicos peligrosos debido a que pueden ser
citotoxicos y causar dafio a la salud humana y/o el medio ambiente. Asimismo, se consideraron
peligrosos los envases, empaques o embalajes que estuvieron en contacto con ellos. Por tal razén,
teniendo en cuenta el codigo de colores para el almacenamiento de sustancias, los residuos se
dispusieron en bolsas de color rojo, se etiquetaron con el rotulo “riesgo quimico” y se entregaron

en la ruta de recoleccion y almacenamiento de residuos peligrosos organizada por el PGIR en el


http://www.graphpad.com/
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parque tecnoldgico Guatiguara, diligenciando el formato FGA.06 para su disposicion final a la
empresa contratada para su neutralizacion e incineracion. Por su parte, los residuos biosanitarios
(p. €j. Botellas de cultivo, microplacas).) estuvieron clasificados como residuos infecciosos o de
riesgo bioldgico de acuerdo con el Manuel de gestion integral de residuos, por esta razon fueron
dispuestos en bolsa de color rojo con el rotulo “riesgo biologico”.

Por otro lado, se implementaron insumos tales como guantes de latex y gafas de seguridad,
con el objetivo de prevenir cualquier contacto con los compuestos que se utilizaron en este
proyecto de investigacion, ademas de los implementos necesarios obligatorios para trabajar en el

laboratorio, entre esos zapatos cerrados y bata de laboratorio.

2.2.Ensayos con células.

De acuerdo con los principios establecidos en las normas de Buenas Practicas Clinicas
(BPC) (INVIMA, 2009), este trabajo de grado corresponde a un estudio no clinico y siguio
orientaciones del numeral 7.3.5 de las normas BPC, ademas, segun la resolucién 008430 de
octubre 4 de 1993 del ministerio de salud de la republica de Colombia, se considera sin riesgo de
acuerdo con el articulo 11 de esta ultima resolucién (INVIMA, 1993).

Adicionalmente, mediante ensayos dosis respuesta en células cultivadas in vitro, y
siguiendo con los objetivos propuestos, en este plan de trabajo de grado se logré identificar
metabolitos secundarios de plantas medicinales que potencializaron el efecto anticanceroso de
farmacos utilizados en el cancer de higado, para de esta manera, impactar de forma favorable en
el tratamiento contra este cancer. Estas células fueron donadas por la fundacion cardiovascular de
Colombia a la profesora de la escuela de quimica, Stelia Carolina Mendez Sanchez, cabe aclarar
que la FCV las obtuvo de forma comercial de la ATCC (del inglés American Type Culture

Collection).
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3. Resultados y discusion

3.1.Determinacion de CCsyo.

Luego de seleccionar el carvacrol, timol y &cido galico como posibles inhibidores de la
cadena respiratoria mitocondrial, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad sobre células HepG2,
las cuales fueron expuestas durante 48 horas de tratamiento a diferentes concentraciones entre 100
y 400 uM de estos metabolitos, y a concentraciones entre 0,25 y 13 uM de los farmacos de
referencia doxorrubicina, sorafenib y oxaliplatino, teniendo en cuenta concentraciones de
citotoxicidad reportadas en la literatura de estos compuestos sobre células HepG2 (Di Sotto et al.,
2020; Elshafie et al., 2017; Liao et al., 2018; Lima et al., 2016; Mansour et al., 2021). Como
resultados, se obtuvo que la viabilidad de las células disminuy6 de forma significativa en forma
dosis dependiente, al ser expuestas al carvacrol, el acido galico y los farmacos de referencia

doxorrubicina y sorafenib, tal como se muestra en la (figura 8).
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Figura 8.
Porcentaje de viabilidad sobre células HepG2 luego de 48 horas Vs. Concentracion de los farmacos de
referencia a la izquierda, y de los metabolitos seleccionados como posibles inhibidores de la cadena

respiratoria mitocondrial a la derecha.
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Con estos resultados se determind el CCso a las 48 horas de los metabolitos carvacrol, &cido
galico y timol, los cuales fueron 344, 143 y 478 uM, respectivamente, y los farmacos,
doxorrubicina, sorafenib y oxaliplatino, cuyos valores fueron 0,2, 2,9 y 13,0 uM, respectivamente

(tabla 5).

Tabla 5.

CCso a las 48 horas sobre las células HepG2 de cada metabolito seleccionado y farmaco de referencia

Metabolito/Farmaco | CCso[uM]

Carvacrol 344
Acido galico 143
Timol 478
Doxorrubicina 0,2
Sorafenib 2,9

Oxaliplatino 13,0
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Cabe notar que luego de evaluar los compuestos oxaliplatino y timol en concentraciones
3,6,10y 12,6 uMy 100, 200y 300 M, respectivamente, estos no lograron disminuir la viabilidad
celular por debajo del 50%, razén por la cual fueron descartados para los siguientes ensayos
(figura 8).

Al igual que en los resultados de citotoxicidad obtenidos en este proyecto de grado, se ha
reportado en la literatura que el carvacrol y el acido galico disminuyen la viabilidad de las células
HepG2 en funcion de su concentracion, y ademas que lo hacen mediante induccion de apoptosis
(Limaetal., 2016; Q. H. Yin et al., 2012). A partir de estos resultados, se llevaron a cabo ensayos
de citotoxicidad, para determinar si al combinar estos metabolitos con los farmacos sorafenib y

doxorrubicina, existe sinergismo entre ellos.

3.2.Determinacion de sinergismo entre metabolitos y farmacos de referencia.

En primer lugar, para determinar el tipo de interaccion farmacoldgica que pudiera haber
entre los metabolitos, acido galico y carvacrol, y los farmacos, doxorrubicina y sorafenib, se
Ilevaron a cabo ensayos de citotoxicidad exponiendo las células HepG2 durante 48 horas a mezclas
entre los compuestos previamente mencionados, se realizaron cuatro mezclas binarias que incluian
al menos un metabolito y un farmaco, cuatro mezclas terciarias y una mezcla cuaternaria (tabla
6).

Tabla 6.

