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RESUMEN

Los iridoides genipésido y su aglicona genipina han sido evaluados en lineas celulares de
diferentes tipos de céncer; sin embargo, éstos no habian sido probados contra diversas
lineas celulares de cancer cervicouterino y cancer de mama. Ante la necesidad de descubrir
nuevas moléculas con actividad citotéxica contra el cancer de mama y el cancer
cervicouterino, que son los principales tipos de neoplasias que afectan a las mujeres a nivel
mundial y en México, se propuso la evaluacion in vitro de la citotoxicidad de genipésido y
genipina contra tres lineas de cancer cervicouterino y tres lineas de cancer de mama. De
las lineas ensayadas, las lineas celulares mas sensibles a genipina, fueron CaSki, CalLo,
MCF-7 y BT-549, cuyo valor de Clso se encontré en un intervalo de concentracién de 66-75
UM. Sin embargo, genipésido no fue activo contra ninguna de las lineas celulares
evaluadas.

Debido a que no existen reportes del blanco biol6gico de estos dos iridoides contra estos
tipos de cancer, se decidié hacer un estudio computacional con base en el ligando, con
métodos in silico, tales como un analisis de relacion estructura-actividad (SAR), andlisis de
similitud molecular y estudios de relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR). Para
lo cual se buscaron iridoides evaluados en las lineas celulares ensayadas en el presente
trabajo; sin embargo, se seleccionaron iridoides evaluados contra HeLa, dado el nUmero de
moléculas encontradas y la similitud estructural con genipina y genipdsido. Derivado del
SAR se encontrd que sustituyentes como aldehido o acido carboxilico, hidroxilos en C5,
C6, C7 y C8, asi como la ausencia del doble enlace en C7-C8 eran relevantes para la
actividad citotéxica de iridoides similares a genipina y genipésido. Con respecto a los
analisis de similitud molecular se encontr6 que el momento dipolar es de gran relevancia
para la actividad citotéxica de los iridoides, asi como descriptores asociados a la polaridad
de las moléculas. Por otro lado, derivado del estudio QSAR, se obtuvo un modelo
matematico que permite predecir la actividad biolégica contra HelLa, y que confirma, una
vez mas, que el momento dipolar es el descriptor molecular principal que afecta de manera
positiva la actividad citotéxica de los iridoides. Hasta nuestro conocimiento, no se habia
realizado previamente ningun disefio racional de farmacos con base en el ligando, por lo
que en el presente trabajo se propuso el disefio y optimizacion de nuevos iridoides con base
en la estructura de genipina como compuesto lider, que dio como resultado 12 nuevos
iridoides disefiados con potencial actividad predicha.



ABSTRACT

The iridoids geniposide and its aglycone genipin have been evaluated in cell lines of different
types of cancer; however, they had not been tested against several cervical and breast
cancer cell lines. Given the need to discover new molecules with cytotoxic activity against
breast and cervical cancer—two of the main neoplasms affecting women worldwide and in
Mexico—the present study proposed an in vitro evaluation of the cytotoxicity of geniposide
and genipin against three cervical cancer lines and three breast cancer lines was proposed.
Of the lines tested, the cell lines most sensitive to genipin were CaSki, CaLo, MCF-7 and
BT-549, whose ICsy value was found in a concentration range of 66-75 uM. However,
geniposide was not active against any of the cell lines tested.

Since there are no reports of the biological target of these two iridoids against these types
of cancer, it was decided to perform a ligand-based computational study with in silico
methods, such as a structure-activity relationship (SAR) analysis, molecular similarity
analysis and quantitative structure-activity relationship (QSAR) studies. For which iridoids
evaluated in the cell lines tested in the present work were sought; however, iridoids
evaluated against HeLa were selected, given the number of molecules found and the
structural similarity with genipin and geniposide. Derived from a SAR it was found that
substituents such as aldehyde or carboxylic acid, hydroxyls at C5, C6, C7 and C8, as well
as the absence of the double bond at C7-C8 were relevant for the cytotoxic activity of iridoids
similar to genipin and geniposide. With respect to molecular similarity analyses, it was found
that the dipole moment is of great relevance for the cytotoxic activity of iridoids, as well as
descriptors associated with the polarity of the molecules.

On the other hand, derived from the QSAR study, a mathematical model was obtained that
allows predicting the biological activity against HeLa, and confirms, once again, that the
dipole moment is the main molecular descriptor that positively affects the cytotoxic activity
of iridoids. To our knowledge, no rational ligand-based drug design had been previously
performed, so in the present work we proposed the design and optimization of new iridoids
based on the genipin structure as the lead compound, which resulted in 12 new designed
iridoids with potential predicted activity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es un conjunto de
enfermedades relacionadas que pueden tener su origen en practicamente cualquier érgano
o tejido del cuerpo, y que se caracteriza por la proliferacion sin control de células anormales
(OMS, 2024). Cuando estas células anormales sobrepasan sus limites normales e invaden
tejidos adyacentes del cuerpo y/o se propagan a otros érganos del cuerpo, entonces se
dice que ocurre un proceso denominado metastasis.

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial. Los tipos de cancer més
frecuentes entre los hombres son el cancer de pulmén, de prostata, colorrectal, de
estbmago y de higado; y los mas frecuentes en las mujeres son el cancer de mama,
colorrectal, de pulmén, cervicouterino y de tiroides (OMS, 2024).

1.1.1 Céancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es una enfermedad neoplasica maligna que tiene su origen
en el cuello uterino o cérvix, que es la entrada al Utero a través de la vagina (Figura 1).

La progresion natural de esta enfermedad puede conducir a la muerte y cerca del 85% de
muertes por este tipo de cancer ocurren en paises en desarrollo o de bajos recursos (Denny
& Prendiville, 2015). El CaCu es una enfermedad completamente prevenible y curable, a
un costo y riesgo bajo (siempre y cuando se ejecuten métodos de tamizaje para mujeres
asintomaticas, a la par con un diagnaéstico, tratamiento y seguimiento acertados).

Figura 1. Cancer cervicouterino. A) Estadio IB1, B) Estadio IB2.



1.1.2 Cancer de mama

El cancer de mama (CaMa) es un tipo de neoplasia que se forma en las células de las
glandulas mamarias (Figura 2) y es la morbilidad por cancer mas comun en mujeres en todo
el mundo (OMS, 2024). Actualmente, se presenta tanto en mujeres como en hombres,
aunque sigue siendo mas prevalente en mujeres. Este tipo de cancer en etapas tempranas
se considera potencialmente curable.

El cancer de mama se puede clasificar en 3 principales subtipos con base en la presencia
0 ausencia de marcadores moleculares: para receptores de las hormonas estrogeno o
progesterona y del factor de crecimiento humano epidermal 2 (ERBB2, antes llamado
HER?2), de los cuales el 65% de los pacientes resultan positivos al receptor hormonal
estrogeno (ER+) o progesterona (PR+) y negativo para ERBB2, el 20% positivo para
ERBB2+, y el 15% triple negativo, es decir, se trata de tumores que carecen de los 3
marcadores moleculares estandar (ER-, PR-, ERBB2-) (Barzaman et al., 2020).

El CaMa triple negativo es el subtipo mas agresivo, que se caracteriza por las tasas mas
altas de recurrencia y muerte (Leon-Ferre & Goetz, 2023).

Pared toracica

Vasos sanguineos Musculo intercostal

Tumor maligno Musculo pectoral

Pezon

Ductos mamarios
Hueso de la costilla

Células adiposas

Figura 2. Esquema representativo de cancer de mama en la mujer.

1.1.3 Cancer cervicouterino y cancer de mama en México y el mundo

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2022 en nuestro pais el
cancer cervicouterino ocup6 el tercer lugar en incidencia (7.5%) y el segundo lugar en
mortalidad (9.6%), de un total de 105,051 nuevos casos de cancer y 42,967 muertes por
cancer en mujeres (Figura 3); el tipo de neoplasia que ocupa el primer lugar es el cancer
de mama tanto en incidencia (26%) y en mortalidad (16%) (Cancer Today, 2022).



La edad promedio en incidencia de CaCu es de 49 afios, mostrando una mayor incidencia
en mujeres entre los 50-59 afos, y la edad promedio de mortalidad es de 59 afios. Se
estima que el 40% de los casos de CaCu son diagnosticados en etapas tempranas, y 6 de
cada 10 casos de CaCu son detectados en etapas avanzadas (SPPS, 2016). En cuanto al
cancer de mama, éste tiene mayor incidencia y un mayor numero de casos con invasividad
en mujeres con edad entre 60-69 afios, y una mayor tasa de mortalidad en mujeres mayores
de 80 afos (DeSantis et al., 2019).

Incidencia Mortalidad

Mama
6 884 (16%)

Mama
27 283 (26%)

Otros canceres

36 766 (35%) <
A Otros canceres

16 840 (39.2%) Cervicouterino

4121 (9.6%)

Higado

Tiroide 3507 (8.2%)

10 188 (9.7%)

Colorrectal

38%5 3.6
.6%]
(3.6%) 3 365 (7.8%)

Ovario Cervicouterino Pulmén

4759 (4.5%) 4 7869 (7.5%) 2652 (6.29%) 4 )
Colorrectal Utero i Ovario Estémago
7 105 (6.8%) 7 266 (6.9%) 2765 (6.4%) 21833 (6.6%)

Total : 105 051 Total : 42 967

Figura 3. Incidencia y mortalidad por distintos tipos de cancer en mujeres mexicanas [Tomada de Cancer
Today, 2022].

A nivel mundial, el cancer cervicouterino ocup6 en el 2022 el cuarto lugar en incidencia
(6.6% de un total de 8,622,539 nuevos casos de cancer) y en mortalidad (7.5% de un total
de 4,169,387 muertes por cancer) entre las neoplasias mas comunes en mujeres (Figura
4); el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia (24.2%) y mortalidad (15%) a
nivel mundial (Cancer Today, 2022).



Incidencia Mortalidad

Mama
626 679 (15%)

Mama
2088 849 (24.2%)

Otros canceres Otros canceres
3246 828 (37.7%) 1550 997 (37.2%)

Colorrectal
823 303 (9.5%)
Estémago x
349 947 (4.1%) Pulmén
Utero 725 352 (8.4%)
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576 060 (13.8%)
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396 568 (9.5%)

Pancreas Cervicouterino
- « 205 332 (3.9%)
Tiroide Cervicouterino Higad Ests 311 365 (7.5%)
436 344 (5.1%) 569 847 (6.6%) igado stomago
233 256 (5.6%) 269 130 (6.5%)

382 069 (4.4%)

Total : 8 622 539 Total : 4 169 387

Figura 4. Incidencia y mortalidad por distintos tipos de cancer en mujeres a nivel mundial [Tomada de Cancer
Today, 2022].

1.1.4 Cancer cervicouterino y su relacién con el VPH

El cancer cervicouterino se encuentra asociado a la infeccion por el Virus del Papiloma
Humano (VPH). Existen mas de 100 genotipos de VPH caracterizados a nivel genético, de
los cuales 15 genotipos de este virus estan relacionados con CaCu (Burk et al., 2009); a
estos genotipos se les llama carcinogénicos o de alto riesgo (Scarinci et al., 2010).

Virus del Papiloma Humano

El Virus del Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae e infecta
células epiteliales del ser humano. El VPH actla interrumpiendo el control normal del ciclo
celular, promoviendo la divisién celular descontrolada y la acumulacién del dafio genético
(Crosbie et al., 2013).

La particula viral del VPH tiene una cépside de 72 capsémeros (60 hexdmeros y 12
pentdmeros), con un didmetro cercano a 55 nm y que contiene el DNA viral. Los
capsémeros estan formados por dos proteinas estructurales: L1 en su mayoriay L2. EI VPH
es relativamente estable y, ya que no tiene envoltura, puede permanecer infeccioso en un
ambiente hiumedo por meses, tal como lo es el cérvix (Doorbar, 2005).

Los VPH de alto riesgo incluyen los tipos virales 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68 y 69, también llamados oncogénicos o carcinogénicos, por su deteccion
en mujeres con cancer cervicouterino (Mufoz et al., 2004; Salcedo et al., 2014), de los
cuales se sabe que los tipos 16 y 18 son los causantes del 70% de CaCu a nivel mundial y
de las lesiones precancerosas en el cérvix (Crosbie et al., 2013). En México, la
genotipificacion del VPH en 2,956 muestras cervicales mostré una prevalencia del 39.4%



para VPH16 y 7.5% para VPH18, y se reportaron otros genotipos con alta prevalencia como
son el VPH31 con 7.1%, el VPH59 con 4.9% y el VPH58 con 3.2% que no habian sido
reportado antes a nivel mundial (Salcedo et al, 2014). Los genotipos de VPH de bajo riesgo
que se han reportado son: 6, 11, 26, 30, 42, 43, 54, 55, 61, 62, 66, 67, 67, 70, 71, 72, 73,
81, 82, 83, 84, 87, 89, 91y 97 (Salcedo et al., 2014).

El nuevo modelo de carcinogénesis cervical por infeccion de VPH esta representado por:
1) la infeccién con VPH, 2) la persistencia del VPH, 3) la progresiéon de la infeccion
persistente a una lesién precancerosa cervical y 4) la invasion del cancer (Scarinci et al.,
2010; Dasari et al., 2015). Después de la infeccion por VPH puede haber una regresion
espontanea en menos de un afo después de la infeccion; sin embargo, una proporcién de
las infecciones por VPH de alto riesgo pueden volverse persistentes y progresar a lesiones
precancerosas de alto grado y, consecuentemente, convertirse en un cancer invasivo
(Figura 5).

@

Persistencia

™ © @

Infeccion Ceéervix Progresion Invasion

infectado Pre-cancer

Cérvix
normal

Eliminacion por VPH Regresion

Figura 5. Desarrollo de cancer por infeccion de VPH [Adaptada de Dasari et al., 2015].

De acuerdo con Crosbie y colaboradores (2013) las células basales en el epitelio cervical
se encuentran en la membrana basal, la cual es sostenida por la dermis. El VPH ingresa a
las células basales mediante microabrasiones en el epitelio cervical. Después de la
internalizacién de la infeccion, el DNA viral se libera de la capside y se transporta al nacleo
como material genético libre o episomas cromosomales. La expresion de los genes
tempranos se controla en las células epiteliales basales con la amplificacion del DNA viral.
La replicacion ocurre sélo en las células en diferenciacion que maduraran y envejeceran. El
VPH codifica dos proteinas, E6 y E7, que promueven la proliferacion celular, prolonga la
progresion del ciclo celular y previene la apoptosis (o muerte celular). La célula se vuelve
entonces permisiva para la replicacion viral y cientos o aun miles de copias del DNA del
VPH se producen en una sola célula. Las proteinas de la capside L1y L2, se expresan en
las capas mas superficiales del epitelio, donde ocurre el ensamblaje del virus, y asi es como
las nuevas particulas virales (llamadas viriones) se liberan desde la superficie epitelial. Este
ciclo viral requiere de 2-3 semanas, durante este tiempo una célula cervical se traslada de
la capa basal a las capas mas superficiales del epitelio, donde madura, envejece y luego
muere (Figura 6).



Las lesiones intraepiteliales de bajo grado apoyan la replicacion viral productiva; en
ocasiones las infecciones con VPH de alto riesgo progresan a neoplasias intraepiteliales de
alto grado. La progresion de las lesiones no tratadas a cAncer microinvasivo e invasivo se
asocia con la integracion del DNA del VPH a los cromosomas del organismo hospedero
(células con nucleo rojo en la Figura 4), ademas de la relaciéon con la pérdida de E2, y la
subsecuente sobrerregulacion de la expresion de los oncogenes E6 y E7 (Figura 6).
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Figura 6. Infeccién por VPH, desarrollo de neoplasia intraepitelial cervical y su progresion a cancer invasivo
[Tomada de Crosbie et al., 2013].

El esquema de la Figura 6 muestra el desarrollo de distintos grados de neoplasia
intraepitelial cervical (GPC, 2010), los cuales son:

NIC1 (Grado 1) es el tipo de menor riesgo, representa solo una displasia leve o
crecimiento celular anormal 1 y es considerado una lesién escamosa intraepitelial
de bajo grado (LSIL). Se caracteriza por cubrir al 1/3 basal del epitelio cervical.
NIC2 (Grado 2) es considerado una lesion escamosa intraepitelial de alto grado
(HSIL) y representa una displasia moderada que cubre los 2/3 basales del epitelio
cervical.

NIC3 (Grado 3), este tipo de lesion escamosa intraepitelial de alto grado o riesgo
representa una displasia severa y cubre mas de los 2/3 de todo el epitelio cervical,



en algunos casos cubre todo el grosor del revestimiento cervical. Se considera un
carcinoma in situ.

Factores de riesgo para lainfeccion del VPH y su progresién a CaCu

De acuerdo con Lépez-Saavedra & Lizano-Soberdn (2006), el riesgo de ser infectado por
VPH y desarrollar CaCu esta directamente influenciado por la actividad sexual, algunos
factores de riesgo son:

a.

©ooo

Promiscuidad: Existe una fuerte relacion entre el nimero de parejas que han tenido
tanto la mujer como su compafiero sexual a lo largo de su vida y la adquisicién del
VPH.

Haber comenzado su actividad sexual a edad temprana (antes de los 18 afios).
Poseer un historial de otras enfermedades de transmision sexual.

Tener verrugas genitales o examen de Papanicolaou con resultados anormales.
Edad: La infeccién con VPH es comuln en mujeres sexualmente activas de 18-30
afos, después de los 30 afios disminuye la prevalencia de la infeccion. El cancer
cervicouterino comunmente aparece después de los 35 afios, lo que parece indicar
una infeccién a edad temprana y su consecuente progresion lenta a cancer.

Tener una pareja sexual con cancer de cérvix o de pene.

Persistencia viral: Los VPH de alto riesgo tienden a persistir, conllevando a la
progresion a cancer.

Haber usado de forma prolongada anticonceptivos orales combinados. Se ha
reportado la relacién del uso de estos anticonceptivos y la alta positividad al DNA
del VPH.

Tener coinfeccién con otros virus, tal como el herpes simple tipo 2, citomegalovirus,
herpesvirus humanos tipo 6 y 7, detectados en el cuello uterino.

Carga viral. Los virus de alto riesgo como el VPH 16 pueden alcanzar una carga
viral mas alta que otros tipos virales.

Tabaquismo, tiene un papel comprometedor del sistema inmunoldgico en la mujer.
Inmunodeficiencia (mujeres con VIH y que hayan recibido un trasplante).

Ademas de estos factores, también las mujeres sexualmente activas menores de 30 afios
sin antecedente de control citolégico, mujeres que tuvieron exposicion al dietil-estilbestrol
en Utero y aquellas que también tienen deficiencia de acido fdlico tienen la posibilidad de
tener cancer cervicouterino (GPC, 2010).



Factores de riesgo para el desarrollo de cancer de mama

Entre los principales factores de riesgo se encuentra principalmente la edad, seguido de
una baja paridad y bajas tasas de amamantamiento (Becker, 2015).

1.1.5 Diagnostico de cancer cervicouterino y de cancer de mama

La citologia cervical convencional que consiste en la colposcopia y papanicolaou sigue
siendo el método de eleccién de tamizaje debido a su bajo costo, y debe realizarse dentro
de los tres afios después de la primera relacion sexual. Esta citologia se realiza anualmente
hasta que se acumulen tres pruebas negativas técnicamente satisfactorias en una paciente,
y posteriormente se recomiendan cada dos o tres afios; mujeres tratadas previamente por
NIC2, NIC3 o cancer contintan en riesgo de persistencia de la enfermedad o recurrencia
por lo menos 20 afios después del tratamiento y deben continuar con el tamizaje anual por
lo menos durante 20 afios (GPC, 2010).

Para el diagnéstico del cancer de mama, se emplea una mamografia, un ultrasonido
mamario, asi como una imagen por resonancia magnética de la mama, previamente con el
hallazgo de una masa palpable en la mama. Otras presentaciones menos comunes del
cancer de mama son: masa axilar palpable, secrecidon del pezén, pezon invertido, asimetria
en la mama, eritema en la piel de la mama, y engrosamiento de la piel de la mama.

Se requiere realizar la confirmacion histol6gica o exclusion de la malignidad, para lo cual se
requiere realizar una biopsia guiada por ultrasonido. Actualmente, se tienen dos blancos
moleculares principales: el receptor de estrogeno alfa (ERa), el cual se expresa en
aproximadamente el 70% de los canceres de mama invasivos. La expresion del receptor
de progesterona (PR), el cual es también un marcador de la sefalizacion de ERa; el
segundo principal blanco molecular es el factor de crecimiento epidermal 2 (ERBB2). El
cancer de mama triple negativo comprende el 15% de los tumores de mama, y se
caracteriza por la falta de expresion de ER, PR, o ERBB2 (Waks & Winer, 2019).

1.1.6 Tratamientos contra cancer cervicouterino y cancer de mama

De acuerdo con el Instituto Mexicano del Seguro Social, toda paciente con sospecha de
tener cancer cervicouterino debe realizarse una colposcopia para ser corroborado, ademas
de la toma de estudio histopatolégico como lo es la biopsia dirigida, curetaje endocervical
y/o cono diagndstico (GPC, 2017). Para efectuar la estadificacion del céncer, se debe
considerar el tamafio tumoral, la infiltracion a parametrios, extension a pared vaginal,
extension a pared pélvica, evaluacion ganglionar, asi como la enfermedad a distancia; se
recomienda utilizar los criterios emitidos por la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO, 2010). Cuando se produce metéstasis en CaCu en etapas localmente



avanzadas, el porcentaje de metastasis en los 6rganos son: pulmonares (5-21%), 6seas
(16%), ganglios paradrticos (15-25%), cavidad abdominal (8%) y ganglios supraclaviculares
(7%).

