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1. RESUMEN

Enda actualidad, el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial, con alta incidencia en neoplasias como es en el cancer de mama y
cancer colon. La progresion de esta patologia esta completamente relacionada
con el estrés oxidativo, que se caracteriza por el desequilibrio entre las especies
reactivas de oxigeno (ERO) y los mecanismos antioxidantes. Con este contexto,
las flavanonas ‘han, despertado interés debido a su potencial antioxidante y

citotoxico.

El objetivo del presente estudio fue determinar el potencial antioxidante y
citotoxico in vitro de nueve flavanonas sintéticas. La actividad antioxidante se
evalué por los ensayos ABTS, DPPH y FRAP, mientras que el efecto citotdxico
se determind utilizando el €olorante sulforodamina B en las lineas celulares

humanas de cancer de mama y.de colon.

Con los resultados obtenidos se determind que las nueve flavanonas poseen una
actividad antioxidante moderada, en comparacion con los controles (acido
ascorbico, Trolox y acido galice),de-cual puede atribuirse a la ausencia de grupos
hidroxilo en posiciones esencialés./Por otro lado, en el ensayo de citotoxicidad
se encontrd que seis flavanonas poseen una buena actividad citotdxica contra la
linea celular HCT-15, mientras que cuatro\flavanonas tuvieron actividad frente a
la linea celular MCF-7. Con los hallazgos obtenidos’se puede determinar que
algunas flavanonas poseen la capacidad para eliminar células cancerosas en
ambas lineas celulares. Esto demuestra un potencial biolégico, sin embargo, se
tiene que profundizar en el anadlisis de sus mecanismos™de accion, para

considerandolas como compuestos prometedores para estudios, futuros.

Palabras clave: Antioxidante, Citotdxico, MCF-7, HCT-15
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2. ABSTRACT.

Currently, cancer is one of the leading causes of death worldwide, with a high
incidence of neoplasms such as breast and colon cancer. The progression of this
disease_is closely associated with oxidative stress, which is characterized by an
imbalance~between reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defense
mechanisms. In this context, flavanones have attracted considerable interest due

to their antioxidant and cytotoxic potential.

The objective of this/study was to evaluate the in vitro antioxidant and cytotoxic
potential of nine synthetic flavanones. Antioxidant activity was assessed using
the ABTS, DPPH, and FRAP assays, while cytotoxic effects were evaluated using

the sulforhodamine B assay.in human breast and colon cancer cell lines.

The results showed that the mine flavanones exhibited moderate antioxidant
activity compared with the reference.compounds (ascorbic acid, Trolox, and gallic
acid), which may be attributed to the_absence of hydroxyl groups at key positions
in their structures. Furthermore, the cytotoxicity assay, revealed that six
flavanones exhibited good cytotoxic-activity.against the HCT-15 cell line, whereas
four showed activity against the MCF-7 cellline. Based on these findings, some
of the evaluated flavanones demonstrated cytatoxic potential against both cancer
cell lines. These results highlight their, potential as bioactive compounds;
however, further studies are required to elucidate their mechanisms of action and
assess their potential as promising candidates for future research.

Keywords: Antioxidant, Cytotoxic, MCF-7, HCT-15
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3. INTRODUCCION

El_eancer es una de las enfermedades que mas afecta a la salud a nivel global.
Entre_ssus principales caracteristicas se encuentran la proliferacion celular
descontrelada, invasion de los tejidos circundantes y formacion de metastasis.
Con base~en los ultimos reportes estadisticos en el 2024, la Organizacion
Mundial de-la_Salud (OMS) reporté 20 millones de nuevos casos y 10 millones
de muertes asociadas a esta enfermedad. De la misma manera la OMS indica
que entre los tipos“de.cancer con mayor numero de diagndsticos se encuentran

el cancer de mama y~€el cancer de colon (OMS, 2024a).

El estrés oxidativo se ‘ha relacionado con la progresion de esta enfermedad, y
ocurre cuando existe un desequilibrio entre el aumento de las especies reactivas
de oxigeno (ERO) y la disminucién de la capacidad de los sistemas antioxidantes
para neutralizarlas. Este proces6desencadena dafios irreparables en lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, lo que’puede generar una inestabilidad gendmica,

y una progresion tumoral (Sienes et'al., 2022).

Con este contexto expresado €n-el-parrafosanterior, la identificacion de nuevos
compuestos bioactivos que tengan/un potencial antioxidante y anticancerigeno
conforma hoy por hoy una de las importantes lineas de investigacion para poder
desarrollar nuevos farmacos. Los flavonoides representan una extensa familia
de polifenoles que se encuentran ampliamente distribuidos en frutas, semillas y
verduras. En muchos estudios se ha reportado que estos compuestos presentan
una estructura privilegiada, que les concede una amplia variedad de actividades
biolégicas, entre las que destacan sus propiedad€s . antioxidantes,
antiinflamatorias y antitumorales (Dias et al., 2021). Dentro de familia se
encuentran las flavanonas, que han recibido una especial atencion por parte de
la comunidad cientifica debido a su capacidad para poder neutralizar.las ERO y
a su potencial citotéxico frente a diferentes lineas celulares tumorales, lo que
determina una posible aplicacion como moléculas de interés en la investigacion

oncolodgica (Khan et al., 2020).
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Para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos bioactivos, pueden
emplearse diferentes ensayos in vitro, los ensayos estan disefiados para poder
estimar la capacidad de neutralizar los radicales los libres o las ERO. Dentro de
estos _umétodos se encuentran los ensayos ABTS (acido 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico)), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y FRAP
(poder reductor férrico), los cuales permiten evaluar los diferentes mecanismos
asociados a lamaccion antioxidante (Munteanu y Apetrei, 2021). De forma
complementariag“la. actividad citotoxica de los compuestos suele realizarse
mediante el uso de’Ccolorantes, en especial la sulforodamina B (SRB), el cual se
trata de un método colorimétrico ampliamente usado para poder cuantificar la
densidad celular y poder estimar la viabilidad de células en cultivo in vitro
(Skehan et al., 1990).

Debido a la necesidad para peder desarrollar nuevos agentes terapéuticos, las
flavanonas sintéticas han despertado interés por sus propiedades antioxidante y
citotoxica que se han reportado en diferentes modelos experimentales. La
evaluacion de estos compuestosren lineas celulares humanas, como MCF-7 y
HCT-15, permite estudiar su efecto'sobre |a viabilidad celular y estimar su posible
selectividad sobre células tumorales. En este_sentido, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el potencial antioxidante 'y citotéxico in vitro de nueve de
flavanonas sintéticas, con el fin de aportar.evidenciassobre una posible aplicacion

en la investigacion contra el cancer.

En la evaluacién de la actividad antioxidante, F2 presento.la mayor inhibicién en
ABTS (23.29 + 6.19 %), F1 en DPPH (9.76 + 3.56 %) y F5.mostr6 la mayor
capacidad reductora en FRAP (2.73 £ 1.01 %). En la evaluacion citotéxica, F8
fue la flavanona mas potente, al presentar la menor Cls, tanto en HCT-15 (1.28
+ 0.26 yM) como en MCF-7 (1.72 £ 0.31 uM).

Las flavanonas mostraron baja actividad antioxidante, atribuida a la ausencia de
grupos hidroxilo en el anillo B. Por otro lado, la flavanona F8 destacé'per su
mayor actividad citotoxica en ambas lineas celulares, posiblemente asociada.al

dimetoxi en las posiciones 5y 7.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Cancer

El'Instituto Nacional del Cancer (NCI) describe al cancer como un conjunto de
enfermedades caracterizadas por una proliferacién desregulada de células, que
son capaeces de originarse en practicamente cualquier 6rgano o tejido del
organismo.-Este crecimiento anormal propicia la formacién de masas celulares,
conocidas como tumores malignos o neoplasias, el cual son capaces de invadir
los tejidos cercanosy De igual manera, la diseminacion de células tumorales a
regiones distantes del cuerpo, fenomeno que se le conoce como metastasis, es
uno de los principales factores asociados a la alta mortalidad por cancer en el
mundo (NIH, 2021).

4.1.1. Caracteristica del cancer

El desarrollo del cancer esporadicoe.es un proceso secuencial que inicia a partir
de células normales que, como resultado de multiples alteraciones genéticas y
epigenéticas, adquieren la eapacidad de.dividirse de manera descontrolada. A
medida que estas células transformadas.progresan, tienen la capacidad de
penetrar tejidos cercanos y propagarse” axtravés del sistema linfatico o
sanguineo, estableciéndose en érganos alejados mediante un proceso llamado
metastasis. Esta evolucidon no constituye un proceso aislado, sino que esta
profundamente influenciada por la interaccion ‘dinamica entre las células
cancerosas y el microambiente tumoral, lo cual favorece la adaptacion,
supervivencia y progresion tumoral. Con la intencion de comprender mejor los
mecanismos bioldgicos implicados en la carcinogénesis, en“el. 2011 Douglas
Hanahan y Robert Weinberg propusieron un modelo tedrico\(Figura 1) que
describe un conjunto de caracteristicas comunes presentes en la mayoria de los
tipos de cancer. Estas incluyen la sefializacion proliferativa sostenidas.la evasion
de supresores del crecimiento, la resistencia a la destruccién inmune, la
inmortalidad replicativa, la promocion de la inflamacién, la activacion’' de
mecanismos de invasion y metastasis, la angiogénesis, la inestabilidad
genomica, la resistencia a la muerte celular y las alteraciones del metabolisme
energético. Estos rasgos permiten a las células cancerosas desarrollarse,

adaptarse y sobrevivir en condiciones adversas (Hanahan y Weinberg, 2011).
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Figura 1

Caracteristicas distintivas del cancer

Degradacion del Evasion a la
metabolismo energético destrucciéon inmunitaria

Inestabilidad N Promocién de la
gendémica y mutacién inflamacion

Nota. Adaptado de “Hallmarks of\Cancer: The Next Generation” (p. 658), por D.
Hanahan y R. A. Weinberg, 20117 Cell, 144 (5).

4.1.2. Epidemiologia

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté 95,108 muertes
por tumores malignos en 2024. Al desglosar porsexo, 52,5 casos
correspondieron a mujeres y 47,5 a hombres. La tasa de defunciones por cancer
incrementd entre 2013 y 2024, alcanzando un aumento dese el'afio 2020 con
71.7 por cada 100 mil habitantes, para luego disminuir un poco_en\los afos
siguientes y aumentar nuevamente en 2023 (Figura 2). Por entidad; las, tasas
mas altas fueron registradas por el estado de Chihuahua y Baja Califarnia Sur,

mientras que Guerrero tuvo la mas baja. (INEGI, 2026).
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Figura 2

Tasa de defunciones por tumores malignos, tasas por cada 100 mil habitantes
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Nota. Adaptado de Estadisticas a propdsito del Dia Mundial contra el Cancer,
por INEGI, 2026.

4.1.3. Factores de riesgo de cancer

Los factores que contribuyen al desarrollo del_cancer se dividen en intrinsecos,
relacionados con errores en la replicacion del ADN, y no intrinsecos, los cuales
incluyen componentes tanto enddégenos.como exégenos, tales como agentes
ambientales y habitos de vida. Estos elementos Jnteractuan entre si, y el
resultado de esa interaccion puede determinar el riesgo.que _corre cada individuo

para desarrollar mutaciones que pueden llevar a una transformacién maligna.