Mezclas realizadas entre los metabolitos acido galico y carvacrol y los farmacos doxorrubicina y sorafenib

Binaria Terciaria Cuaternaria

Constituyentes| D+C S+C D+G S+G C+S+D G+S+D C+G+S C+G+D C+G+D+S
Carvacrol X X X X X X
Acido galico X X X X X X
Doxorrubicina| x X X X X X
Sorafenib X X X X X X

Nota: C: carvacrol, G: &cido galico, D: doxorrubicina y S: sorafenib.
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Tomando como referencia el esquema metodologico propuesto por T. Chou (anexo C), se
evaluaron tres concentraciones distintas de cada mezcla manteniendo una relacion de
concentracion equivalente entre sus constituyentes (Chou, 2007). Para las mezclas binarias, se
evaluaron las concentraciones 0,25CCso, 0,5CCso y CCso, para las terciarias: 0,17CCso, 0,33CCso
y 0,67CCso y para la cuaternaria 0,13CCso, 0,25CCso y 0,5CCso (anexo D). Estas concentraciones
fueron seleccionadas previendo un posible efecto aditivo, por lo que, de ser asi, la concentracién
mas alta de estas mezclas disminuiria la viabilidad a un 0%. A partir de estos ensayos, se obtuvo

un IC y un DRI de cada concentracion evaluada para cada mezcla (figura 9 y tabla 7)

Figura 9.
indice de combinacion a las 48 horas sobre células HepG2 Vs. Concentracion de las mezclas realizadas
para determinacién de interaccién farmacolégica. C: carvacrol, G: &cido galico, D: doxorrubicina y S:

sorafenib.
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Tabla 7.
Valores de porcentaje de viabilidad celular, indice de combinacion, tipo de interaccion e indice de reduccion

de dosis obtenido al exponer las células HepG2 durante 48 horas a cada mezcla

Mezcla Metabolito/Farmaco Concentracion %Viabilidad IC Tipo de sinergismo DRI

Binarias

D . 1,22

c 0,25CCsxo 77,36 1,25 Antagonismo 232

D sinergismo 2,67

D+C c 0,5CCso 45,12 0,85 moderado 212
D . 1,67

c CCs 39,78 1,46 Antagonismo 116

S . . 3,87

c 0,25CCxo 51,22 0,52 Sinergismo 383

S . . 3,00

S+C C 0,5CCsxo 26,99 0,67 Sinergismo 298
S . . 4,60

c CCs 2,55 0,44 Sinergismo 457

D e s 1,62

G 0,25CCxo 72,19 0,96 Casi aditivo 295

D . . 7,42

D+G G 0,5CCs 23,47 0,46 sinergismo 310
D . . 6,57

G CCxo 15,01 0,69 sinergismo 188

S . . 3,59

G 0,25CCso 55,71 0,54 sinergismo 379

S C e 2,04

S+G G 0,5CCs 48,07 0,96 Casi aditivo 211
S . 1,62

G CCxo 23,67 1,27 Antagonismo 154

Terciarias

C 1,60

S 0,17CCsp 95,55 4,83 Antagonismo 1,63

D 0,28

C 2,52

C+S+D S 0,33CCsp 58,77 1,22 Antagonismo 2,56
D 2,32

C 1,98

S 0,67CCsxo 32,99 1,29 Antagonismo 2,00

D 3,49

G . . 4,66

s 0,17CCso 69,09 0,79 SINErgIsmo 4,23

moderado

G+S+D D 2,91
G . . 3,35

s 0,33CCso 4387 0,83 Sr':;;g:;g‘g 3,29

D 4,32
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2,37
0,67CCxo 22,37 0,98 Casi aditivo 2,51
6,08
7,65
0,17CCso 34,79 0,39 sinergismo 7,66
7,74
6,30
0,33CCs 14,06 0,49 sinergismo 5,78
6,37
5,02
0,67CCsxo 5,16 0,63 sinergismo 424
5,07
4,47
4,93
3,46
4,42
0,33CCxo 27,47 0,57 sinergismo 4,22
9,16
5,70
0,67CCsp 3,88 0,41 sinergismo 4,70
46,73

C+G+S

sinergismo

0,17CCso 6542 072 moderado

C+G+D

OOO0O0OO0O0O0nuO0uvdOnvdl0nd®

Cuaternaria

2,44
3,16
0,50
2,48
2,42
2,77
1,34
2,45
1,36
1,52
0,89
1,37
Nota: IC: indice de combinacion, DRI: indice de reduccion de dosis. Los IC menores que 1, estan coloreados de color
verde y los mayores que 1, de color rojo. C: carvacrol, G: 4cido galico, D: doxorrubicina y S: sorafenib.

0,13CCsxo 93,96 3,11 Antagonismo

C+G+D+S 0,25CCso 75,66 1,93 Antagonismo

0,5CCs 70,28 3,24 Antagonismo

WO OOnLIOOnIOnO

Como se observa en la figura 9A y la tabla 7, al combinar el sorafenib con el carvacrol
(S+C) se obtuvo un IC entre 0,3 y 0,7 en todas las concentraciones evaluadas, lo que nos indica un
sinergismo entre ellos, ademas, segun el DRI al combinar estos compuestos, su dosis se podria
disminuir hasta 4 veces y mantener altos porcentajes de citotoxicidad en HepG2. Por otro lado, al

combinar el sorafenib con el acido galico (S+G) (figura 9B y tabla 7) solo hubo sinergismo al
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evaluar la concentracién de 0,25CCsg, donde se obtuvo un IC igual a 0,54; en las concentraciones
del 0,5CCsp (IC: 0,96) e ICso (IC:1,27) hubo un efecto casi aditivo y antagonismo, respectivamente,
y segun el DRI sus concentraciones podrian reducirse hasta tres veces.

En el caso de la doxorrubicina, al combinarla con el carvacrol (D+C) (figura 9Ay la tabla
7) solo tuvo sinergismo moderado en el 0,5CCso con un IC igual a 0,85; en la concentracién del
0,25CCso (IC: 1,25) y CCso (IC: 1,46) tuvieron un efecto antagonista, y segun el DRI, las
concentraciones de estos compuestos solo podrian disminuirse dos veces para obtener este efecto.
Por otro lado, al combinar la doxorrubicina con el acido galico (D+G) (figura 9B y tabla 7), se
produjo un efecto sinérgico en las concentraciones del 0,5CCsp (IC: 0,46) y CCso (IC: 0,69), y un
efecto casi aditivo en la concentracion del 0,25CCso con un IC igual a 0,96. Ademas, segun el DRI,
la concentracion de la doxorrubicina y el &cido galico en esta mezcla se podria disminuir hasta
siete y tres veces, respectivamente, y, aun asi, obtener un efecto sinérgico.

En el caso de las mezclas terciarias, solo la combinacion de carvacrol, acido galico y
sorafenib (C+G+S) (figura 9C y tabla 7) produjo sinergismo en las tres concentraciones
evaluadas, cuyo IC se encontr6 entre 0,39 y 0,63, pudiéndose disminuir la dosis de estos
compuestos hasta siete veces para seguir obteniendo un efecto sinérgico. Seguida de esta mezcla,
la combinacion de carvacrol, acido gélico y doxorrubicina (C+G+D) (figura 9C y tabla 7) produjo
sinergismo en las concentraciones del 0,5CCso (IC: 0,57) y CCso (IC: 0,41), y sinergismo
moderado en el 0,25CCsg con un IC igual a 0,72. Ademas, segun los resultados, la dosis de la
doxorrubicina, el carvacrol y el &cido galico se podria disminuir hasta 46, 5 y 4 veces,
respectivamente.

De forma contraria, en las mezclas terciarias donde se combinaron los farmacos

doxorrubicinay sorafenib con alguno de los dos metabolitos seleccionados, solo se llegd a obtener
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sinergismo moderado, posiblemente debido a un antagonismo en el modo de accion de cada uno
de estos farmacos.

