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Resumen

En México el cancer de prostata posee la tasa de incidencia y mortalidad mas alta
en hombres, con una cifra cercana a 10 millones de muertes en el 2020 y una tasa
de mortalidad de uno por cada seis casos. Aun cuando existen tratamientos que
consisten en la deprivacion de androgenos (ADT) que ayudan a suprimir el tumor,
la reincidencia del crecimiento tumoral cancerigeno es frecuente en pacientes que
han sido tratados con ADT, desarrollando cancer de préstata resistente a la
castraciéon (CPRC). A pesar del progreso en la busqueda de nuevos tratamientos
para esta forma avanzada de cancer de prostata, la mayoria de los pacientes
finalmente mueren a causa de la enfermedad. En los ultimos afos se las
chalconas han sido motivo de estudio debido a su estructura y abundancia en una
gran diversidad de especies vegetales comestibles, convirtiendolas en una

molécula prometedora para la busqueda de nuevos farmacos

Se utiliz6 un grupo de chalconas preniladas para evaluar la actividad
anticancerigena contra las lineas celulares PC3 y DU 145 de cancer de préstata
resistentes a la castracion. Entre la serie de chalconas probadas, PVONA/3F y
PVINA/2CI mostraron la mejor actividad anticancerigena con un IC50 de 88.73 y
61.71 uM, respectivamente frente a la linea celular DU 145, para el caso de la
linea celular PC3, el IC50 para ambas chalconas se determin6 en 54.969 y 57.22
MM respectivamente. Estas chalconas fueron seleccionadas para llevar a cabo los
siguientes experimentos. Se detectaron cambios en el potencial de membrana y
en la morfologia de las lineas celulares ocasionados por la interaccion con las
chalconas. Finalmente se realizé6 un acoplamiento molecular donde se determiné
la probabilidad de union a dianas terapéuticas involucradas en la resistencia a las
drogas, demostrando que estas chalconas pueden unirse a ellas en sus sitios

activos, pudiendo actuar como bloqueador de las mismas.

Palabras clave: Chalconas, cancer de proéstata, farmacorresistencia, actividad

anticancerigena, acoplamiento molecular.



Abstract

In Mexico, prostate cancer has the highest incidence and mortality rate in men,
with a figure close to 10 million deaths in 2020 and a mortality rate of one for every
six cases. Even though there are treatments that consist of androgen deprivation
(ADT) that help suppress the tumor, recurrence of cancerous tumor growth is
frequent in patients who have been treated with ADT, developing castration-
resistant prostate cancer (CRPC). Despite progress in finding new treatments for
this advanced form of prostate cancer, most patients ultimately die from the
disease. In recent years, chalcones have been the subject of study due to their
structure and abundance in a great diversity of edible plant species, making them a

promising molecule for the search for new drugs.

A pool of prenylated chalcones was extracted to assess anticancer activity against
castration-resistant prostate cancer cell lines PC3 and DU 145. Among the series
of chalcones tests, PVONA/3F and PVINA/2CI showed the best anticancer activity
with an IC50 of 88.73 and 61.71 uM, respectively against the DU 145 cell line, in
the case of the PC3 cell line, the IC50 for both chalcones were prolonged by
54.969 and 57.22 pM respectively. These chalcones were selected to carry out the
following experiments. Changes in the membrane potential and in the morphology
of the cell lines caused by the interaction with the chalcones are detected. Finally,
a molecular commitment was made where the probability of binding to therapeutic
targets involved in drug resistance will be prolonged, demonstrating that these
chalcones can bind to them in their active sites, being able to act as a blocker of

them.

Keywords: Chalcones, prostate cancer, drug resistance, anticancer activity,

molecular docking.



Introduccion

Cancer

El cancer es una enfermedad mayoritariamente de caracter multifactorial, en la
cual las células pierden la capacidad de restringir su crecimiento, logrando en
ocasiones diseminarse a otras partes del cuerpo (Cancer (IARC), s.f.; DeVita
et al., 2019).

En general, para poder hablar de cancer, la masa tumoral debe tener un tamafio
de 1 cm o tener un conteo de 1 millon de células (Base celular y molecular del
cancer - Hematologia y oncologia, s. f.). Cuando esto sucede se denomina masa,
crecimiento o lesion. Existen excepciones que incluyen algunos tipos de cancer de
sangre y médula ésea conocidos como leucemias y linfomas, estos con frecuencia
no producen una masa, pero pueden ser detectados por otros métodos de
evaluacion. Ademas de presentar caracteristicas neoplasicas malignas, entre ellas
pleomorfismo, invasion, angiogénesis, e invasion local y/o distante (Roy & Saikia,
2016).

Dentro de los tipos de cancer con mayor frecuencia en el mundo podemos

encontrar al cancer de pulmén, colorrectal, mama y préstata (Fig. 1).
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Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad de cancer en México y el mundo para ambos sexos
(Cancer Today, s. f.)



En el mundo, se estima que tan solo en el afo 2020 se dieron un total de 19, 292,
789 casos nuevos de cancer, los cuales son asociados a diversos factores que
pueden llevar al desarrollo de la enfermedad. Entre estos factores destacan; el
exceso de masa corporal, la exposicion a agentes fisicos como la radiacion
ultravioleta, agentes quimicos como exposicion a asbesto, humo de tabaco y
alcohol, asi como agentes biolégicos como ciertos virus, bacterias y parasitos,

pueden agravar el desarrollo de esta enfermedad (Fig. 3). (Cancer (IARC), s. f.)



Figura 2. Principales causas de cancer listadas por el Global Cancer Observatory. Destaca la obesidad, radiacion
UV, consumo de alcohol y la generacion de cancer producto de infecciones bacterianas y/o virales (Cancer Today,
s. f.).
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El cancer posee sellos caracteristicos o ‘hallmarks’ bien definidos, reportados por
Douglas Hanahan y Robert Weinberg (2000), describen seis hallmarks originales,
que son: resistencia a la muerte celular, mantenimiento de la sefalizacion

proliferativa, evasion de los supresores de crecimiento, activacion de mecanismos



de invasion, inmortalidad replicativa e induccién de angiogénesis (Fig.2) (de
Souza et al., 2022; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).
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Figura 3. Representacidon de los 6 hallmarks propuestos por Hanahan & Weinberg en 2000
(amarillo) y los nuevos hallmarks propuestos en 2011 (naranja)

En 2011, los mismos autores (Hanahan & Weinberg, 2011) proponen cuatro
nuevos hallmarks que son: reprogramacion metabdlica, evasion del sistema
inmune, inflamacion e inestabilidad gendmica. En el 2022 se propone la adiciéon de
otros sellos del cancer, que involucran el desbloqueo de la plasticidad fenotipica,
la reprogramacion epigenética, la alteracion del microbioma y la senescencia
celular (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011). Recientemente, Hanahan y
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otros autores, han sugerido una interseccion de la sefializacién neural con los
hallmarks del cancer (Hanahan, 2022). Aun cuando se han identificado estas
caracteristicas generales para el cancer, los procesos por los cuales se desarrolla
siguen sin esclarecerse por completo. Una de las posibles causas del crecimiento
anormal celular es debido a las mutaciones generadas por los errores cometidos
durante la replicacion del ADN. Estas mutaciones son heredadas a las nuevas
células y abarcan desde una mala representacion de las marcas epigenéticas
hasta la pérdida o amplificacion cromosomica, entre otros tipos de

reordenamientos estructurales (Graham & Sottoriva, 2017).

Hallmarks del cancer

Evasidn de la apoptosis

La apoptosis, se puede describir como un mecanismo donde las células sufren de
una muerte programada que no provoca inflamacion, la diferencia de la necrosis
es que en esta ultima la muerte celular ocurre como consecuencia de un trauma
generando una respuesta inflamatoria (Xu et al., 2019). Este mecanismo juega un
papel esencial en el desarrollo de los organismos, tejidos y la regulacion
homeostatica del mismo, siendo alterado durante el desarrollo del cancer, -
provocando en células cancerigenas- perdida de apoptosis yuna proliferacion
anormal. (Mohammad et al., 2015).

El proceso de la apoptosis es controlado por dos vias moleculares denominadas
como via intrinseca y extrinseca. La intrinseca es aquella desencadenada por
estimulos de muerte intracelular, producidos en su mayoria por dafo en el ADN.
En este proceso, la apoptosis se inicia tras cambiar el potencial de membrana,
induciendo permeabilidad en la membrana mitocondrial. Este evento es seguido
por la ruptura de la membrana y la liberacién de proteinas proapoptéticas. Por otra
parte,en la via intrinseca el umbral apoptdtico se queda establecido por las
interacciones entre la membrana externa mitocondrial y las proteinas BCL-2 (Hinz
& Lagares, 2020; Mohammad et al., 2015). (Fig.4)



Via intrinseca : Via extrinseca

Estimulo ' Estimulo extracelular

intracelular :

+ Dano DNA x
s Estres

oxidativo

« Radiacién

Sensibilizadores

EH3BAD Colapso de i

. potencial de (=) (activa

= NOXA memehrana ( ’
* HRK l

:
Citocroma
:

VT

[&
® !
Activadores BH3 .0 :
« BAD Efectg;;s f /
. : : PARP
. BIK /o (activa) (inactiva) .
= E 0 an)
: o
. Reparacion de @
. DNA
: Apoptosis

Apoptosoma :

Figura 4. Esquema que representa las vias de apoptosis, la via intrinseca desencadenada por
estimulos de muerte intracelular, producidos en su mayoria por dafio en el DNA y la via
extrinseca activada mediante la interaccion de ligandos de muerte extracelular como lo puede
ser el ligando FAS y TNF

La via extrinseca es activada mediante la interaccion de ligandos de muerte
extracelular como lo puede ser el ligando FAS y TNF. En esta via, la senal
proapoptética se transmite a través de una sefalizacidn multiproteica, en el que
las proteinas, TNF receptor type 1-associated DEATH domain (TRADD), FAS-
associated death domain (FADD) e IRE1-dependiente regulado decaimiento
(RIDD) se ensamblan para activar la caspasa-8 y caspasa-10. Estas dos caspasas
luego inician la apoptosis a través de la escision y la activacion de pro-caspasa-3
(Hinz & Lagares, 2020).

En condiciones normales, la apoptosis es una via racional para eliminar células
con algun tipo de problema o dafio del organismo, sin embargo, en los tejidos
tumorales se adquieren una resistencia a la apoptosis a través de estrategias

variadas (Fig. 5), una de ellas son los cambios ocasionados por mutaciones en el
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gen p53, el cual es un supresor de tumores, p53 es un promotor de la oxidacion
mitocondrial y se ha observado una inactivacion funcional en mas del 50% de los
casos de cancer en humano, esto nos da como resultado la eliminacion de los
sensores de dano al ADN que pueden iniciar los proceso de apoptosis (Hanahan &
Weinberg, 2000; J. Lu et al., 2015)

Otra via por la cual las células cancerosas pueden evadir el mecanismo de
apoptosis, es por la expresion o funcion anémala de las proteinas inhibidoras de la
apoptosis (IAP), encontrando 8 en humanos las cuales son XIAP, clAP2, clAP1,
livin (ML-IAP), survivin, NAIP, ILP-2 y Bruce (Fulda & Vucic, 2012). Estas
proteinas IAP tienen el dominio de repeticion IAP , el cual media la interaccion con
las caspasas, estas proteinas pueden inhibir los proceso de apoptosis al unirse a
las caspasas 3 y 7 en su forma activa y asi prevenir la activacion de la caspasa 9
(Fulda & Vucic, 2012, 2012).

Ademas, también se ha estudiado el papel que juega la proteina de choque
térmico 90 (hsp90), la cual se encuentra de forma sobre expresada en células
cancerosas en comparacion con células no neoplasicas, hsp90 estabiliza varios
factores antiapoptéticos como Akt, BRAF mutado, EGFR, JAK2 y el inhibidor de la
proteina de apoptosis survivina. La mayoria de las funciones de hsp90 se
relacionan con su presencia y funcion en el citosol, pero la evidencia reciente
también sugiere que hsp90 se sobre expresa en las mitocondrias tumorales y
organiza una red de acompanamiento mitocondrial que antagoniza la muerte de

células tumorales (Mohammad et al., 2015).

Debido a estas caracteristicas peculiares del cancer, algunas terapias tienen como
objetivo la activacion de las vias apoptdticas, medicamentos como el bortezomib,
Erbitux, Revlimid y Vectibix se enfocan en la sefializacion anti EGFR vy la
detencién de la fase G1 para lograrlo (Dembic, 2020; Raudenska et al., 2021; Xu
et al., 2019).



Figura 5. Vias de evasién de las apoptosis presentadas en condiciones de cancer, dentro de las
mas estudiadas encontramos la supresion del gen p53, el incremento en las proteinas

inhibidoras de la apoptosis (IAP) y la reduccién de caspasas.
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Potencial replicativo ilimitado

En células eucariotas, el potencial replicativo celular es limitado, esto como
consecuencia del acortamiento de los telomeros, ocasionado por las
caracteristicas propias de la replicacion del DNA, donde no es posible que las
células obtengan una copia completa del final del DNA molde, debido a la forma
en la que se sintetiza la cadena retrasada, la DNA polimerasa tiene restricciones
para replicar el extremo 3' del ADN (Fig. 6) (Shay & Wright, 2000; Ye et al., 2019).

Esto explica que, en condiciones de laboratorio, las células normales en cultivo
posean un potencial replicativo de caracter finito, al progresar a través de una
cierta cantidad de duplicaciones, estas adquieren el fenotipo de senescencia, el
cual se define por la detencion del ciclo celular de forma permanente.
(Hanahan & Weinberg, 2000; Hernandez-Segura et al., 2018).

Los telébmeros son nucleoproteinas conservadas las cuales se localizan al final de
los cromosomas, que comprenden una matriz en tandem de repeticiones
TTAGGG vy proteinas de unién al ADN. En humanos, consiste en repeticiones de
TTAGGG con un extremo saliente en 3' que ayuda en la formacion de estructuras
de bucle en D y bucle en T. Cumplen una funcion protectora al evitar que se
activen las vias de respuesta al dafio del DNA (DDR), evitando, la pérdida de
pares de bases del ADN cromosémico (Arsenis et al., 2017; Bernardes de Jesus &

Blasco, 2013; Popli Deepika Bablani et al., s. f.).

Con cada replicacion celular, se pierden entre 50 y 100 nucleétidos de ADN
telomérico. Esta pérdida progresiva finalmente hace que los telémeros pierdan su
capacidad de proteger los extremos del ADN cromosdmico, activando la respuesta
al dafio del ADN, lo que lleva a la detencién del crecimiento; senectud y dando

como resultado la activacién de la apoptosis (The Hallmarks of Cancer, s. f.).

Estos procesos fueron observados por Hayflick y Moorhead, los cuales notaron

una capacidad replicativa limitada cuando demostraron que poblaciones enteras
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de fibroblastos humanos en proceso de divisidon celular y posterior replicacion,
alcanzaban un numero limitado de replicaciones antes de entrar en un estado
senescente en lo que Hayflick llamé el fendmeno de fase lll. Llamo Fase | al
cultivo primario celular, Fase |l al periodo comprendido de diez Meses de
crecimiento Intensivo y fase lll el periodo en que la replicacion celular se ralentiza
y finalmente se detenia (Fig. 6) (Shay & Wright, 2000).

60
o0

Fase Il
0y (senescencia)
30 -

Fase |l
20 1

10+

I ! |
10 50 90 130 170 210 250 29

Figura 6. Fases del cultivo celular de Hayflick. La fase | es el cultivo primario; la fase Il
representa células subcultivadas durante el periodo de replicacion exponencial. La fase llI
representa el periodo en que cesa la replicacién celular, pero contintda el metabolismo. Las
células pueden permanecer en este estado durante al menos un afio antes de que ocurra la
muerte.