Los factores intrinsecos que se asocian al desarrollo delecancer son la
acumulaciéon de mutaciones adquiridas de manera aleatoria, como sUstituciones
de nucledtidos, deleciones o inserciones. La duracion de estos cambios en los
genes depende en gran medida de la habilidad de la célula que sufrio la mutacion
y de sus descendientes para poder permanecer con vida y seguir dividiendose.
En algunos casos, estas mutaciones pueden transformarse en mutaciones
iniciadoras, que desempenan un papel determinante en el inicio y la progresién

del proceso tumoral (Wu et al., 2018).
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El consumo de tabaco es el factor exdbgeno mas importante que aumenta el
riesgo de padecer cancer. También los habitos nutricionales desempefian un
papelimportante, incluyendo un desequilibrio en la proporcién de acidos grasos
w-6/w-3, la ingesta excesiva de carne roja y la ingesta insuficiente de fibra. Otros
factores de riesgo son la exposicion a radiacion ionizante, cuyos efectos pueden
manifestarse,/afios después de la exposicidon al gas raddn, la radiacion no
ionizante, que cabarca la luz visible, los infrarrojos, las microondas y la
radiofrecuencia./Ademas, la inhalacién de productos quimicos como el arsénico,
berilio, aflatoxinas;*y_la exposicion a contaminantes en el suelo y el agua, tales

como el plomo derivadode fertilizantes (Yildirim-Kahriman, 2023).

En cuanto a los factores endogenos, diversos agentes infecciosos también han
sido asociados con el desarrollo_de cancer, debido a la capacidad de inducir
alteraciones genéticas y cambios_en la regulacion celular. Entre los agentes
relacionados se encuentra Helicobacter pylori, virus de la hepatitis By C, el virus
de papiloma humano, virus de Epstein-Barr, virus de herpes humano tipo 8,

Clonorchis sinensis, y Schistesema haematobium (NIH, 2015).
4.1.4. Generacion y progresion del cancerde mama

El cancer de mama es una enfermedad demasiado compleja que no se puede
determinar por un solo factor, sino por\la interaccion de multiples factores
genéticos, epigenéticos y microambientales. La herencCia genética juega un papel
importante, ya que al tener antecedentes familiares«se)incrementa el riesgo,
particularmente cuando hay mutaciones en los genes supresores de tumores
como son BRCA1, BRCA2 y TP53. Pero estas alteraciones hereditarias explican
solo una pequena fraccidn de los casos. En la mayoria de |0s )pacientes, las
mutaciones somaticas adquiridas en el ADN de las células mamarias son el
origen del cancer de mama y promueven su proliferacion deseontrolada.
Conforme la enfermedad va evolucionando, se van acumulando mas
modificaciones genéticas y epigenéticas lo cual contribuye a que el tumor se
vuelva mas agresivo. Es importante sefalar que el microambiente tiene un papel
fundamental fundamental para dicho desarrollo y progresion del cancer, ya que
esta formado por células y componentes estructurales que rodean al tumor, tales
como fibroblastos, células inmunitarias y la matriz extracelular, los cuales

influyen en la diseminacién de las células malignas (Polyak, 2007).
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4.1.4.1. Clasificacion del cancer de mama

La.caracterizacion molecular del cancer de mama, que se encuentra basada en
la “expresion génica, ha permitido agrupar esta enfermedad en tres tipos
principales: tumores que expresan receptores hormonales de estrogeno o
progesterena, tumores que sobreexpresan el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico~humano, y el cancer de mama triple negativo (Tabla 1). Esta
clasificacion molecular es esencial para poder disefar estrategias terapéuticas

adecuadas que sean mas efectivas (Barzaman et al., 2020).
Tabla 1

Clasificacion molecular-del cancer de mama

Subtipo Receptor”_Prevalencia Subcategorias
Hormonal ER+ o0 60 % Luminal Ay B
positivo PR+
HER?2 positivo HER2+ 20.% ND
Triple negativo ER-, PR<0 20 % Basal-like 1y 2,
HER2- inmunomodulador,

mesenquimal, mesenquimal y
receptor de androgenos luminal

Nota. ND = no determinado; ER = receptor ‘desestrogeno; PR = receptor de
progesterona; HER2 = receptor 2 del factor de crécimiento epidérmico humano;
Adaptado de “Breast Cancer: Biology, Biomarkers, and Treatments” (p. 2), por K.

Barzaman et al., 2020, International Immunopharmacology, 84.
4.1.5. Generacion y progresion del cancer de colon

El desarrollo del cancer colon es un proceso escalonado quesavanza desde el
epitelio normal hasta llegar a un carcinoma invasivo. Se inicia por diversas
mutaciones tempranas como son APC o CTNNB1, estos genes activan la via
Wnt/B-catenina y promueven una proliferacion desregulada. Las mutaciohes en
KRAS impulsan posteriormente la expansion del adenoma a través deé_la via
MAPK/ERK, mientras que las alteraciones en PIK3CA y la pérdida de PTEN
favorecen una supervivencia celular. En la fase de progresion, la desactivacidn
de TP53 y las mutaciones de SMAD4 alteran el control del ciclo celular y la
sefalizacion TGF-B, promoviendo el cambio hacia carcinoma. Vias alternativas,

como la serrada, implican mutacion en BRAF e hipermetilacion (CIMP).
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Factores como la disbiosis, dieta alta en grasas, inflamacion crénica o el
envejecimiento celular son factores que aceleran la transformacién maligna. Por
ultimo; la metastasis se produce debido a la invasion, angiogénesis y transicion
epiteliosmesénquica, que favorecen la diseminacion principalmente hacia el
higado (Brenner et al., 2014).

4.1.5.1. Clasificacion del cancer de colon

La caracterizacion,molecular del cancer de colon, basada en las firmas génicas
y alteraciones en vias de sefalizacion, permite clasificar esta enfermedad en
cuatro subtipos pringipales: tumores con inestabilidad de microsatélites y
mutacion BRAF (CMS#); aquellos con activacion de la via Wnt/B-catenina
(CMS2); tumores con mutacion en el gen KRAS y perfil metabdlico alterado
(CMS3); y lesiones con fenotipomesenquimal regulado por TGF- (CMS4). Esta
clasificacion molecular (Tabla 2)orienta el prondstico y permite definir estrategias

terapéuticas mas precisas y personalizadas (Guinney et al., 2015).
Tabla 2

Clasificacion molecular del canceer)de colon

Subtipo Mutacion Caracteristica
CMS1 BRAF Respuesta inmunoterapia
CMS2 Activacion Wnt/APC/j3- Crecimiento proliferativo

catenina
CMS3 KRAS Resistencia variable
CMS4 Activacion TGF-f3 Tumores invasivos
Nota. CMS = subtipos moleculares consensuados; APC = poliposis

adenomatosa coli; Wnt = via de senalizacién Wnt; TGF-§ = factor de‘Crecimiento
transformante beta. Informacion basada de Guinney et al. (2015).
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4.1.6. Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas

Las'lineas celulares son poblaciones de células a partir de tumores malignos que
han“sido aisladas y cultivadas en condiciones de laboratorio, permitiéndoles la
capacidad” para proliferar in vitro de manera continua y a partir de ellas,
desarrollarse estudios relacionados con diferentes procesos biologicos del
cancer. Debide a estas caracteristicas, las lineas celulares constituyen una
herramienta fundamental en la investigacion oncoldgica y en el desarrollo de
nuevas estrategias‘terapéuticas. En este trabajo se emplearon las lineas
celulares MCF-7 y HCT-15, ampliamente utilizadas en estudios de evaluacion

citotoxica y actividad antiproliferativa.
4.1.6.1. Linea celular MCF-7

La linea celular MCF-7 se deriva/de células epiteliales de un adenocarcinoma de
mama, aisladas en 1973 a partir de-una efusion pleural de una mujer de 61 afos
(ATCC, 2025-a). Esta linea ha sido.ampliamente utilizada en estudios sobre el
cancer de mama, es el tipo dé/cancer mas.comun entre las mujeres; en 2024 se
diagnosticaron aproximadamente.2.4 millones de nuevos casos en todo el
mundo, con un total de 694 mil 'muertes. Aunque poco frecuente, este tipo de
cancer también puede afectar a los hombres, representando cerca del 1% de los
casos. Entre los principales factores deriesgo se encuentran la edad avanzada,
la obesidad, los antecedentes familiares, la exposicién a radiacién y el uso de
terapia hormonal tras la menopausia (OMS, 2026-b).

4.1.6.2. Linea celular HCT-15

La linea celular HCT-15 se deriva de un adenocarcinoma celorrectal humano,
aislado del intestino grueso de un paciente masculino con cancer colorrectal
estadio Dukes C (ATCC, 2025-b). Este tipo de cancer constituye én importante
problema de salud publica: en 2024 se registraron alrededor de 1.2 millones de
nuevos casos en el mundo y aproximadamente 556 mil muertes asociadas. El
cancer de colon es actualmente la segunda causa de mortalidad por cancerna
nivel global. Entre sus principales factores de riesgo se encuentran la edad
avanzada, la dieta rica en carnes procesadas, el sedentarismo, la obesidad y los

antecedentes familiares de enfermedad. (IARC, 2024).
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En la Figura 3 se presentan micrografias de las lineas celulares en cultivo,
alcanzando un alto grado de confluencia. Asimismo, se observa que las células
manti€nen un comportamiento adherente caracteristico bajo las condiciones de

cultivo.empleadas.
%L
Figura

Micrografias.dévlos cultivos celulares

ATCC N “ccL-225
Designation: CI1-15
)

Low Density

ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7

Low Density Scale Bar = 100pm High Density N - - Scale arl 100pm

Nota. Micrografias correspondientes a las lineas celulares HCT-15 (ATCC CCL- *
225) y MCF-7 (ATCC HTB-22). Adaptado de ATCC (2025a, 2025b).
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4.2. Estrés oxidativo

El_estrés oxidativo surge principalmente cuando se altera el equilibrio entre las
ERO y:la capacidad antioxidante del sistema biolégico. Ese desequilibrio puede
ser resultado ya sea de un incremento muy considerable de la produccion de
radicales-libres o de una disminucion de los sistemas antioxidantes que tienen la
mision de‘-neutralizarlos. Algunas ERO son muy reactivas, cuando estan
presentes en(cantidades elevadas provocan dafno en estructuras celulares
esenciales, como”los lipidos, las proteinas y el material genético. Dichas
alteraciones afectan\ )los procesos fisiologicos normales, modificando la
integridad estructural celular, la actividad catalitica enzimatica y la estabilidad del
ADN, lo cual favorece lasaparicién de diversas patologias, entre ellas cancer,
enfermedades cardiovasculares,_trastornos neurodegenerativos y alteraciones

metabdlicas (Sienes et al., 2022).
4.2.1. Especies reactivas de oxigeno

Las ERO corresponden a eSpecies quimicas generadas a partir del oxigeno,
algunas de las cuales presentan.earacter radicalario. Un radical se define como
una entidad molecular que pose€.un electrén.no apareado en su orbital externo,
condicion que le confiere inestabilidad, reactividad y notable capacidad para
aceptar o ceder electrones con el fin"de™alcanzar.da estabilidad termodinamica
(Lonita, 2021).

El oxigeno molecular (O,) es indispensable para la mayeria de los organismos,
pues interviene de forma central en la respiracién mitocondrial al funcionar como
aceptor final de cuatro electrones. Este proceso permite la formacion de dos
moléculas de agua y la sintesis de ATP, principal fuente energetica celular. Sin
embargo, cuando la reduccion del O, es incompleta, se originan ERO ywradicales
libres. En este contexto, la ganancia de un electron por el O, genetajel radical
anion superoxido (O,™), capaz de transformarse en perdxido de hidrogeno
(H20,) vy, posteriormente, en el radical hidroxilo (-OH). Ademas, el 6xido nitrico
(NO) es otro radical relevante que, al reaccionar con O,™-, produce especies
reactivas de nitrogeno y oxigeno (ERNO) como N,O; y peroxinitrito (ONOQOT)
(Carvajal, 2019), durante procesos fisiopatolégicos asociados al estrés oxidativo

celular en multiples contextos biolégicos complejos diversos.
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Los metales de transicion, en especial el hierro, tiene la capacidad para poder
generar las ERO por vias no enzimaticas a través de la reaccién de Fenton. En
estesmecanismo, el Fe*" reacciona con H,0,, dando lugar a radicales -OH
altamente «reactivos, estos poseen la capacidad para producir dafo oxidativo
directo sebre el ADN (Nakamura y Takada, 2021).

