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Lista de siglas o abreviaturas

CTAB Bromuro de cetiltrimetilamonio

DAPI 4’6-diamidino-2-fenilindol.

DOTAP Cloruro de 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano
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LIs Liquidos Ionicos

MIC “ Minimum Inhibitory Concentrations”. Concentracion inhibitoria minima

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

OD “Optical Density”. Densidad optica

PCA “Principal Component Analysis”. Analisis de componentes principales

QSAR “ Quantitative Structure Activity Relationship”. Relacion cuantitativa estructura actividad
QSPR “Quantitative Structure Property Relationship”. Relacion cuantitativa estructura propiedad
QTB Quimica tedrica y bioinformatica

RF  “Random Forest”. Bosque aleatorio

RNS Especies reactivas de nitrogeno

ROS Especies reactivas de oxigeno

SAR “Structure Activity Relationship”. Relacion estructura actividad

TI  “Topological Index”. Indice topolégico

Trp Triptéfano

Val Valina



1. Resumen

Los estudios de correlacion estructura quimica actividad biologica conocidos por sus siglas
en inglés como SAR, son métodos sistematicos que permiten analizar compuestos candidatos
a farmacos anticancerigenos y sus efectos fisiologicos en lineas celulares de cancer. También,
permiten evaluar las tendencias citotoxicas de compuestos en el laboratorio, disefiar o
modificar fAirmacos, realizar estudios farmacocinéticos y de interaccion del receptor de
algunas drogas. Todo esto abordado desde las areas de la quimica, biologia y estadistica;
utilizando descriptores moleculares, resultados de ensayo in vivo e in vitro y métodos
quimiométricos que permiten evaluar y determinar cudl es el compuesto Optimo para ser

candidato a fArmaco anticancerigeno.

Este trabajo aborda el acopio y analisis documental, con enfoque principalmente conceptual
alrededor de la pregunta ;en qué consiste una correlacion entre la estructura quimica y la
actividad biologica, y su aplicacion a algunos compuestos anticancerigenos del tipo taxano
(paclitaxel), liquidos i6nicos imidazolicos y sales de amonio cuaternaria? Se explica qué es
un estudio de correlacion estructura actividad, su posible abordaje metodolégico

investigativo, y en qué datos in vitro se apoya un estudio SAR.

Uno de los tratamientos para combatir el cancer es el uso de farmacos, estos interactiian con
una diana especifica en la célula cancerigena ocasionando que se inicien procesos
apoptoticos, uno de los mas utilizados es el paclitaxel (o taxol) el cual interactiia con la -
tubulina afectando la dinamica de los microtibulos lo que genera una formacion anormal del
huso mitdtico que desencadena en la muerte celular. Por otra parte, los candidatos a farmacos
como los liquidos idnicos de imidazolio pueden inducir citotoxicidad mediante estrés
oxidativo aumentando las especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) y disminuyendo
las actividades enzimaticas antioxidantes. De manera anédloga, algunos farmacos que en su
estructura tienen la presencia de sales de amonio cuaternario pueden generar inhibicion de
especies reactivas de oxigeno intracelular o alterar la funcion normal de proteinas como

MPAK y la Hsp90, lo cual da comienzo a los procesos de apoptosis.



Con respecto a los estudios SAR del paclitaxel, se demuestra que todas las modificaciones
que se realicen en las posiciones C-13, C-4, la posicion en el anillo benzoilo del C-2, el anillo
oxetano y la fenilisoserina en el C-13 estan relacionadas con la pérdida, reduccion o aumento
de su actividad anticancerigena, ademads, para que el taxol interactie con la B-tubulina se

indica que debe adoptar una conformacion T-taxol.

De otra parte, en los LIs de imidazolio se resalta que la aromaticidad del compuesto, el
aumento de los carbonos en la cadena lateral y el aumento de la polaridad, pueden contribuir

a la actividad anticancerigena.

Adicionalmente, las sales de amonio cuaternario se utilizan para generar mayor solubilidad,
biodisponibilidad y proteccion en el farmaco del cual hacen parte. Pero no se argumenta que

la presencia de éstas pueda estar relacionada con una actividad anticancerigena.



2. Planteamiento del problema

El céncer es un area importante de interés en las ciencias de la vida porque ha sido una
enfermedad mortal en toda la historia humana. Algunos cientificos consideran que el cancer
no es una enfermedad sino un gran grupo de enfermedades caracterizadas por crecimiento
incontrolado y propagacion de células anormales.! El ciclo de vida de una célula esta
constituido por cuatro fases: fase G1 y G2 donde la célula estd creciendo y se prepara para
su division, la fase S donde se replica el ADN y la fase de la mitosis donde la célula inicia su
proceso de division.>* Algunas alteraciones en estas fases o etapas pueden conducir a la
produccion de células cancerigenas como, por ejemplo, el fallo de los procesos de reparacion
de la replicacion del ADN en la fase S y el dafio de la interpretacion de las sefiales de division
en la mitosis.>* Como estas células pierden la capacidad de detener el proceso de division,
los investigadores buscan compuestos quimicos (farmacos) que bloqueen el proceso de
mitosis para activar el proceso apoptosis lo que genera la muerte de estas células.* Estos
farmacos actuan sobre procesos en el ciclo celular o dianas que son estructuras celulares que

intervienen en el proceso de division celular.*’

Un paso fundamental para el desarrollo de farmacos para el tratamiento del cancer es el
entendimiento de los métodos de investigacion que se utilizan y la ejemplificacion de estos
procesos. De ahi que la recopilaciéon de las teorias, el analisis de las estrategias de
investigacion y la comprension de los ejemplos disponibles, son de gran valor para los
investigadores, una forma de explicar, agrupar y destacar esta informacion es a través de las

revisiones bibliograficas.

Los estudios de relacion estructura actividad conocidos por sus siglas en inglés SAR, es una
estrategia de investigacidon que busca relacionar las caracteristicas estructurales de un
compuesto quimico con una propiedad o efecto.®” Son utilizados para la prediccion y
caracterizacion de compuestos, el disefio o modificacion de fArmacos, estudios de interaccion
entre el compuesto y su diana, efectos ecoldgicos y determinacién de grupos funcionales
importantes en la actividad bioldgica.®® Dada la importancia que tienen los estudios SAR en

el disefio de fArmacos, los cuales permiten el ajuste de las estructuras moleculares, realizando



cambios estratégicos, para generar una menor toxicidad, una mayor bioactividad y mejor
biodisponibilidad del compuesto, es necesario comprender su aplicacion en algunos

compuestos anticancerigenos.®!°

Para iniciar el acopio de la informacion cientifica con el fin de realizar el analisis documental
sobre la tematica de este trabajo, se realizd una busqueda en la base de datos referencial de
Scopus sobre los estudios de relacion estructura actividad en las tres clases de compuestos
anticancerigenos de tipo taxano, liquidos idnicos y sales de amonio cuaternario, y se encontro

poca literatura al respecto.

Por una parte, el taxol o paclitaxel, es un medicamento de primera linea para el tratamiento
de diferentes tipos de cancer.!'"'* Es una de las moléculas mas estudiadas en la cual se buscan
modificaciones que mejoren alin mas su actividad anticancerigena o tomar partes de su
estructura para acoplarlas a moléculas similares y asi darle la capacidad de interactuar con su
diana y obtener el efecto anticancerigeno. De ahi que se encuentre mucha literatura sobre
todas las modificaciones realizadas a la fecha, pero muy poca que correlacione la parte teérica

de SAR con la parte experimental aplicada a este compuesto.

Adicionalmente, se reviso literatura sobre los compuestos del tipo liquidos i6nicos de
imidazolio que son sales organicas donde la mayoria de sus cationes son no metalicos.
Presentan efectos antiproliferativos en diferentes lineas celulares las cuales se asocian a la
presencia del anillo de imidazolio N-sustituido que se encuentra presente en multiples
productos naturales y moléculas bioactivas en el metabolismo humano.'>'* De igual manera
que en el caso anterior, en la literatura se reportan modificaciones realizadas a la fecha, pero
muy poca que correlacione la parte tedrica de SAR con la parte experimental aplicada a este

tipo de compuestos.

De otra parte, el tercer tipo de compuestos de interés de este trabajo, son las sales de amonio
cuaternario, que se utilizan como solubilizantes de farmacos anticancerigenos, permitiendo
una mayor eficacia de encapsulacion, mejor liberacion y proteccion. En la actualidad las

investigaciones se centran en determinar si estas sales presentan algun tipo de interaccion
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con una diana especifica y tiene alguna influencia en la actividad anticancerigena.?*?! Sin

embargo, no hay literatura sobre estudios SAR especificos.

A partir del analisis de la literatura disponible, no se encontrd un trabajo que aborde el acopio
y andlisis documental, con enfoque principalmente conceptual sobre la correlacion entre la
estructura quimica y la actividad biologica, y su aplicacion en compuestos del tipo taxano
(paclitaxel), liquidos i6nicos imidazolicos y sales de amonio cuaternario. Este acopio
documental es de gran importancia y pertinencia de cara a la generacion y desarrollo de

nuevos proyectos de investigacion en quimica medicinal.

Por lo anterior, en este trabajo de grado se responde a la siguiente pregunta de investigacion:
(Como es la correlacion entre la estructura quimica y la actividad biologica, y su aplicacion
de compuestos anticancerigenos del tipo taxano (paclitaxel), liquidos idnicos imidazolicos y
sales de amonio cuaternario?, a partir de un analisis documental, con enfoque principalmente
conceptual. Adicionalmente se explica qué es un estudio SAR, su posible abordaje

metodoldgico investigativo, y en qué datos in vitro se apoya un estudio SAR.
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3. Justificacion

Los atributos biologicos de los fArmacos dependen de su estructura molecular que define una
serie de caracteristicas fisicoquimicas que los hacen interactuar con receptores bioldgicos
especificos. Para valorar el grado de interaccion de la actividad del ligando con el receptor
biologico se deben tener en cuenta sus diferentes propiedades como la farmacocinética, la
quimica y la fisica de su estructura molecular, la fisicoquimica y la interaccion ligando-
receptor. Dicha informacion puede ayudar a establecer un enfoque organizado para el disefio

de farmacos y el entendimiento de su bioactividad.?

Hay formas apropiadas de interaccion entre los compuestos y su respectiva diana para lograr
una actividad farmacolodgica efectiva. Una mayor informacion sobre la estructura molecular
de un medicamento y su mecanismo de accion bioldgica conduce a una mejor comprension
para la investigacion del medicamento Optimo. Estas propiedades fisicoquimicas, la
interaccidon con el sitio activo y otras propiedades relacionadas con la estructura de un
medicamento pueden estudiarse y entenderse a nivel experimental in vifro o a nivel

computacional in silico.®

En la Universidad de Caldas se ha investigado en una linea de investigacion en quimica de
interés medicinal y se han sintetizado, explorado y estudiado una serie de sales de amonio
cuaternario, que presentan caracteristicas y actividades biologicas variadas en cuanto a su
toxicidad y potencial farmacologico antiparasitario. Dada la citotoxicidad tan variada
presentada por estas sales en lineas celulares humanas, estos compuestos también se
encuentran en una fase exploratoria de estudio para indagar sus efectos fisiologicos en cepas
celulares de cancer avanzado de colon, con resultados promisorios. Es por esto por lo que se
desea avanzar en el entendimiento de la relacion entre la estructura de las sales de amonio
cuaternario y su actividad bioldgica, con el fin de tener un método sistematico que permita
evaluar tendencias citotoxicas en el laboratorio y lograr sintetizar aquellos con mayor

potencial farmacologico.
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Adicionalmente, el grupo de investigacion QTB de la Universidad de Caldas, considerd
importante explorar, no solo las sales de amonio cuaternario y su actividad anticancerigena,
sino ademds otros compuestos anticancerigenos del tipo taxano y liquidos i6nicos
imidazodlicos, mediante una revision bibliografica sobre la teméatica de la correlacion
estructura quimica actividad bioldgica con el fin de profundizar en el tema y lograr asi
generar una actualizacion académica descriptiva que proporcione a los investigadores una
puesta al dia sobre el método, que sea de gran utilidad al momento de ponerla en practica y

de ensenarla.?>24

El estudio del cancer es un area de gran interés en las ciencias de la vida por el impacto que
ha causado sobre la historia de la humanidad, entender el comportamiento de la enfermedad
y las alteraciones que se dan en el ciclo de vida de las células cancerigenas, permite
determinar los mecanismo de accidon que se pueden utilizar para controlar la enfermedad,
estos mecanismos estan relacionados con las interacciones que se dan entre los farmacos con
las diferentes dianas o procesos presentes en las células, es aqui donde un estudio SAR juega
un papel importante en el momento de realizar una evaluacidon preliminar de nuevos
compuestos, de guiar investigaciones experimentales y teoricas de los firmaco, de comparar

compuestos analogos o de brindar una mirada al mecanismo de accion del farmaco.
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4. Objetivos
4.1 General

Elaborar una revision documental sobre el analisis de la correlacion entre estructura quimica
y actividad bioldgica de algunos compuestos anticancerigenos del tipo taxano, liquidos

i6nicos imidazolicos y sales de amonio cuaternario.

4.2  Especificos

o Definir qué es un estudio de estructura y actividad de algunos compuestos
anticancerigenos del tipo taxano, liquidos i6nicos imidazdlicos y sales de amonio
cuaternario.

o  Analizar los datos que se necesitan y se producen in vitro para el estudio de la relacion
de estructura actividad de los compuestos quimicos anticancerigenos del tipo taxano,
liquidos 16nicos imidazoélicos y sales de amonio cuaternario.

o  Analizar algunos estudios de estructura y actividad de algunos compuestos
anticancerigenos del tipo taxano, liquidos idnicos imidazdlicos y sales de amonio

cuaternario.
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5. Metodologia
5.1 Generalidades

Se realiz6 una revision bibliografica dirigida a obtener y seleccionar estudios que se centraran
en el abordaje conceptual y metodologico de la correlacion de la estructura quimica y

actividad bioldgica de compuestos anticancerigenos. Para esto, se adaptaron los pasos

propuestos por Montana M. y colaboradores,**’ tal como se muestra en el Diagrama 1.

Documentos identificados mediante busqueda en bases de datos entre los afios 2015-2021.

¥

Scopus Sciencelirect

i

| Remocién de documentos duplicados, |

| Documentos seleccionados de las bases de datos.

| Estudios adicionales identificad os
[= " T
L | de la lista de referencia.
‘ Documentos de texto completo evaluados

para elegibilidad

Adicion de documentos
para la profundizacion
del tema v definicién de
terminoclogia

Documentas seleccionados para la
canstruccién de la revision
bibliografica.

Diagrama 1. Diagrama de flujo para la seleccion de articulos para la revision bibliografica.

Estos pasos se aplicaron a cuatro subtemas que permitieran explicar el tema principal. Estos
subtemas son: estudios de relacion estructura quimica — actividad bioldgica SAR; los estudios
SAR en taxanos, liquidos idnicos y sales de amonio cuaternario y su actividad

anticancerigena en cada uno de estos compuestos.

De otra parte, se realizaron busquedas en dos bases de datos: ScienceDirect
(https://www.sciencedirect.com) y Scopus (https://www.scopus.com), utilizando términos de
busqueda en ingles los cuales se muestran en la Tabla 1 para detectar lo publicado sobre cada

uno de los cuatro subtemas que se exponen en la Tabla 2.
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Tabla 1. Términos seleccionados para la estrategia de buisqueda de los 4 subtemas.

Tema Estrategia de blisqueda
Relacion estructura actividad “Structure-Activity Relationship studies”
AND “SAR”
Taxol y sus estudios de relacion Taxol” AND “SAR” OR “structure activity
estructura actividad en cancer relationship” AND “cancer”
Liquidos i6nicos de imidazolio y sus “Imidazolium” AND “ionic” AND “liquids”
estudios de relacion estructura actividad AND “structure-activity relationship” OR
en cancer “SAR” AND “cancer”
Sales de amonio cuaternario y sus “Quaternary ammonium salt” AND “SAR”
estudios de relacion estructura actividad OR “structure-activity relationship” AND
en cancer “cancer”

Tabla 2. Resultados obtenidos después de utilizar las estrategias de busquedas descritas en la Tabla
1 entre los afios 2015-2021.