La combinacion entre acido gélico, sorafenib y doxorrubicina (G+S+D) (figura 9D y tabla
7), present6 un efecto casi aditivo en la concentracion CCso con un IC igual a 0,98 y sinergismo
moderado en las concentraciones del 0,25CCso (IC: 0,79) y 0,5CCsp (IC: 0,83). Por otro lado, la
mezcla entre carvacrol, sorafenib y doxorrubicina (C+S+D) (figura 9D y tabla 7), present6 un
efecto antagonista en todas las concentraciones (0,25CCsp, 1C:4,83; 0,5CCso, 1C:1,22 y CCsy,
IC:1,29), lo cual concuerda con los resultados obtenidos de IC en la mezcla binaria entre
doxorrubicina y carvacrol, ya que existe un efecto antagonista al combinar estos compuestos.

Finalmente, en la mezcla cuaternaria (C+S+D+G) (figura 9E y tabla 7), se identificd un
efecto antagonista en las tres concentraciones evaluadas (0,25CCso, IC: 3,11; 0,5CCso, IC: 1,93 y
CCso, IC: 3,24), probablemente debido al efecto antagonista entre la doxorrubicina y el carvacrol
previamente descrito.

Para determinar si este efecto antagonista también esta relacionado con una inhibicion entre
el &cido gélico y carvacrol, se evalud la citotoxicidad de esta mezcla binaria. Los resultados
obtenidos indican que efectivamente, segun el IC determinado para las concentraciones de 0,5CCso
(2,37) y CCso (1,79) hay un efecto antagonista, ademas, cabe resaltar que el porcentaje de
viabilidad celular de las células al exponerlas a una concentracién del 0,25CC50, fue mayor al

100% (tabla 8).



COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC S7

Tabla 8.
Valores de porcentaje de viabilidad celular, indice de combinacion, tipo de sinergismo e indice de reduccion

de dosis, obtenido al exponer las células HepG2 durante 48 horas a la mezcla entre &cido galico y carvacrol

Metabolito/Farmaco Concentracion %Viabilidad IC Tipo de sinergismo DRI
C -
G 0,25CCs 117,95 - -
C 0,76
0,5CCso 90,25 2,37 Antagonismo
G 0,95
C _ 1,1
CCs 42,98 1,79 Antagonismo
G 1,13

Nota: IC: indice de combinacion, DRI: indice de reduccion de dosis. Los IC menores que 1, estan coloreados
de color verde y los mayores que 1, de color rojo. C: carvacrol y G: &cido gélico.

Una vez seleccionadas las mezclas binarias: sorafenib-carvacrol, sorafenib-acido gélico, y
doxorrubicina-acido galico; las mezclas terciarias: carvacrol-acido galico-sorafenib, &cido galico-
sorafenib-doxorrubicina, y carvacrol-acido galico-doxorrubicina, como las mejores debido a los
resultados de indice de combinacion presentados anteriormente, se decidié evaluar el efecto de
estas mezclas en la viabilidad celular a un tiempo de tratamiento menor a las 48 horas, por lo que
se realizaron ensayos de citotoxicidad a las 12 y 24 horas. Los resultados obtenidos de estos
ensayos para las mezclas binarias se exponen en la figura 10, y los obtenidos para las mezclas

terciarias en la figura 11.
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Figura 10.

Porcentaje de viabilidad celular sobre las células HepG2 de tres concentraciones de las mezclas binarias,
0,25CCsp, 0,5CCsp y CCsp, durante 12, 24 y 48 horas de tratamiento. A: sorafenib-carvacrol, B: sorafenib-
acido galico y C: doxorrubicina-acido galico. Los resultados estan expresados como el promedio + la
desviacion estandar y los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control,

determinada mediante ANOVA, utilizando la prueba post hoc de Tukey, *P <0,05.
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Figura 11.

Porcentaje de viabilidad celular sobre las células HepG2 de tres concentraciones de las mezclas
terciarias, 0,17CCsg, 0,33CCso y 0,67CCsg, durante 12, 24 y 48 horas de tratamiento. A: carvacrol-acido
galico-doxorrubicina, B: carvacrol-acido galico-sorafenib y C: acido galico-sorafenib-doxorrubicina. Los
resultados estan 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.
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En base a estos resultados, la mezcla entre el sorafenib y el carvacrol fue seleccionada
como la mejor, ya que produjo un efecto citotoxico significativo a partir de las 12 horas (figura

10A). Por otro lado, las mezclas entre el sorafenib y el acido galico (figura 10B), y la
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doxorrubicina y el acido galico (figura 10C) solo presentaron efecto citotdxico significativo con
las tres concentraciones después de las 24 horas de tratamiento.

Por lo tanto, es importante resaltar que, al mezclar el sorafenib con el carvacrol, se obtiene
un mayor efecto citotoxico en las células HepG2, que, al mezclarlo con el &cido gélico, a pesar de
que este metabolito posee una menor CCsg sobre estas células (tabla 5), es decir que el carvacrol
es capaz de potencializar el efecto del sorafenib, méas que el acido galico.

A diferencia de las mezclas binarias, en las mezclas terciarias solo la mezcla entre
carvacrol, acido galico y doxorrubicina (figura 11A), produjo efecto citotdxico significativo a las
24y 48 horas en las tres concentraciones evaluadas (0,17CCso, 0,33CCso y 0,67CCso), y un efecto
significativo con la maxima concentraciéon evaluada (0,67CCsp) a las 12 horas. Ademas, las
mezclas terciarias carvacrol, acido galico y sorafenib (figura 11B) y &cido gélico, sorafenib y
doxorrubicina (figura 11C), solo produjeron un efecto significativo en las células a las 12 y 24
horas con la maxima concentracion (0,67CCso) y efecto significativo a las 48 horas con las tres
concentraciones (0,17CCso, 0,33CCso y 0,67CCso). Razon por la cual se plantea la hipotesis de que
no es conveniente mezclar mas de dos compuesto en el tratamiento contra el CHC.

Por otro lado, con el objetivo de determinar si existia un efecto significativo sobre la
viabilidad de las células HepG2, al exponerlas a la mezcla entre carvacrol y acido galico a
diferentes horas de tratamiento, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad en tres concentraciones
diferentes de esta mezcla durante 12, 24 y 48 horas, al igual que los demés ensayos realizados,

cuyos resultados se exponen en la figura 12.
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Figura 12.