Aproximadamente el 95 % del oxigeno consumido durante la respiracién celular
se reduce completamente para la produccion de ATP, mientras que alrededor
del 5 % se reduce”parcialmente, dando lugar a la formacion de ERO (Tabla 3)
(Carvajal, 2019). Estas pueden originarse mediante mecanismos enddégenos o
por la exposicion af factores exogenos. En condiciones endogenas, las
mitocondrias constituyen la_ principal fuente de ERO debido a la fuga de
electrones en la cadena de,transporte electrénico localizada en la membrana
mitocondrial interna. Por otro lade, las ERO también pueden generarse por la
exposicion a factores exdégenos)/ eomo contaminantes ambientales, humo de
tabaco, radiacion, algunos alimentos y diversos xenobidticos (Nakai y Tsuruta,
2021)

Tabla 3

Principales especies reactivas del oxigeno y nitrogeno

Especies reactivas del oxigeno

Radicales Nombre Radicales Nombre

O, Superédxido RO- Alcoxilo

*OH Hidroxilo ROO- Peroxilo

No radicales Nombre No radicales Nombre

H20:2 Perdxido de hidrogeno Os Ozono
02 Oxigeno singulete ROOH Perdxido organico
HOCI Acido hipocloroso HOBr Acido hipobromoso

Especies reactivas del nitrogeno

No radicales Nombre No radicales Nombre

ONOO~ Peroxinitrito NO* Cation nitrosilo
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N20s3 Trioxido de dinitrogeno NO~ Aniodn nitroxilo

N204 Tetradxido de dinitrogeno ONOOH Acido peroxinitroso

HNO:2 Acido nitroso ROONO Peroxinitrito alquilico
Radicales Nombre Radicales Nombre
NO- Oxido nitrico NO2e Dioxido de nitrogeno

Nota. Adaptade’'de “Especies reactivas del oxigeno: formacion, funcion y estrés
oxidativo” (p. 93),(porC. Carvajal Carvajal, 2019, Medicina Legal de Costa Rica,
36 (1).

4.2.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas cuya principal funcién es anular el efecto de
especies quimicas reactivas, ‘bien mediante la donacion de electrones para su
reduccién directa, o bien catalizando reacciones que facilitan su reduccion

quimica (Korczowska-t-gcka et al., 2023).

Los antioxidantes se clasifican: endogenos y exdgenos. Los antioxidantes
enddgenos corresponden a aquellos sintetizados por el propio organismo con la
finalidad de contrarrestar el dafo/ oxidativo, .entre los que destacan enzimas
como la superoxido dismutasa, cuya funcion principal es catalizar la dismutacion
del radical O,~ en H,0, y O,; la catalasa; encargada de descomponer el H,O,
en H,O y O,; la glutation peroxidasa, responsable de reducir H,O, y los
hidroperoxidos lipidicos (ROOH) a H,O; la peroxirredoxina, que reduce H,O, y
ROOH en H,O o alcoholes, y la hemooxigenasa, cuya funcion consiste en
catalizar la degradacion del grupo hemo en biliverdina, monGxido de carbono
(CO) y hierro libre. Por su parte, los antioxidantes exdégenos se derivan de los
alimentos ricos en vitamina C, vitamina E (a-tocoferol), minerales esenciales,

incluidos selenio y zinc (Jomova et al., 2023; Korczowska-t.gcka et aly; 2023).
4.2.3. Relacién del estrés oxidativo contra el cancer

Fisiologicamente, las ERO desempefian funciones clave para poder tener una
correcta regulacién en los procesos celulares como son la proliferacién,
diferenciacion, migraciéon y apoptosis. El estrés oxidativo como se ha
mencionado se relaciona con diversas enfermedades, incluyendo las

enfermedades inflamatorias y el cancer (Sarmiento-Salinas et al., 2021).
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El estrés oxidativo desempefia un papel crucial en la carcinogénesis al alterar la
estabilidad gendmica y las vias de sefalizacion en el microambiente celular. Los
altos/niveles de las ERO provocan alteracion en la homeostasis celular y
promueven la disfuncién de los procesos biolégicos normales, lo cual contribuye

al inicio y/la progresion de diferentes tipos de cancer.

Las rutas ‘de_sefalizacion que son afectadas por el estrés oxidativo, estas
favorecen a la carcinogénesis, como las vias de p53, Keap1-NRF2, RB1, p21,
APC, genes supregsores de tumores y transiciones celulares. La desregulacion
de estas vias puede dar lugar a un crecimiento celular descontrolado,
mecanismos de reparaciéh del ADN deteriorados y evasion de la apoptosis,

todas caracteristicas fundamentales en el desarrollo tumoral (Igbal et al., 2024).
4.3. Generalidades de.los flavonoides

Estudios demuestran que los flavonoides presentan una estructura privilegiada
(Figura 4). Estos se clasifican como_ecompuestos fendlicos que se encuentran
presentes en plantas, frutasy semillas, reconocidos por sus multiples beneficios
para mejorar la salud,# .ncluyendo propiedades antiinflamatorias,
anticancerigenas, antienvejecimiento, cardioprotectoras, neuroprotectoras,
antibacterianas, antiparasitarias y antivirales. Su/actividad biolégica depende en
gran manera de su estructura quimicales flavonoides que poseen sustitutos
dihidroxilicos en las posiciones 3'y 4' del.anillo B muestran una mayor actividad
antioxidante. Este efecto se ve potenciado por la preséncia de un doble enlace

entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicion3/(Dias et al., 2021).
Figura 4

Estructura base de los flavonoides

Nota. Elaboracién propia con base en Dias et al. (2021).
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Las variaciones estructurales en los anillos permiten subdividir a los flavonoides
en subclases (Figura 5). Se ha demostrado que tienen efectos bioquimicos y
antioxidantes relacionado con enfermedades como el cancer y el Alzheimer
(Badshah et al., 2021).

Figura 5

Subclases deflos flavonoides

Flavanonas Flavonas Isoflavonas

(e} (¢}

Chalconas Flavanonoles Flavonoles

OH 0o O

o
]
I Q

OH

Nota. Elaboracién propia con base en Badshah et al. (2021).
4.3.1. Flavanonas

Se ha demostrado que la naringenina y la hesperetina (Figura 6), tienen
actividades bioldgicas, particularmente en el contexto del estrés oxidativo y el
cancer. La hesperetina tiene la capacidad antioxidante, esta neutralizalas ERO
y fortaleciendo las defensas endoégenas del organismo mediante la activacion de
la via Nrf2/HO-1. Esta accion tiene como resultado en un incremento de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutasa, catalasa y glutatiéon, reduciendo” asi
el dafio oxidativo en lipidos, proteinas y ADN. Estudios en modelos celulares y
animales han evidenciado su eficacia frente al estrés oxidativo inducido por
agentes toxicos como el cadmio y el plomo, lo que sugiere un papel protector en

enfermedades neurodegenerativas (Khan et al., 2020).
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Figura 6

Estructura de las flavanonas con actividades anticancerigenas

OH o
~_
Ho o Ho =
OH

Naringenina Hesperetina
(o)

OH (e} OH

Nota. Elaboracion propia con base en Khan et al. (2020).

Por su parte, la naringenina ha mostrado efectos significativos en modelos de
cancer, especialmente el de.-mama y prostata. En el cancer de mama, inhibe el
crecimiento tumoral al suprimir la via ERK, inducir apoptosis mediante la
generacion de las ERO y detener el ciclo celular en la fase G0/G1, limitando asi
la proliferacion de células malignas.yAdemas, disminuye la migracion e invasion
celular, lo que podria prevenir la metastasis. En el cancer de proéstata, se ha
observado un mecanismo similar, donde-también inhibe la via ERK y favorece la
apoptosis y el arresto del ciclo eelular, contribuyendo al control del crecimiento

tumoral. (Stabrauskiene et al., 2022)-

Tanto la naringenina como la hesperetina "han, mostrado ser compuestos
prometedores en el tratamiento y prevencion del“cancer, ya que tienen la
capacidad de poder modular las vias molecularés involucradas en la
proliferacion, la apoptosis, la metastasis y la resiStencia hormonal. La
naringenina sobresale por su accion citotoxica selectiva frente a ceélulas
tumorales y por potenciar el efecto de terapias hormonales como el tamoxifeno.
La hesperidina, en cambio, actua principalmente como agente ‘protector celular,
mitigando el estrés oxidativo e inflamacién. Estas propiedades«tespaldan el
potencial de ambas flavanonas como agentes complementarios en“estrategias

terapéuticas contra el cancer (Madureira et al., 2023).
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Para evaluar el potencial de nuevas estructuras quimicas, se sintetizaron
flavanonas bajo condiciones controladas en el laboratorio mediante una
estrategia sencilla y eficiente. Las moléculas (Figura 7) se obtuvieron a través de
la sintesis«de un benzaldehido y 2'-Hidroxiacetofenona a temperatura ambiente
en agua y utilizando 2 equivalentes de KOH como catalizador, a una velocidad
lenta. La caracterizacion quimica fue realizada resonancia magnética nuclear
(RMN), se registraron a 25 °C en un espectréometro de Bruker 600 MHz (Torres-
Sauret et al., 2022).

Figura 7

Grupo de Flavanonas sintetizadas en el laboratorio de la UJAT

F1. 6-cloro-2-(3-metoxifenil)-7-metilcromans 4 -ona F3. 6-cloro-2-(4-metoxifenil) croman-4-ona

B R O

F2. 6-clore-2-(3=metoxifenil) croman-4-ona

F4. 6-metoxi-2-fenilcroman-4-ona ‘5‘)\‘\% 6-fluoro-2-(3-fluorofenil) croman-4-ona
\‘f}j\‘ F5. 2-(4-fluorofenil) croman-4- ona\‘flj\‘/

F7. 6-cloro-2-(4-fluorofenil) croman-4-ona F9. 7-(benciloxi)«2+(3-nitrofenil) croman-4-ona

Ty, 0 0~

F8. 5,7-dimetoxi-2-fenilcroman-4-ona

Nota. Elaboracion propia con base en Torres-Sauret et al. (2022).
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4.4. Métodos de evaluacion antioxidante
4.4.1. ABTS

El'método ABTS consiste en la formacion del radical catidénico ABTS<+ (Figura
8), esté se genera al reaccionar el reactivo ABTS con persulfato potasico. Dicha
reaccionise realiza a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad
durante 16'horas, lo que permite obtener un radical estable de color azul intenso,
que se caracteriza por una absorbancia maxima a 754 nm en medio alcohdlico
(Kuskoski et al., 2005).

Posteriormente, este radical es expuesto al compuesto antioxidante en estudio.
La interaccion entre ambos da lugar a una disminucién en la absorbancia del
ABTS-+, fendmeno se ve'reflejado por la actividad antioxidante para neutralizar
los radicales libres. La reduccionyen la absorbancia es proporcional a la actividad
antioxidante del compuesto analizado (Kuskoski et al., 2005). Cabe destacar que
este ensayo es de tipo mixto (HAT/SET), ya que puede implicar tanto la
transferencia de un atomo de’hidrogeno (HAT) como la de un electron (SET),
dependiendo de factores como.el pH o elitipo de solvente utilizado (Munteanu y
Apetrei, 2021).

Este procedimiento es caracteristico’por su rapidez, estabilidad y adaptabilidad,
ya que se puede trabajar con sustanciasdipofilicas e hidrofilicas. Por ello, es apto
para poder analizar una extensa gama de muestras alimentarias y biologicas
(Munteanu y Apetrei, 2021).