Base de datos de texto Total de
Resultados relacionados con las estrategias de = completo y referencial = registros por

busqueda estrategia de
ScienceDirect Scopus busqueda

Structure-Activity Relationship studies SAR 21688 305 21993
Taxol structure-activity relationship to cancer 1457 207 1664
Taxol SAR cancer 421 5 426
Imidazolium ionic liquids structure-activity 223 3 226
relationship to cancer
Imidazolium ionic liquids SAR cancer 47 3 50
Quaternary ammonium salt structure-activity 882 5 887
relationship to cancer
Quaternary ammonium salt SAR cancer 188 2 190
Methodology bibliographic review 14575 1517 16092

Registros totales identificados 39481 2047 41528

Ademas, se realizo la remocion de los documentos duplicados y se determinaron los criterios

generales de inclusion y exclusion para éstos, expuestos en la Tabla 3.
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Tabla 3. Parametros generales de seleccion para los documentos.

Parametro Inclusion Exclusion
Lenguaje Inglés Otros lenguajes
Farmacologia, disefio de
Areas de investigacion drogas, quimica medicinal, Otras areas
toxicologia
Aiio de publicaciéon 2015-2021 Afos inferiores al 2015

Luego de aplicar los pardmetros de seleccion, los articulos elegidos se clasificaron por
subtemas a los que se les realizaron diferentes criterios de seleccion. El procedimiento
general consistid en una seleccion inicial de articulos por titulo, que correspondiera de
manera directa al subtema planteado. A los articulos seleccionados se les realizé un analisis
del resumen y palabras clave, lo que permiti6 identificar y elegir investigaciones para el logro

de los objetivos.

5.2 Metodologia especifica por subtemas

5.2.1 Subtema sobre estudios de relacion estructura actividad (SAR)

Se seleccionaron 3 documentos entre los afios 2015-2021 que en el titulo estuvieran presentes
las palabras en inglés “structure and activity relationship” y que se encontraran enfocadas en
las areas de inclusion (Tabla 3), ademas, se realizo la exclusion de articulos que tuvieran las
siglas “QSAR” y la palabra in silico, excepto aquellos que comentaran la historia o la
evolucion de SAR. De la lista de referencia de estos documentos seleccionados se
adicionaron 7 documentos que cumplieran los criterios de seleccion antes mencionados,
excepto el aflo, y se adicionaron 74 articulos que permitieron una profundizacion de la

terminologia encontrada y una vision mas amplia del tema (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de documentos seleccionados para el subtema de relacion estructura actividad
después de aplicar los criterios de seleccion.

Subtema estudios de Terminologia  Terminologia y
g Documentos . N ..
relacion estructura 2015-2021 Referencia profundizacion profundizacion
actividad 2015-2021 2015 >
# Documentos seleccionados 3 7 17 57
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5.2.2 Subtema sobre estudios de relacion estructura actividad de taxol en
cancer

Se seleccionaron 6 documentos entre los afios 2015-2021 que en el titulo y en las palabras
claves presentaran como minimo dos de los tres términos en inglés “SAR, Structure Activity
Relationship y cancer”. Ademads, que estuviera presente el término de taxol o taxanos o
paclitaxel (este Gltimo es el tesauro de la palabra taxol) y que se encontrara enfocado en las
areas de inclusion (Tabla 3). De la lista de referencia de estos documentos seleccionados se
adicionaron 23 documentos que cumplieran los criterios de seleccion antes mencionados,

excepto el ano.

Durante la busqueda y consulta de los documentos que permitieran profundizar el tema y
definir terminologia, se encontraron 3 documentos. Al no tener una cantidad razonable de
documentos que posibilitara una mayor claridad del tema, se decidio realizar una busqueda
de documentos publicados en un rango mas extenso de afios. Esta bisqueda determind que
los estudios relacionados con SAR, taxol y cancer toman importancia en los afios de 1998 y
tiene su maximo auge entre el 2007 y 2009. Esto present6 un problema, pues la mayor parte
de la informacion que se necesitaba no se encontraba en el rango de afios 2015-2021 (Grafico

1) seleccionado como criterio de inclusion.

Documentos por aie

Dicumentos
-

afn

Grifica 1. Documentos publicados desde 1983 hasta 2021 utilizando como palabras claves (taxol
AND structure AND activity AND relationship AND cancer). Ultima consulta en la base
de datos Scopus el 18/nov/2021.

18



Por lo tanto, se decidié ampliar la bisqueda en afos inferiores al 2015 que permitiera
entender con mayor claridad lo referente al tema. Se adicionaron 40 documentos nuevos que

cumplieron las caracteristicas de inclusion, excepto el afio (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de documentos seleccionados para el subtema relacion estructura actividad de taxol
en cancer después de aplicar los criterios de seleccion.

Subtema relacion Terminologia y Terminologia
estructura actividad de 2015-2021 Referencia  profundizacion yo oo
. profundizacion
taxol en cancer 2015-2021
2015>
# Documentos seleccionados 6 23 3 40

5.2.3 Subtema sobre estudios de relacion estructura actividad de liquidos
ionicos de imidazolio en cancer

Se seleccionaron 12 documentos entre los afios 2015-2021 que en el titulo o en las palabras
claves presentaran los términos en inglés “structure activity relationship o SAR o Structure
activity y Imidazolium ionic liquids”. Ademas, se determin6 un parametro de inclusion, el
cual indica que en el titulo debe tener alguna de las siguientes palabras en inglés “cancer,
antitumoral, citotoxicity o anticancer”. Esto debido a la posibilidad de encontrar mas
documentacion con la accion que generan los liquidos i6nicos, que realizando la busqueda
con el nombre de la enfermedad. Estos articulos debian enfocarse en las areas de inclusion
(Tabla 3). De la lista de referencia de estos documentos se seleccionaron 7 que cumplieran
todos los criterios de inclusion excepto el ano. Para realizar una profundizacion y definicion
de terminologia del tema se incluyeron 7 documentos publicados entre los afios (2015-2021),

15 documentos publicados en afios inferiores a las 2015 y 2 paginas de internet (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de documentos seleccionados para el subtema relacion estructura actividad de
liquidos i6nicos de imidazolio en cancer después de aplicar los criterios de inclusion.

Subtema relacion
estructura

. . Terminologia y Terminologia y L.
liq:ifit(l)‘:g’:;ldic(:)es de 2015-2021  Referencia profundizacién profundizacion P?ngtl:::lse(tie
imidazolio en 2015-2021 2015>
cancer
# Docl.lmentos 1 7 7 15 )
seleccionados
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5.2.4 Subtema sobre estudios de relacion estructura actividad de sales de
amonio cuaternario en cancer

Se seleccionaron 10 documentos entre los afios 2015-2021 que en el titulo o en las palabras
claves presentaran 3 de 4 de los siguientes términos en inglés “quaternary ammonium salt,
structure activity relationship, SAR y cancer” y que se encontraran enfocados en las areas de
inclusion (Tabla 3). De la lista de referencia de los documentos seleccionados, se adicionaron
12 que cumplieran con los criterios de seleccion excepto el afio. Para realizar una
profundizacion y definicion de terminologia del tema, se incluyeron 11 documentos
publicados en el 2015-2021 18 publicados en afios inferiores y 7 paginas de internet (Tabla
7).

Tabla 7. Numero de documentos seleccionados para el subtema relacion estructura actividad de
sales de amonio cuaternario en cancer después de aplicar los criterios de inclusion.

Subtema
relacion Terminologia  Terminologia
estructura L .
. . 2015- . y y Paginas de
actividad de Referencia . e, . e, .
les de amoni 2021 profundizacion profundizacion internet
sates ¢e amomo 2015-2021 2015>
cuaternario en
cancer
AL 10 12 11 18 7
seleccionados
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6. Resultados y discusion

6.1 Estudios de relacion estructura actividad (SAR)

Los estudios de relacion estructura actividad conocidos con sus siglas en inglés SAR, buscan
relacionar las caracteristicas estructurales de un compuesto quimico con una propiedad,
efecto o actividad bioldgica asociada a dicha sustancia. Se justifican en la premisa de que la
interaccion de un compuesto quimico con un sistema biologico o diana depende de las
propiedades fisicas y quimicas que la estructura presenta. Estas propiedades pueden
determinar su bioactividad y ayudar al investigador a comprender el potencial bioldgico y las
propiedades toxicologicas del compuesto. ®’ El principio rector de un estudio SAR parte de
la hipotesis que moléculas estructuralmente similares deben tener actividades similares y, por
ende, comportamientos fisicoquimico semejantes. Gracias a esto, SAR es un enfoque
disefiado para encontrar relaciones entre la estructura quimica de un ligando y el objetivo

bioldgico de los compuestos estudiados.?

Las bases de los estudios SAR se apoyan en las areas de la biologia, la quimica y la

6 se observan no sélo las areas en

estadistica. En la Figura 1, adaptada de la literatura,
mencion, sino ademas las subdreas, métodos de andlisis y algunos ensayos in vitro que
aportan conocimiento a los estudios SAR, ya que es un analisis llevado a cabo mediante la
realizacion de tareas o juicios de expertos, pasando por consideraciones de similitud-
diversidad de productos quimicos, hasta asociaciones matematicas formales, propiedades y

medidas de actividad.?®?°
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-

* Quimica * Fisicoguimica
* Biologia *  Bioguimica
+ Estadistica + Toxicologia

*  Omicas

+ Farmacologia

\

4 Ensayos

in vitro
* K-MNM

*  Arboles de decisiones

*  Analisis de clister

= Anadlisis de componentes
principales

Figura 1. Areas, subareas, métodos de analisis y algunos ensayos in vitro que aportan conocimiento
a los estudios SAR. Adaptado de la literatura® con fines académicos.

Ensayo de reduccidn
MTT

* Ensayo de union a
microtubulos

Por lo anterior, los estudios SAR tienen diversas aplicaciones, principalmente en

farmacologia donde se busca:

e [a prediccion y caracterizacion de la toxicidad de algiin compuesto quimico.

e F] disefio o modificacion de farmacos, estudios farmacocinéticos, estudios de interaccion
del receptor de algunas drogas.?

e La prediccion de efectos ecoldgicos de sustancias quimicas.®

6.1.1 ;Por qué realizar un estudio SAR?

Un estudio SAR permite:

a) Determinar las partes de la estructura de un compuesto que estan relacionadas con sus
efectos bioldgicos de interés y los no deseados.?

b) Ayuda a establecer el comportamiento fisico-quimico y actividad biologica de forma
coherente de nuevos medicamentos.?

c¢) Propicia a los investigadores la comprension y explicacion de los mecanismos de actividad

dentro de un conjunto de ligandos, lo que disminuye costos en el desarrollo de productos.?
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Ademas, un estudio SAR juega un papel importante en la evaluacion preliminar de nuevos
compuestos y en guiar investigaciones experimentales y tedricas de los farmacos.®® A nivel
educativo, se utiliza como una estrategia pedagogica para mejorar la comprension de
conceptos en quimica médica. Esto se logra a través de la explicacion de los mapas SAR, lo
cual permite al estudiante promover el aprendizaje en lugar de la memorizacion de las

estructuras quimicas de los medicamentos.>°

6.1.2 Algunas investigaciones que constituyen la historia de SAR

Los origenes y la historia de la metodologia de los estudios SAR se encuentran inmersos en
teorias constituidas por la caracterizacion de productos quimicos y los enfoques

quimiométricos®! de diferentes investigaciones que se exponen en la Tabla 7.

Tabla 7. Algunas investigaciones que construyen la historia de SAR.

Autor Aifio Aporte a la historia de SAR
Demostr6 que la relacion que existe entre la estructura y la actividad
Cros 1863  de un compuesto quimico refleja su toxicidad, convirtiéndose en el

punto de partida para la teoria SAR.*?
Compararon los efectos de distintas estructuras de amonio
Crum-Brown 1868  cuaternario con el efecto paralizante del curare y concluyeron que
la accidén de una molécula estaba relacionada con su estructura3?-3*
Registr6 que la accion narcotica de un grupo de compuestos
Richet 1893  organicos estaba relacionada inversamente con la solubilidad en
agua (Regla de Richet).?
Encontraron una correlacion positiva entre la liposolubilidad y el
efecto anestésico producido en los renacuajos,*®3” presentandonos
la interacciéon de un compuesto con un sistema biologicos.
Postulo su principio “Un pardametro importante para la correlacion
de la actividad de las drogas y de su efecto biologico es la
saturacion relativa, que denomina actividad termodinamica de
dicha droga en la fase externa o fluido extracelular.” El cual es util
para la clasificacion del modo general de accion de una droga y para
predecir el grado de su efecto biologico.*
Establecieron que  moléculas semejantes tendran  un
1964 = comportamiento similar tanto en propiedades fisicoquimicas como
bioldgicas (Postulado de Hansch).?%40

1897

Overton y Meyer 1899

Ferguson 1939

Hansch y
colaboradores

La historia de los experimentos de los estudios de correlacion estructura actividad se basaban

en sintetizar la mayor cantidad de compuestos a partir de una molécula guia y ensayar sus
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efectos y potencial.®® Pero su historia no solo se puede mirar desde las distintas
investigaciones que permitian la caracterizacion de productos quimicos, sino también a través
de las diferentes metodologias o técnicas que se han generado para el andlisis tanto de la
estructura molecular, las propiedades fisicoquimicas y la actividad bioldgica. Lo que se busca
con estas metodologias, es que a través de procesos estadisticos se encuentre una relacion
entre descriptores, variables o predictores para proporcionar la medida de actividad biologica
de un grupo de compuestos quimicos.* Por eso, con los avances tecnologicos se encuentra
que los estudios SAR han mejorado en las técnicas para identificar claves estructurales 2D,

estudios de descriptores e interacciones entre compuesto y dianas.

En la actualidad, los estudios SAR se toman como una subdisciplina de la toxicologia®
convirtiéndose en una herramienta esencial para organizar, extraer e interpretar relaciones
cualitativas de datos no continuos o categoricos (SAR) o relaciones cuantitativas usando

datos continuos o cuantitativos (QSAR).*

6.1.3 Generalidades de los estudios SAR

Un estudio SAR permite evaluar un numeroso conjunto de compuestos analogos que estén
muy relacionados con la funcién de un compuesto principal.** Dichos compuestos se disefian
a través de protocolos que permiten realizar modificaciones estructurales en la molécula.
Estas modificaciones pueden ser series homologas, ramificacion de las cadenas, derivados
ciclicos, fragmentacion molecular, adicion de grupos funcionales o sustituciones isostéricas,
adicion de haldgenos, presencia de aromaticos, atomos o grupos donantes o atractores de
electrones®#344 entre otros. Posteriormente, se determina la actividad biologica de cada uno
de los andlogos mediante métodos computacionales (simulaciones biomoleculares, docking
molecular, modelado de farmacéforos, QSAR) o ensayos in vitro € in vivo o un complemento
de los dos, tanto métodos computacionales como ensayos; los datos obtenidos permiten
identificar la molécula més promisoria que presente todas las propiedades deseadas segun el

objetivo de estudio.**
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El disefio de los compuestos y el andlisis de los datos obtenidos a través de las pruebas
realizadas a cada compuesto se convierten en los dos pasos generales para un estudio SAR.
Para el disefio de los compuestos se utilizan métodos computacionales (QSAR, docking
molecular, QSPR), quimicos o bioldgicos y para el andlisis de los datos se realiza por
métodos quimiométricos que exploran patrones en los datos y establecen relaciones entre la
estructura y la actividad.*' El alcance de un estudio SAR puede estar limitado por: 1) la
especificidad de los analisis que se le realizan a un punto final de una actividad bioldgica, a
través de las compilaciones de datos de diferentes bioensayos como de estudios quimicos a
los cuales se somete cada uno de los compuestos analogos,’® 2) la falta de informacion sobre
la reproducibilidad experimental de los bioensayos,*” 3) la disponibilidad y seleccion de los

descriptores, 4) el método quimiométrico que se emplea para los analisis de los datos.

Algunos cientificos clasifican los estudios SAR en andlisis cualitativo (SAR) y analisis
cuantitativos (QSAR). Los andlisis cualitativos se basan en un conocimiento finito de
compuestos que han sido previamente probados, en ensayos in vivo ¢ in vitro.*® Los analisis
cuantitativos relacionan numéricamente estructuras quimicas con sus actividades biologicas
de manera in silico que permiten predecir la bioactividad tedrica y asi disefiar nuevos

farmacos.®

Los estudios SAR integran la biologia, la quimica y la estadistica (Figura 1).2° A través de
la quimica se puede: 1) caracterizar los productos quimicos a partir de su estructura molecular
utilizando una gran variedad de descriptores moleculares (electronegatividad, momento
dipolar, E rumo, E nomo, potencial quimico, electrofilicidad, peso molecular, Log P).3*2)
Realizar modelos 2D y 3D para obtener informacion como las distancias entre los atomos,
que es relevante para la unioén ligando-receptor. 3) Establecer hipotesis mecanicistas
(posibles mecanismos de reaccion) que permiten organizar y diferenciar productos quimicos
dentro de una clase o grupo.®La biologia aporta los datos de las técnicas de ensayo in vitro e
in vivo. Dichos datos permiten predecir el efecto fenotipico generado por el compuesto al
unirse con su diana; por ejemplo se puede determinar la actividad por inactividad de un

compuesto mediante la dosis letal media.!

