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NUEVOS PRODUCTOS DE ORIGEN NATURAL Y SINTETICO CON
ACTIVIDAD ANTITUMORAL

Uno de los objetiyos principales de nuestro trabajo durante mas de veinte afios ha sido el
de obtener sustancias con actividad antitumnoral a partir de productos naturales y sintéticos.

Las cinco lineas principales de trabajo:

A) Nuevas sustancias antitumorales de origen natural y obtencién de quimiotecas
focalizadas

B) Productos utiles para la quimioprevencion del cancer inducido por infecciones
virales

C) Biisqueda de revertidores de la multiresistencia a firmacos anticancerigenos
D) Biotecnologia e Ingenieria Genética de Rutas Metabolicas
E) Quimica Macro y supramolecular

Los resultados o!atemdos hasta ahora nos indican que nos encontramos con nuevas
sustancias potencialmente Utiles en la lucha contra el cdncer y con la posibilidad de
convertirse en farmacos de uso clinico.

Se han generado publicaciones, patentes, contratos y proyectos con la industria (empresas
FAES, SYTEN, BIOMAR), basados en nuestra actividad investigadora.

I1. Introduccion

Los sistemas de medicina tradicional basados en plantas han sido utilizados por todo
el mundo durante cientos Eie afios y en la actualidad siguen jugando un importante papel en
los cuidados de la salud “. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) estima que
aproximadamente el 80% de los habitantes del mundo recurren a la medicina tradicional
para los cuidados de atencion primaria®®, El uso de productos naturales en el disefio de
fArmacos representa de una forma aproximada la evolucidén natural de esta antigua
tradicion.
Uno de los problemas sanitarios mas importantes que se plantean en la actualidad es
el tratamiento de las enferrpedades tumorales’. Junto con la prevencion y su vertiente de la
quimioprolec_cién, las técnicas qgirﬁrgicas, las técnicas que usan energias radiantes en sus
diversas Versiones y todo .el Pagaje cientifico que se esta acumulando tras el descubrimiento
de los oncogenes, la quimioterapia, es decir el uso de agentes quimicos de estructura
cida, constituye una herramienta muy utilizada. A su vez, el uso de esas sustancias, da
a la aparicion de la multiresistencia (MDR), que puede ser eliminada con los
ondientes revertidores.

Los agentes quimioterapéuticos que se usan actualmente poseen un amplio espectro
uras quimicas, hasta el punto de que no puede hablarse de una relacién definida
tura y actividad y ni siquiera entre tipo de estructura y actividad. Por otro lado,
a través de los cuales estos agentes detienen el crecimiento selectivo de las
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células cancerigenas frente a las células normales, se reducen a unos pocos. Con no mucha
frecuencia aparecen firmacos con un mecanismo de accién desconocido que se encuentra
en fase de investigacion o bien se ha descubierto un nuevo mecanismo de accién. Asi, por
ejemplo, el taxol o placlitaxel® de Rhone-Poulanc ejerce su accion inhibiendo la mitosis al
interaccionar con los microtiibulos e induciendo haces estables de éstos. El alcaloide natural
colchicina y el lignano podofillotoxina inhiben también la mitosis impidiendo la
polimerizacién de la tubulina, de manera parecida a como lo hacen los alcaloides de la
Vinca, vincristina y vinblastina. El cisplatino’, otro antineopldsico profusamente utilizado,
interacciona directamente con el DNA, formando un quelato del platino con dos atomos de
nitrogeno (N-7) de guanina, impidiéndose asi la replicacion del DNA. El metotrexato
ejerce su accion inhibiendo a la dehidrofolato reductasa, una enzima clave en la biosintesis
de las bases nitrogenadas del DNA, a la que se une con una KD = 10-11M. La velocidad de
disociacion del complejo enzima-inhibidor in vivo es lo suficientemente baja para privar a
la célula de los intermediarios en la sintesis del DNA durante un periodo en el que se
induce la muerte celular. La estructura del complejo enzima-inhibidor estd bien
determinada por rayos X, observandose como a pH fisiolégico la porcion 2,4-
diaminopteridina del metotrexato estd protonada y se une a restos carboxilato del centro
activo. La inhibicion de las topoisomerasas por ciertos tipos de lignanos es otro ejemplo de
accion anticancerigena a nivel de una actividad enzimatica clave. También ha sido decisivo
el descubrimiento de los canceres dependiente de hormonas.