Con el fin de determinar el tratamiento adecuado para el cancer de mama se deben de
considerar algunos puntos, como lo es la ubicacién y tamafio del tumor, la histologia, y las
propiedades especificas del tumor (Becker, 2015); ademas, si el cancer se ha propagado a
los n6dulos y ganglios linfaticos, y si el cancer se ha propagado a otras partes del cuerpo

Algunos tratamientos para pacientes con cancer cervicouterino y cancer de mama de
acuerdo con el estadio son:

a. Cirugia: Consiste en un procedimiento en el cual un médico cirujano remueve el
tumor del cuerpo de la paciente afectada. Cono cervical en los primeros estadios del
CaCu. Histerectomia PIVER | o tipo A, o PIVER 1l o tipo B, o PIVER lll o tipo C,
dependiendo el estadio del CaCu. Traquelectomia Pélvica Bilateral. Estos
normalmente se efectdan en estadios iniciales del cancer (GPC, 2017).

Con respecto al cancer de mama, se tiene como estandar de cuidado, la
conservacion de la mama en caso de ser posible, y su reconstruccion, en caso de
extirpar la mama, entonces se busca su reconstruccion.

b. Quimioterapia: Este tipo de tratamiento emplea farmacos para eliminar a las células
cancerosas, generalmente se administran de forma intravenosa o por via oral, de
esta manera el farmaco llegara al torrente sanguineo y a todas las partes del cuerpo;
o bien, dependiendo el destino del farmaco, de forma intraperitoneal o intra-arterial
(NIH, 2017). La quimioterapia es mas eficaz cuando se administran combinaciones
de farmacos (ACS, 2017). Se realiza en estadios clinicos avanzados, y se administra
concomitante con la radioterapia. También se administra en enfermedades
recurrentes, que consisten en el recrecimiento local del tumor o el desarrollo de
metastasis a distancia, seis meses o0 mas después de la regresion completa de la
lesion tratada. En el Instituto Mexicano del Seguro Social se administran diversos
farmacos para tratar cancer cervicouterino tales como el &cido zolendroico,
bevacizumab, hidralazina con valproato de magnesio e ifosfamida éstos son los que
se encuentran en el Cuadro Bésico de Medicamentos (GPC, 2017; CNIS, 2023).
Para cancer de mama, se indica idarubicina, ifosfamida, lapatinib, letrozol,
megestrol, melfalan, entre otros (CNIS, 2023).

c. Radioterapia: Consiste en el uso de dosis altas de radiacion para matar las células
cancerosas o disminuir tumores (NIH, 2017). Puede ser externa, ademas de una
braquiterapia que consiste en la aplicacion de una fuente de radiacion sdlida en el
sitio de afeccion tumoral y es parte del tratamiento de CaCu localmente avanzado,
ya que permite alcanzar una dosis mayor de radiacion al cuello uterino, evitando el
tejido sano adyacente (GPC, 2017). Cuando la fuente de radiacion es liquida el



tratamiento se llama terapia sistémica, ya que viaja en la sangre a los tejidos a través
del cuerpo (NIH, 2017).

d. Inmunoterapia: Este tipo de tratamiento fortalece el sistema inmunolégico para
combatir el cancer. Una opcién es la administracion de anticuerpos monoclonales
gue se unen a blancos especificos del cuerpo para causar una respuesta inmune
gue destruya las células cancerosas, o de citocinas que son proteinas producidas
por las células del organismo y que también participan en la respuesta inmune
normal del cuerpo (pueden ser interleucinas o interferones). También se pueden
administrar vacunas terapéuticas (concomitante a la quimioterapia y radioterapia),
las cuales promueven la respuesta del sistema inmune a las células cancerosas
(NIH, 2017), que pueden ser vacunas basadas en péptidos/proteinas, o en
RNA/DNA, ademéas de vectores virales/bacterianos, y aquéllas producidas por
derivados de plantas (Vici et al., 2014).

1.2 Productos naturales contra cancer cervicouterino y cancer de mama

Las plantas se han empleado para prevenir y tratar diversas enfermedades por miles de
afos, y son fuentes ricas en componentes bioactivos con efectos benéficos para la salud
(Wang et al., 2012). Muchos de los compuestos obtenidos de plantas han sido activos
contra el cancer. Existen diversos productos naturales que han sido evaluados contra
cancer cervicouterino en ensayos in vitro y de los cuales se conoce sus mecanismos
principales (He, Xia & Li, 2021).

Por otro lado, existen diversos productos naturales caracterizados por su diversidad
estructural, que han sido aislados de varias especies y que han mostrado ser activos contra
el cancer de mama (Zhang et al., 2020).

FLAVONOIDES:

La Figura 7 muestra las estructuras de algunos flavonoides con actividad contra cancer
cervicouterino y cancer de mama evaluados en ensayos in vitro y/o in vivo.

A continuacion, se enlistan algunos flavonoides evaluados contra cancer cervicouterino:

e La baicaleina es un flavonoide derivado de las raices de Scutellaria baicalensis que
es una de las plantas usada en la medicina tradicional de China, y ha mostrado
diversas actividades farmacoldgicas como la inhibicion de la proliferacion celular y
de la migracion, la induccion de apoptosis y el arresto de ciclo celular. Este producto
natural inhibe la sobreexpresion de la ciclina D1 y arresta a las células en la fase
GO0/G1 a través de las vias de sefalizacion Wnt/B-catenina y AKT/GSK-3[3 para
suprimir la proliferacion e inducir apoptosis en las lineas celulares HelLa y SiHa (Wu
et al., 2018; Xia et al., 2019). En células HelLa, se evalué a una concentracion de
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100 uM incrementd la activaciéon de la caspasa 3, la escision de PARP y disminuyo
la expresion de clAP-1, clAP-2, FLIP, Bcl-2, MMP2, MMP9, caspasa 8, Fas, FasL,
VEGF, COX-2, ciclina D1, IL-8, MCP1. Inhibi6é NF-kB, ERK1/2 y bloqueé la fase G1
del ciclo celular (Peng et al., 2015; Li et al., 2016). En ratones hembra BALB/c se
implantaron células HelLa y fueron tratados con 10 mg/kg por 28 dias obteniendo
una disminucién del crecimiento del tumor (Yu et al., 2018).

La wogonina es un monoflavonoide, el cual ha sido evaluado en células SiHa y
CaSki en un intervalo de concentracién de 0-100 uM, en las cuales incremento la
expresion de Bax, activd las caspasas 3 y 9, la liberacion de Cyt ¢, asi como la
escision de PARP (Kim et al., 2013). También provocé la disminucion de la
expresion de MMP y Bcl-2. Otro estudio evalué también en células SiHa y CaSki en
un intervalo de concentracién de 40-160 uM, y se obtuvo un incremento de Bax,
p53, p21, p27, pRB y una disminucion de E6 y E7 (Yang et al., 2009). Por otro lado,
mejoré el efecto de cisplatino en la induccién de apoptosis a través del mecanismo
dependiente de las especies reactivas de oxigeno (ROS; He et al., 2012).

La apigenina es un flavonoide natural encontrado en muchas plantas comestibles,
asi como vegetales y frutas, fue probado en cuatro lineas celulares de cancer
cervicouterino: HelLa (Clso: 10 uM), SiHa (Clso: 68 uM), CaSki (Clse: 76 pM) y C33A
(Clso: 40 pM). En estas lineas celulares incremento los niveles de ROS, y peréxido
de hidrégeno (H20.) y disminuyd los niveles de MMP (Souza et al., 2017). En un
modelo in vivo de ratones hembra BALB/c con desarrollo de tumor de células HeLa
a una dosis de 100 mg/kg por 30 dias se obtuvo una disminucién de Er@/Era, asi
como una disminucién del crecimiento del tumor (Zhang et al., 2020).

La 7-glucésido de apigenina que es un derivado glucosilado de la apigenina, fue
evaluado en células Hela, y su Cls, fue de 47.26 uM, en las cuales incremento los
niveles de ROS, Fas, FasL, TNF-a, TNF-rl, FADD, RADD, la activacion de caspasas
3y 9; disminuy6 los niveles de Bcl-2, Bcl-xl, ciclinas (A, D, E), CDK2/6, MMP, e
inhibié PTEN, PI3K y AKT (Zhang et al., 2020).

La naringina es un flavonoide glicosilado que puede ser aislado de frutas citricas
tales como la naranja, la toronja, el limén y la lima, y ha sido probado en células
SiHa (Clso: 750 uM), en las cuales incrementé p53, Bax, Fas, FADD, y activo las
caspasas 3, 8 y 9 (Ghanbari-Movahed et al., 2021).

La silibinina es un flavonoide polifendlico aislado de frutas y semillas de Silybum
marianum, ha sido evaluada en células HeLa (Clso: 250 uM), y SiHa (Clso: 195 pM).
En estas lineas celulares produjo un increment6 en la activacion de Drpl, y una
disminuciéon de ATP, MMP, ROS, CDK1, Cdc25C, ciclina B1 y condujo un arresto
en G2/M (You et al., 2020).

El kaempferol es un flavonol natural que se encuentra en muchas familias de
plantas, y ha mostrado tener actividad antitumoral, anti-inflamatoria y antioxidante.
En células HeLa (Clso: 10.48 uM), provoco un incremento en la expresion de Bax y
p53, y una disminucién en Bcl-1, hTERT, asi como la inhibicion de PI3K/AKT
(Kashafi et al., 2017).
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La quercetina es un compuesto polifendlico presente en vegetales y frutas con
diversas actividades antialérgicas, anti-inflamatorias y antitumorales. Este producto
natural ha sido evaluado en células HelLa (Clso: 110.38 £ 0.66 uM), en las cuales
incrementd los niveles de Bax, p53, ROS y activé las caspasas 3, provoco la
liberacién de Cyt c, y disminuyd Bcl-2, AKT, MMP, asi también bloqueoé el ciclo
celular en la fase G2/M (Bishayee et al., 2013).

La fisetina es un flavonol natural que se encuentra en vegetales, frutas y nueces, y
ha mostrado tener actividad antitumoral, anti-invasiva, anti-angiogénica,
antidiabética, cardioprotectora y neuroprotectora. Este flavonol fue probado en
células HelLa (Clso: 36 = 0.5 uM), donde provocé un incremento en la expresion de
ERK1/2, y la activacion de las caspasas 3 y 8. En ensayos in vivo en ratones macho
BALB/c con implante de células Hela, la fisetina provocd la reduccion del
crecimiento del tumor con tasas de inhibicién de 82.65% y 92.62% (Ying et al.,
2012).

El galato de epigalocatequina (EGCG) es un compuesto flavonol presente en el té
verde (Camellia sinensis), y ha sido evaluado en células HelLa (Clso: 20 puM),
provocando un incremento de Bax, p53, ROS, la liberacion de Cyt ¢, una disminucién
de Bcl-2 y COX-2, asi como la inhibicion de AKT y NF-kB (Singh et al., 2011).

Este producto natural ha sido evaluado en la linea celular MCF-7 y 4T1, inhibiendo
el crecimiento celular un 40-75%. Se ha reportado que EGCG disminuye los niveles
de VEGF, HIF-1a, NF-kB, y aumenta las caspasas 3 y 9 (Shin & Choi, 2009; Gu et
al., 2013).

A continuacion, se enlistan algunos flavonoides evaluados contra cancer de mama:

La quercetina es un flavonoide que ha sido evaluado contra MCF-7 (Clso: 30.8 uM),
y MDA-MB-231(Clso: 100 uM), en las cuales disminuyd los niveles de expresion de
P53, Bcl-2/BAX, B-catenina, vimentina, E-caderina y VEGFR2, ademas de que
indujo apoptosis e inhibio la metastasis del tumor (Srinivasan et al., 2015;
Balakrishnan et al., 2017).

La luteolina es un flavonoide aislado de las hojas, tallos y ramas de la planta Reseda
luteola que ha sido probado en las lineas celulares SKBR-3 (Clso: 29.36 uM), BT-
474 (C|50: 57.85 UM), ZR-75-1 (C|5o: 42 .41 |JM), MCF-7 (C|50: 44.65 |JM), BT-20 (C|5oi
13.94 uyM) y MDA-MB-231 (Clso: 31.01 pM), en la que provoco la disminucién de
TNF-a, IL-6, NF-kB, asi como un aumento de FOX0O3a, NQO1, Bax/Bcl-2, inactivo
la via AKT/mTOR ademas de inducir apoptosis, inhibir la metastasis del tumor, y
efecto anti-inflamatorio (Park et al., 2014; Zhang et al., 2020; Wu et al., 2021).

La puerarina es un flavonoide que ha sido probado en MCF-7 a una concentracion
de 50 uM, provocando una tasa de inhibicion del 50%, la disminucién de P65, IkBa
y NF-kB, ademas de la induccién de apoptosis, efecto anti-inflamatorio, inhibicion
de la proliferacién y metastasis (Liu et al., 2017).
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e La apigenina es una flavona aislada de plantas de las familias Recheraceae,
Verbenaceae y Cypress que ha sido evaluado en células SKBR3 y MCF-7 (Clso:
56.72 £ 2.35 pyM), en las cuales disminuy6 los niveles de ciclina A y B, CDK1, IL-6,
TNF-a, CCL-2, VEGF y STAT3, e incrementd los niveles de P53, PARP, caspasa-3
y 8 escindidas, asi como la induccién de apoptosis y arresto en el ciclo celular, asi
como la inhibicion de la proliferacion celular (Seo et al., 2015; Shendge et al., 2021).

e La isoliquiritigenina es un derivado de flavanona aislado de Glycyrrhizae rhizoma,
que pertenece a los compuestos del tipo chalcona, y que se encuentra en varias
plantas como el regaliz. Este flavonoide ha sido evaluado en las lineas celulares
MCF-7 y MDA-MB-231, en las cuales disminuy6 los niveles de CDK1, VEGFR2,
MMP2, MMP9 y mTOR, ademas de que indujo apoptosis, arresto del ciclo celular e
inhibi6 la proliferacion y la metastasis (Wang et al., 2013).

e La curcumina fue aislada por primera vez en 1815 de la curcuma. Este flavonoide
ha sido evaluado contra las lineas celulares MDA-MB-231 (Clso: 75 yM) y MFC-7
(Clso: 75 M), en las cuales provocé la disminucién de NF-kB, PECAM-1, p65, ciclina
D1y Bcl-2,y elincremento de caspasas 3y 9, y Bax. Se report6 que indujo apoptosis
e inhibié la proliferacion celular (Siddiqui et al., 2012; Bimonte et al., 2015; Guneydas
& Topcul, 2022).
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Figura 7. Estructuras quimicas de algunos flavonoides con actividad contra cancer cervicouterino y
cancer de mama.

TERPENOIDES:

La Figura 8 muestra las estructuras de algunos terpenoides, alcaloides y polifenoles con
actividad contra cancer cervicouterino evaluados en ensayos in vitro y/o in vivo:
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La dihidroartemisinina es un sesquiterpeno, conocido como un agente antimalaria,
también presenta actividad anticancerigena y anti-angiogénica contra varios tipos
de cancer in vitro e in vivo. Este producto natural ha sido evaluado contra la linea
celular HeLa (Clso: 22.08 uM) y CaSki (Clso: 18.20 uM), en las cuales provoco un
incremento en RKIP y una disminucion en Bcl-2. En un modelo de ratén BALB/c con
implante de células HeLa o CaSki a una dosis de 20 uM for 15 dias, se obtuvo una
disminucion del crecimiento de tumor con tasas de inhibicion del 70-80%.

La tanshinona IlIA es una naftoquinona diterpenoide aislado de la planta Salvia
miltiorrhiza de la medicina tradicional china, que ha sido evaluada en cuatro lineas
celulares de cancer cervicouterino: HeLa (Clso: 6.97 uM), SiHa (Clso: 14.47 uM),
CaSki (Clso: 5.51 uM) y C33A (Clso: 9.89 uM), en las cuales se obtuvo el incremento
de Bax, PERK, IRE1, p38, JNK, asi como la activacion de caspasas 3y 9, la escision
de PARP, y la liberacién de citocromo C y Ca?*, y la disminucién de Bcl-2. También
fue evaluado en Hela, SiHa y CaSki en un intervalo de concentraciones de 0-10
MM, donde p53, p21, p130 y pRb incrementaron sus niveles, y E6 y E7 disminuyeron
sus niveles de expresion. En un modelo de ratdn con implante de células de cancer
cervical U14, a una dosis de 40 mg/kg por 20 dias, se obtuvo la disminucién de la
metastasis y del crecimiento del tumor con tasas de inhibicién de 72.7%.

La oridonina es un diterpeno que ha sido extraido de Rabdosia rubescens, y ejerce
diversas actividades bioldgicas, entre ellas la antibacteriana, anti-inflamatoria, y anti-
tumoral. Este producto natural ha sido evaluado en células HeLa (Clso: 4.13 puM),
donde se obtuvo un incremento en Bax, la activacién de caspasas 3y 9, la liberacion
de citocromo c, y la disminucién de Bcl-2 y MMP.

El gingendsido Rh2 es un triterpeno activo, derivado del ginseng, que ha mostrado
tener efecto en la estimulacion del sistema inmune, mejorar la salud cardiovascular,
y su efecto anti-estrés. Este producto natural fue evaluado en células HeLa (Clso: 35
MM), en las cuales incremento los niveles de Bax, promovio la activacion de las
caspasas 3y 9, la liberacion de citocromo c, y la disminucion de Bcl-2 y MMP.

El 4cido betulinico es un triterpeno pentaciclico natural que se encuentra en corteza
de abedul blanco, el cual ha sido evaluado contra células HelLa (Clso: 30.42 £+ 2.39
uM), provocando un incremento en los niveles de Bad, ROS, p27KP y p21Wail/Cirl g
como la activacion de caspasa 9, y bloqueo del ciclo celular en la fase GO/G1, y la
inhibicion de la via PISK/AKT.

ALCALOIDES:

La piperina es un alcaloide nitrogenado, encontrado principalmente en la pimienta
blanca y en la pimienta larga, que ha exhibido efectos biolégicos como el anticancer,
antibacterial y antiepiléptico. Este producto natural ha sido evaluado contra células
HeLa en un intervalo de concentracion de 0-200 uM, donde produjo un incremento
en los niveles de ROS, la activacién de caspasa 3, y una disminuciéon de MMP, y
blogueo en la fase G2/M del ciclo celular.
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¢ Lamatrina es un alcaloide aislado de la planta medicinal china Sophora flavescens,
el cual ha sido evaluado en un modelo in vivo de ratones desnudos BALB/c con
implante de células HelLa, promoviendo la disminucién de p38, MMP2 y MMP9, y
tasas de inhibicion del crecimiento del tumor del 58.33%.

POLIFENOLES:

e El resveratrol es un polifenol no-flavonoide que se encuentra en diversos alimentos
como moras, uvas, algunos hongos y vino rojo; ha sido evaluado contra células
MCF-7 y MDA-MB-468. Entre su mecanismo de accion se reporta la disminucion de
PDE, Era, VEGF, vimentina, el aumento de cAMP, AMPK y H3K9Ac, la induccién
de apoptosis y autofagia, ademas de la inhibicion de la proliferacion celular.

Dihidroartemisinina Tanshinona IIA Acido betulinico

e

Piperina Matrina Resveratrol

Figura 8. Estructuras quimicas de algunos terpenoides y alcaloides con actividad contra cancer
cervicouterino y cancer de mama.

Se puede observar la gran diversidad de estructuras, en muchas ocasiones complejas, en
las cuales predominan posiciones oxigenadas y nitrogenadas, asi como ciclos de diferente
tamafio que le proporcionan caracteristicas particulares.

1.3 Descubrimiento y desarrollo de farmacos

El descubrimiento de fa&rmacos es un proceso de mudltiples etapas cuyo objetivo es la
identificacion de una molécula pequefa que posea alguna actividad terapéutica y sea Util
para tratar alguna afeccidén o enfermedad, para su posterior evaluacién como un candidato
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potencial de farmaco (Sinha & Vohora, 2018; Deore et al., 2019). Este proceso contempla
la identificacion de candidatos, la sintesis, la caracterizacion, el cribado y los ensayos para
evaluar su eficacia terapéutica. Una vez que se obtienen resultados satisfactorios de estos
pasos, entonces comienza el proceso de desarrollo de farmacos que involucran los ensayos
clinicos. La Figura 9 muestra las etapas principales del descubrimiento y desarrollo de
farmacos; ambos procesos generalmente son largos y costosos, ya que pueden tardar de
12 o més afios en completarse, y el costo va desde 0.9 a 2.8 billones de dolares (Mohs &
Greig, 2017; Deore et al., 2019; Singh et al., 2023). Por otro lado, de cada 5,000-10,000
compuestos que se someten a la investigacion y desarrollo de farmacos, s6lo uno recibe
aprobacién (Deore et al., 2019).