En células tumorales reproducidas en cultivo se adquiere un fenotipo con potencial
replicativo ilimitado, el cual es adquirido in vivo durante conforme la progresién de
la enfermedad, probablemente siendo fundamental para el correcto desarrollo del
tumor, es importante notar que el mantenimiento del ADN telomérico es la base de
la capacidad para poseer un potencial replicativo ilimitado. Esta longitud y

estructura de los telébmeros es mantenida por la telomerasa transcriptasa inversa y
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un complejo de telomero multiproteico denominado refugio (Fig. 7) (Bajaj et al.,
2020; Hanahan & Weinberg, 2000; Kelland, 2007; Y. Wang et al., 2019; Ye et al.,
2019).

La telomerasa es un heterodimero de la transcriptasa inversa. Consiste en una
plantilla de ARN no codificante (componente de ARN de telomerasa, TERC) y una
subunidad enzimatica (transcriptasa inversa de telomerasa, TERT) para la sintesis
de novo de secuencias de ADN telomérico. Regulacion del mantenimiento de la
longitud de los telomeros mediante la adicién de repeticiones teloméricas a los

extremos de los cromosomas utilizando plantillas de ARN (De Vitis et al., 2018).

Telomero en células cancerigenas

Telomero en células normales

Acortamiento del telomero

Mantenimiento de la longitud del telomero
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Figura 7. Mantenimiento del ADN de los telémeros (TMM) en células cancerigenas comparado
con el mantenimiento y acortamiento de los telémeros en condiciones normales. El
mantenimiento de los teldmeros se ve asociado a una mayor actividad por parte de la
telomerasa en células cancerigenas, ocasionado por la activacién de oncogenes como Mycy
Whnt.

Dentro de los mecanismos que pueden ayudar a tener una mayor activaciéon de la
telomerasa en pacientes con cancer se encuentra la activacion de oncogenes

como Myc y Wnt los cuales son reguladores transcripcionales de la telomerasa
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(Khattar & Tergaonkar, 2017; Zhou et al., 2014), asi el aumento en la actividad de
la telomerasa transcriptasa inversa, se observa como un potencial objetivo
terapéutico para el tratamiento del cancer (Arsenis et al., 2017; Kelland, 2007; Y.
Wang et al., 2019).

Angiogénesis sostenida

La angiogénesis se define, como el crecimiento de vasos sanguineos a partir de
vasos sanguineos existentes como medio de suministro de oxigeno y nutrientes,
un proceso esencial para la funcién y supervivencia celular. (Fig.8) (Tonini et al.,
2003).

Sin embargo, en las células tumorales, su rapido crecimiento requiere la creacién
de nuevos vasos sanguineos para mantener la viabilidad del tumor; Esta
capacidad parece adquirirse gradualmente durante el desarrollo del tumor.
(Ramjiawan et al., 2017; Viallard & Larrivée, 2017).
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Figura 8. Proceso de vascularizacidon tumoral, la generacién de nuevos vasos sanguineos es
importante para el mantenimiento y sostén del crecimiento tumoral. Entre los moduladores se
encuentran el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento
transformante alfa, el factor de crecimiento epidérmico

A través de una extensa investigacion, ha sido posible identificar diferentes tipos
de reguladores de la angiogénesis tumoral. Entre los moduladores pro-
angiogeénicos se encuentran el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el
factor de crecimiento transformante alfa, el factor de crecimiento epidérmico, etc.
(T. Li et al., 2018).

VEGF, es una glicoproteina homodimérica que pesa 45 kDa. Es un mediador
clave de la angiogénesis y se une a dos receptores, el receptor 1 de VEGF vy el
receptor 2 de VEGF, ambos expresados en las células endoteliales vasculares. En
condiciones normales, VEGF promueve la angiogénesis durante el desarrollo
embrionario y es importante para la cicatrizacion de heridas en adultos. VEGF es
un mediador clave de la angiogénesis del cancer, regulado por la expresion de
oncogenes, factores de crecimiento y la presencia de hipoxia. (Carmeliet, 2005;
Melincovici et al., 2018).
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Debido a que este factor de crecimiento es un importante modulador para el
proceso de angiogénesis, se convirtio en un target interesante para aplicaciones
terapéuticas, buscando agentes que actuen como inhibidores bloqueando los
receptores VEGF (Fig. 9), algunos farmacos usados en la actualidad como
bloqueadores de estos receptores son Bevacizumab y Sorafenib (Melincovici
et al., 2018; Raghav et al., 2021).
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Figura 9. Vias de sefializacion del receptor VEGF. La unién de VEGF al dominio extracelular de VEGFR
provoca la autofosforilacién de residuos de tirosina y la activacion de ciertas vias de sefializacion (Figura
1), como: fosfolipasa-Cy (PLCy)/proteina quinasa C (PKC) y Ras/Raf/ERK /MAPK, estas vias de
sefializacidn estan involucradas en la proliferacién de células endoteliales. Ademads, por la activacion de
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Algunos otros factores como la inflamacion, estrés metabdlico, son considerados
también como estimulos importantes para una sefializacion angiogénica y
comenzar la tendencia a la formacién del tumor (Kerbel, 2000; Mezu-Ndubuisi &
Maheshwari, 2021)

Debido a la importancia de la angiogénesis en el mantenimiento del tumor, se ha
estudiado como un objetivo terapéutico importante y atractivo para detener la
progresion de la enfermedad, aunque no se debe subestimar la diversidad de
mecanismos por los cuales las células tumorales evaden la terapia y perpetuan la
enfermedad. La terapia antiangiogénica, puede no ser suficiente para detener su

proliferacion en diferentes tipos de cancer (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Invasion de tejidos y metdstasis

Un sello distintivo que se presenta a lo largo de diversos tipos de cancer es el
desarrollo de la capacidad para migrar e invadir otros tejidos, proceso al cual se le
conoce como metastasis. Los tejidos tumorales generan células llamadas pioneras
que se desplazan e invaden los tejidos adyacentes, donde los nutrientes y el
espacio no son limitantes para el desarrollo de una nueva masa tumoral, el
desarrollo de esta capacidad invasiva es la responsable del 90% de las muertes
por cancer en humanos (Hanahan & Weinberg, 2011; Sporn, 1996; Zeeshan &
Mutahir, 2017).

El proceso de la metastasis es dinamico y en el mismo se ve envuelta la
interaccion entre el tumor y los factores intrinsecos del paciente. Estas células
cancerosas, deben sobrevivir las interacciones fisicas en el ambiente del paciente,
evadiendo la respuesta inmune para lograr proliferar, migrar y colonizar (Stoletov
et al., 2020)

El desarrollo de esta capacidad esta regulado por cambios en la expresion de la

molécula de adhesion celular (CAM), aunque los mecanismos moleculares que
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dirigen estos cambios siguen siendo dificiles de comprender y actualmente se ha
observado que estos mismos mecanismos difieren segun el entorno tisular
(Hanahan & Weinberg, 2011; Suhail et al., 2019).

En particular se ha observado que la expresion de la podoplanina en la superficie
de las células circulantes tumorales, ayuda en los procesos de evasion del sistema
inmune, ademas de favorecer la expresion del factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) de las plaquetas agregadas, lo que activa el comportamiento invasivo

por transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT) (Fig. 10) (Quintanilla et al., 2019)
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Figura 10. Representacion del proceso de metastasis en presencia de podoplanina en las
células cancerosas. La podoplanina ayuda en proceso de evasién del sistema inmune favorecer
la expresion del factor de crecimiento transformante § (TGF-B) de las plaquetas agregadas, lo
que activa el comportamiento invasivo por transicion epitelial-mesenquimatosa (EMT).
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Debido a que este evento involucra una de las mayores complicaciones que
pueden darse durante el desarrollo de la enfermedad, se han desarrollado
diversos enfoques para el estudio de esta caracteristica, que van desde la
aplicacion de RNAseq, seguimiento del linaje celular, modelaje de xenoinjertos
derivados de pacientes, hasta el modelado de rutas de alto nivel por redes de
Petri, estos permitiran comprender los mecanismos por los cuales se
desencadena la metastasis en tejidos tumorales y de esta forma encontrar nuevos
tipos de terapias dirigidas para tratar esta condicion (Suhail et al., 2019; Zeeshan
& Mutahir, 2017).

Desregulacién epigenética

La desregulacion epigenética es un ‘hallmark’ del cancer que se refiere a la
alteracién en los patrones de metilacién del ADN, la modificaciéon de las histonas y
la actividad de las enzimas que regulan estos procesos. Estas alteraciones
epigenéticas pueden conducir a cambios en la expresion de genes clave para la
proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis, lo que promueve la formacion
de tumores (Feinberg, 2018; Hanahan & Weinberg, 2011).

La metilacion anormal del ADN es una de las principales alteraciones epigenéticas
que se observan en el cancer. La hipometilacion global del ADN puede activar la
expresion de genes que normalmente estan silenciados, mientras que la
hipermetilacion de los promotores de los genes supresores de tumores puede
inactivar su expresion y promover la proliferacion celular descontrolada (Feinberg,
2018).

Ademas, las modificaciones de las histonas también juegan un papel importante

en la desregulacidén epigenética del cancer. La acetilacion de las histonas esta

asociada con una mayor accesibilidad del ADN a la maquinaria de transcripcion.

21



Mientras que la metilacion de las histonas, puede activar o reprimir la expresion

génica dependiendo de la ubicacion y el grado de metilacion (Chi et al., 2010).

La metilacion de histonas es una de las modificaciones mas estudiadas y se ha
demostrado que esta asociada con la represion de genes supresores de tumores
en diversos tipos de cancer. En particular, la metilacion de la histona H3 en la
lisina 9 (H3K9me) y la histona H3 en la lisina 27 (H3K27me) son marcas
epigenéticas que se asocian con la represion de genes supresores de tumores en
diversos tipos de cancer, de igual forma se ha demostrado que la acetilacion de la
histona H3 en la lisina 27 (H3K27ac) esta asociada con la activacion de genes

oncogénicos en cancer de prostata (Kim & Kim, 2009; C. Lu et al., 2012).

La desregulacion epigenética también puede influir en la actividad de las enzimas
que regulan estos procesos. La metilacion del ADN y la acetilacion de las histonas
estan controladas por enzimas llamadas DNA metiltransferasas (DNMTs) e
histona acetiltransferasas (HATSs), respectivamente. La sobreexpresion o la
pérdida de estas enzimas pueden alterar la metilacion y acetilacion del ADN vy las

histonas, lo que puede promover la formacion de tumores (Chi et al., 2010).

Por ejemplo, la hipermetilacion de genes supresores de tumores, como el gen de
la proteina p16INK4a, se asocia con la desactivacion de la enzima de
mantenimiento de metilacion del ADN DNMT1 en células de cancer de mama
(Esteller, 2007; Jasek etal., 2019). Ademas, las mutaciones en genes que
codifican para enzimas reguladoras de histonas, como IDH, se han relacionado
con la alteracién de la metilacion de histonas y la pérdida de la diferenciacion

celular en gliomas malignos (C. Lu et al., 2012).

En resumen, la desregulacion epigenética es un ‘hallmark’ del cancer que se
caracteriza por alteraciones en los patrones de metilacion del ADN, la modificacion
de las histonas y la actividad de las enzimas que regulan estos procesos. Estas

alteraciones, pueden influir en la expresion de genes clave para la proliferacion
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celular, la diferenciacién y la apoptosis, o que promueve la formacion de tumores.
La comprension de los mecanismos subyacentes a la desregulacion epigenética
del cancer puede ayudar a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para tratar

esta enfermedad.

Microbioma alterado

El microbioma es la comunidad de microorganismos que habitan en un ambiente
determinado, como el tracto gastrointestinal humano. La evidencia ha demostrado
que la microbiota intestinal desempefia un papel importante en la regulacién del
sistema inmunoldgico y en la homeostasis del huésped. La desregulacién del
microbioma se ha relacionado con una variedad de enfermedades, incluido el
cancer. En el contexto del cancer, la disbiosis- que es la alteracion en la
composicién y funcion del microbioma-, se ha relacionado con la iniciacién, la

promocion y la progresion del cancer (Gopalakrishnan et al., 2018).

La del microbioma se puede producir por diversos factores, como la dieta, el estilo
de vida y los factores ambientales. Estudios recientes han demostrado que la
alteracién del microbioma puede ser un factor importante en el desarrollo de
ciertos tipos de cancer. Por ejemplo, se ha demostrado que la disbiosis intestinal
se asocia con el cancer colorrectal (Brennan & Garrett, 2016) y el cancer de
higado (Yu et al., 2010).

Ademas, se ha demostrado que los microbios pueden producir metabolitos que
influyen en el crecimiento y la supervivencia de las células cancerosas. Por
ejemplo, algunos microorganismos producen acidos grasos de cadena corta
(SCFA), que pueden inhibir el crecimiento de células cancerosas al inducir la
apoptosis o la muerte celular programada, influyendo en la respuesta del huésped

a la terapia contra el cancer. Estudios han demostrado que los pacientes con un
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microbioma alterado pueden tener una respuesta menos efectiva a la
inmunoterapia. Por lo tanto, el conocimiento y la manipulacion del microbioma
puede tener implicaciones terapéuticas significativas en la prevencion y el

tratamiento del cancer (Gopalakrishnan et al., 2018).

La alteracion del microbioma puede desempefiar un papel importante en la
iniciacion, la promocion y la progresion del cancer, asi como en la respuesta del
huésped a la terapia contra el cancer. El conocimiento y la manipulacién del
microbioma pueden tener implicaciones terapéuticas significativas en la

prevencion y el tratamiento del cancer.

Diferenciacioén y transdiferenciacion

Este es uno de los nuevos hallmarks propuestos de manera reciente (Senga &
Grose, 2021) la anaplasaia y transdiferenciacién se refiere a la capacidad de las
células cancerosas para alterar su identidad celular y convertirse en diferentes
tipos celulares. Este proceso implica la pérdida de la expresion de genes de
diferenciacion y la adquisicion de caracteristicas propias de células madre
(Hanahan & Weinberg, 2011).

La desdiferenciacion se produce cuando las células cancerosas pierden su estado
maduro y se vuelven menos especializadas, lo que les permite proliferar y migrar
con mayor facilidad. Esto ocurre a través de la reactivacion de programas de
desarrollo embrionario y la pérdida de la expresion de marcadores de

diferenciacion celular (Gupta et al., 2009).

Por ejemplo, se ha demostrado que la activacion del programa de desarrollo
embrionario llamado "epitelio-mesénquima de transicion" (EMT) es un proceso
importante en la adquisicion de propiedades invasivas y metastasicas por parte de
las células tumorales. Durante la EMT, las células tumorales pierden su polaridad
celular y su adhesion intercelular, lo que les permite disociarse de los tumores

primarios y migrar a través del cuerpo hacia otros sitios (Thiery, 2002).
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La pérdida de la expresion de marcadores de diferenciacion celular también es un
proceso comun en la desdiferenciacion del cancer. Los marcadores de
diferenciacion celular son proteinas o moléculas que estan presentes en las
células maduras y especializadas, y que les permiten realizar sus funciones
especificas. En las células tumorales, la pérdida de la expresion de estos
marcadores esta asociada con una mayor agresividad y capacidad de invasion
(Nguyen et al., 2009).