Porcentaje de viabilidad celular sobre las células HepG2 de tres concentraciones de la mezcla entre el
acido galico y el carvacrol, 0,25CCsp, 0,5CCso y CCsp, durante 12, 24 y 48 horas de tratamiento. Los
resultados estan expresados como el promedio + la desviacién estandar y los asteriscos indican una
diferencia significativa con respecto al control, determinada mediante ANOVA, utilizando la prueba de

Tukey, *P <0,05.
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En estos resultados (figura 12) se pudo evidenciar que, a diferencia de las demas mezclas
binarias realizadas, al exponer las células HepG2 a la combinacién entre &cido galico y carvacrol,
solo se produce un efecto significativo sobre la viabilidad celular a las 12, 24 y 48 horas en la
mayor concentracion evaluada, confirmando nuevamente el efecto antagonista que existe entre
estos metabolitos.

En resumen, es importante mencionar que segun la literatura, ya se ha llevado a cabo un
gran numero de ensayos clinicos donde implementan la combinacion entre farmacos
quimioterapeuticos y compuestos naturales en la terapia para el cancer, debido a que tal como se
expone en los resultados obtenidos en este trabajo de grado, se ha demostrado que al realizar estas

mezclas se puede disminuir la dosis de los farmacos administrados, para con esto prevenir la
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resistencia adquirida, los efectos secundarios y potencializar su eficacia por un efecto sinérgico
(Man et al., 2021).

Por ejemplo, ya se ha llevado a cabo dos ensayos clinicos de fase 111, donde combinan el
compuesto natural curcumina con los farmacos gemcitabina y celebrex, para el tratamiento contra
el cancer de pancreas y colon, también se ha realizado un ensayo clinico de fase 111 combinando
una formula herbal china llamada Yigi-yangyin-jiedu (YYJD) con gefitinib en el tratamiento
contra el cancer de pulmdn, en el caso del cancer de higado, han hecho un estudio de fase Ill
combinando una formula herbal china Illamada PHY906 con tosilato de sorafenib (Lin et al.,
2020b)

Finalmente, segun los resultados obtenidos, se selecciono la mezcla entre el carvacrol y el
sorafenib como la mejor, por lo que se decidid evaluar su efecto sobre la bioenergética
mitocondrial en una concentracion igual al 0,25CCsp (carvacrol: 86 uM y sorafenib: 0,725 pM)
luego de 12 horas de tratamiento, teniendo en cuenta que el carvacrol fue uno de los metabolitos
identificados como posible inhibidor del transporte de electros sobre la cadena respiratoria

mitocondrial.

3.3.Accidn de la mezcla entre carvacrol y sorafenib sobre la respiracion celular de

HepG2.

Mediante ensayos de respiracion mitocondrial, se evalud el efecto de la mezcla sorafenib-
carvacrol a una concentraciéon de 0,25CCso (carvacrol: 86 UM y sorafenib: 0,725 uM) a las 12

horas de tratamiento, cuyos resultados se muestran en la figura 13.



COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 63

Figura 13.

Efecto de la mezcla sorafenib-carvacrol sobre las células HepG2 luego de 12 horas de tratamiento, a una
concentracion del 0,25CCs (carvacrol: 86 uM y sorafenib: 0,725 uM). Los resultados corresponden a un
ensayo independiente 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, 90,8
pmolO,/seg*1x10%células; Leak, 54,8 pmolO,/seg*1x10°%células; Desacoplado, 108,5

pmolO,/seg*1x108células; respiracion no mitocondrial, 52,0 pmolO,/seg*1x10%células.
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En primer lugar, el estado basal se puede interpretar como la demanda energética de la
célula bajo condiciones normales, luego, el estado leak representa el mecanismo que adopta la
célula al inhibir la ATPasa con oligomicina, el cual es disminuir su consumo de oxigeno, ya que

esta inhibicion genera un aumento de potencial de membrana mitocondrial; seguido de esto, en el
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estado desacoplado, el FCCP al permitir el transporte de protones del espacio intermembrana a la
matriz mitocondrial provoca un dafio de potencial de membrana, por lo tanto, ocurre un desacople
entre la respiracion mitocondrial y la fosforilacion oxidativa, este estado puede ser tomado como
un indicador de la flexibilidad de la célula para responder a una alta demanda energética;
finalmente, la respiracion no mitocondrial refleja el consumo de oxigeno de las oxidasas no
mitocondriales, debido a que la cadena de transporte de electrones se ve inhibida por la rotenona
(inhibidor complejo ) y la antimicina A (inhibidor complejo 111) (Divakaruni et al., 2014; Doerrier
C, 2015).

Segun los resultados, no hay diferencias significativas en 3 estados, el basal (figura 13A),
leak (figura 13B) y en la respiracion no mitocondrial (figura 13 D), por otro lado, en el estado
desacoplado (figura 13C), el tratamiento con sorafenib y carvacrol disminuy6 la velocidad de
consumo de oxigeno en un 32%. Esta inhibicion podria ser debida a la inhibicion en el transporte
de electrones a través del complejo I y/o 111, evidenciadas en los resultados de docking molecular
(tabla 2,3y 4).

En base a esto, la razén por la cual se disminuye la viabilidad de las células HepG2 al
exponerlas a la combinacion entre sorafenib y carvacrol, puede ser debido a que como se ha
demostrado en la literatura, estos compuestos inducen estrés celular y por consiguiente una alta
demanda energética que no es posible suplir, ya que segun estos resultados, se ve disminuida su
capacidad méaxima respiratoria, probablemente debido a que estos compuestos inhiben la cadena
de transporte de electrones, tal como se predijo en el docking molecular llevado a cabo en este

trabajo de grado (Chiou et al., 2009; Gogvadze et al., 2008; Q. H. Yin et al., 2012).
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4. Conclusiones

El docking molecular llevado a cabo sugiere que los compuestos acido galico,
carvacrol, y timol podrian inhibir la cadena respiratoria mitocondrial, a partir de
interacciones con el sitio de union del NADH en el complejo |, e interacciones con
el sitio Qi de reduccion de quinona y el sitio Qo de oxidacién de quinol en el
complejo I11.

A partir de los ensayos de citotoxicidad sobre las células HepG2 se demostrd que
no es conveniente mezclar el acido galico y el carvacrol, ya que presentan un efecto
antagonista entre ellos, y que tampoco es adecuado realizar mezclas de mas de dos
compuestos citotoxicos, ya que se obtuvieron mejores resultados de porcentaje de
viabilidad celular con mezclas binarias y con los compuestos individuales.

Se identifico un efecto sinérgico entre el carvacrol y el sorafenib, ya que al
combinarlos se obtuvo mejores resultados en la reduccién del porcentaje de
viabilidad de las células HepG2, ademas, se demostré que el carvacrol puede
potenciar el efecto del farmaco hasta cuatro veces.