Cada vez se busca mejorar los beneficios de los farmacos que ya existen, en términos de
potencia, selectividad, seguridad y tolerabilidad, por ello es necesaria la busqueda continua
de nuevos candidatos a farmacos. La generacion de un compuesto lider, etapa que también
es conocido como “hit to lead”, conlleva la evaluacién de series de compuestos para
establecer un analisis cuantitativo de relacibn estructura-actividad, propiedades
fisicoquimicas, propiedades ADMET (absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion, y
toxicidad); en esta etapa también se lleva a cabo la evaluacion in vitro en ensayos con
células (Sinha & Vohora, 2018; Singh et al., 2023). El proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos varia dependiendo de los mecanismos moleculares que se espera
estén relacionados a la enfermedad y al tipo de agentes terapéuticos que se requiere
desarrollar (Singh et al., 2023).

Etapa 1 Etapas 2y 3 Etapa 4 Etapa 5
Descubrimiento del farmaco

“Pre-descubrimiento” N - Ensayos clinicos  Revision y aprobacion Fase IV
y estudios preclinicos
Moléculas pequeias
Investigacion basica 3 Wi
Observaciones clinicas 3! it i LAV L
i i :
a Biolégicos 7 ﬁ ﬁ 7N A
& Y/ 2 i r
B =
H % %
PN d|18 C—/f’ 3 ¥
= =
= W
Mecanismos moleculares Identificacion de los agentes . . ) .
vblsiad Seleotads b terapéuticos que modulan los Evalu:’-xclor]es n.an hurr_\a.nos Revisidn, aprobacién y monitoreo
involucrados en el estado de PK, dosis, eficacia, toxicidad... después de la comercializacion

la enfermedad, identificacion blancos seleccionados, ADMET,
de posibles blancos eficacia... primeras evaluaciones
silico-vitro-vivo

Figura 9. Etapas principales del descubrimiento y desarrollo de farmacos. Adaptada de Singh et al.,
2023.
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1.4 Disefio de fArmacos asistido por computadora (DIFAC)

Para poder llevar a cabo el disefio de farmacos mediante herramientas computacionales es
necesario seleccionar un compuesto lider (con bioactividad sobre un modelo o enfermedad
de estudio) como punto de partida, para después identificar las relaciones estructura-
actividad, y mejorar las interacciones del compuesto con su blanco biol6gico, asi como sus
propiedades farmacocinéticas (Patrick, 2023).

1.4.1 Principales enfoques de DIFAC

Existen dos principales enfoques de disefio de farmacos asistido por computadora: 1)
basado en el ligando y 2) basado en la estructura o receptor (proteina), los cuales se
describen a continuacion:

Disefio de farmacos basado en la estructura

Para esta aproximacién se requiere informacion estructural en 3D de los blancos
terapéuticos y de sus sustratos o inhibidores. Entre las herramientas computacionales
empleadas se encuentra el acoplamiento y la dindmica moleculares principalmente. Este
tipo de disefio contempla la caracterizacion de sitios de union, la elucidacién del mecanismo
de accidn de las moléculas activas a nivel molecular, asi como la cinética y la termodinamica
involucradas en el reconocimiento proteina-ligando (Sledz & Caflisch, 2018; Prieto-Martinez
et al., 2019). La Figura 10 muestra un esquema representativo de este tipo de disefio de
farmacos, como etapa inicial los compuestos son acoplados a una proteina blanco y se
priorizan por su afinidad y modo de unién (Figura 10,A). Posteriormente, los compuestos
resultantes son optimizados estructuralmente y cribados por sus propiedades
fisicoguimicas, ADMET vy otras caracteristicas farmacoldgicas (Figura 10,B). Después, se
realizan simulaciones de dinamica molecular para refinar los compuestos disefiados, y
finalmente, se seleccionan los candidatos a farmacos (Figura 10,C; Shaker et al., 2021).
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Proteina blanco

Acoplamiento molecular

Base de compuestos

-Optimizacion del
compuesto lider
-Afinidad del farmaco
-ADME
-Toxicidad

!

C Simulaciéon de dinamica molecular

>

Figura 10. Diagrama general del disefio de farmacos con base en la estructura. Adaptado de Shaker et

al., 2021.
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Disefio de farmacos basado en el ligando

Esta aproximacion se emplea ante la falta de informacién del receptor 3D y se basa en el
conocimiento de estructuras quimicas de un conjunto de ligandos con actividad biolégica
conocida; con este tipo de disefio se pueden identificar moléculas activas y mejorar su
actividad (Prieto-Martinez et al., 2019). Entre los métodos empleados mas comunes para
este tipo de disefio, entre los que se encuentran varios métodos de QSAR, utilizando a su
vez estructuras 2D, 2.5D o 3D, obtenidas de estudios de RMN o rayos X, y generalmente
por medios computacionales, asi como estudios de similitud molecular (Merz, Ringe &
Reynolds, 2010). La Figura 11 muestra un esquema general del disefio de farmacos con
base en el ligando, en el cual se emplean compuestos activos conocidos para predecir
compuestos potenciales nuevos, empleando métodos computacionales tales como
busqueda de similitud, modelamiento farmacoférico o modelamiento por QSAR, que
proporcionan informacion util sobre las interacciones blanco-ligando ante la falta de
conocimiento de la estructura de la proteina (Shaker et al., 2021). Posteriormente, los
compuestos predichos se someten a una optimizacion para identificar nuevos candidatos a
farmacos.

1.4.2 Propiedades de un compuesto lider

Un compuesto lider es una estructura que ejerce una actividad farmacoldgica util y que
puede actuar como un punto de partida para el disefio de farmacos. La mayoria de los
compuestos lideres tienen baja actividad o efectos inaceptables, lo cual quiere decir que se
requieren modificaciones estructurales significativas. En el descubrimiento de lideres
basados en fragmentos se ha sugerido una regla de tres para los fragmentos usados
(Patrick, 2023): a) que su peso molecular sea menor que 300 uma, b) no tenga mas de tres
donadores de enlace de hidrégeno, c) no tenga mas de tres aceptores de enlace de
hidrégeno, d) su cLogP sea menor de 3, €) no tenga mas de tres enlaces rotables y f) su
area superficial polar sea de 60 A2,
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Disefio de farmacos
basado en el ligando

T

Busqueda de similitud Modelado farmacoférico Relaciones cuantitativas de
estructura-actividad (QSAR)
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Cribado del Iig_jando
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Optimizacioén del farmaco

|

Candidato a farmaco

Figura 11. Diagrama general del disefio de farmacos con base en el ligando. Adaptado de Shaker et al.,
2021.
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1.4.3 SAR (Structure-Activity Relationships)

Este tipo de analisis sirve para identificar aquellos componentes de un compuesto lider que
son importantes para la actividad biologica y aquellos que no lo son (Patrick, 2023). Es
importante el reconocimiento de los grupos funcionales y el tipo de enlaces intermoleculares
que ellos pueden formar para entender como un farmaco se puede unir a su blanco. Por
otro lado, mediante el analisis de compuestos anélogos, en los que un grupo funcional
particular de la molécula es removido o cambiado, es posible encontrar cudles grupos son
esenciales y cuales no lo son. Esto implica evaluar todos los analogos para la actividad
biol6gica y compararlos con el compuesto lider. En la Figura 12 se muestra un SAR de
cuatro inhibidores del receptor tirosina cinasa VEGFR (receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular), donde el cambio en la posicion de un nitrégeno disminuye la actividad
inhibitoria del analogo, y en el otro caso, la incorporacion de un atomo de nitrégeno
disminuye la actividad de su analogo.

H
H N N
BN N /N andamios \I// |
| Y / diferentes N
cT: 0.66 N

N
6 nM 6nm \\
N
analogo 1 cT: 0.93 analogo 1 cT: 1.00

H

+ kll N N N
~ e

N

N
259 nM 2390 nM \\ d

Figura 12. Ejemplo de SAR, de inhibidores del receptor tirosina cinasa VEGFR-2. Adaptada de Eckert &
Baiorath, 2007.
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1.4.4 Papel de unién de grupos funcionales

La importancia de los grupos funcionales en la estructura de los iridoides est4 dada por su
papel en la union con su blanco biolégico. Para el presente trabajo, esto es de gran
relevancia, dado que los iridoides poseen diversidad de grupos funcionales en su
estructura, y en el andlisis de SAR éstos se asocian a la actividad biologica de las
moléculas.

Un grupo carbonilo (como el presente en los aldehidos) es un grupo plano que puede
interaccionar con un sitio de union a través de un enlace de hidrégeno donde el oxigeno del
carbonilo puede actuar como un aceptor de enlace de hidrégeno, y puede llevar a cabo dos
interacciones de este tipo debido a los dos pares de electrones disponibles en el oxigeno
del carbonilo (Figura 13). El grupo carbonilo tiene un momento dipolar, por lo que es también
posible una interaccion dipolo-dipolo con el sitio de unién. Se conoce que la reduccién de
un grupo carbonilo a un alcohol cambia la geometria y el grupo funcional de uno planar a
uno tetraédrico. Esta alteracion en la geometria debilitaria las interacciones de enlace de
hidrogeno y de dipolo-dipolo, asi como la magnitud y la orientacion del momento dipolar
(Patrick, 2023).

HBA
Planar o
4. o w— y R“.0+_0—-
r~ C=0. re-C=0
4
HBA Dipolo

Figura 13. Interacciones de unién que son posibles por un grupo carbonilo. Adaptada de Patrick, 2023.

Las amidas pueden interaccionar con sitios de union a través de enlaces de hidrégeno. El
oxigeno carbonilo puede actuar como un aceptor de enlace de hidrégeno y tiene el potencial
para formar dos enlaces de hidrégeno (Figura 14). El nitrégeno no puede actuar como un
aceptor de enlace de hidrégeno porgue su Unico par libre de electrones interacciona con el
grupo carbonilo vecino. Las aminas primarias y secundarias tienen un grupo N-H, lo que
permite que este grupo pueda actuar como un donador de enlace de hidrégeno (Patrick,
2023).

HBD HBA HBA HBA
» <
SR\ i\ \*
H 0:<{=HBA R 0: {HBA R 0: ¢—HBA
\ /y \ /7 \ /7
N—C\ /N—C\ /N—C\
/
H CH3 H CH; R’ CHs
" 4
HBD HBD
Amida primaria Amida secundaria Amida terciaria

Figura 14. Interacciones posibles de enlace de hidrogeno con las amidas. Adaptada de Patrick, 2023.
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El grupo acido carboxilico es muy comun en farmacos; puede actuar como un aceptor o
como un donador de enlace de hidrégeno (Figura 15). Alternativamente, puede existir como
un ién carboxilato. Esto permite la posibilidad de una interaccion iénica y/o un enlace de
hidrégeno donde el i6n carboxilato actia como el aceptor de enlace de hidrégeno. El i6n
carboxilato es también un buen ligando para cofactores de metales ibnicos, como
metaloproteinasas de zinc (Patrick, 2023).

HBA

\

'0:<{=aHBA

"~

HBA % .0—H —>HBD Acido carboxilico

débil %

HBA débil
O o oy
/2 Interaccion idnica
R—C\\@ yio
(o] aceptor de enlace de hidrégeno fuerte

16n carboxilato

Figura 15. Interacciones posibles de enlace de hidrogeno con el &cido carboxilico. Adaptada de Patrick, 2023.

Se pueden sintetizar y probar analogos tales como ésteres, amidas primarias, alcoholes
primarios y aldehidos para evaluar la posibilidad de estas interacciones (Figura 16). Debido
a que ninguno de estos grupos funcionales puede ionizarse, entonces una pérdida de
actividad podria implicar que un enlace i6nico es importante (Patrick, 2023).

O: ‘0: O: O:
R —{ R —/< R—\ R —4 R —<
:0—H :0—R’ :0—H :NH, CH;
Acido carboxilico K Ester Alcohol primario  Amida primaria =~ Cetona /
Andlogos

Figura 16. Andlogos para evaluar las interacciones de union para un acido carboxilico (Tomada de Patrick,
2023).

Un grupo funcional éster tiene el potencial de interaccionar con un sitio de union inicamente
como un aceptor de enlace de hidrégeno (Figura 17). El oxigeno del carbonilo es mas
probable que actie como un aceptor de enlace de hidrogeno que como un oxigeno alcoxi,
ya que se encuentra estéricamente menos impedido y tiene una mayor densidad electronica
(Patrick, 2023).
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Figura 17. Interacciones de unién posibles para un éster (Tomada de Patrick, 2023).

El andlisis SAR aparte de ser importante para identificar grupos de uniéon en un compuesto
lider, también es usado en la optimizacién y disefio de farmacos, donde el objetivo es
encontrar analogos con una mejor actividad (Patrick, 2023).

La intencién de disefiar analogos a partir de un compuesto lider es mejorar la actividad
biol6gica del compuesto lider cuando éste ultimo ha mostrado tener una actividad baja, o
una pobre selectividad y efectos secundarios significativos. La variacion de sustituyentes
accesibles es un método comun para afinar las interacciones de uniéon de un farmaco
(Patrick, 2023).

1.4.5 QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships)

Los estudios de relaciones estructura-actividad cuantitativa (QSAR) nos permite decidir de
manera racional cuales sustituyentes usar en la optimizacién y disefio de farmacos. En este
tipo de estudio, se asume que cada compuesto o ligando se encuentra en su conformacion
activa (Merz, Ringe & Reynolds, 2010). EI QSAR permite la identificacién y cuantificacion
de propiedades fisicoquimicas de un farmaco y determinar si cualquiera de estas
propiedades tiene un efecto en la actividad biolégica del farmaco. Si esta relacion existe, se
puede generar una ecuacion matematica que cuantifique la relacion y permita establecer
con cierta confianza cual propiedad o propiedades tienen un papel importante en la
actividad bioldgica del farmaco, y también provee de cierto grado de prediccion (Patrick,
2023). De esta manera se puede predecir la actividad biolégica con el modelo matematico
gue correlacione la actividad biolégica de moléculas que ya han sido probadas de manera
experimental, y asi reducir el nUmero de moléculas para su sintesis. Por otro lado, si se
descubre un andlogo y no se ajusta a la ecuacién, esto implica que alguna otra
caracteristica es importante y provee una molécula lider para su desarrollo a futuro.

Las propiedades que se pueden cuantificar de un farmaco pueden ser del tipo estructural,
fisica, o quimica. Los compuestos estudiados deben ser estructuralmente relacionados y
tener la misma actividad biologica. Los modelos mateméticos de QSAR se realizan
mediante analisis de regresion lineal con el método de minimos cuadrados. En la Figura 18
se puede observar la correlacion que existe entre la actividad biolégica expresada por el

24



log (1/EDso) v, el log P y el log P? de un conjunto de moléculas, en la cual la curva parabdlica
representa la expresién matematica de dicha correlacion.

1
[log > — = 0.81(0.11) log P — 0.15(0.02)(log P)*+2. 23(0. 10)]
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Figura 18. Ejemplo de correlacion entre la actividad bioldgica contra el log P y log P2. Adaptada de Fujita,
1995.

El coeficiente de correlacion o regresion (r) es una medida de qué tan bien los parametros
fisicoguimicos presentes en la ecuacién pueden explicar la varianza observada en la
actividad. El coeficiente de determinacién también se puede expresar mediante r?. El
numero de compuestos considerados en el modelo matemético se representa como n. El
error estandar estimado o la desviacion estandar se representa como s (Patrick, 2023).

Gracias a la coleccion de datos experimentales quimicos y biolégicos, al mejoramiento de
la calidad de la informacién en bases de datos y al continuo desarrollo y refinamiento de
algoritmos matematicos y a la tecnologia de caracterizacion de la estructura molecular, el
modelamiento QSAR se ha se ha convertido en uno de los métodos in silico mas usados
para la prediccion de propiedades fisicoquimicas y de la actividad biologica (Wang et al.,
2021).

1.4.6 Similitud molecular

Este método se basa en la relacidn entre las estructuras quimicas de dos ligandos (Prieto-
Martinez et al., 2019). La similitud molecular se enfoca en las caracteristicas estructurales
de los compuestos y su representacion, tales como subestructuras compartidas, sistemas
de anillos, etc. (Maggiora et al., 2014). La similitud se puede evaluar con base en
representaciones moleculares 2D y 3D. Los analisis de similitud molecular permiten
identificar “nuevas” moléculas que son similares en términos de estructura o de funcién a
moléculas con una accion bioldgica conocida. En el programa Spartan es posible desarrollar
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este método con base en sus descriptores de funcion quimica (CFD’s: Chemical Function
Descriptors) los cuales pueden ser de los siguientes tipos: aceptor de enlace de hidrégeno
(HBA), 2) donador de enlace de hidrégeno (HBD), ionizable de manera positiva (+), e
ionizable de manera negativa (-), y con base en la estructura.

1.4.7 Modelamiento molecular

En el modelamiento molecular se emplean diversos programas o algoritmos para calcular
la estructura y las propiedades de la molécula o moléculas en estudio. Los métodos
computacionales principales usados para calcular la estructura y las propiedades se dividen
en las siguientes dos clasificaciones: mecanica molecular y mecanica cuantica.

Mecanica molecular

En este método computacional, las ecuaciones empleadas para realizar los calculos se
basan en leyes de fisica clasica aplicadas al ndcleo sin considerar a los electrones (Patrick,
2023). Se trata a la molécula como una serie de esferas (los atomos) que se conectan por
resortes (enlaces). Este método se emplea para las siguientes operaciones o calculos:

¢ minimizacién de energia;

identificacion de conformaciones estables;

e calculo de energia para conformaciones determinadas;
e generacion de diferentes conformaciones;

e estudios en el movimiento molecular (Patrick, 2023).

Mecanica cuantica

Este método computacional hace uso de la fisica cuantica para calcular las propiedades de
una molécula considerando las interacciones entre los electrones y el nicleo de la molécula
(Patrick, 2023). En este método, los nicleos de la molécula se consideran inmoviles, debido
a que el movimiento de los electrones es mucho mayor. Se considera que los electrones se
mueven alrededor de un nucleo fijo, siendo posible describir la energia electrénica de
manera separada de la energia nuclear. Ademas, se considera que los electrones se
mueven de manera independiente con respecto a otros electrones.

Los métodos de mecéanica cuantica son adecuados para calcular:

e energias y coeficientes de orbitales moleculares;

e calor de formacién para conformaciones especificas;

e cargas atomicas parciales calculadas de los coeficientes de orbitales moleculares;
e potenciales electrostéticos;

e momentos dipolares;

e geometrias del estado de transicién y energias;

e energias de disociacion de enlace (Patrick, 2023).

26



Existen diversos programas para dibujar estructuras quimicas que permiten calculos
rapidos de varias propiedades moleculares tales como ChemDraw, ChemWindow y Symyx
Draw. Otros programas de modelado molecular permiten la construccién de estructuras
moleculares en tres dimensiones (3D), tales como ChemBio3D, Discovery Studio Pro y
Spartan (Figura 19). El modelo en 3D se realiza construyendo la molécula atomo por &tomo,
y enlace por enlace. Posterior a la construccién de la molécula en 3D, se debe llevar a cabo
un proceso llamado minimizacion de la energia. Esto es debido a que el proceso de
construccion puede resultar en longitudes de enlace, angulos de enlace, y angulos de
torsion desfavorables. En ese proceso de minimizacién de energia, el programa calcula la
energia de la molécula inicial, y luego varia las longitudes de enlace, los dngulos de enlace
y los &ngulos de torsion para crear una nueva estructura. Entonces, el programa calcula la
energia de la nueva estructura para determinar si 0 no es energéticamente mas estable
(Patrick, 2023).
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Figura 19. Diversas representaciones para visualizar estructuras quimicas en 3D con el programa Spartan.

1.4.8 Propiedades moleculares

Se pueden obtener varias propiedades de la estructura 3D de la molécula en cuestién, una
vez que ésta ha sido construida y minimizada. Entre las propiedades que pueden ser
calculadas se encuentran el calor de formacion, el momento dipolar, el potencial
electrostatico, las cargas parciales, la polarizabilidad, entre otras.

Los mapas de potencial electrostatico (MEP) se pueden calcular empleando mecéanica
cuantica mediante la consideracion de los orbitales moleculares. Este tipo de graficos nos
permite identificar areas de la molécula que son ricas 0 pobres en electrones, y también
nos permiten identificar como podrian alinearse para interaccionar con areas ricas y pobres
en electrones en un sitio activo del blanco bioldgico con el que las moléculas interaccionan.

Los descriptores empleados en el QSAR-3D usualmente se dividen en tres categorias: 1)
electronicos (tales como el orbital molecular ocupado de mas energia-HOMO vy el orbital
molecular ocupado de menor energia-LUMO), 2) topolégicos (tales como los indices de
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conectividad), y 3) geométricos (tales como momento de inercia) (Merz, Ringe & Reynolds,
2010).

1.5 Compuestos con actividad anticancerigena descubiertos mediante DIFAC

En las dltimas décadas se han descubierto nuevos farmacos anticancerigenos mediante
herramientas computacionales, algunos de ellos continuaron hasta la fase clinica, y otros
méas completaron el proceso de desarrollo de farmacos y fueron aprobados por la FDA
(Food & Drug Administration; Cui et al., 2020; lwaloye et al., 2023). Algunos de estos
farmacos se enlistan a continuacion:

e SHR-3162, con actividad contra cancer de ovario, funciona como inhibidor de PARP,
y se encuentra en fase clinica | (Wang et al., 2019).

e Resveratrol, con actividad contra diversos tipos de cancer de mama, pulmény colon,
actua como inhibidor de VEGFR, EGFR o FGFR; también se encuentra en fase
clinica | (Sahu et al., 2022).

e C1 (derivado de quercetina), es activo contra cancer colorectal, de mama, de
pulmén, carcinoma hepatocelular, leucemia y mieloma mudltiple, actia como
inhibidor de la via Wnt/B-catenina, y también se encuentra fase | (Shen et al., 2023).

