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RESUMEN
Durante los ultimos afios y de acuerdo con los informes generados en el

2020, el cancer se ha posicionado como una de las enfermedades con mayor
namero de muertes. Resultan relevantes el cancer de mama y el cervicouterino,
como los de mayor incidencia asociados a la poblacion femenina. En cuanto al
cancer cervicouterino, la tasa de recuperacion es baja, a pesar del buen manejo
de la enfermedad, es por ello por lo que resulta relevante el estudio asociado a su
tratamiento. En la actualidad existen mas de 300 farmacos oncoldgicos de los
cuales cinco se emplean de manera individual en el tratamiento del céncer

cervicouterino, mientras que cuatro se usan de manera combinada.

A través de diversas investigaciones, se ha observado que una amplia
variedad de compuestos fendlicos de origen vegetal ha presentado efectos
citotdxicos in vitro en diferentes lineas celulares de cancer, por lo que muchos
productos naturales forman parte de las nuevas propuestas terapéuticas contra
esta enfermedad. Es importante destacar, que las principales limitaciones del uso
de productos naturales en el desarrollo de nuevos farmacos es su minima
presencia en la naturaleza y la dificil sintesis en el laboratorio, esto ultimo debido a
sus estructuras complejas. Dentro de los productos naturales destaca el acido
galico (AG) por su reconocida actividad anticancerigena al impedir la proliferacion

celular.

En el presente trabajo se gener0 un modelo de relacion cuantitativa estructura-
actividad (QSAR), empleando 134 compuestos fendlicos con actividad citotoxica
sobre la linea celular HeLa para generar un modelo QSAR descriptivo (R? = 0.76)
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y predictivo (Q?=0.69 y QZ,=0.62). Las caracteristicas estructurales,
electronicas, estéricas e hidrofébicas de los compuestos se representan como
diferentes descriptores moleculares. A partir de este modelo, se disefaron y
sintetizaron nueve derivados de acido galico (N1-N9). Los nueve compuestos
sintetizados fueron purificados mediante columnas cromatogréficas y elucidados
mediante RMN. Una vez puros, se evalud su actividad citotdxica en las lineas
celulares HelLa (cancer cervicouterino) y HaCaT (no cancerigenas). Se pudo
observar que los derivados 3,4,5-Trimetoxibenzoato de cinamilo (N1, ICsopred= 6.41
MM, ICsoexpHeLa= 11.29£1.70 uM), 3,4,5-Trimetoxibenzoato de 3,4,5-trimetoxibencilo
(N5, ICsopred= 10.19 uM, ICsoexpHeLa= 9.45 = 2.46 uM), 3,4-dimetoxibenzoato de
3,4,5-trimetoxibencilo (N6, ICsopred= 12.13 pUM, ICs0expHeLa=7.26 + 0.68 uM) y 3,4,5-
Trimetoxicinamato de  3,4,5-trimetoxibencilo (N9  1Csopred=28.99  uM,
ICsoexpHeLa=11.95+3.22 uM) fueron los mas activos en la linea celular HelLa, asi
como también se establecié que nuestros compuestos no afectan la viabilidad de

las células no cancerigenas (HaCaT).

Finalmente, se evalué un posible mecanismo de accibn mediante
alineamiento estructural y acoplamiento molecular, analizando el modo de unién
de estos compuestos en el sitio de union a la colchicina en la tubulina. Los
resultados del alineamiento estructural mostraron una sobreposicion de N1, N5y
N6 respecto a dos moléculas ((2E)-1-(3', 4', 5'-trimetoxifenil)-3-(2-natftil)-2-propen-
1-ona) y 1-metil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4-(4etoxifenil)-1H-pirazol) que reportan su
union a la tubulina en el sitio de la colchicina. Mientras que, los resultados del
docking muestran una mejor interaccion de los derivados N1, N5, N6 y N9 al sitio
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de union de la colchicina en la tubulina de los cristales 5XIW y 6BRF1.
Concluyendo que los derivados N1, N5, N6 y N9 cuentan con actividad citotoxica
en la linea celular HeLa y que el posible mecanismo de accién es la union a
tubulina, asi como también estos derivados pueden dar pie a nuevas moléculas
con mejor actividad citotoxica, ademas que los nueve derivados son el resultado

de una semi-sintesis econémica y poco compleja.

xXvii



ABSTRACT
In recent years and according to reports generated in 2020, cancer has

positioned itself as one of the diseases with the highest number of deaths. Breast
and cervical cancer are the most common cancers in the female population. As for
cervical cancer, the recovery rate is low, despite good management of the disease,
which is why the study associated with its treatment is relevant. There are currently
more than 300 cancer drugs, of which five are used individually in the treatment of

cervical cancer, while four are used in combination.

Research has shown that a wide variety of plant-derived phenolic
compounds have shown in vitro cytotoxic effects on different cancer cell lines, so
many natural products are part of the new therapeutic approaches against this
disease. It is important to note that the main limitations of the use of natural
products in the development of new drugs are their minimal presence in nature and
their difficult synthesis in the laboratory, the latter due to their complex structures.
Among the natural products, gallic acid (GA) stands out for its recognized anti-

cancer activity by preventing cell proliferation.

In the present work, a quantitative structure-activity relationship (QSAR)
model was generated using 134 phenolic compounds with cytotoxic activity on the
HelLa cell line to generate a descriptive (R? = 0.76) and predictive (Q% = 0.69 and
Q% = 0.62) QSAR model. The structural, electronic, steric, and hydrophobic
features of the compounds are represented as different molecular descriptors.
From this model, nine gallic acid derivatives (N1-N9) were designed and

synthesised. The nine synthesised compounds were purified by chromatographics
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columns and eluted by NMR. Once purified, their cytotoxic activity was evaluated in
HelLa (cervical cancer) and HaCaT (non-cancerous) cell lines. It was observed that
the derivatives cinnamyl 3,4,5-trimethoxybenzoate (N1, ICsopred= 6.41 M,
ICsoexpHeLa= 11.29+1. 70 uM), 3,4,4,5-trimethoxybenzyl 3,4,5-trimethoxybenzoate
(N5, ICsopred= 10.19 pUM, ICsoexpHeLa= 9.45 £ 2.46 uM), 3,4,5-trimethoxybenzyl 3,4,5-
dimethoxybenzoate (N6, ICsoprea= 12. 13 pM, ICsoexpHeLa=7.26 = 0.68 pM) and
3,4,5-trimethoxybenzyl  3,4,5-trimethoxycinnamate (N9  ICsopred=28.99 UM,
ICs0ExpHeLa=11.95+3.22 uM) were the most active in the HelLa cell line, as well as
establishing that our compounds do not affect the viability of non-cancer cells

(HaCaT).

Finally, a possible mechanism of action was evaluated by structural
alignment and molecular docking, analyzing the binding mode of these compounds
at the colchicine binding site on tubulin. Structural alignment results showed an
overlap of N1, N5 and N6 concerning two molecules ((2E)-1-(3', 4', 5'-
trimethoxyphenyl)-3-(2-naphthyl)-2-propen-1-one) and 1-methyl-3-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)-4-(4-ethoxyphenyl)-1H-pyrazole) that report binding to tubulin in
the colchicine domain. Whereas, docking results show an enhanced interaction of
the N1, N5, N6 and N9 derivatives to the colchicine binding site on tubulin in the
5XIW and 6BRF1 crystals. It is concluded that the N1, N5, N6 and N9 derivatives
have cytotoxic activity in the HelLa cell line and that the possible mechanism of
action is tubulin binding, as well as that these derivatives may give rise to new
molecules with improved cytotoxic activity, and that the nine derivatives are the
result of an inexpensive and not very complex semi-synthesis.
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INTRODUCCION
En los Ultimos afios, el cancer se ha posicionado como una de las

patologias con mayor niumero de muertes en el mundo, esto de acuerdo con los
informes generados por el Observatorio Mundial del Cancer.! Destacando el
cancer de mama y cervicouterino como los de mayor incidencia asociados a la
poblaciéon femenina, siendo el cervicouterino el que presenta una mayor
mortalidad. En el caso del cancer de mama, aproximadamente 45 farmacos son
empleados en su tratamiento, algunos de estos son paclitaxel, doxorrubicina, 5-
Fluoruracilo, tamoxifen, docetaxel, etc.? Mientras que, en el caso del cancer
cervicouterino existen solo cinco farmacos (bevacizumab, bleomicina, topotecan,
pembrolizumab y tisotumab vedotin) que son empleados de manera individual
para su tratamiento y cuatro (carboplatino-taxol y gemcitabina-cistaplatino) que se
usan de forma combinada.? Esto nos lleva a la blUsqueda continua de nuevos
compuestos que nos permitan combatir este tipo de cancer de una mejor manera,

dando a los pacientes una mayor esperanza de supervivencia.
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Figura |l. Farmacos empleados en el tratamiento del cancer cervicouterino.
A) Bleomicina, B) Taxol, C) Gemcitabina, D) Cisplatino, E) Carboplatino y F) Topotecan




Los productos naturales cuentan con una amplia gama de bioactividades en
diferentes organismo; a pesar de los retos que implican su purificacion, sus bajos
rendimientos y su elucidacion, muchos de ellos forman parte de las nuevas
propuestas terapéuticas contra el cancer. Cabe destacar que estas moléculas
pueden presentar una eficacia o propiedades de absorcidn, distribucion,
metabolismo y excrecion suboptimas, esto conlleva a realizar modificaciones
quimicas, generando analogos, por lo tanto, los productos naturales también son

utilizados como punto de partida para el disefio de nuevos farmacos.?

Entre los productos naturales se encuentran los polifenoles
(epigalocatequina-3-galato, combretastatina, resveratrol, quercetina, etc.), que son
micronutrientes abundantes en nuestra dieta, y son constituyentes de frutas,
verduras, legumbres secas y bebidas, como el té, el café o el vino.* Se pueden
distinguir dos clases de acidos fendlicos: los derivados del acido benzoico y los

derivados del acido cinadmico, que tienen numerosas actividades biolégicas.

El &cido galico (AG) o acido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico, es un compuesto
natural, miembro de los acidos hidroxibenzoicos y se encuentra en las nueces, el
zumaque, la corteza de roble, las hojas de té, el té verde, las cascaras de
manzana, las uvas y el vino; se obtiene principalmente por la hidrdlisis de los
taninos °. Se ha descrito que el acido galico y sus derivados se han asociado a
diversas actividades biolégicas, como antioxidante,® antifingico,” antibacteriano,®°
antiviral,1° antiherpético, ! antiproliferativo,1>-14 guimiopreventivo,!®

quimiosensibilizador,® y antiinflamatorio.'>’ También inhiben selectivamente la




proliferacion, la metéstasis y los procesos antiapoptoticos mediante la regulacion
de la via dependiente de las mitocondrias418-26 y al interferir con la dinamica de
los microtbulos en lineas celulares de cancer como PC3, Hep 3B%’ y HeLa.® La
ventaja mas importante del AG y sus derivados es que pueden inducir
selectivamente la apoptosis a las células cancerosas sin afectar a las células
normales.?®3° Sus actividades contra el cancer convierten a este tipo de

compuestos en importantes biomoléculas para usos terapéuticos.

Por otro lado, el acido cinamico, incluso con baja toxicidad, tiene un efecto
citostatico sobre las células de glioblastoma, melanoma, cancer de prostata y
pulmén. En el caso del melanoma, se produce una disminucion de la invasion de
las células malignas.3* Otros efectos bioldgicos del &cido cinamico y sus derivados
son antibacterianos, antifingicos, antiinflamatorios,® antidiabéticos®*® 'y

neuroprotectores.?*

Una herramienta de gran importancia en la basqueda de nuevas moléculas
bioactivas, es el disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC), que
consiste en utilizar procesos computacionales para relacionar la actividad de un
compuesto con su estructura quimica.®® Las metodologias computacionales, son
primordiales en la organizacién de datos, interpretacion de resultados, generar y
probar hipétesis, filtrado de base de datos y disefio de experimentos.3® Lo anterior,
debido a que contribuyen en la generacion de bases de datos que contienen
informacion quimica, biolégica y estructural de los productos naturales, que

pueden ser empleadas para elucidar estructuras, actividades de interés,




similitudes estructurales (2D y 3D), dianas bioldgicas, mecanismos de accion,
perfiles ADME y toxicoldgicos. Asi como también facilitan el disefio de la sintesis
de novo, incluso ayudan en la identificacion de productos naturales que podrian

interferir en los ensayos biol6gicos.36:3

Una de sus estrategias es el disefio de farmacos basado en ligandos
(LBDD del inglés Ligand-Based Drug Design), es decir, se analizan estructuras
quimicas con actividad biolégica para encontrar huellas estructurales que sean
clave para su actividad biolégica. Este tipo de andlisis se realiza a través de las
técnicas de modelado del farmacdéforo, cribado virtual basado en la similitud
molecular y estudios de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR del inglés
Quantitative Structure-Activity Relationship). Este tipo de andlisis representa una
de las estrategias mas utilizadas para lograr el disefio racional de farmacos. En
concreto, el desarrollo de un modelo QSAR permite establecer una relacién
matematica entre la actividad biolégica y las caracteristicas fisicoquimicas o
estructurales, definidas por descriptores moleculares, de las moléculas
analizadas.®® Existen reportes de andlisis de tipo QSAR que han permitido
optimizar diferentes productos naturales, para obtener compuestos mas potentes

de tipo antipaltdicos,® herbicidas,*® anticancerigenos.*'4?

El disefio de nuestros derivados de AG surgié de la premisa de que un
amplio grupo de moléculas con actividad citotoxica tienen motivos galoilo en sus
estructuras. Es asi, como las importantes propiedades biologicas del AG y sus

congéneres, nos animaron a combinar el motivo galoilo con otros sustituyentes




fendlicos relacionados, en una Unica molécula, como una nueva clase de analogos

sintéticos del galato de arilo.

En este trabajo, realizamos una busqueda en la literatura de AG y otros
derivados fendlicos que informan de un efecto citotdxico, las palabras empleadas
en el buscador de PubMed fueron: gallic acid derivatives, phenolic derivatives,
phenolic acids, phenolic acid derivatives, benzoic acid derivatives, ferulic acid
derivatives, cinnamic acid derivatives, coumaric acid derivatives, caffeic acid
derivatives, protocatechuic acid derivatives, 4-hydroibenzoic acid derivatives y
chalcones; seguido de las palabras cancer y cytotoxicity. Se realizé una clasifican
de los compuestos encontrados, tomando en cuenta el método empleado y el
timpo de incubacién para la evaluacion del efecto citotoxico. Se determiné que el
método del MTT y 72 h de incubacion fueron las caracteristicas mas comunes.
Seguido de esto, se agrup6 a las moléculas de acuerdo con la linea celular en la

cual fueron evaluadas y se obtuvo la tabla I.

Tabla I. Clasificacion de las moléculas de acuerdo con la linea celular donde fueron
evaluadas

Linea celular Derivados Derivados Chalconas Derivados de acidos Total de

de AG fenélicos fendlicos moléculas
MCF-7 21 38 127 117 303
Hela 11 8 110 41 170
A549 18 24 79 41 162
PC3 8 3 117 2 130
Hep-G2 17 34 37 24 112
MDA-MB321 5 1 67 12 85
HL-60 5 14 40 18 77
DU-145 14 5 27 0 46




En la columna de los derivados de acido fendlicos (tabla 1) incluimos a las
moléculas que resultaron de la busqueda correspondiente a phenolic acids,
phenolic acid derivatives, benzoic acid derivatives, ferulic acid derivatives,
cinnamic acid derivatives, coumaric acid derivatives, caffeic acid derivatives,
protocatechuic acid derivatives y 4-hydroibenzoic acid derivatives. Para nuestro
proyecto se decidio continuar con el analisis de los compuestos evaluados en la
linea celular HelLa correspondiente a céancer cervicouterino, debido a que es el
mas agresivo en la poblacién femenina.! Se descartaron 30 compuestos debido a
que presentaban ICso debajo del rango micromolar, lo que aumenta sus efectos
secundarios. Esto nos permitio trabajar con 140 estructuras con anillos aromaticos
y a través de la informacién proporcionada por QSAR nos ayudd a predecir la
actividad citotdéxica de los nuevos andlogos de galato de arilo propuestos, en
células de cancer cervicouterino (HeLa). Basandonos en nuestro modelo QSAR,
se llevé a cabo la sintesis de nueve analogos de galato de arilo (N1-N9) y se
evalu6 su actividad citotoxica contra la linea celular HeLa. De ellos, el 3,4-
dimetoxibenzoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N6) fue el mas activo con un ICso
experimental de 7.26 + 0.68 pM. Finalmente, se realiz6 un docking molecular de
estos compuestos sobre la tubulina, para evaluar su capacidad de actuar como

inhibidores de su polimerizacion.
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1.1 CANCER
El cancer es el nombre que se le da a un conjunto de enfermedades, en el

que algunas células del cuerpo empiezan a proliferar sin detenerse y se diseminan
a los demas tejidos,! estas células anormales pueden aparecer en cualquier parte
del cuerpo, sobrepasar a las células normales y dificultar que el cuerpo funcione
adecuadamente.? Es importante resaltar que diferentes tipos de cancer se pueden
prevenir evitando la exposicién a factores de riesgo comunes como el humo de
tabaco.® Ademas de que se conocen mas de 100 tipos de cancer, que de manera
general reciben el nombre de los tejidos u érganos en donde se originan.?
1.1.1 Epidemiologia

Con base en las enfermedades cronicas no transmisibles, se puede decir
que dentro de las principales causas de muerte a nivel mundial estan las
enfermedades cardiovasculares, el cancer, enfermedades respiratorias y diabetes
con 17.9, 9.0, 3.9 y 1.6 millones de muertes por afio respectivamente.*> Al
analizar el comportamiento epidemiolégico del céncer, se presenta una
variabilidad dependiendo de las diferentes regiones, paises y sexo. A nivel
mundial, durante el 2020 se pudo observar que el tipo de cancer con mayor
incidencia es el de seno, seguido del cancer de pulmén, colorrectal y prostata
(figura 1.1A). Mientras que el panorama general en México, los nuevos casos se
detectan el cancer de seno (29929 casos, 15.3%), préstata (26742 casos,
13.7%),colorrectal (14901 casos, 7.6%), de tiroides (11227 casos, 5.7%),

cervicouterino (9439 casos, 4.8 %), estomago (8804 casos, 5.4%) y pulmén (7588

11



Capitulo I

casos, 3.9%); que en conjunto son 108630 casos nuevos Yy representan el 55.6%

del total general (Figura 1.1).%

A
Nuevos casos estimados de cancer en el mundo durante el 2020
Mama
261419 (11.7%)
Pulmén
2206 771 (11.4%)
Otros tipos de Cancer
8 870 843 (46%)
Colorectal
1931 590 (10%)
Préstata
1414 259 (7.3%)
Estomago
| 1089 103 (5.6%)
Cervicouterino Higado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)
Total : 19 292 789
B

Nuevos casos estimados de cancer en México durante el 2020

Mama
29 929 (15.3%)

Prostata
26 742 (13.7%)

Otros tipos de Cancer
B6 869 (44.4%)

Colorectal
14 901 (7.6%)

Tiroides
11 227 (5.7%)

Cervicouterino
9 439 (4.8%)

Pulmén Estémago
7588 (3.9%) 8 804 (4.5%)

Total : 195 499

Figura 1.1. Epidemiologia del cancer durante el 2020.
Casos estimados de cancer A) A nivel mundial y en B) México.
GCO-Cancer today; 2020.

La incidencia por sexo presenta algunas diferencias. En México, para el

caso de las mujeres (Figura 1.2) el cancer de mayor incidencia es el de seno
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(27283 casos), seguido por el de tiroides (10188 casos), cervicouterino (7869
casos), cuerpo uterino (7266 casos), colorrectal (7105 casos), ovario (4759 casos),
higado (3815 casos), estomago (3625 casos), pulmén (3251 casos) y leucemia
(2863 casos) (figura 1.2), siendo los de mayor mortalidad el de seno,
cervicouterino e higado, con 6884, 4121 y 3507 muertes respectivamente (Figura

1.2).% En nuestro estudio nos centraremos en células de cancer cervicouterino.

Casos incidentes y muertes de mujeres por cancer en México
durante el 2020

Mama
Cervicouterino
Tiroides

Colorrectal

Cuerpo
Uterino

Ovario
Estomago
Higado
Leucemia

A Incidencia
Pulmoén B Mortalidad

0 10 20 30 40

cancer en la poblacién femenina de México (20220). GCO-Cancer today; 2020.

1.1.2 Cancer cervicouterino

Este tipo de cancer se caracteriza por la proliferacion anormal de las células
gue se encuentran en el cuello de la matriz, generando pequefias lesiones que se

complican con el tiempo.
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A nivel mundial, el cancer cervicouterino es uno de los de mayor incidencia
y mortalidad asociados a la poblacién femenina,® es decir, la tasa de recuperacion

es baja. Lo anterior, a pesar del buen manejo de la enfermedad.’

Existe evidencia de que el principal agente etiolégico de este tipo de cancer
es el virus del papiloma humano (VPH),21° por lo cual, se han desarrollado
vacunas que pueden prevenirlo hasta en un 70%.'"'3 De no ser asi, esta
enfermedad puede detectarse en estadios tempranos y las pacientes son tratadas
con cirugia y radioterapia, consiguiendo una supervivencia global a 5 afios del 70-
90%.1! Por el contrario, si se detecta en estadios avanzados, entonces la

supervivencia se reduce al 40-50%."14

Cabe destacar que la terapia farmacoldgica para esta enfermedad suele
incluir cisplatino, 5-Flourouracilo, paclitaxel y topotecan, los cuales inducen
importantes reacciones adversas a las pacientes.1>16
1.1.3 Carcinogénesis

El cancer se desarrolla mediante el proceso de carcinogénesis, que
involucra varias etapas en las cuales hay modificaciones (mutaciones) de genes

reguladores de las funciones celulares.

La carcinogénesis consta de tres etapas: iniciacion, promocion vy
propagacion (Figura 1.3).17-° De manera general, en la etapa de iniciaciéon se
produce una mutacién heredable en una célula en particular, esto puede ser

debido a factores (Carcinégenos) quimicos, fisicos o biolégicos. Si esta célula no
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es eliminada mediante apoptosis, entonces entra a la segunda etapa de la
carcinogénesis.’®20 Durante la progresién se realiza una expansién clonal
selectiva de las células donde agentes exdgenos y enddgenos denominados
promotores tumorales aumentan la proliferacion celular y/o inhiben la apoptosis;
esta expansion clonal genera una lesion preneoplasica.*®19 Por dltimo, en la etapa
de propagacion la lesion preneoplésica se convierte en una neoplasia, en la cual
las células anormales acumulan mutaciones que permiten una mayor propagacion

que las células normales.*®

Carcinégeno

Reparaci6n del ADN Apoptosis Apoptosis

— _
@Daho en el ADN @ Proliferacién

Célula normal Célula iniciadora Pre neoplasia

Proliferacion

Iniciacién Promocion Progresion

Figura 1.3. Fases de la carcinogénesis.