Como resultado de los recientes avances en biologia, existe ahora una demanda
creciente de nuevos productos naturales. Especificamente, los campos de la genomica y
protedmica prometen la rapida identificacion de un gran nimero de productos genéticos
para los cuales pequefias moléculas moduladoras seran tanto de interés biolégico como
médico'®"". Ademas la combinacion de biologia celular y alta tecnologia ha llevado al
desarrollo de varios ensayos celulares en los cuales pequeiias librerias de moléculas pueden
ser utilizadas para identificar y estudiar dianas previamente desconocidas'>'®. En los
altimos afios ha adquirido una gran relevancia el concepto de estructuras privilegiadas,
término usado por primera vez por Evans y colaboradores''® para describir tipos de
esqueletos seleccionados que se unen a multiples y no relacionadas clases de receptores
proteicos como ligandos con una alta afinidad. Recientemente Waldman y colaboradores
han desarrollado el concepto de dominio para una mis eficiente investigacion en la
busqueda de firmacos candidatos. Esta estrategia esta basada en dominios de proteinas
moviles conservadas estructural y genéticamente y los correspondientes productos naturales
seleccionados durante la evolucién. Los productos naturales bioldgicamente activos pueden
considerarse entidades quimicas que fueron seleccionados evolutivamente y validadas por
su anclaje a particulares dominios de proteinas. Las estructuras que subyacen en estos tipos
de productos naturales deben de proveernos de una potente guia para el desarrollo de
nuevas moléculas bioactivas'®?°,

Teniendo todas estas ideas en mente en el presente trabajo motramos nuevas
estructuras privilegiadas y desarrollado pequefias quimiotecas de andlogos de productos
naturales bioactivos como revertidores del fenotipo MDR de fiarmacos anticancerigenos,
como antitumorales y quimiopreventivos.

I11. Antecedentes y Resultados obtenidos

Como resultado de nuestros trabajos de investigacion en metabolitos secundarios
bioactivos de origen natural y derivados sintéticos nuestras aportaciones en el campo de los
antitumorales se han desarrollado fundamentalmente en torno a cuatro familias de
productos naturales y una sintética de novo.
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a) Triterpenoquinonas Y triterpenofenoles
b) Sesquiterpenos B-dihidroagarofuranos
¢) Naftoquinonas isoprenilicas

d) Benzotropolonas

e) Bispiranoquinona

A continuacién pasaremos a comentar las aportaciones y logros mas significativos
conseguidos con dichas moléculas en la evaluacién de su potencial antitumoral,
quimiopreventivo del cancer y como revertidotes del fenotipo de MDR.

A) Actividad Antitumoral

El cancer sera la primera causa de muerte en el siglo XXI, y los productos naturales
deben proveer nuevos agentes anti-cancer mas efectivos.

Hemos trabajado en el aislamiento, elucidacién estructural y modificacion por via
quimica de las estructuras de productos naturales que han sido activos como antitumorales
en alguno de los siguientes mecanismos: dafio a células tumorales en cultivo, daiios al
ADN, induccién de apoptosis e inhibidores de la enzima colino-quinasa.

Los productos estudiados como resultado de nuestros trabajos de investigacién se
refieren a cuatro familias quimicas: triterpenoquinonas, sesquiterpenos B-dihidro
agarofuranos, naftoquinonas isoprenilicas y benzotropolonas. Junto a familia sintética de
bispiranoquinona.