Un ejemplo de la pérdida de la expresion de marcadores de diferenciacion celular
en el cancer es la disminucion de la expresion de la proteina E-cadherina, que es
una molécula de adhesion celular importante en el epitelio. La pérdida de E-
cadherina se asocia con la disociacion de las células tumorales y la progresion de
la enfermedad (Thiery et al., 2009).

En resumen, la reactivacion de programas de desarrollo embrionario y la pérdida
de la expresion de marcadores de diferenciacién celular son procesos importantes
en la desdiferenciacion del cancer. Estos procesos permiten a las células
tumorales adquirir propiedades invasivas y metastasicas, lo que contribuye a la

progresion de la enfermedad.

Por otro lado, la transdiferenciaciéon se refiere a la capacidad de las células
cancerosas para cambiar su identidad celular y convertirse en un tipo celular
diferente al que normalmente pertenecen. Esto se debe a la activacion de
procesos de reprogramacion celular que les permiten adquirir caracteristicas de

otros tipos celulares (Brabletz et al., 2018).

Una de las vias mas conocidas de reprogramacion celular, es la que esta
involucrada en la generacion de células madre pluripotentes inducidas (iPS), que
son capaces de dar lugar a células de diferentes tipos. En el cancer, se ha

observado que las células tumorales pueden activar procesos de reprogramacion
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similares para adquirir caracteristicas de otros tipos celulares (Senga & Grose,
2021).

Se ha reportado, que las células de cancer de pulmén pueden transdiferenciarse
en células que se parecen a las células del tejido glandular del pulmon, lo que les
permite evadir la quimioterapia. Los autores del estudio identificaron una proteina
llamada SOX2 que esta involucrada en la transdiferenciacion de las células de
cancer de pulmén, y que podria ser un objetivo para el desarrollo de nuevas

terapias contra el cancer (Hou et al., 2017).

La transdiferenciacion en el cancer se ha reportado en células de cancer de
mama, las cuales pueden transdiferenciarse en células que se parecen a las
células de cancer de préstata. Los autores del estudio encontraron que esta
transdiferenciacion esta mediada por una proteina llamada SLUG, que actua como
un interruptor molecular que activa los programas de desarrollo de la prostata en

las células de cancer de mama (Ebina & Rossi, 2015).

La desdiferenciacién y la transdiferenciacion son procesos complejos que
involucran la regulacion de multiples vias de sefalizacidon y la interaccion con el
microambiente tumoral. Estos procesos pueden contribuir a la heterogeneidad
tumoral y a la resistencia a la terapia, lo que hace que sean importantes objetivos

terapéuticos para el tratamiento del cancer (Hanahan & Weinberg, 2000).

En conclusién, la capacidad de las células cancerosas para desdiferenciarse y
transdiferenciarse es un ‘hallmark’ del cancer que contribuye a la heterogeneidad
tumoral y a la resistencia a la terapia. La comprension de los mecanismos
involucrados en estos procesos puede ayudar en el desarrollo de nuevas terapias

dirigidas contra el cancer.
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Sefializacion neuronal alterada

El cancer no solo involucra cambios genéticos y epigenéticos, sino también
alteraciones en la comunicacion celular y la sefializacién neuronal. La sefalizacion
neuronal alterada en el cancer es un hallmark emergente que se ha relacionado
con la progresion tumoral, la resistencia a la terapia y la formacién de metastasis
(Keough & Monije, 2022).

La sefalizacion neuronal se produce a través de la liberacion de
neurotransmisores y neuropéptidos, que interactuan con los receptores en las
células diana. En el contexto del cancer, tanto las células cancerosas como las
células del microambiente tumoral, como las células inmunes, los fibroblastos y las
células endoteliales, pueden ser responsables de la sefializacion neuronal
alterada. Esta puede provocar cambios en la expresion génica, la proliferacion
celular, la angiogénesis y la migraciéon celular, lo que puede afectar la progresiéon
del cancer. Por ejemplo, se ha demostrado que los nervios simpaticos y
parasimpaticos pueden estimular la angiogénesis y la proliferacion celular en

tumores de prostata y de mama (Magnon et al., 2013).

Ademas, se ha demostrado que la sefalizacion neuronal alterada puede contribuir
a la resistencia a la terapia en el cancer. La estimulacion de los nervios simpaticos
puede reducir la respuesta de las células cancerosas a la quimioterapia y la
radioterapia, y también puede aumentar la resistencia a la inmunoterapia
(Saloman et al., 2016).

Se ha demostrado que la activacion de la via de sefalizacion del factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y su receptor, TrkB, esta asociada con la
resistencia a la terapia en varios tipos de cancer, incluyendo el cancer de mama,
el cancer de prostata y el cancer de pulmén (Gritsko et al., 2006; Okamura et al.,
2012).
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Ademas, la sefalizacion neuronal puede contribuir a la resistencia a la
quimioterapia en el cancer de pancreas. En este tipo de cancer, la activacion de la
via de senalizacion del receptor del factor liberador de corticotropina (CRF) se ha

asociado con la resistencia a la quimioterapia (Kasckow et al., 2003).

La sefalizacion neuronal alterada es un ‘hallmark’ emergente del cancer que
puede contribuir a la progresion tumoral y la resistencia a la terapia. Los estudios
futuros en esta area podrian proporcionar nuevas estrategias terapéuticas para el

tratamiento del cancer.

Evasion inmunoldgica y resistencia a los farmacos

La terapia contra el cancer, opera en un sistema definido por una terapia dirigida a
una poblacion celular cancerosa dentro de un entorno particular del anfitrion. En
muchas ocasiones, estas terapias encuentran una problematica al presentarse
una resistencia a los farmacos de origen multifacético. La resistencia a los
medicamentos es una de las principales causas del fracaso del tratamiento, y la
resistencia a multiples medicamentos (MDR) tiene varios mecanismos (Fig. 11)
que causan resistencia a la quimioterapia, reducen la absorcién del medicamento
y aumentan el tiempo que el medicamento sale de la célula. (Gottesman, 2002;
Holohan et al., 2013; Vasan et al., 2019).
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Figura 11. Esquema generalizado de algunos mecanismos de resistencia a los farmacos, los
signos positivos (+++) indican un incremento de atp-binding cassette (ABC) o grupos objetivos
en la célula cancerosa.

Otra via de resistencia surge de mutaciones en dianas de farmacos, como el
receptor de androgenos (AR), que se regulan al alza durante el desarrollo del
cancer de prostata, donde, como en otros casos, el aumento de la expresion de la
diana reduce su efecto inhibitorio. Se requiere una gran cantidad de medicamento
para inhibirlos y producir un efecto terapéutico, pero esto no siempre es posible
debido a los efectos secundarios que pueden ocurrir debido al aumento de las
dosis de medicamentos, efectos farmacocinéticos como la absorcion, distribucion,
metabolismo y eliminacién (ADME), que limitan la cantidad de farmaco que llega al
tumor (Holohan et al., 2013; Vasan et al., 2019).
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Ademas de los MDR presentados por las células cancerosas, estas tienen
mecanismos para evadir al sistema inmune, un ejemplo de esto es la expresion de
la podoplanina (Fig. 10), que ayuda a las CTCs a no ser reconocidas por el
sistema inmune (Mir Seyed Nazari et al., 2018; Suzuki-lnoue, 2019).Ademas de
iniciarse un proceso denominado edicién inmunoldgica, durante este proceso el
sistema inmune es quien promueve el desarrollo del tumor (O’Donnell et al., 2019).
La edicion inmunologica es el resultado de tres etapas: eliminacion, equilibrio y
escape (Dunn et al., 2002; Schreiber et al., 2011).

El proceso de eliminacion es la etapa en la que el sistema inmunitario es capaz de
eliminar las células cancerosas. Esto sucede durante el inicio de la enfermedad. A
medida que crece un tumor, debe nutrirse a través de los vasos sanguineos
creados por la angiogénesis. Este crecimiento de tejido invasivo causa
inflamacion, lo que activa el sistema inmunitario innato. Reclutamiento de células
como NK, NKT, células yd T, etc. Esto ayuda a las células infiltrantes a reconocer
el dafo y producir IFN-y para suprimir el crecimiento tumoral. (Castro et al., 2018;
Gao et al., 2018).

En la siguiente fase, que corresponde al llamado estado estacionario o de
equilibrio, el sistema inmunitario del huésped y las variantes de células tumorales
que sobrevivieron a la fase de eliminacion entran en la fase de homeostasis.
Durante este proceso, los linfocitos y el IFN-y ejercen una presiéon selectiva
constante sobre las células tumorales en un intento de limitar, pero no eliminar por
completo, la poblacion tumoral. Esto da como resultado una poblaciéon tumoral
genéticamente inestable y que muta rapidamente. Ademas, este proceso
proporciona una mayor resistencia al ataque del sistema inmunitario, por lo que el
equilibrio es probablemente la mas larga de las tres funciones y puede darse a lo
largo de muchos anos(Dunn et al., 2002; O’'Donnell et al., 2019; Schreiber et al.,
2011).
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Durante la ultima fase que corresponde al escape, las células sobrevivientes que
ya han adquirido resistencia y son insensibles a la deteccidon inmunologica
comienzan a proliferar nuevamente sin control. Se ha propuesto que este fenotipo
mutante, que confiere resistencia inmunologica sea resultado de tres
instabilidades genéticas: inestabilidad de reparacion la escision de nucleoétidos,
inestabilidad en microsatélites e inestabilidad cromosomal (Dunn et al., 2004).
Finalmente como resultado de estos tres procesos la enfermedad se vuelve

resistente a diversos tratamientos, dificultando asi su manejo.

Cancer de prostata

En México el cancer de préstata posee la tasa de incidencia y mortalidad mas alta
(Fig. 12), con una cifra cercana a 10 millones de muertes durante el 2020 y una
tasa de mortalidad de uno por cada seis casos. Si bien, en el caso del cancer de
prostata la tasa de mortalidad se ha visto en declive durante los ultimos afios en
paises con un manejo adecuado de la prevencion y tratamiento, aun existen
diferencias substanciales en la mortalidad de la misma enfermedad entre

diferentes paises alrededor del mundo (Cancer (IARC), s. f.; Santucci et al., 2020).
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Figura 12. Tasa de incidencia y mortalidad por cancer estimada en hombres durante el 2020
para México

La progresion del cancer de prostata se ha visto bien caracterizada, y en los
ultimos afios las etapas en las que se clasifica el desarrollo de la enfermedad se
han redefinido en funcién de los nuevos conocimientos adquiridos sobre el cancer
de prostata. Se utilizan cinco etapas para evaluar la extension del cancer en las
que 0O se refiere a la ausencia de cancer, mientras que las etapas | a IV describen
la extension de la progresion del cancer (Chang et al., 2014; De etal., 2018;
Schatten, 2018).

e Estadio | describe el cancer confinado a la prostata

e El estadio Il describe un tumor de préstata que aun es pequefio y no se ha
diseminado mas alla de la prostata, pero las células son mas anormales
que las que se encuentran en el estadio | y el cancer no se ha diseminado a
los ganglios linfaticos o a los ganglios linfaticos en 6rganos distantes.

e El estadio lll significa que el cancer se ha propagado mas alla de la capa
externa de la préstata y se puede detectar en los tejidos cercanos y en las

vesiculas seminales.
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o El estadio IV describe tumores que se han propagado a otras partes del
cuerpo, especialmente para la vejiga, el recto, huesos, higado, pulmones y

ganglios linfaticos.

El desarrollo y crecimiento del tumor (Fig. 13) se encuentra controlado por la
presencia de la testosterona y la 5a-dihidrotestosterona (DHT), ejerciendo su
efecto bioldgico a través de los receptores de androgenos. Al unirse al ligando, el
receptor se disocia de las proteinas accesorias, se traslada al nucleo, se dimeriza
y luego se une al elemento de respuesta androgénica (ARE) ubicado en las
regiones promotoras de los genes involucrados en la proliferacion celular y la

evasion de la apoptosis (Feng & He, 2019)

La terapia de privacién de androgenos (TDA) es el pilar del tratamiento del cancer
de prostata, cuyo objetivo es reducir los niveles de testosterona circulante a
niveles de castracion (50 ng/dL), ya que la presencia de testosterona afecta
directamente.

capacidad de crecimiento tumoral (Mansinho et al., 2018), al reducir los niveles de
testosterona circulante se observa una regresion del tumor (Castillejos-Molina &
Gabilondo-Navarro, 2016; Feng & He, 2019; Komura et al., 2018).

Prostata Neoplasia Adenocarcinoma Adenocarcinoma
normal intraepitelial localizado avanzado

Tratamiento por
privacion de
androgenos

Regresion
tumoral

Adquisicion de
resistencia

Metastasis

CRPC

Crecimionto

\//'

Crecimiento tumoral a traves del tiempo A

Figura 13. Progresién del cancer de prostata desde la neoplasia intraepitelial hasta la presencia
de un adenocarcinoma avanzado que puede resultar en CPRC.
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Este tipo de tratamientos que involucran la privacién de androgenos reportan la
regresion en el 80 % de los hombres con cancer de prostata, con una mediana de
supervivencia libre de progresion de un afo aproximadamente (Hellerstedt &
Pienta, 2002).

Sin embargo, la reincidencia del crecimiento tumoral cancerigeno es frecuente en
pacientes que han sido tratados con ADT, este tipo de cancer se caracteriza por la
resistencia a la castracion, que se presenta en una etapa tardia y se conoce como
cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC). En esta etapa avanzada, los
tumores pueden desarrollarse después de la terapia de privacion de andrégenos
fisica o quimica, independientemente de los niveles de testosterona bajos o

ausentes. (Kirby et al., 2011)

Las clasificaciones mas utilizadas clinicamente del cancer de préstata resistente a

la castracion se centran en la activacion del receptor, entre ellas:

+ Cambios en el nivel de ligandos en tejido tumoral.

+ Aumento de los niveles de proteina debido a la amplificacién de genes o
expresion alterada de ARNm.

» Activacion de mutaciones del receptor que afectan la estructura y la funcion.

« Cambios en moléculas co-reguladoras, incluyendo co-activadores y co-
represores.

* Factores que controlan la activacién del receptor independientemente de
los niveles de ligando o receptor, lo que permite la interaccion cruzada de
cinasas.

Los mecanismos por los cuales se transita de un fenotipo sensible a andrégenos a
uno que es insensible a ellos han sido motivo de estudio, encontrando que las
mutaciones del receptor de andrégeno y las alteraciones en las cascadas de
senalizacion de andrégenos son responsables del crecimiento de los tumores en
condiciones de ausencia de andrdégenos (Nevedomskaya et al., 2018; Pienta &

Smith, 2005). Los pacientes en los que se genera este tipo de cancer resistente a
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la castracién suelen morir pasados los primeros dos a cuatro afios de diagnostico
de la misma (Patrikidou et al., 2014).