1.1.4 Ciclo celular

De manera normal la proliferacion celular es el proceso por el cual una
célula progenitora crece y se divide para producir dos células hijas. Se desarrolla a
través de una secuencia de cuatro fases que conforman el ciclo celular (figura
1.4). Estas fases son sintesis (S), segregacion mitética (M) y dos fases
intermedias (G1 y G2); mientras que las células que no pueden dividirse entran a

un estado de reposo (G0).?1-23
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Durante la Fase G1, la célula progenitora experimenta un periodo de
crecimiento y se realiza la sintesis de macromoléculas (proteinas, lipidos, ARN).
En la fase S, se realiza la sintesis de ADN, posteriormente, la célula entra a otra
fase de crecimiento (G2). Por ultimo, la célula progenitora realiza la mitosis
dividiéndose de manera equitativa en dos células hijas a través de la

citocinesis.?1.24

Es importante mencionar que el paso de la célula en el ciclo celular se
encuentra regulado a nivel molecular por cinasas dependientes de ciclinas (CDK
del inglés Cyclin-Dependent Kinases), proteinas que realizan la fosforilacion de
moléculas claves para la sintesis de ADN y segregacion de cromosomas.?123:2526
Las cinasas dependientes de ciclinas son heterodimeros constituidos por una
unidad cinasa y una unidad ciclina. Las ciclinas se asocian a una fase, transicion o
grupo de fases del ciclo celular que promueven los eventos de cada etapa (figura
1.4). Sin embargo, la actividad de las CDK’s también est4 regulada de forma
negativa por los inhibidores de CDKS (CKI); los cuales se unen a los complejos

ciclina-CDK y bloquean su actividad.?32728

Punto de
Restriccion

Figura 1.4. Fases del ciclo celular.
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1.1.5 Caracteristicas moleculares del cancer
Hanahan y Weinberg a través de una amplia busqueda bibliografica

propusieron caracteristicas que definen a las células tumorales (figura 1.5), sin
importar el tipo de cancer. Tales particularidades ayudan a entender la
enfermedad y las estrategias para combatirla. De primera instancia en el afio 2000
se propusieron las siguientes caracteristicas:?® EI mantenimiento de sefiales de
proliferacion, la evasion de supresores de crecimiento, la invasion y metastasis, la
resistencia a la muerte celular, la inmortalidad replicativa y la induccién de
angiogénesis. Posteriormente en el 2011 se adicionaron la desregulacion
metabolica, la evasion de la destruccion inmune, la inestabilidad genémica y la

promocion de la inflamaciéon debido al tumor.3°

Mantenimiento Evasion de
de senales de supresores de
proliferacion crecimiento

Evitar
destruccion
inmune

Desregulacion
metabdlica

Resistencia Inmortalidad
a la muerte replicativa
celular
Inestabilidad Promocion de
gendmicay la inflamacion
mutaciones por el tumor

Induccion de Invasion y
angiogénesis metastasis

Figura 1.5. Caracteristicas moléculas del cancer.
Hanahan & Weinberg, 2011, con modificaciones.
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1.1.5.1 Mantenimiento de sefales de proliferacion

De manera normal, las células y los tejidos que constituyen se encuentran
en continua homeostasis, por lo que cuentan con un control meticuloso de la
generacion y liberacién de sefales de proliferacion, que las guian a la entrada y
progresion del ciclo celular. Verificando asi el mantenimiento de la funcion y

arquitectura del tejido normal.*82°

Como ya se ha mencionado, la principal caracteristica de la célula
cancerosa es la proliferacion crénica debido a la desregulacion de sefales que

estimulan el crecimiento, las cuales en su mayoria son externas.

En las células cancerigenas se han identificado mutaciones de los genes
involucrados en vias de sefalizacion (Oncogenes) que mantienen la proliferacion
de manera normal. Destaca la produccion de ligandos de factor de crecimiento, a
los que responden expresando receptores afines, generando una estimulaciéon
autocrina.®32  Asimismo, el incremento de receptores de superfice celular,
haciendo que las células sean hiperreactivas a cantidades limitantes de ligando
del factor de crecimiento asociado.3334 También son importantes las alteraciones
estructurales en los receptores, que facilitan la activacién independiente del
ligando y la activacion constitutiva de componentes de las vias de sefializacion,
que funcionan aguas abajo de estos receptores.?® Por Ultimo, también pueden
presentar alteraciones en los mecanismo encargados de la retroalimentaciéon

negativa.°
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1.1.5.2 Evasién de la apoptosis.

La proliferacién de las células tumorales no solo esta en funcion de la
division celular, sino también esta condicionado por la tasa de muerte celular. La
disminucién celular se ha asociado a la apoptosis que es uno de los principales
mecanismos que ayudan a mantener la homeostasis tisular y es promovido por

varios estimulos.3®

Las células tumorales desarrollan una variedad de estrategias para limitar o
evitar la apoptosis y la mas comun es la perdida de la funcién supresora de TP53.
Estas células también pueden evadir apoptosis, al incrementar la expresion de los
reguladores antiapoptoéticos (Bcl-2, Bel-xL) o de las sefiales de supervivencia (IGF
1/2), al regular a la baja los factores proapoptoticos (Bax, Bim, Puma) o desregular
la via de muerte inducida por ligandos extrinsecos.3¢:3” También se ha observado
que la via PI3 AKTquinasa/PKB transmite sefiales antiapoptoticas y se activa por
los factores IGF-1/2 o IL3, por sefiales que emanan de Ras o por perdida del

supresor tumoral pTEN, enzima que atenla la sefial de AKT.38

La multiplicidad de mecanismos que inducen la apoptosis presumiblemente
puede reflejar la diversidad de sefiales inductoras de apoptosis que evitan las

células cancerigenas resistentes a la de muerte.
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1.1.6 Mecanismos moleculares que previenen el cancer en células
dafiadas
1.1.6.1 Apoptosis

La célula cuenta con mecanismos moleculares de defensa que ayudan a
controlar el proceso de proliferacion, entre ellos estan la sintesis de proteinas
involucradas en la reparacion del ADN, acortamiento de teldmeros y la apoptosis o

muerte celular.

Entre los inductores de apoptosis destacan los desequilibrios en las vias de
sefalizacion, niveles elevados de oncogenes y el dafio al ADN asociado a la
hiperproliferacion.3*4° Tales estimulos terminan confluyendo en vias que activan a
las cisteinas proteasas, también conocidas como caspasas que llevan a cabo la

degradacion celular.

La apoptosis consta de dos circuitos (figura 1.6), uno que recibe sefiales
extracelulares y receptores de membrana (via extrinseca) e involucra al ligando de
Fas y otros relacionados y el otro procesa las sefiales intracelulares (via
intrinseca) y se asocia a caspasas.3>384142 E| mecanismo apoptético intrinseco se
identifica como una barrera contra la patogénesis del cancer. La regulacion de la
via intrinseca de la apoptosis se controla mediante el equilibrio de los miembros
pro y antiapoptoticos de la familia de proteinas reguladoras Bcl-2 y algunos

miembros de su familia como Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y A1.39
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Figura 1.6. Apoptosis via extrinseca e intrinseca. El inicio de una via en particular depende del
tipo de sefial recibida por la célula; la via extrinseca se activa debido a sefales extracelulares que son
censadas por los receptores de muerte (FAS); mientras que la via intrinseca se activa cuando se detecta dafio
celular y se accionan proteinas proapoptéticas de la superfamilia Bcl2. Lewis y Jordan; 2009 con
modificaciones.

La via extrinseca comienza en el exterior de la célula con la activacién de
receptores de muerte tipo Fas, mediante la union con su ligando (FasL), esta
interaccion genera el reclutamiento de proteinas FADD, que son adaptadoras y
reclutadoras de caspasas iniciadoras 8 y 10. Las caspasas 8 y 10 activas en el

citosol pueden activar de manera directa a las caspasas efectoras 3, 6 y 7.4%43

Por otra parte, la via intrinseca Inicia cuando se reconoce alguna alteracion
en el ciclo celular, hipoxia, estrés severo o dafio en el genoma que es censado por
la proteina p53. En estos casos, p53 se une a promotores de las proteinas Pumay
Noxa. A su vez Puma y Noxa activan a otras proteinas proapoptoticas como Bax y
Bak, las cuales se incrustan en la membrana externa mitocondrial generando una

permeabilizacion, que permite la salida del citocromo C hacia el citoplasma. Es ahi
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donde junto con la proteina Apaf-1 y la caspasa 9 forman apoptosomas que
activan a las caspasas 3, 6 y 7 para inducir apoptosis.384144 Si estos mecanismos
de defensa molecular fallan las células resultan ser mas susceptibles al proceso

de carcinogénesis.

1.1.6.1.1 Catéastrofe mitodtica

La catastrofe mitdtica es un mecanismo celular intrinseco que detecta el
fallo mit6tico y conduce a la célula a la muerte o senescencia. Puede ser inducida
por agentes que dafian directamente al ADN o interrumpen la progresion
mitética.*>~4" En el caso de los agentes antimitoticos la detencion de esta fase del
ciclo celular se debe a fallas en la dinamica de los microtibulos, por la accién de

agentes polimerizantes o despolimerizantes.*®

1.1.6.1.1.1 Microtubulos

El Citoesqueleto esta constituido por proteinas del citoplasma que
polimerizan en estructuras filamentosas. Dentro de estas proteinas se encuentran
los microtUbulos con longitudes de 1 a 100 pm y 25 nm de didmetro. Tienen un
papel crucial como organizadores internos en las células eucariotas y estan
involucrados necesariamente en la division celular ya que forman el huso mitético,
intervienen en el desplazamiento celular, y permiten la polarizacion de ciertos tipos
celulares.*®%° Asi como también estan involucrados en la disposicién espacial de
organulos, en la comunicacion a través de vesiculas o macromoléculas entre los

compartimientos celulares.>*
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Los microtubulos estan constituidos por dimeros de proteinas globulares
conocidas como tubulina a 'y B. Los dimeros a y 3 se organizan ordenadamente a
través de enlaces no covalentes y forman filas denominadas protofilamentos;

normalmente se pueden encontrar 13 protofilamentos en un microttibulo.5253

Otra caracteristica importante de los microtubulos es la polaridad que esta
dada por la polaridad estructural de los monémeros a y 3 de la tubulina los cuales
siempre forman un extremo de los protofilamentos. Es decir, la a-tubulina genera
los extremos (-) y la B-tubulina el extremo (+), lo que a su vez genera
protofilamentos orientados de una misma manera, culminando con la polaridad del
microtubulo (figura 1.7).

Microtubulo

Extremo-=
B-tubulina

a-tubulina

Dimero
de
tubulina

—Protofilamento

EXtremo ==

Figura 1.7. Organizacion de las subunidades a y B de la tubulina en un
protofilamento. Cooper & Hausman, 2017.Figura 1.2. Epidemiologia del

La estructura del microtibulo es muy dindmica ya que presenta
preferentemente polimerizacion en el extremo (+) y despolimerizacion en el
extremo (-). Los dimeros ay B de tubulina libres en el citosol estan unidos a dos

moléculas de GTP, uno a cada mondmero, por lo tanto, cuando un dimero se une
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a un microtubulo que estad en crecimiento en la subunidad B (+) se produce la
hidrolisis del GTP, obteniendo una molécula de GDP unida a la subunidad

(figura 1.8).18:54-56

Los microtubulos se asocian con proteinas que se encargan de controlar su
polimerizacién y despolimerizacion, estas proteinas son conocidas como MAPs
por sus siglas en inglés (Microtubule Associated Proteins).5”*® Las MAPs se
clasifican con base en el efecto que ejercen sobre el microtibulo y pueden ser
estabilizadoras o desestabilizadoras.>35%60 Existen también ciertas moléculas
ajenas a la célula que se han usado como medicamentos y afectan la
polimerizaciéon y despolimerizacion como la colchicina®® y el taxol,®?

respectivamente.

Pi
r‘\

Dimero-GDP (I) Dimero-GTP

’
GDP GTP

Microtibulo en decrecimiento

Extremo s Extremo == |

\XSTP
Frente de polimerizacién

Frente de hidrélisis
\ Casquete de GTPs i
Pi ( w‘:‘,,

Extremo e

Microtiibulo en crecimiento

Figura 1.8. Dindmica de la polimerizacién y despolimerizacion del
microtlbulo. Cooper & Hausman; 2017.
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1.1.7 Tratamiento
Es importante mencionar que los tratamientos contra los diferentes tipos de

cancer son principalmente: la cirugia, la radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia
y combinacion de los tratamientos anteriores. El tipo de tratamiento a elegir
dependera del tipo de cancer, el tamafio del tumor, su ubicacion dentro del cuerpo

y la etapa en la cual se encuentre.

De primera instancia la cirugia es un procedimiento por el que un médico
cirujano extirpa el cancer del cuerpo. Se emplea en personas con tumores solidos

y que estan contenidos en un sitio especifico del cuerpo.6364

La radioterapia es un tratamiento que usa altas dosis de radicacion,
generando dafio en el ADN de las células; se puede emplear cuando el tumor se
encuentra localizado y/o comienza a extenderse a tejidos vecinos.®® Es importante
destacar que esta terapia puede afectar también a células normales cercanas al
sitio de radiacién, estas células con gran frecuencia pueden contrarrestar el dafio y

volver a funcionar de manera normal.

A pesar de que la cirugia y la radioterapia son utilizados como tratamientos
primarios en la gran mayoria de los canceres localizados, los tratamientos contra
el cancer como la quimioterapia, las hormonas vy terapias bioldgicas, resultan ser

las opciones mas utilizadas en los canceres metastasicos.

La quimioterapia es un tratamiento sistémico que se basa en la inhibicién de

la proliferacién de las células cancerosas, pero puede afectar a células normales
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con altas tasas de proliferacion como las del tracto gastrointestinal, medula ésea y
foliculos pilosos.%6-68 |a afectacion a estas poblaciones celulares normales da pie
a los efectos secundarios de esta terapia. Los farmacos utilizados en la
quimioterapia pueden actuar sobre las distintas fases del ciclo celular o en los

mecanismos que regulan la proliferacion celular.

Los quimiofarmacos pueden tener ma&s de un mecanismo de accion,
predominando uno de ellos, podemos identificar a 4 grupos.®® El primer grupo
actla sobre el ADN de las células tumorales, aqui se encuentran los agentes
alquilantes,’®’! antimetabolitos,’>’® derivados de platino’’® y derivados de
camptotecinas.’”®’” En el segundo grupo encontramos a los farmacos que
intervienen en la mitosis sin afectar el ADN, los cuales en su mayoria son de
origen vegetal.”®8° Dentro del tercer grupo, encontramos a los quimiofarmacos
que ejercen su efecto sobre factores extracelulares de division celular y pueden
ser antagonistas de estrogenos® o andrégenos,®?8 interferones 'y
progestagenos.® Por (ltimo, en el cuarto grupo se encuentran los farmacos con
efecto sobre el sistema inmune, como lo son el factor de necrosis tumoral,
interleucinas, anticuerpos monoclonales, activacion de células dendriticas o
células citotdxicas, construcciones de células citotdxicas, como las CARs (del

inglés Chimeric Antigen Receptors)®86 y vacunas.®’

Aun cuando se han realizado avances importantes en el tratamiento del
cancer, la resistencia a los farmacos quimioterapéuticos continta siendo un

problema importante en la terapia del cancer y es responsable de la mayoria de
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las recaidas y de los malos resultados de supervivencia en los pacientes.®® Es
importante mencionar que uno de los mecanismos de resistencia a farmacos se
asocia al eflujo de estas moléculas a través de los transportadores de tipos ABC,
destacando a la glicoproteina P (gp-P).8%%° Una gran variedad de farmacos
pueden ser transportados por esta glicoproteina, como doxorrubicina, paclitaxel,
mitomicina c, topotecan, vincristina y vinblastina;®* generando una disminucién de
la concentracion del farmaco en la célula y de sus efectos. Sin embargo, son
también los productos naturales los que ayudan a superar la resistencia a
farmacos, al ser administrados en combinacion con los medicamentos existentes.
Algunos productos naturales con estas caracteristicas son: sesquiterpenos,
flavonoides, alcaloides, saponinas y compuestos polifendlicos.%?

1.2 PRODUCTOS NATURALES

Los productos naturales son compuestos producidos por bacterias,
organismos marinos, plantas o animales. Se producen como metabolitos
secundarios, ayudan a la adaptacion o sobrevivencia de un organismo a un
ecosistema particular.%

Desde la antigiedad, se han utilizado diversos productos naturales como
medicina tradicional contra diferentes enfermedades. Los productos naturales se
han caracterizado por tener un enfoque terapéutico facilmente aplicable,
econdémico, accesible y aceptable con una citotoxicidad minima.” Los productos

naturales pueden ser utilizados como agentes terapéuticos ya sea de manera
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directa, de materia prima para la sintesis de sustancias con interés farmacoldgico
0 para generar productos sintéticos basados en productos naturales particulares.%

1.2.1 Productos naturales contra el cancer

Un gran numero de productos naturales son capaces de modular el
microambiente de las células cancerigenas y diversas cascadas de sefalizacion
celular; desempefiando asi un papel importante en la lucha contra el cancer. Se ha
encontrado que estos compuestos son efectivos contra varias vias de
sefalizacion, principalmente vias de muerte celular (apoptosis y autofagia) y vias
de desarrollo embrionario (via Notch, via Wnt y via Hedgehog). Cabe destacar que
son méas de 3000 especies de plantas las que se han reportado para tratar esta

enfermedad.”®

El mecanismo de accion de la gran mayoria de los productos naturales
utilizados como anticancerigenos, se basa en la afectacion de la mitosis de las
células anormales. Esto se debe a las alteraciones que los productos naturales
ejercen sobre el citoesqueleto, principalmente sobre la tubulina. Se han descrito
siete sitios de unién a la tubulina para compuestos exdgenos (figura 1.9), los
cuales reciben el nombre del ligando para el cual fueron descritos por primera vez.
Estos sitios corresponden a la interaccién con los taxanos, Lau/Pel, Maytansina,

alcaloides de la vinca, colchicina, pironetina y gatorbulina-1.57

28



Capitulo I

Vista del Lumen Vista de la pared

Taxano

Pelo/Lau

Colchicina

Gatorbulina

Pironetina

Vinca

Figura 1.9. Sitios de unién de ligandos exégenos en la tubulina. Matthew et al.;
2021% con modificaciones.

Estos siete sitios se pueden dividir en dos grupos (figura 1.10), en el primer
grupo de moléculas encontramos las que se unen a la tubulina favoreciendo el
ensamblaje de microtdbulos y su resistencia a la despolimerizacion, alterando su
funcionalidad. Aqui se encuentra el grupo de los taxanos, que son los compuestos
citostaticos mas importantes, destacando el paclitaxel que se obtiene a partir de la
corteza del tejo americano (Taxus brevifolia). El paclitaxel se une a la subunidad 3
de la tubulina y estabiliza los protofilamentos. El siguiente sitio es el denominado
Lau/Pel, el cual hace alusién a los ligandos Laulimalida y Pelorusida, aislados por

primera vez de las esponjas marinas Caccospongia mycofijiensis y Mycale
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hentscheli;®® estas moléculas se unen a la subunidad B con una orientacién hacia
la parte externa del microtubulo, actuando como abrazaderas moleculares que
inhiben la despolimerizacion.®®

Ligandos exégenos que
interactdan con la tubulina

Inhibidores de la

Estabilizadores de la polimerizacion de la

tubulina

Pironetina
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Figura 1.10. Clasificacién de los ligandos exdgenos de tubulina

El segundo conjunto de moléculas, son los inhibidores de la polimerizacion

de la tubulina, los cuales se unen a regiones concretas de esta proteina
distinguiéndose asi cinco sitios. El primer sitio de interaccion, es de los alcaloides
de la vinca, siendo vinblastina y vincristina las moléculas mas representativas.>°:5¢
Estos ligandos se unen a las subunidades 3 de la proteina cerca del sitio de unién
a GTP, afectando el intercambio GTP-GDP. A bajas concentraciones actua

estabilizando la dinamica de los microtiibulos.®” Tanto vincristina y vinblastina se
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extraen de la planta Catharanthus rose. Estas dos moléculas cuentan con
estructuras muy similares, pero con rangos de actividad diferente. El segundo sitio
tiene interaccion con la maytansina, que fue aislada del arbusto Maytenus ovatus.
Este ligando interactua con la subunidad 3 cerca del sitio de union de la vinblastina
y GTP.% El tercer sitio de union es el de la pironetina, esta molécula es una
lactona o/f insaturada, aislada de caldos de fermentacion de especies
de Streptomyces y se une covalentemente a Lys352 de a-tubulina.®®% El cuarto
sitio de interacciébn es el de la Gatorbulina-1, un pentapéptido aislado de la
cianobacteria marina Lyngbya cf. confervoides, la interaccion se lleva a cabo en la
interfaz intradimérica de la tubulina.>” El quinto sitio es el de la colchicina,' tres
de los principales ligandos que interactian con este bolsillo hidrofébico de la
proteina son la colchicina, combrestastatina y podofilotoxina.x:-13 Esas moléculas
se unen en la interfaz de las subunidades a y B. A su vez este sitio de union se
subdivide en tres zonas: Zona 1 en la cual el anillo de tropolona de la colchicina
interacciona, zona 2 en la cual interacciona el anillo trimetoxifenilo y la zona 3 en
donde no hay acceso a la colchicina, generando modos de union diferentes al de

la colchicina (figura 1.11).194
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Figura 1.11. Divisién del sitio de unién de la colchicina. AECC, 2018.1%

1.2.1.1 Acido gélico y derivados

Uno de los compuestos de origen vegetal y con un reconocido efecto

HO OH
OH

Figura 1.12. Estructura del acido 3,4,5-
trihidroxibenzoico (Acido galico)
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citotéxico es el acido galico (AG) (figura 1.12), que ha sido aislado de plantas,
frutas y verduras. Se obtiene directamente de la materia vegetal o a partir de la
hidrolisis del &acido tanico.!%>% Cuenta con diversas actividades como

antinflamatoria, antioxidante, prooxidante, citotéxico, antiangiogénica y antibidtica.
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Respecto a su efecto anticancerigeno, hay estudios en modelos animales y
en cultivos in vitro de lineas de diferentes tipos de cancer como el de mama,
vejiga, prostata, higado, leucemia y gliomas.'® Tal efecto esta relacionado a sus
propiedades anti y prooxidantes, y a su efecto como segundo mensajero en
diferentes vias de sefializacion, destacando la via apoptética.'%” Se ha observado
en cultivos de células promielociticas de leucemia que diferentes concentraciones
de AG inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO’s),
principalmente H20: intracelular, induciendo la apoptosis temprana. La induccion
de esta via por acciéon del AG también se ha estudiado en lineas celulares
humanas de cancer de pulmén, en donde se prende la via apoptética debido a la

intervencion de Bcl-2 y de las caspasas 3, 8 y 9.198

Otro punto a favor del uso del AG es la selectividad que presenta al menos
en las células que conforman a los gliomas, pues reduce la viabilidad de las lineas
celulares U87 y U251, sin afectar a las células epiteliales normales de cerebro de

raton.109

Una de las desventajas del acido galico, es que resulta ser una molécula
gque apenas en los ultimos 10 afios ha tenido un incremento respecto a su
investigacion, esto de acuerdo con los datos de PubMed. La mayoria de los
estudios se enfoca en su efecto como antioxidante, mediante ensayos de DPPH,
FRAP y ABTS; mientras que las pruebas para evaluar al AG en animales,
particularmente ratas son menores, por lo tanto, aun no se tiene la informacién

necesaria para ser llevado a la clinica. Por otra parte, una desventaja mas del AG
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es que a pH fisiolégico (7.4), los &cidos se encuentras en forma de carboxilato
generando inestabilidad y toxicidad metabdlica; absorcion y biodisponibilidad
erraticas; y limitada difusion pasiva a través de las membranas.'1° Sin embargo, se
estan implementando nuevas estrategias para una mejor biodisponibilidad del

acido galico, mediante la administracion dirigida con varias nanoestructuras.*!

En cuanto a los derivados del AG, el galato de etilo también ha presentado
efecto antiproliferativo y a su vez induce apoptosis en lineas de cancer de mama
(MDA-MB-231).1*? Algunos otros derivados como los esteres alquilicos (metil,
propril y octil galato; figura 1.13) también inhiben la proliferacién e inducen

apoptosis en lineas tumorales de raton.*3

N § O\/\

HO OH HO OH
OH
HO H

Aoé (@)
OH
CO (@)
O
OH
Figura 1.13. Derivados del &cido galico: Esteres

alquilicos. A) Galato de metilo, B) Galato de propiloy C)
Galato de octilo
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En nuestro grupo de trabajo, se ha realizado investigacion en torno al galato
de etilo, su efecto citotoxico y proapoptético en un modelo de carcinoma de higado
humano, obteniendo ICso 38, 75 y 211 uM para las lineas Hep 3B, Hep G2 e IHH
respectivamente.'* También se han estudiado otros tipos de cancer entre ellos
préstata (PC3) y cervicouterino (HeLa).'** Por otra parte, se indagé en el uso del
acido gélico como coadyuvante en el tratamiento del cancer de ovario, se
utilizaron las lineas A2780 y A2780AD, esta Ultima es resistente a paclitaxel (figura
1.14). En la figura 2 se observo que el tratamiento conjunto de AG y paclitaxel
disminuyen en gran medida la viabilidad celular en ambas lineas incluso en la
resistente.!> Poniendo al AG como una alternativa muy prometedora en el

tratamiento de algunas neoplasias.