Figura 8

Estructura quimica del ABTS y su radical ABTS++

-O—E _<< KZSZOS -O—H _<<
|C|) ) _N/N o /O : l! ) N/N " //O
\@}_ . o//S/\ . \©[>_ s e
) ABTS ) ABTS*+

Nota. El cambio de color esta asociado a la reaccion de oxidacion-reduccion.
Elaboracién propia con base en Kuskoski et al. (2005).
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4.4.2. DPPH

El.método DPPH es una de las técnicas mas utilizadas para determinar la
capacidad antioxidante de compuestos tanto naturales como sintéticos. Este
meétodo _se basa en la reduccion del radical libre DPPHe (Figura 9), que se trata
de una melécula estable, color violeta intenso soluble en solventes organicos y
que presenta’una absorbancia maxima de alrededor de 517 nm. La presencia de
un agente antioxidante produce la neutralizacion del radical, ya sea por SET o
HAT, lo que lleva”a, una baja en la absorbancia y la coloracion visible de la
solucién, de un colorvioleta pasa a uno amarillento o incoloro. Esta disminucién
es proporcional a la(capacidad antioxidante del compuesto analizado, esto
permite tener una cuantificacion precisa de su actividad (Kuskoski et al., 2005;

Munteanu y Apetrei, 2021).
Figura 9

Estructura del radical libre DPPH¢<_y_el cambio de color que ocurre durante el

ensayo

O,N

N—N NO) =—— N—N NO>

O,N O,N

. Antlox1dante '\ H

Nota. La pérdida del color violeta intenso indica la neutralizacion del radical por
accién de compuestos antioxidantes. Elaboracién propia con base enKuskoski
et al. (2005).
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4.4.3. FRAP

El.método FRAP es un ensayo colorimétrico que se utiliza para evaluar la
capacidad antioxidante de un compuesto o extracto, se basa en su capacidad de
poder«reducir el ion férrico (Fe®**) a ion ferroso (Fe**) en un medio acido como se
puede observar en la Figura 10. Este ion ferroso forma un complejo de color azul
intenso con- elereactivo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina), cuya intensidad de
color se mide; espectrofotométricamente a una longitud de onda de 593 nm

(Munteanu y Apetreiy 2021; Vijayalakshmi y Ruckmani, 2016).

La intensidad de la absorbancia generada es directamente proporcional al poder
reductor del antioxidante presente en la muestra. A mayor capacidad de donar
electrones (reduccion de-Ee®*" a Fe?"), mayor es la absorbancia registrada,
reflejando asi una mayor actividad antioxidante. Este método se basa en un
mecanismo SET, lo que significa que evalua la capacidad del antioxidante para
actuar como agente reductor, ‘cediendo electrones a especies oxidantes
(Munteanu y Apetrei, 2021).

Figura 10

Transformacion del ion férrico (Fe®*7)-a ferroso (Fe?”) como indicador de actividad

antioxidante

\ \ \

/ N

\N /N =N

F E"\
o*
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Nota. El cambio de color incoloro a azul intenso indica una actividad reductora.

Elaboracién propia con base en Munteanu y Apetrei, (2021).
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4.5. Evaluacion de la citotoxicidad in vitro
4.5.1. Sulforodamina B

El'ensayo con el colorante sulforodamina B es una técnica colorimétrica para
podersevaluar la citotoxicidad inducida por farmacos y la proliferacion celular
(Figura 149);"siendo especialmente util en los estudios de cribado de compuestos
anticancerigenos (Voigt, 2008). Su principio se basa en la capacidad del
colorante SRB,, un, anion aminoxanteno de color rosa brillante, para unirse
electrostaticamentea los residuos basicos de aminoacidos como lisina, arginina
e histidina, presentes, en las proteinas celulares bajo condiciones ligeramente
acidas. Previamente, las/células son fijadas con acido tricloroacético (TCA), lo
que provoca la precipitacién-de proteinas y su anclaje al fondo de los pocillos de
la microplaca. Luego, se tinep’con SRB disuelto en acido acético, se eliminan los
excesos mediante lavados con agido acético, y el colorante unido se solubiliza
con una solucion basica de Tris (pH.10.5), permitiendo medir la densidad 6ptica
(DO). La intensidad de la absorbancia obtenida es directamente proporcional a
la cantidad de proteinas celulares; y, portanto, refleja la masa celular y el numero
de células viables. Este ensayo\destaca’por su alta sensibilidad y linealidad,
siendo capaz de detectar un amplio rango de'densidades celulares, desde 1,000
hasta 180,000 células por pocillo en placa de 96 pozos (Vichai y Kirtikara, 2006;
Skehan et al., 1990).

Figura 11
Estructura quimica del colorante SRB, un derivado aminexanténico con grupos

sulfonato responsables de su alta solubilidad y afinidad por preteinas celulares

Nota. Elaboracién propia con base en Skehan et al. (1990).
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4.6. Tratamiento

El tratamiento del cancer es de gran diversidad, en donde sobresalen la cirugia,
la radioterapia y la quimioterapia. La cirugia es mas efectiva en las primeras
etapas, ya que permite la extirpacion directa del tumor; por otro lado, la
radioterapiar también dafa a los tejidos sanos adyacentes, y la quimioterapia,
aunque havavanzado en la reduccion de la morbilidad y la mortalidad, también

afecta a las células sanas (Debela et al., 2021).

Los medicamentos guimioterapéuticos presentan una gran diversidad estructural
y mecanismos de accién, dentro de lo que se incluye a los agentes alquilantes,
antimetabolitos (analoges del acido folico, purinas y pirimidinas), hormonas y
antagonistas hormonales-{Figura 12). La eficacia de estos farmacos esta
relacionada con el ciclo celular,"ya que los tumores con alta proliferacion celular
son mas susceptibles, en teoria que aquellos de crecimiento lento muestran
menor sensibilidad (Brunton ef.al.; 2015). En este contexto, conocer el
comportamiento del ciclo celular (Figura 13) es esencial para usar los farmacos
adecuados. Paralelamente, loS-avancesyen la biologia del cancer y el analisis
masivo de genomas tumorales.han permitido, identificar blancos terapéuticos
especificos, como receptores del (fagtor de erecimiento, vias de sefalizacion
intracelular, procesos epigenéticos yumecanismos)de escape inmunitario. Esto
ha favorecido el desarrollo de terapias dirigidas,) capaces de superar la
resistencia a la quimioterapia mediante la mejora dé la‘perfusién tumoral, esto
favorece una mayor distribucibn y penetracién." de los agentes
quimioterapéuticos, ademas de inducir de apoptosis e inhibir las vias de

sefalizacion de supervivencia celular (Lorenzo et al., 2018).

La resistencia que existe a los tratamientos oncoldgicos se debe prineipalmente
a los diversos cambios moleculares, este factor puede comprometer-incluso las
terapias mas cuidadosamente disefiadas. Entre los mecanismos implicados se
encuentran alteraciones en la absorcion y distribucion del farmaco, asi_eomo
variaciones genéticas que afectan su transporte, metabolismo y eliminacion‘del
farmaco. Ademas, alteraciones en los blancos terapéuticos como mutaciones
que pueden reducir significativamente la eficacia del tratamiento (Brunton et al.,
2015). Por tales motivos es apremiante continuar la busqueda de nuevos

tratamientos anticancerigenos que aumenten el arsenal de quimioterapéuticos.
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Figura 12

Sitios de accion de algunos de los medicamentos utilizados en el tratamiento del

cancer
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Nota. Adaptado de Goodman & Gilman. Las bases farmacoldgicas de “la
terapéutica (p. 1162), por L. L. Brunton, R. Hilal-Dandan y B. C. Knollmann, 2015,
McGraw-Hill Education.
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Figura 13

Ciclo celular de los medicamentos utilizados en el tratamiento contra el cancer

Alcaloides de la Vinca
y taxanos

Mitosis 1

Reposo celular

Cisplatinoy

Agentes :
g Mitrosoureas

alquilante

Postsintesis de ADN Presintesis de ADN

Antimetabolitos
Sintesis
de ADM

Nota. Adaptado de Velazquez. Farmacologia basica y clinica (18.2 ed.), por P.
Lorenzo, A. Moreno, J. C. Leza, |. Lizasoain y M. A."Moro, 2018, Editorial Médica

Panamericana.
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5. JUSTIFICACION

El_eancer se considera uno de los mayores problemas de salud publica a nivel
globalescon una incidencia cada vez mayor y una alta tasa de muerte asociada.
Entreos tipos mas frecuentes, el cancer de mama y el cancer de colon se
destacan—por su impacto epidemiolégico y por sus complejos esquemas
terapéuticos.” A pesar de que existen diferentes estrategias farmacoldgicas
desarrolladas,iuna gran parte de los tratamientos que se encuentran disponibles
presentan ciertas limitaciones significativas, dentro de las que se encuentran una
toxicidad elevada, la\baja selectividad tumoral y el desarrollo de resistencia
farmacoldgica; esto impulsa la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas

mas eficaces y seguras.

Por otro lado, el estrés oxidativo se reconoce como un factor clave en la
carcinogénesis y progresion tumoral, debido a que las ERO poseen la capacidad
de inducir alteraciones estructurales’y.de esa manera modificar las funciones en
los componentes celulares criticos* Por este motivo, surge la necesidad de
identificar nuevos compuestos.con actividad antioxidante y citotdxica, ya que
esto emerge como una estrategia complementaria prometedora en la prevencion

y tratamiento del cancer (Sienes et aly 2022).

Para poder resolver esta problematicalas flavanohas han demostrado poseer
diversas actividades biologicas, dentro de ellas se.encuentran las propiedades
antioxidantes y citotoxicas selectivas contra célulasstumorales (Khan et al.,
2020). Por ello, la sintesis de flavanonas representa Una estrategia para la
obtencién de nuevos derivados estructurales. Las estructuras modificadas
permitiran optimizar sus propiedades farmacologicas, abriendo,paso a nuevas
posibilidades para el desarrollo de agentes antitumorales (Torres-Sauret et al.,
2022).

La presente investigacion se justifica por la necesidad de evaluar el ‘potencial
antioxidante y citotoxico de las flavanonas F1-F9 disefiadas con diferentes
patrones de sustitucidn, incluyendo grupos cloro, fluor, metoxi, metilo, bencilo'y,
nitro (Figura 7) en lineas celulares de cancer de mama y colon, como un primer
paso en la identificacibn de compuestos con posible aplicacién en futuras

terapias contra el cancer.
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Asimismo, la utilizacion de metodologias in vitro validadas permitira caracterizar
de manera confiable la actividad biolégica de estas moléculas. Para ello, la
capacidad antioxidante sera evaluada mediante los ensayos ABTS, DPPH y
FRAP,.mientras que la actividad citotoxica se determinara mediante el ensayo
de SRB, ampliamente empleado para cuantificar la viabilidad celular y el efecto

antiproliferativo de compuestos con potencial antitumoral.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢(Las flavanonas F1-F9 obtenidas por sintesis quimica mostraran actividad
antioxidante, por los métodos ABTS, DPPH y FRAP, y citotoxica en las lineas

celularessHCT-15 y MCF-7, relacionada con sus sustituyentes estructurales?
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7. HIPOTESIS
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7. HIPOTESIS

Las"flavanonas F1-F9 mostraran actividad antioxidante por los métodos ABTS,
DPPHsy FRAP y actividad citotéxica en las lineas celulares HCT-15 y MCF-7,
posicionando a estas moléculas como compuestos bioactivos con potencial uso

terapéuticos
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8. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el potencial antioxidante de las flavanonas sintéticas F1-F9 mediante los
meétodes DPPH, ABTS y FRAP, asi como su actividad citotéxica en las lineas
celularess MCF-7, HCT-15, y determinar la posible relacion entre estas

actividades-farmacoldgicas y si existe relacion estructura-actividad.
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9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

9.1-Evaluar el potencial antioxidante de las flavanonas sintéticas mediante los
ensayoes ABTS, DPPH y FRAP.