25



De otra parte, la estadistica proporciona los enfoques quimiométricos que establecen patrones
de relacion entre datos del compuesto y la actividad bioldgica estudiada; para ello se
combinan métodos estadisticos, matematicos o 16gico matematicos que permiten calcular
puntajes de descriptores e interacciones estéricas y electrostaticas, determinar partes
importantes de la estructura de una molécula utilizando software como CODESSA, CoMFA,

CASE/Multicase, Cerius, Unity 3D, entre otros.?**°

6.1.3.1 Caracterizacion de compuestos quimicos para los estudios SAR

Los compuestos quimicos se pueden caracterizar a partir de la estructura molecular,
propiedades fisicoquimicas y la actividad biolégica. A continuacion, se amplia la

informacion mas relevante sobre cada uno de estos aspectos.

La estructura molecular y propiedades fisicoquimicas

Las caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas que se encuentran presentes en
una molécula se pueden representar mediante descriptores moleculares, los cuales son claves
para comprender su actividad biologica.®® Un descriptor molecular es una forma de
representar cuantitativamente una cualidad presente en una molécula. Segiin Todeschini y
Consonni (2000) “El descriptor molecular es el resultado final de un procedimiento logico y
matematico que transforma la informacion quimica codificada dentro de una representacion
simbolica de una molécula en un numero util o el resultado de algun experimento
estandarizado”.** Estos se pueden utilizar principalmente para buscar similitudes entre
moléculas, realizar virtual screening, crear modelos QSAR y hacer estudios SAR.*? Existe
una amplia variedad de descriptores moleculares que se muestran en la Figura 2: electronicos
(Tabla 8) geométricos, constitucionales, topoldgicos (Tabla 10) y fisicoquimicos (Tablas 9 y
11) y varias formas de clasificarlos. Sin embargo, un enfoque comun es clasificar los

descriptores moleculares por su dimensionalidad como se muestra en la Figura 3.>*
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Figura 2. Definicion de los descriptores moleculares. Adaptado de la literatura®™ con fines
académicos.
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Figura 3. Dimensiones de las moléculas. Imagen usada con permiso del autor de la referencia®®
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Tabla 8. Descriptores electronicos.

Descriptores electronicos*
ELumo

Enomo

n

n
c

(O]
Amnax

Dmax

Ax
Dn

Aorbital

HD/HA
Electronegatividad ()

Carga atomica (qn)
Momento dipolar (6)

Definicion
Energia del orbital molecular desocupado mas bajo
Energia del orbital molecular ocupado maés alto
Potencial quimico (negativo de electronegatividad) p = (ErLumo
o EHOMO)/ 2
Dureza quimica 1 = (ELumo - Enomo)/2
Suavidad quimicac =1 -1
Electrofilicidad p = p?/2n

Superdeslocalizabilidad méxima del aceptor atdbmico dentro de
una molécula

Superdeslocalizabilidad maxima del donante atdémico dentro de
una molécula

Superdeslocalizabilidad del aceptor atdmico para el atomo N

Superdeslocalizabilidad del donante atdmico para el atomo N

Deslocalizacion de un orbital asociada con un orbital
determinado (p. Ej., LUMO o LUMO + 1)

Capacidad de donacion / aceptacion de enlaces de hidrogeno.
Capacidad de un atomo (o grupo) para atraer electrones
asociados con la reactividad.

n.n

Carga asociada con el atomo "n
Distribucion de carga dentro de una molécula

*Representan diversas propiedades que estan asociadas con muchos efectos. Tomado de la literatura®’

con fines académicos.

Tabla 9. Descriptores estéricos.

Descriptores estéricos*

Peso molecular

Volumen molecular

Superficie molecular / disolvente

superficie accesible

K
Sterimol (L1, B1 —Bs)

Es

Definicion

Masa molecular relativa que indica el tamafio general de la
molécula.

Calculado utilizando la suma de los voliimenes atomicos de
van der Waals; indica tamafio general.

Computacionalmente, una molécula sonda se puede "rodar"
sobre la superficie de una molécula para determinar el area
que es accesible (para solventes o moléculas que interactian
como receptores)

El indice kappa es un parametro de forma basado en el grado
de ramificacion del grafico molecular.

Descriptores de forma que indican la longitud (L) de un
sustituyente y sus anchos en diferentes direcciones (B —Bs)
La constante estérica de Taft indica la contribucion de tamafio
de los sustituyentes en una molécula madre.
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* Asociados con la capacidad de alcanzar el sitio objetivo (p. Ej., Ser absorbido a través de membranas
bioldgicas relevantes) y encajar dentro de receptores especificos. Tomado de la literarura®’ con fines
académicos.

Tabla 10. Descriptores topoldgicos.

Definicion
Descriptores topologicos*

Ny Indice de conectividad de enésimo orden

" Los indices de conectividad corregidos por valencia se utilizan
para distinguir entre heteroatomos

Descriptores 3D La representacion tridimensional de moléculas proporciona
una descripcion mas precisa de la dimensionalidad molecular.

Parametros compuestos Estos representan efectos de combinacion y pueden
proporcionar informacion adicional que refleje mas de una
caracteristica.

Area de superficie polar Dividir el area de superficie de una molécula en regiones de

polaridad o hidrofobicidad puede proporcionar informacion
util, por ejemplo, en términos de interacciones de union a
receptores especificos

Indices de estado electro Una combinacion de caracteristicas electronicas y entorno

topologico topologico para atomos dados.

Grupos funcionales / alertas Ciertas toxicidades pueden estar asociadas con caracteristicas
estructurales estructurales especificas.

Indices de similitud o Similitud de tamafio, forma, distribucion espacial de
puntuaciones de similitud atomos/grupos funcionales clave, potencial reactivo

*Estos se basan en la teoria de grafos y se relacionan con la topologia general, dictada por la forma
en que los 4tomos estan conectados entre si. Tomado de la literatura® con fines académicos.

Tabla 11. Variables indicadoras.

Variables indicadoras*

Descriptores Indicar solubilidad en medio acuoso y / u organico y reparto

hidrofobicos/hidrofilicos relativo entre fases.

Log P Logaritmo del coeficiente de particion.

LogD Logaritmo del coeficiente de distribucion

Log K Logaritmo del factor de capacidad de cromatografia liquida de
alta resolucion.

Log Suq Logaritmo de la solubilidad acuosa.

Lipole Distribucion de la lipofilicidad dentro de un sustituyente o
molécula completa.

Potencial de lipofilicidad = Distribuciéon geométrica de la lipofilicidad dentro de una

molecular molécula.

yus Constante de sustituyentes que indica la influencia de

sustituyentes individuales en el comportamiento general de
partiCiéni = log P(derivada sustituida)= 10g P(padre)-
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*Estos indican la presencia o ausencia (generalmente denotado por 1 o 0, respectivamente) de
caracteristicas estructurales especificas (por ejemplo, hidrégeno grupos de donacion/aceptacion de
enlaces, presencia de un grupo funcional particular). Tomado de la literatura’’ con fines académicos.

Descriptores adimensionales o de dimension cero (0D)

Son descriptores que se pueden calcular a partir de la formula molecular como, por ejemplo,
el peso molecular, el nimero de atomos diferentes y la suma o promedio de propiedades

atOmicas.>%>%56

Descriptores unidimensionales (1D)

Son una lista de subestructuras presentes en la molécula como grupos funcionales o
fragmentos de esta y describen propiedades que requieren algin conocimiento de la
estructura molecular pero no un conocimiento completo de ella. Por ejemplo, momentos
dipolares, coeficiente de particion, aceptores y donantes de hidrogenos.>® Estos descriptores
también se conocen como descriptores booleanos, debido a que establecen relaciones logico
matematicos, que explican la relacion de presencia o ausencia de uno o varios elementos

quimicos en la estructura molecular.>®

Descriptores bidimensionales (2D)

Se calculan a partir de la representacion en 2D de la molécula. Estos descriptores se basan en
la teoria de grafos, la cual utiliza grafos para encontrar relaciones entre datos (vértices o
nodos) a través de correlaciones (aristas o ejes) entre ellos. Con estos se buscan caracteristicas
determinadas por la forma en que los 4&tomos estan conectados entre si.>**%%° A menudo los
descriptores 2D se complementan con propiedades especificas de los &tomos presentes en la
molécula, por ejemplo: masa y polarizabilidad o la presencia de donantes/aceptores de

enlaces de hidrégeno.*®

En esta clase de descriptores se pueden encontrar los topologicos,*>***® conocidos como
indices topologicos (TI), que codifican propiedades como adyacencia y conectividad entre
atomos. Suelen ser sensibles a caracteristicas tales como tamafio, forma, simetria,

ramificacion y ciclaciones. Se pueden dividir en: a) Topoestructurales, que brindan
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informacion sobre la adyacencia y la distancia de los enlaces entre los atomos; y b)
Topoquimicos, que cuantifican la informacién sobre la topologia y tiene en cuenta
propiedades como la identidad quimica y estado de hibridacion de los 4&tomos presentes en la

molécula.>®¢°

Descriptores tridimensionales (3D)

Estan relacionados con aquellos descriptores que utilizan las coordenadas espaciales de los
atomos en la molécula. Segun Grisoni y colaboradores (2018) “Se calculan a partir de la
representacion en 3D de la molécula. Tienen un alto contenido de informacion, ya que
agregan un nivel adicional de complejidad al percibir la molécula no solo en términos de
tipo de atomo, conectividad y adyacencia, sino también al verla como un objeto geométrico

en el espacio. Son utiles para modelar propiedades farmacéuticas y biologicas”.>®

6.1.3.2 Determinacion de la actividad biolégica de los compuestos
anticancerigenos

Los efectos benéficos o adversos que causa un determinado compuesto sobre una célula en
particular se conocen como actividad bioldgica. La deteccion de la actividad bioldgica se
utiliza en el campo de la farmacologia para indicar si un compuesto es un buen candidato a
farmaco o no. Para esto se utiliza una gran variedad de técnicas de ensayo de tipo in vitro, in
vivo o métodos computacionales (simulaciones biomoleculares, docking molecular,
modelado de farmacoforos, QSAR) que permiten determinar perfiles toxicologicos y

propiedades biologicas de los compuestos candidatos.*>*

Algunas de estas técnicas que se mencionan en esta revision son:
Ensayo de reduccion MTT

Es un ensayo de viabilidad colorimétrica basado en la reduccién de la molécula 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazéan gracias a la accion de la enzima
succinato deshidrogenasa producida en las mitocondrias (Figura 4). El resultado de la

reduccion es un cambio de color de la molécula de MTT 6462
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Figura 4. Reduccion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazan.

La cantidad de formazéan que se produce se asocia con la cantidad de células viables presentes
en el experimento, debido a que al no convertirse el MMT en formazan se deduce que la

mitocondria dejé de funcionar, por ende hubo muerte celular.5364

Ensayo de union a microtibulos

Es un ensayo que permite evaluar el efecto de un compuesto sobre el proceso de la
polimerizacion dindmica de la tubulina a microtiibulos.® La tubulina es un heterodimero
compuesto por dos subunidades o/B, que al unirse forman protofilamentos y estos se
ensamblan para generar los microtibulos.*® La alteracion de la dinamica entre el ensamblaje
de la tubulina a microtubulos o el desensamblaje de los microtubulos a tubulina
(polimerizacion y despolimerizacion) es el parametro que se utiliza para determinar la accion
del compuesto a estudiar.®®®” Algunos de los efectos del compuesto que se pueden evidenciar
en la dinamica de los microtibulos son la variacion del tamafio, el cambio en las propiedades
fisicas y alteraciones en los puntos de union de las proteinas.®®®” Estos efectos se pueden
monitorear en el laboratorio a través de la dispersion de luz por densidad Optica, ensayos de
sedimento y filtracion, sondas de fluorescencia como el marcador 4',6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI)®8%° y el aumento de la turbidez en solucion.®67.7°

El ensayo de union a microtibulos determina la concentracion que debe tener un compuesto
para inhibir un proceso biologico en un 50% (ICso), a través de la cuantificacion del
ensamblaje de los microtibulos después de ser sometidos a los efectos estabilizador o

desestabilizador generados por un compuesto o un farmaco de estudio, por ejemplo, en la
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Figura 5 se muestra el efecto de la concentracion 5 uM del paclitaxel, un anticancerigeno que
potencia la fase de crecimiento de los microtibulos, en comparacion con la sustancia control
(G-PEM) evaluado por densidad optica (siglas en inglés OD), mostrando que es

aproximadamente 4 veces mayor su efecto estabilizador en comparacion con el control.*®*

Paclitaxel (5 uM)

Paclitaxel (0.5 uM)

015§ e "~ G-PEM Control

aon

5 pM nocodazole

[ =

=]
=
=
o
=
Ll
=]
=]
&

Time {secs)

Figura 5. Ejemplo de reacciones de polimerizacién estandar en presencia de paclitaxel 5 pM,
paclitaxel 0,5 uM, control G-PEM y nocodazol 5 uM. Tomado de la literatura’ con fines
académicos.

6.1.3.3 Algunos métodos quimiométricos utilizados para los estudios SAR

Segtn Tong y colaboradores (2003) “los métodos quimiométricos son métodos estadisticos,
matematicos o basados en logica matematica que se utilizan en la quimica”, pueden
aplicarse en diferentes campos como la farmacologia y toxicologia donde, a través de la
interpretacion y extraccion de una gran cantidad de datos generados de los bioensayos y de
los descriptores moleculares, se establece una relacion entre ellos que explica una funcién o

una actividad biologica.*

En los estudios SAR, los métodos quimiométricos toman como variables independientes los
descriptores moleculares y como variables dependientes una actividad o propiedad bioldgica

para relacionarlas por medio de modelos de regresion lineal o no lineal. Tong y colaboradores
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en su articulo de revision del 2003 clasifican estos modelos en tres categorias generales en
términos de su aplicacion: agrupacion, clasificacion y modelos QSAR.?* Algunos métodos o

modelos que se utilizan son:

Andlisis de componentes principales

Un analisis de componentes principales (conocido con sus siglas en inglés PCA), fue descrito
por Giuliani (2017) como “una herramienta de generacion de hipotesis que crea un marco
de mecanica estadistica para el modelado de sistemas biologicos sin necesidad de fuertes
suposiciones teoricas a priori”, de ahi la importancia para el descubrimiento de farmacos
desde una perspectiva sistematica.”? Este enfoque estadistico reduce un conjunto de variables
en unas pocas dimensiones conocidas como componentes, donde se recogen las variables
altamente correlacionadas entre si.”*”> Se puede utilizar en la investigacion farmacoldgica y
biomédica para reducir y agrupar la gran cantidad de datos que se tienen de las bases de datos
y los resultados de las técnicas de alto rendimiento, por lo tanto se puede aplicar en temas
como SAR, mineria de datos y enfoque ‘Omicos’ para identificar compuestos con potencial

bioldgico.”

K-vecino mas cercano

El método de clasificacion de datos K-vecino mas cercano conocido con las siglas en inglés
K-NN, busca clasificar un dato de acuerdo con las caracteristicas de datos que ya estan
categorizados.”® Se fundamenta en que las propiedades de un dato x de entrada son similares
a las de los datos de su vecindad, entonces éste pertenece a la misma clase que la clase de sus
K-vecinos mas cercanos (datos mas cercanos ).””’® Esta regla es adecuada para abordar un
problema de aprendizaje, debido a sus propiedades estadisticas bien establecidas y la

sencillez de implementacion de problemas reales.””’®

El método K-NN funciona comparando el dato a estudiar con un conjunto de datos a los
cuales se les conoce su clase o categoria (datos de entrenamiento) y que asignaran un voto al

momento de clasificar el dato desconocido. Para su clasificacion se tienen en cuenta los datos
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que estén mas cerca al dato problema, para esto se calcula la distancia a la que esta el dato
desconocido con respecto a cada uno de los datos de entrenamiento utilizando funciones
matematicas que permiten medir estas distancias como la distancia euclidiana, Manhattan o
minkowski. La mayoria de datos de una clase que estén a menor distancia del dato problema
definiran su clasificacion final y asignaran su categoria o clase.”®’”® A continuacion, se

describen algunas aplicaciones de K-NN en la investigacion de compuesto anticancerigenos.