A A2780 B A2780AD
100 - PTX L - PTX
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Figura 1.14. Efecto citotéxico de la combinacion del AG y Paclitaxel (PTX) en cancer de
ovario. A) Efecto de diferentes concentraciones de PTX, solo y combinado con 50 pM de AG en la linea celular
A2780 B) Mismo tratamiento que la linea A2780, pero utilizando 100 uM de AG. Sdnchez-Carranza; 2018.
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1.3 DISENO DE FARMACOS

En la actualidad el desarrollo de nuevos farmacos es cada vez mas seguro,
especifico y efectivo, respecto al tratamiento para el cual fueron disefiados. Esto

esta basado en que los nuevos farmacos se desarrollan con un disefio racional.'t®

1.3.1 Variacion molecular (modificaciones moleculares)

En cuanto a los procesos tradicionales para el disefio de farmacos, se
obtiene informacién empirica a través de la observacion, dando pie a moléculas
lideres o cabezas de serie. Estas moléculas activas pueden proceder de la
medicina tradicional o compuestos generados a través de la sintesis quimica o
biotecnolégica. Una vez identificada la molécula lider o cabeza de serie se realizan
modulaciones o variaciones en su estructura con el fin mejorar la potencia de la
molécula lider, potenciar acciones secundarias deseadas, eliminar efectos
secundarios no deseados, combinar actividades y mejorar su biodisponibilidad.’
Todo lo anterior debido a la estrecha relacion entre los compuestos obtenidos y la
cabeza de serie. En muchos de los casos se pueden obtener compuestos mas

simples con mejor actividad que la molécula lider.

1.3.2 Disefio racional de farmacos asistido por computadora

Respecto al disefio racional de farmacos, cada dia se conocen mejor las
bases biologicas de una enfermedad, lo que permite profundizar en el proceso
fisiolgico basado en interacciones entre proteinas o entre proteinas y moléculas
pequefias (ligandos), como el caso de la unién farmaco-objetivo (proteina). Por lo

gue es importante destacar que desde la aparicién de la difraccion de rayos X,
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asociada con la identificacion de la composicion quimica y de la geometria
tridimensional (3D), se han resuelto un amplio nimero de proteinas, tanto por
rayos X, como por resonancia magnética nuclear (RMN).18 Dichas resoluciones
de estructuras, composicion quimica y posiciones relativas en 3D de cada atomo
en una proteina, ha generado la evolucion extensa de la busqueda para encontrar
nuevas moléculas de importancia que actien como nuevos farmacos. Aunado a lo
anterior, el surgimiento de modelos computacionales basados en leyes fisicas
permitio imitar las interacciones entre moléculas y atomos, generando un conjunto

de aproximaciones a sistemas reales a través de experimentos in silico o virtuales.

Este tipo de disefio se basa en la asistencia de la computadora para el
andlisis de nuevas moléculas, y asi poder relacionar una estructura quimica con
una actividad biol6gica.''® Esto ayuda a descubrir moléculas activas, optimizar las
ya conocidas y seleccionar las mejores dentro de un grupo determinado con
caracteristicas especificas y detectar mas compuestos en menos tiempo a un

menor costo.120

Como estrategia general, los farmacos tienen su funcion con base en la
interaccién con macromoléculas presentes en el organismo, generando dos ramas
principales en su disefio: Disefio basado en la estructura del receptor y disefio
basado en la estructura del ligando.*® En el primer caso se toma en cuenta la
estructura tridimensional de la macromolécula que interactia con el ligando,
mientras que el segundo, se basa en el estudio de la estructura quimica de la

molécula con actividad bioldgica o ligando.
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1.3.2.1 QSAR

En el disefio de farmacos basados en la estructura del ligando,
encontramos un método muy comun denominado estudio QSAR. Dicho método
tiene su origen en los afios 60’s, a través de los estudios in silico desarrollados por

Corwin Hansch y Toshio Fujita.

La definicion del modelado QSAR es la relacion matematica entre una
respuesta (actividad, propiedad, toxicidad y otras) y caracteristicas fisicoquimicas
definidas por los descriptores moleculares de las moléculas analizadas. Por lo que
la finalidad de este estudio es generar modelos mateméticos predictivos y que
puedan ayudar a evaluar la actividad de compuestos quimicos nuevos que no se
han sintetizado, ni evaluado experimentalmente, esto a través de sus propiedades
fisicoquimicas.’? Las actividades biolégicas hacen referencia al efecto
farmacolbégico que tiene un compuesto sobre un blanco molecular (Efecto
citotoxico, antiinflamatorio, antipirético, antitusivo, antihistaminico, etc.). Mientras
que las caracteristicas fisicoquimicas hacen alusion a la solubilidad, lipofilicidad,
ionizacion etc. Por lo que los descriptores moleculares son numeros utiles o
resultados de experimentos estandarizados, obtenidos de estructuras quimicas

especificas.16

El modelo QSAR se desarrolla partiendo de los compuestos para los cuales
se tenga una determina evaluacién experimental de la actividad, lo que permite
realizar la prediccién de la actividad de un mayor nimero de moléculas.'?? Este

tipo de estudios es util en la prediccién de actividad biol6gica/quimica de interés, la
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optimizacién de la sintesis quimica de moléculas de interés, en la comprension de
mecanismo de accion de un grupo particular de moléculas, en la prediccion de
toxicidad de los compuestos, en la identificacion de compuestos peligrosos en
etapas iniciales del disefio y en el refinamiento estructural de las moléculas a

sintetizar.

Los estudios QSAR constan de cuatro pasos: Busqueda de moléculas,
disefio molecular, generacion del modelo y validacion estadistica. Es decir, se
comienza a recabar la informacion de moléculas con la actividad biol6gica que nos
interesa; para que después éstas sean dibujadas y optimizadas a través de
procesos légicos matematicos. A partir de este proceso , se generan se generen
descriptores moleculares que seran fundamentales para la creacion del modelo, al
cual se le realiza la validacién estadistica, que consiste en evaluar la capacidad
que tiene el modelo QSAR para predecir con exactitud la actividad bilégica de

interés.1®* Un modelo QSAR se representa de la siguiente manera:

y=C1X1+C2X2+---+CnXn+b

Donde:

y: Es la actividad bildgica

Cn= Constantes arrojadas por el modelo

Xn: Descriptores involucrados en la actividad bioldgica
b: Intercepto del origen

39



Capitulo I

1.3.2.2 Acoplamiento molecular (docking)

Como se menciond con anterioridad los avances en diferentes campos de
la ciencia que implican la purificacién de proteinas, la elucidacion de estructuras
por RMN, la cristalografia y la identificacion de nuevos blancos terapéuticos han
generado avances en la busqueda virtual de nuevos farmacos. Dentro de las
estrategias de busqueda implementadas y de gran relevancia, destaca el

acoplamiento o docking molecular.1?3

El acoplamiento molecular es una técnica in silico que se emplea para
predecir las posibles formas en las cuales se puede generar un complejo ligando-
receptor, donde el receptor generalmente es un oligdmero o una proteina y el
ligando es una pequefia molécula u otra proteina.'?* Cabe mencionar que la gran
mayoria de los procesos bioquimicos dependen de las intereacciones de los
ligandos con sus moléculas receptoras, por lo que el reconociento molecular es
fundamental en las interaciones enzima-sustrato, proteina-inhibidor y acido
nucleico-inhibidor. Resultando asi el docking molecular de gran relevancia en el

campo de la medicina.

Desde la decada de los 80's, se han desarrollado diferentes programas
para realizar el acoplamiento de las moléculas, que permitan estudiar y
caracterizar las interacciones a nivel atobmico entre una proteina y un ligando en el
sitio de unién.1?®> Esta caracterizacion resulta un tanto complicada debido a que se
tienen que tomar en cuenta diversos factores como son la molvilidad del ligando y

del receptor, las interacciones con las moléculas de agua y el efecto de la proteina
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sobre distribucién de las cargas del ligando.'?®¢ De manera tradicional para poder
realizar el acoplamiento se debe contar con una estructura tridimensional de la
biomolécula blanco, la cuél debe ser acondicionada para el andlisis y poseer un
sitio de union previamente identificado. Tambien es necesario contar con una
variedad de ligandos identificados y con estructuras conocidas que presenten las
condiciones adecuadas para realizar su simulacion con el blanco

(Proteina).118,120,127

La realizacién del docking implica dos pasos fundamentales: La prediccion
de la conformacién del ligando-proteina y la evaluacion de la afinidad de unién.
Esto en conjunto tiene como objetivo generar un grupo de conformaciones del
complejo (Ligando-Receptor), para poder clasificarlas con base en su estabilidad.
En el primer paso del acoplamiento se generan las poses del ligando, es decir, sus
posiciones y orientaciones dentro de los sitibn de union, para lo cual se requiere
una estrategia de busqueda. Dicha funcion o algoritmo de busqueda debe
enumerar un conjunto 6ptimo de formas de unién del ligando-receptor y tiene que
tomar en cuenta el espacio de busqueda y los grados libertad de rotacion y
translacion de las moléculas. El software realiza una busqueda sistematica que
permite obtener la conformacion de minima energia, cuyo valor sera dado por un
AG (U total en kcal / mol) negativo.'?® Los algoritmos de blsqueda se pueden
clasificar en 3 categorias: 1) Metodos sistematicos (Construccion incremental,
busqueda conformacional y bases de datos), 2) Métodos estocasticos (Monte

Carlo, algoritmos genéticos, busqueda tabu) y 3) Métodos de simulacion o
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deterministicos (Dinamica molecular, optimizacién geométrica).'?® El segundo
paso consta en comparar, evaluar y calificar (puntuar) las poses, a través de
funciones de puntaje o scoring.'?31?8 Esto para poder diferenciar las poses
correctas de las incorrectas en un tiempo de célculo razonable. Cabe sefialar que
no hay una funcién que dé puntaje preciso y eficiente. Por lo tanto, es importante
obtener el rango correcto relativo de cada ligando con base en los datos
analizados, siendo que los mayores puntajes seran los que mejor se acoplen. Es
decir, las funciones de puntuacion implican estimar, en lugar de calcular, la
afinidad de unién entre la proteina y el ligando y, a través de estas funciones,
adoptar diversas suposiciones y simplificaciones.'?®124 Las tres principales
funciones de puntuacion son: 1) las basadas en el campo de fuerza, 2) las
empiricas y 3) las asadas en el conocimiento. Despues del acoplamiento se
obtiene una lista de poses que, mediante graficos, permiten realizar una
evaluacion visual de la bondad del ajuste, la formacion de enlaces de hidrégeno
claves (HB del inglés Hydrogen Bond), interacciones electrostéaticas,
complementariedad de la superficie y estabilidad del complejo unido respecto a

sus formas libres.118.129
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1.4 JUSTIFICACION:
Durante los ultimos afios, el cancer se ha posicionado dentro de las

principales causas de muerte en México y en el mundo, destacando el
cervicouterino como uno de los de mayor incidencia asociados a la poblacién
femenina. A pesar de contar con tratamientos preventivos y presentar buena
supervivencia si se detecta en etapas tempranas, resulta con un pronostico muy
pobre en etapas avanzadas. Esta patologia suele ser tratada con cirugia,
radioterapia y administracion de cisplatino, paclitaxel y combinacién de las
anteriores. Los efectos adversos que dichos tratamientos pueden llegar a generar,
llevan a la busqueda de nuevas alternativas para contrarrestar esta enfermedad,
que permitan mejorar la calidad de vida y la supervivencia de la poblacién
afectada. Elegimos al 4cido galico para el estudio y disefio de nuevas moléculas,
debido a que ha mostrado entre sus efectos, el citotdxico en experimentos in vivo
e in vitro, tanto en animales como en lineas celulares humanas. Ademas de que
algunos ésteres alquilicos derivados del AG también presentan este efecto, por lo
que resulta interesante indagar mas sobre la estructura lider de AG y sus posibles

derivados.

Con el fin de entender mejor las relaciones estructura y actividad, una de
las mejores formas de abordar este tema es a través del disefio racional de
farmacos asistido por computadora. Este tipo de aproximacion asiste en el
descubrimiento de nuevas moléculas activas, optimiza las ya conocidas Yy
selecciona las mejores dentro de un grupo determinado con caracteristicas

especificas. Ademas, se puede realizar el analisis de un mayor numero de
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compuestos en menos tiempo a un menor costo. Incluido en el disefio racional de
farmacos se encuentra el QSAR, que una de las herramientas clave para el disefio
de nuevas moléculas activas. Con ayuda del acoplamiento o docking molecular se
puede proponer in silico la hipotesis del mecanismo de accién. Usando la
informacion anterior, en nuestro trabajo, procedimos a la semi-sintesis,
purificacion, y elucidacion de las moléculas méas activas. Finalmente, para poder
culminar con la comprobacion de nuestro andlisis in silico, se procedié a la
evaluacion bioldgica de los compuestos en la linea celular HeLa y HaCat. A través
de este estudio se pudo dar pie a novedosas propuestas terapéuticas mediante el
disefio racional de novedosos derivados de AG.

1.5 HIPOTESIS:

Los derivados del &cido galico obtenidos a partir de un disefio racional de
farmacos tendran un efecto citotdxico en la linea celular cancerigena humana
Hela.

1.6 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto citotoxico in vitro y analizar in silico el mecanismo de
accion de derivados del acido galico, que se disefien racionalmente, mediante un
modelo QSAR.

1.7 OBJETIVOS PARTICULARES:
1.7.1 Computacionales

e Analizar in silico los derivados de acido galico con base en la actividad

citotéxica mediante un analisis QSAR en la linea celular HelLa.
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e Disefiar con ayuda del modelo un grupo de nuevos derivados de acido

galico y cinamico.

e Realizar un docking molecular con los derivados AG y las moléculas de

unién a tubulina en el sitio de la colchicina.

1.7.2 Experimentales

¢ Realizar la semi-sintesis de los derivados seleccionados del acido galico.

e Purificar los derivados obtenidos de la semi-sintesis.

e Elucidar estructuralmente a los derivados semi-sintetizados.

e Determinar el efecto citotoxico de los derivados del acido gélico en la linea

celular HelLa, obteniendo su ICso.
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Capitulo IT

Es este capitulo abordaremos los detalles para la generacion del modelo
QSAR, asi como la propuesta y el disefio de nuevos derivados de acido galico con

efecto citotoxico en la linea celular Hela.

2.1 DETALLES COMPUTACIONALES
2.1.1 Busqueda de moléculas y disefio molecular

Se realiz6 una busqueda de moléculas que presentaran el motivo del anillo
aromatico en su estructura; ademas que reportaran actividad citotoxica
experimental en la linea celular HelLa, a través del ICso obtenido por el ensayo
colorimétrico MTT.»217133-10. A partir de esta busqueda se identificaron un total de
170 moléculas que cumplian los criterios propuestos. Sin embargo, 30 moléculas
fueron excluidas del estudio porque su valor de ICso estaba por debajo del rango
micromolar, que puede presentar fuertes efectos secundarios. Lo anterior tomando
en cuenta que la Sociedad Americana del Cancer, menciona que no todos los
farmacos utilizados en quimioterapia pueden diferenciar entre las células
cancerosas y normales; por lo tanto, son citotéxicos para ambas poblaciones
celulares, lo que da lugar a efectos secundarios. Estos efectos aumentan cuando

se utilizan compuestos con valores de 1Cso muy bajos.

Las 140 moléculas finales (figura 2.1) se construyeron utilizando el software
SPARTAN'18.16 Posteriormente, se realizd un andlisis conformacional para
obtener el conformador de equilibrio (conformador de menor energia), mediante la

teoria de mecanica molecular con el campo de fuerza Sybyl, analizando 10,000
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conformadores. A continuacion, se optimizd la geometria estructural de estas
moléculas -mediante el método semiempirico PM6 (parametric method number
6).1” Finalmente, para corroborar que las estructuras se encuentran en un minimo
en la superficie de energia potencial se realizd el célculo de sus frecuencias

vibracionales (IR).

2.1.2 Célculo de descriptores moleculares

A partir de las estructuras optimizadas de las moléculas, se obtuvieron un
total de 298 descriptores moleculares; estos se agruparon en ocho familias (tabla
2.1). Se obtuvieron siete familias de descriptores con el programa DRAGON
V5.4 y una con SPARTAN'18. En resumen, las familias de descriptores
constitucionales,® fragmentos centrados en atomos y topoldgicos nos ayudaron a
caracterizar de manera sencilla los aspectos estructurales de la molécula: tipo de
atomos, distribuciéon y conectividad. Mientras que las familias geomeétrica,
mecanica cuantica, descriptores de carga y descriptores de propiedades
moleculares nos dan el tamafio, la forma y el posible modo de interaccion con el

objetivo biolégico.?°
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Tabla 2.1 Descriptores moleculares usados durante la construccién del modelo QSAR.

Familiay
Dimension de

los descriptores

Descriptores moleculares

Programa

Constitucionales

(0D)

Conteo de
grupos
funcionales

(1D)
Fragmentos

Centrados en
Atomos

(1D)

Topoldgicos
(2D)

Geométricos
(3D)

Mecanica
Cuantica (3D)

MW, AMW, Sy, Se, Sp, Ss, Mv, Me, Mp, Ms, nAT, nSK, nBT, nBO,
nBM, SCBO, ARR, nCIC, nCIR, RBN, RBF, nDB, nAB, nH, nC, nN, nO,
nS, nF, nCL, nX, nRO5, nRO6, nRO9, nR10, nBnz.

nCp, nCs, nCt, nCrs, nCrt, nCar, nCbH, nCb, nCconj, nR=Cs, nR=Ct,
nRCOOH, nRCOOR, nArCOOR, nArCONHR, nRCO, nArCO, nN=C-Nx,
nArC=N, nRNH2, nArNH2, nArNR2, nN+, nArNO2, nC=N-N<, nROH,
nArOH, nOHp, nOHs, nOHt, nROR, nArOR, nRSR, nCRX3, nArX,
nPyrroles, nThiophenes, nPyridines, nHDon, nHAcc, nHBonds.

C-001, C-002, C-003, C-005, C-006, C-007, C-008, C-009, C-011, C-
013, C-014, C-016, C-017, C-024, C-025, C-026, C-028, C-033, C-034,
C-037, C-038, C-039, C-040, H-046, H-047, H-048, H-049, H-050, H-
051, H-052, H-053, 0-056, O-057, 0-058, 0-059, 0-060, O-061, N-
066, N-069, N-071, N-072, N-073, N-074, N-075, N-076, F-083, F-
084, F-085, CI-089, S-107.

ZM1, ZM1V, ZM2, ZM2V, Qindex, SNar, HNar, GNar, Xt, Dz, Ram,
Pol, LPRS, VDA, MSD, SMTI, SMTIV, GMTI, GMTIV, Xu, SPI, W, WA,
Har, Har2, QW, TI1, TI2, STN, HyDp, RHyDp, w, ww, Rww, D/D,
Wap, WhetZ, Whetm, Whetv, Whete, Whetp, J, JhetZ, Jhetm,
Jhetv, Jhete, Jhetp, MAXDN, MAXDP, DELS, TIE, SOK, S1K, S2K, S3K,
PHI, BLI, PW2, PW3, PW4, PWS5, PJI2, CSI, ECC, AECC, DECC, MDDD,
UNIP, CENT, VAR, BAC, Lop, ICR, D/Dr05, D/Dr06, D/Dr09, D/Dr10,
T(N..N), T(N..O), T(N..S), T(N..F), T(N..Cl), T(O..0), T(O..S), T(O..F),
T(0..Cl), T(S..F), T(F..F), T(F..Cl), T(CI..Cl).

W3D, J3D, H3D, AGDD, DDI, ADDD, G1, G2, RGyr, SPAN, SPAM,
MEcc, SPH, ASP, FDI, PJI3, L/Bw, SEig, HOMA, RCI, AROM, HOMT,
DISPm, QXXm, QYYm, QZZm, DISPv, QXXv, QYYv, QZZv, DISPe,
QXXe, QYYe, QZZe, DISPp, QXXp, QYYp, QZZp, G(N..N), G(N..0),
G(N..S), G(N..F), G(N..Cl), G(0..0), G(0..S), G(O..F), G(O..Cl), G(S..F),
G(F..F), G(F..Cl), G(ClI..Cl).

E HOMO (KJ/mol), E LUMOL (KJ/mol), dipole, hardness and ovality

Dragon

Dragon

Dragon

Dragon

Dragon

SPARTAN’18
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Carga Qpmax, gnmax, Qpos, Qneg, Qtot, Qmean, Q2, RPCG, RNCG, SPP, Dragon
TE1, TE2, PCWTe, LDI.

Propiedades Ui, Hy, AMR, TPSA(NO), TPSA(Tot), MLOGP, MLOGP2, ALOGP, Dragon
Moleculares ALOGP2.

2.1.3 Generacion del modelo QSAR

Para construir el modelo matematico se utiliz6 MobyDigs;?! este programa
utiliza la técnica del algoritmo genético para el célculo de modelos de regresion
que determinan la relacibn entre una variable dependiente (Y =
Actividad biolégica) respecto a otras variables independientes (X =
Descriptores moleculares). Se asigndé como variable dependiente (Y) la

citotoxicidad (uM) en la linea celular HelLa. Se probaron diferentes
transformaciones matematicas sobre Y (%,LogY,y Log (%)) para el analisis de

algoritmos genéticos, con el fin de encontrar la que asegura una mayor
correlacion. La mejor transformacion encontrada fue LogY, ayudandonos a
normalizar y tener una mejor perspectiva grafica de nuestros datos, enteros de 1 a
900 uM. Para el modelo final se aplicé otra transformacion, cambiamos el dato
bioldgico (LogY ) por el valor de la diferencia obtenida de comparar el LogY de
cada compuesto con el que corresponde al acido galico (ALogY = LogY; —

LogY iciqo gatico); d€ 12 misma manera que se hizo con los descriptores moleculares

finales (anexo capitulo II, tabla 2.1S, 2.2S). Es importante mencionar que la

generacion del modelo se realizé a través de dos categorias de moléculas: las
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utilizadas para la fase de entrenamiento y las otras utilizadas en la fase de
validacion. En la fase de entrenamiento se lleva a cabo la generacion de los
modelos QSAR, mediante la combinacion de diferentes descriptores moleculares
(298 para nuestro estudio) hasta conseguir una buena correlacion con la actividad
bioldgica (valor R? ). En la fase de validacion, se evalud la capacidad de prediccion
del modelo final (Q? y QZ,,), seleccionando al azar el 30% de las moléculas y
prediciendo sus valores experimentales, este procedimiento se realizé al menos

cinco veces.

2.1.4 Validacién del modelo QSAR

Para la validacion del modelo QSAR se emplearon los siguientes
parametros estadisticos: Test de Fisher (F), desviacion estandar (s), coeficiente de
determinacion (R?), coeficiente de determinacién ajustado (Rf,dj), regla QUIK,
reglas de redundancia (RP) y de sobreajuste (RN).22 Para la capacidad de
predicciéon del modelo se consideraron diferentes pardmetros estadisticos, como el
coeficiente de correlacion QZ,o, la regla asinttica Q2 (Qigym). €l bootstrap
(Q3001), las técnicas de Y-scrambling (a(R?)) y a(Q?) y la validacion externa
(Q34r). Todos los detalles matematicos de estas reglas y parametros estadisticos

se muestran en la seccion suplementaria.?324
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2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

2.2.1 Modelo QSAR

La busqueda bibliogréafica arrojé un total de 140 moléculas (figura 2.1) con
las caracteristicas de nuestro interés y con valores de ICso en el rango de 1- 877.8
UM, seis moléculas fueron excluidas. Estas seis moléculas se eliminaron del
modelo debido a que presentaban valores atipicos (outliers), es decir,
estadisticamente eran diferentes al resto de las moléculas. De acuerdo con el
grupo de Jana, si el valor residual de la diferencia entre la actividad biologica y la
predicha excede dos veces la desviacion estandar, pueden ser considerados
como moléculas outliers. El modelo QSAR consta de 14 variables, perteneciente a
seis familias de descriptores, y se muestra a continuacion junto con sus
pardmetros estadisticos.