¢ Galato de epigalocatequina, tiene actividad contra cancer de mama, cancer de
pulmén de células pequefas y otros tumores sdlidos, actiia como inhibidor de Bcl-2
y se encuentra en ensayos de fase | (Olotu et al., 2019).

e Lapatinib, es un compuesto activo contra cancer de mama, y funciona como
inhibidor de ERBB2/EGFR; fue aprobado por la FDA en el 2007 (Xia et al., 2011).

e Axitinib, es activo contra carcinoma de células renales, actia como inhibidor del
receptor VEGFR, y fue aprobado por la FDA en el 2012 (Meadows & Hurwitz, 2012).

e Gefitinib es activo contra el cancer de pulmén de células no pequefias avanzado o
metastasico, y actia como inhibidor de HGFR, ALK y cMET; fue aprobado por la
FDA en el 2015 (Ohbayashi et al., 2019).

e Apelisib, activo contra cancer de mama, es un inhibidor de PI3K y fue aprobado por
la FDA en 2019 (Markham, 2019).

También hay reportes de diversos compuestos inhibidores de blancos terapéuticos en
cancer como caspasas 3y 7, PIM-1, Chkl, CK2, PLK, GSK-3B, C-Met, VEGFR-2, FGFR
(1-4) y PDGFR-a que han sido identificados mediante disefio de farmacos asistido por
computadora (Iwaloye et al., 2023). Entre los métodos computacionales empleados para su
identificacion se encuentran: mecanica cuantica y QSAR, como algunos de los empleados
en el presente trabajo.
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2. ANTECEDENTES:

Los iridoides son un grupo de compuestos naturales obtenidos de plantas empleadas en la
medicina herbolaria en nuestro pais y en todo el mundo, y se han utilizado para tratar
diversos padecimientos como fiebre, tos, hipertension, inflamacién y dolor (Rios, 2015).
Estos compuestos se han obtenido de diversas plantas de la clase Magnoliosida o
dicotileddneas, y de las familias Scropulariaceae, Verbenaceae, Lamiaceae, Apocynaceae,
Loganiacea, Bignociaceae, Plantaginaceae, Rubiaceae, entre otras (Dinda et al., 2007); los
iridoides deben su nombre a los compuestos iridomirmecina, iridodial e iridolactona, los
cuales se aislaron por primera vez de hormigas del género Iridomyrmex.

Estructuralmente, los iridoides son monoterpenoides atipicos y son generalmente descritos
como ciclopenta[C]pirano. El ciclopentano es fusionado a un anillo oxigenado de seis
miembros, formando un esqueleto iridoide como un sistema biciclico (Bianco, 1994; Ornano
et al.,, 2018). Se conocen cerca de 2500 iridoides derivados de la naturaleza, que se
distinguen por el tipo y nimero de sustituyentes en el esqueleto de iridoide. Los iridoides se
pueden clasificar en tres diferentes grupos: iridoides simples, iridoides glicosilados y
secoiridoides (Bianco, 1994; Ornano et al., 2018). Los iridoides simples tienen una
moadificacion simple en la estructura del biciclo, tal como un grupo hidroxilo, aciloxi, ceto,
epoxi, cloro y olefinas. Los iridoides glicosilados tienen al menos una unidad de azucar
(como la glucosa), por lo general en C-1. Los secoiridoides se caracterizan por la escision
del enlace C7-C8 en el anillo del ciclopentano. En la Figura 20 se presenta la estructura de
los tipos principales de iridoides.

-Glc -Glc
Iridoides simples Iridoides glicosilados Secoiridoides

Figura 20. Clasificacion de iridoides.

Se ha reportado el aislamiento de 13 iridoides acilados, llamados jatamanvaltratos, y de
nueve valepotriatos, obtenidos de la planta Valeriana jatamansi. Estos iridoides han
mostrado tener diversas actividades, entre ellas sedativa, antifungica, citotoxica vy
antitumoral. Estos compuestos aislados fueron probados para evaluar su citotoxicidad
contra lineas celulares de adenocarcinoma de pulmén A549, cancer de prOstata
metastasico PC-3M, cancer de colon HCT-8 y de cancer de higado Bel7402 (Lin et al.,
2009). Cinco de los 22 compuestos probados en total exhibieron actividad contra todas las
lineas celulares probadas, su Clso se encontrd en un intervalo de 1.0 a 7.4 uM, incluyendo
los iridoides acilados, que fueron los que tuvieron actividad citotoxica en todas las lineas
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celulares ensayadas; el compuesto mas activo de éstos fue el acevaltrato, cuya Clso tuvo
un intervalo de valor de 1.0 a 2.9 uM para estas lineas de cancer.

Existen estudios sobre otros iridoides, aucubina y genipésido, que han demostrado ser
inhibidores de la formacién de tumores inducidos, al estabilizar las uniones covalentes entre
la enzima topoisomerasa | y el DNA (Wang et al., 1991).

Otro iridoide llamado catalpol actia inhibiendo de manera competitiva a la enzima DNA
polimerasa, compitiendo con los deoxinucléosidos trifosfatos, que es un blanco importante
en el desarrollo de agentes quimioterapéuticos. Algunos analogos de este iridoide, los
ésteres ter-butildimetisil catalpol y ter-butildifenilsilil catalpol se han probado en lineas
celulares de cancer cervicouterino HelLa, cuyos valores de Clsp se encuentran en un
intervalo de 1.8 a 4.8 uM (Pungitore et al., 2007).

En el laboratorio de Quimica de Productos Naturales la Facultad de Farmacia de la
Universidad Autonoma de Morelos se ha realizado un estudio con extractos obtenidos de
ocho especies que pertenecen a cuatro familias del orden de Lamiales, con el fin de evaluar
la actividad citotdxica en contra de varias lineas celulares de cancer: nasofaringeo, laringe,
colon, mama, prostata y cervicouterino (Moreno-Escobar et al., 2011). En este estudio la
linea celular de cancer cervicouterino, CaSki, fue la mas sensible a los extractos ensayados,
y después de ésta, la linea de cancer de mama, MCF-7. Sin embargo, fue el extracto de
Penstemon campanulatus el mas activo contra esta linea celular, cuya Clso fue 2.64 pg/mL,
seguido del extracto de Castilleja tenuiflora que también mostré efecto citotdxico, aunque
en un orden menor, con una Clso de 8.72 ug/mL. De estas dos especies se han obtenido
diferentes iridoides, tales como hexacetato de aucubina, pentacetato de bartsiésido, éster
metil de &cido geniposidico, entre otros (Jiménez et al., 1995).

Se ha reportado la actividad citotoxica del iridoide genipoésido en lineas celulares de cancer
oral escamoso. En un estudio, se evalué la actividad del genipdsido por si solo contra la
linea celular HSC-3, y en presencia de Lactobacillus rhamnosus GG, obteniendo un mayor
efecto inhibitorio del crecimiento celular en presencia de las bacterias, comparado con los
respectivos controles (Chen et al., 2017). En este estudio se reporta un incremento de la
expresion, a nivel proteina y de RNA mensajero, de caspasas 3, 8, 9, Bax, p53, p21, entre
otros; y también una disminucion de Bcl-2, NF-kB, ciclooxigenasa-2, inhibidor de la
apoptosis 1y 2. En un segundo estudio, se evalud la inhibicion de la proliferacion celular de
genipodsido, ademas de genipina y acido geniposidico, en tres lineas celulares de cancer
oral escamoso HSC-2, SCC-9 y A253, siendo el genipdsido el iridoide mas activo contra las
tres lineas celulares (Bai et al., 2022). En este ultimo estudio también se reporta el arresto
de ciclo celular por geniposido en la fase G2/M de las células SCC-9, la inhibicién de la
migracion celular, mediante el incremento de la expresion de E-caderina y la supresion de
la expresion de MMP-2, y la induccion de la apoptosis y autofagia mediante la
sobrerregulacién y la desregulacién de elementos de estos tipos de muerte celular.
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Asimismo, se ha evaluado la citotoxicidad del genipdsido en otras lineas celulares de cancer
como la de origen hepético HepG2 donde no tuvo actividad por si mismo hasta en una
concentracion de 150 uM, sélo cuando era metabolizado 24 horas antes por bacterias con
actividad B-glucosidasa (Kang et al., 2012). Esto significa que el genipdsido debe ser
hidrolizado y transformado a su aglicona genipina para exhibir actividad citotoxica. En dicho
estudio también se evalud el efecto en la viabilidad celular en presencia de fecalasa y una
mezcla de enzimas microbianas intestinales, que también metabolizan al genipésido, donde
se obtuvo una disminucién de hasta el 40% de la viabilidad de HepG2.

Por otro lado, la genipina, un iridoide metabolizado del genipdsido, posee actividad
citotoxica contra algunos tipos de cancer, tales como células de hepatocarcinoma Hep3B
en las cuales indujo apoptosis a través de la activacion de la via mitocondrial dependiente
de ROS-JNK, lo cual se demostr6 por los cambios morfolégicos de las células tratadas, la
activacion de caspasa 3 y la liberacion de citocromo ¢ (Kim et al., 2005). En este estudio
también se evalu6 el efecto de genipdsido, el cual no provocé la muerte de las células,
Hep3B, mostrando un crecimiento celular a las 24 horas de tratamiento similar al control.
Con genipdsido tampoco se activo la caspasa 3.

La genipina ha mostrado disminuir la viabilidad de células HelLa, de manera dependiente
de la concentracion, con una Clso de 90 pg/mL a las 24 horas de tratamiento. En dicha linea
celular también indujo apoptosis, lo cual fue confirmado con fragmentacién del DNA y el
incremento de las células en la fase subG1, asi como niveles altos de las proteinas p53 'y
Bax (Cao et al., 2010; Shanmugam et al., 2018).

Existen dos reportes de la actividad citotdéxica de genipina contra dos lineas celulares de
cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231, siendo menos sensible esta ultima linea celular,
con una Clspde 0.327 mM (Ayyasamy et al., 2011; Kim, Jeong & Moon, 2012).

La genipina también ha sido evaluada en diversas lineas celulares provenientes de
diferentes tipos de cancer: préstata PC3 (Hong & Kim, 2007), colon HCT116 y SW840 (Ye
et al., 2018), gastrico AGS, MKN45, SNU638, MNK74 y HFE-145 (Ko et al., 2015; Jo et al.,
2019), rifidn T24 y 5637 (Li et al., 2018), leucemia K562 (Feng et al., 2011), leucemia
promielocitica aguda sensible HL-60 y resistente HL-60/MX2 (Mailloux, Adjetey & Harper,
2010).

Habtemariam y Lentini (2018) han propuesto con base en los reportes con los iridoides
genipoésido y genipina, que éstos modulan potencialmente diversas etapas del desarrollo
del cancer (Figura 21) al efectuar diferentes mecanismos de accion, ya que tienen efectos
angiogénicos (evita la formacion de venas que son importantes para las células cancerosas
para transportar los nutrientes que requieren para proliferar), y anticarcinogénicos, causan
arresto del ciclo celular, entre otros.
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Genipin and Geniposide
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Figura 21. Modulacion del cancer por genipésido y genipina. Tomado de Habtemariam & Lentini, 2018.

32



3. JUSTIFICACION:

De acuerdo con las estadisticas del 2022, el cancer cervicouterino y el cancer de mama
ocupan los primeros lugares en causa de muerte por neoplasias en mujeres, en México y a
nivel mundial. En la actualidad, los tratamientos quimioterapéuticos usados en la clinica
tienen algunas desventajas, dado que generalmente no son selectivos hacia células
cancerosas, afectando también a las células normales, y generan resistencia a dichos
farmacos. Por ello es necesario continuar la blisqueda de nuevos compuestos, y los
iridoides son metabolitos secundarios con diferentes actividades biolégicas, entre ellas la
citotoxicidad contra células cancerosas.

Existen diversos reportes de la actividad citotéxica de algunos iridoides contra diversas
lineas celulares de cancer, como es el caso de genipdsido que cuenta con dos reportes en
lineas de cancer oral escamoso y de su aglicona genipina que ha sido evaluada en la linea
de céncer cervicouterino HelLa, en dos lineas de cancer de mama, MCF-7 y MDA-MB-231,
y otras lineas celulares de otros tipos de cancer contra las cuales fue activa. Sin embargo,
mientras que la genipina muestra actividad citotdxica su derivado glucésido la pierde. Por
lo cual, se propuso la evaluacion de estos dos iridoides en otras lineas celulares de cancer
cervicouterino y cancer de mama que no han sido ensayadas con estos iridoides para
evaluar su posible actividad citotéxica contra dichos linajes celulares.

Por otro lado, mediante el disefio de farmacos asistido por computadora es posible proponer
moléculas con potencial actividad, en menor tiempo, con menor costo, y mayor tasa de
éxito, y dada la necesidad de continuar descubriendo moléculas contra estos tipos de
cancer, es por ello que se propone el disefio de iridoides in silico con actividad citotdxica
con base en la estructura del ligando.
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4. HIPOTESIS:

Los iridoides genipdsido y genipina tienen actividad citotoxica contra las lineas
celulares de cancer cervicouterino CaSki, CaLo e INBL, y de cdncer de mama
MCF-7, BT-549 y MDA-MB-231, en estudios in vitro.

Por medio de analisis de similitud molecular y las relaciones cuantitativas de
estructura-actividad es posible explicar la actividad citotoxica de genipésido y
genipina.
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5. OBJETIVOS:
5.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto citotoxico de genipdsido y genipina contra lineas celulares de cancer
cervicouterino y de cancer de mama in vitro, y, posteriormente, disefiar y optimizar in silico
la potencia citotoxica de nuevos iridoides.

5.1 Objetivos especificos:

e Evaluar la actividad citotoxica de genipdésido y genipina contra tres lineas celulares
de cancer cervicouterino (CaSki, CaLo e INBL) y tres lineas celulares de cancer de
mama (MCF-7, BT-549 y MDA-MB-231) mediante la técnica de sulforodamina B.

e Realizar un estudio SAR de iridoides con reporte de actividad citotoxica contra las
lineas celulares CaSki, CaLo e INBL, HeLa, MCF-7, BT-549 y MDA-MB-231.

e Realizar analisis de similitud molecular de los iridoides genipésido y genipina, y de
iridoides estructuralmente similares.

e Construir un modelo QSAR para describir la actividad citotoxica de los iridoides en
la linea celular Hela.

e Crear un modelo QSAR para predecir la actividad citotoxica de nuevos iridoides en
la linea celular HelLa.

e Disefio in silico con base en el ligando de nuevos iridoides con potencial actividad
citotoxica sobre la linea celular HeLa.
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6. METODOLOGIA:
6.1 Cultivo de las lineas celulares

Las lineas celulares de cancer cervicouterino CaSki (proveniente de un carcinoma celular
escamoso, positiva a VPH16), CaLo (proveniente de un carcinoma escamoso estadio 1B,
positivo a VPH18), INBL (proveniente de un carcinoma escamoso estadio IVA), asi como
las lineas de cancer de mama MCF-7 (derivada de un sitio metastésico, positiva a los
receptores de estrogeno y progesterona), BT-549 (proveniente de un carcinoma ductal,
triple negativo y con una mutacion en el gen TP53) y MDA-MB-231 (derivada de un sitio
metastasico, proveniente de un adenocarcinoma, triple negativo y con una mutacién en el
gen TP53), y la linea celular inmortalizada HaCaT de queratinocitos, que fue usada como
control de células no cancerigenas), se cultivaron en botellas de cultivo de 25 cm? con medio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB; Byproducts) al
10% y previamente ajustado a un pH de 7.2 usando NaHCO3; (Sigma-Aldrich). Las lineas
celulares se cultivaron a 37°C en una atmosfera de CO. al 5%.

6.3 Evaluacion del potencial citotéxico de los compuestos

Las lineas celulares de cancer cervicouterino CaSki, CaLo, INBL, y de cancer de mama
MCF-7, BT-549, MDA-MB-231 y la linea control HaCaT se cultivaron en placas de 96 pozos,
con una densidad celular de 6,600 células por pozo en el caso de CaSki, MCF-7 y HaCaT,
y 5,000 células por pozo en el caso de CalLo, INBL, MDA-MB-231 y 3,000 células por pozo
para BT-549 y se expusieron a diferentes concentraciones de los iridoides genipésido y
genipina, durante 72 h de tratamiento, empleando podofilotoxina y cisplatino como controles
positivos de citotoxicidad. Los iridoides genipésido y genipina se evaluaron a las
concentraciones 0.041, 0.206, 1.032, 5.16, 25.8 y 129 uM. En el caso de genipdsido, éste
también fue evaluado hasta 1000 uM.

La genipina fue previamente disuelta en condiciones de esterilidad en 100 L de DMSO y
ajustados con 900 uL de agua desionizada a un volumen de 1 mL (la concentracion de
DMSO en la solucion stock de cada compuesto fue 10%). A partir de la solucién stock de
cada iridoide, se realizaron las diluciones necesarias con agua estéril para evaluar los
iridoides en las concentraciones ya mencionadas, la concentracion maxima de DMSO
empleada en los ensayos fue 0.1%. El genipdsido fue disuelto desde la solucion stock solo
con agua estéril, empleando agua estéril también como vehiculo para hacer las diluciones
del compuesto.

El cisplatino se evalué a las concentraciones de 0.104, 0.208, 0.415, 0.831, 1.662 y 3.325
UM; este compuesto fue pesado y disuelto en solucién salina al 0.9% con el fin de mantener
su estabilidad, debido a que, aunque es soluble en DMSO, si se solubiliza en este ultimo
disolvente, puede ocurrir un desplazamiento nucleofilico del platino por el azufre del DMSO.
A partir de la solucion stock del cisplatino, se realizaron las diluciones necesarias con agua
estéril para evaluar el compuesto a las concentraciones establecidas.
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La podofilotoxina se evalud a las concentraciones de 0.003, 0.006, 0.012, 0.024, 0.048 y
0.097 uM. Este compuesto fue pesado y disuelto en DMSO; a partir de esta solucion stock
se prepararon las diluciones necesarias con agua estéril.

Las placas conteniendo las células y los iridoides se cultivaron a 37°C y a 5% de CO,. La
viabilidad de las células se determind con el ensayo colorimétrico de sulforodamina B
(SRB), el cual estima el numero de células indirectamente por tincion de la proteina celular
total con el colorante sulforodamina B (Vichai y Kirtikara, 2006). Después del tiempo de
tratamiento, las células se fijaron con 50 uL de acido tricloroacético al 50% frio por 30 min
a 4°C. Enseguida, el medio se decantd y las células se lavaron 3 veces con agua corriente
fria; las placas se dejaron secar sobre papel absorbente. Una vez se secaron las placas, se
tiieron con sulforodamina B al 0.1% (disuelto en acido acético al 1%) frio por 30 minutos;
transcurrido este tiempo se procedio a enjuagar 3 veces las placas con acido acético al 1%
con el fin de retirar el exceso de colorante no enlazado a las proteinas de las células que
sobrevivieron y quedaron adheridas y fijadas al fondo de los pozos de las placas.
Posteriormente, las placas con células teflidas se dejaron secar con aire ambiente,
resguardadas del polvo; una vez secas, el colorante se solubilizé con 100 uL de Tris-base
10 mM (pH 10) por 30 min en un agitador orbital de placas a 1600 rpm.

La densidad optica (D.O.) de cada pozo se midié espectrofotométricamente a 490 nm en
un lector de ELISA automatizado. Los experimentos se realizaron por triplicado en tres
ensayos independientes; los resultados obtenidos se analizaron en un programa estadistico
para determinar la concentracién inhibitoria media (Clsg) mediante analisis de regresion.

El porcentaje de sobrevivencia celular fue calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion:

0 . . D.O.de células tratadas—D.0. de células dia cero
% sobrevivencia = - - - x 100 Q)
D.0.de células control—D.O. de células dia cero

Los ensayos de citotoxicidad con genipdsido y genipina contra la linea celular HeLa se
realizaron por el método de MTS (Sanchez-Carranza et al., 2019). Para este ensayo, se
sembraron 5,000 células por pozo en una placa de cultivo de 96 pozos y se trataron usando
882, 441, 220.50, 110.25, 55.125, 27.5625, y 13.78125 uM de genipina o geniposido, y 50,
25, 12.5, 6, y 3 nM de paclitaxel como control positivo. EI DMSO se emple6é con una
concentracion maxima final de 0.5% como vehiculo y blanco. Se empled el kit del ensayo
de proliferacion celular CellTiter 96® (Promega, Madison, WI, USA).