Liu H y colaboradores (2018) estimaron las respuestas de lineas celulares frente a
medicamentos anticancerigenos utilizando un algoritmo de filtrado colaborativo basado en
vecinos con eliminacion de efectos globales [Neighobor-Based Collaborative Filtering with
Global Effect Removal (NCFGER)] una version de K-vecinos. Para este analisis los autores
emplearon redes de similitud de lineas celulares y de farmacos teniendo en cuenta que cuando

estas dos variables son semejantes muestran respuestas similares.®

De otra parte, Arian R y colaboradores en 2020 clasificaron inhibidores de proteinas quinasas
y no inhibidores usando el método de K-NN. Emplearon descriptores moleculares de los
inhibidores que fueron depurados por el algoritmo genético [genetic algorithm (GA)] y que
permitieron generar las dos clases (activos o inactivos) e implementaron las distancias de
Mahalanobis. Para evaluar el rendimiento del método realizaron esta misma clasificacion
utilizando dos métodos mas: “support vector machine” y “Naive Bayesian”, los resultados se
compararon y determinaron que el método que genera las mejores predicciones es el K-NN
En la Figura 6 se observa el diagrama de flujo de la clasificacion de los inhibidores de las

proteinas quinasa usando K-NN.#
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Figura 6. Diagrama de flujo de la clasificacion de los inhibidores de las proteinas quinasa usando K-
NN. Tomada de la literatura®' con fines académicos.

Adicionalmente, Rajaguru H y colaboradores en el 2019 utilizaron dos métodos de
clasificacion K-NN y arbol de decisiones, para clasificar los tumores de muestra relacionados
con el cancer de mama como benigno o maligno. K-NN muestra mayor sensibilidad,
especificidad, exactitud, precision y mejor coeficiente de correlacion de Matthew en

comparacion con el arbol de decisiones a la hora de clasificar.??

Arbol de decision (Decision Tree)

Un arbol de decision es un método basado en el aprendizaje de induccion de datos, similar a
un diagrama de flujo,®®* que permite predecir la clase de conjuntos de datos con mayor
facilidad y seleccionar etiquetas.®* Ademas, permite escoger de un gran niimero de variables

o caracteristicas aquellas que presentan interacciones importantes.®

Lopez C, en el 2020 describe la estructura de un arbol de decision, el cual consta de un nodo
central que se dispersa y da lugar a los distintos nodos de decision, estos nodos de decision

se basan en atributos o caracteristicas del elemento que se requiere clasificar. Cada uno de
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los nodos desemboca en distintas ramas, las cuales representan los resultados de los nodos
anteriores, esta estructura continua hasta que se alcanza los nodos terminales donde se

clasifica el elemento estudiado (Figura 7).8687.88

Figura 7. Arbol de decision y partes que lo constituyen. Adaptado de la literatrura®® con fines
académicos.

Para los arboles de decisiones se tienen en cuenta que pueden ser decisiones binarias (Si o
No)* o de probabilidad, que responden a diferentes preguntas ubicadas en los nodos. Estas
preguntas evaliian un atributo o variable (caracteristicas)®* que contenga el conjunto de datos
completo.?® Existen tres tipos de nodos: el nodo raiz, el cual inicia el arbol y es el tnico nodo
que utiliza todo el conjunto de datos; los nodos intermedios que son los que se encargan de
las preguntas; y los nodos hoja, los cuales dan una decision o clasificacion, etiquetan los
datos en una clase o categoria. Estos tltimo se encuentran en la parte terminal del arbol. Cada
nodo permite una separacion de los datos y la finalidad es generar una homogeneidad de los
datos en términos de la clase o categoria a lo que se les denomina nodos puros.®*** La union
de muchos arboles de decisiones constituyen un método de clasificaciéon conocido como

bosque aleatorio o Random Forest.
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Bosque aleatorio (Random Forest)

El método de bosque aleatorio o més conocido por su nombre en inglés como Random Forest
(RF) esun método de clasificacion basado en ensamblaje de multiples arboles de decision.?>*
La diferencia entre RF y un arbol de decision es la precision, ya que RF selecciona datos al
azar y se construyen arboles con atributos en diferentes 6rdenes que permite determinar cual
es la importancia de cada atributo, la pureza del nodo y la etiqueta o clase de un dato que se
desea evaluar. Los arboles se construyen con la seleccion de variables o atributos
aleatoriamente, cumpliendo con la regla de que el nimero de variables seleccionadas debe
ser mucho menor al total de variables que tiene el conjunto de datos. Ademas, se selecciona
conjuntos de datos aleatorios (conjunto de entrenamiento) que permiten la creacidn, la

diferenciacion y la evaluacion de cada uno de los 4rboles.”**°

También se utilizan criterios para la seleccion de las divisiones o ramas de los arboles que
comparan los nodos y los organizan en nodo raiz, nodo hijo o nodo hoja, estos criterios
pueden ser: 1) “Classification Error Rate” que determina la proporcion de datos que no
pertenecen a la clase mas comun en un nodo. 2) Criterio de Gini o Gini index que toma la
clase mas representativa y evalta el por qué se distingue; permite medir la pureza de un nodo.
3) Criterio de entropia que cuantifica las impurezas de un nodo, si un nodo es puro contiene
una sola clase y su entropia es cero. 4) Distribucion y? o chi cuadrado determina si existe

diferencia significativa entre nodos hijos del nodo padre.®%¢

Cuando se tiene los arboles construidos, el dato desconocido se somete a la evaluacion por
cada arbol, si al final la mayoria de los arboles etiquetan el dato nuevo con la misma categoria
o clase, este dato recibe esta etiqueta. Random Forest se puede aplicar en farmacologia,
toxicologia y disefios de farmacos para prediccion de sensibilidad, actividad o inactividad de
farmacos, por ejemplos: Rahman R y colaboradores en el 2016 que emplearon el método de
Random Forest para la prediccion de la sensibilidad a los farmacos en un conjunto de datos
de lineas celulares sintéticas y cancerosas, ilustrando que se pueden seleccionar los pesos de

los arboles para reducir el ICso sin aumentar el error medio.?’
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También se resalta que Alex P y colaboradores en 2019 utilizaron Random Forest para
predecir la actividad o inactividad de los farmacos contra células cancerosas en funcion del
estado mutacional de sélo 145 oncogenes y un conjunto de descriptores estructurales de los
farmacos.”® Adicionalmente, Kadioglu O y colaboradores en 2021 aplicaron un enfoque de
Machine Learning, que incluye Random Forest combinado con la experimentacion in vitro e
in vivo para predecir la cardiotoxicidad de los candidatos a farmacos.”® Zhang X y
colaborados en 2021 usaron 5 algoritmos de aprendizaje automéatico (Machine Learning) y
entre ellos Random Forest, para generar una prediccion sobre cudl es el firmaco mas eficaz
de acuerdo con la expresion de genes especificos en pacientes con multiples canceres

primarios (gastrico y pancreaticos).'®

6.1.3.2 Software para estudios SAR

Para los estudios SAR existen muchos programas (software) que permiten tanto el calculo de
los descriptores moleculares como el andlisis de la informacion (métodos quimiométricos).
Waters M y colaboradores sugirieron que para la seleccion del tipo de estudio computacional
lo mas conveniente, si es posible, es tener una hipodtesis mecanicista del compuesto y la
diana.’ Algunos de los programas que se usan para el calculo de descriptores y huellas

dactilares (fingerprints) se muestran en la Tabla 12.>

Tabla 12. Algunos programas para célculo de descriptores y huellas dactilares.

Software Licencia Descriptores o fingerprints
ACD/Labs Freeware
ALOGPS2.1 Freeware LogP, log§, log Dy pKa.
CODESSA Comercial
ADAPT Freeware _ )
PreADMET Freeware TOpf)l(?glcos’ ge.:omét’rlc.os,
CDK Freeware electronicos y fisicoquimicos.
MODEL Webserve (freeware)
PreADMET Freeware
Constitucionales, grupos
funcionales, topologicos, patrones
moleculares y ionizacion acido —
base.
OpenBabe Freeware Fingerprints
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PADEL Freeware

OpenBabel Freeware .

MOLD2 Freeware Descriptores 2D
PreADMET Freeware
Sarchitect Freeware Descriptores 3D

De otra parte, algunos programas que usan métodos quimiométricos y tienen costo son:
MATLAB,* Sybyl,? y GaussView;' pero, existen dos programas que son de uso libre, que
permiten realizar juntos un estudio SAR: R-Studios® y KNIME.!* Este tltimo es un
programa para crear y producir ciencia de datos utilizando un entorno fécil e intuitivo,'® que
permite generar flujos de trabajo para organizar tareas de coOmputo repetitivas, se puede
utilizar para limpiar y depurar los datos de los descriptores moleculares que se utilizan para
un estudio SAR o QSAR y también para realizar calculos quimiométricos a través de
extensiones. En la Figura 8 se observan las herramientas que se pueden usar solo con un flujo

de trabajo en KNIME.

Ejecucitnenla m

Figura 8. Algunas fuentes de datos, tecnologia o herramientas que se pueden usar solo con un flujo
de trabajo en KNIME. Adaptado de la literatura’®® con fines académicos.

Adicionalmente, R-Studio es un entorno para el lenguaje de programacion R, el cual permite
procesar informacion de datos utilizando metodologias estadisticas como PCA, Random

Forest y K-NN. Guha R en el 2007 indicaron que “R-Studio y la programacion en R es una
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opcion popular para el modelado estadistico y la creacion de prototipos cientificos en una
serie de campos. En el campo de la quimica, R proporciona varias herramientas para una
variedad de problemas relacionados con el modelado estadistico de la informacion
quimica”.*”” Para esto, se vale de paquetes para acceder a herramientas quimioinformaticas
como el paquete rcdk, el cual proporciona un acceso directo desde el entorno R al CDK
(Chemistry Developmente Kit) un potente marco Java para la quimica informatica,®% que

permite leer una variedad de formatos moleculares y calcular descriptores moleculares.**’

Otro paquete es el rpumchem, que permite el acceso a la base de datos PubChem, de la cual
se puede obtener datos de bioensayos, informacion estructural y relaciones moleculares.!%”-2%8
También se dispone de un paquete para analizar datos de moléculas pequenas similares a
farmacos es ChemmineR, el cual permite procesar grandes cantidades de moléculas
pequeiias, predecir propiedades fisicoquimicas y estructurales, buscar similitudes, clasificar

y agrupar bibliotecas de compuestos.**

6.2 El cancer como area de estudio

El estudio del cancer es un area importante de interés en las ciencias de la vida porque ha
sido una enfermedad mortal en toda la historia humana. Algunos cientificos consideran que
el cancer no es una enfermedad sino un gran grupo de enfermedades caracterizadas por
crecimiento incontrolado y propagacion de células anormales.! Las células en diferentes
partes del cuerpo pueden verse y funcionar de manera diferente, pero la mayoria de ellas
pasan por un ciclo de vida predecible, ya que las células viejas mueren y surgen nuevas

células para ocupar su lugar.!

Normalmente, la division y el crecimiento de las células es ordenada y controlada por sefiales
como: la presencia de mitdgenos que son proteinas que sirven como factores de crecimiento
externo para las células, la inhibicion por densidad que determina cuando una célula finaliza
el proceso de division de acuerdo con la cantidad de células que la rodean o la dependencia
del anclaje donde las células deben unirse a la matriz de un tejido o sustrato para iniciar el

proceso.' Pero si por algiin motivo las células no responden a estos controles naturales,
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continuard en un constante proceso de division lo cual las puede convertir en células
cancerigenas. Estas células forman una hinchazon anormal, llamada tumor, el cual puede ser
benigno o maligno. Un tumor benigno no se propaga ni hace metastasis a las otras partes del
cuerpo y se considera no canceroso. Un tumor maligno, por otro lado, puede extenderse por

todo el cuerpo y se considera canceroso.'™

El ciclo de vida de una célula esta constituido por cuatro fases: fase G1 y G2 donde la célula

estd creciendo y se prepara para su division, la fase S donde se replica el ADN y La fase de

la mitosis donde la célula inicia su proceso de division.** La mitosis consta de 4 etapas:

e La profase que se caracteriza por la formar el huso mitotico, condensacion de los
cromosomas y desaparecer la membrana nuclear

e La metafase en la cual el huso mitético captura los cromosomas y los alinea

e El anafase donde se da la separacion de las cromatidas hermanas y la migracion de estas
hacia los polos a través del huso mitotico

o La telofase comienza la division del citoplasma, la restauracion de la membran nuclear y

la desaparicion del huso mitdtico.

Todas estas fases y etapas deben cumplir determinados controles celulares para que se dé la
division celular.>® Algunas alteraciones en estas fases o etapas pueden conducir a la
produccion de células cancerigenas como, por ejemplo, el fallo de los procesos de reparacion
de lareplicacion del ADN en la fase S y el dafio de la interpretacion de las sefiales de division
en la mitosis.>* Como estas células pierden la capacidad de detener el proceso de division,
los investigadores buscan compuesto quimicos (fairmacos) que bloqueen el proceso de
mitosis para activar el proceso apoptosis lo que genera la muerte de estas celulas.* Estos
farmacos actian sobre procesos en el ciclo celular o dianas que son estructuras celulares que
intervienen en el proceso de division celular. En la Figura 9, se observan los mecanismos de

accion y las dianas de compuestos anticancerigenos.*?
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Figura 9. Mecanismos de accion de farmacos. Tomada de la literatura® con fines académicos.
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Un ejemplo de estas dianas es la tubulina, una proteina globular compuesta por dos
subunidades o/P que al unirse entre si forman protofilamentos, los cuales se ensamblan para

generar los microtibulos (Figura 10) que estructuran el huso mitético.** '
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Figura 10. Formacion de los microtibulos. Tomado de la literatura®® con fines académicos.

Asi, la tubulina esta constituida por tres dominios funcionales los cuales se muestran en la
Figura 11: el dominio amino terminal, un dominio intermedio y un dominio carboxilo
terminal.!'>!3 El dominio intermedio es de gran interés en el estudio de farmacos, ya que este

interactiia con diversas moléculas, como el paclitaxel.
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Bominio N-terminal

Dominio C-terminal

Dominio intermedio a -tubulina

Figura 11. Dominios funcionales del dimero de tubulina. Tomado de la literatura''* con fines
académicos.

La B-tubulina se une a una molécula de GTP en el dominio intermedio, esta accidon permite
el ensamblaje de los heterodimeros para la formacion y estabilidad de los microtubulos
(polimerizacidn). Para desensamblar los microtiibulos (despolimerizacion) se necesita que el
GTP que estd unido a la B-tubulina se hidrolice, lo que ocasiona que la union entre los
heterodimeros se vuelva mas débil y se separen,'***¢ lo que favorece el equilibrio dindmico
de los microtiibulos. ** Si la tubulina se ve alterada en el proceso de hidrélisis de GTP por un
farmaco, se genera un desequilibrio en la dindmica de los microtiibulos que inician procesos

de apoptosis y conducen a la muerte celular.

6.3 Estudios de relacion estructura actividad de taxol en cancer

6.3.1 Generalidades

La primera linea de tratamiento elegida para el cancer de mama, ovario, pulmoén, entre otros
tipos de cancer, son los agentes antitumorales constituidos o derivados de los taxanos,* los
cuales son compuestos macrociclicos, ampliamente oxigenados. Se presentan enteramente
hidroxilados o como derivados de ésteres de diversos acidos: acético, benzoico, cindmico,

dimetilaminofenilproidnico, entre otros; algunos presentan grupos cetonicos y epdxidos.
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Todos los de origen natural presentan un doble enlace tetrasustituido y algunos presentan un

anillo oxetanico, el cual le genera a la molécula propiedades citotdxicas.*’

OH

Docetaxel

Paclitaxel

Figura 12. Esqueleto del taxano en dos moléculas docetaxel y paclitaxel. El * en la molécula del
paclitaxel indica la posicion del C-13 en el cual se une la N-benzoil-3-fenilisoserina.
Adaptado de la literatura!'® con fines académicos.
La estructura quimica del anillo de taxano solo se encuentra en las especies vegetales del
género faxus, familia taxaceae. El esqueleto del taxano se destaca por la presencia de tres
anillos A, B y C de carbonos (Figura 12) conocido como sistema de anillos de taxano de 15
miembros. Todos aquellos compuestos que tengan en su estructura la presencia de este
sistema son conocidos como taxoides. La presencia del doble enlace en uno de los ciclos hace
que este sistema también sea llamado anillos de taxeno; la naturaleza del anillo es isoprenoide

y derivado del geranil-geranil difosfato (GGPP).*!&12

Los taxanos se agrupan principalmente en paclitaxel (taxol) y docetaxel (taxotero) (Figura
12), asi como los taxanos que se derivan de fuentes naturales.’* También se resalta un
derivado del docetaxel, el cabazitaxel cuya diferencia radica que en los grupos hidroxilos C-

7 y C-10 se encuentran metilados.*??