AloglICsy = 0.13639736 £ 0.45 ASv — 0.14600261 + 0.032 AnAT — 0.5092434 + 0.048 AnR06
+0.39477929 + 0.052 43D + 0.1304392 + 0.012 AADDD — 0.19552034
+ 0.037 ASPAN + 1.71481976 +0.269 AHOMA + 1.2584266 + 0.094 nRCOOH
—0.53392036 + 0.041 nArCOOR + 1.45769435 £ 0.160 ndArC
= N + 0.10326459 + 0.030 40 — 057 — 0.02443551 + 0.018 ATE2 — 0.07491675
+0.034 AMLOGP + 0.01755769 + 0.005 AMLOGP2 — 0.044668

+0.021. Ec.(1)

R>=0.76 §=032 F=19.02 R" =-0.0.33
Rp = 0.0074 Q% =0.69 Q%, =0.62 AQ = 0.0152

Q2,0 = 0.65 a(R?) =0.075 a(Q? =-0.186
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Figura 2.1. Estructura de los compuestos aromaticos utilizados en los modelos QSAR

58



Capitulo IT

Los valores correspondientes a los descriptores moleculares empleados en

la generacion de la ecuacion QSAR se presentan en la tabla 2.2S (anexo capitulo

).

Mientras que en la tabla 2.3S (anexo capitulo Il) se presentan las
actividades experimentales (Yexp) Y predichas (Ypred), también se muestran los
valores de apalancamiento (Hat) y el error predicho (Errpred). Este Ultimo es el
resultado de la diferencia entre Yexp €n relacion con Ypred Y S€ presentan mediante

el ReSidua|pred (Yexp'Ypred)-

El dominio de aplicabilidad de nuestro modelo se evalué mediante su
grafico Williams, generado con el promedio de cinco experimentos en los cuales
se obtuvieron valores similares para los parametros estadisticos. En la figura 2.2S
se presenta este grafico de Willimias, nos muestra el dominio de aplicabilidad de
nuestro QSAR basado en los residuos de prediccion y los valores de
apalancamiento, se pueden identificar los compuestos estructuralmente diferentes
(h>h*; h*=3h) y los valores atipicos de la respuesta (Residualprea>3SDEC). Los
compuestos fuera del recuadro negro se identifican como valores atipicos (figura
2.2). Estas lineas representan el apalancamiento de advertencia (h*, linea
horizontal) y tres veces la desviacion estandar en el error de calculo (SDEC, lineas
verticales). Seis moléculas (2, 4, 5, 27, 40 y 133) quedaron fuera del dominio de

aplicabilidad del modelo. Por lo tanto, el modelo no puede aplicarse para la
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prediccion de la actividad citotoxica de nuevos compuestos aromaticos con alta

similitud estructural a estos seis compuestos.

Las moléculas 27 y 133 son mas complejas estructuralmente, con valores
altos para nR06, ASv, AnAT, y AADDD. En el caso de las moléculas 2, 4,5y 40 a
pesar de no ser tan complejas, tienen grupos OH (0 —057) en sus anillos
aromaticos. Segun nuestro estudio, la presencia de grupos OH afecta la actividad
citotoxica de los compuestos. Esta caracteristica aumenta especialmente la
polaridad de la molécula 5. Mientras que las moléculas 2 y 4 tienen altos valores
de AJ3D con respecto a las demas, lo que se debe al tamafio, la forma y la
distancia de las ramas. Finalmente, las moléculas 27, 40 y 133 presentan los
valores mas altos para ATEZ2, lo cual indica que los atomos de estos compuestos
tienen interacciones electrénicas intramoleculares que pueden afectar su

ionizacién y polaridad.

La figura 2.2 nos ayudd a determinar la adecuada capacidad predictiva de
nuestro modelos QSAR (Log ICsocal VS. Log ICso0exp), la cual fue determinada a
través de cinco experimentos (figura 2.2 y figura 2.3S, anexo capitulo Il), en los

cuales se obtuvieron valores similares para los parametros estadisticos de Q2 y

2
Qext-
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Diagrama de dispersion para el 2do Exp.
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Figura 2.2. Habilidad predictiva del modelo Q

SAR (Log ICsopred VS. LOg ICsoexp

En la ecuacibn QSAR (ecuacion 1) los primeros tres descriptores son

constitucionales; nAT es el nidmero total de atomos en la molécula; nR06 se

refiere al numero de anillos de 6 miembros y Sv es la suma de los volimenes

atomicos de Van Der Waals (a escala de atomo de carbono).

El valor del descriptor Sv se obtiene de la siguiente manera:

(ec.2)
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Donde V; es el volumen de Van Der Waals del i-ésimo atomo.?® Segun el
modelo QSAR, este descriptor afecta negativamente a la actividad biolégica. Esto
es congruente ya que el valor de Sv esta relacionado con el efecto estérico de los
compuestos; ya que al aumentar de volumen la farmacocinética y la
farmacodinamica de estos se ven afectadas. En cuanto a la farmacocinética, la
afectacion se genera debido a que a un compuesto con un mayor volumen le sera
mas dificil atravesar las barreras bioldgicas; respecto a la farmacodinamica la

interaccién con la diana bioldgica puede minimizarse o incluso perderse.

Mientras que los descriptores nAT, y nR06 tienen una contribucién positiva
en la actividad citotoxica, esta contribucion esta asociada al efecto estérico, el
aumento del tamafio y volumen de los compuestos; ya que estas caracteristicas
podrian orientarlos adecuadamente a su sitio de union, generando interacciones

con los aminoacidos aromaticos.

Cabe mencionar que la combinacion de la informacibn de estos
descriptores nos orienta en el disefio racional de compuestos citotoxicos, debido a
que nos propone aumentar el nUmero de atomos en los nuevos derivado de AG,
en particular anillos de seis miembros, o &tomos de pequefio volumen, evitando la

penalizacion de Sv.

Los cuatro descriptores siguientes son de tipo geométrico, empezando por

SPAN que corresponde al parametro span R definido como el radio de la esfera
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mas pequefia, situada en el centro de masa, que encierra completamente todos

los atomos de una molécula:
R = max;(r;) (ec.3)
Donde r_i= Distancia del i-ésimo atomo del centro de masa.z

ADDD corresponde a la distancia media/grado de distancia, asociada a la
matriz geométrica G y a la matriz de distancia de la molécula. 2
A A
ADDD = Z i 4
=7 2, aij (ec.4)

i=1j=1

Donde r;; corresponde a la distancia geométrica y d;; a la distancia

topoldgica.

J3D se refiere al indice 3D-Balaban asociado a la matriz geométrica G o
matriz de distancia geométrica de una molécula, y se calcula de la siguiente

manera:

J3D or 2] = IB(G) = CL;l 'Zb(G"i 6g)71/2 (ec.5)

Donde IB es el operador Ivanciuc-Balaban. C es el niumero ciclomatico
(Numero de anillos), mientras que C + 1 es el factor de normalizacion respecto al
namero de anillos en la molécula. B es el nimero de enlaces en el grafico
molecular. Finalmente, ¢g; y ¢g; son el grado de distancia geométrica de los dos

vértices incidentes con el enlace b.26

63



Capitulo IT

HOMA se refiere al Modelo de oscilador armoénico del indice de
aromaticidad;?” se considera el grado de alternancia de los enlaces
simples/dobles, midiendo las desviaciones de la longitud del enlace respecto a las
longitudes éptimas del estado aromatico tipico:

B t
Xk ak-ZbZ'i(TkOP - Tb)z
By

HOMA =1 — (ec.6)

Donde la primera suma corre sobre cada k-ésimo tipo de enlace aromatico.
B es el numero de las contribuciones de enlace tipo = consideradas del k -ésimo

tipo de enlace aromatico. La longitud de enlace real es r;,; mientras que la longitud
de enlace aromatico tipica referida al k -ésimo tipo de enlace aromatico es rk"pt. ay

es una constante numérica y el ndmero total de enlaces aromaticos esta

representado por B,.

De acuerdo con el modelo QSAR, el descriptor SPAN tiene una
contribucion positiva a la citotoxicidad asociada a la forma y al efecto estérico que
podria permitir la orientacion adecuada de la molécula y su diana biologica,
favoreciendo la farmacodinamica de las moléculas. Para este caso, se prefieren
moléculas flexibles, de mayor tamafio e hidrofébicas, ya que su relacion minima -
gue encierra todos los atomos desde el centro de masa- es mayor debido a la
contraccion hidrofébica estructural. En el mismo contexto, el ADDD recopila
informacion sobre el plegamiento molecular; de hecho, en estructuras altamente

plegadas, tiende a ser pequefio ya que las distancias interatdbmicas son menores;
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mientras que las distancias topoldgicas aumentan a medida que el tamafo de la
estructura aumenta.z Segun nuestro modelo, los valores més bajos de ADDD
son la mejor opcion para el disefio de nuevos compuestos citotoxicos, ya que
estos valores reduciran la penalizacion de este descriptor respecto a la actividad

bioldgica.

El descriptor /3D es sustancialmente independiente del tamafio de la
molécula y del nUmero de anillos,* ya que es menor para las moléculas con mayor
namero de ramificaciones. Por lo tanto, se prefieren las moléculas mas

ramificadas para nuestro disefio

El termino HOMA también tiene una contribucion negativa a la actividad
biologica de acuerdo con el QSAR, HOMA esta asociado a efectos electronicos
que modifican la aromaticidad de la molécula, aumentando su valor en relacion
con la perturbacién del estado aroméatico estandar para cada tipo de enlace. Por lo
tanto, se prefieren los sistemas de estado aromético estable para nuestras
moléculas. Este descriptor puede estar relacionado con la polaridad y la
solvatacion de las moléculas, influyendo en el cruce de las membranas celulares y
en la interaccién con la diana bioldgica, alterando la farmacocinética. En cuanto a
la farmacodinamica de las moléculas, esta se podria ver afectada debido a las

interacciones 1T-1T 0 cation-1r con residuos aromaticos o cargados.

Los tres descriptores siguientes -nArCOOR, nArC=N y nRCOOH-

pertenecen a la familia de recuentos de grupos funcionales y se refieren al nimero
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de estos grupos funcionales dentro de las moléculas de interés, es decir,
nArCOOR es el nimero de ésteres aromaticos, nArC = N es el nimero de iminas
aromaticas y nRCOOH indica el nimero de &cidos carboxilicos. Brevemente,
segun el QSAR, nArCOOR tiene una contribucion positiva a la actividad biologica
porque este grupo funcional disminuye la polaridad de las moléculas, aumentando
su lipofilia, lo que les permite atravesar las barreras hidrofébicas e interactuar con
su diana molecular, favoreciendo la farmacocinética de las moléculas. Por el
contrario, nRCOOH tiene una contribucién negativa a la actividad bioldgica, esto se
debe a su alta polaridad, complicando el cruce a través de las barreras bioldgicas
hidrofébicas. En el caso de nArC = N, su contribucién negativa esta asociada al
efecto estérico de estos grupos, que estan presentes en un fragmento molecular
en muchos compuestos (79-95). Este fragmento es el dibenzopirrol, un sistema
heterociclico de tres anillos, que podemos asociar a problemas de forma vy

estéricos de las moléculas que los tienen.

La siguiente familia de descriptores presentes en nuestro modelo es la
correspondiente a los fragmentos centrados en atomos, representada por el
descriptor que 0 — 057. Esta familia de descriptores moleculares se define como
el niumero de tipos especificos de atomos en una molécula y se calculan teniendo
en cuenta la composicion molecular, las hibridaciones y las conexiones de los
atomos. 0 — 057, implica el nimero de OH asociados al Fenol/Enol/Carboxilo. La

contribucion negativa del O — 057 en nuestro modelo se asocia a un aumento de la
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polaridad de las moléculas, es decir, afecta a la farmacocinética de los
compuestos al dificultar su paso por las barreras hidrofébicas y ejercer asi su

accion biolégica.

Posteriormente, los descriptores de las propiedades moleculares
encontrados en el modelo son MLOGP y MLOGP2, que representan el coeficiente
de particion octanol-agua de Moriguchi ((logP) y el coeficiente de particion
octanol-agua de Moriguchi al cuadrado ((logP2)) respectivamente. La contribucién
positiva de MLOGP en el modelo QSAR indica que el aumento de la hidrofobicidad
de las moléculas favorecera su farmacocinética, permitiéndoles atravesar las
barreras hidrofobicas. Sin embargo, la contribucién negativa de MLOGP?2 indica
que aumentar demasiado la hidrofobicidad disminuye su actividad bioldgica, ya
que las moléculas pueden tener baja solubilidad y quedar retenidas en las
membranas celulares, afectando a la interaccibn con su diana biologica. La
presencia de la relacion parabdlica de MLOGP con la actividad citotéxica de estos
compuestos es muy interesante, ya que esto indica la importancia del caracter

lipofilico de los compuestos en su farmacocinética.s:s2

El ultimo descriptor del modelo es TE2, descriptor electrénico topolégico, se
restringe a todos los pares i — j de atomos enlazados, conectando los pardmetros
de polaridad submolecular con la topografia molecular expresada por las

distancias interatbmicas.z
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B
TE2 or °TF = z<|qi—ij| ) (ec.7)
b

b=1 Tij

Donde q son las cargas atomicas parciales, r;; son las distancias
interatdbmicas y B es el numero de enlaces. Este ultimo descriptor tiene una
contribucion positiva en el modelo QSAR asociado a los efectos electronicos
debido a su influencia en la ionizacion y polaridad de una molécula, lo que podria
facilitar el cruce de las membranas celulares e interactuar adecuadamente con el

receptor.

2.2.2 Disefio de derivados quiméricos galicos y cinamicos basado en el
ligando N1-N9

La informacion proporcionada por nuestro modelo QSAR (ec. 1) mostré que
para lograr una mejor actividad citotéxica de los derivados de AG en la linea
celular HelLa, es necesaria la presencia de ésteres aromaticos (nArCOOR), anillos
de 6 miembros (nR06), y un aumento del nimero de atomos (nAT) y de la lipofilia
(MLOGP) de las moléculas. Ademas, la busqueda de moléculas plegadas (ADDD)
y restringidas conformacionalmente (SPAN) son uno de los objetivos de este
disefio. Por ello, los derivados propuestos son ésteres aromaticos con
metilaciones en el motivo galoilo -para aumentar nAT, nArCOOR, SPAN y MLOGP —

lo que mejorara su actividad biolégica (figura 2.3).
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Figura 2.3. Estrategia de disefio de nuevos derivados de AG.
La presencia de grupos éster, anillos de 6 miembros y un aumento moderado del

numero total de 4tomos, mejoran la actividad citotdxica.

En el caso de los derivados N3 y N4 (figura 2.4), se proponen con el interés

de mejorar la actividad respecto a sus analogos los galatos etilicos, evaluando el

efecto de las metilaciones sobre las propiedades electronicas (AHOMA y ATE?2),

estéricas (AADDD, AJ3D, y ASPAN) vy lipofilicas (AMLOGP) del anillo aromético.

Segun el QSAR, el grupo hidroxilo (O — 057) en el anillo aromatico afecta a la

lipofilia y disminuye la actividad. Ademas, esta modificacibn aumenta el nAT, el

SPAN y el MLOGP. Por ultimo, los compuestos N7-N9 (figura 2.4) se proponen

porque el aumento de anillos de 6 miembros (nR06), la cadena de enlace de
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carbono (nAT) y las metilaciones (eliminaciéon de 0 — 057) en el anillo aromético
mejoraran el efecto citotoxico, ademas estas modificaciones aumentan los valores

de MLOGP, SPAN y TE?2.

Oy O~
H3CO OCH; a OCH; H,;CO E OCH,
OCH3 OCH3 OCH;,4
N3
OCH, OCH;
OCH, OCH,
oo o 3 &
' OCH, Oy © - OCH,
. )
OCH; H300 OCH; OCH,
OCH, OCH;
N4 N6
W R
OCH3
OCH,
H3CO 7\ o T OCH3
H3CO OCH3
OCH; OCH;

Figura 2.4. Anélogos de galato de arilo sintetizados en base a los resultados del modelo
QSAR (ec 1).
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Posteriormente, las moléculas propuestas fueron disefiadas y optimizadas
con Spartan'l8, para finalmente predecir su efecto citotoxico utilizando nuestro
modelo QSAR. Las ICsopred de los compuestos disefiados se presentan en la tabla

2.2.

Tabla 2.2. Valores de los descriptores moleculares y de las actividades citotéxicas
predichas de los derivados N1-N9.

Mol ASv AnAT AnR06 AJ3D AADDD ASPAN AHOMA NAICOOR  AO-057  ATE2 AMLOGP AMLOGP2 |Csopreateta
NI 16.19 26 1 0.614 16.873 1325 0,012 1 4 2.728 2.955 9.162 6.41
N2 14.08 22 1 0.332 14.409 1.433 0.026 1 -4 077 3.242 10.984 5.93
N3 7.9 15 0 0.993 11.69 1.206 -0.126 1 -4 2.153 1526 2,553 12.89
N4 5.88 11 0 0711 8.217 0.913 0.041 1 -4 0.277 1.765 3.373 12.23
N5 19.92 34 1 1.009 22111 1.501 0.075 1 -4 6.809 0.98 1.104 10.19
NG 17.81 30 1 0.855 19.224 0.991 0.128 1 -4 5.135 1501 2473 12.13
N7 16.19 26 1 -0.338 24.087 4.483 0.071 0 -4 3.355 2.687 7.611 25.61
N8 18.78 30 1 0.636 19.797 1.889 -0.055 0 -4 4114 3.062 9.82 19.31
N9 2252 38 1 1.076 24.479 1.666 0.014 0 -4 8.352 1.344 2.004 28.99

En la tabla anterior podemos observar que las ICsopred para los compuestos
disefiados se encuentran en un rango de 5.93 a 28.99 uM, siendo los compuesto
N1y N2 los méas activos en la linea celular HelLa, de acuerdo con la prediccién de
nuestro modelo QSAR. Sin embargo, se procedié a la sintesis de este conjunto de
nueve moléculas para realizar una comparacién de las actividades predichas y

experimentales.

2.3 CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo QSAR con una capacidad predictiva adecuada (Q? =
0.69 y Q2% = 0.62), mediante un conjunto final de 134 moléculas analizadas, las

cuales en sus estructuras presentaban anillos arométicos de acidos galico, acido
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cinamico, curcumina, podofilotoxina y chalconas, destacando los anillos

trimetoxilados

El modelo QSAR generado esta conformado de 14 variables,
pertenecientes a seis familias de descriptores, que mostraron la importancia de la
forma, el tamafo, la hidrofobicidad y la presencia de grupos funcionales
especificos en la plantilla fendlica. Se observdé que pequefios cambios en las
moléculas, reflejan cambios significativos en su ICso predicha para la linea celular
HelLa (cancer cervicouterino). Por lo tanto, se determindé que, para mejorar la
actividad biolégica de las nuevas moléculas, es necesaria la presencia de ésteres
aromaticos (nArCOOR), anillos de 6 miembros (nR06), y un aumento del numero
de atomos (nAT) y de la lipofilia (MLOGP). Ademas, de que las moléculas deben
de ser plegadas (ADDD) y restringidas conformacionalmente (SPAN); asi como
también es altamente recomendable evitar la presencia de acidos carboxilicos

(nRCOOH) grupos OH (0 — 057) e iminas aromaticas (nArC = N).

Finalmente, con ayuda del QSAR, se propuso una estrategia para el disefio
de moléculas, que mejoran su actividad citotdxica en la linea celular HeLa. Esto
nos llevo al disefio y la predicciéon de la ICso de nueve nuevos derivados del acido

galico (N1-N9).
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Figura 2.1S Conjunto de moléculas excluidas de la generacion del modelo QSAR.
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Figura 2.2S Dominio de aplicabilidad del modelo QSAR (Ec. 1). Grafico de Williams del
residuo de prediccién frente a los valores de apalancamiento de los compuestos aromdaticos con
actividad citotéxica. La linea horizontal muestra el apalancamiento de advertencia (h*=3h=0,484),
las dos lineas verticales indican los limites dentro de los cuales deben estar todos los residuos
(3SDEC=0.877). Los compuestos 2, 4, 5, 27, 40 y 133 que se encuentran fuera del recuadro negro
se identifican como valores atipicos.
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Figure 2.3S. 5to experimento de la actividad predictiva del modelo QSAR.
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Tabla 2.1S. Descriptores moleculares usados durante la construccién del modelo QSAR.