9.2 Caleular el porcentaje de inhibicion de las flavanonas sintéticas en los
ensayos ABTS, DPPH y FRAP.

9.3 Evaluar Ia actividad citotdxica de las flavanonas sintéticas en lineas celulares
de cancer (MCF-7, HCT-15).

9.4 Obtener la concentracion inhibitoria media (Clso) de las flavanonas sintéticas
en el ensayo de citotoxicidad.

9.5 Establecer la posible relacion estructura-actividad entre los sustituyentes de

las flavanonas con las actividades farmacoldgicas.
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10. METODOLOGIA

10.1. Evaluacion mediante ABTS

El radical ABTS- se genero¢ al reaccionar ABTS (7 mM; GmbH) con persulfato de
sodio (2.45 mM; Sigma-Aldrich) en 3 mL de agua destilada por cada reactivo. De
manera similar, un segundo radical ABTSe se preparé con las mismas
concentraciones; pero disueltos en 1 mL de agua destilada por reactivo. Ambas
soluciones fueron incubadas en oscuridad durante una hora. Posteriormente, el
primer radical (ABTS-1) se diluyé en metanol (Honeywell), y el segundo se
preparé en isopropanol(ABTS 2; J. T. Baker), ambos radicales en una proporcién
de 1:4. Por otro lado, el acide ascorbico (AA), el trolox (Tx) y las flavanonas (F)
1, 3, 4, 5 y 8 se disolvieran en etanol (Mallinckrodt) a una concentracion alta
([uM) En contraste, las flavanonas 2, 6, 7 y 9 se prepararon a la misma
concentracion, pero utilizando dimetilsulféxido (DMSO; BDH). En la Tabla 4 se

muestran a detalle las condiciones experimentales.
Tabla 4

Condiciones de preparacion de\las flavanonas y del ensayo ABTS, asi como la

concentracion a la que fueron evaluadas, junte'con los controles

Grupo l. Flavanonas preparadas en Etanol

Flavanonas D-Flavanonas D-ABTS 1 [UM]
1 3303.02
3 3463.45
4 Etanol Metanol 3932.55
5 4127.91
8 3517.97
Grupo ll. Flavanonas preparadas en DMSO
Flavanonas D-Flavanonas D-ABTS 2 [UM]
2 346345
6 3842.63
7 DMSO Isopropanol 3614.93
9 2663.81
Grupo lll. Controles
Control D-Control D-ABTS [UM]
AA Etanol DMSO Metanol Isopropanol 5677.60
X Etanol DMSO Metanol Isopropanol 3995.37

Nota. D = disolvente de preparacion; [uM] = Concentraciones empleadas para la
evaluacion de las moléculas; AA = acido ascoérbico; TX = trolox; Elaboracién

propia.
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En una placa de 96 pozos, se agregaron 13 pL de las soluciones de flavanonas,
etanol, DMSO, AA y Tx, cada una por triplicado. Luego, se agregaron 87 uL de
los_radicales ABTSe correspondientes a cada pozo, asegurando una mezcla
homogénea. La DO se determind en un lector de placas (Fisher Scientific,
modelo Multiskan Fc) a una longitud de onda de 620 nm con agitacion previa. El
experimento\se realizé por triplicado (Modificado de, Kuskoski et al., 2005). La

actividad antioxidante se calculé con la ecuacién 1.

DOx—-DOO0

% inhibicion de ABTS = <m

)*100

DO x = Densidad optica‘de las flavanonas
DO o= Densidad 6ptica cero (vehiculo) Ecuacion 1

DO ¢ = Densidad 6ptica control (AA, Tx)

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de la prueba de
Dunnett para comparaciones~frente al\AA y Tx. Se consideré un nivel de
significancia de p < 0.05.
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10.2. Evaluacion mediante DPPH

El radical DPPH+ se prepar6 a una concentracion de 250 yM en metanol
(Honeywell). Las flavanonas F1-F8, el AA y el Tx se prepararon a una alta
concentracion (uM), utilizando etanol (Mallinckrodt) como disolvente.
Finalmente; la flavanona F9 se prepar6 a la misma concentracion, empleando
DMSO (BDH).como disolvente. En la Tabla 5 se muestran a detalle las

condiciones experimentales.
Tabla 5

Condiciones de preparacion de las flavanonas y del ensayo DPPH, asi como la

concentracion a la que fueron evaluadas, junto con los controles

Grupo l. Flavanonas preparadas en Etanol

Flavanonas D-Flavanonas D-DPPH [uM]
1 3303.02
2 3463.45
3 3463.45
4 Etanol Metanol 3932 55
5 4127.91
6 3842.63
7 3614.93
8 3517.97
Grupo ll. Flavanonas-preparadas en DMSO
Flavanonas D-Flavanonas D-DPPH [UM]
9 DMSO Metanol 2663.81
Grupo lll. Controles
Control D-Control D-DPPH [UM]
AA Etanol DMSO Metanol 5677.60
X Etanol DMSO Metanol 3995.37

Nota. D = disolvente de preparacion; [uM] = Concentraciones empleadas para la
evaluacion de las moléculas; AA = acido ascorbico; TX = trolox; Elaboracion

propia.
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En una placa de 96 pozos, se afiadieron 13 uL de las soluciones de flavanonas,
etanol, DMSO, AAy Tx, cada una por triplicado. Posteriormente, se incorporaron
87 pule"de la solucidon del radical DPPHe en cada pozo, asegurando una mezcla
homogénea. La placa se incubd en condiciones de oscuridad durante 30 minutos
a temperatura ambiente y, posteriormente se desterminé la DO en un lector de
placas (Fisher Scientific, modelo Multiskan Fc) a 510 nm con agitacion previa. El
experimento secrealizé por triplicado (Modificado de, Kuskoski et al., 2005). La
actividad antioxidante, se calcul6 con la ecuacion 2.

DOx—-DOO

% inhibicion de DPPH = (m

)*100

DO x = Densidad optica de.Jas flavanonas
DO o= Densidad 6ptica cero.(vehiculo) Ecuacion 2

DO ¢ = Densidad 6ptica control{(AA, Tx)

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA).de_una via, seguido de la prueba de
Dunnett para comparaciones frentesal AA ¥y TXx. Se consideré un nivel de

significancia de p < 0.05.
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10.3. Evaluacion mediante FRAP

Para la preparacion del primer reactivo FRAP, se disolviéo TPTZ (10 mM; Sigma-
Aldrich) en acido clorhidrico (40 mM; JT Baker) y se prepar6 una solucién de
clorure férrico (20 mM; Jalmek), ambas aforadas en metanol (Honeywell).
Ademasyse*preparo un buffer de acetato de sodio (0.3 M; Jalmek) disuelto en 1
mL de agua ‘destilada y acidificada con acido acético (0.3 M; JT Baker), luego
aforada con metanal (pH de 3). La mezcla final se preparé a proporcion con una

proporcion 1:1:10s€spectivamente.

Para el segundo “reactivo FRAP el buffer se prepar6 a las mismas
concentraciones, pero'se aforé con 12.5 mL de metanol y 12.5 mL de alcohol

isopropilico (J. T. Baker).

Por otro lado, el acido galico{AG) y las flavanonas numeradas 1, 3, 4, 5y 8 se
disolvieron en etanol (Mallinckrodt)-a una concentracion alta (uM). En contraste,
las flavanonas 2, 6, 7 y 9 se prepararon,a la misma concentracion, pero utilizando
DMSO (BDH). Las condiciones detalladas.de preparacion (Tabla 6) se presentan

a continuacion.
Tabla 6

Condiciones de preparacion de las flavanonas y/del ensayo FRAP, asi como la

concentracion a la que fueron evaluadasyjunto con’el,control

Grupo l. Flavanonas preparadas en‘Etanol

Flavanonas D-Flavanonas D-FRAP [UM]
1 3303.02
3 3463.45
4 Etanol Metanol 3932.55
5 4127.91
8 3517.97
Grupo Il. Flavanonas preparadas en DMSO
Flavanonas D-Flavanonas D-FRAP [UM]
2 3463.45
6 3842.63
7 DMSO Isopropanol 3614.93
9 2663.81
Grupo lll. Controles
Control D-Control D-FRAP [uM]
AG Etanol DMSO Metanol Isopropanol 5878.26

Nota. D = disolvente de preparacion; [uM] = Concentraciones empleadas para la

evaluacion de las moléculas; AG = acido galico; Elaboracion propia.
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En una placa de 96 pozos, se afadieron 13 uL de las soluciones de flavanonas,
etanol, DMSO, AG, cada una por triplicado. Posteriormente, se incorporaron 87
ML de los reactivos FRAP, mezclados justo antes de su uso, en cada pozo,
asegurando una mezcla homogénea, dejando incubar por 15 minutos en
oscuridad. Finalmente, se destermin6 la DO en un lector de placas (Fisher
Scientific, modelo Multiskan Fc) a 578 nm con agitacion previa. El experimento
se realizé por triplicado (Modificado de, Vijayalakshmi y Ruckmani, 2016). El
porcentaje de reduccion de Fe®* se calculd con la ecuacion 3.

DOx—-DOO0

DOc—DOO>*1OO

% de reduccion = (

DO x = Densidad 6ptica de’las flavanonas
DO o= Densidad 6ptica cera (vehiculo)
DO ¢ = Densidad éptica control (AG)

Ecuacion 3

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA)dewna via, seguido de la prueba de
Dunnett para comparaciones frente al’AG. Se(considerd un nivel de significancia
de p <0.05.
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10.4. Evaluacion citotoxica

Las’células se cultivaron en frascos T-25 (Nest) con 5 mL de medio RPMI-1640
(GibCo). suplementado con glutamina, suero fetal bovino (SFB) (Biowest) 1:10,
bicarbonato de sodio (Fermont) y antibidtico (Sigma-Aldrich). El medio se cambid
cada 48 horas.

Las células en'condiciones Optimas (monocapa adherida y confluencia >70%) de
crecimiento se\avaron dos veces con solucién PBS. Posteriormente, se adiciono
0.5 mL de tripsina-EDTA (Gibco) e incubaron durante 2 minutos a 37 °C para
lograr el desprendimiento celular; la tripsina se inhibié agregando 2.5 mL del
medio suplementado cen SFB, con lo cual se obtuvo un volumen final de 3 mL
de suspension celular. De-€sta suspension se tomé una alicuota de 10 uL y se
mezcl6 con 10 L de azul de*tripano (Sigma-Aldrich), homogenizando la mezcla.
Se depositaron 10 pyL en cadaJado de una camara de Neubauer (Marienfeld)
para realizar el conteo celular. Con’esta determinacion, se calculé el volumen
necesario para sembrar 4 000-¢élulas por pozo, ajustando el volumen final a 190
ML por pozo con medio de cultive. La preparacion se distribuyd en una placa de
96 pocillos. La placa fue coloeada en lasincubadora (5 % de CO,, 37 °C)
(Ecoshel).

Transcurridas 4 horas de adherencia, laplaca se.retiré y se adicionaron 10 L
(Tabla 7) de las diferentes condiciones experimentales: flavanonas, control
(colchicina), y vehiculo (DMSOQO). Posteriormente, la placa se incub6 durante 48
horas, después de los cual se procedid a la fijacion (y\tincion para analisis
(Skehan, et al., 1990).
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Tabla 7

Concentraciones de las flavanonas y control a las que fueron evaluadas en las
lineas«celulares MCF-7 Y HCT-15

Linea celular MCF-7

Flavanonas Concentraciones a la que fueron evaluadas [uM]
1 165.10 ND ND ND ND
2 173.14 34.60 6.93 1.39 0.28
3 173.14 ND ND ND ND
4 196.61 ND ND ND ND
5 206.30 ND ND ND ND
6 19211 38.43 7.68 1.54 0.31
7 18063 36.11 7.23 1.45 0.29
8 175.88 35.19 7.03 1.41 0.28
9 133.24 ND ND ND ND
Control 25.04 5.01 1.00 0.20 0.04
kinea celular HCT-15
Flavanonas Concentraciones a la que fueron evaluadas [uM]
1 165.10 33.02 6.61 1.32 0.26
2 173.14 ND ND ND ND
3 173.14 34.60 6.93 1.39 0.28
4 196.61 ND ND ND ND
5 206.30 41.23 8.26 1.65 0.33
6 192.11 38143 7.68 1.54 0.31
7 180.63 36+11 7.23 1.45 0.29
8 175.88 35.19 7.03 1.41 0.28
9 133.24 ND ND ND ND
Control 25.04 5.01 1.00 0.20 0.04
Nota. Control = colchicina; ND = no determinade”a esa concentracion;

Elaboracion propia.