Los datos se analizaron en el programa estadistico Prisma 5.0 (GraphPad Software, Inc, La
Jolla, CA, USA), y los valores de Clso se determinaron mediante analisis de regresion no
lineal.
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6.3 Busqueda de iridoides con reporte de citotoxicidad en cancer cervicouterino

La informacion sobre la citotoxicidad de iridoides en células de cancer cervicouterino in vitro
se recopilé6 mediante su busqueda en bases de datos y sitios web tales como PubMed,
SciFinder, Google Scholar, Elsevier, ScienceDirect, y Web of Science. Se usaron las
siguientes palabras o frases en diversas combinaciones para su busqueda: “cytotoxic
iridoids in cervical cancer”, “iridoids against cervical cancer”, “antiproliferative iridoids in
cervical cancer”, “cervical cancer”, “in vitro”, “cytotoxic iridoids”, “cell death”. Se consultaron
mas de 30 trabajos cientificos de la literatura, desde el afio 2004 hasta el 2022, obteniendo

47 iridoides con reporte de actividad citotoxica en lineas celulares de cancer cervicouterino.

Los iridoides se seleccionaron con base en dos criterios: 1) que hubieran sido evaluados
en la misma linea celular, y 2) que hubieran sido evaluados en el mismo tiempo de
tratamiento.

6.4 Andlisis SAR de iridoides activos contra cancer cervicouterino

Una vez seleccionados los iridoides, se dibujaron sus estructuras 2D con el programa
ChemBioDraw Ultra 13.0, considerando la estereoquimica de los sustituyentes de cada
iridoide. Posteriormente, se compararon las estructuras con base en los grupos funcionales
presentes (éstéres, acidos carboxilicos, hidroxilos, metoxilos, metilos, glucosa, manosa,
etc.) y su actividad biol6gica representada por su Clsg en pM.

6.5 Andlisis conformacional, optimizacién geométrica y célculo de energia

Las estructuras en 2D de los iridoides, se convirtieron a 3D empleando el programa
SPARTAN’20, conservando la estereoquimica de los sustituyentes de cada iridoide.
Posteriormente, se realiz6 un analisis conformacional de todos los iridoides simples y
glicosilados en su forma neutral y aniénica usando el campo de fuerza MMFF94 (Halgren,
1996). El conférmero de minima energia se sometié a una optimizacién geométrica, sin
restricciones de simetria, empleando el método semiempirico PM6 (Stewart, 1989). Se
realiz6 un andlisis de frecuencias arménicas para asegurar que la estructura obtenida
corresponda a un minimo en la superficie de energia potencial. Ademas, se realiz6 una
reoptimizacion geométrica, para obtener un valor mas preciso de la energia y de las
caracteristicas de densidad electrénica empleando la teoria de funcionales de la densidad,
con la funcién hibrida B3LYP (Stephens et al., 1994) y un conjunto base 6-31G* (Hay &
Wadt, 1985). Estos sistemas se evaluaron en agua con el modelo SM8 (Chambers et al.,
1996). Ademas, se realizé un célculo de energia (punto sencillo) usando el mismo funcional
B3LYP y la base 6-311+G** (Petersson et al., 1991) en vacio (en agua para el acido 10-O-
(E)-p-cumaroil- geniposidico).

6.6 Descriptores moleculares

Se obtuvieron los siguientes descriptores moleculares: la energia del orbital molecular mas
alto ocupado (Ewomo), la energia del orbital molecular mas bajo ocupado (Eruwmo), el
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momento dipolar (p), la polarizabilidad («), el area superficial polar (PSA), la cuenta de
donadores de enlace de hidrégeno (HBD), y de aceptores de enlace de hidrogeno (HBA),
area, volumen, ovalidad (B) y su solubilidad: LogP (coeficiente de particion 1-octanol/agua),
con el programa SPARTAN’20 (Wavefunction, 2020).

6.7 Graficos del potencial electrostatico molecular

Se obtuvo el mapa del potencial electrostatico (MEP) en una superficie de iso-densidad
(0.002 e-/A%) para cada compuesto. El mapa del MEP provee una percepcion de la forma
molecular y la ubicacion de las zonas ricas y deficientes en densidad electrénica en un
compuesto. Ademas, para evaluar el efecto electronico causado por los sustituyentes en el
esqueleto del iridoide, se obtuvo la iso-superficie del potencial electrostatico molecular
(PEM) con un valor de -10 kcal/mol. Todos los graficos moleculares se realizaron con el
programa SPARTAN’20.

6.8 Anadlisis de similitud molecular de iridoides

El andlisis se realiz6 considerando los elementos en la estructura base de los iridoides
(&tomos del biciclo) y en los descriptores de funciones quimicas (CFD’s, por sus siglas en
inglés) de la genipina y del genipésido. Para ello, se emplearon las estructuras en 3D de
los iridoides en la representacion de lineas (wire) en SPARTAN’20, mostrando el vector del
dipolo y se realiz6 el alineamiento de los iridoides con base en sus CFD’s. Se obtuvo un
puntaje de alineamiento, cuyo valor se encontré entre 0y 1.

6.9 Construccion y validacion del QSAR
6.9.1 Descriptores moleculares

Adicional a los descriptores moleculares obtenidos previamente, se obtuvieron los
siguientes descriptores: la dureza quimica (n), la electronegatividad (x), Apolarizabilidad,
APSA, y algunos relacionados a su tamano y forma: Aarea, Avolumen, Aovalidad, y su
solubilidad: ALogP, and LogP? Todos los A son las diferencias en los valores entre el
descriptor del iridoide en caso y el descriptor de la genipina. Todos los célculos fueron
realizados en el programa SPARTAN'20. El LogS (célculo de la solubilidad acuosa) fue un
descriptor extra y se obtuvo del Laboratorio de Quimica Computacional Virtual (VCCL,
2023). La energia correspondiente al Enomo representa el potencial de ionizacion de la
molécula y ELuvwo al valor correspondiente de la afinidad electronica, de acuerdo con la
aproximacion de Koopmans.

6.9.2 Generacion del modelo matematico

Se construyé el modelo matematico QSAR mediante una regresion multilineal mediante
diferencias de minimos cuadrados usando Excel Microsoft Office 365. Todos los
descriptores moleculares y la actividad bioldgica (Clsp) de los iridoides se usaron como
variables independientes (X) y la variable dependiente (Y), respectivamente.
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6.9.3 Validacién estadistica

Para la validacion del modelo QSAR, se empleé el coeficiente de determinacion (R?,

p-e—R
p-R

ecuacion 2), de validacion cruzada R? (Q?), desviacion estandar (s), y de la prueba de Fisher
(F) (Razo-Hernandez et al., 2014). Los ultimos dos parametros proporcionaron informacion
acerca de como la correlacion entre las actividades experimental y calculada es afectada
por el nUmero de compuestos en el estudio (ecuacién 3), y que probabilidad hay de que el
modelo matematico casualmente ocurra (ecuacion 4).

tN(e) =

(7)

, 2= (i = y)?

B Y —9)?
nog —v.)2
s = l=1T(lYL_2yl) (3)

ST — )2/ dfi
_ 4
= S G2/ )

Donde §;, ¥, y y; se refieren a los valores de las actividades calculada, promedio y
experimental, respectivamente. También, df,, y dfg (ecuacion 5) se refieren a los grados
de libertad del modelo y del error, respectivamente.

dfg=n—-p-1 (5)

En el modelo matematico, R? debe poseer valores altos (R? = 80), mientras s y F deberian
tener los valores mas pequefio y grande, respectivamente, para asegurar que el modelo
QSAR es confiable (Gramatica, 2013; Razo-Hernandez et al., 2014).

También, para llevar a cabo una validacibn mas sofisticada, se emplearon las reglas de
redundancia (RP) y sobreajuste (RY) (Marquina et al., 2019). Se corroboré también que los
descriptores moleculares no fueran linealmente correlacionados mediante una matriz de
correlacion de Pearson (Tabla A2).

El objetivo de la regla de redundancia es detectar modelos con un exceso de descriptores
moleculares “buenos” (R"), y establecer que si R"< t°, el modelo se rechaza. Dependiendo
de los datos, los valores de t” van desde 0.01 a 0.1. R se define por la ecuacion 6.

.
RP:HL(“MJ'%)); Mj>0 y 0<R'<1 6)
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Por otro lado, el propésito de la regla de sobreajuste es detectar modelos con un exceso de
descriptores moleculares “malos”. Esta regla estipula que si R"< t" (¢), el modelo se
rechaza. Los valores de t" () son calculados mediante la ecuacion 7.

donde el intervalo de valores va desde 0.01y 0.1y p es el nUmero de variables en el modelo.
RN se define por la ecuacion 8.

RV =% M;, M;<0 and —-1<RV<0 (8)

donde M; se define por la ecuacién 9.
M; = Ry _

= < 9)

Rjv es el valor absoluto del coeficiente de regresidn entre los descriptores jth y la respuesta
Y.

6.9.4 Validacion estadistica de la prediccion

Ademas, se evalué la habilidad predictiva del modelo mediante el método “Leave-One-Out”
(Q200), en el cual un compuesto se remueve del conjunto de datos y la actividad (Yex) se
correlaciona usando el resto de los datos. La ecuacién 10 se utilizd para calcular Q7.

2
Z?=1<yi - y%) (10)
i —9)?

Qfoo =1—

donde Vii es el valor de la actividad predicha (Ypred).

La evaluacién del dominio de aplicabilidad se llevé a cabo mediante la construccion de un
grafico de William, el cual depende de los valores de apalancamiento y el error
estandarizado del célculo. Los valores de apalancamiento (h) se obtuvieron de la matriz de
apalancamiento H, la cual contiene informacién acerca de los descriptores sobre los cuales
se construyé el modelo. La matriz de apalancamiento se defina como la ecuacién 11.

H=X (X" X" X (11)

donde X es la matriz del descriptor seleccionado; X" es la matriz transpuesta de X; y (XT.
X)™" es el inverso de la matriz (X”. X). Los valores de apalancamiento son los elementos
diagonales de la matriz H. La palanca de advertencia (h*) se calculé6 como h = 3 p/n, donde
n es el numero de moléculas y p es el numero de descriptores en el modelo mas uno. Si
uno de los compuestos tiene un valor mas alto de apalancamiento que h*, sera considerado
como un “outlier”, es decir, que esta fuera del dominio de aplicabilidad del modelo.

41



7. RESULTADOS Y DISCUSION:
7.1 Efecto citotdoxico de los iridoides en las lineas celulares

En cuanto a los ensayos de citotoxicidad para obtener la Clso de los iridoides geniposido y
genipina, se obtuvieron los siguientes resultados del porcentaje de sobrevivencia de las
células CalLo después de 72 horas de tratamiento con respecto a la concentracion del
compuesto utilizado, se muestran también los graficos respectivos del control de
citotoxicidad podofilotoxina y del compuesto cisplatino (Figura 22). La Clso de la genipina
fue 58.97 uM y el genipdsido no fue activo a las concentraciones probadas; a diferencia de
la linea Calo, la linea celular INBL (Figura 23), también VPH18, aunque de un estadio mas
avanzado, fue menos sensible al iridoide genipina, teniendo una Clso tres veces mayor y no
fue sensible a genipdsido en la concentracion mas alta probada (Tabla 1).

La linea celular CaSki (Figura 24) también fue sensible al iridoide genipina, provocando la
inhibicién de la viabilidad celular en un 50% a la concentracion de 65.93 uM; esta linea
celular no mostro ser sensible a genipésido a la concentracion maxima ensayada (Tabla 1).
Sin embargo, la linea celular HaCaT (Figura 25) fue menos sensible a la genipina, la Clso
de este iridoide fue 106.25 uM.

Tabla 1. Concentraciones medias inhibitorias (Clso) de los compuestos ensayados contra las lineas celulares
de cancer cervicouterino y de cancer de mama.

Genipina Genipésido Cisplatino Podofilotoxina

Linea celular (MM) (MM) (MM) (M)
CasSki 65.93+4.42 >1000 0.64+0.08 0.025+0.001
CalLo 58.97+9.04 >1000 0.24+0.02 0.014+0.002
INBL 178.80+£12.99 >1000 1.34+0.16 0.011+0.001
MDA-MB-231 268.70+24.36 >1000 7.61+0.68 0.026+0.005
MCF-7 70.12+8.81 >1000 2.12+0.17 0.018+0.002
BT-549 75.43+£16.60 >1000 1.92+0.11 0.021+0.003
HaCaT* 106.25+9.29 >1000 1.15+0.14 0.050+0.006

En cuanto a las lineas celulares de cancer de mama, las lineas MCF-7 (Figura 26) y BT-
549 (Figura 27) fueron las mas sensibles al tratamiento con el iridoide genipina, siendo la
Clsp de 70.12 y 75.43 uM, respectivamente (Tabla 1); sin embargo, estas lineas celulares
no mostraron sensibilidad al iridoide glucosilado genipdsido a la concentracion mas alta
probada (1000 yM). La linea celular de cancer de mama menos sensible a genipina fue la
linea MDA-MB-231, cuya Clso fue 268.70 uM (Figura 28).
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Figura 22. Efecto citotéxico de genipina, geniposido y los controles positivos contra la linea celular Calo.
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Figura 23. Efecto citotoxico de genipina, genipdsido y los controles positivos contra la linea celular INBL.
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Figura 24. Efecto citotdxico de genipina, geniposido y los controles positivos contra la linea celular CaSki.

45



100

50

%Sobrevivencia

O:Tmm
0.00 0.05 0.10 0.15
Podofilotoxina (pM)

0

Cisplatino (pM)

%Sobrevivencia
[4,]
[=]

o
-
N
w
g

%Sobrevivencia
—
[4,] o
o o o
HOH
HH

0 50 100 150
Genipina (nM)

%Sobrevivencia
—
o o
o o o

0 50 100 150
Geniposido (uM)

Figura 25. Efecto citotoxico de genipina, geniposido y los controles positivos contra la linea celular HaCaT.
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Figura 26. Efecto citotoxico de genipina, genipoésido y los controles positivos contra la linea celular MCF-7.
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En la Figura 29 se puede observar el efecto de la genipina a la concentracién mas alta
probada (129 uM) en cada una de las lineas celulares empleadas, donde en algunos casos
se alcanzan a observar cuerpos apoptéticos y vacuolas.

Blanco '

Genipina

™

Blanco v\

Genipina

f

MCF-7 BT-549 'MDA-MB-231

Figura 29. Micrografias de las lineas celulares evaluadas con genipina por 72 h a la concentracién mas alta
probada. Tomadas a una magnificaciéon de 10X.

Los resultados de la citotoxicidad de los iridoides genipdsido y genipina contra las lineas
celulares ensayadas confirmaron lo reportado por Neri-Numa y colaboradores en el 2020,
en cuyo estudio el estandar de geniposido fue inactivo (Glso > 250 pg/mL) en las condiciones
experimentales, mientras que el estandar de genipina inhibi6é todas las lineas celulares
evaluadas (7.5-29.0 ug/mL). En el presente trabajo, el genipdsido no fue un iridoide activo
contra ninguna de las lineas celulares ensayadas, en cambio la genipina fue activa en todas,
y la linea celular mas sensible fue la linea celular de cancer cervicouterino CaSki (Clso:
58.97 uM) y la linea celular de cancer de mama MCF-7 (Clso: 70.12 pM). Hasta el momento,
no existen reportes de la actividad citotoxica de genipina en la linea de cdncer de mama
triple negativo BT-549, lo cual representa un hallazgo novedoso ya que este tipo de cancer
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presenta bajas tasas de supervivencia, con una tasa alta de recurrencia y existe un nimero
limitado de tratamientos quimioterapéuticos contra él (Lee, 2023).

Derivado de la busqueda en la literatura, al momento sélo existen dos reportes de
citotoxicidad del genipésido en cuatro lineas celulares de céancer oral escamoso; sin
embargo, no se reporta su concentracién media inhibitoria, pues no se alcanzé a obtener
en las condiciones experimentales con una linea celular (Chen et al., 2017). En dicho
trabajo, se reporta el uso de la cepa de Lactobacillus rhamnosus GG para metabolizar el
genipoésido y mejorar el efecto citotéxico de este iridoide en esta linea celular de cancer. En
un segundo reporte con otras tres lineas celulares si se alcanza una disminucion de la
viabilidad celular >50% a la concentracion de 100 uM (Bai et al., 2022).

De acuerdo con Hwang et al., (2012), algunos iridoides glucosilados por si mismos son una
forma inactiva, mientras que los iridoides productos de la hidrélisis enzimatica del enlace
glucosidico para formar sus agliconas, son la forma activa. En el caso del genipésido, se
conoce que el producto de hidrdlisis es su aglicona genipina (Shan et al., 2017). El producto
derivado de la hidrdlisis del genipésido fue activo en la linea celular de cancer de prostata
DU145y la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 (Hwang et al., 2012); en la linea
celular DU145 desreguld la expresion de proteinas antiapoptéticas como Bcl-2, Bel-xL y
survivina. inhibié la activacién de STAT3 constitutivo, indujo la escisién de procaspasa-8 y
procaspasa-9, activdé caspasa-3 y causo la escision de PARP, lo cual sugiri6 que indujo
apoptosis dependiente de caspasa-3 (Hwang et al., 2012).

La concentracion media inhibitoria de genipina, obtenida en el presente trabajo, en la linea
celular MDA-MB-231 (268.70 uM) es menor y en concordancia ya que el tiempo de
exposicion fue 3 veces mayor, a lo reportado en el 2012 por Kim, Jeong & Moon, quienes
obtienen una Cls, de 327 uM para esta misma linea celular en un ensayo de viabilidad
donde expusieron las células cancerosas con genipina por 24 h. El iridoide genipina indujo
apoptosis en esta linea celular, mediante la desregulacion de Bcl-2, la sobreregulacion de
Bax y la activacion proteolitica de caspasa-3; genipina también incrementé la activaciéon de
JNK'y MAPK p38 (Kim, Jeong & Moon, 2012).

Diversos estudios con genipina en ensayos in vitro con lineas celulares de cancer de colon
(HCT116 y SW840), cancer de rifion (T24 y 5637) leucemia (K562), entre otros, muestran
que estas lineas celulares fueron sensibles a genipina, en un intervalo de concentracion
similar a los resultados obtenidos en el presente trabajo, reportando concentraciones
medias inhibitorias de 80-250 uyM (Feng et al., 2011; Li et al., 2018; al., 2018).

En cuanto a las lineas celulares de cancer cervicouterino, las cuales fueron sensibles a
genipina, son CalLo, CaSki e INBL (Clso: 58.97, 65.93 y 178.80 uM, respectivamente), de
las cuales, la segunda es VPH16 y las otras dos VPH18; hasta el momento no se tiene
conocimiento de la evaluacion in vitro de genipina en estas lineas celulares de céncer
cervicouterino. En la literatura se encontré que la linea celular HelLa, la cual contiene ambos
tipos de virus agresivos, fue expuesta a genipina por un tiempo de 24 h, y tuvo una Clso de
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90 pg/mL, lo que equivale a 397 uM (Cao et al., 2010); se reporta que genipina indujo
apoptosis, asi como el incremento de las proteinas JNK, p-Jun, p53 y Bax. Esto indica que
las lineas celulares ensayadas en este trabajo fueron mas sensibles que la linea celular
Hela, aunque no se pueden comparar del todo, ya que los tiempos de exposicion fueron
diferentes, en este trabajo 72 h y en el reporte de Cao y colaboradores, fue de 24 h.

Derivado de los resultados de la evaluacion citotoxica de genipdsido y genipina, se propuso
realizar un analisis de la relacién estructura-actividad (SAR), un analisis de similitud
molecular y un analisis de la relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR) de iridoides
reportados con actividad citotdxica in vitro en cancer cervicouterino, con el fin de explicar
las caracteristicas estructurales y moleculares que le confieren dicha actividad biolégica.
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7.2 Andlisis SAR de diversos iridoides contra caAncer cervicouterino

Se recopilaron estructuras de 47 iridoides de 14 articulos cientificos que fueron evaluados
contra lineas celulares de cancer cervicouterino para realizar el analisis de la relacion
estructura-actividad (Tabla A1, Figura Al). De estos iridoides recopilados, se seleccionaron
13 iridoides (incluyendo genipdsido y genipina), considerando los siguientes dos
parametros de seleccion: 1) que hubieran sido evaluados en una misma linea celular; 2)
durante el mismo tiempo de exposicién; y 3) con alta similitud estructural con respecto a
genipésido y genipina, con las menores variaciones en sus sustituyentes. Fue entonces
como se seleccionaron los 13 iridoides que se enlistan en la Tabla 2 evaluados en la linea
celular HeLa a un tiempo de tratamiento de 48 horas.

Debido a que no se encontraron reportes de citotoxicidad en la literatura de genipdésido y
genipina contra la linea celular HeLa a las 48 horas, se realizaron los ensayos empleando
el método MTS. La Clso de la genipina a este tiempo de tratamiento fue de 419 + 27.25 uM,
en dicho ensayo se empled paclitaxel como control positivo (Clso: 15.8 £ 0.67 nM), mientras
que el geniposido no mostré actividad como en las evaluaciones anteriores contra otras
lineas celulares de cancer cervicouterino.

Tabla 2. Iridoides con actividad citotéxica contra la linea celular HelLa.

Compuesto Linea celular Exgg?igi%gezh) (i:\jlo)
Eufrasinal HelLa 48 0.20
Campsinol* HelLa 48 1.90
Artselaenina B! HelLa 48 12.30
Artselaenina Al HelLa 48 13.80
Pulchelésido 12 HelLa 48 25.22
Catalpol® HelLa 48 28.20
Lamiido? HelLa 48 31.96
Espinomandsido? HelLa 48 38.89
5-deoxipulcheldsido 12 HelLa 48 42.47
Acido geniposidico* HelLa 48 43.60
Acido 10-O-(E)-p-cumaroil geniposidico® HelLa 48 48.10
Genipina HelLa 48 419.00°%
Genipésido HelLa 48 NAS

lcompuestos de (Marcotullio et al., 2015); 2compuestos de (Saidi et al., 2020a); Scompuestos de (Feng et al.,
2011); “compuestos de (Wang et al., 2018); SDatos experimentales. NA: No activo.