Molécula Log ICso Sv nAT nRO6 J3D ADDD SPAN HOMA nRCOOH nArCOOR nArC=N 0-057 TE2 MLOGP MLOGP2
1 2.06 18.23 30 1 3.106 28.78 7 0.454 0 0 0 2 9.353 1.765 3.116
2 1.96 26.22 45 1 4.977  35.267 5.63 0.463 0 0 0 2 12.72 3.961 15.691
3 1.08 16.15 27 1 3.193 25.896 5.614 0.544 0 1 0 3 9.469 1.027 1.054
4 1.85 24.13 42 1 4.923 33964 5116 0.545 0 1 0 3 12.813 3.303 10.909
5 0.90 20.57 31 2 1.725 31.478 6.811 0.674 0 1 0 3 10.364 0.369 0.136
6 1.65 21.15 31 2 2131 27981 5.126 0.661 0 0 0 3 9.013 0.317 0.1
7 0.96 30.11 47 3 2311 44302 7.492 0.383 0 0 0 0 10.585 3.477 12.088
8 1.58 25.92 40 2 2274 39.946  7.538 0.472 0 0 0 0 10.771 3.2 10.237
9 1.10 25.92 40 2 2.085 40.54 9.564 0.478 0 0 0 0 10.837 3.2 10.237
10 1.04 30.13 48 2 2399  47.997 9.226 0.429 0 0 0 0 10.796 2.591 6.711
11 1.18 30.13 48 2 2.501 46.68 7.899 0.437 0 0 0 0 12.237 2.591 6.711
12 1.08 231 32 2 2.019 33.27 7.97 0.463 0 0 0 0 6.32 4.916 24.168
13 1.04 32.76 53 2 2.767 50.118  9.009 0.483 0 0 0 1 21.599 1.278 1.634
14 1.05 30.11 47 3 2.035 46.264  9.547 0.384 0 0 0 0 10.821 3.477 12.088
15 1.08 29.54 46 2 2126 43.654  7.593 0.31 0 0 0 2 11.301 2.199 4.833
16 1.18 34.33 55 3 2387 51.721  8.197 0.346 0 0 0 0 11.474 2.843 8.084
17 1.15 34.33 55 3 2364 51.983 8.878 0.362 0 0 0 0 12.904 2.843 8.084
18 1.04 27.29 39 3 2.045 39.102  7.585 0.38 0 0 0 0 6.497 5.193 26.971
19 0.79 27.29 39 3 2.04 39.179  8.046 0.374 0 0 0 0 7.038 5.193 26.971
20 0.95 28.06 39 3 2.036 39.297 8.195 0.373 0 0 0 0 6.988 5.408 29.249
21 0.66 22.93 34 3 1969 33.845 7.041 0.643 0 0 0 0 11.525 3.603 12.981
22 0.39 24.68 38 3 2171 36.701  6.559 0.615 0 0 0 0 12.757 3.483 12.134
23 1.15 30.47 49 3 2331 45914  7.432 0.577 0 0 0 0 15.862 3.661 13.404
24 1.05 22.93 34 3 1.981 33.94 6.887 0.659 0 0 0 0 13.086 3.603 12.981
25 0.95 20.6 30 3 1.827 31.03 6.061 0.656 0 0 0 0 11.025 3.924 15.399
26 1.26 24.68 38 3 2.19 36.747 6.18 0.627 0 0 0 0 14.342 3.483 12.134
27 0.88 45.22 74 5 1.686 68.889  9.349 0.853 0 0 0 1 21.084 0.133 0.018
28 0.15 22.59 35 3 2136 34.784  6.002 0.381 0 0 0 0 10.64 1.875 3.514
29 2.69 12.41 19 1 2,744 18.995 4.775 0.49 1 0 0 1 5.042 1.997 3.987
30 2.86 12.93 20 1 2776  19.991  5.079 0.52 1 0 0 2 7.474 1.429 2.042
31 2.74 13.44 21 1 2.844  20.969 4.874 0.467 1 0 0 3 7.526 0.889 0.791
32 2.83 25.99 43 2 2.96 39.382  7.358 0.498 1 0 0 3 16.239 -0.663 0.439
33 2.50 14.61 24 1 3.354 22563  4.496 0.933 0 0 0 1 6.221 211 4.453
34 2,51 15.04 24 1 3.078  23.277 4.795 0.494 1 0 0 2 7.478 1.193 1.422
35 2.88 16.63 27 1 3.256  25.805  5.505 0.476 1 0 0 1 7.532 1.484 2.202
36 2.94 18.74 31 1 3.547 29.401 5.575 0.533 1 0 0 1 10.136 1.245 1.551
37 1.86 11.35 18 1 2,823 18.069  4.238 0.573 0 0 0 4 7.557 0.073 0.005
38 2.15 28.65 47 2 2,504 43459 6.231 0.921 0 0 0 2 12.492 1.209 1.462
39 2.16 29.05 46 2 2417 43701 7.839 0.61 0 0 0 1 10.996 1.279 1.636
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0.30
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1.18

1.41

1.45

1.47

0.74

1.42

0.99

1.29

1.27

0.85

0.87

0.28

0.76

0.50

0.74

29.05

30.02

31.62

33.21

40.41

28.42

30.01

31.61

38.81

30.41

32.01

37.18

30.59

30.59

30

34.11

33.08

31.59
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2.381

2.03

2.1

2.198

2.333

2.553

2.637

2.709

2.432

2422

2.511

2.636

2.308

1.501

1.692

1.691

1.695

1.758

1.747

1.687

1.538

1.608

1.545

1.545

1.559

1.557

1.588

1.779

1.715

1.716

1.716

1.505

1.5

1.502

1.787

1.621

1.568

1571

1.889

1.899

42.589

46.274

48.769

50.688

52.508

39.106

41.323

43.463

49.848

41.688

43.762

45.299

52.34

55.759

44.288

44.274

44.16

50.375

49.258

47.009

50.751

52.396

50.278

50.576

50.63

50.338

50.438

51.738

66.526

58.26

58.173

57.279

47.527

49.399

49.286

61.75

55.392

52.283

52.124

46.401

46.228

7.351

8.48

8.299

8.176

7.813

6.182

6.295

6.777

7.228

7.322

7.477

6.978

8.722

9.518

7.863

7.724

7.81

8.744

8.704

8.597

9.47

8.926

8.938

9.022

9.304

9.201

9.535

9.42

9.385

8.783

9.198

8.558

8.319

8.877

9.179

9.503

6.752

6.882

0.488

0.499

0.491

0.489

0.581

0.713

0.713

0.716

0.781

0.634

0.636

0.631

0.714

0.533

0.531

0.524

0.53

0.525

0.528

0.535

0.614

0.612

0.617

0.613

0.614

0.612

0.495

0.503

0.513

0.515

0.542

0.534

0.544

0.496

0.521

0.513

0.525

0.273

0.269
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21.194

11.222

12.262

12.791

14.068

13.766

14.7

15.226

16.317

12.775

13.768

14.441

15.444

13.601

9.334

9.712

10.445

11.942

12.944

13.285

10.124

11.722

9.685

9.943

11.013

10.83

9.649

12.175

18.16

15.752

17.512

16.768

10.862

11.423

13.156

15.875

15.338

12.538

14.307

11.697

13.127

2.182

2.591

2.809

3.024

4.025

1.85

2.077

2.3

3.336

2.054

2.277

2.496

3.516

3.562

4.984

4.984

4.879

3.816

4.924

5.088

6.146

5.974

5.781

6.146

6.146

6.242

5.716

1.046

2.573

1.963

1.963

4.695

4.326

3.787

1.597

2.526

3.766

3.199

4.855

4.855

4.762

6.711

7.892

9.145

16.197

3.421

4.315

5.291

11.13

4.221

5.187

6.231

12.363

12.686

24.841

24.841

23.805

14.563

24.243

25.891

37.769

35.685

33.419

37.769

42.376

37.769

38.959

32.669

1.094

6.622

3.852

3.852

22.047

18.712

14.344

2.551

6.382

14.185

10.236

23.572

23.572
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1.05

0.68

1.06

1.65

1.13

1.65

1.69

1.10

1.38

1.42

1.27

1.70

113

0.96

1.18

0.65

0.95

0.70

0.77

0.70

0.29

0.99

0.66

0.49

0.16

0.26

0.78

0.73

1.26

1.17

0.95

1.31

0.47

0.49

0.48

39.51

38.02

38.02

38.02

38.61

38.61

39.33

39.33

38.42

39.84

44.62

45.19

46.7

21.54

21.21

19.72

20.31

19.72

21.21

27.92

30.03

30.03

27.92

27.92

30.03

23.81

25.92

26.43

26.03

30.14

28.03

27.63

31.73

27

29.11

29.22

27

25.45

29.56

32.04
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53

53

53
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56

63
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69
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29
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42

46
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42

46

35

39

40

39

47

43

42

50

M

45

45

41

39

47
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1.685

1.69

1.777

1.682

1.806

1.811

177

1.84

1.823

1.883

1.587

1.823

1.833

2.355

2.355

2.192

2.184

2.186

2.224

2172

2.26

2.016

1.944

1.947

2.116

1.995

2.002

2.016

1.996

2.306

2.178

2.154

2.387

2.338

2.337

2.328

2.292

2.007

2.14

2.698

48.861

46.472

45.422

46.613

45.137

45.062

47.054

46.158

45.579

46.483

53.09

49.004

54.607

51.362

31.685

31.52

29.101

29.233

29.138

32.031

38.706

41.891

44,646

41.098

41.174

44.01

33.662

37.053

38.075

37.189

43.071

39.684

38.854

44.897

37.084

40.328

40.486

37.231

36.891

44.471

41.661

8.535

8.083

6.735

8.167

7.005

6.817

7.662

7.165

7.249

7.459

9.21

6.743

7.546

7.32

6.671

6.269

6.246

6.164

6.989

7.355

7.503

8.345

8.051

8.127

8.112

7.296

8.549

8.389

8.343

8.202

8.356

8.3

7.873

7.131

8.352

7.156

8.081

8.127

6.383

0.274

0.276

0.285

0.275

0.278

0.276

0.27

0.273

0.27

0.267

0.195

0.301

0.278

0.371

0.412

0.458

0.507

0.455

0.458

0.511

0.45

0.449

0.434

0.479

0.429

0.491

0.452

0.46

0.437

0.441

0.466

0.431

0.436

0.423

0.451

0.461

0.448

0.456

0.412

0.407

0.36
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12.043

10.02

11.68

10.523
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12.056

13.305

11.478

11.381

12.888

12.542

13.626

13.193

9.224

9.723
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7.544

9.968

9.094

10.35

10.917

11.221

11.671

13.636

7.554

9.727

10.018

8.818

15.278

11.406

10.194

13.454

11.482

13.71

12.761

9.381

9.992

13.751

12.816

4.855

4.76

4.76

4.76

4.855

4.855

4.444

4.444

3.877

5.136

4.283

5.754

4.539

3.909

4.053

4.177

4.053

3.909

3.844

3.523

3.523

3.844

3.844

3.523

2.949

2.379

1.591

2.496

1.279

1.824

2.726

1.502

3.419

2.839

2.951

3.419

2.114

0.926

2.016

23.572

22.661

22.661

22.661

23.572

23.572

19.75

19.75

15.033

26.378

18.342

25.71

28.941

33.114

20.607

15.278

16.426

17.445

16.426

15.278

14.777

12.412

12.412

14.777

14.777

12.412

8.698

5.659

2.532

6.229

1.636

3.326

7.429

2.257

11.69

8.059

8.707

11.69

4.469

0.858

4.065
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0.24

0.25

0.33

0.26

1.18

0.08

0.61

0.80

0.64

0.61

0.74

0.22

1.18

1.64

0.32

0.38

1.67

0.28

0.27

34.15

35.75

35.75

35.24

35.75

37.35

38.95

37.35

42.95

44.54

26.54

41.99

18.49

22.42

30.59

31.82

27.92

37.91

34.93
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63
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67

70

43

68

28

33

44

47

42

53

56

2.951

2.957

3.021

3.055

3.075

3.215

3.262

3.262

2.754

2.827

3.041

2.228

1.892

1.956

1.683

2.069

1.685

2.676

43.032

45.673

45.519

44.74

45.557

47.441

49.678

47.315

52.929

55.178

37.309

60.932

28.655

33.307

44.333

47.157

40.427

46.518

48.493

6.465

7.259

6.504

6.205

6.368

6.82

7.324

5.822

6.649

6.65

6.469

7.77

6.711

8.097

8.806

7.182

8.356

8.262

0.377

0.367

0.374

0.385

0.398

0.373

0.368

0.367

0.486

0.483

0.631

0.312

0.724

0.612

0.534

0.526

0.431

0.27

0.484

15.469

16.859

15.28

14.96

16.651

17.763

18.615

16.175

17.534

17.493

11.47

9.206

9.763

10.428

8.976

10.433

17.892

1.483

1.694

1.694

2.442

1.694

1.902

2.106

1.902

2.68

2.87

2.061

-0.816

1.29

4.411

4.984

5.294

3.844

4.665

1.936

2.199

2.869

2.869

5.964

2.869

3.616

4.435

3.616

7.182

8.238

4.247

0.666

1.665

19.454

24.841

28.03

14.777

21.761

3.747

*Moléculas excluidas del modelo QSAR
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Tabla 2.2S. A valores de los descriptores moleculares del modelo QSAR

Molécula LoglCso ASv AnAT  AnRO6 423D AADDD  ASPAN  AHOMA  nRCOOH  nArCOOR  nArC=N A0-057 ATE2 AMLOGP  AMLOGP2

1 2.06 6.88 12 0 0.283 10.711 2.762 -0.119 0 0 0 -2 1.796 1.692 3.111
2 1.96 14.87 27 0 2.154 17.198 1.392 -0.11 0 0 0 -2 5.163 3.888 15.686
3 1.08 4.8 9 0 0.37 7.827 1.376 -0.029 0 1 0 -1 1.912 0.954 1.049
4 1.85 12.78 24 0 21 15.895 0.878 -0.028 0 1 0 -1 5.256 3.23 10.904
5 0.90 9.22 13 1 -1.098 13.409 2.573 0.101 0 1 0 -1 2.807 0.296 0.131
6 1.65 9.8 13 1 -0.692 9.912 0.888 0.088 0 0 0 -1 1.456 0.244 0.095
7 0.96 18.76 29 2 -0.512 26.233 3.254 -0.19 0 0 0 -4 3.028 3.404 12.083
8 1.58 14.57 22 1 -0.549 21.877 33 -0.101 0 0 0 -4 3.214 3.127 10.232
9 1.10 14.57 22 1 -0.738 22.471 5.326 -0.095 0 0 0 -4 3.28 3.127 10.232
10 1.04 18.78 30 1 -0.424 29.928 4.988 -0.144 0 0 0 -4 3.239 2.518 6.706
11 1.18 18.78 30 1 -0.322 28.611 3.661 -0.136 0 0 0 -4 4.68 2.518 6.706
12 1.08 11.75 14 1 -0.804 15.201 3.732 -0.11 0 0 0 -4 -1.237 4.843 24.163
13 1.04 21.41 35 1 -0.056 32.049 4.771 -0.09 0 0 0 -3 14.042 1.205 1.629
14 1.05 18.76 29 2 -0.788 28.195 5.309 -0.189 0 0 0 -4 3.264 3.404 12.083
15 1.08 18.19 28 1 -0.697 25.585 3.355 -0.263 0 0 0 -2 3.744 2.126 4.828
16 1.18 22.98 37 2 -0.436 33.652 3.959 -0.227 0 0 0 -4 3.917 2.77 8.079
17 1.15 22.98 37 2 -0.459 33.914 4.64 -0.211 0 0 0 -4 5.347 2.77 8.079
18 1.04 15.94 21 2 -0.778 21.033 3.347 -0.193 0 0 0 -4 -1.06 5.12 26.966
19 0.79 15.94 21 2 -0.783 21.11 3.808 -0.199 0 0 0 -4 -0.519 5.12 26.966
20 0.95 16.71 21 2 -0.787 21.228 3.957 -0.2 0 0 0 -4 -0.569 5.335 29.244
21 0.66 11.58 16 2 -0.854 15.776 2.803 0.07 0 0 0 -4 3.968 3.53 12.976
22 0.39 13.33 20 2 -0.652 18.632 2321 0.042 0 0 0 -4 5.2 3.41 12.129
23 1.15 19.12 31 2 -0.492 27.845 3.194 0.004 0 0 0 -4 8.305 3.588 13.399
24 1.05 11.58 16 2 -0.842 15.871 2.649 0.086 0 0 0 -4 5.529 3.53 12.976
25 0.95 9.25 12 2 -0.996 12.961 1.823 0.083 0 0 0 -4 3.468 3.851 15.394
26 1.26 13.33 20 2 -0.633 18.678 1.942 0.054 0 0 0 -4 6.785 3.41 12.129
27 0.88 33.87 56 4 -1.137 50.82 5.111 0.28 0 0 0 -3 13.527 0.06 0.013
28 0.15 11.24 17 2 -0.687 16.715 1.764 -0.192 0 0 0 -4 3.083 1.802 3.509
29 2.69 1.06 1 0 -0.079 0.926 0.537 -0.083 1 0 0 -3 -2.515 1.924 3.982
30 2.86 1.58 2 0 -0.047 1.922 0.841 -0.053 1 0 0 -2 -0.083 1.356 2.037
31 2.74 2.09 3 0 0.021 2.9 0.636 -0.106 1 0 0 -1 -0.031 0.816 0.786
32 2.83 14.64 25 1 0.137 21.313 3.12 -0.075 1 0 0 -1 8.682 -0.736 0.434
33 2.50 3.26 6 0 0.531 4.494 0.258 0.36 0 0 0 -3 -1.336 2.037 4.448
34 2,51 3.69 6 0 0.255 5.208 0.557 -0.079 1 0 0 -2 -0.079 1.12 1.417
35 2.88 5.28 9 0 0.433 7.736 1.267 -0.097 1 0 0 -3 -0.025 1.411 2.197
36 2.94 7.39 13 0 0.724 11.332 1.337 -0.04 1 0 0 -3 2.579 1.172 1.546
37 1.86 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

38 2.15 17.3 29 1 -0.319 25.39 1.993 0.348 0 0 0 -2 4.935 1.136 1.457
39 2.16 17.7 28 1 -0.406 25.632 3.601 0.037 0 0 0 -3 3.439 1.206 1.631

81



40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

1.17

0.93

1.38

1.76

0.77

1.38

1.53

1.83

0.68

1.43

1.55

1.84

161

1.40

1.79

1.18

1.41

1.45

1.47

0.74

1.42
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17.7

18.67

20.27

21.86

29.06

17.07

18.66

20.26

27.46

19.06

20.66

22.25

29.45

25.83

19.24

19.24

18.65

22.76

21.73

20.24

24.95

26.43

24.83

24.95

25.06

24.95

25.54

26.25

34.59

29.68

29.25

28.77

22.15

23.46

23.04

32.48

27.14

25.57

25.15

28.16

28.16

28

29

32

35

45

27

30

33

43

30

33

36

46

39

26

26

26

34

32

29

33

36

33

33

33

33

33

35

53

43

43

42

29

31

31

49

39

35

35

38

38

-0.442

-0.793

-0.723

-0.625

-0.49

-0.27

-0.186

-0.114

-0.391

-0.401

-0.312

-0.187

-0.515

-1.322

-1.131

-1.132

-1.128

-1.065

-1.076

-1.136

-1.285

-1.215

-1.263

-1.278

-1.278

-1.264

-1.266

-1.235

-1.044

-1.108

-1.107

-1.107

-1.318

-1.323

-1.321

-1.036

-1.202

-1.255

-1.252

-0.934

-0.924

24.52

28.205

30.7

32.619

34.439

21.037

23.254

25.394

31.779

23.619

25.693

27.23

34.271

37.69

26.219

26.205

26.091

32.306

31.189

28.94

32.682

34.327

32.209

32.507

32.561

32.269

32.369

33.669

48.457

40.191

40.104

39.21

29.458

31.33

31.217

43.681

37.323

34.214

34.055

28.332

28.159

3.113

4.242

4.061

3.938

3.575

1.944

2.057

2.539

2.99

3.084

3.239

2.74

4.484

3.625

3.486

3.572

4.506

4.466

4.359

5.232

4.688

4.7

4.784

5.066

4.963

5.297

5.182

5.147

4.545

4.32

4.081

4.639

4.941

5.265

5.212

4.637

5.142

2.514

2.644

-0.085

-0.074

-0.082

-0.084

0.008

0.14

0.14

0.143

0.208

0.061

0.063

0.058

0.141

-0.04

-0.042

-0.049

-0.043

-0.048

-0.045

-0.038

0.041

0.039

0.044

0.037

0.041

0.039

0.037

-0.078

-0.07

-0.06

-0.058

-0.031

-0.039

-0.029

-0.077

-0.052

-0.06

-0.048

-0.304
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13.637

3.665

4.705

5.234

6.511

6.209

7.143

7.669

8.76

5.218

6.211

6.884

7.887

6.044

1.777

2.155

2.888

4.385

5.387

5.728

2.567

4.165

2.128

2.386

3.456

3.273

2.092

4.618

10.603

8.195

9.955

9.211

3.305

3.866

5.599

8.318

7.781

4.981

2.109

2.518

2.736

2.951

3.952

1.777

2.004

2.227

3.263

1.981

2.204

2.423

3.443

3.489

4911

4911

4.806

3.743

4.851

5.015

6.073

5.901

5.708

6.073

6.437

6.073

6.169

5.643

0.973

2.5

4.622

4.253

3.714

1.524

2.453

3.693

3.126

4.782

4.782

4.757

6.706

7.887

9.14

16.192

3.416

431

5.286

11.125

4.216

5.182

6.226

12.358

12.681

24.836

24.836

14.558

24.238

25.886

37.764

35.68

33.414

37.764

42.371

37.764

38.954

32.664

1.089

6.617

3.847

3.847

22.042

18.707

14.339

2.546

6.377

14.18

10.231

23.567

23.567
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82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

29

100

101

102

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

1.05

0.68

1.06

1.65

1.13

1.65

1.69

1.10

1.38

1.42

1.27

1.70
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28.16

26.67

26.67

26.67

27.26

27.26

27.98

27.98

27.07

28.49

33.27

33.84

35.55

35.35

10.19

16.57

18.68

18.68

16.57

16.57

18.68

12.46

14.57

15.08

14.68

18.79

16.68

16.28

20.38

15.65

17.76

17.87

15.65

141

18.21

20.69

38

35

35

35

35

35

37

37

36

38

45

45

51

48

14

14

11

11

11

14

24

28

28

24

24

28

17

21

22

21

29

25

24

32

23

27

27

23

21

29

32

-1.138

-1.133

-1.046

-1.141

-1.017

-1.012

-1.053

-0.983

-0.94

-1.236

-0.963

-0.99

-0.468

-0.468

-0.631

-0.639

-0.637

-0.599

-0.651

-0.563

-0.807

-0.879

-0.876

-0.707

-0.828

-0.821

-0.807

-0.827

-0.517

-0.645

-0.669

-0.436

-0.485

-0.486

-0.495

-0.531

-0.816

-0.683

-0.125

30.792

28.403

27.353

28.544

27.068

26.993

28.985

28.089

27.51

28.414

35.021

30.935

36.538

33.293

13.616

13.451

11.032

11.164

11.069

13.962

20.637

23.822

26.577

23.029

23.105

25.941

15.593

18.984

20.006

19.12

25.002

21.615

20.785

26.828

19.015

22.259

22.417

19.162

18.822

26.402

23.592

4.297

3.845

2.497

3.929

2.767

2.579

3.424

2.927

3.011

3.221

4.972

2.505

3.308

3.082

2.433

2.031

2.008

2.072

1.926

2.751

3.117

3.265

4.107

3.813

3.889

3.874

3.058

4.311

4.151

4.105

3.964

4.118

4.062

3.635

2.893

4.322

4.114

2.918

3.843

3.889

2.145

-0.299

-0.297

-0.288

-0.298

-0.295

-0.297

-0.303

-0.303

-0.306

-0.378

-0.272

-0.295

-0.202

-0.161

-0.115

-0.066

-0.118

-0.115

-0.062

-0.123

-0.124

-0.139

-0.094

-0.144

-0.082

-0.121

-0.113

-0.136

-0.132

-0.107

-0.142

-0.137

-0.15

-0.122

-0.112

-0.125

-0.117

-0.161

-0.166

-0.213
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4.486

2.463

4.123

2.966

3.429

2.639

4.499

5.748

3.921

3.824

5.331

4.985

6.069

5.636

1.667

2.166

0.77

-0.013

0.703

2411

1.537

2.793

3.664

4.114

6.079

-0.003

217

2.461

1.261

7.721

3.849

2.637

5.897

3.925

6.153

5.204

1.824

2.435

6.194

5.259

4.782

4.687

4.687

4.687

4.782

4.782

4.371

4.371

3.804

5.063

421

4.997

5.307

5.681

4.466

3.836

2.876

2.306

1.518

2.423

1.206

1.751

2.653

1.429

3.346

2.766

2.878

3.346

2.041

0.853

1.943

23.567

22.656

22.656

22.656

23.567

23.567

19.745

19.745

15.028

26.373

18.337

25.705

28.936

33.109

20.602

15.273

16.421

17.44

16.421

15.273

14.772

12.407

12.407

14.772

14.772

12.407

8.693

5.654

2.527

6.224

1.631

3.321

7.424

2.252

11.685

8.054

8.702

11.685

4.464

0.853

4.06
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122 0.24 22.8 36 1 0.128 24.963 2.227 -0.196 0 1 0 -4 7.912 1.41 2.194
123 0.25 24.4 39 1 0.134 27.604 3.021 -0.206 0 1 0 -4 9.302 1.621 2.864
124 0.33 24.4 39 1 0.198 27.45 2.266 -0.199 0 1 0 -4 7.723 1.621 2.864
125 0.26 23.89 38 1 0.232 26.671 1.967 -0.188 0 1 0 -4 7.403 2.369 5.959
126 1.18 24.4 39 1 0.252 27.488 2.13 -0.175 0 1 0 -4 9.094 1.621 2.864
127 0.08 26 42 1 0.392 29.372 2.582 -0.2 0 1 0 -4 10.206 1.829 3.611
128 0.61 27.6 45 1 0.439 31.609 3.086 -0.205 0 1 0 -4 11.058 2.033 4.43

129 0.80 26 42 1 0.439 29.246 1.584 -0.206 0 1 0 -4 8.618 1.829 3.611
130 0.64 31.6 49 2 -0.069 34.86 2411 -0.087 0 1 0 -4 9.977 2.607 7.177
131 0.61 33.19 52 2 0.004 37.109 2.412 -0.09 0 1 0 -4 9.936 2.797 8.233
132 0.74 15.19 25 1 0.218 19.24 2.231 0.058 0 0 0 -3 3.913 1.988 4.242
133 0.22 30.64 50 4 -0.595 42.863 3.532 -0.261 0 0 0 -2 18.243 -0.889 0.661
134 1.18 7.14 10 1 -0.931 10.586 1.772 0.151 0 0 0 -4 1.649 1.217 1.66

135% 1.64 11.07 15 2 -0.867 15.238 2.473 0.039 0 0 0 -4 2.206 4.338 19.449
136* 0.32 19.24 26 2 -1.133 26.264 3.859 -0.039 0 0 0 -4 2.353 4911 24.836
137* 0.38 20.47 29 2 -1.14 29.088 4.568 -0.047 0 0 0 -4 2.871 5.221 28.025
138* 1.67 16.57 24 2 -0.754 22.358 2.944 -0.142 0 0 0 -4 1.419 3.771 14.772
139% 0.28 26.56 35 4 -1.138 28.449 4.118 -0.303 0 0 1 -4 2.876 4.592 21.756
140* 0.27 23.58 38 1 -0.147 30.424 4.024 -0.089 0 0 0 -4 10.335 1.863 3.742

* Moléculas excluidas del modelo QSAR
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Tabla 2.3S. Valores correspondiente a la actividad Yexperimental (LOgICsoexp.) Y Ypredicha (LOg ICsopred.) de las

moléculas utilizadas en la ecuacién QSAR 1. También se muestran los valores correspondiente a Residualpred.