Fijacion y tinciéon

Las células se fijaron con 50 yL de acido tricloroacético (TCA) al 10 % en frio e
incubaron a 4 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se realizaron tres lavados
con agua destilada fria. Después, se adicionaron 25 uL de SRB al 0.4 %-en.cada
pozo y se dejo reposar a 4 °C durante 20 minutos. Finalizado este tiempo{ se
efectuaron tres lavados con acido acético al 1 % para eliminar el exceso(de

colorante y las placas se dejaron secar al aire antes de proceder a la

cuantificacion.
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El colorante unido se solubilizé con 200 L tris base 10 mM (pH 10.5) durante 15
minutos con agitacién y posteriormente se realizo la lectura de la DO a 492 nm.
Parasa determinacion del porcentaje de viabilidad celular se determin6 con la
ecuacion 4 (Skehan, et al., 1990).

DO muestra

% viabilidad celular = ( DO blanco

)*100

DO muestra = Densidad optica de las flavanonas
Ecuacion 4
DO bianco = Densidad 6ptica de la Colchicina

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron'apalizados mediante un ANOVA de una via, seguido
de la prueba de Dunnett parajdas,.comparaciones frente a la colchicina (control
positivo) y al DMSO (control negativo), considerando un nivel de significancia de
p < 0.05. Posteriormente, se_seleccionaron las flavanonas que mostraron el
mayor efecto en la viabilidad celular a+4aiConcentracién mas alta, y se determiné
su Clso y, con base en estos valores, se llevo a cabo un nuevo ANOVA de una
via, seguido de la prueba de Dunnett'para sy comparacion con los controles.
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11. RESULTADOS

11.1. Determinacion antioxidante mediante el método ABTS

Se evalud.Ja actividad antioxidante de las flavanonas F1-F9. En la Figura 14 se
observa que la F2 presenté un porcentaje de inhibicién del 23.29 £ 6.19 %,
destacandose como la de mayor efectividad entre las moléculas evaluadas y
mostrando diferencias significativas respecto a los controles (*p < 0.0001). No
obstante, su efecto fue considerablemente menor que el de los controles, ya que
el porcentaje de inhibicién para el AA fue de 99.86 + 0.35 % y para Tx de 99.97
1 0.08 %, lo que sugiere una moderada actividad antioxidante en comparacion

con estos estandares de referencia.
Figura 14

Actividad antioxidante de flavanoenas y controles determinada mediante el

ensayo ABTS Los resultados se‘expresan como promedio = D.E. de tres

experimentos
1901 ABTS i [kM]
F1=3303.02
c F2 = 3463 .45
Vo) F3 = 3463 .45
— * F4 = 3932.55
_c_: F5=4127.91
F6 = 384263
*
.'9 F7 = 3614.93
N 10 - * . F8 = 3517.97
c ) F9 = 2663.81
- - AA = 5677.60
% . >_ TX = 3995.37
X %
*

1
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 Vh AA Tx

Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo; AA = Acido ascérbico; Tx =‘trolox. El
simbolo (*) indica diferencia estadistica significativa entre los grupos y los contreles
con p < 0.05; [uM] = Concentracion a la que fueron evaluadas las moléculas;

Elaboracion propia.
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De manera complementaria, en la Tabla 8 se presentan de forma detallada los
resultados obtenidos, o que permite comparar el comportamiento de las

flavanonas evaluadas e identificar aquellas con mayor actividad.
Tabla8

Porcentaje «de inhibicion de flavanonas, controles y vehiculo, determinado

mediante el ensayo ABTS

Numero Moléculas Ensayo1 Ensayo2 Ensayo 3 Promedio

(%) £ DE
1 F1 1.23 2.03 2.13 1.80+0.49
2 F2 29.63 17.27 22.98 23.291+6.19
3 F3 8.07 4.39 8.84 7.10+2.38
4 F4 3.14 0.98 10.37 4.82+4.92
5 F5 1.55 6.90 15.55 8.00+7.06
6 F6 9.09 8.14 14.32 10.52+3.33
7 F7 5.04 2.94 8.85 5.61£3.00
8 F8 4.97 878 6.10 6.62+1.96
9 F9 2.56 4.05 2.27 2.96+0.96
Control AA 100.00 99.47 100.12 99.86+0.35
Control X 100.03 100.01 99.88 99.97+0.08
Vehiculo Vh 0.00 0.00 0.00 0.00+

Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo; AA = Acido ascérbico; Tx = trolox;

Elaboracion propia.
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11.2. Determinacion antioxidante mediante el método DPPH

Ses€evalué la actividad antioxidante de las flavanonas F1-F9 mediante el ensayo
DPPHs En la Figura 15 se observa que la F1 presentd el mayor porcentaje de
inhibieion(9.76 £ 3.56 %), seguida de la F3 (9.13 £ 1.97 %), ambas destacandose
frente al resto de las flavanonas evaluadas y mostrando diferencias significativas
(*p < 0.0004). No obstante, su efecto fue considerablemente menor que el de los
controles, ya que'el, porcentaje de inhibicién para el AA fue de 99.93 £+ 0.14 % y
para Trolox de 9992 + 0.29 %, lo que sugiere una moderada actividad
antioxidante en comparacion con estos estandares de referencia. Asimismo, los
valores obtenidos fueron”inferiores a los observados en el ensayo ABTS,
evidenciando una menor capacidad de inhibicion del radical DPPH bajo las

condiciones evaluadas.
Figura 15

Actividad antioxidante de flavanonas y controles determinada mediante el

ensayo DPPH. Los resultados se expresan como promedio = D.E. de tres

experimentos
100- — [uM]

DPPH F1 = 3303.02
c F2 = 3463.45
No) F3 = 3463.45
'O F4 = 3932.55
4 F5 = 4127.91
0 . F6 = 3842.63
"— * F7 = 3614.93
L 104 x F8 = 3517.07
S F9 = 2663.81
o X * AA = 5677.60
o * _T_ * TX = 3995.37
2 T
= *

ik

1T T 1
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 Vh AATX

Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo; AA = Acido ascérbico; Tx = trolox.FEl
simbolo (*) indica diferencia estadistica significativa entre los grupos y los control€s
con p < 0.05; [uM] = Concentracion a la que fueron evaluadas las moléculas;

Elaboracion propia.

DETERMINACION DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE Y CITOTOXICO DE FLAVANONAS
SINTETICAS



.”‘SIC.\\.
Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, Division Académica de Ciencias Basicas ‘1 e‘:

En la Tabla 9 se muestran de forma detallada los valores de inhibicidon obtenidos
en elensayo DPPH, lo que permite visualizar con mayor precision las diferencias

entredas flavanonas evaluadas.
Tabla9

Porcentajede inhibicion de las flavanonas, controles y vehiculo, determinado

mediante el ensayo DPPH

Numero Moléculas Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Promedio

(%) £ DE
1 F1 13.83 7.21 8.25 9.76+3.56
2 F2 -2.84 417 4.46 1.93+4.13
3 F3 10.05 6.87 10.48 9.13+1.97
4 F4 3.43 6.64 3.23 4.43+1.91
5 F5 12.53 4.04 2.79 6.45+5.30
6 F6 4.49 2.70 1.90 3.03+£1.33
7 F7 0.12 4.39 1.23 1.91+2.22
8 F8 6.03 541 3.79 5.08+1.16
9 F9 0.12 0.86 1.56 0.85+0.72
Control AA 100.00 99.77 100.03 99.93+0.10
Control X 99.85 100.23 99.67 99.92+0.21
Vehiculo Vh 0.00 0.00 0.00 0.00+0.00

Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo; AA = Acido ascérbico; Tx = trolox;

Elaboracion propia.
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11.3. Determinacion antioxidante mediante el método FRAP

Finalmente, se evalud la actividad antioxidante mediante el ensayo FRAP. En la
Figura:16 se observa que la F5 presenté el valor mas alto de reduccion (2.73 £
1.01 %);» sin embargo, el resto de las moléculas mostré valores inferiores,
evidenciando un comportamiento similar entre ellas y una baja capacidad
reductora bajosas condiciones del ensayo. En contraste, el acido galico mostro
un valor de( 99.99 * 0.01 %, evidenciando una capacidad reductora
considerablemente™mayor y mostrando diferencias significativas (*p < 0.0001)
respecto al control. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en los
ensayos DPPH y ABTS, stgiriendo que las flavanonas presentan una actividad

antioxidante limitada.
Figura 16

Actividad de flavanonas y control determinado mediante el ensayo FRAP. Los

resultados se expresan como promedio + D.E. de tres experimentos
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Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo; AA = Acido ascérbico; Tx =trolox. El
simbolo (*) indica diferencia estadistica significativa entre los grupos y los coptroles
con p < 0.05; [uM] = Concentracion a la que fueron evaluadas las moléculas;

Elaboracion propia.
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La Tabla 10 presenta los valores obtenidos en el ensayo FRAP, incluyendo las
mediciones individuales y el promedio, lo que facilita la comparacion de la

capacidad reductora entre las flavanonas evaluadas.
Tabla0

Porcentaje.de reduccion de Fe3” de flavanonas y control determinado mediante

el ensayo FRAR

Numero Moléculas Ensayo1 Ensayo2 Ensayo3 Promedio

(%) £ DE
1 F1 3.16 2.63 1.08 2.29+1.08
2 F2 2.76 2.88 0.43 2.02+1.38
3 F3 1.58 2.28 1.08 1.65+0.60
4 F4 3.25 2.02 0.54 1.94+1.36
5 F5 3.60 2.98 1.62 2.73+1.01
6 F6 3.23 1.33 0.43 1.66+1.43
7 F7 4.38 2.43 0.43 2.41+1.98
8 F8 1232 2.63 0.97 1.64+0.88
9 F9 3.23 2(65 1.52 2.47+0.86
Control AG 100.00 100.00 99.98 99.99+0.13
Vehiculo Vh 0.00 0.00 0.00 0.00+000

Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo; AG = Acido galico; Elaboracion propia.
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11.4. Determinacion citotoxica en la linea celular HCT-15

La-actividad citotoxica de las flavanonas F1-F9 primero se evaludé a una alta
concentracion (100 ug/mL). En la Figura 17 se muestra la viabilidad celular. Los
menoreéssporcentajes de viabilidad celular se observaron en la F8, F6 y F5 (11.3
25, 186+ 42 y 13.8 + 3.2 %), sobresaliendo la F8. Estas flavanonas
presentaron diferencias significativas respecto a la colchicina (p = 0.0083, 0.0323
y 0.0363). Por otro lado, las F2, F4 y F9 también mostraron diferencias
significativas (p < 070001), aunque con una menor viabilidad celular, siendo la F4
(90.1 £ 2.6 %) la degmenor actividad. En contraste, las F1, F3 y F7 no mostraron
diferencias en comparacién con la colchicina (p > 0.05), esto sugiere un
comportamiento similar a la.media. Es importante sefialar que la colchicina (25.6
t 2.7% de viabilidad celular).fue evaluada a 25 yM. Cuando se compara con el
control negativo, todas las #flavanonas disminuyeron significativamente la
viabilidad celular (p < 0.0001), con excepcion de la F4, que no mostré diferencias
estadisticamente significativas,(p =,0.1031), esto demuestra una ausencia de

una viabilidad celular.
Figura 17

Viabilidad celular de las flavanonas<en.la linea celular HCT-15 en comparacion
con la colchicina. Los resultados expresan els promedio + D.E. de tres

experimentos
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Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo (DMSO); Col = colchicina. El simbolo (*) indica
diferencia estadistica significativa entre los grupos y Col, con p < 0.05; [uM] =