Estructura y funcidn del receptor de androgenos (AR)

Como se ha visto, la via de sefalizacion de andrégenos juega un papel decisivo
en la patogénesis del cancer de prostata. Con las observaciones realizadas por
Huggins y Hodges donde determinan que existe una regresién del tumor como
consecuencia de la reduccion de los andrégenos gonadales, esta via cobro
relevancia como un pilar en la terapia de la enfermedad (Dai et al., 2017; Huggins
& Hodges, 2002)

El receptor de andrégenos contiene tres dominios: un dominio N-terminal con un
numero variable de repeticiones de poliglutamina y poliglicina, un dominio de union
a ADN bien conservado (DBD por sus siglas en inglés) el cual consiste en dos
dedos de zinc que reconoce secuencias de ADN especificas, y un dominio de
unién a ligando (LBD) (Fig. 14). Estos dos ultimos dominios estan separados por
un dominio bisagra que alberga una sefial de localizacién nuclear. Las unidades
de transactivacion Tau-1 y -5 ubicadas en el dominio N-terminal son los principales
determinantes de la actividad transcripcional de receptor de andrégenos (Culig &
Santer, 2014; Davey & Grossmann, 2016).
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(Extraido de Shafi et al., 2013)



La forma inactiva del receptor de androgenos reside principalmente en el
citoplasma, donde es estabilizada por proteinas chaperonas (Haendler, 2002).
Cuando es activado por androgenos, mas comunmente testosterona o el
metabolito mas potente 5a-dihidrotestosterona (DHT), el receptor de androgenos
sufre una modificacién alostérica, se homodimeriza y luego se traslada al nucleo
donde se une al ADN en los sitios de union al receptor de andrégenos (ARBS).
Una vez unido a los elementos potenciadores reguladores en cis (CRE), se
reclutan correguladores, complejos de remodelacion y otros TF para crear un
centro transcripcional que inicia un proceso transcripcional dependiente de
receptor de andréogenos que afecta la expresion de varios cientos de genes diana
(Scher & Sawyers, 2005). Estos genes promueven la proliferacion, diferenciacion

celular y, metastasis.

En 2010, se descubri6 una nueva variante de empalme del receptor de
andrégenos humano denominada ARv567es en la que los exones 5, 6 y 7 se
eliminaron, demostrando que esta variante puede contribuir a la progresion del

cancer de préstata humano (Sun et al., 2010).

El ARN mensajero de la variante de empalme del receptor de andrégenos 7 (AR-
V7) se detecta con mayor regularidad en células tumorales circulantes de
pacientes en estados avanzados de la enfermedad y se le asocia con la
resistencia a los farmacos como la enzalutamida o abiraterona (Antonarakis et al.,
2014; Sobhani et al., 2021). ARV-7 favorece la expresidon de genes que regulan el
ciclo celular, mientras que el receptor de andrégenos intacto lo suprime a favor de
genes relacionados con el metabolismo, la diferenciacion y la sintesis
macromolecular. Ademas, esta variante de receptor de andrégenos es

constitutivamente activa y puede promover la senalizacion del receptor de
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andrégenos sin interaccion con el ligando (Fig. 15). Por lo que se ha vuelto un
objeto de estudio importante (Sobhani et al., 2021).

Citoplasma

adrenales

Andrégenos

0 ws duct - 6
Amplificacion areductasa
< : DHE Modificacion de

Co-reguladores

Variantes de
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Figura 15. Vias de sefializacion del receptor de andrdogenos de forma dependiente e independiente de ligandos, dentro de
las vias identificadas dependientes de ligando encontramos la promiscuidad, la amplificacidn y la generacidn de variantes
del receptor, mientras que las vias independientes de ligando contemplan la modificacion de los co-reguladores y
procesos de activacidn aberrantes. Extraido de Chandrasekar et al., 2015
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Deteccidén y tratamiento del cancer de prostata.

El cancer de préstata es uno de los diagndsticos de cancer mas comunes en los
hombres (Teo et al., 2019), la deteccion del cancer tiene como objetivo encontrar
una lesién preneoplasica en una etapa temprana para mejorar la supervivencia de
los pacientes (Deteccion del cancer | Cancer.Net, s. f.). Desde la introduccion de
las pruebas para detectar diferentes tipos de cancer, como el cancer de mama y
de prostata, ha habido un aumento en la incidencia de carcinoma in situ y cancer
en etapa temprana. Para el cancer de prostata especifico, la prueba de deteccién
consiste en buscar un aumento en el antigeno prostatico especifico
(PSA).(Srivastava et al., 2019).

Cuando se es detectado el cancer la estrategia a seguir para detener el
crecimiento anormal celular puede conllevar la remocién quirurgica de la masa
cancerosa (Fig. 15), el uso de quimioterapia u otro tipo de medicamento que
ayude a reducir la poblacion celular cancerosa y el uso de radioterapia. En
algunos casos considerados como raros se llega a observar una regresion sin

necesidad de tratamiento alguno (Coussens & Werb, 2002).

Para los pacientes con cancer de préostata donde el tumor se encuentra localizado,
se realiza la remocion del tejido canceroso por prostatectomia radical, este
procedimiento suele acompafarse con alguna terapia de para reducir los niveles
de andrégenos (Gamat & McNeel, 2017). Estas terapias pueden intentar reducir
los niveles de andrégenos en suero mediante la extirpacion de uno o ambos
testiculos (lo que se denomina orquiectomia) o el uso de agonistas de la hormona
liberadora de hormona luteinizante (LHRH) (con o sin bloqueo). Receptores de
androgenos como bicalutamida, flutamida, nilutamida (Dole & Holdsworth, 1997;
Gamat & McNeel, 2017; Gingu et al., 2020).
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Aunque las terapias ADT suelen tener una buena eficacia en etapas tempranas,
como se ha mencionado con anterioridad la mayoria de los pacientes
eventualmente tienden a desarrollar CPRC (Chandrasekar et al., 2015). Durante
esta etapa es comun que se mantenga la terapia de ADT junto con otro tipo de
tratamiento como quimioterapia o el uso de medicamentos como el docetaxel (fig.
16) (Teo et al., 2019).

La administracion de medicamentos que son inhibidores de los microtubulos
muestran un beneficio de supervivencia en el CPRC (Barata & Sartor, 2019; Sydes
et al., 2018; Tannock et al., 2004).

A pesar del progreso en la busqueda de nuevos tratamientos para esta forma
avanzada de cancer de prostata, los esfuerzos para encontrar nuevos tratamientos
siguen siendo un desafio, ya que la mayoria de los pacientes finalmente mueren a
causa de la enfermedad. Por lo cual se busca fortalecer los tratamientos

existentes y mejorar los resultados clinicos.(Barata & Sartor, 2019)

Terapias ADT Cirugia Vigilancia activa
Cancer localizado

Terapias ADT
+ radiacion

Docetaxel Abiraterona

Céncer resistente a la castracion no metastasico .

Docetaxel Sipuleucel =T Enzalutamida

pepaw.aua e| ap osaifold

Terapias ADT
+ radiacion

Cancer resistente a la castracion metastasico .

Figura 16. Tratamiento del cdncer de préstata a lo largo del progreso de la enfermedad, los tratamientos iniciales suelen
basarse en la vigilancia activa del paciente o remocién del tejido canceroso, a lo largo de la progresién de la enfermedad
se incluyen en el tratamiento terapias de radiacidn y ADT entre otras
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Chalconas

La chalcona es un metabolito secundario de la familia de los flavonoides y abunda
en muchas plantas comestibles como las frutas. (Rudrapal et al., 2021; Zhuang
et al., 2017).

Estas chalconas presentan una estructura quimica caracteristica 1,3-diaril-2-
propen-1-ona (Fig. 17), la cual es conocida como chalconoide, estructuralmente
se han definido como anillo A al anillo de fenilo unido al grupo carbonilo y hacen

referencia al anillo de benceno como anillo B (Zhuang et al., 2017)

O

F

Figura 17. Estructura de una chalcona 1,3-diaril-2-propen-1-ona

Estas chalconas tienen una amplia gama de actividades bioldgicas, que incluyen
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y antimicrobianas. (Chen et al.,
2013; Henry etal.,, 2020; Okolo etal, 2021; Ouyang etal.,, 2021), estas
propiedades han puesto a las chalconas como un grupo prometedor en la
busqueda de nuevos farmacos hacia enfermedades neurodegenerativas, de los
cuales sobresalen los estudios enfocados en la enfermedad de Alzheimer
(Halliday et al., 2017; Kamecki et al., 2021; Thapa et al., 2021; X. Zhang et al.,
2018). También las chalconas se han usado en pruebas in vitro contra patdégenos
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Trichomonas vaginalis (Openda
et al., 2022; Trein et al., 2019) en donde se han escrito su citotoxicidad y diversas
actividades biolégicas frente a los mismos, sin embargo, los mecanismos de

accion que siguen aun no se encuentran bien caracterizados (Zhuang et al., 2017).
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Como se menciond previamente, las chalconas por su estructura y su abundancia
en una gran diversidad de especies vegetales comestibles, las convierte en una
molécula prometedora para la busqueda de nuevos farmacos (Rudrapal et al.,
2021; Zhuang et al., 2017). Algunas de las propiedades biologicas reportadas para
las chalconas incluyen, actividad como anticancerigenos, asi como efectos
preventivos para el mismo, actividad antiinflamatoria, antibacterial, antidiabético,
antioxidante, antimicrobiano, antiviral y efectos neuroprotectivos (Tab.1) (Choi
et al., 2018; Fernandes et al., 2021; Guazelli et al.,, 2021; Kamecki et al., 2021;
Konidala et al., 2020; Kostopoulou et al., 2021; Luo etal., 2021; Rioux etal.,
2021a; Rocha et al., 2021; L. Wang et al., 2019; Welday Kahssay et al., 2021; W.
Zhang et al., 2021; X.-W. Zhang et al., 2010).

Las chalconas contienen un grupo funcional de cetona a, B-insaturado percibido
como un potencial aceptor de Michael (contienen un electréfilo usualmente activo
bioldgicamente, involucrados en diversas vias de sefializacion en las células), que
usualmente puede formar enlaces de tipo covalente con el sulfhidrilo de la cisteina
u otros tioles para obtener el aducto de Michael. Este tipo de aceptores pueden
actuar como inhibidores de las cisteinas proteasas, que se ven envueltas en el
desarrollo de diferentes enfermedades que van desde trastornos cardiovasculares,
inflamatorios,  neurolégicos, respiratorios, virales, musculoesqueléticos,
inmunoldgicos, del sistema nervioso central, hasta el cancer (Santos & Moreira,
2007; Zhuang et al., 2017).
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Tabla 1. Actividad reportada para algunas chalconas en los ultimos afios

Chalcona
Chalcona t4
Caraganins a, b
(E)-1-(2,4-dihydroxyfenil)-3-(4-
dimethylamino) fenil) prop-2-en-1-
ona
(E)-1-(2-hydroxyfenyl)-3-(2,4-
dimethoxy-3-methylfenyl) prop-2-
en-1-ona
Derivados de trihydroxychalcona
(E)-1-(2,4-dichlorofenyl)-3-(2-
hydroxy-3-methoxyfenyl)prop-2-
en-1-ona
Hibridos de cumarina-chalcona
Hesperidin methyl chalcona
2'-hydroxy-chalcona
Conjugados de chalcona-poliamina
Igustrazina-chalcona
4,4'-dimethoxychalcona

2'-hydroxychalconas

Actividad Ano
2021
2019

Antinflamatorio

2010
2021
Antibacterial
2018
2021
Antidiabético
2020
2021
Antioxidante
2021
2021
Anticancerigeno
2021
2021
Neuroprotectivo
2021

Algunos ejemplos de chalconas preniladas estudiadas por sus propiedades

anticancerigenas son las siguientes (Tab.2):

Xanthohumol: es una chalcona prenilada que se encuentra en el lupulo y la

cerveza. Se ha demostrado que tiene actividad anticancerigena en varios tipos de

cancer, incluyendo el cancer de mama, el cancer de préstata y el cancer

colorrectal, observando que inhibe la proliferacion celular y la angiogénesis, induce
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la apoptosis y disminuye la invasion celular (Girisa et al., 2021; X. Li et al., 2022;
Vesaghhamedani et al., 2022).

Cardamonin: es una chalcona prenilada que se encuentra en el jengibre. Se ha
demostrado que tiene actividad anticancerigena en el cancer de mama, el cancer
de colon y el cancer de pulmén. Cardamonin induce la apoptosis, inhibe la
angiogénesis y disminuye la expresion de proteinas relacionadas con la invasion
celular (James et al., 2021; Jin et al., 2019; Nawaz et al., 2020).

Farnesiferol C: es una chalcona prenilada que se encuentra en la raiz de Ferula.
Se ha demostrado que tiene actividad anticancerigena en el cancer de mama, el
cancer de colon y el cancer de pulmén. Farnesiferol C inhibe la proliferacion
celular, induce la apoptosis y disminuye la invasion celular (Aas etal., 2015;
Alafnan et al., 2022; Hasanzadeh et al., 2017).

La gran diversidad de actividades biologicas de las chalconas probablemente esté
relacionada con su pequena estructura y las propiedades que le confieren los
receptores tipo Michael a las chalconas, que las hacen resistentes a otras
biomoléculas, permitiéndoles conectarse facilmente. Debido a que la actividad
bioldgica exhibida por la chalcona plantea desafios para el desarrollo de productos
farmacéuticos basados en estructuras, es importante investigar el mecanismo por

el cual la chalcona ejerce su actividad. (Ouyang et al., 2021).

Tabla 2. Actividad anticancerigena reportada para algunas chalconas en los ultimos afios

\ /
Xanthohumol O SN O a (Bartmanska et al., 2018)

SORe
Cardamonin e (Jinetal., 2019)
\D
° °\/W
Farnesiferol @ (Aas et al., 2015)
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Justificacion

Debido a que muchos de los pacientes con cancer de prostata tratados a través de
la privacion de androgenos desarrollan un CPRC, es importante realizar
investigaciones para la busqueda de alternativas farmacoldgicas en el tratamiento
de este tipo de cancer.

Por lo anterior es importante la busqueda de nuevas moléculas sobre los
hallmarks del cancer y las células resistentes a la castracion. El objetivo de este
estudio es evaluar el efecto de las chalconas preniladas sobre la morfologia,
viabilidad, potencial de membrana, apoptosis de las células de CPRC. Ademas de
realizar la caracterizacion in silico de propiedades ADME, asi como los blancos de
las chalconas y las vias KEGG en donde pueden estar participando. Estos
resultados nos daran una aportacion en el conocimiento de nuevas moléculas

alternativas para el tratamiento del CPRC.

Hipdtesis

La interaccion de las chalconas preniladas con las células de cancer de préstata
resistentes a la castracion producira cambios en la morfologia, viabilidad y
potencial de membrana de estas células con respecto a las células de cancer de
préstata no tratadas, ademas se espera que los ensayos in silico nos permitan
determinar las vias de accién en las cuales se encuentran involucradas las

chalconas preniladas.

Objetivo general

Determinar el efecto de las chalconas preniladas en interaccion con las células de
cancer de préstata PC3 y DU 145.
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Objetivos particulares

1.

Determinar el efecto de las chalconas preniladas sobre la viabilidad de las
células de CPRC.

Determinar el efecto de las chalconas preniladas sobre el potencial de

membrana celular de las células de CPRC.

Determinar la apoptosis de las células de CPRC tratadas con las chalconas

preniladas con respecto a las células no tratadas.

Identificar los cambios morfoldégicos de las células de CPRC durante la
interaccion con las chalconas preniladas en comparaciéon con las células no

tratadas.

Analizar in silico los posibles blancos moleculares de las chalconas

preniladas y su interaccion con las mismas.

45



Estrategia experimental

Chalconas preniladas
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Materiales y métodos

Chalconas

En este estudio, se usaron y evaluaron nueve chalconas por sus propiedades
anticancerigenas (Anexo 1). La sintesis de derivados de chalcona se llevo a cabo
en la reaccion de condensacion de Claisen-Schmidt. En esta reaccién, la base de
hidroxido atrae el hidrogeno del derivado de la acetona y forma aniones
anolizados (carbaniones). El carbonilo ataca el dioxido de carbono de los
derivados de benzaldehido que reemplazan al intermedio de didxido de carbono
hidroxi. Este intermediario genera chalconas espontaneamente bajo condiciones
acidas.

Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer de préstata humano (PC3 y DU 145) al igual que la
linea celular epitelial de prostata no cancerigena (RWPE-1) se adquirieron de la
American Type Culture Collection. Las células se cultivaron en medio DMEM para
células DU 145, medio RPMI para células PC3 y SFM para RWPE-1. Los medios
se complementaron con FBS al 10 %, L-glutamina al 1 % y penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 mg/ml. Los cultivos se mantuvieron en una atmodsfera
humidificada que contenia CO2 al 5 % a 37 °C. Para todos los experimentos, las

células se sembraron a 0,8 x 10 células/cm?.

Analisis de viabilidad celular por ensayo de MTT y calculo de indice de selectividad

El ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) se uso6
para medir los efectos citotoxicos de las distintas series de chalconas. Las células
fueron sembradas (1 x10* células/pozo) en placas de 96 pozos. 24 h después del
sembrado se verifico que se tuviera un 80-90% de confluencia para cada pozo y
se procedié a dar tratamiento, las células (DU 145, PC3 y RWPE-1) se expusieron
a varias concentraciones de estos compuestos (25, 50, 75, 100 uM) durante 0, 24,
48 h. El medio sin compuesto fue usado como control experimental. Al finalizar los

tiempos de tratamiento se afiadié un total de 20 yL de MTT (5 mg/mL) a cada
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pocillo y se dejé incubar durante 3h en condiciones de oscuridad. Posteriormente
se elimind la solucion de MTT vy los cristales de formazan generados se disolvieron
en 150 pL de Isopropanol (Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.). Las placas fueron leidas
a una densidad optica de 570 nm usando un lector de placas universal Biotek Elx
800. La viabilidad celular (%) se expresé como un porcentaje relativo a las células
de control no tratadas. Los valores ICso y sus intervalos de confianza del 95%
(95CI%) se obtuvieron mediante regresibn no lineal de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.

Se selecciono el mejor tiempo de tratamiento, asi como las ICso de las chalconas
con mejor actividad para la realizacion de los siguientes ensayos.

Tras la seleccion de las dos ICso de las chalconas con mayor actividad se procedié
a calcular el indice de selectividad de las mismas, el cual se encuentra dado por la
siguiente ecuacion.

IC50 linea no cancerigena

Indice de selectividad
naice de setectivida IC50 linea cancerigena

Donde ICso es la concentracion del compuesto o farmaco que inhibe el crecimiento
celular en un 50%.
Un indice de selectividad igual o mayor que 1 indica una mayor selectividad hacia

la linea celular cancerigena (Bartmanska et al., 2018).

Analisis del potencial de membrana mitocondrial

La prueba con Mitoorange se utiliza para medir la pérdida de potencial de
membrana (MMP). La interrupcion del potencial de la membrana mitocondrial
coincide con la translocacion de la membrana que conduce a la liberacion de
citocromo C en el citoplasma, lo que desencadena otros eventos aguas abajo en
la cascada apoptotica.

Las células fueron sembradas (8 x10°) en placas de 6 pozos y 24 h después del
sembrado después de alcanzar una confluencia del 80-90% fueron tratadas con
las chalconas seleccionadas del ensayo de viabilidad por MTT. El medio sin

compuesto fue usado como control negativo y como control positivo se utilizé
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CCCP a una concentracion de 50uM. Pasado el tiempo de tratamiento, las células
fueron recolectadas de los pozos en tubos falcon de 15ml, se les adiciono 2uL de
la solucién MitoOrange 200x y se dejaron incubar por 15 minutos a 37°C, 5% COo..
Posteriormente las células fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 4 minutos y
se procedid a resuspenderlas en 1mL de PBS. La intensidad de la fluorescencia
fue monitoreada usando un citdmetro de flujo (Especificacién del equipo usado) en
el canal FL 2 (ExXEm = 540/590nm) creando un gate de las células de interés
excluyendo los escombros. Se determiné el porcentaje de células con colapso de

potencial de membrana usando el software FlowJo en su version 10.8.1.

Ensayo de apoptosis por anexina V

Las posibles células apoptdticas y no viables se analizaron mediante tincion con
anexina V-FITC/PI. Las células fueron sembradas (8 x10°) en placas de 6 pozos y
24 h después del sembrado tras alcanzar una confluencia del 80-90% fueron
tratadas con las chalconas seleccionadas del ensayo de viabilidad por MTT. Tras
concluir con el tratamiento, las células se recolectaron y lavaron con PBS, seguido
de la adiciéon de tampdn de unién (1x) (500 uL) y anexina V-FITC (5 L), luego se
incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 min. Después de la
incubacion, se agregaron 5 uL de PI (50 pg/mL) y se procesaron inmediatamente
en el citdmetro de flujo (especificacién del citdmetro) y se cuantificaron con el
software FlowJo en su version 10.8.1.

Los resultados se generaron a partir de triplicados de tres experimentos

independientes.

Docking molecular

Las estructuras cristalizadas del canal HERG (ID:7CN1) y la glicoproteina P
(ID:6C0OV) se recuperaron de la base de datos PDB RCSB. Las chalconas
utilizadas para el ensayo se seleccionaron y prepararon como ligandos, el
acoplamiento molecular se realizé utilizando UCSF Chimera en su version 1.16.
Los pasos para preparar ligandos y proteinas para el protocolo de acoplamiento se

realizaron con la configuracion predeterminada. Posteriormente, los archivos PDB
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de las proteinas diana y los compuestos preparados (ligandos) se enviaron a
AutoDock Vina via chimera, para predecir la estructura de los complejos proteina-
ligando y evaluar la energia de union. Los resultados del acoplamiento molecular

se analizaron con Discovery Studio 2021en su version 21.1.0.20298

Prediccion de parametros ADME, objetivos macromoleculares y andlisis de
enriquecimiento KEGG

La plataforma SwissADME se utilizo para predecir los parametros ADME de las
estructuras quimicas de las chalconas seleccionadas con mejor actividad. Luego
se us6 la plataforma SwissTargetPrediction para estimar los objetivos
macromoleculares mas probables de moléculas pequefias que podrian ser
bioldbgicamente activas. Esta prediccion se logré mediante la comparacion de
similitudes en 2D y 3D utilizando una biblioteca de 370 000 activos conocidos de

mas de 3000 proteinas de tres especies diferentes.

Una vez obtenidos los targets predichos para ambas chalconas, se procedio al
analisis de enriquecimiento usando la plataforma Enricher y seleccionando la base
de datos CellMarker_Augmented 2021 para observar en qué tipos de linea celular

se encuentran en mayor medida los objetivos moleculares predichos.

Andlisis estadistico

Los experimentos se repitieron al menos tres veces y se expresaron como media.
Los valores de p entre los grupos se determinaron mediante la prueba ANOVA de
dos vias * P<0,05.
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Resultados

Viabilidad celular

Los ensayos de MTT se realizaron para detectar la viabilidad de células tratadas
con las chalconas preniladas. Se usaron 9 chalconas preniladas sobre las lineas
celulares DU 145 y PC3. Ambas lineas celulares se trataron con 25, 50, 75y 100
MM de cada compuesto y la viabilidad celular se evalué después de 0, 24 y 48 h
(Fig. 18). Los compuestos PVONA/3F y PVINA/2CL tuvieron efecto sobre ambas
lineas celulares probadas reduciendo su viabilidad hasta un 46.6% y 26.56%
respectivamente sobre la linea PC3, de la misma forma los compuestos
PVONA/3F y PVINA/2CL redujeron la viabilidad en la linea celular DU 145 hasta
un 48.94% y 28.29% respectivamente a un tiempo de 48 h. El tratamiento con 100
MM de PVONA/3F y PVINA2CL indujo una disminucion significativa en la viabilidad
de las células DU 145 a las 48 h (P <0,5) (Fig. 18A). De manera similar, estas
chalconas mostraron una actividad citotdxica significativa en las células PC3 a las
48 h (P <0,5). En la linea celular PC3, el tratamiento con 100 yM de PVONA/3F Y
PVINA/2CI también disminuyd significativamente la viabilidad celular después de
48 h (p<0,05) (Fig. 18B).

Posteriormente se obtuvieron los valores de ICso para cada compuesto, esto se
realizé a través de curvas donde se grafico la viabilidad de las células DU 145 y
PC3 (%) frente a los diferentes niveles de tratamiento de los compuestos a las
diferentes concentraciones (uM). A las 48 h, los valores de ICso para la chalcona
PVONA/3F en células DU 145 y PC3 fueron de 88.73 uM y 54.96 uM
respectivamente [intervalos de confianza (IC) del 95 % (uM), (Tab. 2). Con
respecto al compuesto PVINA/2CI, los valores de ICso en las células DU 145 y
PC3 fueron 61.71 yM y 57.22 pM respectivamente. Estos resultados mostraron
que las chalconas PVONA/3F y PVINA2CL presentan valores de ICso mas altos en
DU 145 que en las células PC3 (Tab.2). Los indices de selectividad fueron

calculados para estas dos ultimas chalconas observando en todos los casos
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valores iguales o mayor a 1, lo que indica una buena selectividad por parte de las

mismas (Fia. 19)
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Figura 18 Viabilidad celular de lineas celulares (A) DU 145 y (B) PC3 en respuesta a las series de chalconas
preniladas utilizada, se testearon cuatro niveles de tratamiento 25, 50, 75 y 100 yM de cada uno de los

compuestos a tiempos de 48 hy 72 h.

Tabla 2. Valor de ICs de las dos mejores chalconas en tiempo de 48 h

DU 14548 h Estructura [Cs0 (UM)
(0]
%
PVONA3F )\AO 88.73
OCH; F
(o}
PVINA2CL )vo 61.71
OCH;4
PC348h Estructura [Cso (UM)
PVONA/3F P 54.969
)\AO
OCH, F
PVINA/2CL g 57.22
OCH,
RWPE-1 48 h Estructura [Cso (UM)
PVONA/3F L 139.519
)vo
OCH, F
(o}
PVINA/2CL g 62.346

OCH;
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Figura 19. indice de selectividad calculado para las dos mejores chalconas a un tiempo de 48 h,
se considera que posee buena selectividad a partir de un valor de 1

Induccién de apoptosis

El tratamiento de las células DU 145 y PC3 con las chalconas PVONA/3F y
PVINA/2CI (ICso uM) aumento el numero de células en la etapa temprana de la
apoptosis, este dato se observa en un aumento de células positivas para anexina
V en comparaciéon con el 1.86 y 0.02 % de células apoptéticas en fase temprana
de la poblacion de células de control no tratadas después de 48 horas. Ademas,
se observé un aumento en las células tefiidas positivamente tanto con anexina V
como con Pl (eventos apoptéticos tardios o muerte celular) en células DU 145
tratadas con las chalconas PVONA/3F y PVINA/2CI. También se obtuvieron
resultados similares en células PC3 tratadas con las chalconas PVONA/3F y
PVINA/2CI (Fig. 20). Estos resultados indicaron claramente que la apoptosis juega
un papel importante en la maquinaria de muerte en las células DU 145 y PC3

tratadas con ambas chalconas.
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Figura 20. Caracterizacion de la apoptosis en células DU 145 (A) y PC3 (B) tratadas con chalcona
PVONA/3F, PVINA/2CI (IC50 uM) analizadas mediante el protocolo de citometria de flujo de anexina V/PI
a las 48 h del tratamiento. Se muestra una imagen representativa de tres experimentos independientes,
frente a células de control (sin tratar y cisplatino). (C) Porcentaje de células vivas, en apoptosis temprana,
tardia y necrosis.

Efecto de las chalconas sobre el potencial de la membrana mitocondrial

Uno de los primeros eventos que se presentan en la apoptosis es el cambio en el
funcionamiento mitocondrial. La integridad de la membrana mitocondrial y los
cambios producidos en el potencial de la membrana mitocondrial (PMM) fueron
evaluados utilizando el colorante Mito Orange. Como se muestra en la Fig. 21,
después del tratamiento con las chalconas PVONA/3F y PVINA/2CL, se detecto el
deterioro de la funcién mitocondrial caracterizada por la caida de PMM en
comparaciéon con las células no tratadas, los tratamientos con PVINA/2CI
obtuvieron 48% y 47% de AWm en las lineas celulares DU 145 Y PC3
respectivamente, mientras que PVONA/3F obtuvo un AWYm de 49.6% en ambas
lineas celulares. En ambos tratamientos el potencial de membrana fue menor

comparado con el control positivo CCCP presentando
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AWm de 69.5% y 50.2% par DU 145 y PC3 respectivamente.

150

* El Control
: * B3 PVINA2CL
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mitocondrial (%)
G
o
1

Linea Control PVINA/  PVONA/  CCCP
celular\Potencial de 2CL 3F

membrana

DU145‘ 99 (%) 48 (%)  49.6 (%) 685 (%)

PC3‘ 99.8 (%)  475(%) 49.6 (%) 50.2 (%)

Figura 21. Efecto de las chalconas sobre el potencial de membrana sobe las lineas celulares
DU 145 y PC3. Se analizaron los cambios de potencial de membrana en células tratadas con
PVONA/3F (IC50) y PVINA/2CI (IC50) 48 h después del tratamiento

Morfologia
Para determinar el efecto de las chalconas PVINA/2CI y PVONAS3/F sobre la

morfologia celular, evaluamos el citoesqueleto de actina y el nucleo de las
mismas. Las células PC3 y DU 145 sin tratar mostraron un patrén definido de
filamentos de actina; estos filamentos se extienden desde la capa de actina
perinuclear hasta la region cortical de la célula (Fig. 22 A y B). Los filamentos de
actina forman fibras de estrés que brindan soporte a la célula y juegan un papel
importante en la mecanotransduccion, que es una caracteristica de las células que

crecen en estratos rigidos.
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Para las células PC3 y DU 145 tratadas con PVINA/2Cl y PVONA/3F, se perdi6 el
patrén definido de filamentos de actina. (RMA), ademas se observé fragmentacion

nuclear, patrén tipico de muerte celular programada. (Fig. 22 Ay B).
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Figura 22. Efecto de las chalconas en la morfologia de las lineas celulares PC3 y DU 145. Se muestran de forma
independiente los canales correspondientes al marcaje de faloidina, dapi, unién del canal correspondiente a faloidina
con dapiy la imagen del campo claro obtenida.
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Docking molecular

El analisis de acoplamiento molecular nos mostré las interacciones entre las
chalconas PVINA/2Cl y PVONA/3F y los objetivos relacionados con la resistencia
a los medicamentos en el cancer. Como resultado del ensayo se observaron
interacciones entre PVINA/2CI y el sitio catalitico de la proteina Glicoproteina-P
(Fig.23, Tab.3), la afinidad de union fue negativa y por lo tanto favorable para
ambos casos. En el caso de PVONA/3F, el analisis de acoplamiento se realizd
contra el canal HERG (Fig.24, Tab.3), se observo una interaccion en los residuos
de Tyr 652, estos residuos han sido reportados como sitios de unién importantes
en el bloqueo del canal HERG. Estos resultados sugieren que estos dos
compuestos podrian usarse junto con otros medicamentos para sensibilizar a las
células cancerosas y bloquear algunos de sus mecanismos de resistencia a los

medicamentos.
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Tabla 3. Analisis de unién molecular: se muestran la energia de union y el tipo de

interaccion molecular de las chalconas contra la glicoproteina P y el canal HERG.