Molécula Y exp Y pred Hat D.E Residualpred D.E
1 2.06 -0.53 0.14 0.01 -0.73 0.06
2 1.96 0.35 0.58 0.13 0.25 0.09
3 1.08 -0.65 0.30 0.05 0.13 0.06
4 1.85 -0.03 0.55 0.17 -0.01 0.13
5 0.90 -1.07 0.49 0.10 -0.11 0.04
6 1.65 -0.40 0.34 0.08 -0.20 0.07
7 0.96 -1.11 0.10 0.01 -0.22 0.04
8 1.58 -0.61 0.07 0.01 -0.33 0.04
9 1.10 -1.00 0.16 0.02 -0.24 0.07
10 1.04 -0.47 0.15 0.03 0.34 0.11
11 1.18 -0.38 0.13 0.02 0.30 0.07
12 1.08 -0.66 0.10 0.01 0.12 0.07
13 1.04 -0.39 0.41 0.11 0.42 0.10
14 1.05 -1.45 0.17 0.01 -0.64 0.07
15 1.08 -0.65 0.26 0.04 0.13 0.06
16 1.18 -0.98 0.18 0.02 -0.30 0.09
17 1.15 -1.10 0.13 0.01 -0.39 0.08
18 1.04 -0.90 0.12 0.01 -0.08 0.08
19 0.79 -0.99 0.10 0.01 0.08 0.08
20 0.95 -0.88 0.12 0.02 0.02 0.09
21 0.66 -1.16 0.12 0.01 0.03 0.04
22 0.39 -1.01 0.10 0.01 0.46 0.04
23 1.15 -0.92 0.13 0.01 -0.21 0.05
24 1.05 -1.17 0.14 0.02 -0.36 0.04
25 0.95 -1.11 0.15 0.01 -0.20 0.08
26 1.26 -1.03 0.14 0.01 -0.43 0.05
27 0.88 -0.63 0.50 0.15 0.35 0.27
28 0.15 -1.35 0.22 0.02 0.36 0.09
29 2.69 0.60 0.27 0.06 -0.23 0.13
30 2.86 0.72 0.24 0.06 -0.28 0.06
31 2.74 0.90 0.27 0.05 0.02 0.11
32 2.83 0.77 0.46 0.10 -0.20 0.12
33 2.50 0.38 0.40 0.15 -0.26 0.12
34 2.51 1.08 0.23 0.05 0.43 0.03
35 2.88 0.89 0.25 0.06 -0.13 0.09
36 2.94 1.28 0.30 0.05 0.20 0.10
37 1.86 -0.21 0.35 0.07 -0.21 0.07
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

2.15
2.16
1.17
0.93
1.38
1.76
0.77
1.38
1.53
1.83
0.68
1.43
1.55
1.89
0.76
0.30
1.84
l.61
1.40
0.97
0.83
1.38
1.38
0.91
1.79
1.18
1.41
1.45
1.47
0.74
1.42
1.69
0.99
1.29
1.27
0.85
1.07
0.87
0.28
0.76
0.50

0.51
-0.28
-1.19
-0.48
-0.35
-0.30
-0.70
-0.39
-0.35
-0.39
-0.45
-0.63
-0.59
-0.51
-0.82
-1.10
-0.54
-0.54
-0.65
-0.72
-0.64
-0.73
-0.55
-0.46
-0.58
-0.46
-0.50
-0.57
-0.50
-0.57
-0.68
-0.86
-0.97
-0.77
-0.87
-0.88
-1.12
-0.94
-0.98
-0.88
-1.08

0.32
0.10
0.52
0.11
0.17
0.21
0.18
0.12
0.12
0.11
0.20
0.08
0.08
0.10
0.29
0.14
0.08
0.10
0.09
0.08
0.13
0.14
0.14
0.12
0.11
0.14
0.21
0.14
0.18
0.11
0.18
0.15
0.13
0.18
0.09
0.11
0.13
0.13
0.12
0.12
0.13

0.08
0.02
0.14
0.02
0.03
0.04
0.03
0.03
0.02
0.02
0.04
0.01
0.01
0.01
0.05
0.03
0.00
0.00
0.00
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02
0.03
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.02

0.22
-0.58
-0.51
0.46
0.13
-0.20
0.39
0.09
-0.02
-0.36
0.73
-0.20
-0.29
-0.54
0.28
0.46
-0.52
-0.30
-0.19
0.16
0.39
-0.25
-0.07
0.48
-0.50
0.22
-0.05
-0.17
-0.12
0.56
-0.24
-0.69
-0.10
-0.20
-0.29
0.12
-0.34
0.05
0.60
0.21
0.28

0.17
0.11
0.11
0.06
0.09
0.11
0.07
0.07
0.07
0.08
0.16
0.07
0.07
0.07
0.17
0.08
0.03
0.02
0.02
0.06
0.04
0.04
0.08
0.06
0.05
0.06
0.08
0.08
0.10
0.04
0.14
0.03
0.07
0.08
0.06
0.05
0.07
0.11
0.06
0.05
0.06
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79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

0.62
0.74
1.05
0.68
1.06
1.65
1.13
1.65
1.69
1.10
1.38
1.42
1.27
1.70
1.13
0.96
1.18
0.65
0.82
0.62
0.95
0.70
0.77
0.70
0.29
0.99
0.82
0.66
0.49
0.16
0.26
0.62
0.78
0.73
1.26
1.17
0.95
1.05
1.35
131
0.47

-0.51
-0.61
-0.65
-0.58
-0.47
-0.69
-0.45
-0.43
-0.67
-0.63
-0.64
-0.63
-0.85
-0.48
-1.12
-0.79
-0.79
-0.73
-0.76
-0.71
-0.82
-0.77
-1.28
-1.19
-1.11
-1.18
-1.29
-1.09
-0.99
-1.13
-0.96
-1.07
-0.86
-0.97
-1.09
-0.81
-0.91
-1.16
-1.07
-0.86
-1.22

0.11
0.11
0.13
0.12
0.13
0.12
0.12
0.13
0.10
0.12
0.14
0.10
0.16
0.19
0.29
0.22
0.10
0.08
0.07
0.08
0.09
0.07
0.10
0.08
0.05
0.04
0.05
0.04
0.07
0.11
0.11
0.10
0.14
0.10
0.08
0.09
0.06
0.13
0.09
0.05
0.09

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.03
0.03
0.03
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.00
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00

0.73
0.51
0.15
0.60
0.33
-0.48
0.28
-0.22
-0.50
0.13
-0.17
-0.19
-0.25
-0.31
-0.40
0.11
-0.12
0.48
0.28
0.53
0.09
0.39
-0.19
-0.03
0.46
-0.31
-0.25
0.11
0.38
0.57
0.63
0.16
0.22
0.16
-0.49
-0.12
0.00
-0.35
-0.57
-0.32
0.17

0.08
0.05
0.03
0.04
0.06
0.02
0.06
0.04
0.04
0.08
0.07
0.02
0.05
0.07
0.09
0.04
0.08
0.06
0.06
0.09
0.08
0.04
0.07
0.05
0.04
0.02
0.02
0.01
0.06
0.05
0.04
0.05
0.05
0.05
0.05
0.04
0.05
0.05
0.03
0.02
0.03
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

0.49
0.48
0.24
0.25
0.33
0.26
1.18
0.08
0.61
0.80
0.64
0.61
0.74
0.22
1.18

-0.82
-1.40
-1.44
-1.54
-1.33
-1.23
-1.36
-1.34
-1.42
-1.15
-1.38
-1.26
-0.43
-1.65
-0.73

0.15
0.15
0.15
0.15
0.14
0.14
0.14
0.15
0.16
0.18
0.18
0.21
0.10
0.73
0.21

0.02
0.02
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.02
0.02
0.29
0.05

0.55
-0.02
0.18
0.07
0.21
0.37
-0.68
0.44
-0.17
-0.09
-0.17
-0.01
0.69
0.00
-0.05

0.05
0.06
0.06
0.05
0.05
0.06
0.05
0.05
0.03
0.07
0.03
0.02
0.06
0.21
0.09

D.E. = Desviacion estandar

88



Capitulo IT

Validacién estadistica del modelo QSAR

Una vez que se gener0 el modelo matematico mediante el programa
MobyDigs se realiz6 la validacion estadistica de los parametros arrojados por el
programa. El coeficiente de correlacion validado cruzado que se denota como
Q?Z00. €l Coeficiente de determinacion representado como R?, el error estandar de
la estimacion expresado como s, la funcion de Fisher indicado como F, la regla
Quick expresada como Dk, la regla de la Q? asintdtica o DQ, la regla de

redundancia Rp y de sobreajuste Rn.!

Uno de los parametros mas importantes es la varianza en la prediccion del
modelo, adquirida del valor del coeficiente de correlacién Q2. El valor analizado
(Q%L00) se calcula utilizando el método (Leave-one-out, LOO) “Dejar uno afuera”;
basado en generar dos conjuntos de moléculas, el conjunto de entrenamiento, que
consta de n-1 moléculas y el conjunto de validacion que corresponde a una
molécula eliminada del conjunto total.}? La ecuaciéon que define a Q%00 es la
siguiente:

2
E{él(yi—yg)
i

Q%0 =1— TG En donde yi: es el valor de la molécula i
=1\t

cuando esta se excluye durante el proceso de entrenamiento.

Mientras que la Regla de la Q? asintdtica 0 Q%asvm es utilizada como un
parametro para validar la capacidad predictiva del modelo y surge del principio “Un

buen modelo QSAR debera tener una pequefia diferencia entre su habilidad
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descriptiva y predictiva”. Ademas de que se ha demostrado que Q7Z,, estd
relacionada con R? de manera asintética, por lo que Qi esta dada por la

siguiente ecuacion:

QfleM:l-(l-Rz)(n_ipl)2 Donde n es el numero de moléculas y p’ es el

namero de variables o descriptores en el modelo.

La regla establece que si Q7y, — Qi¢yy < 6Q el modelo es rechazado; y los

valores de §Q estan en el rango de -0.005 a 0.005.

La regla Quick es capaz de ayudar a rechazar modelos con alta capacidad
predictiva, se basa en el indice de correlacion multivariable K que mide la
correlacion total de un conjunto de variables (Descriptores) y lo compara con el
indice de correlacion multivariante KXY (X-Descriptores moleculares vy

Yactividad biolsgica )»> S€ €Xpresa mediante la siguiente ecuacion:

2 [si - 4]
K = X4 P j=123,..,p JO<SK <1
2p—1)
p

En donde Aj es el valor obtenido de la correlacion de

los datos X(n,p) delamatrizz 4j = 1 + (1 — p)pj

Y n es el numero de moléculas, p es el numero de variables (descriptores

moleculares) y pj es un elemento de la matriz de la correlacion de los descriptores.
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Los modelos con una correlacion Kxy mas grande que la correlacion Kx pueden

ser aceptados, de lo contrario si Kxyr — Kx < K el modelo se rechaza.*

El siguiente parametro estadistico corresponde a R?, pertenece al
coeficiente de determinacion, es Util para determinar qué tan factible es nuestro
modelo. Lo anterior, debido a que relaciona la respuesta observada (Actividad
bilégica experimental de interés) con la respuesta calculada, mediante nuestro

modelo y se expresa mediante la siguiente ecuacion:

n 512

R? =1- 22929 Ep donde Jes el valor de la respuesta observada
Zn:j[(yl_ y)Z

(Actividad bioldgica experimental), yi es la respuesta calculada generada por el

modelo y y es el promedio de la respuesta observada.>®

R? es expresada como un valor en porcentaje 0 < R2 < 100. Si se contintia
incrementando el niumero de descriptores en un modelo para un numero de
observaciones, los valores de R? aumentaran, pero esto puede disminuir los
grados de libertad y bajar la fiabilidad estadistica del modelo. Asi, un alto valor de
R? no es necesariamente un indicativo de un buen modelo estadistico que se
ajuste a los datos disponibles.” Para reflejar esta variaciéon de una mejor manera,
se usa el pardmetro de R? ajustada identificada como R?%: 0 R?%uj, definida por la

siguiente ecuacion:

2 _ (N-1).R?-p

adj = “noip Donde p es el numero de variables (descriptores)

usados en el modelo desarrollado y N es el nimero de objetos (moléculas).
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El siguiente parametro es la regla de Fisher denotada como F y esta dada

por la siguiente ecuacion:

L O
M
L O

i=1

Donde n representa el numero de moléculas en el estudio, yi es el valor
calculado, y, es el valor experimental y y es el valor promedio de los valores de
actividad bioldgica, dfM y dfE, se refieren al grado de libertad del modelo y de

error.1®

La desviaciébn estandar s, es otro parametro estadistico que esta
relacionado con la buena prediccion del modelo. Para un buen modelo, la
desviacion estdndar de la estimacion de y debe ser bajo, y esto es definido de la

siguiente manera:

s = = — yi)
N—-—-p-1

Donde 3, es el valor de la respuesta observada (experimental, actividad
biolégica), yi es la respuesta calculada derivada del modelo, la parte del
denominar (N — p — 1) representa los grados de libertad del modelo (dfM) donde
N es el nUmero de moléculas y p el nimero de descriptores moleculares.> Cabe
sefialar que valores pequefios de s y valores altos de F indican modelos

confiables.
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Por dltimo, estdn las reglas basadas en la funcion R cuyo objetivo es
rechazar modelos con exceso de buenos descriptores, asi como modelos con un
exceso de malos descriptores. Tomando en cuenta un modelo de regresion con p
variables, sea Rjy el valor absoluto del coeficiente de correlacion entre el j-

énesimo descriptor y la respuesta Y:

~1
<M <2 =

R; 1
p p

M=x"

S|

Donde el valor de Rjy representa la correlacion entre el descriptor (j-
énesimo) y la respuesta y (actividad biolégica), R es el valor de la correlacion

multivariante total.

Las reglas de redundancia (RP) y sobreajuste (RN) para la validacién de un
modelo estan basadas en las reglas de la funcion R. La regla de redundancia
estipula que si Rr< t» entonces el modelo es rechazado. Dependiendo de los datos
corresponde el valor de tp, y este valor oscila entre 0.01 a 0.1, un valor sugerido

es tr= 0.05.

Rr se define de la siguiente manera:

P2=n}f1<1—Mj<pP+1)>Mj>0y03RNs1

Mientras que la regla de sobreajuste estipula que RN < tN (g), entonces el

modelo es rechazado.* RN se calcula de la manera siguiente:
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RV=Y0_Mj Mj< 0y —-1<R¥<O0
Es importante mencionar que el valor de € puede ser ajustado, dependiendo
del conocimiento que se tiene con respecto a las variables ruido en el modelo
relacionado con la respuesta Y (actividad biologica). Por otra parte, se puede
suponer que no mas de una variable ruido se permite en el modelo, por lo tanto,
un valor de tN(g) para RN se puede calcular con la siguiente formula:*

p.€—R

th(e) = p.R

Donde el valor de ¢ va de 0.01 a 0.1, p representa el numero de
descriptores en el modelo. El producto de RP se lleva a cabo sobre las variables
p+, dando una diferencia Mj, mientras que la suma en RN sobre las variables p—

dan una diferencia negativa.
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Capitulo III

En este capitulo se detallan las metodologias de reaccién para la obtencion
de los derivados semisintéticos del acido galico y la identificacion de cada uno de

los compuestos obtenidos.

3.1 METODOS QUIMICOS

3.1.1 Método general

Los reactivos y disolventes disponibles en el mercado se obtuvieron de
Sigma-Aldrich y fueron de grado analitico. Todas las reacciones en las que
intervienen materiales sensibles al aire o a la humedad se llevaron a cabo en
atmosfera de nitrégeno. El progreso de las reacciones se observd mediante
cromatografia en capa fina (CCF) utilizando cromatofolios de aluminio de silicagel
60 F254 marca Merck dotados con indicador UV a 254 nm. Para purificar los
productos de reaccion se realizaron cromatografias en columna abierta sobre gel
de silice 60 (malla 70-230 y 230-400), utilizAndose diferentes sistemas de
disolventes como fase moévil para la purificacion (n-hexano y EtOAc). Los
espectros de RMN se registraron con un instrumento Varian System (400 MHz
para 1H, y 100 MHz para *3C), empleando CDCIls como disolvente y TMS como
referencia interna; los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm y las
constantes de acoplamiento (J) en Hertz. Las multiplicidades se indican como
singlete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (q), doble de doble (dd) y multiplete
(m). Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas Joel M-
station JEOL JMX-AX 505 HA.
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3.1.2 Sintesis general de los derivados del acido galico

3.1.2.1 Procedimiento general para la preparacion de los ésteres N1, N2 y N5-
N7

La sintesis de los compuestos N1, N2, N5, N6 y N7 se llevo a cabo
mediante reacciones de esterificacion de Steglich (esquema 3.1), que utiliza DCC
(N-N'-Diciclohexilcarbodiimida) como agente de acoplamiento y DMAP (4-
Dimetilaminopiridina) como catalizador. Esta sintesis se llevd a cabo en dos
etapas.! En la primera etapa, el &cido carboxilico se coloc6é en un matraz junto con
1.5 equivalentes de DCC y 1 equivalente de DMAP, lo anterior se disolvié en 6 ml
de DCM (diclorometano) anhidro y la mezcla se agitd durante media hora, a
temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno (N2). En la segunda etapa, se
disolvié 1 equivalente del alcohol de interés en 6 mL de THF (tetrahidrofurano)
anhidro, esta solucion se afiadié gota a gota a la mezcla generada en la primera
etapa. La reaccion se monitoreo durante 12 horas mediante cromatografia en capa
fina (CCF) y una mezcla de Hexano:AcOEt (6:4) como eluyente. Al final, el crudo
de la reaccion se filtré y se purificd por cromatografia en columna sobre gel de
silice utilizando la mezcla Hexano:AcOEt como sistema de eluciéon (95:05 —

85:15).
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S 0oH
O._OH
+

DCC, DMAP
Anhydrous DCM/THF
Anhydrous DCM/THF
Ry Ry r.t, 12h, Ny
R, OH
H3CO OCH;
OCH;

[::T/%b/\OH

o] DCC, DMAP
R; 2 Anhydrous DCM/THF
s A
OH + r.t, 12h, Ny
R;
OH
Ry
H4CO OCH,
OCH;

575

NI) Ry, Ry, Ry=0CH;
N2) Rj, R;=0CH3, Ry=H
OCHs;
OCH;;

OCH;,

N3) Ry, Ry, Ry=0CH;
N6) Ry, Ry=OCH;, Ry=H

N8) R=0CH;

OCH3

/51
W

OCH3

NT)R=H
N9) R=0CH;

Esquema 3.1. Sintesis de los andlogos de aril galatos

La sintesis de

los compuestos N3 y N4 se

3.1.2.2. Procedimiento general para la semisintesis de los compuestos N3y

realizé siguiendo el

procedimiento de esterificacion de Fischer? (esquema 3.2). Brevemente: A una
solucion del acido carboxilico en 15 mL de etanol, se afiadieron lentamente 0.2 mL
de acido sulfarico concentrado (H2SOa4). La mezcla de reaccion se sometid a
reflujo con agitacion durante 4 horas. La reaccion se monitorizo por TLC con una

mezcla de hexano: acetato de etilo (60:40) como eluyente. La extraccion se realizo
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con 10 mL de agua destilada y 10 mL (2x) de acetato de etilo. Posteriormente, se
neutralizé con bicarbonato de sodio (NaHCOz3) al 5%, el crudo de la reaccion se
secO con sulfato de sodio anhidro (Na2SOa), se filtro y el disolvente se evaporé
utilizando un evaporador rotatorio. La purificacion se llevo a cabo mediante
cromatografia en columna de Si-gel con una mezcla de Hexano: Acetato de etilo
(85:15).

0._OH 0.0~

N3) Rj=0CH; Ry=OCH;, Ry=0CH;

H,50,
N4) R;=0CH; R,=OCH;, Ry=H

-+ HO\/ s, Reflux, 4h
R3 Ry s -

Ry Rz
Esquema 3.2. Sintesis de 3, 4, 5-trimetoxibenzoateo de etilo (N3) y 3, 4-dimetoxibenzoato de etilo (N4)

3.1.3. Estabilidad de los compuestos N1-N9

La estabilidad de los compuestos sintetizados se analiz6 al someterlos a
condiciones equivalentes a las generadas durante su evaluacién in vitro. Pero solo
se tomd en cuenta una concentracion para cada uno de los compuestos, 100
pg/mL, esta dilucidn se realizé con el medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento
de la linea celular HelLa. Posteriormente, 100 pL de estas diluciones fueron
colocados en una caja de 96 pozos por triplicado. La caja multipozos se incubo6
durante 72 h, a 37°C y con una atmosfera de 5% de CO:2. Después del tiempo de
incubacion se analizaron las muestras de cada pozo mediante CCF en un sistema
de elucion 6:4 (hexano-AcOEt.). La visualizacién de las placas cromatograficas se

realiz6 mediante una lampara UV (250 nm) y un revelado con sulfato cérico.
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3.2 RESULTADOS Y DISCUSION
3.2.1.1. 3,4,5-Trimetoxibenzoato de cinamilo (N1).

Rendimiento del 71 %. Cristales

%'

5 7',

(9] ; (9] 2\ {9'8'
3V

1

blancos. Punto de fusion de 83.33°C. H
NMR (600 MHz, CDCls), §: 7.41 (2H, m, H-5',
@ H-9'), 7.32 (2H, m, H-6", H-8'), 7.32 (2H, s,

H;CO OCH,4 ’
OCH, H-2, H-6), 7.27 (1H, m, Hz, H-7), 6.73 (1H,
d, J = 15.9 Hz, H-3"), 6.40 (1H, dt, J = 15.9,6.5 Hz, H-2'), 4.96 (2H, dd, J = 6.5, 1.2
Hz, H-1), 3.90 (6H, s, OCH3-3,5), 3.90 (3H, s, OCHz-4). 3C NMR (150 MHz,
CDCls), &: 166.16 (COO-7), 153.03 (C-3, C-5), 142.30 (C-4), 136.26 (C-4’), 134.61
(C-3'), 128.75 (CH-6’, CH-8'), 128.27 (C-7’), 126.75 (CH-5', CH-9'), 125.29 (C-1),
123.34 (CH-2'), 106.93 (CH-2, CH-6), 65.89 (CH2-1'), 61.04 (OCHs-4), 56.35

(OCHs-3,5). HRMS (m/z), FAB*: 329.1350 [M]*, calc. 328.1311.