Las estructuras quimicas en 2D se muestran en la Figura 30, del lado izquierdo se
encuentran los iridoides simples incluyendo genipina, y del lado derecho los iridoides
glicosilados incluyendo genipésido. Todos estos iridoides fueron evaluados contra la linea
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celular HeLa bajo la misma condicién de tratamiento de 48 horas. Las estructuras quimicas
de estos iridoides generalmente presentaron sustituyentes como: metilo, hidroxilo,
hidroximetilo, éster, acido, aldehido y glucosa. En algunos casos particulares presentaron
manosa, epoxi y p-cumaroil. El esqueleto del iridoide en algunos casos presentd un doble
enlace entre C7 y C8, como se muestra en la Figura 24.

Los iridoides de la Figura 30 fueron ensayados contra la linea celular HeLa en un mismo
tiempo de tratamiento: 48 horas. Las estructuras quimicas de estos iridoides generalmente
presentan sustituyentes del tipo: metil, hidroxil, hidroximetil, éster, acidos carboxilicos,
aldehidos y glucosa. En casos particulares se presentan otros sustituyentes como la
manosa, el grupo epoxi y el p-cumaroil. El esqueleto iridoide (Figura 20), en algunos casos
present6 un doble enlace entre C7 y C8. Posteriormente, se realizé un proceso de re-
optimizacion usando la teoria de funcionales de la densidad (DFT en inglés) con el fin de
obtener una geometria y valores de energia mas precisos para las moléculas. El objetivo
fue analizar la relacion estructura-actividad de los iridoides (Figura 30), basada en su
distribucion electrénica y en propiedades derivadas de la misma (polarizabilidad, dureza,
potencial electrostatico molecular y momento dipolar).
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Figura 30. Estructuras quimicas 2D de los iridoides ensayados contra la linea celular HelLa, de los cuales
genipina y genipdsido son los iridoides centrales en este trabajo.

Existen algunos reportes de estudios de SAR con iridoides que han sido probados contra
HelLa (Saidi et al., 2020a; Saidi et al., 2020b). En el primer reporte de Saidi et al., (2020a)
se menciona que la adiciébn de un hidroxilo en la posicion 5 en el pulchelésido I, en
comparacion con el 5-deoxi-pulcheldsido |, provoca un incremento en la actividad del
iridoide. Ademas de que el cambio en la posicion de un grupo hidroxilo del C-6 al C-8
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disminuyd su actividad como sucede en el caso de lamiido con respecto a 5-deoxi-
pulchelosido 1.

Las estructuras 2D de los iridoides simples se presentan en la Figura 31. La genipina tiene
diversas diferencias estructurales comparada con los otros iridoides simples: tiene un grupo
éster en C4, mientras que los otros tienen un grupo aldehido. Genipina tiene un doble
enlace entre C7 y C8, y los otros presentan un enlace sencillo. Genipina presenta un
hidroxilo en C1, mientras que los otros iridoides presentan un grupo metoxilo.

10 O
Eufrasina Campsinol Artselaenina A Artselaenina B Genipina
Clggexp: 0.2 M Clg: 1.9 M Clg,: 13.8 M Clgy: 12.3 uM Clg,: 419.0 pM

Figura 31. Estructuras 2D de iridoides simples incluyendo genipina evaluados contra la linea celular HelLa. Los
cuadros amarillos resaltan los cambios estructurales entre los iridoides simples comparados con genipina, y la
ausencia del doble enlace se sefiala con la flecha naranja.

A continuacion, las estructuras en 2D de genipina y de genipésido se muestran en la Figura
32, en la cual se resalta la Unica diferencia estructural, que es el cambio de un hidroxilo por
una glucosa en C1 como lo es el caso de genipésido. Hasta este punto, esta gran diferencia
estructural podria explicar la inactividad del genipésido; sin embargo, los demas iridoides
glicosilados cuya Clso se encuentran en un intervalo de 25.22-48.10 yM, por lo que esta
hipétesis se descarta.

OH
Ho' Y~ “oH
OH
Genipina Geniposido
Clyg: 0.2 pM Inactivo

Figura 32. Estructuras 2D de iridoides genipina y genipésido evaluados contra la linea celular HeLa. El cuadro
amarillo resalta el cambio estructural entre ambos iridoides.
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Tal como se mencion6 arriba, aunque los iridoides glicosilados comparten un fragmento de
azulcar, éstos presentan actividad citotoxica a diferencia de genipésido (Figura 33). Entre
los cambios estructurales que los iridoides glicosilados presentan con respecto a
geniposido, se encuentran hidroxilos en el ciclopentano, &cido carboxilico en C4, y en los
casos en que se conserva el éster en C4, el doble enlace de C7-C8 est4 ausente. Estos
iridoides tienen una unidad de glucosa en C1, excepto espinomandsido, el cual contiene un
grupo manosil en C1 en vez de un grupo glucosil. El 5-deoxipulchelésido |, tiene dos
hidroxilos extras en C6 y C7, que carece del doble enlace en C7-C8, y tiene un metilo en
vez de un hidroximetilo en C8. El pulchelésido |, ademas de estas diferencias estructurales
comparado con genipdsido, también presenta un hidroxilo extra en C5. El espinomanadsido,
el cual es estructuralmente muy similar a 5-deoxipulchelésido |, contiene una manosa en
vez de la glucosa. El lamiido presenta un hidroxilo en C5, C7 y C8, carece del doble enlace
en C7-C8, y tiene un metilo en vez del hidroximetilo en C8. El catalpol presenta un grupo
epoxi en C7-C8, carece del doble enlace en C7-C8, contiene un hidroxilo en C6, y carece
del éster en C4 comparado con el genipésido. El acido geniposidico tiene un acido en C4,
al igual que el acido 10-O-(E)-p-cumaroil geniposidico (éste ultimo presenta ademas un
grupo p-cumaroil en C10), contrario a geniposido, el cual presenta un éster en C4. Estos
cambios estructurales, comparado con genipdsido, parece conferirle actividad citotoxica
contra la linea celular HeLa.

I
(o] OH o) (o]
1 H [11
20 0 0
W H
0. HO 0, 0. . (o) 0
HO 0 oH /©/§)‘\O OH OH
HOY N "on MO ue® N ou HO “/OH
OH OH OH
Acido geniposidico Acido 10-0-(E)-p-coumaroil geniposidico Geniposido Espinomandsido

Clgg: 43.60 uM Clgy: 48.10 pM Inactive Cly,: 38.89 pM

HO |
o1 0 0
wo® M Oa Oy 570 O, 0O o,
OH OH OH
Catalpol Lamiido 5-deoxi-pulcheldsido | Pulchelésido |

Clyy: 28.20 uM Clgy: 31,96 M Clyy: 42.47 pM Clgy! 26,22 pM

Figura 33. Estructuras 2D de iridoides simples incluyendo genipina evaluados contra la linea celular HelLa. Las
diferencias estructurales se resaltan en rectangulos amarillos, y la ausencia del doble enlace se sefiala con la
flecha roja.

Se han reportado algunos trabajos de relaciones estructura-actividad de iridoides para
estudiar su actividad biolégica, como anticancerigenos (Saidi et al., 2020a; Saidi et al.,
2020Db).
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7.3 Andlisis de similitud molecular

Como un paso inicial, los iridoides simples eufrasina, campsinol, artselaenina A y
artselaenina B fueron comparados en términos de su estructura, actividad y descriptores
moleculares contra genipina. La Tabla 3 presenta los valores de Clso y descriptores
moleculares calculados para el conférmero de menor energia de cada iridoide simple, como
el &rea de superficie polar (PSA), ovalidad (B8), polarizabilidad («), y el nimero de donadores
(HBD) y aceptores (HBA) de enlaces de hidrogeno. Los primeros cuatro iridoides simples
demostraron la potencia mas elevada, con valores de Clsp menores a 14 uM. Genipina, por
el contrario, fue 30-2000 veces menos activa. Artselaenina A presenté un valor de GAP
(diferencia entre la Enomo Y ELumo) mas similar al de genipina. Sin embargo, los primeros
cuatro iridoides simples difieren en términos de polaridad, como se puede ver reflejado en
los valores de PSA. Genipina present6 un valor 1.3-2.4 veces mas alto de PSA.

Tabla 3. Descriptores moleculares de iridoides simples con actividad citotdxica reportada contra HelLa.

Clsp, GAP p Area  Volumen  PSA # #

Ligando (M)  (kcal) (debye) (A} (A% (A>)  LogP LogS «a B HBD HBA

Eufrasina 0.2 -123.01 481 23427 216,65 44645 -0.1 -1.21 5769 1.34 1 4

Campsinol 1.9 -122.30 578 236.86 216,59 46.922 -0.1 -1.21 5769 136 1 4
ArtselaeninaB  12.3 -125.40  4.67  227.13 20864 26.808 1.11 -2.23 57.01 1.34 0 3
Artselaenina A 13.8 -121.90 4.2 228.14  209.46 27236 1.11 -223 57.11 134 0 3
Genipina 419 -126.18 1.26  239.61 219.74 64589 -0.26 -1.50 57.91 1.36 2 5

p: Momento dipolar; GAP: Diferencia entre Exomo Y ELumo; @' Polarizabilidad; 8: Ovalidad.

El momento dipolar del resto de los iridoides simples fue mas alto, entre 4.2- 5.78 debyes,
comparados con genipina, la cual exhibié un momento dipolar mas bajo de 1.26 debyes. El
momento dipolar es una medida de la polaridad de una molécula, establecido cuando hay
una distribucién desigual de electrones debido a diferencias en la electronegatividad de los
atomos de la molécula. Consecuentemente, el grado de desigualdad en la distribucion
electronica es mayor en los iridoides simples que en genipina, lo cual parece favorecer la
actividad biolégica. Ademas, eufrasina y campsinol exhibieron propiedades hidrofilicas
como aquellas de genipina, mientras que artselaenina A y B mostraron mayor hidrofobicidad
que los otros. Genipina también presentdé mas donadores y aceptores de enlaces de
hidrégeno. Los primeros iridoides fueron similares a genipina en términos del tamafio (area
y volumen), y en la forma, como se evidencia por los valores de ovalidad (1.34-1.36).
Ademas, estos iridoides simples compartieron valores de polarizabilidad similares (57.01-
57.91).

En cuanto a las representaciones en 3D de los iridoides simples, cabe sefialar que el angulo
del dipolo en genipina difiere de aquellos en el resto de los iridoides simples, cuya actividad
citotoxica es mayor (Figura 34). También se determiné el angulo diedro, el cual se forma
entre dos semiplanos que parten de un arista en comun. La deformidad del pirano y del
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ciclopentano debida a la ausencia o presencia del doble enlace en C7-C8 y, por tanto, a la
pérdida de la rigidez de la estructura del iridoide, se puede observar de manera grafica,
pero también por el valor de este angulo, ya que en los iridoides simples se encuentra en
un intervalo de -102.91° a -80.64°, a diferencia de genipina que tiene el valor mas bajo:
-139.75°, al ser una estructura mas rigida.

X

Angulo
diedro:

-80.64° ; -88.50° -86.82° i ? ? -139.75°

Eufrasina Campsinol Artselaenina A Artselaenina B Genipina
Clgy: 0.2 pM Clgy: 1.9 pM Clgp: 13.8 pM Clgy: 12.3 M Clgy: 419.0 pM

Figura 34. Estructuras 3D de iridoides simples incluyendo genipina. En las estructuras 3D de abajo, se marcan
con circulos amarillos los puntos que se consideraron para calcular el angulo diedro. El vector del dipolo esta
representado por una flecha dorada.

Después de realizar el analisis SAR, y de analizar la orientacién y magnitud del dipolo que
se muestra en las estructuras 3D, fue necesario un estudio més profundo de la geometria
y las propiedades asociadas a la densidad electronica, para lo cual se analizo la distribuciéon
del potencial electrostatico de cada iridoide. Para ello, se obtuvo una iso-superficie del
potencial electrostatico molecular con valor de -10 kcal/mol, ya que a este valor es posible
observar el alcance en el espacio de las interacciones intermoleculares con su blanco
biol6gico que pueden ocurrir en este tipo de moléculas (Figura 35). Los iridoides mas
citotoxicos (eufrasina y campsinol) exhibieron una distribucibn mas extendida en el
sustituyente aldehidico en C4, y un hidroxilo en C8. Por otro lado, genipina mostré una
distribucion electrostatica en su sustituyente en C4 (una parte en el oxigeno sp2 y una parte
en el oxigeno sp3), y una mayor distribucion electrostéatica en el anillo del pirano, junto con
el hidroxilo en C1 y C10. Estas observaciones revelaron las regiones especificas donde los
iridoides simples podrian interactuar con especies cargadas positivamente a un nivel de
energia de -10 kcal/mol. La densidad electrénica méas alta sobre el grupo aldehidico vy el
hidroxilo en C8 permitiria una mejor interaccion con el posible blanco terapéutico de estos
iridoides.
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Eufrasina Campsinol Artselaenina A Artselaenina B Genipina
Clso: 0.2 uM Clso: 1.9 pM Clgo: 13.8 yM Clgo: 12.3 pM Clge: 419.0 uM

Figura 35. Iso-superficie del del potencial electrostatico molecular de -10 kcal/mol de iridoides simples. Se
puede observar la representacion de la iso-superficie de PEM en malla color verde.

Después, con el fin de comparar la distribucion del potencial electrostatico de los iridoides
para identificar aquellas zonas reactivas de cada molécula, donde se pueden producir
reacciones nucleofilicas o electrofilicas, se obtuvo el mapa del potencial electrostatico
(MEP), el cual se muestra en la Figura 36. EI MEP indica las regiones mas susceptibles a
un ataque electrofilico (color amarillo a rojo, indican exceso de electrones) y aquellos mas
susceptibles a un ataque nucleofilico (color azul, indican deficiencia de electrones). Las
regiones con mayor potencial electrostatico estan localizadas en el grupo aldehidico en C4,
y el hidroxilo en C8. En el caso de genipina, estas zonas de mayor potencial electrostatico
también corresponden al sustituyente de C4, especificamente a los oxigenos sp2 y sp3 del
éster que se encuentra en C4, asi como al oxigeno del hidroxilo en Cl1 y C10,
correlacionando con nuestras observaciones previas relacionadas a las distribuciones
electrostaticas moleculares.
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Eufrasina Campsinol Artselaenina A Artselaenina B Genipina
Clso: 0.2 pM Clgp: 1.9 yM Clgp: 13.8 uM Clsy: 12.3 yM Clso: 419.0 pM

Figura 36. Mapa del potencial electrostatico de los iridoides simples a una iso-densidad de 0.002 &/A3,

Debido a estos descriptores moleculares, y a las caracteristicas estructurales que afectan
la reactividad de los iridoides simples, particularmente el sustituyente en C4 (ya sea un
aldehido o un éster), ademas del hidroxilo orientado hacia adelante en C8. Posteriormente,
procedimos a estudiar las diferencias fisicoquimicas entre el conférmero de menor energia
de geniposido y genipina.

Los descriptores de la genipina y del genipdsido se presentan en la Tabla 4. El genipdsido
no presentd actividad citotoxica contra células de cancer cervicouterino, pero genipina si
presento citotoxicidad contra la linea celular HeLa. Ambos iridoides difieren en el GAP, el
LogP y el momento dipolar. Debido a la presencia de la glucosa en el geniposido, el tamafio
y el volumen de genipina incrementaron considerablemente 132 y 136 unidades,
respectivamente. También, la forma molecular es diferente entre ellos, como se puede ver
por el pardmetro de la ovalidad (1.36 para la genipina y 1.53 para el genip6sido). La
polaridad del genipésido fue 2.5 veces mas alta que la de genipina, basada en la carga
molecular y en el area superficial polar.
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Tabla 4. Descriptores moleculares de genipina y genipésido.

Clsy, GAP P Area  Volumen PSA # #
Ligando  (uM) (kcal) (debye) (A? (A?) (A3 LogP LogS « B HBD HBA

Genipina 419 -126.18 1.26 239.61 219.74 64.589 -0.26 -1.50 57.91 1.36 2 5

Genip6sido NA -128.37 3.41 371.47 355.38 119.843 -2.00 -1.41 68.89 153 5 9

p: Momento dipolar; GAP: Diferencia entre Enomo Y ELumo; a' Polarizabilidad; 8. Ovalidad.

Como se menciond anteriormente, el fragmento de la glucosa en genipésido no es el
responsable de la inactividad del iridoide, ya que otros iridoides con glucosa en C1 si son
activos contra HelLa. Por lo que se propuso buscar todas las diferencias en las propiedades
elecrénicas que la adicion de la glucosa le confiere a la genipina. A continuacion, las
estructuras en 3D de genipina y de genipdsido se muestran en la Figura 37. Se observa la
direccién contraria del vector del dipolo, que en genipina es direccionada al carbonilo en
C11, y en genipésido es direccionada a la unidad de glucosa, especificamente a dos grupos
hidroxilo en el azucar.

Genipina Geniposido

Figura 37. Estructuras 3D de la genipina y genipdésido. El vector del dipolo esta representado por una flecha
dorada.

Después de analizar la orientacion y la magnitud del dipolo, se obtuvo la iso-superficie del
potencial molecular electrostatico de -10 kcal/mol, que muestra el perfil electrostatico de
ambos iridoides (Figura 38). Se observa una més alta distribucion electronica en el carbonilo
en C11 hasta los hidroxilos 3’ y 6’ del azucar en genipdsido, mientras que en genipina se
presenta un patron diferente. Las interacciones intermoleculares pueden ocurrir en estas
zonas verdes.
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Genipina Genipdsido
Clgo: 419.0 pM Inactivo

Figura 38. Iso-superficie del potencial electrostatico molecular de -10 kcal/mol de Genipina y Genipoésido. Se
puede observar la representacion de la iso-superficie de PEM en malla color verde.

Las regiones con mas densidad electronica de ambos iridoides se muestran en Figura 39.
En el genipdsido, estas regiones se ubican principalmente en el oxigeno del carbonilo en
C11, el oxigeno del hidroxilo en C10, y los hidroxilos 3’, 4’ y 6’ del azlcar. En genipina estas
zonas de mas alta densidad electronica también corresponden al carbonilo en C11, el
oxigeno sp3 del éster en C11, el oxigeno del hidroxilo en C1, y el hidroxilo en C10.
Asimismo, en este grafico se observa diferente nimero y patron de interaccion, tanto en
genipina como en genipoésido.
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Genipina Genipésido
Clso: 419.0 pM Inactivo

Figura 39. Mapa del potencial electrostatico de Genipina y Genipdsido a una iso-densidad de 0.002 &/A3.

En la Figura 40 se observan los enlaces de hidrogeno intramoleculares que se forman en
la estructura de genipina y genipésido, los cuales fueron obtenidos con el software
Discovery Studio (2021). En la estructura de genipina se presentan dos enlaces de
hidrégeno no-convencionales, mientras que en genipoésido se forma un enlace de hidrogeno
no-convencional y tres convencionales. La conformacion del azucar en el genipdsido
provoca la formacién de estos tipos de interacciones fuertes que le confieren estabilidad al
iridoide.

Convencional = =
No convencional ===

Figura 40. Enlaces de hidrégeno intramoleculares en (A) Genipina y (B) Genipésido.
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La falta de actividad de genipdsido comparado con genipina y con los otros iridoides
glicosilados, se debe a la alta polaridad del genip6sido debido a la incorporacion de la
glucosa en C1, y a la distribucién de esta carga molecular. La suma de todos estos factores
impacta en la distribucion electrénica, y finalmente en la inactividad del iridoide, a diferencia
de genipina. A continuacién, se muestra la comparacion de las diferencias fisicoquimicas
entre geniposido y los iridoides glicosilados con actividad citotoxica reportada.

En la Tabla 5 se enlistan algunos descriptores relacionados a la reactividad, solubilidad,
forma y tamafio de los iridoides glicosilados activos y de genipésido. Los iridoides
glicosilados pulchelésido I, catalpol, lamiido, espinomanésido, 5-deoxi-pulchelésido |, acido
geniposidico, y acido 10-O-(E)-p-cumaroil geniposidico tienen una actividad citotéxica
similar contra la linea celular HeLa (25.22—-48.10 uM). Sin embargo, comparados con el
geniposido, todos ellos son diferentes en tamafio, en HBD y HBA. En cambio, el genipésido
fue similar en forma, como se observa en el parAmetro de ovalidad, y en la polarizabilidad,
pero fue un poco diferente en la distribucién de carga molecular dada por el momento
dipolar, y fue menos polar comparados al resto de los iridoides (menos hidrofilico). Las
formas anibnicas del &acido geniposidico y del acido 10-O-(E)-p-cumaroil geniposidico
fueron consideradas desde que estas formas cargadas existen predominantemente a pH
fisiolégico (7.4). El valor de pKa de los acidos se muestra en la Tabla A2.

Tabla 5. Descriptores moleculares de iridoides glicosilados y geniposido probados contra la linea celular HeLa.