La mezcla sorafenib carvacrol afecta la viabilidad de las células HepG2 debido a
que disminuye su capacidad maxima respiratoria, posiblemente como consecuencia
de un bloqueo en el transporte de electrones a través de la cadena respiratoria

mitocondrial.
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5. Recomendaciones

Con el fin de continuar en la basqueda del conocimiento del mecanismo de accién de la
mezcla entre carvacrol y sorafenib, se plantean las siguientes recomendaciones:

e Implementar biomarcadores especificos para apoptosis (Caspasa 8, caspasa 9,
BCL-2) para determinar si el tipo de muerte inducida sobre las células HepG2 es
por via extrinseca o via mitocondrial. Ademas, de biomarcadores para procesos
necroticos como RIP1y RIP3.

e Evaluar el efecto citotoxico de la mezcla sobre la linea no tumoral HepaRG
(hepatocitos normales). Lo anterior con el fin de determinar si existe algun tipo de
selectividad entre estas dos lineas.

e Realizar ensayos de respiracion celular en células HepG2 permeadas con digitonina
para estudiar la actividad complejo a complejo, y confirmar donde se encuentra el
bloqueo de los electrones en la cadena respiratoria mitocondrial generado por esta
mezcla.

e Realizar ensayos de produccién de especies reactivas de oxigeno, asi como ensayos
de peroxidacion lipidica para corroborar la produccion de estas especies como
producto de la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial y de las enzimas

antioxidantes por accion de esta mezcla.

Divulgacién de resultados

Los resultados de este trabajo de grado fueron presentados en modalidad poster en el afio

2021 en los siguientes eventos:
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Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia molecular (C2B2) (anexo E)
| Congreso Internacional en Ciencias Biomédicas: Epidemias, Endemias,
Pandemias Persistentes y Emergentes (anexo F)

VI jornada de investigacion en cancer (anexo G)
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Anexos
Anexo A
Pubchem ID Nombre PMRegIaE:;:IpmSkI Cac/o—2 MD/CK
[q/mol] oA DH | AH [nm/sec] [nm/sec]
12306056 A-Amorfeno 204,36 5,55 0 0 9906 5899
442831 1-Acetoxipinoresinol 416,43 2,65 2 8 541
6429274 2-epi-trans-B-Cariofileno 204,36 -0,24 0 0 9906 5899
6429376 4,5-di-epi-Aristolecheno 204,36 5,41 0 0 9906 5899
527113 6,9-Guayadieno 204,36 5,26 0 0 9906 5899
5280442 Acacetina 284,27 0,09 2 6 615
158003 Acalifina 360,32 | -2,45 5 | 16 19 6
80792 Acetato de carvacrilo 192,26 2,84 0 3 4238 2356
1549026 Acetato de geranilo 196,29 2,01 0 3 4841 2720
64971 Acido betulinico 456,71 | 6,24 2 | 4
689043 Acido cafeico 180,16 -0,67 3 3
1794427 Acido clorogénico 354,31 | -1,88 6 | 10 19
5281855 Acido elagico 302,20 | -1,81 0 6 12
370 Acido galico 170,12 | -0,55 1 2
10494 Acido oleanolico 456,71 | 6,30 2 | 4
382831 Acido pomélico 472,71 5,69 3 4
72 Acido protocatequiico 154,12 -0,45 1 2
5281792 Acido rosmarinico 360,32 1,21 5 7 1 0
8742 Acido shikimico 174,15 | -1,21 3|5
10742 Acido siringico 198,18 | 0,45 2 | 4 725
64945 Acido ursélico 456,71 6,20 2 4
9215 Acridina 179,22 2,06 0 1 8015 4692
5386591 Ajoene 234,39 1,92 2 3 5791
2537 Alcanfor 152,24 1,94 0 2 3958 2188
65036 Alicina 162,26 1,66 1 1 5668 4607
42608158 Alo-Aromadendreno 204,36 5,01 0 0 9906 5899
10207 Aloe-emodina 270,24 | 0,14 2 6
5281600 Amentoflavona 538,47 2,78 4 8 2 0
5318517 Andrografélido 350,45 1,49 3 8
5280443 Apigenina 270,24 0,10 1 4
440936 Arbutina 272,25 -1,05 5 | 10
91354 Aromadendreno 204,36 5,18 0 0 9906 5899
6917864 Artesunato 384,43 2,60 1 8
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1550607 Aurapteno 298,38 2,55 0 4 1677 865
5281303 Azadiractina 720,72 1,27 3 19
12308714 Azadiradiona 450,57 4,17 0 7 734
10906239 Azadirona 436,59 5,41 0 5 1924 1003
5281605 Baicaleina 270,24 0,54 1 3
10337211 Bavachinina 338,40 2,77 1 4 1412 718
21159022 Biciclogermacreno 204,36 5,23 0 0 9906 5899
5280373 Biocanina A 284,27 0,45 2 6 1370 695

73384 Brasilin 286,28 1,30 4 4
24360 Camptotecina 348,36 1,74 1 8
6616 Canfeno 136,24 3,35 0 0 9906 5899
1548943 Capsaicina 305,42 3,76 2 2 1860 967
10364 Carvacrol 150,22 3,30 1 1 3687 2027
73160 Catequina 290,27 1,39 2 2
122724 Celastrol 450,62 5,06 2 5
119093 Cinaropicrina 346,38 1,88 1 7
188323 Cirsimaritina 314,29 0,04 3 6
5284371 Codeina 299,37 1,15 1 5 885
6167 Colchicina 399,44 1,02 7 8 1801 934
5351344 Combretastatina 316,35 4,05 1 4 3663 2012
5281437 Costunolida 232,32 2,71 0 3 2412 1281
5281607 Crisina 254,24 0,24 1 4 615
5281232 Crocetina 328,41 2,71 2 5
117443 Cubebina 356,37 | -0,08 2 6 9906 5899
5281321 Curcubitacina 514,66 2,94 4 |10
969516 Curcumina 368,39 1,28 2 6 529
107935 Deguelin 394,42 4,15 0 6 4881 2745
5281708 Diadzeina 254,24 0,11 2 6 842
101300 Dicentrina 339,39 1,51 6 4 7805 4559
456410 Dihidroartemisinina 284,35 2,01 1 6 2743 1472
3213 Elipticina 246,31 2,93 1 2 3619 1986
3220 Emodina 270,24 0,13 1 4
1203 Epicatequina 290,27 1,39 2 2
637122 Epigalocatequina 592,51 -0,37 10 | 12 0 0
163263 Esclareol 308,50 5,01 2 2 3034 1642
522266 Espatulenol 220,35 3,95 1 1 5320 3013
8815 Estragol 148,20 1,43 1 1 9906 5899
36462 Etoposido 588,56 0,61 3 | 17
5281614 Fisetina 286,24 0,52 1 4
5459219 Flavopiridol 401,85 2,54 2 7
5280378 Formonetol 268,27 0,49 2 2463 1311
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5281616 Galangin 270,24 0,58 1 4
65064 Galato de epigalocatequina | 458,38 2,72 1 2 13 4
3458 Gedunin 482,57 2,78 0 | 10 745
5280961 Genisteina 270,24 0,05 2 5
5373727 Germacreno D 204,36 5,14 0 0 9906 5899
442793 Gingerol 294,39 2,66 2 4 1430 728
16754 Glaucina 355,43 3,76 0 5 2244 1311
3495 Glicirricina 822,94 1,94 6 | 21 0 0
45382232 Gnetol 244,25 0,45 4 3
5280953 Harmine 212,25 1,60 2 3 5309 3006
72343 Hernandezina 652,79 6,25 0 9 514
72281 Hesperetina 302,28 0,50 2 4
82755 Hidroxitirosol 154,17 | -0,08 3 3 533
10177 Indirrubina 262,27 1,60 1 1 1766 914
3712 Indol-3-Carbinol 147,18 0,96 2 2 2557 1368
442042 Ingenol 348,44 1,48 4 8
60838 Irinotecan 586,69 3,42 1 13
8405 Isoquinolina 129,16 1,18 0 1 6055 3465
5281654 Isorhamnetin 316,27 0,63 2 5
10098 Jervina 425,61 4,15 2 6
3806 Juglone 174,16 -0,41 0 4 1217 612
5280863 Kaempefrol 286,24 0,41 1 4
22311 Limoneno 136,24 4,00 0 0 9906 5899
6549 Linalool 154,25 3,14 1 1 5250 2970
5281243 Luteina 568,88 | 10,67 2 3 1129 564
5280445 Luteolina 286,24 0,02 1 4
375151 Mahanine 347,46 5,50 2 2 2034 1066
16666 Mentol 156,27 2,77 1 2 4139 2297
31253 Mirceno 136,24 4,23 0 0 9906 5899
5281672 Miricetina 318,24 0,58 1 4 15
5288826 Morfina 285,34 0,90 2 5
439246 Naringenina 272,26 0,62 1 3
5284507 Nerolidol 222,37 4,91 1 1 5263 2978
14865499 Niazirina 279,29 0,05 3 9
100017 Nimbolida 466,53 2,26 0 9 708
72344 Nobiletina 402,40 3,62 0 7 3793 2090
275196 Noscapina 413,43 0,50 7 8 3891 2148
5320315 Oroxilina A 284,27 0,30 2 5 664
1742210 Oxido de cariofileno 220,35 2,49 0 2 9906 5899
16760674 Paclitaxel 853,92 4,72 3 | 18 22
110745 Palustrol 222,37 3,85 1 1 5098 2877
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94378 Parodol 278,39 3,38 1 3 1984 1037
7463 p-Cimeno 134,22 3,67 0 0 9906 5899