3.2.1.2. 3,4-Dimetoxibenzoato de cinamilo (N2).
Rendimiento del 75%. Cristales Amarillos.
Punto de fisién 48.66°C. 'H NMR (400 MHz, CDCls)
6:7.73 (1H, dd, J =8.4, 2 Hz, H-6,), 7.58 (1H, d, J =2
@ Hz, H-2), 7.42 (2H, m, H-5', H-9’), 7.33 (2H, m, H-6’,

OCH;

OCH; H-8’), 7.27 (1H, m, H-7’), 6.89 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-
5), 6.74 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-3"), 6.41 (1H, dt, J = 15.9 Hz, 6.4 H-2"), 4.97 (2H,

dd, J = 6.4, 1.3 Hz, H-1"), 3.94 (6H, s, OCHz3-3,4). 13C NMR. 100 MHz, CDCls) &:
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166.14 (COO-7), 153.00 (C-4), 148.59 (C-3), 136.22 (C-4'),134.14 (CH-3),128.58
(CH-6",8"), 128.04 (CH-7"), 126.60 (CH-5,9"), 123.66 (CH-6), 123.45 (CH-2),
122.66 (C-1), 111.98 (CH-2), 110.22 (CH-5), 65.41(CH2-1"), 55.98 (OCHzs-3,4).

HRMS (m/z), FAB*: 298.1195 [M]*, calc. 298.1205.

3.2.1.3. 3,4,5-Trimetoxibenzoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N5)

Rendimiento del 68%. Cristales

OCH,4

OCH;, Blancos. Punto de fusién de 85.66°C. H
0.. 0 @ NMR (400 MHz, CDCls), &: 7.33 (2H, s,

! i OCHj,4
H-6, H-2), 6.68 (2H, s, H-3’, H-7’), 5.29
@ (2H, s, H-1"), 3.91 (3H, s, OCH3-4), 3.90

H;CO OCH;,3

OCH, (6H, s, OCHs-5,3), 3.88 (6H, s, OCHs-

4'6’), 3.86 (3H, s, OCH3-5'). 13C NMR (100 MHz, CDCla), §: 166.07 (C-7), 153.33
(C-4', C-6"), 152.94 (C-3, C-5), 142.36 (C-4), 137.96 (C-5'), 131.64 (C-2'), 125.04
(C-1), 106.93 (CH-2, CH-6), 105.44 (CH-3', CH-7’), 67.03 (CH2-1"), 60.92 (OCHa-
4), 60.84 (OCHs-5)), 56.25 (OCHs-3,5), 56.13 (OCHz-4',6'). HRMS (m/z),

FAB*:392.1399 [M]*, calc. 392.1471.
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3.2.1.4. 3,4-Dimetoxibenzoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N6)

Rendimiento del 61%. Cristales blancos,
OCH;
OCH, Punto de fusion de 94.66°C. *H NMR (500 MHz,

0., O @ CDCl3), &: 7.72(1H, dd, J = 8.4, 2 Hz , H-6), 7.58(1H,
- OCH,

d, J = 2 Hz, H-2), 6.89 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-5), 6.68
@ (2H, s, H-3", H-7), 5.27 (2H, s, H-1), 3.94 (3H, s,
OCH;

OCH;, OCHzs-4), 3.93(3H, s, OCHz-3), 3.88 (6H, s, OCHa-
4',6), 3.85 (3H, s, OCHs-5). 3C NMR (125 MHz, CDCla), 5: 166.46 (C-7), 153.56
(C-4", C-6"), 153.36 (C-4), 148.89 (C-3), 138.15 (C-5'), 132.06 (C-2'), 123.94 (C-6),
122.79 (C-1), 112.31 (CH-2), 110.48 (CH-5), 105.65 (CH-3", CH-7"), 67.01 (CH2-
17), 61.07 (OCH3-5'), 56.37 (OCH3-4,6") 56.25 (OCH3-3,4). HRMS (m/z), FAB*:

363.1445 [M]*, calc. 362.1366.

3.2.1.5. Cinamato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N7)

Rendimiento del 84%. Cristales
O
AN , OCH, blancos. Punto de fusion 84.6 °C. 'H
(o)
8
@ @ NMR (500 MHz, CDCI3), &: 7.74 (1H, d,
OCH;
OCH, J = 16 Hz, H-7), 7.53 (2H, m, H-2, H-6),
7.39 (3H, m, H-3, H-4, H-5), 6.65 (2H, s, H-3', H-7’), 6.50 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-8),
5.18 (2H, s, H-1"), 3.88 (6H, s, OCH3-4",67), 3.85 (3H, s, OCH3-5"). 13C NMR (125
MHz, CDCls), &: 167.00 (C-9), 153.57 (C-4", C-6"), 145.54 (CH-7), 138.20 (C-5),

134.50 (C-1), 131.78 (C-2), 130.63 (CH-4), 129.12 (CH-3, CH-5), 128.32 (CH-2,
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CH-6), 117.98(CH-8), 105.79 (CH-3", CH-7"), 66.85 (CH2-1), 61.04 (OCHa-5"),

56.35 (OCHs-4",6"). HRMS (m/z), FAB+: 329.1407 [M]*, calc. 328.1311.

3.2.1.6. 3,4,5-Trimetoxicinamato de cinamilo (N8)

o Rendimiento del 82%. Crsitales

H;CO 7\8 ™o~ T/3 /Ay blancos. Punto de fusion de 86.2°C.
Es

'H NMR (500 MHz, CDCls), &: 7.65

H,CO
OCH, (1H, d, J =15.9 Hz, H-7), 7.42 (2H, m,
H-5', HY), 7.33 (2H, m, H-6", H-8'), 7.27 (1H, m, H-7’), 6.76 (1H, s, H-2, H-6), 6.71
(1H, d, J = 15.9 Hz, H-3'), 6.39 (1H, d, J=15.9 Hz, H-8), 6.36 (1H, m, H-2"), 4.87
(2H, dd, J =1.3, 6.4 Hz, H-1"), 3.89 (6H, s, OCH3-3,5), 3.88 (3H, s, OCHz-4). 13C
NMR (125 MHz, CDCls), &: 166.88 (C-9), 153.65 (C-3, C-5), 145.28 (C-7), 140.38
(C-4), 136.43 (C-4'), 134.54 (CH-3'), 130.08 (CH-1), 128.83 (CH-6",8), 128.31 (C-
7'), 126.84 (CH-5", 9°), 123.45 (CH-2'), 117.35 (CH-8), 105.46 (C-2,6), 65.35
(CH2-1"), 61.18 (OCHs-4), 56.36 (3,5-OCHs). HRMS (m/z), FAB*: 355.1506 [M]*,

calc. 354.1467.

3.2.1.7. 3,4,5-Trimetoxicinamato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N9)

o Rendimiento del 85%,

H;CO @ N0 @ OCH;3  polvo ligeramente amarillo. Punto
H,CO OCH, de fusién de 98.25. *H NMR (500
OCH, OCH, MHz, CDCls), &: 7.65 (1H, d, J = 15.9

103



Capitulo III

Hz, H-7), 6.78 (2H, s, H-2, H-6), 6.67 (2H, s, H-3", H-7"), 6.42 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-8),
5.18 (2H, s, H-1"), 3.89 (6H, s, OCHs-3,5), 3.89 (6H, s, OCHs-4",6°), 3.88 (3H, s, OCHa-
4), 3.85 (3H, s, OCHs-5"), *C NMR (125 MHz, CDCls), &: 167.20 (C-9), 153.53 (C-4’, C-6"),
153.44 (C-3, C-5), 145.66 (CH-7), 140.26 (C-4), 138.02 (C-5), 131.78 (C-2"), 130.03 (C-1),
117.07(CH-8), 105.88 (CH-3',7’), 105.52 (CH-2,6), 66.95 (CHz-1), 61.07 (OCHs-4), 60.95

(OCH3-5'), 56.26 (OCH3-3,5,4’,6'). HRMS (m/z), FAB*:419.3055 [M]*, calc. 418.1628.

3.2.1.8 3,4,5-Trimetoxibenzoato de etilo (N3)

o o Rendimiento del 93%. Cristales blancos. Punto
7 2

de fusion de 44.33°C. 'H NRM (500 MHz, CDCls), &:
@ 7.30 (2H, s, H-2, H-6), 4.38 (2H, g, J = 7.1 Hz, H-1),

H,CO OCHj4
OCH, 3.91 (6H, s, OCHz-3,5), 3.91 (3H, s, OCHas-4) 1.40 (3H, t,
N3 J = 7.1 Hz, CHs2). 3C NMR (125 MHz, CDCls), &:
166.15 (C-7), 153.09 (C-3, C-5), 142.28 (C-4), 125.72 (C-1), 106.93 (CH-2, CH-6),
61.30 (C-1’), 61.09 (OCHz-4), 56.41 (OCH3-3,5), 14.57 (C- 2'). HRMS (m/z), FAB*:

241.1080 [M]*, calc. 240.0998.

3.2.1.9 3,4-Dimetoxibenzoato de etilo (N4)

Rendimiento del 87%. Liquido viscoso incoloro. *H NMR

0., 0.
v (600 MHz, CDCls), &: 7.58 (1H, dd, J = 8.4, 1.9 Hz, H-6), 7.45 (1H, d,
@ J = 1.9 Hz, H-2), 6.77 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-5), 4.25 (2H, ¢, J = 7.1
OCH3 |y, H-1),3.83 (3H, s, OCHs-3), 3.82 (3H, s, OCHs-4), 1.29 (3H, 1, J =

OCH;
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7.1 Hz, CHs-2’). 3C NMR (150 MHz, CDCl), &: 166.34 (C-7), 152.88 (C-4), 148.58 (C-3),
123.47 (C-6), 123.02 (C-1), 111.94 (C-2), 110.22 (C-5), 60.76 (C-1’), 55.94 (OCH3-3,4),

14.38 (C-2’). HRMS (m/z), FAB*: 211.0946 [M]*, calc. 210.0892.

3.2.2 Estabilidad de los derivados del AG

Después de 72 h de incubacion de los compuestos se observd mediante
CCF gue no se modificé el Rf de elucion, es decir, se mantuvo la relacion entre las
distancias recorridas por el compuesto y por el eluyente desde el inicio de la placa

(figura 3.1).

N1’ NI1'+N1 N1 COOH Mix OH

Figura 3.1. Estabilidad del compuesto N1 en condiciones de cultivo celular. N1'corresponde a la
elucién del compuesto N1 después de 72h de incubacidn (Naranja). N1’+N1, representan un punto cruzado de
elucién entre el compuesto en ambas condiciones (Café). COOH concierne a la elucién del acido 3,4,5-Trimetoxi
benzoico (Azul). OH corresponde al alcohol cindmico (Azul). Mix es un punto de cruce entre la materia prima de

la reaccion y N1’ (Rosa).
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Podemos observar que el compuesto N1 después de estar en incubacion
por 72 h (N1’) no cambia su Rf ni coloracion. Al comparar el Rf de las materias
primas para la obtencion de N1 (Acido trimetoxi benzoico y cinamil alcohol) se
observd que no hay degradacion del compuesto N1. Por lo tanto, sugerimos que
este compuesto no se ve afectado al estar en interaccion con el medio de cultivo
celular durante 72 h de incubacion. Este mismo procedimiento se realizé en los
ocho compuestos restantes y los resultados fueron similares, es decir, no hay

degradacion de los compuestos.

3.3 CONCLUSIONES
Hemos sintetizado una serie de nueve nuevos derivados de ésteres de
galato y cinamato (N1-N9) empleando las reacciones descritas en los esquemas

3.1y3.2.
Todos los compuestos se obtuvieron en rendimientos medios y altos (61-93%).

La caracterizacién de los compuestos se llevé a cabo mediante analisis de RMN

de H, 3C y CG/EM con purezas aceptables > 92%.

Los compuestos N1 a N9 no se degradan al ser incubados en medio de cultivo
celular durante 72 h, tiempo requerido para nuestras evaluaciones biolégicas. Lo
anterior nos permite asegurar que al incubar las células con nuestros compuestos
el efecto observado se debera a nuestros derivados y no a algun compuesto

producto de su degradacion en el medio de cultivo.
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3.5 ANEXOS

H;CO OCH,
OCH,

M [ J A |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 1. RMN *H (CDCI3, 600 (MHz) de 3,4,5-trimetoxibenzoato de cinamilo (N1)
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H,CO OCH,4
OCH,4

J . J

l

T T T T T

———T— —T——T— -
170 165 160 155 150 145 140 135 130

T
125

— T
85 80 75 70

Espectro 2. RMN *3C (CDCI3, 150 (MHz) de 3,4,5-trimetoxibenzoato de cinamilo (N1)
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OCH,
OCH,

M MM M J M _ 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 3. RMN *H (CDCI3, 400 MHz) de 3,4-dimetoxibenzoato de cinamilo (N2)
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OCH,
OCH,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)
Espectro 4. RMN *3C (CDCI3, 100 MHz) de 3,4-dimetoxibenzoato de cinamilo (N2)
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0O _-
H,CO OCH,
OCH,
M A
7I.0 6I.5 6I.0 5I.5 5I.0 4I.5 ' 4I.0 ' 3I.5 ' 3I.O ' 2I.5 ' 2I.O ' 1I.5 ' 1I.0 ' OI.5 ' OI.(

f1 (ppm)

Espectro 5. RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de 3,4,5-trimetoxibenzoato de etilo (N3)

112




Capitulo III

H,CO OCH,
OCH,

| ] s L |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 C
f1 (ppm)

Espectro 6. RMN *3C (CDCI3, 125.77 MHz) de 3,4,5-trimetoxibenzoato de etilo (N3)
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OCH,
OCH,

1

p—

L

7.5

T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

T
4.5

T
4.0
f1 (ppm)

T
3.5

T
3.0

T
2.5

T
2.0

T
1.5

T
1.0

Espectro 7. RMN *H (CDCI3, 600 MHz) de 3,4-dimetoxibenzoato de etilo (N4)

114

0.5

0.0



Capitulo III

OCH,
OCH,

J { L 1 LA 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 8. RMN 13C (CDCI3, 150 MHz) de 3,4-dimetoxibenzoato de etilo (N4)
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OCH,
OCH;
(o] (o]
OCH,
H,CO OCHj
OCH;
n . - |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.5
f1 (ppm)

Espectro 9. RMN *3C (CDCI3, 400 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil 3,4,5-trimetoxibenzoato (N5)

116



Capitulo III

OCH,

OCH,

0.0
OCH,
H,CO OCH,
OCH,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)
Espectro 10. RMN 3C (CDCI3, 150 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil 3,4,5-trimetoxibenzoato (N5)
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OCH,
OCH,
o._0
OCH;
OCH,
OCH;
N L M‘mm A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

f1 (ppm)
Espectro 11. RMN 'H (CDCI3, 500 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil 3,4-dimetoxibenzoato (N6).
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OCH,
OCH,
0._0O
OCH,
OCH,
OCH,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 12. RMN *3C (CDCI3, 125.77 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil 3,4-dimetoxibenzoato (N6)
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o
OCH
O 3
OCH,
OCH,
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

f1 (ppm)
Espectro 13. RMN 'H (CDCI3, 500 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil cinamato (N7)
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(0]
AN OCH
fo) 3
OCH,
OCH,
fen ol U L A L_“LL Vo J v _JWMLM_ o b - AR
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Espectro 14. RMN 13C (CDCI3, 125.77 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil cinamato (N7)

121



Capitulo III

YD

H,CO

L |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 15. RMN "H (CDCI3, 500 MHz) de 3,4,5-trimetoxicinamato de cinamilo (N8).
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(o)
H;CO X O/\/\©
H;CO
OCH,
‘ A.‘, L " rypdprebimpopar groid ot VR hetmmrmirged AR ot PRI
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)
Espectro 16. RMN 13C (CDCI3, 125.77 MHz) de 3,4,5-trimetoxicinamato de cinamilo (N8).
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H,CO N OCH,
H,;CO : :OCH;,

OCH,4 OCH,

wLJJ J__ ULM ) 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Espectro 17. RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil 3,4,5-Trimetoxicinamato (N9)
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o
H;CO No OCH,4
H,CO OCH,4
OCH, OCH,4
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)
Espectro 18. RMN 3C (CDCI3, 125.77 MHz) de 3,4,5-Trimetoxibencil 3,4,5-Trimetoxicinamato (N9)
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En el presente capitulo se describen las evaluaciones experimentales de los
derivados N1-N9 en dos lineas celulares, lo que permite analizar la relacion
estructura actividad de nuestros compuestos. Ademas, también se efectia un
alineamiento estructural que junto con ciertas caracteristicas de nuestras
moléculas nos llevan a proponer un mecanismo de accidon que se sustenta a

través de acoplamientos moleculares.

4.1 DETALLES EXPERIMENTALES
4.1.1 Cultivo celular

Para este trabajo se utilizaron dos lineas celulares: HeLa (ATCC) y HaCat
(Thermo Fisher), correspondientes a una poblacion de cancer cervicouterinoy a
una poblacion de queratinocitos humanos inmortalizados, respectivamente. Las
células HelLa se cultivaron en medio DMEM (Invitrogen); mientras que las HaCaT
se cultivaron en medio esencial minimo de Eagle (Invitrogen), ambos medios de
cultivo se complementaron con un 10% de FBS (Invitrogen) y 2mM de glutamina.

Los cultivos se incubaron a 37°C en una atmésfera de 5% de CO:a.

4.1.2 Ensayo de viabilidad celular

Se utilizé el ensayo MTT para evaluar la actividad de viabilidad celular, para
lo cual se cultivaron 4,000 células por pozo en una placa de 96 pocillos, se
afiadieron diferentes concentraciones de los compuestos (0,1, 1, 10, 50 y 100
pg/mL) seguidas de 72 h de incubacion a 37 ° C y 5% de CO2, se utilizé paclitaxel

como control positivo. Al final de los tratamientos, se afadieron 10 uL de bromuro
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de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio (MTT, 5 mg / mL) y se incubaron
durante 4h (37 ° C, 5% CO2). Posteriormente, los cristales de formazan se
disolvieron con 100 pL de la solucién de solubilizacion en cada pozo y la placa se
analiz6 en un lector multiplaca utilizando una longitud de prueba de 570 nm y una
longitud de referencia de 690 nm. La actividad citotéxica de los compuestos se
reporta como los valores de ICso, que se define como la concentracién inhibitoria

media, a la cual el compuesto inhibe la proliferacién en un 50%.

4.1.3 Andlisis estadistico

Los calculos estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism
version 9.0 y los valores ICso se determinaron mediante un analisis de regresion.
Los resultados se expresan como media + D.E. de al menos tres experimentos
independientes por triplicado.

4.2 DETALLES COMPUTACIONALES
4.2.1 Acoplamiento (docking) molecular sobre tubulina

Todos los candidatos finales se prepararon (obtencién del conformador
minimo) de la misma manera que las moléculas utilizadas para el estudio QSAR
(vide supra). Para estudiar la interaccién de estos compuestos con la tubulina
empleamos las estructuras cristalinas de los complejos colchicina-tubulina (PDB:
5XIW)* y pirimidina heterociclica-tubulina (PDB: 6BR1).? Estos cristales se
seleccionaron en funcibn de sus ligandos co-cristalizados (compuestos

estructurales similares y no similares) y de su efecto inductor causado sobre la
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tubulina; la forma y el tamafio de los bolsillos de unién a la colchicina se muestran
en la figura 4.1S, obtenidos con la herramienta DoGSiteScorer® del servidor
ProteinsPlus (https://proteins.plus).*® El cristal de 5XIW tiene un volumen, una
superficie y una profundidad del bolsillo de unién a la colchicina de 715.26 A3,
813.68 A2y 16.04 A, respectivamente. Para el cristal 6BR1, su volumen, superficie
y profundidad del bolsillo de unién a la colchicina tienen los siguientes valores
546.43 A3, 619.33 A2 y 4.83 A, respectivamente. Comparando los valores de
volumen, superficie y profundidad de la cavidad, se puede observar que hay
grandes diferencias entre estas dos bolsas de unién. Por lo tanto, se lograra un
andlisis de acoplamiento mas completo de nuestros compuestos, ya que estamos
considerando diferentes parametros estructurales de la cavidad de unién a la
tubulina. Para cada cristal, se realizé un acoplamiento molecular dirigido al sitio
de unién de la tubulina en el sitio de unién de la colchicina. La figura 4.1 muestra
el sitio de union utilizado para los célculos de acoplamiento en cada complejo
cristalino, y las interacciones moleculares implicadas en la unién del inhibidor.
Todos los calculos del acoplamiento se realizaron con AutoDock Vina.® Se utilizé el
esquema de cargas parciales AM1, con una caja cubica de 10 A. Para asegurar la
confianza de nuestros resultados de docking, se reprodujo la conformacién de
cada inhibidor cocristalizado con un valor de desviacion cuadratica media (RMSD
del inglés Root-Mean-Square Deviation) de 0.2 A y 0.8 A para 5XIW y 6BR1,

respectivamente (figura 4.2S y 4.3S, anexo del capitulo 1V).
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Figura 4.1. Estructura cristalina del complejo colchicina-tubulina (PDB:5XIW) y del
complejo heterociclico pirimidina-tubulina (PDB:6BR1). A) Interacciones moleculares entre
la colchicina y la tubulina. B) Interacciones moleculares entre la pirimidina heterociclica y la

tubulina.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 EVALUACION BIOLOGICA Y SAR

Los anélogos de galato de arilo sintetizados (N1-N9) se evaluaron mediante

el ensayo MTT in vitro para comprobar su capacidad de alterar la viabilidad celular

de la linea celular de cancer humano de cuello uterino HelLa. Los resultados se

resumen en la tabla 4.1, e indican que los derivados 3,4,5-trimetoxibenzoato de

cinamilo (N1),

3,4,5-trimetoxibenzoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N5) 3,4-

dimetoxibenzoato de 3,4,5-trimetoxibencilo (N6), y 3,4,5-trimetoxicinamato de

3,4,5-trimetoxibencilo (N9) fueron los mas potentes con valores de ICsoexpHeLa de

11. 29 £ 1.70, 9.45 £ 2.46, 7.26 + 0.68 y 11.95 + 3.22 uM, respectivamente. Los

derivados N4 (ICsoexpHeLa = 68.70 = 19.24 uM), N7 (ICsoexpHeLa = 35.13 £ 9.55 uM) y

N8 (ICsoexpHeLa = 43.48 + 9.78 uM) mostraron un efecto muy bajo, mientras que los
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derivados N2 y N3 presentaron [CsoexpHeLa Superiores a 100 pM. Es importante
destacar que el efecto citotdéxico de los compuestos N1, N5, N6 y N9 también se
evalud en la linea HaCaT (ICsoexpHacaT), Y NO Se observo ningun efecto significativo

en estas células no cancerosas.

En la tabla 4.1, se puede observar que los compuestos mas activos tienen
un sistema diarilico unido a través de una cadena de carbono que incluye oxigeno;
muchos de los cuales conservaron el motivo del trimetoxi galato. Este resultado
coincide con los informes que sugieren que este motivo favorece el efecto
citotdéxico de varios compuestos que interactian principalmente con la tubulina.?s
Algunos productos naturales de este tipo, caracterizados por inhibir la
polimerizacion de la tubulina (figura 4.2A-.2D), son la colchicina, la podofilotoxina,

la esteganacina y la Combretastatina A4 (CA-4).s-1

Es importante mencionar que diversos estudios de relacion estructura-
actividad han demostrado que los compuestos inhibidores del sitio de unién de la
colchicina (CBSI) del tipo CA-4 estan constituidos por un sistema diarilico (Anillos
A 'y B) unidos a través de un doble enlace. El anillo A esta trimetoxilado, y el anillo

B con varias sustituciones.?101213
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Tabla 4.1 Valores correspondientes a las actividades citotdxicas experimentales y la

predichas de los derivados N1-N9.

Molécula ICsopredHeLa ICsoExpHeLa ICsoexpHacaT
ng
N1 6.41 11.29 +1.70 >100
CE;OLW@
N2 5.93 >100 ND
12.89 >100 ND
N3
& 12.23 68.70 + 19.24 ND
N4
gl 10.19 9.45 + 2.46 >100
N5
NG 12.13 7.26 + 0.68 >100
N7 25.61 35.13 +9.55 ND
NS 19.31 43.48 + 9.78 ND
N9 28.99 11.95 +3.22 >100
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Mientras que otras moléculas que se sabe que interactian con la tubulina
en el sitio de la colchicina son ((2E)-1-(3', 4', 5'-trimetoxifenil)-3-(2-natftil)-2-propen-
l-ona)* (figura 4.2E) y 1-metil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4-(4etoxifenil)-1H-pirazols
(figura 4.2F) con alta similitud estructural a nuestros compuestos. Estudios
experimentales sobre estas moléculas, demostraron que inhiben la polimerizacién
de la tubulina, y se sugiere que se unen en el sitio de la colchicina (basado en el

acoplamiento molecular).