Clso GAP p Area Volumen PSA # o #
Ligando (UM)  (kcal) (debye) (A3 (A3 (A LogP LogS a B HBD HBA
Pulchelésido | 2522 -121.84 595 383.69 37230 148544 -3.30 -0.50 70.33 153 7 11
Catalpol 28.20 -144.80 250 32451 32055 126.832 -3.24 -0.19 65.89 143 6 10
Lamiido 31.96 -116.96 7.99 392.42 373.46 158.057 -3.48 -0.69 70.47 1.56 7 11
Espinomandsido 38.89 -12451 4.28 381.33 367.08 140.269 -2.51 -0.73 69.87 1.54 5 10
5-deoxi-pulchelésido | 42.47 -125.49 3.32 374.98 365.07 134.805 -2.51 -0.73 69.70 152 6 10
Acido geniposidico 43.60 -85.84 12.02 353.50 335.17 139852 -- -122 67.68151 5 10
Acido E%}%g?i;&?mam” 4810 -61.97 16.64 481.01 476.36 147.201 -- -2.86 79.38 1.63 5 11
Genipésido NA -128.37 3.41 37147 35538 119.843 -2.00 -1.32 68.89 1.53 5 9

p: Momento dipolar; GAP: Diferencia entre Exomo Yy ELumo; a: Polarizabilidad; B: Ovalidad. "Estos iridoides
fueron analizados en su forma de anién.

Las estructuras 3D de los iridoides glicosilados muestran el vector del dipolo, las cuales se
presentan en la Figura A2. El iridoide mé&s similar al genipésido es el acido geniposidico,
aunque la conformacion del azucar es muy diferente comparado al genipoésido. En
pulchelésido | y espinomandésido, la conformacion del azucar fue méas similar a la de
geniposido. Es notable como la conformacion de los iridoides impactd en su tamafio y forma,
como se observa en los valores de area, volumen, y ovalidad. Por ejemplo, pulchelésido |
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y lamiido, aunque tienen el mismo namero y tipo de sustituyentes, la conformacion de la
glucosa aumenté el valor del &rea en lamiido (Figura A2).

Con el fin de visualizar las regiones donde las interacciones intermoleculares pueden
ocurrir, se obtuvo una iso-superficie de -10 kcal/mol del potencial electrostatico molecular
(Figura A3). Se puede observar que los iridoides glicosilados mas citotoxicos (Figura A3, F)
tienen una mayor distribucién electrostética, principalmente en la region rica en hidroxilos
en el ciclopentano, los cuales son excelentes aceptores de enlaces de hidroégeno. Esta
distribucion electrostatica esta también presente en el oxigeno del carbonilo en C11 y se
extiende hasta el hidroxilo en C6. En el caso del &cido geniposidico (Figura A3, A), se
presenta una region y una distribucion electrostatica similar, principalmente debido al
hidroximetil en C8. El resto de los iridoides glicosilados muestran varias regiones de
densidad electrénica similares, donde las interacciones intermoleculares podrian ocurrir.

Ademaés, con el fin de comparar la distribucion del potencial electrostético de los iridoides
para identificar aquellas zonas reactivas de cada molécula, donde se pueden producir
reacciones nucleofilicas o electrofilicas, se obtuvo un mapa de potencial electrostatico
molecular de los iridoides glicosilados (Figura A4). Las regiones con mayor densidad
electrénica en genipésido estan ubicadas principalmente en el oxigeno del carbonilo en
C11, el oxigeno del hidroxilo en C10, y los hidroxilos 3’, 4’ y 6’ de la glucosa. Se observa un
mayor nimero de regiones susceptibles de ataques electrofilicos y nucleofilicos en los
iridoides glicosilados.

Mediante los analisis del potencial electrostatico molecular representado por la iso-
superficie de potencial electrostatico molecular, asi como del mapa de potencial
electrostatico (Figura 35y 36, respectivamente), se observan las diferencias en el aspecto
electrénico de los iridoides simples. Por ello se realizé el andlisis de similitud molecular de
los iridoides simples con genipina en base a sus descriptores de funcion quimica (CFD’s).
En la Figura 41 se presentan el alineamiento y el vector del dipolo de los cinco iridoides. Se
seleccionaron cinco CFD’s en genipina, que fueron los que se encontraron en comudn con
los otros cuatro iridoides simples (eufrasina, campsinol, artselaenina A y artselaenina B).
Los iridoides mas activos, eufrasina y campsinol, no tuvieron un alineamiento adecuado con
genipina (Figura 41,C,D); sus puntajes de alineamiento fueron 0.50 y 0.49,
respectivamente. Por otro lado, artselaenina A y Artselaenina B, en el cual la Unica
diferencia es la estereoquimica del grupo metoxi en C1, presentaron vectores del dipolo
paralelos entre ellos, y mostraron una orientacion diferente con respecto al vector del dipolo
presente en genipina (Figura 41,E); sus puntajes de alineamiento fueron 0.56 y 0.50,
respectivamente.
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Figura 41. Alineamiento de genipina con iridoides simples eufrasina, campsinol, artselaenina A y artselaenina
B. (A) Centros de similitud comunes por CFD’s de genipina (los circulos morados representan los CFD’s
seleccionados para el alineamiento). (B) Alineamiento de genipina con iridoides simples. (C) Alineamiento de
genipina con eufrasina. (D) Alineamiento de genipina con campsinol. (E) Alineamiento de genipina con
artselaenina Ay artselaenina B. Las flechas doradas representan el vector del dipolo de cada iridoide alineado
(a: genipina, b: eufrasina, c: campsinol, d: artselaenina A, e: artselaenina B).

Adicionalmente, para verificar la diferencia en las estructuras quimicas entre genipoésido y
su aglicona, genipina, realizamos un analisis de similitud molecular por alineamiento de
CFD’s, el cual se muestra en la Figura A5 (Ver seccion 11.- Anexos). Se seleccionaron seis
CFD’s en genipina que fueron comunes también en genipdsido; el puntaje de alineamiento
fue 0.65. Aunque genipdésido y genipina compartieron los CFD’s seleccionados, es evidente
gue hay una diferencia en su orientacion y en la direccién del vector del dipolo, lo cual podria
explicar la falta de actividad biol6gica de genipdsido (Figura A5).

7.4 Andlisis QSAR de iridoides simples

Derivado de los datos de la Tabla 3, se observo que el momento dipolar correlacionaba con
la actividad biolégica de los iridoides mas citotoxicos, este descriptor refleja la polaridad
global de una molécula (Karelson & Lobanov, 1996). Ademas, derivado del alineamiento
por CFD’s de los iridoides simples, y a la observacién de que el vector del dipolo de los
iridoides debia tener una direccién y magnitud, obtuvimos los componentes dimensionales
del vector del dipolo de estos iridoides simples. Con el fin de determinar la relevancia de la
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orientacion del momento dipolar a mayor profundidad, las coordenadas cartesianas del
vector del dipolo fueron transformadas a las coordenadas esféricas polares y sus valores
se presentaron en la Tabla 6, donde p corresponde a la magnitud del momento dipolar, 6
es el angulo en las coordenadas polares, y ¢ es el angulo azimutal. El angulo azimutal ()
es el angulo que se forma entre el eje x positivo y la proyeccién de la linea que une el origen
y el punto en cuestion sobre el plano xy. El &ngulo azimutal se mide en radianes y se
encuentra en el rango de 0 a 211 (0 a 360 grados).

Tabla 6. Coordinadas esféricas polares y magnitud del vector del dipolo de los iridoides simples activos y sus
valores de actividad biolégica experimental (Clso).

Ligando p (debye) 0 [0) Clso (UM)
Eufrasina 4.81 0.8097 1.6749 0.20
Campsinol 5.78 -1.0080 1.3527 1.90
Artselaenina B 4.67 0.9716 1.3933 12.3
Artselaenina A 4.20 -1.3515 1.1341 13.8
Genipina 1.26 1.5078 2.2265 419.0

Los valores de los angulos 6 y ¢ estan dados en radianes. Un radian equivale a 57.296°.

Derivado de estos datos, se realizé un andlisis de regresiéon multilineal considerando el
angulo azimutal (¢), la magnitud del momento dipolar (p), y la potencia de los iridoides
(— Log CIsy), y se obtuvo un modelo matematico que describe la actividad bioldgica de los
iridoides simples (Ecuacion 12):

— Log Clsy = 1.5425(¢) + 0.8941(p) — 6.9922 (12)
R=0.89 R2=10.79; s =0.79; F=3.69; n=5

De acuerdo con esta ecuacion y sus parametros estadisticos, la potencia de los iridoides
simples incrementara de manera proporcional a la magnitud del momento dipolar y el
angulo azimutal ¢, ya que ambos, al tener coeficiente positivo, contribuyen de manera
positiva a la actividad citotoxica.

Posteriormente, se grafico la correlacion lineal entre la actividad calculada y la actividad
experimental, lo cual se muestra en la Figura 42. La correlacion cuadrada (R?) explica la
varianza de la descripcion del modelo. La gréafica de la Figura 42 muestra el modelo
matematico que tiene una capacidad descriptiva aceptable, considerando el numero
limitado de los compuestos empleados para el modelo.
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Figura 42. Correlacion lineal de la actividad calculada (Clsocarc) contra la actividad experimental (Clsoexp). La
linea roja indica el promedio y las lineas grises discontinuas indican los extremos.

Derivado de este analisis, se observé que el momento dipolar, al tener el valor del
coeficiente més alto, fue crucial para la actividad de los iridoides; sin embargo, el modelo
fue sélo descriptivo y no predictivo para otros iridoides (ya que su valor de Q. para la
prediccion fue menor a 0.5). Por esta razon, se consideraron los 13 iridoides para realizar
un estudio QSAR usando descriptores moleculares relacionados a la naturaleza electrénica
de los compuestos. Los modelos QSAR de un conjunto pequefio de moléculas han sido
empleados exitosamente para ayudar a explicar su actividad biolégica.

Existen algunos estudios de la relevancia de la orientacion del momento dipolar en la
actividad de algunos compuestos para tratar las Ulceras (Patrick, 2023). Esto puede
deberse a la interaccion del dipolo del compuesto con un dipolo de la superficie del receptor,
de tal manera que los momentos dipolares se alinean. Esto orienta al farmaco de una forma
en particular antes de que se formen los enlaces de hidrégeno. En este estudio también se
llevaron a cabo estudios QSAR para determinar el angulo ¢ 6ptimo para la actividad
biol6gica de los compuestos. También se ha reportado que relaciones cuantitativas de la
magnitud del momento dipolar y la lipofilicidad explican las diferencias en la actividad de
antagonistas del receptor de histamina H, ya que son relevantes para el alineamiento del
fragmento de enlace de hidrégeno en el antagonista con respecto al receptor (Young et al.,
1986).
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7.5 Andlisis QSAR de iridoides simples y glicosilados

El modelo QSAR indica una vez mas la influencia del momento dipolar en la actividad de
los iridoides, como se muestra en la Ecuacién (13). Ademas, la diferencia del area polar
superficial de los iridoides con respecto a genipina (APSA), la solubilidad de los iridoides en
agua (LogS), y el cuadrado de la diferencia en la polarizabilidad de los iridoides con respecto
a genipina (APolarizabilidad?) son relevantes para la actividad biolégica.

—Log Clgo = 0.1118(p) — 0.07433(APSA) + 2.56022(LogS) + 0.02923(APolarizabilidad?) + 1.26184 (13)
R =93.781; R* = 87.95; R, = 81.07; s = 0.3563 F = 12.78; n = 13

R = 0.622; R" = —0.208; Q%,, = 62.33

Los valores de los descriptores moleculares considerados en el modelo de QSAR, junto con
todos los valores experimentales de la actividad citotoxica contra la linea celular HeLa (Clso)
se enlistan en la Tabla 7. De la Tabla 7, se puede observar que los iridoides méas potentes
en cuanto a los iridoides simples, tienen un valor de PSA més bajo que genipina, ya que su
diferencia (APSA) es negativa. Esto concuerda con nuestra ecuacién QSAR ya que el
coeficiente negativo indica que al incrementar el valor de PSA de los iridoides comparado
con genipina, afectar4 negativamente su actividad citotoxica contra la linea celular HelLa.
Por el contrario, un incremento en la solubilidad o la polarizabilidad de los iridoides
favorecerd la actividad citotoxica de los iridoides de acuerdo con el signo positivo de su
coeficiente. Los valores de polarizabilidad se relacionan a la hidrofobicidad de las moléculas
(Karelson & Lobanov, 1996).

Estos descriptores pueden trabajar como contrapesos del otro, especialmente APSA y
LogS. Cabe mencionar que todos los iridoides usados para la construccion del modelo
QSAR tienen un valor negativo de LogS, lo que refleja su naturaleza hidrofébica. Esta
caracteristica afecta las contribuciones positivas del momento dipolar y de
APolarizabilidad?, que son descriptores relacionados a la distribucion de la densidad de
electrones sobre la estructura del iridoide. Los iridoides glicosilados tienen valores mas altos
de momento dipolar, APSA y APolarizabilidad?. Aunque algunos de ellos tienen un valor de
LogS menor que genipina, y esto puede relacionarse a su unidad de glucosay a su habilidad
de formar enlaces de hidrogeno intramolecular, haciendo que los iridoides glicosilados sean
més hidrofébicos.
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Tabla 7. Valores de los descriptores moleculares presentes en el modelo QSAR y la actividad biolégica (Clso)

de iridoides simples y glicosilados.

Ligando p (debye) APSA (8?) LogS APolarizabilidad?*  Cls, (M)
Eufrasina 4.81 -19.944 -1.21 0.048 0.20
Campsinol 5.78 -17.667 -1.21 0.048 1.90
ArtselaeninaB 4.67 -37.781 -2.23 0.810 12.30
ArtselaeninaA 4.20 -37.353 -2.23 0.640 13.80
Pulchel6sido | 5.95 83.955 -0.50 154.256 25.22
Catalpol 2.50 62.243 -0.19 63.680 28.20
Lamiido 7.99 93.468 -0.69 157.754 31.96
Espinomandsido 4.28 75.680 -0.73 143.042 38.89
5-deoxipulchelésido | 3.32 70.216 -0.73 139.004 42.47
Acido geniposidico? 12.02 75.260 -1.22 95.453 43.60
Acido 10-O-(E)-p-cumaroil geniposidico? 16.64 82.610 -2.86 460.961 48.10
Genipina 1.26 0 -1.50 0 419.00

1Estos iridoides se analizaron en su forma de anién.

Todas las actividades biologicas experimentales (-LogClseexp S€ representa como Yexp), las
actividades calculada y predicha (-LogClsocac Se representa como Ycac Y -LOgClsopred S€
representa como Ypred) mediante el modelo QSAR, y los valores de apalancamiento (Hat)
de iridoides se presentan en la Tabla 8. También los valores de error del célculo y de la
prediccion que establecen las diferencias entre Yeyxp, Yy tanto Ycac Y Ypred, S€ presentan

mediante los términos residualcac Y residualyed, respectivamente.
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Tabla 8. Valores de las actividades experimental citotoxica Yexp, calculada Ycaic, y predicha Ypreq, y los valores
residualcarc y residualpred.

Ligando Yexp Y calc Ypred Hat residualcac residualpred
Eufrasina 0.70 019 -024 0451 -0.51 -0.93
Campsinol -0.28 0.12 0.40 0.403 0.40 0.68
Artselaenina B -1.09 -1.09 -110 0.389 0 -0.01
Artselaenina A -1.14 -118 -1.21 0.377 -0.04 -0.07
Pulchelésido | -140 -1.09 -0.95 0.305 0.32 0.46
Catalpol -145 -171 -2.00 0.524 -0.26 -0.55
Lamiido -1.50 -1.95 -225 0.407 -0.44 -0.75
Espinomanésido -159 -157 -157 0.231 0.02 0.02
5-deoxipulchelésido | -1.63 -139 -132 0.244 0.24 0.31
Acido geniposidico? -164 -159 -156 0.387 0.05 0.08
Acido 10-O-(E)-p-cumaroil geniposidicot -1.68 -1.62 -1.51 0.656 0.06 0.17
Genipina -262 -244 -213 0.627 0.18 0.49

1Estos iridoides se analizaron en su forma de anién.

La Figura 43 muestra la capacidad descriptiva del modelo QSAR, en la cual los compuestos
que se encuentran mas alejados del promedio son campsinol y lamiido. En esta correlaciéon
se puede observar que los iridoides simples se encuentran principalmente en el extremo
derecho, esto debido a que son las moléculas mas potentes. En el extremo izquierdo se
encuentra genipina que, a pesar de ser un iridoide simple, fue el compuesto menos potente;
en la parte central se encuentran los iridoides glicosilados que son las moléculas con
potencia intermedia (25.22-48.10 yM).
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Figura 43. Correlacion lineal de la actividad calculada (Ycac) contra la actividad experimental (Yexp). La linea
roja indica el promedio y las lineas grises discontinuas indican los extremos. 1: 5-deoxi-pulcheldsido, 2: lamiido,
3: artselaenina A, 4: artselaenina B.

La Figura 44 muestra la capacidad predictiva del modelo QSAR, de acuerdo con el
coeficiente de regresion (R?) que corresponde al valor de la varianza explicada en la
descripcién y en la prediccion (Q?). El modelo QSAR tiene una habilidad aceptable para
predecir la actividad biolégica.
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Figura 44. Correlacion lineal de la actividad predicha (Ypred) contra la actividad experimental (Yexp). La linea roja
indica el promedio y las lineas grises discontinuas indican los extremos. 1: 5-deoxi-pulchelésido, 2: lamiido, 3:
artselaenina A, 4: artselaenina B.

El grafico de William, con base en la prediccion de residuales y de los valores de
apalancamiento, se us6 para definir el dominio de aplicabilidad del modelo (Figura 45). Los
“outliers” de respuesta (residualyed > 3SDEP) y estructurales (h > h*) se pueden observar
fuera del area limitada por las tres lineas discontinua. Estas lineas representan el
apalancamiento de advertencia (h*, linea discontinua horizontal), y tes veces la desviacion
estandar en el error de la prediccion (3xSDEP, lineas verticales discontinuas). Todos los
iridoides estuvieron dentro del dominio de aplicabilidad del modelo, sugiriendo que la
aplicacion del modelo para predecir la actividad citotdéxica de nuevos iridoides con alta
similitud molecular y estructural.
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Figura 45. El grafico de William de los residuales de prediccion contra los valores de apalancamiento de
iridoides. La linea horizontal discontinua muestra el apalancamiento de advertencia (h* = 3 p/n, n es el nimero
de iridoides, y p es el nUmero de descriptores en el modelo mas uno), y las dos lineas verticales discontinuas
indican los limites dentro de los cuales todos los residuales caen (3xSDEP = 1.444). 1: Eufrasina, 2: Lamiido,
3: Catalpol, 4: Artselaenina A, 5: Artselaenina B, 6: Acido geniposidico, 7: Espinomandsido, 8: Acido 10-O-p-
cumaroil geniposidico, 9: 5-deoxi-pulchelésido, 10: Pulcheldsido I, 11: Genipina, 12: Campsinol.

De la Figura 45, se puede observar que la molécula mas potente, que es eufrasina (1) se
encuentra en el extremo izquierdo, con el valor mas negativo de error de la prediccién; su
enantiémero campsinol (12) se encuentra en el extremo contrario, con el valor mas positivo
de error de la prediccion. Los iridoides simples artselaenina Ay B (4 y 5, respectivamente)
se encuentran en la parte central, con los valores de error de la prediccion mas bajos. Con
base en estos hallazgos, y la baja potencia de genipina, se procedio a realizar el disefio de
iridoides con base en la estructura de genipina e incorporando las caracteristicas
estructurales mas relevantes de los iridoides simples como artselaenina Ay B.
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7.6. Disefio de farmacos basado en el ligando de derivados de genipina

Después de haber realizado el analisis del SAR, los analisis de similitud molecular y haber
generado un modelo matematico QSAR con capacidad de predecir la actividad biol6gica de
iridoides, se realizo el disefio de iridoides con base en las caracteristicas estructurales
principales de genipina. Debido a su baja potencia, genipina fue considerada como un
compuesto lider para el desarrollo de compuestos anticancerigenos. Se propusieron 86
iridoides derivados de la estructura de genipina, con la incorporacién de las caracteristicas
estructurales mas relevantes derivadas del analisis del SAR, los cuales fueron
principalmente: cambio de sustituyentes en C4, ausencia del doble enlace C7-C8, y cambio
de sustituyente en C8, asi como el efecto de la estereoquimica del sustituyente en C8.
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Figura 46. Primera estrategia en el disefio de derivados de genipina.

Como primera estrategia (Figura 46) y partiendo de genipina, se decidi6 cambiar el
sustituyente en C4, como se observo su efecto en iridoides simples y glicosilados en un
aumento de la actividad biologica, siguiendo este orden: éster (genipina) — acido
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carboxilico (D1) — aldehido (D2). Posteriormente, se decidié evaluar el efecto de la
ausencia del doble enlace presente en genipina en C7-C8, ya que se observé que en las
estructuras 3D de los iridoides simples mas citotdéxicos comparados con genipina, estos
primeros se deformaba la estructura del biciclo, al hacerse menos rigida (Figura 34). Al
determinar el efecto de la ausencia del doble enlace, se evalué también el efecto de la
estereoquimica del hidroximetilo de C8, proponiendo una serie con el hidroximetilo hacia
adelante (D3-D5) y hacia atras (D6-D8), ya que se habia observado que los enantiomeros
eufrasina y campsinol diferian en su actividad biolégica en un orden de magnitud de diez
veces (Clsoexp: 0.2 y 1.9 UM, respectivamente).