667639 Piceatannol 244,25 -0,28 4 3
130796 Picrocrocina 330,38 -0,61 4 | 12
638024 Piperina 285,34 1,26 1 4 5419 3073
6987 Piperitona 152,24 2,18 0 2 4036 2235
10205 Plumbagina 188,18 0,14 0 3 1434 730
6430773 p-ment-3-en-8-ol 168,28 2,71 1 2 3914 2162
5281727 Pterostilbeno 256,30 1,41 3 3 3386 1848
5281807 Puerarin 416,38 | -1,37 6 | 11
92793 Pulegol 154,25 2,39 1 2 4774 2680
442495 Pulegona 152,24 2,23 0 2 4304 2396
442985 Purapuridina (Solasodina) | 413,64 531 2 3 734
5280343 Quercetina 302,24 0,41 1 4 23
7047 Quinolina 129,16 1,25 0 1 6966 4032
160355 Roscovitina 354,45 3,18 6 2 2777 1492
18818 Sabineno 136,24 3,81 0 0 9906 5899
10359290 Salvicina 330,42 2,88 2 6 787
128563 Salvinorina A 432,47 2,10 0 10
198016 Saponina 1223,36 | 5,497M | 15 | 45 0 0
5281697 Scutellarein 286,24 | -0,10 2 4
479503 Shikonin 288,30 1,01 1 5 581
5281794 Shogaol 276,38 2,96 1 3 1992 1042
11787114 Silvestrol 654,67 3,55 3 |15
656568 Sinalbina 42543 | -1,56 6 | 15 0 0
6911854 Sinigrina 359,37 -1,40 5 14 5 2
73611 Solamargina 868,07 0,46 9 26 2 1
5477212 Solanesol 631,08 | 12,18 2 2 3605 1978
5350 Sulforafano 177,28 0,44 4 5 1928
1548887 Sulindac 356,41 3,42 1 6 5
68077 Tangeretina 372,37 3,58 0 6 3811 2101
114917 Tanshinone | 276,29 1,19 0 6 3866 2134
100945367 Tearubigina 902,73 0,41 12 | 19 0 0
34698 Teniposido 656,66 1,97 3 |17
73078 Tetrandrina 622,76 6,33 0 8 520
6989 Timol 150,22 3,30 1 1 3816 2104
10281 Timoquinona 164,20 0,75 0 4 1020 505
5513 Tomatina 1034,20 | -3,006M | 13 | 36 0 0
60700 Topotecan 421,45 1,88 2 9
5284507 trans-Nerolidol 222,37 491 1 1 5263 2978
13342 Vinblastina 810,99 5,94 2 | 12 10 4




COMPUESTOS ADYUVANTES EN EL TATAMIENTO DEL CHC 72

5978 Vincristina 824,97 4,94 2 | 14 13 5
10629256 Vinflunina 816,94 6,53 1|12 13 14
5311497 Vinorelbina 778,94 6,14 1|12 13 6
5281703 Wogonina 284,27 0,55 2 5 604
639665 Xantohumol 354,40 2,84 2 3 752
31211 Zingerona 194,23 1,03 1 3 1691 873
12306048 a-Cadineno 204,36 5,60 0 0 9906 5899
10398656 a-Cadinol 222,37 4,03 1 1 4542 2539
19725 a-Copaeno 204,36 5,97 0 0 9906 5899
16213731 a-Gurjuneno -204,36 5,24 0 0 9906 5899
24798693 a-Humuleno 204,36 5,48 0 0 9906 5899
6654 a-pineno 136,24 5,28 0 0 9906 5899
7462 a-Terpineno 136,24 4,03 0 0 9906 5899
17868 a-Tujeno 136,24 3,89 0 0 9906 5899
62566 B-Borboneno 204,36 5,22 0 0 9906 5899
91754007 B-Citronelol 302,28 5,20 0 2 4123 10000
6918391 B-Elemeno 204,36 5,71 0 0 9906 5899
91457 B-Eudesmol 222,37 4,01 1 1 4881 2745
11142 B-Felandreno 136,24 3,97 0 0 9906 5899
15560252 B-Guaieno 204,36 5,80 0 0 9906 5899
31411 B-Narcotina 413,43 0,50 7 8 3891 2148
14896 B-pineno 136,24 4,42 0 0 9906 5899
442393 B-Selineno 204,36 5,38 0 0 9906 5899
222284 B-Sitosterol 414,71 7,62 1 2 3381 1846
6432005 y-Eudesmol 222,37 4,06 1 1 5087 2870
12313020 y-Muuroleno 204,36 5,60 0 0 9906 5899
7461 y-Terpineno 136,24 4,10 0 0 9906 5899
441005 A-Cadineno 204,36 5,55 0 0 9906 5899
26049 A-careno 136,24 3,90 0 0 9906 5899

Nota: Se exponen los resultados obtenidos de: las reglas de Lipinski, las cuales son: peso
molecular (PM), coeficiente de octanol-agua (Log P O/A), numero de donadores de enlaces de
hidrogeno (DH) y numero de aceptores de enlaces de hidrogeno (AH), sus rangos recomendado
son 130 — 725, -2 - 6,5, 0 — 6, 2— 20, respectivamente, los valores en rojo se encuentran fuera del

rango recomendado; la permeabilidad de los compuestos sobre las células intestinales caco-2 y
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sobre las células renales MDCK, donde los valores significan, rojo(<25): poca permeabilidad,

amarillo: permeabilidad intermedia y verde(>500): alta permeabilidad.