En este documento se realiza la revision de los estudios SAR del paclitaxel, ya que se
considera el primer agente estabilizador de microtibulos identificado y ademas se ha

utilizado como agente quimioterapéutico durante las ultimas dos décadas.? El paclitaxel tiene
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un nucleo taxdnico con una cadena lateral de N-Benzoil-3-fenilisoserina en el C-13 de su
molécula, la que es altamente flexible, y puede adquirir conformaciones alternativas
dependiendo del medio. Ademas, presenta un cuarto anillo en forma de anillo oxetano que
une los carbonos de las posiciones 4 y 5 (Figura 13).'2 La presencia de la fenilisoserina en
el C-13 constituye un hecho estructural crucial para la actividad antitumoral del
paclitaxel;**12412> cuando se remueve, se pierde la funcidon anticancerigena. Esto puede ser
porque proporciona muchos contactos hidrofobicos en especial con $-H229 de la tubulina;
presenta variedad de enlaces de hidrégeno e interacciones de van der Waals que permiten
una mayor afinidad o interaccion estabilizadora con el sitio de union, por ejemplo el del 2°-
OH con el carbonilo principal de R-369,2%'*" presenta interacciones de van der Waals.
Ademas, cuando se adiciona la fenilisoserina a otro compuesto quimioterapéutico que
cumple funciones similares que el paclitaxel como taccalonélido en el C-6, aumenta su
capacidad de polimerizacion hasta 10 veces mas qué la taccalonolido original*?® ya que utiliza

el bolsillo de union del paclitaxel en la - tubulina.

Anillo de oxetano que une los C
de las posiciones de 4y 5

N-Benzoil-3-fenilisoserina

Figura 13. Partes estructurales importantes en el paclitaxel (N-Benzoil-3fenilisoserina y anillo de
oxetano). Adaptado de la literatura'?® con fines académicos.

Es importante mencionar también, que el paclitaxel es altamente lipofilico y practicamente
insoluble en agua, lo cual se evidencia en su valor elevado de Log P que es 3,20. Para
solubilizarlo se utiliza una mezcla de Cremophor EL y etanol deshidratado (50:50 v/v).12%13!
Cremophor EL es un surfactante no iénico que forma micelas en medios acuosos, lo cual

permite aumentar la solubilidad del farmaco.®3'"**? Investigaciones recientes se enfocan en
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buscar vehiculos solubilizantes que puedan aumentar la solubilidad de taxanos como el
paclitaxel. Entre los vehiculos solubilizantes estudiados se encuentran nanoparticulas,

nanoemulsiones lipidicas, micelas, ciclodextrinas y liposomas.***

6.3.2 Los taxanos y su actividad anticancerigena

Los taxanos en general se conocen como inhibidores mit6ticos hidrofobicos'****3¢ o como
inhibidores de microtibulos. Su principal mecanismo de accién estd relacionado con la
division celular especificamente en la separacion de las cromatidas, interrumpiendo la

Bl entre la

dinamica del huso mitético, alterando la disposicion de los microtubulos de este,
transicion de las etapas metafase a anafase en el ciclo celular, lo cual ocasiona un bloqueo
del ciclo celular que induce a la apoptosis celular.’***” En otras palabras, los taxanos

interrumpen la funcién de los microtibulos e inhiben la mitosis, 3138139

Los taxanos son clasificados como agentes estabilizadores de microtiibulos, ya que alteran la
dindmica, promueven el crecimiento y evitan el desensamblaje de los microtubulos.**® Los
dos taxanos (paclitaxel y docetaxel) se unen a la subunidad B de la tubulina (Figura 14), lo
que resulta en la formacion de microtibulos estables y no funcionales. El paclitaxel inhibe la
mitosis en la fase G o fase de crecimiento (en la que se sintetiza ARN y proteinas) y el
docetaxel en la fase S o fase de sintesis de ADN para prevenir la division celular y producir

la apoptosis.t?%!4
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Figura 14. Sitio de unién del taxol a la subunidad B de la tubulina. Tomado de la literarura!#? con
fines académicos.

El paclitaxel revierte, al menos parcialmente, el efecto de la hidrélisis de GTP en el equilibrio
dinamico de la formacion de los microtibulos, dando lugar a microtibulos mas
expandidos.'?”437145 EJ sitio de unidn del paclitaxel, es un bolsillo hidrofébico presente en la
B-tubulina. Kellogg E y colaboradores en el 2017, utilizaron la criomicroscopia electronica
de alta resolucion (conocida con las siglas en ingles crio-EM) y encontraron tres interacciones
criticas entre la B-tubulina y paclitaxel que se presentan en la Figura 15, las cuales estan bien
respaldadas por estudios farmaco6foros previos: 3’-benzoilo del paclitaxel con la H-229 de la
B-tubulina; el grupo 2°-OH de paclitaxel con R369 de la B-tubulina y el anillo oxetano del
paclitaxel con NH de T276 de la B-tubulina.*?6?

En primer lugar, las interacciones entre 3’-benzoilo del paclitaxel con la H-229 de la -
tubulina son de tipo van der Waals. Ademas, el nitrogeno en B-H229 esta posicionado para
formar un enlace de hidrogeno con el oxigeno 3° del paclitaxel, interacciones que son
esenciales para la actividad estabilizadora del paclitaxel y la B-tubulina.’?®!*” M4as aun, la
cadena lateral C-13 interactia con la hélice H7 al proporcionar contactos hidrofobicos,

particularmente con la f-H229.126.1%7
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Figura 15. La imagen izquierda representa la union del paclitaxel (taxol) con tres interacciones
criticas de tubulina-taxol marcadas por lineas verdes continuas; la imagen derecha
muestra un modelo refinado de la unién del taxol representado con color oro. Tomado
de la literatura'®’ con fines académicos.

En segundo lugar, el grupo 2-OH de paclitaxel con R369 de la B-tubulina presenta un

acercamiento al enlace de hidrogeno con el carbonilo de la cadena principal de la R369. Se

ha determinado que la eliminacion de este grupo provoca una reduccion de 2 érdenes de

magnitud en la afinidad de uni6n.*****’

Finalmente, otra interaccion involucra a la cadena principal de B-tubulina NH de T276 que
forma un enlace de hidrégeno con el anillo de oxetano de paclitaxel.’?*!*” La union del
paclitaxel con la tubulina da inicio al proceso de interrupcion de la dindamica de los

microtibulos, llevando a un fallo celular y la apoptosis de la célula.

La actividad anticancerigena del paclitaxel depende también de las concentraciones, es asi
como a concentraciones altas puede ocasionar la polimerizacion, la estabilizacion y la
agrupaciones en manojos de los microtibulos;*®'*’ pero si las concentraciones son bajas
suprime la dindmica de microtibulos sin afectar su masa, lo cual genera el bloqueo de la

mitosis e induce la apoptosis.'37-148.149
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6.3.3 El taxol (paclitaxel) y algunos estudios de relacion estructura
actividad (SAR)

Se han realizado diversas modificaciones quimicas en la estructura del paclitaxel y aplicacion
de diferentes ensayos como ensamblaje de microtiibulos, desensamblaje de microtubulos,
toxicidad en cultivos de células de mamiferos y ensayos en raton.**° Esto ha permitido realizar
extensos estudios de SAR en el paclitaxel con el fin de entender cudles son las partes
estructurales de la molécula que estan relacionados con su union a la B-tubulina y su actividad

biologica (Figura 16).%*

Interacciones de Van der Waals
estabilizadoras Su reduccion aumenta

ligeramente la
\ actividad

Enlace de hidrogeno
con el NH de 1la
THR-276 (en la hebra

/ Y

Enlaces de
hidrogeno
relacionado con la Enl de hidrs Enlaces de
conformacion nlaces AISG 316;ogeno hidrogeno
T-taxol g)Ier 370 B 0 relacionado con

B la conformacion

T-taxol
[0 N-benzilo-3-fenilisoserina
Posicion meta que de acuerdo al
Oxetano

sustituyente puede disminuir o aumentar la
actividad

Figura 16. Relacion estructura actividad de paclitaxel. Adaptado de la literatura’? con fines
académicos.

Los estudios SAR del paclitaxel tuvieron su auge entre los afios de 1990 a 2010'3*'7, y es
digno de mencidn Kingston y colaboradores, que brindaron una mirada de cémo las distintas
partes del paclitaxel tiene influencia o no sobre la actividad del compuesto.!®* De sus trabajos

puede destacarse el capitulo de la quimica del taxol*** donde menciono6 tres abordajes para
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realizar estudios SAR, la importancia de la cadena lateral enlazada a C-13, el efecto de su
remocion y la modificacion de los sustituyentes del sistema central de anillos del esqueleto

taxoide.'®

6.3.3.1 [Efecto de las modificaciones en los anillos del paclitaxel sobre su
actividad anticancerigena

Algunas modificaciones en los anillos del paclitaxel y su actividad resultante se muestran en

la Tabla 13.

Tabla 13. Modificaciones en el anillo de paclitaxel.

Carbono en el cual se realiza la

. . Modificacion Actividad
modificacion
Grupo azida en posicion para en .
) . Inactividad
el anillo benzolio. !
C-2
Grupo azida en posicion meta Seis veces mas
en el anillo benzolio. '7! citotoxica
Cambio por un grupo Poca
C-4 hidroxilo.!”
Cambio por un hidrégeno.!”! Poca
Eliminacién del grupo
C-7 OH.173:174175-177 No afecta
C-10 Desacetilacion,!73:174. 175,176,178 No afecta

Cabe resaltar que el grupo metil acetato del C-4 con la posicion orto del anillo 3 fenilo del
C-3 generan un enlace H-H que le brinda al paclitaxel la conformacion T-taxol mostrada en
Figura 17,'° que fue propuesta como la conformacion que debia adoptar el paclitaxel para
unirse con la tubulina.'***"%% En ocasiones, esta conformacion hace parte de la propuesta de
los tres extremos (el polar, no polar y conformaciones de T-taxol) que tiene el paclitaxel para

unirse con la B-tubulina.***
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Figura 17. Conformacion T-Taxol. Se ilustra la corta distancia H-H entre el centroide del grupo
metilo acetato C-4 y la posicion orto del anillo fenilo C-3 '. Tomada de la literatura'®® con
fines académicos.

Por otra parte, el acoplamiento de diferentes analogos del paclitaxel al sitio de unién de la -
tubulina, demostrd que el sistema de anillos del paclitaxel y el benzoilo C-2 son esenciales

para la union de la beta-tubulina.™!

6.3.3.2 Modificaciones en la cadena lateral C-13 y su remocion en el
paclitaxel

El cambio mas significativo en la citotoxicidad del paclitaxel es la remocion de la cadena
lateral C-13, dado que al eliminarla reduce 1700 veces su citotoxicidad en células KB, ya
que esta cadena proporciona una union especifica con la [-tubulina.’* La N-
benzoilfenilisoserina en el C-13 presenta dos puntos de gran interés, 3’-benzoilo y 2'-OH,
que presentan interacciones esenciales con la B-tubulina en -H229 y -R369.12%127 El grupo
hidroxilo C-2’ es importante para la actividad bioldgica, aunque se retiene algo de actividad
cuando se elimina. Si se modifica por un grupo acetoxi, se reduce su actividad 30 veces y si

se modifica por 7-butil dimetil silil es mucho menos citotoxico que el taxol (Tabla 14).1%

Tabla 14. Datos de inhibicion y citotoxicidad de las modificaciones en el C-2” y C-3” grupo fenilo
y C-3’ grupo benzoilo del paclitaxel.

Bioactividad
Modificacion Inhibici()n. del Citotoxicidad Linea celular
desensamblaje de la EC
tubulina IC50 30
C-2'-OH 1 1 KB
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C-2'-OAc 30 - KB

C-2' -OSiBu'Me; - 3x104 KB
C-3'-Ph 1 1 P388

C-3' -p-HOC4H4 0.8 9.8m p388
C-3' -PhCONH 1 1 J774.2
C-3' -MeCH=CCONHMe 1.5 1.4 J774.2
C-3' -ButOCONH 0.5 0.4 J774.2
C-3' -NH: 44 - J774.2

Adaptado de la literatura!®* Con fines académicos.

El grupo 3 -fenilo parece contribuir a la actividad global del paclitaxel, ya que cuando se
modifica por el p-hidroxifenilo resulta mas activo como inhibidor del desensamblaje de la
tubulina que el Paclitaxel, pero es menos citotoxico que el taxol (Tabla 14). ***Si el grupo 3-
N’-benzoilo (Tabla 14) se remueve da como resultado la pérdida de actividad (-NH.), pero si
es reemplazado por grupos N-acilo, se puede dar, tanto una reduccion (-MeCH=CCONHMe)
como un aumento (-ButOCONH) en la actividad. ***En el C-3’ de la cadena lateral de la
fenilisoserina C-13 del taxol, se encuentra un grupo fenil el cual tiene una modesta influencia
en la actividad biologica. Al ser sustituido por 4-metoxifenilo o 3,4-diclorofenilo, no se
genera una mejora significativa de la actividad bioldgica. La presencia del grupo fenil puede

estar relacionada con las interacciones hidrofobicas generadas en el sitio de unidn.'8!

6.3.3.3 Estudios SAR del paclitaxel en la actualidad

Son pocos los estudios que se encuentran del paclitaxel en la actualidad ya que relativamente
se ha estudiado gran parte de este compuesto. Lo Unico que se realiza son modificaciones
estructurales que generan una mejor actividad comparada con el paclitaxel normal. A

continuacion, se describen dos investigaciones al respecto.

Xie C y colaboradores en el 2020, sintetizaron una serie de analogos del paclitaxel con
modificaciones en la posicion C-7, C-9 y C-10 (Figura 18) y evaluaron su actividad
anticancerigena en tres lineas celulares de cancer A549 (linea celular de cancer de pulmon),
MB-231 (linea celular de cancer de mama) y A549/T (linea celular resistente al cancer de
pulmén humano).*®? En las posiciones C-9 y C-10 adicionaron un carbonato y en el C-7 un

grupo acetilo (Figura 18); estas modificaciones exhibieron una citotoxicidad comparable en
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el ensayo de citotoxicidad basado en células A549 con relacion al paclitaxel y mostraron ser

7 veces mas potentes que paclitaxel en el ensayo con células A549.182

0]
I w
o]

©)

A 549 1C50=22 nM
A549/T IC50 = 0,299 uM

Figura 18. Anélogo del paclitaxel con modificaciones en C-7, C-9 y C-10. Adaptado de la literatura'®?
con fines académicos.

De otra parte, Sheng y colaboradores en el 2019 sintetizaron 14 tipos de cadenas laterales
tipo cis-oxazolidina y con estas construyeron 14 andlogos del paclitaxel mediante la
esterificacion de las cadenas laterales. De estos andlogos se destacaron dos (compuestos a 'y
b de la Figura 19) que mostraron una mejor actividad comparados con el paclitaxel y
cabazitaxel en cuatro lineas tumorales: cancer de pulmén (H460 y PC9), células de
osteosarcoma (MG63) y carcinoma epifito oral KB. Con base en estos resultados concluyeron
que esto se debia a la sustitucion por metilacion en paclitaxel en las posiciones C-7, C-10'y

la sustitucion heterociclica de 3’-amidas de cadena lateral.*®
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R?= Ac, R®=H

R%= R3= Me

Figura 19. Analogos del paclitaxel sintetizados por Sheg y colaboradores. Adaptado de la literatura's?
con fines académicos.

6.4 Estudios de relacion estructura actividad de liquidos ionicos de
imidazolio en cancer

Los liquidos i6nicos (LIs) son sales orgénicas cuyos cationes son no metalicos, centrados por
lo general en fosforo y nitrogeno, con puntos de fusion por debajo de los 100 °C. Esta
propiedad fisica resulta de la desestabilizacion de la red cristalina por el empaquetamiento
poco eficaz entre los aniones y los cationes asimétricos y voluminosos (Figura 20).184287
Presentan fuerzas atractivas culombicas débiles entre el anion y el cation, pero a su vez,
presentan interacciones de corto alcance, como las de tipo ion-dipolo, enlaces de hidrégeno

o de van der Waals.'®®

(\N/CH?’
—/

HsC N

189

Figura 20. Representacion estructural del [Cis-mim][PF¢]. Adaptado de la literatura'®® con fines

académicos.