Ligando | Afinidad Receptor Atomo | Distancia | Atomo Categoria Tipos de
de unién donante aceptor interaccion
(kcal/mol)

***1C 3.8A A:ILE Enlace de Enlace de
160 hidrogeno hidrégeno
de carbono
*Ax] 3.02A A:THR Enlace de Donante de
906 hidrégeno hidrégeno
Pi-Donor
kAT 5.39A A:ARG Hidrofébico | Pi-alquilo
905
P- ***1:0 | 2.7A A:ARG Enlace de Enlace de
PVINA/2CI -8.4
glycoprotein 905HN hidrégeno hidrégeno
convencional
***1:0 | 2.22 A:THR Enlace de Enlace de
906HN hidrégeno hidrégeno
convencional
| A:VAL Hidrofébico | Pi-alquilo
478
Donor Distance | Acceptor | Categoria Tipos de
atom atom interaccién
| 476 A B: ALA Hidrofdébico | Pi-alquilo
653
*EETF 3.03A A: SER Enlace de Enlace de
660 hidrégeno hidrégeno
PVONA/3F -6.7 HERG
de carbono
*EELF 2.34A A: GLY Enlace de Halégeno
657 hidrégeno, (flaor)
halégeno
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*KEELF 3.29A A: PHE halégeno Halégeno
650 (Fldor)

***1:C | 5.17A C:TYR Hidrofébico | Pi-Alkaly
652

***1:C | 5.46A C:TYR Hidrofébico | Pi-Alkaly

652
***1:C | 3.7A C:ALA Hidrofdbico | alquilo
653
*EE] 5.13 D: Hidrofébico | Pi-Alkaly
ALAG653
*xx] 4.66 D: TYR Hidrofébico | Pi-Pien
652 formadeT
A B - L)
PHE A\
A:656 3 4{
AEBo
Bie5s
)
22 8653

Acceptor &

Figura 23. Acoplamiento molecular de PVONA/3F y canal HERG (A) diagrama 3-D
(tridimensional) basado en las caracteristicas de donante y aceptor de enlaces de
hidrégeno de los residuos de aminoacidos y (B) diagrama 2-D (bidimensional) que
muestra varias interacciones entre PVONA3/F y el canal. PRO: prolina, THR: treonina,
LEU: leucina, HIS: histidina, ASN: asparagina.
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Figura 24. Acoplamiento molecular de PVINA/2Cl y Pgp (A) diagrama 3-D
(tridimensional) basado en las caracteristicas del donante y aceptor de enlaces de
hidrégeno de los residuos de aminoacidos y (B) diagrama 2-D (bidimensional) que
muestra varias interacciones entre PVINA/2Cl y la glicoproteina P. PRO: prolina, THR:
treonina, LEU: leucina, HIS: histidina, ASN: asparagina.

Prediccién de parametros ADME, objetivos macromoleculares y analisis de
enriguecimiento KEGG

Los resultados de los parametros moleculares ADME (fig. 25) y de objetivos
macromoleculares predichos para la chalcona PVONA/3F y PVINA/2CI mostraron
que posee valores aptos de Lipofilicidad (-0.7 < XLOGP3 < +5.0),
tamano(150g/mol < MV < 500g/mol), polaridad (20 A < TPSA< 130 A),
insolubilidad (-6 < Log S ESOL < 0), insaturacion (0.25 < Fraccion Csp3 < 1) y
flexibilidad (0 < Numero de atomos rotables < 9) adecuados para una buena
biodisponibilidad oral, los valores de los parametros ADME predichos se muestran

en las tablas 4y 5.
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SMILES COc1cc(C=CC(=0)c2cccec2Cl)ccc10CC=C(C)C

Figura 25. Caracterizacion ADME de las chalconas PVONA/3F (A) y PVINA/2CI (B). La zona
sombreada determina el espacio fisicoquimico para biodisponibilidad oral. Lipo= Lipofilicidad,
Size=Tamafio, Polar= polaridad, Insolu= onsolubilidad, Insatu= Insaturacién, Flex= flexibilidad

64



Tabla 4. Caracterizacién ADME obtenida para la chalcona PVONA/3F

Propiedades fisicoquimicas

Formula

Molecular weight
Num. heavy atoms

Num. arom. heavy
atoms

Fraction Csp3

Num. rotatable bonds

Num. H-bond
acceptors
Num. H-bond donors

Molar Refractivity

TPSA

Solubi
Log S(ESOL)
Solubility

Class
Log S (Ali)
Solubility

Class
Log S (SILICOS-IT)

Solubility

Class

C21H21FO3
340.39 g/mol

25

12

0.19

0
97.94

35.53 Az

lidad del agua

-5.14

2.47e-03 mg/ml ; 7.27e-06
mol/l

Moderadamente soluble
-5.72

6.42e-04 mg/ml ; 1.89e-06
mol/l

Moderadamente soluble
-6.34

1.57e-04 mg/ml ; 4.61e-07
mol/l

Pobremente soluble

Quimica medicinal

PAINS
Brenk

Leadlikeness
Synthetic

accessibility

0 alert
2 alerts: isolated_alkene,
michael_acceptor_1

No; 1 violacion : XLOGP3>3.5

3.14

Lipofilicidad
Log Pow (iLOGP) 3.83
Log Pow (XLOGP3) 5.23
Log Pow (WLOGP) 5.39
Log Pow (MLOGP) 3.88
Log Pow (SILICOS-IT) 5.69
Consensus Log Pow 4.80

Farmacocinética

Gl absorcion
BBB permeabilidad

P-gp substrate
CYP1A2 inhibidor
CYP2C19 inhibidor
CYP2C9 inhibidor

CYP2D6 inhibidor
CYP3A4 inhibidor
Log Ko (permeabilidad en piel)

Semejanza a
Lipinski
Ghose

Veber

Egan

Muegge

Puntaje de biodisponibilidad

High
Si

No
Si
Si
Si

Si
Si
-4.66 cm/s

los farmacos

Si; 0 violacién
Si

Si

Si

No; 1 violacién: XLOGP3>5
0.55
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Tabla 5. Caracterizaciéon ADME obtenida para la chalcona PVINA/2CI

Propiedades fisicoquimicas Lipofilicidad
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Formula

Molecular weight

Num. heavy atoms

Num. arom. heavy
atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds

Num. H-bond
acceptors

Num. H-bond donors

Molar Refractivity

TPSA

Solubi
Log S (ESOL)
Solubility

Class
Log S (Ali)
Solubility

Class
Log S (SILICOS-IT)
Solubility

Class
Quim
PAINS

Brenk

Leadlikeness

Synthetic
accessibility

C21H21CIO3
356.84 g/mol

25

12

0.19

0

103.00

35.53 Az

lidad del agua

-5.14

2.47e-03 mg/ml ; 7.27e-06
mol/l

Moderadamente soluble
-5.72

6.42e-04 mg/ml ; 1.89e-06
mol/l

Moderadamente soluble
-6.34
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Si

Si
Si

-4.39 cm/s
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Si
Si
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En cuanto al andlisis farmacocinético de los compuestos, se encontré6 en ambos

casos una alta absrocion gastro intestinal, permeabilidad de la la barrera

hematoencefalica (BBB por sus siglas en ingles) y un bajo valor para la absorcion
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por piel. Ciertos farmacos de molécula pequefia pueden atravesar la BBB a través
de la difusion libre mediada por lipidos, siempre que el farmaco tenga un peso
molecular <400 Da y forme <8 enlaces de hidrégeno. Estas propiedades quimicas
faltan en la mayoria de los farmacos de molécula pequefia y en todos los farmacos
de molécula grande (Pardridge, 2012), ademas la absorcion gastrointestinal alta
ayuda a que el farmaco sea aprovechado de una mejor manera, usualemente
farmacos con absorcion gastro intestinal pobre suelen aplicarse de tal forma que
sus tiempos de exposicion sean mas largos, conduciendo a una mayor absorcion

del farmaco (Vinarov et al., 2021),

Las pruebas de semejanza a los farmacos fueron positivas para Lipinski, Ghose,
Veber y Egan, solo se presentd una violacion en los parametros de Muege, ya que
el valor de lipofilicidad en ambos casos fue ligeramente mayor a 5 XLOGP3, el
cual es maximo admitido (Tabla 4 y 5), dando un valor de 5.26 XLOGP3 para el
caso de PVINA/2Cl y de 5.23 XLOGP3 para el caso de PVONA/3F. Los valores
obtenidos en las pruebas de semejanza a farmacos y al igual que los parametros
farmacocineticos sugieren que estas moleculas o alguna similar podrian ser

buenas candidatas para la generaciéon de farmacos de biodisponibilidad oral.

La predicciéon de targets arrojo 15 posibles targets para la chalcona PVONA/3F y
24 para PVINA/2CI (Tabla 6 y 7), para ambos casos la mayoria de las

interacciones se dan entre enzimas (Fig. 26).

Dentro de los targets predichos se observaron dos relacionados con la resistencia
a farmacos, los cuales son la glicoproteina P y el canal HERG, ambos son
proteinas que bombean los farmacos suministrados al exterior de la celula,
provocando que estos no sean efectivos. (S.-Z. Chen et al., 2005; Mollazadeh
et al.,, 2018; Rapetti-Mauss et al., 2020; Waghray & Zhang, 2018). Estos targets
fueron seleccinoados para un docking molecular dirigido sus sitios de inhibicion,
con el fin de observar si el tratamioento de las chalconas ayudan mitigar la

resistencia los farmacos.
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Figura 26. Prediccion de blancos de las chalconas PVONA/3F (A) y PVINA/2CI (B) realizados a
través de la plataforma swiss target, en ambos casos la mayoria de los blancos predichos
corresponden a enzimas.
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Tabla 6. Lista de los posibles targets predichos para PVONA/3F

Common UniprotID ChEMBL ID Target Class
name
Cadena de tubulina beta-1 TUBB1 Q9H4B7 CHEMBL1915 Proteina estructural
Miembro 2 de la subfamilia ABCG2 Q9UNQO CHEMBL5393 Metabolismo de la
G de cassettes de unién a fenilalanina
ATP
Receptor metabotrépico de GRM5 P41594 CHEMBL3227 Metabolismo de la
glutamato 5 (por histidina
homologia)
Aldosa reductasa (por AKR1B1 P15121 CHEMBL1900 adiccion a la cocaina
homologia)
EZH2/SUZ12/EED/RBBP7/RB EZH2 Q15910 CHEMBL2189110 Malaria
BP4
Receptor metabotrépico de GRM1 Q13255 CHEMBL3772 metabolismo de la tirosina
glutamato 1
Anandamida FAAH 000519 CHEMBL2243 Miocarditis viral

amidohidrolasa

PI3-quinasa p110- PIK3CG P48736 CHEMBL3267 Metabolismo de la glicina,
subunidad gamma la serina y la treonina
Troponina, musculo TNNC1 P63316 CHEMBL2095202 Metabolismo del
cardiaco TNNT2 P45379 triptéfano
TNNI3 P19429
Receptor quinasa 2 GRK2 P25098 CHEMBL4079 sinapsis serotoninérgica

acoplado a proteina G

Receptor metabotrépico de GRM2 Q14416 CHEMBL5137 Migracion transendotelial
glutamato 2 (por de leucocitos
homologia)
Subunidad p65 del factor RELA Q04206 CHEMBL5533 secrecion de bilis

nuclear NF-kappa-B

15- HPGD P15428 CHEMBL1293255 artritis reumatoide
hidroxiprostaglandina SCN5A Q14524 CHEMBL1980 Infeccién por
deshidrogenasa [NAD Staphylococcus aureus

+] SCN9A Q15858 CHEMBL4296 Citotoxicidad mediada por

células asesinas naturales

Subunidad alfa de la proteina KCNH2 Q12809 CHEMBL240 Sefializacion
del canal de sodio tipo V endocannabinoide
retrégrada
Subunidad alfa de la HTR1A P08908 CHEMBL214 moléculas de adhesién
proteina del canal de sodio celular

tipo IX



Tabla 7. Lista de los posibles targets predichos para PVINA/2Cl

Common

name

UniprotID

ChEMBL ID

Target Class

Receptor de quimiocinas C-X-C tipo
4

Monoaminooxidasa B

Subfamilia de casetes de unién
a ATP G miembro 2

glicoproteina P 1

Receptor metabotrépico de

glutamato 5 (por homologia)

Anandamida amidohidrolasa

Receptor de hormona tiroidea
beta-1

Aldosa reductasa (por
homologia)

EZH2/SUZ12/EED/RBBP7/RBBP4

Receptor metabotrépico de

glutamato 2 (por homologia)
Monoamino oxidasa A

Receptor 1 del factor
liberador de corticotropina
(por homologia)

15-hidroxiprostaglandina
deshidrogenasa [NAD+]

ciclooxigenasa-2
tiorredoxina

transportador de glucosa

Familia de transportadores
de solutos 2, miembro
transportador de glucosa
facilitado 3

Araquidonato 5-lipoxigenasa

Receptor muscarinico de

acetilcolina M1

Receptor nuclear ROR-gamma

HERG

CXCR4

MAOB
ABCG2

ABCB1

GRMS

FAAH

THRB

AKR1B1

EZH2

GRM2

MAOA

CRHR1

HPGD

PTGS2
TXN
SLC2A1

SLC2A3

ALOX5

CHRM1

RORC

KCNH2

P61073

P27338
Q9UNQO

P08183

P41594

000519

P10828

P15121

Q15910

Q14416

P21397

P34998

P15428

P35354
P10599
P11166

P11169

P09917

P11229

P51449

Q12809

CHEMBL2107

CHEMBL2039
CHEMBL5393

CHEMBL4302

CHEMBL3227

CHEMBL2243

CHEMBL1947

CHEMBL1900

CHEMBL2189110

CHEMBL5137

CHEMBL1951

CHEMBL1800

CHEMBL1293255

CHEMBL230
CHEMBL2010624
CHEMBL2535

CHEMBL5215

CHEMBL215

CHEMBL216

CHEMBL1741186

CHEMBL240

Receptor acoplado a proteina de la
familia A G

oxidorreductasa

Transportador activo primario

Transportador activo primario

Receptor acoplado a proteina de

la familia C G

Enzima

Rceptor nuclear

Enzima

Escritor

Receptor acoplado a proteina de

la familia C G
Oxidorreductasa

Receptor acoplado a proteina de

la familiaB G

Enzima

Oxidorreductasa
Proteina sin clasificar

Transportador

electroquimico

Transportador

electroquimico

Oxidorreductasa

Receptor acoplado a proteina de

la familia A G

Receptor nuclear

Canal iénico dependiente de
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voltaje

Subunidad alfa de la proteina SCN5A Q14524 CHEMBL1980 Canal iénico dependiente de

del canal de sodio tipo V voltaje

Molécula de adhesién ITGAL P20701 CHEMBL2096661 Membrana receptora
intercelular (ICAM-1), ICAM1 P05362

integrina alfa-L/beta-2 ITGB2 P05107

Subunidad alfa de la proteina SCN9A Q15858 CHEMBL4296 Canal iénico dependiente de
del canal de sodio tipo IX voltaje

Después de obtener los posibles targets para ambas chalconas se realizé un
analisis de enriquecimiento para observar las vias enriquecidas en las que se

encontraban participando.

El analisis de la via KEGG de PVINA/2CI revelé6 abundantes vias como el
metabolismo de la fenilalanina, el metabolismo de la histidina, la via de
citotoxicidad mediada por células asesinas naturales (NK), el metabolismo de la

tirosina y los miARN en el cancer. (Tab. 8 y Fig. 27).

Las células NK son linfocitos del sistema inmunitario innato que participan en las
defensas tempranas contra las células alogénicas (no propias) y las células
autélogas que sufren diversas formas de estrés, como infecciébn por virus,

bacterias o parasitos o transformacién maligna (Vivier et al., 2004).