NHAc OH
$ OCH :
O 3 O ,‘\\\
4 0
0 .
. O OCH; A
 HEh e m 9
3 HCO OCHy
OCHs
AcO lo) >—N

oc ® ®
O ° HsCO OCHs HsCO OCHj

H3;CO OCH; D) OCHg E) OCHs; F)

Figura 4.2. Representaciones en 2D de moléculas que interactdan con la tubulina y que
presentan en su estructura el grupo trimetoxi fenilo. A) Colchicina, B) Combretastatina C)
Podofilotoxina y D) Esteganacina E) ((2E)-1-(3', 4', 5'-trimetoxifenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona)
y F)1-metil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4-(4-etoxifenil)- 1H-pirazol.

En la figura 4.3 se muestra la alineacion estructural de estos compuestos
con nuestros candidatos. Los paneles A y B muestran la alineacion estructural
entre la (1) colchicina respecto con (ll) pirazol y con el analogo de la (lll) chalcona,

respectivamente, mientras que el panel C muestra la alineacion entre Il y Ill. Estos
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resultados muestran que el fragmento estructural 3,4,5-trimetoxifenilo esta
presente en este tipo de inhibidores, y su importancia en el modo de union de
estos compuestos con la tubulina. I 'y Il son la conformacion biolégicamente activa
extraida de su complejo cristalino: 5XIW y 5Z4U, respectivamente. Es importante
mencionar que Il ((2E)-1-(3',4',5'-trimetoxifenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona)* esta
estructuralmente relacionada con nuestros compuestos, especialmente con N1, lo
que la convierte en nuestra referencia estructural para comparar nuestros
compuestos. Por lo tanto, para apoyar nuestra hipétesis de que nuestros
candidatos funcionan como inhibidores de la polimerizacién de la tubulina, se
realizé un alineamiento estructural de N1 (figura 4.31V), N5 (figura 4.3V) y N6
(figura 4.3VI) con respecto al analogo de la chalcona (figura 4.3D, 4.3E y 4.3F);
podemos observar que el solapamiento de las estructuras es mejor en el orden de
N1<N5<N6, lo que también ocurre con su valor de ICsoexpHeLa que disminuye en el
mismo orden N6<N5<N1, haciendo que N6 sea el candidato mas potente (menor
valor de ICsoexpHeLa). A partir de esto podemos proponer que la mayor similitud de
nuestros compuestos (N1, N5 y N6) con el analogo de la chalcona, mostraran un
mejor efecto citotoxico in vitro, que podria estar asociado a la unién a la tubulina

en el sitio de la colchicina.
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Figura 4.3. Alineamiento estructural de N1, N5 y N6 con compuestos que se unen a la
tubulina en el sitio de la colchicina. Representacion en 2D de la (1) colchicina, el (II) analogo
de pirazol (1-metil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4-(4etoxifenil)-1H-pirazol), el (lll) analogo de chalcona
((2E)-1-(3',4',5'-trimetoxifenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona), (IV)N1, (V)N5 y (VI)NG,

Alineacion estructural de la colchicina respecto al analogo de (A) pirazol y a la (B) chalcona; (C)
comparacion estructural entre estos dos ultimos analogos y alineacion estructural entre (D) N1,
(E) N5y (F) N6 respecto con el analogo de chalcona.

Al comparar los ICso predichos respecto a los experimentales, se identificd
que la molécula con mejor actividad es N6, con un ICsoexpHera=7.26 + 0.68,
destacando que N6 es la molécula con mayor similitud a CA-4. También se
determind que cuanto mas considerables son las modificaciones de la cadena que
conecta los anillos aromaticos, las sustituciones en estas estructuras y la
presencia de un unico anillo de 6 miembros, mas dispersa es la prediccion del
efecto citotoxico. Por lo tanto, este modelo puede ayudar a predecir la actividad
citotoxica en la linea celular HeLa de algunos derivados del CA-4 de tipo éster con
cadenas de enlace de 3 a 5 &tomos entre el sistema diarilico. Teniendo en cuenta

la literatura de las moléculas analizadas en nuestra generacion QSAR, varios

135



Capitulo IV

articulos han demostrado experimentalmente que estas moléculas podrian actuar
como inhibidores de la topoisomerasa I, intercaladores del ADN, y sobre todo
inhibidores de la polimerizacion de la tubulina, debido a su interaccion con el sitio
de la colchicina. Proponemos esto ultimo como posible mecanismo de accion de
los compuestos N1, N5, N6, N7 y N8. Por lo tanto, fue necesario realizar un
acoplamiento molecular sobre la tubulina para evaluar esta hipotesis mediante un

enfoque computacional.

4.3.2 Acoplamiento Molecular sobre tubulina

Debido a la similitud molecular de los compuestos con los inhibidores del
tipo de la colchicina, el sitio de unidn se establecié en la misma region donde se
unen estos compuestos, utilizando la estructura cristalina de la tubulina 5XIW
(figura 4.1aS). Nuestros resultados muestran que la mayoria de los compuestos se
unen de la misma manera que la colchicina, enterrando su anillo trimetoxilado en
la cavidad lipofilica de la B-tubulina interactuando con Val313, Ala314, Ala315,
lle316, Cys239, Leu240, Ala248, Leu248 y Leu 253 y manteniendo el otro anillo en
la region de interaccion de los mondmeros a-B (figura 4.4). Algunos de los
compuestos dirigen su segundo anillo al cofactor GTP (figura 4.4a), como N5, N6y
N9. En cambio, N1, N7 y N8 no dirigen su segundo anillo al GTP, sino que queda
expuesto al disolvente (figura 4.4b). A excepcion de N2, que se une de una forma
totalmente diferente, su segundo anillo esta insertado en el bolsillo de union a la
colchicina (figura 4.4b), esto puede estar relacionado con su falta de actividad. En

el caso de N3 y N4, su modo de union es como el de todos los compuestos,
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excluyendo a N2, insertando el anillo trimetoxilado en el bolsillo de union de la
colchicina (figura 4.4c). Cabe mencionar que las moléculas con un éster aromatico
forman un enlace de hidrogeno (HB del inglés Hydrogen Bonding) en el bolsillo de
union de la colchicina (N1-N6) con este grupo funcional y Asn256. Los valores de
energia de interaccion de la pose mas estable (valor energético mas negativo)
para cada compuesto, obtenidos a partir del célculo de docking, se muestran en la
tabla 4.2. A partir de estos resultados, puede observarse que los valores de Einter
sélo pueden explicar parcialmente la actividad citotoxica de estos compuestos,
como en el caso de N3 y N4, que muestran el mayor valor de Einter (Menos

favorecido), y N1, N5, N6 y N9 el menor de Einter (Mméas favorecido).

c)

Figura 4.4. Modo de unién de N1-N9 con la tubulina (PDB:5XIW). A) Modo de unién de
N5, N6 y N9 con la tubulina. B) Modo de union de N1, N2, N7 y N8 con la tubulina. C) Modo
de unién de N3 y N4 con la tubulina. Todos los ligandos se muestran en representacion de
palos, los 4&tomos de oxigeno estan coloreados en rojo, y los atomos de carbono estan
coloreados segun cada compuesto: N1 (gris), N2 (limén), N3 (naranja), N4 (blanco), N5 (rosa),
N6 (cian), N7 (azul), N8 (morado) y N9 (verde).
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La informacion obtenida hasta ese momento nos llevé a analizar mas
detenidamente el AMLOGP de cada compuesto. De acuerdo con nuestro modelo
QSAR, este descriptor es importante para la farmacocinética de los compuestos,
especialmente para atravesar la membrana. Al resolver la ecuacibn QSAR se
obtuvo el valor de 2 para AMLOGP,, por lo que las moléculas con valores mas altos
se veran afectadas por su mayor lipofilia. Teniendo en cuenta esta particularidad,
tenemos otra caracteristica para explicar la reduccién de la actividad en N1, N2,

N7 y N8.

Estos resultados nos dan informacién sobre la importancia de las
caracteristicas estructurales (ADDD y J3D) y de los otros grupos funcionales
mencionados en el QSAR (metoxi y ésteres). De hecho, nos ayudan a explicar por
qué la contraccion (SPAN) y la aromaticidad (HOMA) de la molécula son
importantes para la actividad citotoxica. En el mismo aspecto, los resultados del
docking ayudan a proponer una explicacion de por qué N2 y N3 carecen de
actividad biologica. No obstante, para analizar adecuadamente el modo de union
de estos compuestos, y la importancia del anillo trimetoxilado en este proceso,
realizamos otro estudio de docking, pero esta vez utilizando una estructura
cristalina de tubulina (PDB: 6BR1) unida a un inhibidor sin anillo trimetoxilado en
su estructura (figura 4.1Sb). El sitio de union es mas pequeiio y tiene una forma
diferente (figura 4.1Sb) que el del cristal de 5XIW (figura 4.1Sa). En la tabla 4.2, se
muestran todos los valores de energia de interaccion (Einter), de la mejor pose de

cada candidato, de este procedimiento de acoplamiento. A partir de estos
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resultados, podemos observar que Einter de todos los compuestos se reduce, este
efecto puede estar relacionado con la contraccion del sitio de union y la repulsion
estérica que esto puede causar. La colchicina también sufre una reduccién de su
Einter cuando se evalla su unién en el cristal 6BR1, en concordancia con los
resultados de nuestros candidatos. La colchicina se une de la misma manera en
ambos cristales y llena el bolsillo de union del inhibidor de pirimidina heterociclica
en 6BR1 (figura 4.4S). Un mayor descenso del valor de Einter S produjo en N5, N6
y N9, los tres candidatos con el segundo anillo trimetoxilado (tabla 4.2). Para el
resto de los candidatos, los que no tienen segundo anillo (N3 y N4) y los que
tienen un segundo anillo no sustituido (N2, N7 y N8), su valor de Einter Se vio

menos afectado por el cambio en el cristal para el acoplamiento.

Tabla 4.2. Valores de energia de interaccion (kcal/mol) obtenidos por el docking
molecular en diferentes cristales de tubulina.

Molécula 5XIw  6BR1 AMLOGP ICso0expteLa (LM)
N1 -7.8 -7.5 2.955 11.29+1.70
N2 -8.0 -7.4 3.242 >100
N3 -5.7 -6.1 1.526 >100
N4 -5.8 -6.1 1.765 68.70 £ 19.24
N5 -7.9 -5.8 0.98 9.45 + 2.46
N6 -7.9 -6.1 1.501 7.26 + 0.68
N7 -8.1 -7.4 2.687 35.13+9.55
N8 -8.5 -7.1 3.062 43.48 £ 9.78
N9 -7.9 -6.3 1.344 11.95+ 3.22

Colchicina -10.4 -6.1 -- --
E3Y -9.6 -9.0 - -

En la figura 4.5 se muestra el modo de union de la mejor postura de

nuestros candidatos mas activos (N1 y N5-N9) en el cristal 6BR1. Para este cristal,

139



Capitulo IV

todos los compuestos se unen de forma similar, dirigiendo su segundo anillo al
disolvente. En cuanto al cristal 5XIW, separamos los resultados de este docking
para analizar mejor los cambios estructurales y su efecto en la uniéon. Para N1, N7
y N8, se puede observar que conservan el mismo modo de union que el mostrado
en 5XIW, donde el anillo trimetoxilado se une en el bolsillo de la colchicina y el
anillo no sustituido queda expuesto al disolvente. Este detalle explica la pequefia
diferencia en los valores de Einter en ambos cristales. Sin embargo, para el N2 se
consigui6 un modo de union diferente (figura 4.5S), uno similar al de los
compuestos mencionados anteriormente, lo que explica su valor similar de Einter.
Por tanto, proponemos que la pérdida de actividad de este candidato se debe a su
caracter farmacocinético menos favorecido, especialmente por su alto valor de
ALOGP (basado en nuestro QSAR). Mientras que N3 y N4 se unen de la misma
manera que en 5XIW, interactuando con su anillo metoxilado en el sitio de unién
de la colchicina (figura 4.6S). Su Einter tiene un valor pequeio, lo que explica su
reducida actividad. En el cristal 6BR1, N5, N6 y N9 cambiaron su modo de unién
respecto al mostrado en 5XIW. La cavidad de unibn mas pequefia y contraida
dirigié su segundo anillo al disolvente de forma similar a los candidatos N2, N7 y
N8. Estos cambios en el modo de unién de N5, N6 y N9 pueden explicar el
descenso de sus valores de Einter. Sin embargo, el modo de unién de su anillo
trimetoxilado, en el bolsillo de union de la colchicina, se conserva en los dos

cristales.
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A)

e

B)

Figura 4.5. Modo de unién de N1, N5-N9 con la tubulina (PDB:6BR1). A) Modo
de uniéon de N1, N7 y N8 con la tubulina. B) Modo de unién de N5, N6 y N9 con la
tubulina. Todos los ligandos se muestran en representacién de palos, los atomos de
oxigeno estan coloreados en rojo y los atomos de carbono estan coloreados segun
cada compuesto: N1 (verde), N5 (marrén), N6 (gris), N7 (amarillo), N8 (azul) y N9
(morado).

De la figura 4.5 se desprende que nuestros candidatos con dos anillos
aromaticos pueden separarse en dos clases de inhibidores de unién, los que
tienen un anillo sustituido (N1, N7 y N8), y los que tienen dos anillos sustituidos
(N5, N6 y N9). Se puede encontrar una correlacién entre los valores de Einter y de
ICs0 para la primera clase de inhibidores de union (tabla 4.2). Los compuestos N7
y N8 son ésteres formados por dos anillos aromaticos, uno trimetoxi sustituido y el
otro sin sustituir; por lo tanto, tienen cierta similitud con el compuesto N1 (11.29
HM). Sin embargo, el N7 presenta un ICsoexpHera de 35.13 pM, por lo que es
aproximadamente tres veces menos eficaz que el N1. La diferencia estructural

entre N7 y N1 es que en el compuesto N1, el grupo carbonilo esta unido
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directamente al anillo trimetoxilado; ademas, en el compuesto N7, la cadena que
une ambos anillos tiene un enlace aff insaturado. Mientras que para el compuesto
N8, la ICsoexpHeLa €S de 43.48 uM, la diferencia estructural respecto a N1 radica en
la extension de la cadena que une ambos anillos. En el caso de N1, el puente es
de cinco atomos y un doble enlace; mientras que en el caso de N8, es de siete
atomos y dos dobles enlaces; esto hace que N1 sea aproximadamente cuatro
veces mas eficiente que N8. Ademas, sus valores de ALOGP complementan la
explicacion en las diferencias en los valores experimentales de ICso en la linea
celular HelLa. Estas diferencias en Einter y ALOGP pueden explicarse por la cadena
de carbono extendida entre los anillos arométicos en N8 en comparacion con N1y

N7.

En el caso de la segunda clase de inhibidores de unién, no existe un modo
de union conservado. Ya que N5 y N6 son muy similares, pero son muy diferentes
a N9. Su cadena de carbono extendida y el grupo funcional éster posicionado de
forma diferente pueden explicar los valores Einter y ALOGP de N9. Esta cadena de
carbono extendida empuja el segundo anillo hacia el disolvente generando el
modo de unién mostrado en la figura 4.5. N9 tiene un ICsoexpHeLa de 11.95 UM y es
estructuralmente muy similar a N7 y N5 porque N9 consiste en un sistema diarilo,
con ambos anillos trimetoxilados. La diferencia entre N9 y N7 es la ausencia de
metoxilos en uno de los anillos del N7, lo que conlleva una disminucién de su
actividad citotéxica. Mientras que entre N9 y N5, la diferencia radica en la longitud

de la cadena que une los anillos aromaticos, cinco y tres atomos respectivamente,
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y en la presencia de un enlace af3 insaturado en N9. Observamos que el aumento
de la longitud de la cadena que une ambos anillos aromaticos disminuye la
actividad citotoxica de N9. En general, podemos analizar que a medida que
aumenta la distancia entre los anillos aromaticos de nuestros ésteres, la actividad
citotoxica disminuye. Simultaneamente, la ausencia de metoxilos en las posiciones
meta y para también puede disminuir la citotoxicidad. Lo anterior coincide con lo
reportado por los grupos de Mannila (1993) y Zheng (2014), respectivamente,

sobre los derivados de CA-4.

Un detalle importante para resolver era el modo de union de N6 y su
relacion con su mejor capacidad citotoxica. Por lo tanto, se realiz6 un estudio
exhaustivo de todos los posibles modos de unién de N5 y N6. N5 era el mejor
compuesto para comparar con N6, ambos estan constituidos por dos anillos
aromaticos, ambos con sustituyentes metoxilo; estos anillos estan unidos por una
cadena de tres atomos, incluido el oxigeno. N6 carece del grupo metoxilo en la
posicion 5; la ausencia de este sustituyente mejora ligeramente el efecto citotoxico
experimental de N6 (7.26 =+ 0.68 uM) con respecto a N5 (9.45 + 2.46 uM). Esto
coincide con lo reportado por los grupos de Pang en 2017 y Pettit en 2005 al
analizar que un aumento de metoxilos en estructuras como nuestros derivados de
AG disminuye su efecto citotoxico. Debido a que puede estar ocurriendo un
impedimento estérico con el receptor, es esencial mencionar que el compuesto N6

tiene una estructura parecida a la combretastatina 4 (CA-4); por lo tanto, esto
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refuerza la posibilidad de que nuestro derivado N6 interactie en el sitio de unién

de la colchicina en la tubulina.

En la figura 4.6 se muestran los dos modos de union méas estables en la
tubulina del derivado N5, utilizando el cristal 6BR1. Con esta figura podemos
observar que la mayoria de las interacciones son de tipo hidrofébico, ya que este
bolsillo de unién posee un carécter lipofilico denotado por el color de su superficie
(verde); escala Kyte-Doolittle. La pose 1 (figura 4.6a) se une con un valor de Einter
de -5.8 kcal/mol ligeramente mejor que la pose 2 (figura 4.6b) con un Einter de -5.7
kcal/mol. Estos resultados se pueden asociar al mejor ajuste y al patron de
interaccion debido a su éster aromético. En este cristal podemos ver que al
insertar N5 en el bolsillo de unién de la colchicina con el primer anillo, el grupo
éster genera interacciones favorecidas, al igual que en el cristal 5XIW donde se

forma un HB con Asn256 como se muestra en la figura 4.7S.
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Figura 4.6. Modos de uniéon de N5 con el cristal de tubulina 6BR1. A) Postura de union de N5
en la cavidad de la colchicina por medio de su anillo 1. B) Postura de unién de N5 en la cavidad
de la colchicina por medio de su anillo 2. Los residuos que interactian se muestran en
representacion de bola y palo. Graficos de superficie de la lipofilia de los aminoacidos, la escala
Kyte-Doolittle.

En la figura 4.7 se muestran los dos modos de unién mas estables del N6
en la tubulina, utilizando el cristal 6BR1. Para la pose 1 (figura 4.7a) se une con un
valor de energia de interaccion (Einter) de -6.1 kcal/mol ligeramente mejor que la
pose 2 (figura 4.7b) con un Einer de -5.8 kcal/mol. Este resultado puede asociarse

al mejor ajuste y al patrén de interaccion debido a su éster aromatico, como para
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N5. Para esta molécula la formacion de HB en la pose 1 puede ayudar a explicar

su mayor actividad citotoxica.
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Figura 4.7. Modos de union de N6 con el cristal de la tubulina 6BR1. A) Postura de unién de
N6 en la cavidad de la colchicina por medio de su anillo 1. B) Postura de unién de N6 en la
cavidad de la colchicina por medio de su anillo 2. Los residuos que interactian se muestran en
una representacién en forma de baston. Graficos de superficie de la lipofilia de los aminoacidos,

la escala Kyte-Doolittle.

4.4 CONCLUSIONES

Una vez que se evaluaron in vitro nuestros nueve derivados (N1-N9), se

determind que los mejores resultados de actividad citotdxica se obtuvieron con N1,
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N5, N6 y N9 en la linea celular HeLa; mientras que en la linea celular HaCaT no
presentan actividad citotdxica relevante; es decir, nuestros derivados tienen un

efecto selectivo a la linea cancerigena.

El compuesto N6 fue el més activo y estructuralmente parecido a la
combretastatina; ademas, en nuestro andlisis QSAR, N6 tuvo una buena
prediccion de su ICsoexpHeLa. Analizando la estructura y actividad de nuestros
compuestos (excepto N3 y N4) se determiné que cumplen ciertas relaciones
presentes en una amplia variedad de derivados de CA-4; asi como también
observamos que el motivo trimetoxibenceno de nuestros derivados de AG
proporciona una similitud sobre otras moléculas de tipo CBSI. Mientras que el
alineamiento estructural realizado nos permitié observar la relacién entre N1, N5y
N6, respecto a otras moléculas que se unen a la tubulina, especificamente en el
sitio de la colchicina. Esto nos llevé a proponer que nuestros derivados pueden
ejercer su efecto citotoxico mediante la inhibicion de la polimerizacion de la
tubulina al unirse al sitio de la colchicina. Y esta hipotesis de manera general se
pudo sustentar a través de diversos acoplamientos moleculares de nuestros
derivados con los cristales 5XIW y 6BR1. Se observé relacién entre Einter, 10
valores de ICsoexpHeLa Yy 10S valores de MLogP de los derivados. Finalmente, la
moderada actividad citotéxica y la facil sintesis de nuestros derivados los

convierten en moléculas de interés para futuros analisis.
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4.6 ANEXOS

Figura 4.1S. Representaciones del sitio de unidon a la colchicina de los cristales de
tubulina 5XIW y 6BR1. a) Unidn de la colchicina (representacion de relleno del espacio)
sobre un bolsillo de tubulina (5XIW) (color violeta, V= 715,26 A3). b) Unién de la pirimidina
heterociclica (representacion de relleno del espacio) sobre un bolsillo de tubulina (6BR1)
(color rosa, V= 546.43 As).
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Figure 4.2S. Estructura cristalina del complejo colchicina-tubulina (PDB:5XIW) con la pose
superpuesta del ligando obtenida a partir del docking (RMSD= 0,2). La conformacién obtenida a
partir del calculo de acoplamiento se muestra en una representacidn de palos, y la conformacién
del cristal en una representacién de bolas y palos.

150



Capitulo IV

Figure 4.3S. Estructura cristalina del complejo heterociclico pirimidina-tubulina (PDB:6BR1) con la
pose superpuesta del ligando obtenida del docking (RMSD= 0.8). La conformacidon obtenida a
partir del calculo de docking se muestra en una representacién de palos, y la conformacién del
cristal en una representacién de bolas y palos.
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Figure 4.4S. Estructura cristalina del complejo -tubulina (PDB:6BR1) con la pose superpuesta de
la colchicina obtenida del docking. La colchicina se muestra en una representacion de bola y palo,
y la pirimidina heterociclica en una representacidn de palo. Los dtomos de oxigeno y nitrégeno
estdn coloreados en rojo y azul respectivamente, y los &tomos de carbono estan coloreados segun

la molécula.
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Figure 4.5S. Estructura cristalina del complejo -tubulina (PDB:6BR1) con la pose N2 obtenida del
docking. N2 se muestra en una representacion de bola y palo. Los dtomos de oxigeno estan
coloreados en rojo y los de carbono en cian.
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Figure 4.6S. Estructura cristalina del complejo de -tubulina (PDB:6BR1) con las posturas N3 y N4
obtenidas mediante docking. N3 y N4 se muestran en una representacién de bola y palo. Los
atomos de oxigeno estan coloreados en rojo y los &tomos de carbono en funcion de la molécula:

N3 (azul) y N4 (morado).
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Figure 4.7S. Modos de unidn de N5 con el cristal de tubulina 5XIW. Los residuos que interactuan
se muestran en representacion de bola y palo.
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