Anexo B
lei Complejo 1
Compuesto Complejo ! Qo Qi
DS SP DS XP DS SP DS XP DS SP DS XP
A-Amorfeno - - -5,486 - - -
1-Acetoxipinoresinol -3,347 - - - - -
2-epi-trans-B-Cariofileno -3,035 - -5,242 - - -
4,5-di-epi-Aristolecheno -2,961 - -4,198 - - -
6,9-Guayadieno -3,431 - -5,845 - - -
Acacetina -4,302 -3,980 -5,18 - - -
Acalifina -5,242 - -5,249 - - -
Acetato de carvacrilo -3,921 - -6,083 -4,606 -5,17 0,006
Acetato de geranilo - - -4,118 - - -
Acido betulinico -1,908 - - - - -
Acido cafeico -3,499 - -4,791 - - -
Acido clorogénico -3,641 - -5,571 - - -
Acido elagico -4,882 -4,148 -6,656 -9,348 - -
Acido galico -4,837 -4,572 -4,607 - -5,565 1,621
Acido oleanolico -2,555 - - - - -
Acido pomolico -2,152 - - - - -
Acido protocatequiico -4,609 -3,842 -5,176 -3,336 -5,921 -4,165
Acido rosmarinico -5,081 -5,088 -3,654 - - -
Acido shikimico -5,051 - -5,837 - -5,714 -
Acido siringico -4,021 - -4,704 - - -
Acido ursélico -3,684 - - - - -
Acridina -3,537 - -5,696 -3,571 - -
Ajoene 0,584 - -1,91 - 0,059 -
Alcanfor -3,101 - -4,756 - -5,989 -4,36
Alicina -1,504 - -2,644 - -3,31 -
Alo-Aromadendreno -3,755 - -4,832 - - -
Aloe-emodina -4,927 -3,838 -5,464 -4,065 -5,269 -7,616
Amentoflavona -3,501 - -5,156 - - -
Andrografélido -4,324 -4,802 - - - -
Apigenina -4,978 -3,541 -4,804 - -5,909 -6,812
Arbutina -4,838 -5,575 -4,908 -6,039 - -
Aromadendreno -3,795 - -5,496 - - -
Artesunato -3,076 - - - - -

Aurapteno -3,316 - -3,832 - - -
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Azadiractina
Azadiradiona
Azadirona
Baicaleina
Bavachinina
Biciclogermacreno
Biocanina A
Brasilin
Camptotecina
Canfeno
Capsaicina
Carvacrol
Catequina
Celastrol
Cinaropicrina
Cirsimaritina
Codeina
Colchicina
Combretastatina
Costunolida
Crisina
Crocetina
Cubebina
Curcubitacina
Curcumina
Deguelin
Diadzeina
Dicentrina
Dihidroartemisinina
Elipticina
Emodina
Epicatequina
Epigalocatequina
Esclareol
Espatulenol
Estragol
Etoposido
Fisetina
Flavopiridol
Formonetol
Galangin

Galato de epigalocatequina

Gedunin
Genisteina
Germacreno D
Gingerol
Glaucina
Glicirricina
Gnetol

-2,616
-3,433
-2,563
-4,398
-4,35
-3,640
-4,591
-5,069
-3,935

-3,359
-4,718
-5,957
-3,011
-2,962
-4,63
-4,565
-3,319
-3,248
-3,449
-4,232
-2,851
-4,328
-4,116
-3,643
-3,831
-4,562
-3,883
-3,642
-3,851
-5,073
-5,957
-5,176
-3,648
-4,117
-2,212
-3,972
-5,151
-4,307
-3,629
-4,379

-5,403

-3,654
-4,271
-3,950
-1,354
-4,459
-4,692
-5,338

-5,353
-4,304
-5,408
-6,287
-6,035
-5,03
-4,65
-4,691
-6,569
-5,502

-4,392
-5,19

-5,6
-5,419
-5,313
-2,786
-5,111

-4,321
-5,897
-4,393
-4,387

-4,718
-7,161

-5,916

-4,002

-4,354

-6,305
-5,197

-5,87
-5,491
-3,335

-4,69

-5,957

-6,589

-5,808

74

-5,823

-5,583

-5,22
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Harmine
Hernandezina
Hesperetina
Hidroxitirosol
Indirrubina
Indol-3-Carbinol
Ingenol
Irinotecan
Isoquinolina
Isorhamnetin
Jervina
Juglone
Kaempefrol
Limoneno
Linalool
Luteina
Luteolina
Mahanine
Mentol
Mirceno
Miricetina
Morfina
Naringenina
Nerolidol
Niazirina
Nimbolida
Nobiletina
Noscapina
Oroxilina A
Oxido de cariofileno
Paclitaxel
Palustrol
Parodol
p-Cimeno
Piceatannol
Picrocrocina
Piperina
Piperitona
Plumbagina
p-ment-3-en-8-ol
Pterostilbeno
Puerarin
Pulegol
Pulegona

Purapuridina (Solasodina)

Quercetina
Quinolina
Roscovitina
Sabineno

-4,319
-4,267
-4,588
-3,922
-3,688
-4,832
-5,801
-2,942
-3,796
5,052
-3,009
-4,35
-4,996
-2,737
-2,622
5,774
5,774
-4,166
-3,040
-1,058
-5,408
4,48
-4,273
-0,455
5,849
-4,446
-4,139
-3,324
-3,881
-2,757
-5,069
-3,741
-1,319
-3,847
-4,120
-4,59
-4,193
-3,842
-4,294
-3,934
-3,545
-4,318
-4,694
-4,245

-3,431

-4,996
-3,507
-4,479
-4,145

-5,695

-5,723
-5,885
-3,941
-6,648

-4,469
5,144
-4,188

5,774
-4,834
-4,648
-3,918

-3,95
-3,23
-6,139
-1,942
-4,068
-5,337
-4,731
-2,306
-6,236

-4,689

-4,371
-6,043
-4,951
5,459
-2,803
-5,408
-5,001
-4,889
-5,102
-5,885
-6,003
5,167
-4,604