Las combinaciones entre los cationes y aniones en los ultimos afos de los LIs que se

presentan en la Figura 21 y las propiedades fisicoquimicas que estos presentan, han
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despertado el interés de la industria farmacéutica, por el potencial para crear nuevas
generaciones de farmacos que sirvan como terapias innovadoras para diferentes
enfermedades y ademas que permitan resolver dilemas como el uso de drogas en forma sélida
y el aumento de la biodisponibilidad de los farmacos relacionado con la solubilidad que

presentan en soluciones acuosas.'#901%

R 1
N

1_N Ne 2

N
+ -
R ~ v N"'/ 3w \ 2
H;C R R R
Imidazolio Piridinio Piperidinio Amonio cuaternario
(1,3-dialquilimidazolio) (N-alquilpiridinio) (1-alquil-1-metil-piperidinio) (tetraalquilamonio)
( Cationes )
( Aniones )
F
F F F
//’/,,' ‘ .‘\\\\\F F F ﬁ ﬁ
P - —N—
i / \ F—’—N F F | ﬁ N ﬁ F
F F F 0 O F
F
Hexafluorfosfato Bis(trifluormetil)amida Bis(trifluormetilsulfonil)amida
[PFeI INTE,I [(CF,SO,),NI

Figura 21. Algunas estructuras representativas de cationes y aniones presentes en los Lls.

6.4.1 Algunas generalidades sobre liquidos ionicos de imidazolio

La familia de liquidos i6nicos mas investigada en areas como la quimica, la biotecnologia y
la industria farmacéutica son los liquidos ionicos de imidazolio.’®'** Son sintetizados
generalmente mediante la alquilacion de un N-alquilimidazol y la incorporacion adicional
del anidon deseado mediante metatesis de aniones. A nivel estructural se caracterizan por ser
cationicos, aromaticos y presentar dos heteroatomos (nitrogeno) en su anillo.*** La estructura

electrénica del cation imidazolio que se ensefia en la Figura 22 presenta seis electrones
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deslocalizados en tres centros a lo largo del grupo N!'-C%-N? y un doble enlace entre los
carbonos 4 y 5, en el lado opuesto del anillo.*?>*%¢

5 4
1/N~ N
1\/ \R

Figura 22. Estructura electronica del cation 1,3-dlalqu11irnidazolio. Tomado de la literatura
fines académicos.

195 con

En el cation 1,3-dialquilimidazolio (el dominio hidrofilico de la molécula) los 4&tomos de
hidrégeno en las posiciones 2, 4 y 5 soportan casi la misma carga, pero el &tomo de carbono
en la posicion 2 esta cargado positivamente debido al déficit electronico en el enlace C=N,
mientras que los carbonos 4 y 5 son practicamente neutros.'*>'* Ese déficit electronico en el
C-2 provoca que el dtomo de hidrogeno en esta posicion, tenga una acidez de Lewis alta
(como resultado de la carga positiva deslocalizada), lo suficiente para ser formador de enlaces
de hidrogeno con el agua y con el anidn, lo que representa una de las claves para entender las
propiedades de este tipo de LIs.®>'* Por su parte, el dominio hidrofoébico (las cadenas
carbonadas) son sectores moleculares donde se originan interacciones de van der Waals con

sectores hidrofobicos de otras moléculas o de moléculas vecinas.*®’

Para nombrar los cationes de imidazolio existen diferentes métodos, uno de los mas usados
es el sistema propuesto por T. Welton y J. P. Hallet,’*® el cual describe de una manera
esquematica las cadenas alquil que se unen a los heteroatomos a través de un sistema
alfanumérico.'®®*%® Se escribe la letra C para referirse a una cadena alquil y un subindice
numérico que indica la cantidad de carbonos que estdn presentes, acompaiiado de la
abreviacion im (imidazolio). Todo esto se encuentra escrito dentro de un corchete y en el
exterior del corchete se encuentra un superindice indicando la carga del ion, tal como se

indica en la Figura 23.191%
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H3C H3C
1-etil-3-metilimidazolio 1-n-butil-3-metilimidazolio
[CZC1im]+ [C401im]+

Figura 23. Ejemplos de la nomenclatura propuesta por T.Welton y J.P.Hallet. Tomado de la
literatrua®® con fines académicos.

Este sistema también permite abreviar no solo cadenas alquil lineales sino aquellas que no
son lineales como el 1-tert-butil-3-metilimidazolio el cual se abrevia [‘C4Ciim]*.1961%
Ademas, permite escribir grupos funcionales presentes en las cadenas, por ejemplo, el
[(HO)*C4C1im]" que denota la presencia de un grupo hidroxilo en el butil. La posicion del
grupo funcional dentro de la cadena alquil se abrevia con un super indice numérico, en este
caso vemos que el OH estd acompafiado de un 4 lo que significa que en el butil el OH esta

en el carbono 4.8

Otro método para nombrar es a través de la abreviacion [xyim]*, encontrado en la pagina de
Sigma-Aldrich donde x e y son las primeras letras de los nombres de las cadenas de alquilo
unidas a los heteroatomos del catiéon imidazolio como 1-etil-3-metilimidazolio que se abrevia
[emim]".** Este tipo de abreviaciones puede presentar ambigiiedades como el [pmim]* donde
la p puede significar propil o pentil.**® Es por eso que la mayoria de los autores consultados

en este review prefieren utilizar el primer método.

Con respecto a la clasificacion de LIs de imidazolio se puede dar en cuatro categorias,
dependiendo de la cantidad de sustituyentes que presenten: monosustituido, disustituido
trisustituido y benzimidazolio (Figura 24). Se puede resaltar que la mas estudiada es la de los
LIs de imidazolio disustituidos, es decir aquellos en los cuales cada nitrégeno

heteroaromatico esta enlazado a una cadena alquilo.?®
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Figura 24. Clasificacion de los LIs de imidazolio de acuerdo con la cantidad de sustituyentes
presentes. Adaptado de la literatura?® con fines académicos.

De otra parte, los LIs de imidazolio presentan propiedades como:

e (abeza altamente polar gracias a su naturaleza anfifilica.’

e Variacion en la miscibilidad en el agua y en disolventes organicos de acuerdo con la
longitud de cadena lateral en el cation y la eleccion del anion. 2%

e Mejor estabilidad térmica en comparacion con los LIs derivados de piridinio, amonio
tetraalquilado y piperidinio.

¢ Sus constantes dieléctricas fluctian en un rango de 8,8 — 15,2. Entre mayor sea la longitud
de los grupos N-alquilo del cation imidazolio, menor es su constante dieléctrica.’” Los
LIs de imidazolio presentan una gran cantidad de interacciones supramoleculares lo cual
hace complejo su abordaje, de tal manera que se necesitan varios pardmetros
fisicoquimicos para estudiarlas. En el afio 2010, Oliver-Bourbigou y colaboradores
presentaron un resumen de las posibles interacciones como se ilustra en la Figura 25,
resaltando entre ellas enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interacciones n-m e

interacciones coulombicas (ion/ion).*’
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Interacciones electrostiticas
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Figura 25. Representacion esquemadtica de los diferentes tipos de interacciones presentes en los LIs
basados en imidazolio. Tomado de la literatrura!®’ con fines académicos.

Adicionalmente, Hardacre y colaboradores estudiaron las posibles ubicaciones del anion
alrededor del cation imidazolio como se representa en la Figura 26, a través de las
correlaciones entre los datos computacionales con los datos experimentales de las estructuras
en estado cristalinas de LIs de imidazolio.?**? Encontraron que, dependiendo del tipo de anion,
este ocupara un espacio especial alrededor del cation de imidazolio, la posicion de los aniones
cerca al C-2 es la que presenta mayor probabilidad. Por ejemplo, aniones como el CI” que es
un buen aceptor de enlace de hidrogeno se encuentra cerca a C-2, mientras aniones mas
grandes como [PF¢] o [NTfz]" se localizan preferiblemente sobre el centro del anillo de

imidazolio.%7202
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Figura 26. Posible ubicacion de los aniones (representados como circulos punteados) con respecto al
cation imidazolio. Tomado de la literatura'®’ con fines académicos.

Es asi como el entendimiento de las interacciones moleculares, el efecto del anion y los
sustituyentes alquilo en los LIs de imidazolio, permiten el ajuste de sus propiedades para
cumplir con los diferentes requisitos y funciones en cada una de sus aplicaciones.’® Una de

estas aplicaciones se encuentra en la biofarmacia, donde cumple diferentes roles de
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estabilizantes de proteinas,’®® sistema de suministro de medicamentos®®* o potenciadores de

la permeabilidad.20520¢

6.4.2 Liquido ionico de imidazolio y su actividad anticancerigena

Los LI de imidazolio presentan una actividad anticancerigena mas relevante en comparacion
con los demas LlIs. Los efectos antiproliferativos que causan se han estudiado en diferentes
lineas celulares de cancer humano, como se ilustra en la Tabla 15.174180,196-19819,187,207-205 {Jpq
de las razones planteadas frente a esta relevancia, es que el anillo de imidazolio N-sustituido
esta presente predominantemente en muchos productos naturales y también en moléculas

bioactivas en el metabolismo humano.?>1621°

Tabla 15. Diferentes tipos de lineas celulares de cancer donde se han realizado estudios con LIs de

imidazolio.
Tipo de cancer Linea celular Referencia
T47D 19
Cancer de mama MCF-7 17.19.187.207
MDA-MB-231
HCT-116 170,176,192
Cancer de colon CaCo-2
HT-29 17,19,187,207
Cancer Hepatocelular humano HepG2 170,192,18
Cancer cerebral T98G 170,192
Cancer de prostata PC-3 197
Cancer de cérvix Hela 197
Cancer de pulmén A549 197

Los mecanismos de accion de los LIs aun no estan muy bien especificados, pero algunos
estudios revelan que inducen citotoxicidad mediante el aumento del estrés oxidativo en la
célula, donde el tratamiento con LIs aumenta la generacion de especies reactivas de oxigeno
intracelular (ROS) y disminuye las actividades de las enzimas antioxidantes.'®'® Ademas, la
citotoxicidad inducida por LIs podria promoverse mediante vias apoptdticas mediadas.*

Otros estudios han demostrado que la formacion de complejos entre una proteina terapéutica
como la hemocianina [RtH] con LIs a base de imidazolio, pueden inducir cambios

significativos en la estructura secundaria de la proteina [RtH] y estos a su vez generan
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interacciones mas fuertes con la membrana celular de la célula tumoral, activando la

inmunogenicidad, lo cual desencadena una mayor citotoxicidad en la célula tumoral.?**

De una manera general, uno de los mecanismos toxicologico de los LlIs es la insercion de
estos en la bicapa lipidica ilustrada en la Figura 27, ocasionando la pérdida de la parte
hidrofébica, causando hinchazén y finalmente la desintegracion de la bicapa lipidica o lisis

celular.?””
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Figura 27. Efecto del LI de imidazolio en la membrana celular de una célula de higado humano.
Tomado de la literatura! con fines académicos.

En conclusion, se podria indicar que algunos de los mecanismos que utilizan los LIs de
imidazolio para realizar su actividad antitumoral pueden ser: inducir el estrés oxidativo, la

apoptosis celular o dafios en la membrana celular de las células cancerosa.*?

6.4.3 Liquidos ionicos de imidazolio y algunos estudios de relacion
estructura actividad (SAR) en cancer

Los estudios SAR que se aplican a los LIs en general buscan evaluar el nivel de toxicidad a
partir de tres subestructuras principales: las cadenas laterales, el tipo de grupo principal o
cabeza y el anion que forma la sal.?”?** En esta revision como grupo principal o cabeza se

toma el imidazolio, un catién aromatico que le confiere una mayor toxicidad en comparacion
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con los LIs que no tiene aromaticidad como las sales de amonio cuaternario.”****> Ademas,

presenta una alta polaridad lo cual es beneficioso para muchas interacciones bioldgicas.*

6.4.3.1 Efecto de la variacion en la cadena lateral del imidazolio en la
actividad anticancerigena

Se reporta con frecuencia que los efectos nocivos de los LIs de imidazolio estan relacionados
con la longitud de la cadena lateral alquilo, donde las cadenas con mayor cantidad de
carbonos demuestran un resultado mas toxico.' Es asi como cadenas alquilo laterales de C-
1 a C-18 combinadas con diferentes aniones de haluros muestran una tendencia creciente en
los efectos toxicos; a medida que la longitud de la cadena alquilo crece existe una
disminucién de la viabilidad celular.?** Uno de los ejemplos mas citados es el de Kumar y
colabores en el 2010, quienes evaluaron el efecto del aumento de la cadena alquilo de tres
clases de liquidos i6nicos donde se incluyen los de imidazolio en 60 lineas celulares
tumorales. El pardmetro que utilizaron para determinar si un compuesto tenia actividad fue
que inhibieran el 60% del crecimiento en al menos 8 lineas celulares, como se muestra en la
Tabla 16. Los compuestos 1-7 presentaron inactividad independientemente del anion,
mientras que los compuestos 8 y 9 mostraron una actividad notable contra las 60 lineas

celulares.?®

Tabla 16. Catorce compuestos de LIs de imidazolio evaluados en 60 lineas celulares para determinar
su actividad antitumoral.

HSC\N/\N"'J}EI'.]\CH3 X

Compuesto n X Actividad
1 3 (CF3S02)N- No presenta actividad
2 5  (CF3SO)N- No presenta actividad
3 5 (CyFs)sFsP- No presenta actividad
4 7 BF4 No presenta actividad
5 7 CsH17SO4 No presenta actividad
6 7 Cl- No presenta actividad
7 7 PF¢ No presenta actividad
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8 11 Cl Presenta actividad

9 11 BF4 Presenta actividad
10 15 Cl- Presenta actividad
11 17 CI Presenta actividad
12 17 PF¢ Presenta actividad
13 17 (CF3S0,):N- Presenta actividad
14 17 (CyFs)3FsP- Presenta actividad

216

Adaptado de la literatura®'® con fines académicos.

De otra parte, el uso de grupos polares o no-polares en las cadenas laterales puede determinar
el incremento o la disminucion de la citotoxicidad del compuesto.'”?*’?1? Jovanovic y
colaboradores en 2019 emplearon cuatro compuestos de LIs a base de imidazolio con anién
de salicilato sobre seis lineas celulares de cancer (MCF-7, MDA-MB-231, PC-3, Hela, HT-
29, A549) para evaluar el efecto de la polaridad de la cadena lateral en la posicion N-1 (Tabla
17). Estos trabajos sugieren que la presencia de grupos polares (éter e hidroxilo) expresaron
un mejor potencial anticancerigeno contra las lineas celulares de colon en comparacion con
los no polares.!” Otros autores reportan que al introducir grupos hidrofilos en las cadenas

laterales disminuye la toxicidad del cation debido a una caida de la hidrofobicidad.*22"

Se requieren mas estudios para aclarar los efectos asociados a la citotoxicidad de acuerdo
con la polaridad de la cadena. Una aproximacion para entender la importancia de la polaridad
es su estado de hidrofilia e hidratacion/nimero de hidratacion que presentan los Lls, se ha
demostrado que la actividad bioldgica de los LIs puede depender de las interacciones que
presentan con la molécula del agua,'’2**?%° de tal manera que a partir de la suposicion de “mas

polar- menos toxico”, se presumid una menor citotoxicidad de los LIs."’

Tabla 17. Efecto antiproliferativo, estimado por la prueba MTT y presentado como valores ICso (WM)
de LIs a base de imidazolio con anidn de salicilato contra la linea celular HT-29, tomando
como referencia los datos del salicilato de sodio (>100 uM), doxorrubicina (0,10 uM) y
cisplatino (4,10 pM).

Rien "Rz o
Efecto antiproliferativo
Estructura del catién HT-29
Compuesto Ri Ry ICso
1 CH3;CH,CH,CH;- CHs- 14.89
2 HOCH,CH,OCH,CH- CHs- 9.26
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3 CH3CH,OCH,CH,- CH;3- >100
3 HOCH,CH,CH,- CHz- >100
5 H- H- 39,94
Adaptado de la referencia '7 con fines académicos.