Concentracion a la que fueron evaluadas las moléculas; Elaboracion propia.
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Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron a las flavanonas F1, F3,
F5, F6, F7 y F8, por presentar los porcentajes de viabilidad celular igual o menor
con respecto a la colchicina. Para caracterizar la potencia y eficacia citotdxica de
las flavanonas, se determinaron los valores de Clso, y Emax mediante un analisis
de regresion no lineal. Las curvas concentracion-respuesta correspondientes se

muestran en\Ja Figura 18.
Figura 18

Curvas concentracion-respuesta de las flavanonas en la linea celular HCT-15:

potencia y eficacia citotoxica en tres ensayos independientes (n = 3)
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Nota. A = flavanona 1; B = flavanona 3; C = flavanona 5; D = flavanona 6; E =

flavanona 7; F = flavanona 8; Col = colchicina. Elaboracion propia.
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La flavanona F8 present6 la mayor potencia, con una Clso de 1.28 + 0.26 uM,
sequida de F3 y F5, con valores de 147 + 0.63 pM y 1.69 + 0.96 uM,
respectivamente. Por su parte, F7 y F1 mostraron valores de Cl;, de 1.74 + 0.38
MM y 2012 £ 0.55 pM, respectivamente, mientras que F6 presentd la menor
potencia/con una Clso de 2.19 £ 0.96 uyM. En cuanto a la eficacia, F8 mostro el
mayor efeCte,maximo, con un valor de 88.69 + 1.77 %, seguida de F6 (86.39 *
3.05 %)y F5 (86118 + 2.27 %). F3 y F1 presentaron valores de Emax de 79.04
1.69 % y 78.27# 2.24 %, respectivamente, mientras que F7 mostr6é la menor
eficacia, con un Emax.de 67.44 £ 4.12 %. Por otro lado, la colchicina, presentd
una Clso de 0.14 £ 0.04\uM y un Emax de 74.32 £ 1.91 %, mientras que el
vehiculo no produjo cambiossen la viabilidad celular, descartandose asi posibles
interferencias. Estos resultades muestran que, aunque la colchicina presenté
una mayor potencia que todas las flavanonas, la F8, F6, F5, F3 y F1 alcanzaron
una eficacia superior a los observados para el control. La F8 destacd entre las

flavanonas al combinar la mayor patencia con la mayor eficacia citotoxica.

En la Tabla 11 se presenta un-resumen de los parametros farmacodinamicos
obtenidos durante la evaluacion de las flavanonas en la linea celular HCT-15, lo
que permite comparar su potencia y €eficacialCitotdxica.

Tabla 11

Parametros farmacodinamicos de las flavanonas en la linea celular HCT-15

Moléculas Clso uM Emax (%)
F1 2.12+0.55 78.27+2.24
F3 1.47+0.63 79.04+1.69
F5 1.69+0.96 86:18+2.27
F6 2.19+0.96 86.39£3.05
F7 1.74+0.38 67.44+4.12
F8 1.28+0.26 88.69+1.77
Col 0.14+0.04 74.32+191

Nota. F = flavanona; Col = colchicina; Emax = efecto maximo. Elaboracién

propia.
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11.5. Determinacion citotoxica en la linea celular MCF-7

Laactividad citotoxica de las flavanonas primero se evalué a una alta
concentracion (100 pg/mL). En la Figura 19 se observa que la F8 mostro el menor
porcentaje de viabilidad celular (15.4 £ 5.9 %), mostrandose como las mas activa,
con unaddiferencia significativa de p = 0.0332. Por otro lado, la F6, F2 y F7
presentaron Viabilidades cercanas a la colchicina (20.2 £+ 8.7,38.8 £ 2.2y 36.1
1.4 %), sin diferencias significativas (p > 0.05), mostrando un comportamiento
similar en la mediay En contraste, las flavanonas F1, F3, F5 y F9 mostraron
mayores porcentajes,de viabilidad celular, con diferencias significativas (p <
0.0001). Finalmente, la F4 presentd la mayor viabilidad celular (95.8 £ 2.0 %),
posicionandose como la de.menor efecto. La colchicina mostré una viabilidad de
30.6 £ 5.6 %, pero fue evaldada a 25 pyM. De la misma manera cuando se
compara con el control ‘negativo, todas las moléculas disminuyen
significativamente la viabilidad celular (p < 0.0001), con excepcion de la F4, que
no mostrod diferencias significativas\(p = 0.9599), esto demuestra una ausencia

de efecto citotdxico.
Figura 19

Comparacion del porcentaje de viabilidad celular de las flavanonas con respecto
a los controles en la linea celular MCF-7Los resultados muestran el promedio

+ D.E. de tres experimentos
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Nota. F = flavanonas; Vh = Vehiculo (DMSO); Col = colchicina. El simbolo (¥)
indica diferencia estadistica significativa entre los grupos y Col, con p < 0.05;
[UM] = Concentracion a la que fueron evaluadas las moléculas. Elaboracion

propia.
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Con base en los resultados obtenidos, se seleccionaron a las moléculas F2, F6,
F7 y.F8, por presentar los porcentajes de viabilidad celular igual o menor con
respecto a la colchicina. Para caracterizar la potencia y eficacia citotoxica de las
flavanonas, se determinaron los valores de Cls, y Emax mediante un analisis de
regresion’ no lineal. Las curvas concentracion-respuesta correspondientes se

muestran en\a Figura 20.
Figura 20

Curvas concentracion-respuesta de las flavanonas en la linea celular MCF-7:

potencia y eficacia citotoxica en tres ensayos independientes (n = 3)
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Nota. A = flavanona 2; B = flavanona 6; C = flavanona 7; D = flavanona“8; Col =

colchicina. Elaboracién propia.
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La flavanona F8 present6 la mayor potencia, con una Clso de 1.72 + 0.31 uM,
sequida de F7 y F6, con valores de 2.28 + 0.58 uyM y 2.30 + 0.91 uM,
respectivamente. Por su parte, F2 presentd la menor potencia entre las
flavanonas evaluadas, con una Clso de 2.73 + 0.10 uM. En cuanto a la eficacia,
F8 también_mostré el mayor efecto maximo, con un valor de 84.55 + 4.22 %,
seguida de kb6 (79.73 £ 6.27 %). En contraste, F7 y F2 presentaron valores de
63.85 £ 1.03 % ¢\61.2 + 1.57 %, respectivamente, siendo F2 la flavanona con la
menor eficacia.«Por,_otro lado, la colchicina, empleada como control positivo,
presento una Clso d€ 0.22 + 0.07 uM y un Emax de 69.41 + 3.98 %, mientras que
el vehiculo no produjo“cambios en la viabilidad celular, descartandose asi
posibles interferencias. Estos resultados muestran que, aunque la colchicina
presentd una mayor potencia que las flavanonas evaluadas, F8 y F6 alcanzaron
una eficacia superior a la delycontrol positivo. En particular, F8 destacd por
presentar simultdneamente la mayor potencia y eficacia citotoxica entre las

flavanonas evaluadas en MCF-7.

En la Tabla 11 se presenta un-resumen de los parametros farmacodinamicos
obtenidos durante la evaluacion de las flavanonas en la linea celular MFC-7, lo

que permite comparar su potencia y €eficacia’Citotdxica.

Tabla 12
Parametros farmacodinamicos de las flavanonas en la linea celular MCF-7
Moléculas Clso uM Emax (%)
F2 2.73+0.10 61.23+1.57
F6 2.30+0.91 79.73+6.27
F7 2.28+0.58 63.85+1.03
F8 1.72+0.31 84 55+4 .22
Colchicina 0.22+0.07 69.41+3.98

Nota. F = flavanona; Col = colchicina; Emax

propia.

efecto maximo.~Elaboracion
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12. DISCUSION

La~evaluacion de la actividad antioxidante de las flavanonas mediante los
meétodes ABTS, DPPH y FRAP presentaron valores moderados, lo que indica
que estas flavanonas tienen una baja capacidad de poder donar electrones o
atomos de-hidrégeno y neutralizar los radicales libres. Esta moderada actividad
esta relaciona.con su estructura quimica, en especial la ausencia de los grupos
hidroxilo en elianilla B. La actividad antioxidante de los flavonoides depende en
gran medida de la™presencia de un sistema catecol en este anillo (Dias et al.,
2021). A diferencia~de otras subclases de flavonoides, como flavonas y
flavonoles, las flavanonas“carecen de un doble enlace del carbono 2 y carbono
3, esto reduce la conjugacion entre los anillos y limita la deslocalizacion
electronica. En sistemas donde este doble enlace esta presente, aporta rigidez
y mantiene los anillos A 'y C coplanares (Tsuiji et al., 2013). La ausencia de estas
caracteristicas estructurales en lasflavanonas analizadas contribuye a su menor

actividad antioxidante.

Las flavanonas F1-F9 no presentan varias de las caracteristicas estructurales
para tener una actividad antioxidante. En\este_contexto, el analisis mediante el
método DPPH mostré que la flavanona F1 presentd la mayor efectividad, con un
porcentaje de inhibicion de 9.76 + 3:.56%, mientras que en el ensayo ABTS la
flavanona F2 presenté el mayor porcentaje de inhibicién (23.29 + 6.19%). Desde
el punto de vista estructural, ambas flavanonas comparten un grupo metoxi en la
posicion 3’ del anillo B y un atomo de cloro en la posicién.6del anillo A. El grupo
metoxi puede actuar donando electrones por resonancia, contribuyendo
particularmente a la estabilizacion radicalaria, mientras que“el-cloro ejerce un
efecto atrae electrones por efecto inductivo y presenta una débil donacion por
resonancia, modulando la reactividad del sistema (Justino et al;, 2009). Una
diferencia relevante es la presencia de un grupo metilo en la posicion 7 del anillo
A en F1, el cual podria favorecer su desempefio en DPPH, mientras gue F2
carece de este sustituyente, lo que podria explicar su comportamiento diferencial
en ABTS. Se ha demostrado que los compuestos aromaticos con grupos éter,
como el estragol y el trans-anetol, presentan una actividad antioxidante limitada
debido a la ausencia de sistemas altamente conjugados (Mufioz-Acevedo et al.,
2009).
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Las diferencias entre los métodos empleados indican que las flavanonas
presentan afinidad por mecanismos de accion especificos. En el ensayo FRAP
las_flavanonas F1-F9 mostraron una baja capacidad reductora (1.64+0.88 -
2.73+0:01%), lo que confirma su limitada capacidad para poder donar electrones.
Este comportamiento puede atribuirse por la presencia de los halégenos (cloro y
fluor), que(se/determina que en presencia de una alta electronegatividad puede
reducir la densidad electronica de los anillos aromaticos, provocando dificultad
en las reacciones redox. Con respaldo en trabajos publicados se ha demostrado
que los grupos éter'pueden disminuir la polaridad y afectar la interaccion con los
reactivos utilizados durante el ensayo, resultando la baja respuesta (Blass,
2015).