En particular para esta ruta se encontr6 que uno de los genes enriquecidos
pertenece a la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM 1/2) (Fig. 28) , esta
molécula se encuentra sobre expresadas en varios tipos de cancer (Kotteas et al.,
2014; Wei et al., 2020, p. 1). Los datos experimentales indican claramente que
ICAM-1 puede activar las vias de sefializacidén intracelular en las células
cancerosas, lo que conduce a una mayor motilidad celular, invasién y metastasis
(Schrdder et al., 2011).

Existen estudios donde se muestran que la inhibicion de ICAM1 reduce la
metastasis en melanoma y cancer de pulmén (Huang, 2004; Weishaupt et al.,
2019).

72



Tabla 8. Anélisis de enriquecimiento KEG obtenido para los targets predichos de PVINA/2CI

Enrichment FDR Genes Vias de los genes  Fold Enrichment  Vias

1.5E-03 | 2 17 103.1 Metabolismo de la fenilalanina

2.3E-03 | 2 22 79.7 Metabolismo de la histidina

6.2E-04 | 3 49 53.7 adiccion a la cocaina

6.2E-04 | 3 49 53.7 Malaria

4.7E-03 | 2 36 48.7 Metabolismo de la tirosina

7.6E-04 | 3 60 43.8 Miocarditis viral

5.3E-03 | 2 40 43.8 Metabolismo de la glicina, la serina y la treonina
5.5E-03 | 2 42 41.8 Metabolismo del triptéfano

4.3E-04 | 4 112 813 sinapsis serotoninérgica

4.3E-04 | 4 114 30.8 Migracion transendotelial de leucocitos

1.5E-03 | 3 89 29.6 secrecion de bilis

1.5E-03 | 3 92 28.6 Artritis reumatoide

1.5E-03 | 3 94 28 Infeccién por Staphylococcus aureus

3.2E-03 | 3 130 20.2 Citotoxicidad mediada por células asesinas naturales
4.2E-03 | 3 148 17.8 Senfalizacion endocannabinoide retrograda

4.2E-03 | 3 149 17.7 moléculas de adhesion celular

4.7E-03 | 3 161 16.3 MicroARN en cancer

1.5E-03 | 4 217 16.2 registro del citoesqueleto de actina

1.5E-03 | 4 222 15.8 Infeccion por el virus de la leucemia de células T humanas 1
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7.6E-04 | 5 350 12.5 Interaccién ligando-receptor neuroactivo

Phenylalanine metabolism =
Histidine metabolism =

Cocaine addiction = ®
Malaria = o
Tyrosine metabolism =
Viral myocarditis = o
Glycine, serine and threonine metabolism =
Trgptophan metabolism =
erotonergic synapse = =———_
Leukocyte transendothelial migration = =—@
Bile secretion = =——e
Rheumatoid arthritis = =———@
Staphylococcus aureus infection = ——@
Natural killer cell mediated cytotoxicity = =——@
Retrograde endocannabinoid signaling = =——@
Cell adhesion molecules = ——@
MicroRNAs in cancer = =——®
Reg. of actin cytoskeleton = =——@
Human T-cell leukemia virus 1 infection = =—@
Neuroactive ligand-receptor interaction = |_. : : | :
0 25 50 75 100

Fold Enrichment

N. of Genes

C W
g~ W N

-log10(FDR)

B 250
W 275
M 3.00
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Figura 27. Andlisis de enriquecimiento KEG obtenido para los targets predichos de PVINA/2Cl se observa
enriquecimiento en vias relacionadas con la regulacién del citoesqueleto de actina al igual miRNAs en cancer
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Figura 28. Via KEGG para citotoxicidad mediada por células NK, en color rojo se muestran los posibles blancos
de PVINA/2CI, ICAM/2 se encuentra relacionado con los procesos de metastasis y motilidad celular en cancer

El analisis de enriquecimiento KEGG para la chalcona PVONA/3F mostré vias que
involucran la adiccion a la cocaina, la sinapsis glutamatérgica, contraccion del

musculo cardiaco, uniones gap, entre otras (Tab. 9 y Fig. 29).

Las uniones comunicantes GAP pueden ayudar a las células cancerosas a invadir,
permanecer latentes en sitios distantes de metastasis, aumentar el suministro de
nutrientes y la eliminacion de desechos dentro del tumor e interactuar con las

células inmunitarias para escapar de la deteccidon. Las conexinas también son mas
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que proteinas formadoras de poros, pero pueden participar como anclas para
cascadas de sefalizacion, actuar como factores de transcripcion y pueden
liberarse en las membranas de las microvesiculas. Las investigaciones y
revisiones de este numero especial cubren muchas de estas y otras facetas de las

uniones comunicantes y las conexinas en el cancer (Ruch, 2020).

En caso de via de unién GAP observamos que los genes que se encuentran
enriquecidos y probablemente se vean afectados por el tratamiento con la
chalcona PVONA/3F son el TUBB y mGIuR (Fig. 30).

El receptor de glutamato metabotropico 1 (mGIuR1) se ha sugerido como un
nuevo objetivo molecular potencial en el cancer de mama ya que se ha visto una

expresion frecuente en el cancer de mama (Bastiaansen et al., 2020).

La tubulina clase beta 3 (TUBB) se utilizé como marcador para la deteccion de
CPRC en un estudio de recopilacion de informacion sobre la expresion de BllI-
tubulina en pacientes con cancer de préstata resistente. Ademas de que la
sobreexpresion de BllI-tubulina se asocia con falta de respuesta a taxanos como el

docetaxel en otros canceres. (Maahs et al., 2019).

Algunos medicamentos como la avanbulina tienen como objetivo la Blll-tubulina
actuando como un inhibidor sintético potente de la polimerizacion de la tubulina

que induce la muerte de las células cancerosas (Prota et al., 2014).

Este hallazgo refuerza la idea de uno de los posibles mecanismos de accion de las
chalconas, el cual considera que es capaz de interactuar con los filamentos de
tubulina causando la despolimerizacion de las mismas ocasionando muerte

celular.
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Tabla 9. Andlisis de enriquecimiento KEG obtenido para los targets predichos de PVONA/3F

Enriquecimiento Genes Vias de los Fold Vias
FDR genes Enrichment
6.4E-03 | 2 49 49 Adiccion a la cocaina
9.3E-04 | 3 85 42.3 Transduccidén del gusto
1.3E-04 | 4 114 42 1 sinapsis glutamatérgica
9.3E-04 | 3 87 414 Contraccidn del musculo cardiaco
9.3E-04 | 3 88 40.9 Brecha de la salida
9.3E-04 | 3 90 40 Miocardiopatia hipertréfica
1.5E-05 | 5 150 40 Sefializacién adrenérgica en

cardiomiocitos

9.9E-04 | 3 96 37.5 Miocardiopatia dilatada

9.8E-03 | 2 67 35.8 La potenciacidn a largo plazo

24E-04 | 4 148 32.4 Via de sefializacién de la fosfolipasa D

2.8E-03 | 3 148 24.3 Sefializacion endocannabinoide
retrégrada

24E-02 | 2 112 21.4 Toxoplasmosis

5.5E-03 | 3 191 18.8 Via de sefializacion de quimioquinas

6.4E-03 | 3 219 16.4 via de sefializacion CAMP

7.8E-03 | 3 240 15 Via de sefializacion del calcio
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Figura 29. Andlisis de enriquecimiento KEG obtenido para los targets predichos de PVONA/3F, podemos observar
enriquecimiento en las vias relacionadas con las uniones GAP y sefializacion CAMP
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Figura 30. Via KEGG de uniones GAP, los genes encontrados en el andlisis de enriquecimiento se encuentran de
color rojo, la tubulina beta 3 clase (TUBB) se ha utilizado como un marcador para detectar cancer de prdstata
resistente a la castracion.
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Analisis de enriquecimiento via Enrichr y oncopression.

El analisis de enriquecimiento de los blancos moleculares mostr6 que estan
asociados como marcadores celulares en diversos tipos de cancer, entre ellos el
de prostata (Fig. 31y 32, Tab. 10 y 11).

Los blancos moleculares obtenidos para PVINA/2ClI se mostraron como
marcadores para tipos celulares de cancer de prostata, endometrio, pulmon, entre
otras (Fig. 31). En el caso del cancer de préstata los marcadores moleculares
fueron los genes ABCB1, CXCR4, ICAM1, ABCG2, EZH2 (Tab. 10), lo mismo

ocurrio al observar el enriquecimiento par PVONA/3F (Fig.32).
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Tabla 10. Analisis de enriquecimiento para PVINA/2Cl via Enrichr usando la libreria

CellMarker_Augmented_2021

Término P-value Odds Ratio
Célula madre cancerosa 0.0000004 41.36
Célula madre del cancer: Préstata 0.000006 104.62
Células madre del cancer: 0.0002 27.94
Endometrio
Cancer de células madre: Pulmdn 0.0004 75.43
Célula madre cancerosa: Lengua 0.006 208.03

En este caso los marcadores moleculares encontrados para células madre de
cancer de prostata fueron ABCG2 y EZH2 (Tab. 11).
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Figura 32. Andlisis de enriquecimiento para PVINA/2Cl via Enrichr usando la libreria
CellMarker_Augmented_2021, se observa enriquecimiento en marcadores de célula madre del
cancer: Préstata.
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Tabla 11. Andlisis de enriquecimiento para PVONA/3F via Enrichr usando la libreria

CellMarker_Augmented_2021

Término P-value Odds Ratio
Célula madre del cancer: Préstata 0.0003 86.94
Célula madre cancerosa: Lengua 0.0047 277.45
Célula madre cancerosa 0.0061 18.99
Cancer de células madre: Colon 0.013 85.33
Célula madre del cdncer: ovario 0.014 79.23

Posterior al analisis de enriquecimiento via Enrichr, se usé la base de datos de
oncopression para observar las condiciones de los marcadores en tejidos
tumorales de cancer de prostata, encontrandose todos ellos en una mayor

expresion comparados con el tejido normal (Fig. 33)
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Figura 33. Expresion en tejido tumoral de cancer de prostata y tejido normal de los genes enriquecidos detectados via
oncopression *: p-value < 0.05, **: p-value < 0.01, ***: p-value < 0.001,****: p-value < 0.0001.



Discusion

La actividad antiproliferativa in vitro de las chalconas preniladas se evalué frente a
dos lineas celulares de cancer de préstata (DU 145 y PC3) utilizando el ensayo
MTT. Los valores ICso de los dos mejores compuestos obtenidos después de 48 h

de tratamiento se reportan en la tabla 2

Este tipo de actividad antiproliferativa de las chalconas ya se ha visto reportada en
otros estudios, donde se indica que la presencia del grupo prenilo mejora la

selectividad hacia las células cancerigenas (Bartmanska et al., 2018).

En este estudio el mejor efecto antiproliferativo lo presentaron las chalconas
PVINA/2Cl y PVONA/3F, ya que estos compuestos tuvieron actividades distintas a
sus analogos PVONA/2F y PVINA/3CI, esto nos sugieren que la disposicion del
grupo funcional provoca un cambio importante en la manifestacion de sus
actividades bioldgicas. Esto se observd en otros estudios donde el uso de
variantes estructurales de las chalconas, en las cuales se cambian la posicion de
los grupos funcionales o el grupo prenilo son determinantes para que el efecto
antiproliferativos sea mas débil o fuerte (Bartmanska et al., 2018; Boozari et al.,
2019; Kromann et al., 2004).

Ademas, el calculo del indice de selectividad proporciono un valore igual o mayor
a 1, lo cual refuerza la idea de que el grupo prenilo podria estar implicado en una
mayor capacidad de selectividad por parte de las chalconas. Este tipo de
observaciones han sido reportadas por otros autores, donde al observar el indice
de selectividad de un grupo de chalconas preniladas contra un grupo de chalconas
sin dicho grupo se observa un mejor indice de selectividad por parte del grupo
prenilado (Bartmanska et al., 2018)

La induccion de la apoptosis en las células cancerosas se ha implicado como un
mecanismo potencial para su tratamiento, la adquisicion de la muerte celular para
eludir una de las caracteristicas que conducen a la transformacién maligna.

Existen numerosos mecanismos por los cuales las células cancerosas pueden
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evadir la apoptosis. Por ejemplo, la muerte puede ser el resultado de un equilibrio
alterado de proteinas pro y antiapoptéticas, disminucion de la funcién de la

caspasa y alteracion de la sefalizacion del receptor. (Wong, 2011).

Los porcentajes de células apoptéticas en etapas tempranas y posteriores se
determinaron mediante citometria de flujo (Fig. 20). Después del tratamiento con
las chalconas seleccionadas durante 48 h, los porcentajes de células apoptéticas,
correspondientes a la adicion de células apoptoticas tempranas y tardias,
aumentaron fuertemente en ambas lineas celulares, Estos resultados son
congruentes con el aumento en la poblacion de células en apoptosis temprana y
tardia reportados en otros estudios donde se usan chalconas contra lineas
cancerigenas (Han et al., 2019; Z. Li et al., 2019; Rioux et al., 2021b).

Recientemente muchas moléculas nuevas que se dirigen a la apoptosis entran en
varias etapas de ensayos clinicos, teniendo como blancos varias moléculas
involucradas en este proceso, la mayoria son antagonistas de |IAP y moléculas
que tienen como objetico a la familia de las proteinas Bcl-2.1 (Ashkenazi et al.,
2017; Birkinshaw, 2021; Fulda & Vucic, 2012; L. Zhang et al., 2021). Nuestros
resultados confirmaron que ambos compuestos inducen la apoptosis en etapas
tempranas mediante la externalizacion de fosfatidilserinas en las dos lineas
celulares analizadas, por lo que la busqueda de chalconas como nuevas

alternativas para el tratamiento del cancer puede ser prometedora.

Se ha demostrado que el potencial de membrana mitocondrial (Awym), el cual
refleja el estado funcional de la mitocondria, esta altamente relacionado con la
malignidad del cancer, estudios han mostrado que en células cancerosas este se
ve incrementado en comparacion con aquellas que no lo son (Bonnet et al., 2007;
L. B. Chen, 1988).

Por lo tanto, se investigaron los cambios en Aym inducidos por moléculas con
potencial anticancerigeno. En general, el m mitocondrial disminuye debido a la
apertura del poro de transmision (PTP). Estos PTP se forman por la unién de Bax
a los transductores de nucleétidos de adenina (ANT) e inducen la despolarizacion
de la membrana. La despolarizacion libera un factor apoptético (citocromo c) y una
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pérdida de fosforilacion oxidativa. El lactato deshidrogenasa (LDH) suprimio la
disminucion del potencial de la membrana mitocondrial y el aumento de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los niveles de Bax. Por lo tanto, induce una
mayor liberacion de citocromo c, lo que finalmente conduce a la apoptosis. (Zaib
et al., 2022; B. Zhang et al., 2015)

En este estudio se observdé un colapso del Aym tras el tratamiento con las
chalconas PVINA/2Cl y PVONA/3F, como se esperaba, estos resultados son
congruentes con lo reportado en otros estudios donde de la misma manera se
reporta una reduccién del PMM tras el tratamiento con las chalconas (Jin et al.,
2019; Meier et al., 2019), estos resultados son consistentes con el decremento de
la viabilidad presentada después de 48 horas de tratamiento con ambas

chalconas.

Para determinar el efecto de las chalconas PVINA/2ClI y PVONAS/F sobre la
morfologia celular, evaluamos los cambios en citoesqueleto y el nucleo de las
lineas celulares. Observamos cambios morfoldgicos producto de la interaccién con
las chalconas, este tipo de alteraciones morfolégicas ya han sido reportadas en
otros estudios donde se suministran chalconas como tratamientos para cancer
(Lee, 2011; S.-Y. Zhang etal.,, 2016). Dentro de los cambios reportados se
encuentran afectaciones a nivel de nucleo, adoptacion de una forma redondeada y

encogimiento de las mismas (Sathish Kumar et al., 2021).