-5,687
-5,411

-4,235
-5,125
-3,309
-5,035
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Salvicina
Salvinorina A
Saponina
Scutellarein
Shikonin
Shogaol
Silvestrol
Sinalbina
Sinigrina
Solamargina
Solanesol
Sulforafano
Sulindac
Tangeretina
Tanshinone |
Tearubigina
Teniposido
Tetrandrina
Timol
Timoquinona
Tomatina
Topotecan
trans-Nerolidol
Vinblastina
Vincristina
Vinflunina
Vinorelbina
Wogonina
Xantohumol
Zingerona
a-Cadineno
a-Cadinol
a-Copaeno
a-Gurjuneno
a-Humuleno
a-pineno
a-Terpineno
a-Tujeno
-Borboneno
p-Citronelol
B-Elemeno
B-Eudesmol
B-Felandreno
B-Guaieno
B-Narcotina
B-pineno
B-Selineno
[-Sitosterol
y-Eudesmol
y-Muuroleno

-4,401
-2,658
5,845
-4,497
-4,673
-1,584
-3,809
-4,074
-4,738
-4,279
-4,065
-2,807
-4,057
-3,948
-3,998
5,705
-3,976
-3,139
-4,564
-4,66
-6,629
-3,191
-0,455
-3,393
-3,510
-3,760
-4,423
-3,973
-3,897
-4,059
-3,566
-4,220
-3,650
-3,452
-2,893
-3,328
-3,951
-4,162
-3,186
-2,453
-2,660
-3,510
-431
-2,934
-4,183
-3,104
-2,952
-3,073
-3,744
-3,405
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y-Terpineno -3,812 - -5,488 - -5,788 -
A-Cadineno -3,274 - -5,212 - - -

A-careno -3,414 - -5,03 - -6,149 -5,137

Nota: DS SP: docking score del docking de precision estandar: DS XP: : docking score del docking

de extra precision

Anexo C
Farmaco
Metabolito | 0,25CCsp 0,5CCsp CCsp
0,25 CC50 El
0,5 CC50 E2
CC50 E3
Farmacoly 2 Metabolito 1y 2
Metabolito | 0,17CCs, 0,33CCs 0,67CCsp  Farmaco |0,17CCs, 0,33CCsp 0,67CCsp
0,17 CC50 El 0,17 CC50 El
0,33 CC50 E2 0,33 CC50 E2
0,67 CC50 E3 0,67 CC50 E3
Farmacoly 2
Metabolito 1y 20,13 CC50 0,25 CC50 0,5 CC50
0,13 CC50 El
0,25 CC50 E2
0,5 CC50 E3
Anexo D
Concentraciones
Binarias Terciarias Cuaternaria
Compuesto 0,25CCsp | 0,5CCsp CCsp  0,17CCsp | 0,33CCs0 | 0,67CCs 0,13CCs | 0,25CCs0 | 0,5CCs0
Carvacrol 86 172 344 57,3 1147 229,3 43 86 172
Acido galico 35,75 71,5 143 23,8 47,67 95,3 18 36 72
Doxorrubicina 0,05 0,1 0,2 0,03 0,07 0,1 0,025 0,05 0,1
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Sorafenib 0,725 1,45 2,9 0,48 0,97 19 0,36 0,73 15

Anexo E

— -
e
STCLAQ ;& M @ sPaE wrm

CONGRESD LATINCAMERICANG M aulmica A £ 5 mostras
CARTAGEWA DE INDIAS - COLOME! x‘\l‘l Il COLACRD X COCOCRO == s

El comité cientifico del 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020,
el XVIII COLACRO, el X COCOCRO, el Il SPAE vy el IV C2B2.

Certifican que el trabajo titulado:

“1dentificacion de metabolitos de plantas medicinales como adyuvantes en la terapia
del hepatocarcinoma celular mediante analisis in silico empleando como diana terapéutica
la mitocondria”

Fue presentado por: Liseth Paola T. Bohdrquez, Luis C. Vesga, Stelia C. Mendez-Sanchez

Presentado en modalidad péster

En el marco del 34° Congreso Latinoamericano de Quimica CLAQ 2020,
Llevado a cabo en la ciudad de Cartagena, Colombia del 11 al 15 de octubre de 2021.

A

DF. H aro]d/dlla Dra. EIE' a Stashenko Dra. Maricela Viola
residente Comité Cientifico - e et
Presidente Comité organizador cLAQ 2020 XVl COLACRO. X COCOCRO, Il SPAE Presidente Comité Cientifico IV CZB2

.‘.._ el
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Anexo F
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CIENCIAS BIOMEDICAS ODS i858

LA UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
Certifica que:

LISETH PAOLA TATIANA BOHORQUEZ CALDERON

Participé como ponente del trabajo titulado:

Identificacion de metabolitos adyuvantes en el tratamiento del hepatocarcinoma celular, teniendo como diana
terapéutica la cadena respiratoria mitocondrial.

Por: Liseth Paola Tatiana Bohérquez Calderon, Luis C. Vesga & Stelia C. Méndez-Sanchez.

En la modalidad POSTER VIRTUAL, en el | Congreso Internacional en Ciencias Biomédicas: Epidemias, Endemias
y Pandemias Persistentes y Emergentes, organizado por el Departamento de Ciencias Basicas, Escuela de Medicina, -~
Facultad de Salud, que se realizé del 11 al 13 de noviembre de 2021, en Bucaramanga, Colombia. ;

oz YA

Maria Caroﬁa Velasquez Martinez Mario Zﬁpe N{gre e Guzman
; Directora Departamento de Ciencias Coordinador d& Posgrado - Departamento de .-~
Basicas — Escuela de Medicina Ciencias Basicas — Escuela de Medicina .~

\
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Anexo G

VIl JORNADAS DE INVESTIGACION H&}é

EN CANCER - 2021

El Instituto Nacional de cancerologi; y
la Red Naclonal de Investigacion en Cancer

Certincan que el trabajo de investigacion titulado:

identificacion de metabolitos secundarios adyuvantes en La terapia del
hepatocardnoma celular avanzado mediante un analisis de acoplamiento
molecular, empleando como diana terapéutica la cadena respiratoria
mitocondrizal

De los autores:

Liseth Paola T. Bohdrquez
Luls C. Vesga
Stella C. Méndez

Fue presentado en |2 modalidad:
Poster

En (a Vil Jomada de Investigacion en Cancer,
llevada a cabo en Bogota, Los dias 11y 12 de noviembre de 2021.

Como constancia se firma en 1a cludad de Bogota, el 12 de noviembre de 2021.

Ll 7yt 7Y

Diroctora Ganaral Comision Facilitadora para [ Organlzacion
Instituto Naclonal de Cancerologia ESE da Evantos Clantincos y Acadamicos

Rod Nadonal do Imvestigacién on Cancer

Rod Nowosal Aestinsto Nocene
e linestgaodio de Conarologia-ESE
en Chacer @ Ny
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