Las caracteristicas estructurales_pueden jugar un papel diferente dependiendo
del sistema celular. En la evaluacion citotdxica, la flavanona F8 presento la
menor Clso (1.28 + 0.26 pM) en a linea celular HCT-15, este efecto puede
explicarse por la presencia del, 5,7 dimetoxi en el anillo A, el cual favorece las
propiedades fisicoquimicas comerbioldgicas. Se ha reportado que las moléculas
metoxiladas presentan mayor estabilidad qnetabdlica y acumulacion intracelular,
lo que incrementa su biodisponibilidad, resultando la interaccién con blancos
celulares (Tsuiji et al., 2006). Tambien, compuestes como la 5,7-dimetoxiflavona
han mostrado inducir apoptosis, generacion de especies reactivas de oxigeno y
arresto del ciclo celular, mecanismos directamente asociados con su actividad
anticancerigena (Li et al., 2017). Asimismo, la ausencia’de sustituyentes en el
anillo B reduce impedimentos estéricos, lo que facilita una mejor orientacion de

la molécula en su sitio de accion.

En contraste, la flavanona F6 fue la menos citotdxica del grupo (Clso = 2.19 +
0.96 pM), lo cual puede ser atribuido por la presencia de atomos de fluor en las
posiciones 6 del anillo A y 3' del anillo B, los cuales introducen _eambios
significantes en sus propiedades de la molécula. Se ha reportado que la
halogenacion tiene la capacidad de incrementar la lipofilia, pero también se ha
reportado que estos sustituyentes modifican el balance hidrofilico-lipofilico y.la
distribucion electronica del farmacoforo, o que impacta en gran manera con la

actividad bioldgica de las flavanonas analizadas (Safavi et al., 2012).
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En particular, el fluor puede generar un efecto electroatractor, esto reduce la
densidad electrénica del sistema aromatico, lo que puede limitar su interaccion
con blancos celulares. Ademas, una disustitucion en ambos anillos podria alterar
la orientacion conformacional de la molécula. Aunque un aumento en lipofilia
puede fayorecer la actividad, este efecto depende de un adecuado equilibrio con
las propiedades electronicas; en este sentido, F6 parece perder este balance, lo
que se traduceeen una menor actividad en comparacion con F8 (Forbes et al.,
2014).

En la linea celular MCF-7, la flavanona F8 mostré la mayor actividad citotéxica
(Clso =1.72 £ 0.31 yM), con la misma tendencia observada en linea celular HCT-
15. Este comportamiento demuestra que el dimetoxi es muy importante, esto
podria relacionarse con upa _mayor estabilidad metabdlica y acumulacion
intracelular, favoreciendo la interaccion con blancos celulares (Tsuiji et al., 2006;
Li et al., 2017; Pouget et al., 2001). En este contexto, la contribucion de grupos
donadores de electrones en el anillo,A, junto con la ausencia de sustituyentes en
el anillo B, parece favorecefr-azuna “interaccion mas eficiente con el blanco
bioldgico, lo que se traduce en(una mejorrespuesta. La flavanona F2 presento
la menor actividad citotdxica en esta'linea celular (Clso= 2.73 £ 0.10 uM), una de
sus caracteristicas es la presencia de un atomo<de cloro en la posicién 6 del
anillo A y un grupo metoxi en la posicion 3" del anillo B. Aunque estos
sustituyentes pueden incrementar la lipofilia como se”"menciond anteriormente,
su efecto depende del equilibrio con las propiedades electronicas y
conformacionales de la molécula. En este caso, cuando se introduce un
halogeno este puede modificar la distribucion electronica, /mientras que la
sustitucion en el anillo B podria influir en la orientacion espacial‘de la molécula
dentro del sitio de accidén. Se ha reportado que sustituyentes como son los
halégenos, tienen la capacidad de poder modular las propiedades eleetronicas,
estéricas y lipofilicas de las flavanonas, impactando de gran manera“en su
actividad biologica (Safavi et al., 2012). En conjunto, estos factores sugieren que
F2 presenta un balance estructural menos favorable en comparacién con F8{ lo

que se refleja en su menor actividad citotéxica.
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13. CONCLUSION

Las”flavanonas evaluadas mostraron moderada actividad antioxidante en los
meétodes ABTS, DPPH y FRAP, probablemente por la ausencia de los grupos

hidroxilo.en el anillo B, esencial para una donacién de electrones.

Las flavanonas F1 y F2 mostraron los mayores porcentajes de inhibicién en los
ensayos DPPH y ABTS en comparacion con el resto de las flavanonas
evaluadas. Estos resultados sugieren que la presencia de sustituyentes éter y
halégenos podria contribuir moderadamente a la actividad antioxidante. En
contraste, en el ensayo FRAP, las flavanonas F1-F9 presentaron una baja
capacidad reductora, lo.que evidencia que, a pesar de las diferencias observadas
mediante DPPH y ABTS “estos compuestos poseen una limitada capacidad de

transferencia electronica para.participar en procesos de oxido-reduccion.

En la linea celular HCT-15, F8fue-la flavanona con mayor actividad citotoxica,
seguida principalmente por F3 y FS5, mientras que F6 destacd por su elevada
eficacia a pesar de presentar la menor potencia. En la linea celular MCF-7, F8
fue la flavanona nuevamente con-a-mayeor actividad citotdxica, seguida por la F6
y F7, mientras que F2 present6 la.menor actividad, considerando conjuntamente

su potencia y eficacia.

La flavanona F8 destacé como la mas activa en_las lineas celulares, lo que
sugiere que la presencia de grupos metoxi en lassposiciones 5 y 7 podria
constituir una caracteristica estructural relevante para favorecer su interaccién

con blancos biolégicos y potenciar su efecto citotdxico.
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14. PERSPECTIVAS

Disefiar nuevas flavanonas con grupos hidroxilo en diferentes posiciones
de la estructura, con el proposito de evaluar si su incorporacién favorece
la capacidad antioxidante en los ensayos ABTS, DPPH y FRAP.
Determinar el mecanismo de accidn citotéxico mediante citometria de
flujo, evaluando apoptosis mediante tincién con anexina V/PIl y posibles
alteraciones del ciclo celular mediante tincion con yoduro de propidio.
Investigar” si=las flavanonas modulan rutas especificas y comparar su
efecto entre células tumorales y no tumorales, para valorar su potencial

como prototipos’de.farmacos antineoplasicos selectivos.
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Anexo 1. Resumen de la presentacion modalidad cartel en la reunién Internacional

deInvestigacion en Productos Naturales, organizada por Asociacion Mexicana de

Investigaeién en Productos Naturales.

DETERMINACION DEL POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE
FLAVANONAS MEDIANTE ENSAYOS ABTS, DPPH y FRAP
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El proposito de este estudio fue evaluar el potencial antioxidante de una
serie de flavanonas sintéticas por los métodos DPPH, ABTS, FRAP y
analizar sus estructuras con |a actividad.
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En la Figura 2 se ilustran Ios resultados de la actividad antioxidante de las
flavanonas por los tres métodos.
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Figura 2. Determinacion @8 la agtiidad antioxidante. (A) Métode DPPH. (B} Método ABTS. (C)

Método FRAP. Los graficos milestraiios resultados obtenidos junts con el analisis estadistico

mediante la prueba de Tukey, que cofMipara las diferencias entre las fracciones, y la prusba de
Dunnett, que evlda ladidiferencias con respecto al control

La baja actividad antioxidante’podria deberse a la ausencia o disposicién
de grupos hidroxilos en posiciones clave del anillo flavonoide,
Investigaciones previas demuestran'que en los esqueletos base flavanona,
el anillo B con un grupo catecol son determinantes en esta capacidad y, en
su ausencia, un doble enlace en C-2 y.G-3)0 un grupo OH en C-3, cobran
relevancia para la actividad.* No obstante, a8 F1, F2 y F3 presentan un
grupo éter en el anillo B, cuya contribugidn_antioxidante ha sido descrita
como moderada; como en el caso de log compuestos estructuralmente
relacionados, tales como el estragol y el trans-anetol.®

RESULTADOS Y DISCUSION CONCLUSION

La Tabla 1 muestra los resultados de la actividad antioxidante de las
flavanonas analizadas. F1 destacé en el ensayo DPPH (9.76 % + 3.56), F2
en el ensayo ABTS (23.29 % + 6.19) y F7 en el ensayo FRAP (241 % ¢
1.98).

Tabla 1. Promedio de actividad antioxidante de las flavanonas evaluadas (1 mg/mL) mediante los
métodos DPPH, ABTS y FRAP,

Flavanons/ controles DPPH aBTS FRAP

F1 976356 182049 2292108
F2 1821088 23291519 2022138
3 9132197 712238 1652086

F4 4434191 4821492 1942136
] _ Gasis3 51706 2732100
5 3031133 10528333 1661143
£ 2253186 5613 241:198
) 5084118 5624195 1602088
Fo 1514037 2961095 2471087
an 100.03 8028 10004 £0.53 o

™ 99.9210.29 10031 +0.38 ND

aG o No 10001+ 0.07

ND: No determinaco.

Las flavanonas mostraron actividad antioxidante moderada con respecto a
sus controles, por lo cual se sugiere continuar con su_investigacion en
otros modelos antioxidantes.
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EVALUACION DEL POTENCIAL CITOTOXICO DE FLAVANONAS
MEDIANTE EL SAYO DE SULFORODAMINA B
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INTRODUCCION En la Tabla 1 se muestran los parametros farmacodindmicos de las

ST flavanonas evaluadas y colchicina. Mientras que en la figura 2 se
Estrés oxidativo . S
el muestra la respuesta observada dependiente de la concentracion.

Tabla 1. Pardmetros farmacodinamicos de las flavanonas activas

7
Dcsi"mdﬂm Moléculas ClsouM Emax (%)
oy & ../[“"‘i““ F2 2.7-01 61.211.5
)P 3 Fé 2308 797462
b F7 2.2-05 63.8+1.0
Figura 1. Relacion entre el estrés oxidati | iento de celul 12 Fa 1.7:0.3 Bram 2
igura 1. Relacion entre el estrés oxidativo y el crecimiento de céllas cancerosas'- Colchicina 02001 5130
El propésito de este estudio fue evaluar el potencial gitotoxico de una serie Vehfculo (DMSO) ND ND

de flavanonas en la linea celular MCF-7 utilizandoy el ensayo de
sulforodamina B, asi como analizar la relacién entre’sus_caracteristicas
estructurales y la actividad citotoxica'3.

ND: No determinado
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Figura 2. Actividad citotéxica de las flavanonas. Se muestran las curvas
concentracign-respuesta utilizadas para la determinacion de los valores de Clsy. El
analisi§ estadistico se realizé mediants ANOVA de una via, seguide de la prueba de
Dunnett para la comparacion respecto al control

De las nuevagfflavanonas evaluadas, se analizo la potencia y eficacia de
F8,F7, F2 y F6, debido a que presentaron una media inferior o igual a la
ohtenida con la eelchicing, con el objetivo de caracterizar de manera mas
precisa su actividad citotoxica. Los resultados demostraron que la
flavanona F8 fue mas«€ficaz que la colchicina, mientras que las demas
flavanonas mastraron un’comportamiento similar al control positiva. En
relacién con la potencia, la F8 nuevamente destacd como el compuesto
prE 2 mas pole_ntg del grupo, alpresentar una menor Clsy en compa_réciéfl con
i . la colchicina. Estos hallazgos _sugieren que las modificaciones

RESULTADOS Y DISCUSION estructurales presentes en F8 favorécen significativamente su actividad

En la Figura 1 se presenta la viabilidad celular de las flavanonas evaluadas bfr'f?'f:a' p:’S“I:‘o"a”d"""“ ?orno :a J"Wf;m”a con mayor  potencial
a la concentracion mas alta. Los compuestos F2, F6 y F7 muestran valores ~ S'totoxico entre los compuestos evaluados™.

promedio comparables a la colchicina, mientras que el compuesto F8 CONCLUSION

presenta una media inferior a la observada con dicho control. . 2 s
Los parametros farmacedinamicos mostrados por las moléculas fueron

100 - MFC-7 % ; prometedores, por lo cual, se sugiere continuar con el estudio de las
= i flavanonas como posibles agentes terapéutices para el tratamiento del
cancer.
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