Usando microscopia confocal, encontramos que ambas chalconas alteraron la
organizacion de los microtubulos en PC3 y DU 145, cuando se comparan con las
células de control, las cuales poseian una red de microtubulos bien organizada.
Estos datos sugieren que ambas chalconas pueden afectar la organizacion de los
microtubulos en las células PC3 y DU 145, contribuyendo a la induccion de

apoptosis en ambas lineas celulares.

Las propiedades ADME de las chalconas han sido investigadas por diversos
autores, en los cuales se determina para la mayoria de los casos valores ADME
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optimos o cercanos a los optimos para su uso como farmaco (Gurdere et al., 2021;
Rudrapal et al., 2021).

Los resultados de los parametros moleculares ADME y de objetivos
macromoleculares predichos para la chalcona PVONA/3F y PVINA/2CI mostraron
que posee valores aptos de Lipofilicidad (-0.7 < XLOGP3 < +5.0), tamano
(150g/mol < MV < 500g/mol), polaridad (20 A < TPSA< 130 A), insolubilidad (-6 <
Log S ESOL < 0), insaturacion (0.25 < Fraccién Csp3 < 1) y flexibilidad (0 <
Numero de atomos rotables < 9) adecuados para una buena biodisponibilidad (Fig.
5).

Las pruebas de semejanza a los farmacos fueron positivas para Lipinski, Ghose,
Veber y Egan, solo se presento una violacion en los parametros de Muege, ya que
el valor de lipofilicidad en ambos casos fue ligeramente mayor a 5 XLOGP3, el
cual es el valor maximo admitido (Tabla 4 y 5), dando un valor de 5.26 XLOGP3
para el caso de PVINA/2Cl y de 5.23 XLOGP3 para el caso de PVONA/3F. Los
valores obtenidos en las pruebas de semejanza a farmacos y al igual que los
parametros farmacocineticos sugieren que estas moleculas o alguna similar
podrian ser buenas candidatas para la generacion de farmacos de

biodisponibilidad oral.

Un factor importante a tomar en cuenta en la busqeuda nuevas moleculas que
puedan ayudar en el tratamiento de una enfermedad, es la caractrizaicon de los

posibles blancos moleculares que estos puedan llegar a tener.

En este estudio se predijeron 15 posibles blancos moleculares para la chalcona
PVONA/3F y 24 para PVINA/2CI (Tabla 6 y 7), en ambos casos la mayoria de las
interacciones se dan entre enzimas (Fig. 26). Dentro de los targets predichos se
encontraron protienas de cassette de unién a ATP (ABCG, Glicoproteina P y canal
HERG) la cual es una familia conocida en la contribucion de la MDR en el cancer
de prostata (S.-Z. Chen et al., 2005; Mollazadeh et al., 2018; Rapetti-Mauss et al.,
2020; Sobek et al., 2017; Waghray & Zhang, 2018).
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La potencial capacidad de las chalconas como inhibidores de ABCG2 ha sido
evidenciado en una serie de chalconas que contienen una unidad de quinoxalina
en el anillo B, los mejores efectos inhibidorios fueron producidos por compuestos
que contenian al menos dos grupos metoxi en el anillo B, mientras que la
sustitucion de grupos atractores de electrones como CI, Br, etc. resulté en una
disminucién de la actividad (Di Pietro et al., 2014), de igual forma se ha reportado
inhibicion de la glicoproteina P y el canal HERG por parte de un grupo de
chalconas, en dichos estudios se observa que la sustitucion en el anillo A con
grupos 5-(1-etilpiperidin-4-ilo) y 2,4-dimetoxi aumentaban la acumulacion de
calceina-AM en mayor medida que el verapamilo, un inhibidor comprobado de la
Pgp (Liu et al., 2008).

Otro blanco potencial de las chalconas encontrado en el analisis predictivo es la
cadena de tubulina beta-1, componente importante de los microtubulos, los cuales
son estructuras celulares que se encuentran en los organismos eucariotas y son
responsables de una variedad de funciones. Estas funciones incluyen mitosis,
motilidad, arquitectura del citoesqueleto, transporte intracelular y secrecion. El
principal componente estructural de los microtubulos es la tubulina, una molécula
de proteina dimérica que consta de dos subunidades a y b similares pero no
idénticas, cada una con un peso molecular de aproximadamente 55 000 Da (Desai
& Mitchison, 1997; Goodson & Jonasson, 2018; Gudimchuk & Mcintosh, 2021;
Janke & Magiera, 2020)

Se ha reportado que las chalconas se pueden unir a la proteina microtubular
tubulina evitando su polimerizacion, el cual es un paso esencial para la mitosis, lo
que provoca una interrupcion abrupta en el ensamblaje de los husos mitdticos e
interfiere con la funcion del citoesqueleto y la mitosis se detiene (Peyrot et al.,
1989, p. 27048; Vitorovi¢-Todorovic¢ et al., 2013).

Tras obtener informacién sobre posibles dianas de interaccion con chalconas, se
realizaron caracterizaciones criticas KEGG para asignar funciones a genes o

genomas a nivel molecular, las cuales se encuentran almacenadas en la base de
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datos KO (KEGG Orthology)), donde cada KO se define como un ortélogo

funcional de un gen y una proteina. (Kanehisa et al., 2017).

El analisis de la via KEGG de PVINA/2CI revel6 una gran cantidad de vias que
incluyen el metabolismo de la fenilalanina, el metabolismo de la histidina, la via de
la citotoxicidad mediada por células asesinas naturales (NK) y el metabolismo de

la tirosina. (Fig.27).

Las células NK son linfocitos del sistema inmunitario innato que participan en las
defensas tempranas contra las células alogénicas (no propias) y las células
autélogas que sufren diversas formas de estrés, como infecciébn por virus,

bacterias o parasitos o transformacioén maligna (Vivier et al., 2004).

Solo en esta ruta, se encontré que uno de los genes enriquecidos pertenecia a la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM 1/2). (Kotteas et al., 2014; Wei et al.,
2020, p. 1). Los datos experimentales indican que ICAM-1 puede activar las vias
de senfalizacion intracelular en las células cancerosas, 0o que conduce a una

mayor motilidad celular, invasion y metastasis (Schroder et al., 2011).

Existen estudios donde se muestran que la inhibicion de ICAM1 reduce la
metastasis en melanoma y cancer de pulmén (Huang, 2004; Weishaupt et al.,
2019).

El analisis de enriquecimiento KEGG para la chalcona PVONA/3F mostré vias que
involucran la adiccion a la cocaina, la sinapsis glutamatérgica, contraccion del

musculo cardiaco, uniones gap, entre otras (Fig. 28).

Una de las vias de interés es la via de uniones comunicantes GAP, ya que estas
pueden ayudar a las células cancerosas a invadir, permanecer latentes en sitios
distantes de metastasis, aumentar el suministro de nutrientes y la eliminacién de
desechos dentro del tumor e interactuar con las células inmunitarias para escapar
de la deteccion. Las conexinas también son mas que proteinas formadoras de
poros, pero pueden participar como anclas para cascadas de sefalizacién, actuar
como factores de transcripcion y pueden liberarse en las membranas de las micro

vesiculas. Las investigaciones y revisiones de este numero especial cubren

89



muchas de estas y otras facetas de las uniones comunicantes y las conexinas en
el cancer (Ruch, 2020).

En caso de via de unién GAP observamos que los genes que se encuentran
enriquecidos y probablemente se vean afectados por el tratamiento con la
chalcona PVONA/3F son el TUBB y mGIuR.

El receptor de glutamato metabotropico 1 (mGIluR1) se ha sugerido como un
nuevo objetivo molecular potencial en el cancer de mama ya que se ha visto una

expresion frecuente en el cancer de mama (Bastiaansen et al., 2020).

La tubulina beta 3 clase (TUBB) se ha utilizado como un marcador para detectar
CPRC, en un estudio que recopilo la informacion sobre la expresion de Blll-
tubulina en pacientes con CPRC, se observé una alta expresion de la misma,
ademas de que la alta expresion de llI-tubulina se asocia con falta de respuesta

a taxanos como el docetaxel en otros canceres (Maahs et al., 2019).

Algunos medicamentos como la avanbulina tienen como objetivo la Blll-tubulina
actuando como un inhibidor sintético potente de la polimerizacion de la tubulina

que induce la muerte de las células cancerosas (Prota et al., 2014).

Este hallazgo refuerza la idea de uno de los posibles mecanismos de accién de las
chalconas, el cual considera que es capaz de interactuar con los filamentos de
tubulina causando la despolimerizacion de las mismas ocasionando muerte
celular, esto también explicaria el cambio a nivel de los filamentos de actina

mostrado en el analisis morfoldgico realizado (L. B. Chen, 1988).

De igual manera se realiz6 un analisis de enriquecimiento usando las libreria
cancer cell via Enrichr, esta libreria contine informacion sobre la caracterizaciéon
genética y quimica de diversas lineas celulares de cancer usadas comunmente
para investigacion (Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), s. f.). Los resultados
en el caso de ambas chalconas nos mostraron que los blancos predichos se
encuentran enriquecidos en diversas lineas celulares de cancer, incluidas células
madre de cancer de prostata, posterior a esto los blancos moleculares se

cotejaron en la plataforma oncopression la cual nos brinda un perfil de expresién
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geénica utilizando datos de micro matrices publicas en Gene Expression Omnibus
(GEO) y ArrayExpress (AE) de la plataforma Affymetrix Human Genome U133
Plus 2.0 Array ( GPL570 en GEO y A-AFFY-44 en AE) y sus CDF personalizados
(Oncopression, s. f.), esto con la finalidad de observar su condicién en tejidos
tumorales de cancer de prostata, en todos los casos dichos blancos moleculares

se encontraron sobre expresados en los tejidos tumorales.

Estos resultados concuerdan con estudios donde se usan células madre de cancer
de préstata para generar tumores esferoidales usando un modelo murino, en este
estudio el uso de la chalcona flavokawain A reduce las propiedades de iniciacion
de tumores y troncalidad del cancer de prostata obteniendo un efecto

quimiopreventivo (Song et al., 2022).

Finalmente, se realiz6 un docking molecular usando los posibles blancos
predichos de las chalconas relacionados con MDR, este analisis nos mostro las
interacciones de la chalcona PVINA/2CI con la Glicoproteina-P y de la chalcona
PVONA/3F con el canal HERG. Como resultado del ensayo se observaron
interacciones entre PVINA/2CI y el sitio catalitico de la Glicoproteina-P, estos
resultados son concordantes con estudios similares donde se han usado modelos
de chalconas para inhibir de forma exitosa a dichas proteinas (Ngo et al., 2016;
Yin et al., 2019)

Los puntajes de acoplamiento observados de -8.4 kcal/mol para PVINA/2Cl y de -
6.7 kcal/mol para PVONA/3F son mejores o comparables que los reportados para
inhibidores conocidos de la P-gp como la reserpina (-3,47 kJ mol- 1), elacridar (-
22,86 kJ mol- 1), tariquidar (-13,26 kJ mol- 1 ), y saquinavir (-19,31 kJ mol -1 )
(Le etal., 2022), lo cual nos habla del potencial que pueden llegar a tener estas
chalconas como moduladores de bombas de flujo aumentando la eficacia de los

farmacos suministrados para el tratamiento del CPRC.
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Conclusion

La interaccion de las chalconas preniladas con las células de cancer de préstata
resistentes a la castracion ocasiono cambios en la viabilidad, morfologia vy
potencial de membrana de estas células con respecto a las células de cancer de
préstata no tratadas, los ensayos in silico nos permitieron determinar las posibles

vias de accion en las cuales se encuentran involucradas las chalconas preniladas.

En particular la chalcona PVONA/3F redujo la viabilidad de manera dosis tiempo
dependiente en la linea celular PC3 hasta un 53.4% y en DU 145 hasta un 48.94%
en un tiempo de 48 h, mientras que la chalcona PVINA/2CI redujo la viabilidad de
PC3 hasta un74.4% y en DU 145 hasta un 28.29% a las 48 h de tratamiento.

PVONA/3F y PVINA/2CI tuvieron actividades distintas a sus analogos PVONA/2F
y PVINA/3C, lo que podria indicar que el cambio de posicién del sustituyente

influye en la actividad bioldgica de la chalcona.

Los valores de selectividad demuestran que las chalconas poseen cierta

selectividad hacia las células cancerigenas.

Las chalconas PVONA/3F y PVINA/2CI reducen PMM de las células PC3 y DU
145 con respecto a las células no tratadas, ademas de producir un incremento de
células en apoptosis en las lineas celulares PC3 y DU 145 con respecto a las

células no tratadas.

El tratamiento con las chalconas PVINA/2CI y PVONA/3F provoca un cambio
morfolégico en las células DU 145 y PC3 perdiendo el patrén definido de los

filamentos de actina y produciendo una fragmentacion de la cromatina.
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Los estudios in silico realizados para ambas chalconas PVINA/2Cl y PVONA/3F
muestran que cumplen con los parametros ADME para una buena
biodisponibilidad oral, ademas se predijeron un total 15 posibles blancos
moleculares para la chalcona PVONA/3F y 24 para PVINA/2Cl,dentro de los
cuales se encontraron transportadores activos primarios relacionados con
resistencia a los farmacos y otros mas usados como marcadores en el cancer de
préstata como ABCB1; CXCR4; ICAM1; ABCG2; EZH2, los cuales se encuentran

sobre expresados en tejidos tumorales de préstata.

Finalmente, el analisis de Docking molecular mostré interaccion favorable entre
PVINA/2Cl y la glicoproteina P, los mismo ocurre para el caso de PVONAS3/F y el
canal HERG, lo que puede indicar que el tratamiento con estas chalconas podria
ayudar en la inhibicion de dichas proteinas relacionadas con la resistencia a los

farmacos.
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Abstract: A group of prenylated chalcones was used to evaluate anticancer activity against castra-
tion-resistant prostate cancer cell lines PC3 and DU145. Among the series of tested chalcones,
PVONA / 3F and PVINA / 2Cl showed the best anticancer activity with an IC50 of 88.73 and 61.71
UM respectively against the DU 145-cell line, for the case of the PC3 cell line, the IC50 for both
chalcones was determined in 54.969 and 57.22 uM respectively. These chalcones were selected to
carry out the following experiments. In the same way, changes in the membrane potential and the
morphology of the cell lines caused by the interaction with the chalcones were detected, finally,
molecular docking was carried out where the probability of binding to therapeutic targets involved
in resistance was determined. to drugs, showing that these chalcones can bind to them at their active
sites, being able to act as a blocker for them. Kevwords: kevword 1: kevword 2: kevword 3 (List

oy
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Introduccioén

Las chalconas son metabolitos secundarios O
pertenecientes a la familia de los flavonoides y

se encuentran de forma abundante en una gran

diversidad de especies vegetales comestibles como /
es el caso de algunas frutas (Rudrapal et al., 2021;
Zhuang et al., 2017). Estas chalconas presentan
una estructura quimica caracteristica 1,3-diaril-
2-propen-1-ona (Fig.1), la cual es conocida como
chalconoide, estructuralmente se han definido como
anillo A al anillo de fenilo unido al grupo carbonilo y
hacen referencia al anillo de benceno como anillo B
(Zhuang et al., 2017)

Fig 1. Estructura de una chalcona.
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