En conclusion, con los estudios mencionados anteriormente se puede determinar que la
longitud de la cadena de alquilo, sobre todo en la posicion N-3 en el anillo de imidazol,
desempend un papel crucial hacia su actividad contra el cancer.'’??*?2 Sin embargo, por el
momento, no hay posibilidad de distinguir la citotoxicidad de los LIs solo por su estructura,

porque también dependen en gran medida de los actores externos como el tipo de célula.*®’

6.4.3.2 Efecto de la variacion del anion del imidazolio en la actividad
anticancerigena

Las opiniones de los efectos del anion sobre la toxicidad contra las lineas celulares de cancer
humano son muy diversas, lo cual es un tema que se debe abordar a través de diferentes
puntos de vista e investigaciones.?** Por ejemplo, Kumar y colaboradores en el 2010 hicieron
una aproximacion a la idea de que los aniones en los LIs de imidazolio no tiene un efecto
significativo (Tabla 16 compuestos 11-14), utilizaron el cation 1-metil-3-
heptadecilimidazolio con cuatro aniones diferentes: Cl°, PFs, (CF3S02)2N"y (C2Fs)3F3P,
demostrando que la modificacion del anidn sobre el cation no tiene una gran influencia sobre
la actividad de los LIs.?** Lo anterior concuerda con lo postulado en el review de Dias y
colaboradores en el afio 2017, donde manifestaron que alterar el anion tiene efectos minimos

sobre la toxicidad de los LIs de imidazolio.?**

Desde otro punto de vista, en el 2016 Guncheva y colaboradores realizaron un experimento
donde evaluaron los efectos antiproliferativos de los complejos entre la proteina terapéutica
Hemocianina (RtH) y [emim][AA] (Figura 28) utilizando diferentes aminodcidos como
aniones (Met, Gly, Val, Leu, Thr, Ile,Trp y His) en células de cancer de mama (MCF-7),
demostraron que los mejores efectos sobre la velocidad del crecimiento celular se daban
cuando en el complejo se utilizaban los aminoacidos Val, Trp y Ile. Esta tltima exhibid una
especificidad celular sobre la linea MCF-7.2* Este experimento puede acercar a la idea de la

influencia del anion sobre la actividad anticancerigena.
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Figura 28. Estructura del liquido idnico 1-etil-3-metilimidazolio con anién de aminoacidos.
Adaptado de la literatura®!'! con fines académicos.

6.4.3.3 Técnicas para los estudios SAR en LIs de imidazolio

Para evaluar la relacion estructura actividad de los liquidos i6nicos en células cancerosas, se

utilizan varios métodos que permiten evaluar la citotoxicidad de estos. El mas utilizado es el

MTT que se basa en la deteccion de la actividad de las enzimas mitocondriales, explicado

ampliamente en el apartado sobre ensayos con MTT. Otros métodos son:

e La microscopia de fluorescencia y ensayo de apoptosis, los cuales tratan de predecir el
mecanismo de citotoxicidad de los LIs.*87%2

¢ Ensayos de inhibicion enzimatica.?®’

Los indices que se aplican con frecuencia para la estimacion de la toxicidad de los LIs son la
LCso-concentracion/dosis letal que mata a la mitad de los miembros de una poblacion en un
tiempo; ICso-concentracion inhibitoria que resulta en la inhibicion del 50% de la actividad de
los sistemas bioldgicos o bioquimicos; LDso-dosis letal media y MIC-concentracion

inhibitoria minima.?"’
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6.5 Estudios de relacion estructura actividad SAR de sales de amonio
cuaternario en cancer

6.5.1 Generalidades

Los compuestos de amonio cuaternario (conocidas por las siglas en inglés QAC), son
compuestos 16nicos cargados positivamente y equilibrados con un contraion negativo. Tiene
como féormula general RuN"X" y como estructura general la que se presenta en la Figura
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Figura 29. Estructura general de las sales de amonio cuaternario y algunos ejemplos. Tomados de la
literatura®®2*>%2® con fines académicos.

Las sales de amonio cuaternario son un tipo de compuestos de nitrégeno orgéanico cationico,
donde el 4&tomo de nitrogeno puede estar unido covalentemente a cuatro grupos organicos o
ser parte de un heterociclo. En algunas ocasiones esta unido a dos carbonos por enlaces
simples y a un carbono por un enlace doble.??* En R!, R?, R3, R* (Figura 29¢) de puede tener
cualquier grupo de hidrocarburos, grupos alquilo, grupos arilo o cualquier combinacion de

los mismos. El contraion (A-) podria ser cualquier anion presente en una sal.??3224227
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Las sales de amonio cuaternario se nombran usualmente como se hace en la sal inorganica,
primero se inicia con el nombre del anioén (recordando la terminacion uro por su estado de
oxidacion), luego se escriben los sustituyentes que estan unidos al nitrégeno (similar a la
nomenclatura de aminas sustituidas) y se finaliza con la palabra amonio. (Figura 29d). Los
nombres de los sustituyentes pueden ser comunes (estearilo) o [UPAC (octadecilo), ademas
pueden estar acompafiados por prefijos como di- y tri- cuando un grupo alquilo se repite

(Figura 29b, 29c¢). Los sustituyentes complejos se enumeran en orden alfabético.??42?#

Los compuestos de amonio cuaternario poseen una distribucion de electrones completamente
diferente comparado con las aminas primarias, secundarias y terciarias, lo que hace que no
se puedan considerar como base/nucleofilo o electrofilo. (Figura 30).%?” Esto a su vez define

el comportamiento de sus propiedades fisicas.

(a) (b)

Figura 30. Distribucion de carga (potencial electrostatico) representado con color azul la parte

positiva del tetraetilamonio (d) y comparado con aminas primarias (a), secundarias (b)
y terciarias (c). Tomado de la literatura®®’ con fines académicos.

La solubilidad es la propiedad fisica de mayor relevancia en las sales de amonio cuaternario.
Esta propiedad en parte esta relacionada con el peso de la sal, asi que una sal cuaternaria de
amonio con bajo peso molecular se vuelve mas soluble en compuestos polares, pero a medida
que aumenta su peso, disminuye su solubilidad en disolventes polares y aumenta en

disolventes no polares.?**

Por otra parte, por ser sustancias ionicas, son generalmente muy solubles en disolventes

polares y proticos como agua o alcohol. Sin embargo, su solubilidad disminuye drasticamente
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al aumentar la longitud de la cadena (aumento de peso molecular), con R superiores a C-14
tiene baja solubilidad, por el contrario, cuando las sales de amonio cuaternario llevan cadenas
largas se mejora su solubilidad en compuestos no polares.??” Esta propiedad de solubilidad se
vuelve de gran importancia para el campo de la farmacologia, ya que agregar un cation de
amonio cuaternario a la estructura de un farmaco, puede permitir una mayor solubilidad y
biodisponibilidad de éste. Esta capacidad de solubilidad y biodisponibilidad mejoradas en
farmacos, por ejemplo, puede dar como resultado una mayor eficacia de encapsulacion del
sistema de administracion de farmacos. Ademas, generar un impacto en la liberacion de
farmacos debido a la inclusion de anfifilos catidnicos (moléculas con extremos hidrofilicos

e hidréfobos) (Figura 29a, 29¢).20%

También es importante resaltar que:

e Cuando las sales de amonio cuaternario son alifaticas, donde uno de los grupos alquilo
contienen 10 d&tomos de carbono o mas, exhiben propiedades tensoactivas.

e Forman dispersiones acuosas, lo cual puede ser utilizado para diversas aplicaciones.

e Son electrolitos muy buenos, por su estructura que comprende tanto la cabeza cationica

nitrogenada y terminales no polares R.??’

Gracias a estas propiedades las sales de amonio cuaternario exhiben una gama muy amplia
de actividad bioldgica y antimicrobiana, lo que determina su aplicacion actual como agentes
bioactivos.?”” Ademas, son reconocidas como biocidas con actividad contra amplia gama de

bacterias, virus, levaduras y hongos.??"229-23

6.5.2 Sales de amonio cuaternario y su actividad anticancerigena

Las sales de amonio cuaternario se utilizan a menudo para mejorar la capacidad de
solubilizacion de los farmacos, lo cual permite una mayor eficacia de encapsulacion de su
sistema de administracion, una mejor liberacion y la proteccion de algunos que son sensibles
al pH, uniéndolos a un ntcleo no polar o vinculdndolos a la forma catidnica o anionica de

acuerdo con el pH de la solucion.?0?
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Teniendo en cuenta lo anterior, el estudio de la actividad anticancerigena de las sales de
amonio cuaternario esta mas enfocada en como las sales mejoran la solubilidad, la liberacion
y la proteccion de farmacos candidatos o con potencial anticancerigeno. Por tanto, encontrar
una interaccion entre una sal cuaternaria de amonio y una diana o un receptor especifico va
a estar influenciado por el farmaco del cual el amonio cuaternario hace parte.
Bioquimicamente, gracias a su naturaleza hidrofilica, algunos compuestos de amonio
cuaternario atraviesan la membrana celular, activan receptores especificos ubicados en la
superficie celular o utilizan un transporte activo para ingresar al interior de la célula.?** Una
vez llegan al interior de la célula, de acuerdo con la estructura del farmaco, interactian con

su diana y generan su respectiva accion.

Asi, para ejemplificar la actividad anticancerigena que pueden presentar las sales de amonio
cuaternario, se seleccionaron tres diferentes derivados de amonio cuaternario: derivados de
amonio cuaternario fendlico-quitosano (Figura 31a), derivados de diosgenil amonio
cuaternario (Figura 31b) y derivados de sales cuaternarias de N-alquilamonio de la

quinuclidina de Geldanamicina (Figura 31c).

WCHs

R R4

Hie™

OH

HyC

Figura 31. Estructuras de las tres sales de amonio cuaternario seleccionados para el review de
estudios SAR a) amonio cuaternario fenolico-quitosano, b) diosgenil amonio cuaternario

y c¢) sales cuaternarias de N-alquilamonio de la quinuclidina de Geldanamicina. a)
Adaptado de la literatura?*22**234 con fines académicos.
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Los derivados de amonio cuaternario fenolico-quitosano utilizan la estrategia del estrés
oxidativo, eliminando especies reactivas de oxigeno (conocidos por su sigla en inglés como
ROS) o especies reactivas de nitrogeno (conocidos por su sigla en inglés como RNS) en linea
celular de cancer de pulmon A594 como posible terapia contra el cancer. Se reportan valores

ICso de 0,046 y 0,052 mg/mL.%?

Entre las ROS mas importantes se encuentran las radicales: superéxido (Oz ), hidroxilo
('OH), alcoxilo (RO"), peroxilo (ROO"); las no radicales: peréxido de hidrogeno (H20.),
oxigeno singulete ('02), acido hipocloroso (HCIO), ozono (O3), peroxido organico (ROOH),
acido hipobromoso (HBrO).%> Entre las RNS mas importantes se encuentran las radicales:
oxido nitrico (NO"), diéxido de nitrogeno (NO;"); las no radicales: peroxinitrito (ONOO"),
cation nitrosilo (NO™), trioxido de dinitrégeno (N203), anion nitroxilo (NO"), tetradxido de
dinitrégeno (N204), acido peroxinitroso (ONOOH), acido nitroso (HNOy), Peroxinitritos
alquilicos (ROONO).%>

Las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno son moléculas mensajeras que regulan una
amplia variedad de procesos fisioldgicos celulares incluyendo la proliferacion, la
diferenciacion y la apoptosis.”*>?*” Cuando se genera un desbalance de estas especies (se
afecta la homeostasis de la célula) se empiezan procesos de estrés oxidativo que puede
generar dafios irreversibles e irreparables a nivel de ADN, proteinas y lipidos de

membrana.?3>-23?

Es importante resaltar que las células tumorales presentan una demanda diferente de ROS
que una célula normal, esto se debe a respuestas a diversos estimulos como el aumento en las
demandas metabdlicas, alteracion en la dindmica mitocondrial, reproduccion celular entre
otros. Es por esto que las células tumorales presentan una adaptacion deficiente al estrés
oxidativo, y eliminar estos radicales podria generar la apoptosis celular de las células

cancerigenas.?®> %
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De otra parte, derivados de amonio cuaternario fendlico-quitosano demostraron tener un
poder de capturar radicales ‘OH y O™ lo cual explica el posible papel adyuvante de ellos en

la terapia del cancer.?*

Adicionalmente, derivados de diosgenil amonio cuaternario mostraron actividad antitumoral
en células de cancer del pulmon humano (A549), carcinoma de células escamosas de la piel
humana (A431), células de adenocarcinoma de pulmén humano (H1975) y células de cancer
de pancreas metastasico humano (Aspc-1).2*° En la literatura revisada no se describe cual es
el mecanismo de accidén de estos compuestos de amonio cuaternario frente a su actividad
anticancerigena, pero a nivel general, diferentes estudios preclinicos tanto in vitro como in
vivo han demostrado que la diosgenina presenta propiedades pro-apoptoticas y

anticancerigenas contra una variedad de cancer.?*

Se ha reportado que la diosgenina aplicada a las lineas celulares A549 y A431 induce la
apoptosis a través de la via dependiente de las mitocondrias.***?** Esta via, también conocida
como via intrinseca y que se muestra en la Figura 32, se caracteriza por la activacion de las
proteinas pro-apoptéticas de la familia Bel-2 que produce un poro en la membrana externa
de la mitocondria y permite la liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembranal,
entre ellas el citocromo ¢,7% ¢l cual activa un complejo proteico llamado “apoptosoma”

que activa directamente a la caspasa-9. Estas caspasas a su vez accionan las caspasa-3 lo que

ia il e
exttinseca 5;
: A\ I
Vi A/L“;: ﬂ‘q‘ \  iia
S
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Figura 32. Representacion general de la via intrinseca que induce a la apoptosis. Tomada de la

literatura?*® con fines académicos.
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Adicionalmente, en el 2020 Yin Hong y colaboradores, resumieron y describieron otro
mecanismo de accion de los derivados de diosgenina, es asi como sintetizaron 32 derivados
de diosgenina e indicaron que estos posiblemente inducen la detencion y apoptosis del ciclo
celular en GO/G1 en lineas celulares A549, MCF-7 y HepG2. Ademas, sus estudios también
dieron una prediccion segliin el modelado molecular 3D, de la diana de uno de estos derivados
de diosgenina, el cual actia sobre las proteinas quinasa activadas por mitogenos p38a

(MAPK).2%

Estas proteinas quinasas activadas (MPAK) se utilizan como dianas para la terapia contra el
cancer, porque conducen a diversas actividades bioldgicas como crecimiento celular,
diferenciacion celular, apoptosis e inflamacion. Si son alteradas estas proteinas sus
actividades se veran afectadas.?®®?** La funcion principal de la p38 (MAPK) es la
transduccion de sefiales extracelulares, una vez activadas, las proteinas p38 se trasladan del
citosol al nucleo donde fosforilan los residuos de serina/treonina de sus muchos
sustratos.?>***2*¢ Se ha observado que la baja regulacion a p38 MARK en tumores malignos,
provoca efectos antitumorales,***7"%° como la inhibicion de especies reactivas de oxigeno

(ROS).ZSLZGO

Un ejemplo del mecanismo implicado en la apoptosis mediada por p38a se expone en la
Figura 33, donde esta proteina induce la expresion de proteinas pro-apoptoéticas como el
receptor de muerte, Fas y su ligando, FasL, asi como Bax, Bim o Noxa de la familia Bcl-2,
esta expresion es inducida por la fosforilacién de factores de transcripcion, como p53 y/o
coactivadores como pl8Hamlet lo cual conduce a la activacion de la via del receptor de

muerte Fas y la via mitocondrial.
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Figura 33. Mecanismo implicado en la apoptosis mediado por p38a. Tomada de la literatura
fines académicos.
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Derivados de sales cuaternarias de N-alquilamonio de la quinuclidina de geldanamicina,
fueron aplicadas a diferentes lineas celulares de céncer: linea celular de cancer de mama
(SKBR-3), linea celular de cancer de ovario (SKOV-3), linea celular de cancer de prostata
(PC-3), linea celular de glioblastoma, cancer de cerebro) (U-87), linea celular de cancer de
pulmoén (A549) , linea celular de cancer de mama (MDA-MD-231), linea celular de cancer
de mama (MCF-7), Linea celular de cancer de cervix (HeLa) y linea celular de cancer de
higado (HepG2) con el fin de comparar el efecto anticancerigeno y la disminuciéon de su

toxicidad.?*

A nivel general, la geldanamicina es demasiado toxica para su uso como farmaco, presenta
mayor afinidad comparada en el ATP por el dominio N-terminal de la Hsp90 (Figura 33),
exactamente en el sitio de union de ATP, inhibiendo la actividad ATPasica de la chaperona,
lo cual impide los cambios conformacionales que generan un mal funcionamiento, provoca
la agregacion de complejos de Hsp90 y proteinas sin plegar. Esto estimula al sistema

ubiquitina proteosoma, que finalmente degrada las proteinas, y la ausencia de estas interfiere
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con la correcta sefalizacion intracelular, lo que termina con la muerte celular.?6>2%* Hsp90
consiste de tres dominios: un dominio N-terminal (N) donde el ATP es reclutado; el domino
mediano (M) o sitio de reclutamiento de los substratos; y el dominio de dimerizacion (C) con

la secuencia de un pentapéptido MEEVD (Figura 34a).2®

La Hsp90 libre de nucledtidos se encuentra en un estado abierto con sus dominios C-
terminales constitutivamente dimerizados (Figura 34b izquierda). La unién de ATP en el
dominio N-terminal induce cambios conformacionales, que resultan en un estado cerrado de
la HSP90 (Figura 34b derecha). Durante su funcién como chaperona de proteinas cliente, el
ATP es hidrolizado, lo que provoca que la Hsp90 regrese a su estado inactivad.?*® Si se logra
disminuir la toxicidad la geldamicina y sus derivados pueden ser excelentes candidatos a

farmacos contra el cancer.
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Figura 34. Dominios estructurales de la Hsp90 citoplasmica y su cambio estructural mediado por
ATP. A) Hsp90, B) Ciclo de ATP de la Hsp90. Tomada de la literatura®®® con fines
académicos.
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6.5.3 Sales de amonio cuaternario y algunos estudios de relacion
estructura actividad (SAR)

6.5.3.1 Derivados de quitosano de amonio cuaternario

Los derivados de quitosano de amonio cuaternario son utilizados de manera general para
mejorar la liberacion y la penetracion de los fArmacos a través de las barreras biologicas en
ambientes neutros y alcalinos. Estos derivados presentan una carga positiva permanente que
mejora la solubilidad en agua, la mucoadhesividad y la biocompatibilidad de los farmacos.
Ademads, genera una baja toxicidad y biodegradabilidad comparado con el quitosano
s0lo.?%42¢> Es por estas razones que son candidatos optimos para el desarrollo de métodos
convencionales e innovadores de sistemas de suministro de medicamentos como

nanoparticulas, hidrogeles y liposomas entre otros.242>

Un ejemplo de esto son los derivados de amonio cuaternario fendlico-quitosano, en los cuales
se realizo la cuaternizacion del C-2-NHa del quitosano (Figura 35) para mejorar la solubilidad
del compuesto, proteger el grupo amino y evitar una sustitucion regioselectiva en 2-N. los
estudios SAR realizados a este compuesto, no demostraron una participacion del amonio
cuaternario en la eliminacion de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi que esta
parte de la molécula no esta relacionada con la actividad anticancerigena,**%%® sino, con su

solubilidad y biodisponibilidad.