Junto con la ausencia del doble enlace, se decidi6 determinar el efecto del cambio del
sustituyente en C4 (éster, acido carboxilico o aldehido) en los descriptores moleculares y,
por tanto, en la actividad biolégica predicha. De este conjunto de iridoides disefiados los
que tuvieron una actividad bioldgica predicha, de acuerdo con sus descriptores moleculares
y al modelo QSAR, menor al iridoide més citotdxico contra HeLa que es eufrasina (Clsoexp:
0.2 uM) fueron D5 y D8. Este iridoide carece del doble enlace en C7-C8 y tiene un &cido
carboxilico en C4.

En la segunda estrategia (Figura 47), se decidid conservar el sustituyente aldehido en C4,
e incorporar atomos mas electronegativos que el oxigeno, como fltor y cloro, con la finalidad
de que, al atraer la densidad electrénica de la molécula, se provocara una alteracion del
momento dipolar del iridoide. En esta estrategia también se consider6 evaluar el efecto de
la ausencia del doble enlace y, por tanto, la estereoquimica del hidroximetilo en C8 en cada
serie. Se realizé la incorporacién de flior en C3 (D9-D11) y C10 (D12-D15), y la
incorporaciéon del cloro fue en C10 (D16-D18). De este conjunto de nueve iridoides
disefiados, todos presentaron una mejor actividad predicha que genipina; sin embargo, el
que presentd actividad biolégica predicha similar a la actividad reportada de eufrasina fue
D14, el cual se sefiala en amarillo.
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Figura 47. Segunda estrategia en el disefio de derivados de genipina.

La tercera estrategia consistio en evaluar el efecto del cambio del sustituyente en C4 por
una amida (Figura 48), del tipo primaria (D18-D22) y del tipo secundaria (D23-D40), ya que
las amidas son aceptores de enlaces de hidrogeno, que pueden formar enlaces de
hidrégeno moderadamente fuertes (Patrick et al., 2023). Dentro de las amidas secundarias
también se incorporaron sustituyentes con fliior (D25-D27 y D34-D36). El iridoide con mejor
actividad predicha fue D22, el cual carece de sustituyente en el ciclopentano; sin embargo,
su actividad es menor que la reportada para el iridoide mas citotdxico en la literatura.
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ciclobutilo D30: 188.380 D39: 78.668
ciclopentilo  D31:1065.149  D40: 456.621

Figura 48. Tercera estrategia en el disefio de derivados de genipina.

La cuarta estrategia consistio en evaluar el efecto del cambio del sustituyente en C4 por
una cetona (Figura 49), del tipo primaria (D41-D45) y del tipo secundaria (D46-D63). En
este Ultimo subconjunto de cetonas secundarias, se incorporé también flGor (D48-D50 y
D57-D59), con el proposito de afectar el momento dipolar del iridoide.
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Oa_ _CH; O _CH; Os_ _CH,
H H H
N — N —_— =
H H
OH OH

-
OH HO HO—
D2 D41 D42 D43
Clagprea: 22.458 UM Clggprea: 131.299 M Clsgprea: 22.681 pM Clsopreq: 20.954 UM
Os_ _CH; Oa. CH;
H H
= =
—
H H
OH OH
D44 D45
Clgoprea: 5.492 uM Clsgprea: 1.069 pM
R CHj: Clsg (lJM) H: Clsp (I.IM) 0 CHE-R 0 CHE'R
F D46: 275.444 D55: 2.676 H H
CH; D47: 21.638 D56: 6.921 = R =
CH,F D48: 137.132 D57: 16.445
. . H H
CHF, D49: 8.569 D58: 2.250 OH OH
CF; D50: 207.278 D59: 51.298 D46-D54 D55-D63
CH;CH; D51: 121.508 D60: 22.697 Clgppreq: 8.569 - 3333.299 uM Clgppred: 2.250 - 1290.402 uM
ciclopropilo D52: 1175.119 D61: 275.444
ciclobutilo D53: 2729.047 D62: 1290.402
ciclopentilo D54: 3333.299 D63: 1282.133

Figura 49. Cuarta etapa en el disefio de derivados de genipina.

La siguiente estrategia consistié en incorporar ciclos de tres, cuatro y cinco carbonos unidos
al carbonilo; sin embargo, el derivado iridoide mas activo fue D67 con Clsgpred: 21.944 uM,
y el resto fueron menos activos (Figura 50).
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D46-D54 D55-D63
Clsgprea: 1175.119 - 3333.209 uM Clsgprea: 275.444 - 1290.402 pM

0, l R 0 l R
R CH3: Clgp (uM) H: Clsp (uM) H H
ciclopropilo D64: 94.736 D67: 21.944 X N
ciclobutilo D65: 631.490 D68: 144.219 —_—
ciclopentilo D66: 774.928 D69: 541.606 @X <ﬁ
OH OH

D64-D66 D67-D69
Clsgprea: 94.736 - 774.928 M Clgprea: 21.944 - 541.606 M

Figura 50. Quinta etapa en el disefio de derivados de genipina.

Para la sexta estrategia se propusieron agliconas de iridoides glicosilados reportados en la
literatura (Figura 51, D70-D72), los cuales han mostrado actividad inhibitoria contra la DNA
polimerasa (Pungitore et al., 2012). Estas agliconas se caracterizan por poseer un hidroxilo
en C6, y un hidroxilo o un hidroximetilo en C8. En el caso de la aglicona de harpéagido (D71),
ésta posee ademas un metilo en C8, y la aglicona de catalpol posee un grupo epoxi en C7-
C8 (D70). Unicamente la aglicona de aucubina si presenta el doble enlace en C7-C8 (D72).
Todos estos iridoides carecen de algun grupo funcional en C4, y todos mostraron tener
mayor actividad predicha que los mejores iridoides disefiados de las estrategias
anteriormente mencionadas, su Clsopred S€ €ncontro en un intervalo entre 0.012 y 0.030 uM.

HO,  oH HO Ry

X

(0}

H HO': H H

HO/ OH OH HO OH

Aglicona de Aglicona de Aglicona de
catalpol harpagido aucubina

D70 D71 D72

Clgoproq: 0.012 pM Clggprea: 0.030 pM Clgpreq: 0.022 pM

Figura 51. Sexta etapa en el disefio de derivados de genipina.

La séptima estrategia se baso en iridoides simples reportados en la literatura (Figura 52),
los cuales se encuentran presentes en rutas biosintéticas de iridoides (Brown et al., 2015;
Nagatoshi et al., 2011), tales como la 7-deoxi-loganetina que tiene un éster en C4 (D73), el
acido 7-deoxiloganético que se caracteriza por poseer un acido carboxilico en C4 (D74), el
iridotrial que tiene un aldehido como sustituyente en C4 (D75), y el 7-deoxiloganetol que
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posee un hidroximetilo en C4 (D76). También se incluyé el derivado D77 que posee un
hidroxilo en C8. Todos los iridoides de este grupo tienen el sustituyente de C8 con
estereoquimica hacia adelante. De este conjunto de derivados D74 y D77 tuvieron una
mayor actividad predicha (Clsoprea: 0.013 y 0.011 pM, respectivamente) que la actividad
reportada de eufrasina.

0 J) Os__OH O~ __H
H H H
S X :
— — — —
H H H
OH OH

OH
Genipina 7-deoxi-loganetina Acido 7-deoxi-loganético Iridotrial 7-deoxiloganetol
—
D73 D74 D75 D76
Clspexp: 419.0 pM Clsopreq® 11.117 M Clggpreq: 0.013 pM Clsopreq: 1.210 pM Clgopreq: 0.463 pM
(0] H
H
X
H
HO OH
D77

Clsgprea: 0.011 uM

Figura 52. Séptima etapa en el disefio de derivados de genipina.

La octava estrategia consistid en evaluar el efecto del cambio del sustituyente en C4,
partiendo del iridoide 7-deoxi-loganetina (D73): éster (D78), acido carboxilico (D79),
aldehido (D80) e hidroximetilo (D81) junto con el efecto de la ausencia de sustituyentes en
el ciclopentano del biciclo del iridoide (Figura 53). Los iridoides D79, D80 y D81 fueron los
que tuvieron la mayor actividad predicha que estuvieron en un intervalo de Clsgpred €Ntre
0.003 y 0.054 uM.

 E—R

0] (L (0] (L (0] OH 0] H OH

H H H H H

= — Xy — = —_— N ~
0]

H H H H H

. OH | OH OH OH OH
7-deoxi-loganetina

D73 D78 D79 D80 D81

Clygprea: 11.117 pM Clyppreq: 0-985 puM Clsgpreq: 0.003 UM Clsgproa: 0-054 pM Clsgprea: 0.006 uM

Figura 53. Octava estrategia en el disefio de derivados de genipina.
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La dltima estrategia (Figura 54) se baso en la incorporacion de un hidroxilo extra en C6,
que derivaron de uno de los iridoides propuestos en la primera etapa y que resultaron con
la mejor actividad predicha de tal estrategia, caracterizados por poseer un aldehido en C4
(D5). El primer iridoide de este conjunto es D82; posteriormente, se realiz6 el cambio del
hidroximetilo en C8 por un metilo (D83), y también se propuso el derivado D84 que se
caracteriza por no poseer ningun sustituyente en C4. Finalmente se propusieron derivados
de D82 y D83 que en vez del aldehido en C4 presentaran un hidroximetilo en esta posicion
(D85 y D86). De este conjunto de iridoides D84 y D86 tuvieron una mayor actividad predicha
(Clsopred: 0.001 y 0.103 uM, respectivamente).

H 0, H (0] H
H " HO H HO H HO 4
g ~ X N
— — —
20 (0]
1 H H H H
HO OH HO OH OH OH
D5 D82 D83 D84
Clsgpred: 2.379 pM Clsopreq: 1.808 uM Clsgpreq: 0.147 pM Clsgpreq: 0.001 pM
OH OH
HO H HO H
= AN
H H
HO OH OH
D85 D86
Clsopreq: 1.533 pM Clsgprea: 0.103 pM

Figura 54. Novena etapa en el disefio de derivados de genipina.

En todos estos iridoides propuestos se decidié conservar el hidroxilo en C1 presente en
genipina en estos iridoides propuestos, debido a su papel fundamental para la actividad
citotoxica de los derivados de genipina, como fue reportado por Yang et al., (2016), los
cuales fueron probados en una linea celular de cancer de pancreas (Panc-1).

Los descriptores moleculares de todos los 86 iridoides disefiados fueron calculados y se
presentan en la Tabla A4 (Ver seccion 11.- Anexos). Se aplico el modelo QSAR para los
iridoides disefiados con estos valores y se predijo la actividad biolégica (Clsopred) para todos
los compuestos. Los resultados para los mejores candidatos se presentan en la Tabla 9.
Finalmente, los mejores resultados en orden decreciente de su Clsgpred fueron: 0.186, 0.147,
0.103, 0.054, 0.030, 0.022, 0.013, 0.012, 0.011, 0.006, 0.003 y 0.001 pM para D14, D83,
D86, D80, D71, D72, D74, D70, D77, D81, D79 y D84, respectivamente.
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Después de aplicar el modelo QSAR de la ecuacién (2), un conjunto de 12 iridoides tuvo
una actividad biolégica predicha mas alta que la actividad experimental de eufrasina (Figura
55), esto es, su Clsopred fue menor a 0.2 uM. La mayoria de estos iridoides disefiados tuvieron
un aldehido o un hidroximetilo en C4, pero cuatro de ellos carecieron de un sustituyente en
esta posicion. Solo uno de ellos tuvo un &cido en esta posicién C4: el iridoide D10. Todos
los iridoides conservaron el hidroxilo en C1, y otros se caracterizaron por presentar un metilo
0 un hidroxilo en C8, o ambos, y un hidroxilo en C6. Sélo dos iridoides, D70 y D72,
presentaron un hidroximetilo en C8, asi como genipina, pero D60 tuvo un grupo epoxi entre
C7y C8. El iridoide D72 fue el tnico con un doble enlace en C7-C8, asi como genipina.

0, H OH (0] H
HO H HO H H
S = X
H H H
OH OH OH
D14 D33 D86 D80
Clyoprea: 0186 UM Clsopreq: 0.147 M Clggpreq: 0.103 pM Clyppreq: 0.054 pM
0, OH
HO OH HO H H
N ~
HO': H H
- OH HO OH OH HO/ OH
Aglicona de Aglicona de Acido 7-deoxi- Aglicona de
harpagido aucubina loganético catalpol
D71 D72 D74 D70

Clsgpreq: 0.030 pM

Clggpreq: 0.022 uM

Clsgpreq: 0.013 pM

Clygproq: 0.012 pM

O~ _H OH Os~_ _OH
H H H HO N
x> RS X >
HO H H H H
OH OH OH OH
D77 D81 D79 D84

Clsgprea: 0.011 M

Clsgprea: 0.006 pM

Clsgprea: 0.003 pM

Clsopre: 0.001 pM

Figura 55. Estructuras quimicas de los mejores iridoides disefiados con base en genipina.

En la Tabla 9 se presentan los descriptores de estos 12 iridoides disefiados. Aquellos con
un aldehido en C4 (D77, D80 y D83) tuvieron un GAP similar al de genipina; aquellos con
un &cido o un hidroximetilo, o ningn sustituyente en C4, tuvieron un GAP menos negativo.
D79, D80 y D83 tuvieron los valores mas altos del momento dipolar, pero D72 y D81
tuvieron valores menores al momento dipolar que genipina (ver Tabla 3). D79 y D80 fueron
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menores en area y volumen que los iridoides mas citotoxicos. D70, D71 y D72 fueron mas
polares que genipina, y el resto de los iridoides fueron compuestos menos polares
comparados a genipina, con valores de PSA en el rango de 42—-61 A2 Todos los iridoides
propuestos tuvieron una afinidad mayor hacia el agua, excepto D81 y D84, el cual presentd
una mayor afinidad a una fase lipidica, tal como artselaenina Ay artselaenina B. Casi todos
los compuestos fueron moléculas menos polarizables que genipina y los otros iridoides
simples presentados en la Tabla 3. Estos iridoides tuvieron un numero variable de
donadores y aceptores de hidrégeno, que van desde 1 hasta 4, y desde 3 hasta 5,
respectivamente.

Tabla 9. Descriptores moleculares de los mejores iridoides disefiados.

Clsoprea  GAP p Area Volumen PSA # #
Ligando (uM) (kcal) (debye) (A? (A3 (A2 LogPlLogS a B HBDHBA

D14 0.186 -122.68 437 211.90 193.67 41.090 0.32 -1.13 55.831.31 1 3
D70 0.012 -144.58 2.30 201.54 184.95 73.770 -1.50 0.32 54.891.28
D71 0.030 -145.63 3.19 207.72 190.41 80.817 -1.25 0.36 55.33 1.30
D72 0.022 -135.25 0.86 196.11 178.97 61.665 -0.79 -0.10 54.50 1.28

D74 0.013 -89.18 11.93 211.04 193.89 55479 -- -0.58 56.191.30
D77 0.011 -123.99 3.36 197.34 178.62 60.872 -0.67 -0.11 54.59 1.29
D79 0.003 -599.13 12.32 190.51 175.42 54.222 -- -0.50 54.141.26

D80 0.054 -123.61 480 187.58 170.55 42.052 0.42 -1.04 53.94 1.26
D81 0.006 -138.78 0.69 196.25 176.32 47.478 0.55 -0.31 54.251.28
D83 0.147 -118.90 481 213.74 196.37 57.202 -0.41 -0.63 56.08 1.31
D84 0.001 -139.52 1.70 196.35 176.40 47.351 0.61 -0.08 54.251.29
D86 0.103 -140.01 1.99 219.39 201.10 61.709 -0.28 -0.31 56.251.32 4

p: Momento dipolar; GAP: Diferencia entre Exomo Yy ELumo; a: Polarizabilidad; B: Ovalidad. "Estos iridoides
fueron analizados en su forma de anion. --: No fue determinado con el programa Spartan ‘20.

W NN DN P PN P WP ®
W A W WA B~ DD OO

Las estructuras 3D de los mejores iridoides disefiados con base en la estructura de
genipina, con sus respectivos vectores del dipolo se muestran en la Figura A6 (Ver seccidn
11.- Anexos). Curiosamente, solo D79, D80, D81 y D83 presentaron un vector del dipolo
con una direccion similar a los iridoides simples mas activos (eufrasina, campsinol,
artselaenina A y artselaenina B); esto podria atribuirse al aldehido en C4, que fue comun a
estos cuatro iridoides disefiados. El resto de los iridoides presentaron un vector del dipolo
con una diferente orientacién. Esto fue influenciado por la presencia de otros sustituyentes
en C4, o por la falta de sustituyentes en esta posicion.

Cabe resaltar que el cambio del éster por el acido carboxilico en C4 aumenté la potencia
del iridoide comparado con genipina, pero el cambio del acido carboxilico por un aldehido
disminuy6 la potencia del iridoide comparado a la Clseexp de genipina. La eliminacion del
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doble enlace en C7-C8 también incrementd la potencia de los iridoides. Ademas de la falta
del doble enlace en C7-C8, la ausencia de cualquier sustituyente en el anillo del
ciclopentano incremento la actividad biolégica. La incorporacion de un hidroxilo en C8, o un
hidroxilo extra en C6 (D70-D72) incrementd la potencia del compuesto. En algunos casos,
el orden de la reactividad de los compuestos relacionados a las sustituciones en C4 es
como sigue: ninguno>hidroximetilo>aldehido (D83, D84 y D86).

Luego se realizé el alineamiento con diez de los 12 mejores iridoides disefados (D70, D71,
D72, D74, D77, D79, D80, D81, D84 y D86) y el iridoide mas activo y estructuralmente
similar (artselaenina A) se muestra en la Figura 56. Los cuatro CFD’s se seleccionaron en
virtud de que fueron los que compartian en comun los iridoides disefiados con artselaenina
A. Los puntajes de alineamiento mas altos fueron aquellos entre los iridoides disefiados
D79, D80, y D81 con artselaenina A, y sus valores fueron 0.78, 0.77 y 0.99,
respectivamente. El mejor puntaje de alineamiento se obtuvo con D81, comparado con
artselaenina A (Figura 56,F). El alineamiento con D80 tuvo el menor puntaje de 0.78, pero
la orientacién del vector del dipolo fue paralelo al de artselaenina A (Figura 56,D). Estos
iridoides no han sido evaluados contra células de cancer cervicouterino hasta nuestro
conocimiento.
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Figura 56. Alineamiento de artselaenina A con los mejores iridoides disefiados. (A) Centros de similitud en
comln por CFD’s de artselaenina A (los circulos morados representan los CFD’s seleccionados para el
alineamiento). (B) Alineamiento de artselaenina A con D70, D71, D72, D74, D77, D79, D80, D81, D84 y D86.
(C) Alineamiento of artselaenina A con D80, D79, y D81. (D) Alineamiento de artselaenina A con D80. (E)
Alineamiento de artselaenina A con D79. (F) Alineamiento de artselaenina A con D81. El vector del dipolo es
representado por las flechas doradas para cada iridoide alineado (a: artselaenina A, b: D80, c: D79, d: D81).
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Finalmente, se analizaron los graficos de MEP de los diez mejores candidatos de los
iridoides disefiados para evaluar las principales diferencia y similitudes para explicar su
reactividad. La iso-superficie de -10 kcal/mol muestra el perfil electrostatico de los iridoides
disefiados (Figura A7, ver seccion 11.- Anexos). La alta actividad predicha de los iridoides
disefiados podria atribuirse a la alta densidad electronica sobre el acido carboxilico o el
aldehido en C4, el hidroxilo en C1, y el oxigeno sp3 del pirano. También, la mayor densidad
electrénica se observa en el oxigeno del hidroximetilo en C4, y sobre los hidroxilos en C6,
y C8. Este patron de densidad electrénica se observa en artselaenina A, el cual fue el
iridoide activo reportado mas similar a D77, D80 y D84 (Figura A7,A,C,F, ver seccion 11.-
Anexos). Los iridoides D61 y D62 también presentan una alta densidad electronica sobre el
hidroximetilo en C8 (Figura A7,1,J).

En la Figura A8 (Ver seccion 11.- Anexos) se muestran las regiones mas susceptibles a un
ataque electrofilico (color amarillo a rojo) y aquellos a un ataque nucleofilico (color azul). En
todos los iridoides las regiones con mayor densidad electronica se ubican en el oxigeno del
carbonilo en C4, y el oxigeno del hidroxilo en C1, C6, C8 y C10, correlacionando con las
distribuciones previas de MEP. Las regiones con menor densidad electrénica se ubican
principalmente sobre el hidrogeno del aldehido en C4, y los otros hidrégenos de los
hidroxilos en C1 y C10, lo que correlaciona con los otros graficos de superficie, y fueron
como las regiones del mapa del MEP de artselaenina A, principalmente D77, D80 y D84
(este ultimo con una distribucion electronica extra en el oxigeno sp2). Los iridoides tales
como D70 y D71 presentaron una mayor distribucion electronica debido a los hidroxilos
presentes en sus estructuras, y en el caso de D70, debido a la presencia del grupo epoxi.

El disefio de farmacos con base en el ligando es una técnica que se ha usado desde hace
décadas, como lo es el disefio de derivados de piperina, en el cual se hi