OH OH Br
M 0 W o Lo o)
e Oy — o Hgﬁy% — .8 o
NH, N N}
Quitosano 1 2 s
R
NH——NH, NH_ -~ !
o 0 S, o)
o 0]
—_— _—
H8 N+ |- % Aldehido aromatico H + I- % OH
S AN Ry
3 4 ’
a: R1, R2= H
b: R,= H, R,=OCH,
c:R;, R;= OCH;,

Figura 35. Via sintética para la preparacion de derivados de quitosano utilizado por Q. Li y
colaboradores. Adaptado de la literatura?3? con fines académicos.
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6.5.3.2 Derivados de diosgenina amonio cuaternario

La diosgenina, cuya estructura se encuentra en la Figura 36, es un compuesto de gran
importancia farmacoldgica ya que muchos medicamentos esteroideos, como hormonas
sexuales y corticosteroides, se obtienen de forma semisintética a partir de este precursor
natural.?”2%® Presenta en su estructura una parte hidrofobica y otra hidrofilica, lo cual es de

interés para diferentes aplicaciones médicas como farmacos esteroideos, farmacos de cancer,

farmacos de Alzheimer y construccion biomateriales entre oxiatros.?®®

HaC

HO

Figura 36. Estructura de la diosgenina. Adaptado de la literatura®*® con fines académicos.

La diosgenina tiene propiedades anticancerigenas asociadas a la regulacion de multiples vias
de crecimiento, diferenciacion y muerte celular, arresto del ciclo celular y modulacién de la
actividad de caspasas, entre otras, que dependen del tipo de célula en la cual van a actuar.?¢82%°
Xia X y colaboradores en el 2021 incluyeron en la posicion C-3 de la estructura de la
diosgenina sales de amonio cuaternario para generar dos series de derivados de diosgenil
amonio cuaternario que se presentan en la Figura 37, con el fin de mejorar su solubilidad en

agua y aumentar su actividad antitumoral, los resultados se exponen en las Tabla 21 y 22.%4°

I Diosgenin 11

Figura 37. Estructura general de las dos series de derivados de diosgenil amonio cuaternario. Tomado
de la literatrura?*® con fines académicos.
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Tabla 21. Algunos derivados de la serie I de diosgenil amonio cuaternario.

CH3

N
d R = MN R2 = M CH4

Solubilidad Actividad Actividad
Compuesto en agua antiproliferativa = antiproliferativa
(mg/mL) (ICso,nM) A549  (ICso, nM) A431

Diosgenina 0,0001 71,23 4,75
a 0,0115 2,69 4,71
b 0,0351 5,35 3,26
c 0,0019 9,86 <2,5
d 0,0351 27,53 8,25

Algunos compuestos de la serie I de los derivados de Diosgenil amonio cuaternario realizados por
Xia X y colaboradores en el 2021, toman como referencia los valores de actividad antiproliferativa la

adriamicina (0,78 para A594 y <2,5 para A431). Tomado de la referencia*

Xia X y colaboradores determinaron que la serie II presentaba una mejor actividad

antiproliferativa que la serie I en células A549, A431, H1975 y Aspc-1, pero también resultd

ser mas toxica que la serie [.2%°

con fines académicos.
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Tabla 22. Algunos derivados de la serie II de diosgenil amonio cuaternario.

“XcH,

a = wwN© gt
g A\ZCHZ b y= H3C/N\ /

CHj

g ¥= H3C—S§N+ )

Compuesto Soluble en agua an tgi:)ll‘;lf(eifftiva Actividad antiproliferativa
(mg/mL) (IC50, M) A549 (IC50, nM) A431
a 0,0782 1,84 2,55
b 0,2930 4,47 4,05
G 0,1004 6,63 3,52
d 0,0269 5,30 1,85
e 0,1992 2,52 3,46
f 0,0399 4,68 4,14
g 0,1276 5,83 5,88

Algunos compuestos de la serie Il de los derivados de Diosgenil amonio cuaternario realizados por
Xia X y colaboradores en el 2021, toman como referencia los valores de actividad antiproliferativa la
adriamicina (0,78 para A594 y <2,5 para A431) y Diosgenina (Tabla 21). Adaptado de la literatura?*
con fines académicos.

Ademas, los compuestos b y ¢ que se exponen en la Tabla 22 presentan una buena solubilidad
y mostraron una excelente actividad antiproliferativa contra células A549, A431, H1975 y
Aspc-1. Los compuestos b y d que se encuentran en la Tabla 21, e y g que se encuentran en
la Tabla 22 presentan mas solubilidad en agua, pero su actividad antiproliferativa disminuy0,
mientras los compuestos a, ¢ que estan en la Tabla 21 y a, d, f que estan en la Tabla 22
mostraron una actividad antiproliferativa més fuerte pero su solubilidad en agua es muy

pequeia.?°
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Por otra parte, Yin Hong y colaboradores en el 2021 estudiaron 32 derivados de la diosgenina
con el fin de evaluar su potencial antitumoral, citotoxicidad y su mecanismo de accion cuando
interactuan con las células. De estos 32 derivados, cinco presentan en su estructura sales de
amonio cuaternario las cuales se evaluaron en lineas celulares de cancer HepG2, MCF-7,
A549 y una linea celular normal LO2 (linea celular de higado), y se observé que presentan

potentes actividades citotoxicas (ICso < 10 uM) como se muestra en la Tabla 23.%°

Tabla 23. Algunos derivados de diosgenil amonio cuaternario.

H5C
_\‘\\\CH3
>
- 0
N+/\ \ B
P
N © a R=H
| 0 b R=4-Cl
7 ¢ R=4CH,
= d R=4-OCH,
e R=4-C(CH,),
Compuesto I1Cso*(nM)
A549 MCF-7 HepG2 L02
a 2,9+0,25 9,4+1,78 6,4+ 1,09 18,7 + 1,40
b 5,4+0,33 >10 >10 ND
c 3,6 £0,20 >10 6,1 £0,85 18,4 £ 0,44
d 5,7+0,41 9,3+0,68 9,9+1,33 23,3+2,02
e 3,0£0,62 6,0 +1,18 6,7 £0,94 21,1 £29,7
Diosgenina > 10 >10 >10 ND
Paclitaxel 5,4+0,25 5,1£0,07 8,4+0,83 > 100

ICso representa la concentracion de un compuesto que se requiere para una inhibicion del 50% usando
el ensayo MTT. Los datos representan valores medios + desviacion estandar para tres experimentos
independientes. Como control positivo se utiliza el paclitaxel y se comparan los valores con el del
compuesto de partida que es la diosgenina. Adaptado de la literatura®*® con fines académicos.

Los resultados expuestos anteriormente se atribuyen a la buena permeabilidad de los
compuestos a través de la membrana por la presencia de cationes lipofilicos, los cuales

interactian preferentemente con los lipidos de la membrana anidnica para penetrar las
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membranas plasmaticas y luego inducir la apoptosis a través de la via mitocondrial.?*
Adicionalmente, los autores realizan una prediccion de los modos de uniéon de uno de los
compuestos con p38a-MAPK demostrando que se genera un puente de sal con la ASP112 de

p38a-MAPK vy el nitrogeno del amonio cuaternario el cual se muestra en la Figura 38.2%°
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Figura 38. Prediccion in-silico de los sitios de unioén de un derivado de la diosgenina con p38a-
MAPK.A) Zona verde bolsillo hidrofébico, Zona roja sitio de fosforilacion, los residuos
claves de la union se representan con palos grises B) Lineas descontinuas verdes: enlace
de hidrégenos, Linea discontinua magenta puente de sal, Linea completa azul, contactos
hidrofobicos. Tomada de la literatura?*® con fines académicos.

6.5.3.3 Derivados de quinuclidina de geldanamicina amonio cuaternario

La geldanamicina, es un miembro de la familia de las benzoquinonas ansamicinas
antibidticos?’*?’* que se une dentro de un bolsillo profundo en el Hsp90, exactamente en el

sitio de union del ATP (Figura 39) e inhibe la funcidn de la chaperona. Cuando se encuentra
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en este bolsillo toma una conformacién que se asemeja a la letra “C”, con el anillo de ansa y
la benzoquinona doblados una encima del otro de forma casi paralela, y el resto de lactama
en forma de conformacién cis.?’*?® Esta conformacion le permite generar una serie de
interacciones con hidrégenos, mediadas por agua, incluida la interaccion del carbonilo del

éster del macrociclo con un residuo de aspartato clave en la base del bolsillo de Hsp90.27272

Aunque la geldanamicina exhibe una actividad antitumoral in vitro e in vivo convincente,
también mostro hepatotoxicidad grave en especies preclinicas, posiblemente debido a la
fraccion benzoquinona, y escasa solubilidad. Sin embargo, analogos semisintéticos donde el
grupo 17-metoxi ha sido reemplazado por grupos que contienen aminas, dan efectos
inhibidores similares pero una toxicidad hepatica reducida y una solubilidad mejorada.?’*2"3
Si bien esta clase de productos pueden no encontrarse aprobados como agentes contra el
cancer, ha proporcionado una prueba de que la inhibicion de Hsp90 puede ser un enfoque

eficaz para la terapia contra el cancer.?’*’#27>

Geldanamicina

Figura 39. Estructura de la geldanamicina. Imagen de la derecha representacion de la estructura de
la geldanamicina, imagen izquierda representacion de la geldanamicina unida al dominio
N-terminal de Hps90 Humano. Tomado de la literatura®’® con fines académicos.

Es importante indicar que Skrzypczak N y colaboradores en el 2021 estudiaron 13 andlogos
de geldanamicina (conocido con sus siglas en inglés GDM),?”” donde seis de estos analogos
tenian la presencia quinuclidina en el carbono 17 (una amina biciclica) y cinco de éstos eran

sales de alquilamonio cuaternario los cuales se presentan en la Figura 40.%4
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HaC

Figura 40. Estructura de la quinuclidina de geldana micina (8) y de los derivados de sales cuaternarias
de N-alquilamonio (9-13). Adaptado de la literatura®** con fines académicos.

En el estudio mencionado anteriormente, los 13 analogos fueron probados en nueve lineas
de cancer: MDA-MB-231, MCF-7, HeLa, HepG2, SKBR-3, SKOV-3, PC-3, U-87 y A-549.
Las mejores actividades encontradas de las sales de N-alquilamonio fueron en la linea MCF-
7 comparada con la actividad de GDM en esta linea celular. Ademas, cuando se probaron las
sales en lineas celulares normales (HDF y CCD39Lu), se not6 una reduccion del efecto toxico
comparado con el GDM.?”® En el mismo trabajo, Skrzypczak N y colaboradores plantearon
que la toxicidad limitada de las sales se puede vincular con la baja su solubilidad en agua,
mejorada en relacion con la GDM, siendo esta ultima casi insoluble en agua. El acoplamiento
molecular de las sales mas potentes 8, 10 y 13 indica la estabilizacion hidrofoba
intermolecular del brazo de quinuclidina cuaternaria con K58 o con Y61 (Figura 41) de
Hsp90. La cuaternizacion dentro del brazo que contiene quinuclidina C-17 puede ser una
estrategia util para disminuir la toxicidad de los andlogos de GDM en células normales, con
una actividad anticancerigena mejorada o conservada simultaneamente en las lineas celulares

de cancer MCF-7 y A-549 respectivamente.?*
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Figura 41. Interaccion de los analogos quinuclidina de geldanamicina con Hsp90. Interaccion de los
analogos 8 (a) 10 (b) y 13 (c y d) con Hsp90. Tomado de la literatura** con fines
académicos.

La union de los analogos de quinuclidina con la Hsp90, muestra una estabilizacion extra
hidrofobica entre la canasta de quinuclidina del compuesto 8 con K58, contribuyendo a un
mejor potencial anticancerigeno con relacion a GDM. Las sales muestran un potencial
disminuido, pero también la posibilidad de estabilizaciones hidrofobicas con K58 de Hsp90.
Los cambios en la lipofilicidad no explican las diferencias en el efecto anticancerigeno de las

sales.?**
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7. Conclusiones

. Un estudio de relacion estructura actividad es un modelo que busca encontrar las
relaciones que pueden existir entre las caracteristicas estructurales de un compuesto quimico
con una propiedad, efecto o actividad bioldgica asociada a dicha sustancia y en interaccion
con su diana. Esto se logra a través de los datos proporcionados de los experimentos in vitro,
los descriptores moleculares y los andlisis quimiométricos que permiten predecir, explicar o
caracterizar procesos de toxicidad, farmacocinéticas, interacciones entre el receptor y
compuestos anticancerigenos, efectos ecologicos entre otros. Se puede utilizar como modelo
de evaluacion para comparar, agrupar y discriminar un conjunto de compuestos relacionados
con un compuesto principal. Ademas, permite determinar si las modificaciones estructurales
realizadas sobre un compuesto afectan o benefician la interaccion con un sistema biologico
y, por ende, su actividad biologica comparada con el compuesto original. Entre mas
informacion se tenga de la estructura quimica y de los puntos finales de las pruebas in vitro
(evidencias de actividad o inactividad), y con una buena seleccion del método quimiométrico,

los estudios de relacion estructura actividad son mas precisos.

J En lo pertinente a la relacion estructura actividad de los taxoides, los estudios
consultados nos permiten concluir que: las posiciones C-4, C-13, las posiciones en el anillo
benzoilo del C-2, el anillo oxetano y la fenilisoserina en el C-13 y todas las modificaciones
que se realizan en estas partes de la estructura quimica del compuesto paclitaxel, presentan

una relacion con la pérdida, reduccion o aumento de la actividad anticancerigena.

. En lo pertinente a los estudios consultados sobre liquidos i6nicos, es importante
resaltar que: (a) en los LIs de imidazolio, la aromaticidad, el aumento de los carbonos en la
cadena lateral y el aumento de la polaridad, conducen a un mayor efecto toxico que puede
ser aprovechado para generar una capacidad anticancerigena en estos compuestos. (b) En las
sales de amonio cuaternario se muestra que estas son utilizadas para generar mayor
solubilidad, biodisponibilidad y protecciéon en el farmaco del cual hacen parte, pero no se
demuestra que la presencia de éstas pueda estar relacionada por si sola con una actividad

anticancerigena.
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J En los documentos consultados se menciona de manera recurrente la utilizacion del
método de inhibicidn del desensamblaje de la tubulina para detectar la actividad o inactividad
del paclitaxel y sus andlogos, mientras que el método MTT es el mas usado para estimar los

ICs0, LCs0, LDso cuando se evalua lo toxicidad de los liquidos i6nicos de imidazolio.
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