En trabajos previos, las quinonas mterpemcas habian mostrado interesantes
actividades citotéxicas frente a lineas celulares tumorales?'. Las lineas celulares utilizadas
en nuestros estudios han sido basicamente: P-388: hnfoma de ratén (ATCC:CCL46); A-
549: carcinoma de pulmén humano (ATCC:CL85); HT-28: carcinoma humano de colon
(ATCC:HTB38); MEL-28: melanoma humano (ATCC:HTB72). Al objeto de mejorar
estos resultados, llevamos a cabo modificaciones quimicas orientadas a obtener derivados
mas activos y/o selectivos, asi como para establecer relaciones estructura-actividad.

Las prenil-naftoquinonas constituyen un grupo importante de productos naturales
estudiados en la investigacion del cancerzy Algunas quinonas relacionadas con el lapachol
poseen un potencial notable como quimiopreventivos del cancer, como se verd mas
adelante en el correspondiente apartado.

Los sesquiterpenos B-dihidroagarofuranicos han mostrado actividad antitumoral en
cultivos celulares?, pero las estructuras por nosotros estudiadas han mostrado baja
actividad hasta el momento®. Los datos de la bibliografia hablan de productos bioactivos
con estereoquimicas y sustituyentes distintos a los que poseen nuestros compuestos. Sin
embargo los que hemos aislados han destacado por su potencial como revertidores de la
resistencia a farmacos antitumorales.

Las tropolonas y benzotropolonas de origen natural son escasas y, en general, muy
activas. Hemos aislado, y determinado la estructura de una tropolona y un aducto Diels-
Alder de una tropolona que poseen actividad genotoxica con potencial como farmaco anti-
cancer”. Las- bispiranoquinona son una nueva familia de revertidores de la
multnesnstencia a drogas anticancerigenas.

A-a) Nor-metilenquinonas triterpénicas con actividad antitumoral.

En un trabajo reciente sobre revision de productos naturales con actividad
anticancerigenau’, dimos cuenta de nuestro trabajo de los Gltimos veinte aiios con productos
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bioactivos de estas familias y presentamos también los resultados de las modificaciones
sintéticas que nos han llevado a las series mas potentes hasta ahora conocida.

El esqueleto basico de estos compuestos se presenta en la Figura 1, e
invariablemente contiene funciones oxigenadas en los carbonos C-2 y C-3, con una unica
excepcion, el celastranhidrido?’, cuyo anillo A ha sufrido una Figura 1 30 29
ruptura oxidativa. Otros lugares de oxidacion del sistema 3y
metilenquinénico son los carbonos C-6 y C-7. Aquellos
triterpenos con una insaturacion adicional en C-14(15), presentan
una migracion de metilo y fueron aislados y caracterizados por
primera vez en nuestro laboratorio®®. El sistema mas comun de
oxidacién fuera de los anillos A y B es el carbono C-29, en
forma de alcohol, 4cido o metiléster. También se han encontrado
productos que han perdido el grupo acido en C-29, dando los
correspondientes nor-derivados. Otras posiciones oxidadas son C-15, C-21, C-22, C-23 y
C-28. Los grupos mas importantes de esta familia de compuestos se muestran en la Figura
2, en la linea inferior se muestran ejemplos de nor-catecoles.

Figura 2

Quinonemethides 7-Oxoquinonemethides

Phenolic 6-Oxophenotic

Hemos llevado a cabo estudios fitoquimicos de diversas especies, la mayoria del
género Maytenus (M. horrida, M. amazonica, M. macrocarpa, M. magellanica, M. disticha,
M. chubutensis, M. boaria, M. blepharodes, M. cuzcoina, M. canariensis, ...). Aparte de la
actividad antitumoral, algunos miembros de esta familia poseen actividad antimicrobiana.
Las quinonas 1-8 (Figura 3), son los principales metabolitos secundarios presentes en las
raices de las especies del género Maytenus, siendo su abundancia dependiente de la especie.
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Figura 3

O

(1) Ry=H; Rp==0; Ry=OH
(2) R4=COOMe; Rp=R3=H (6) R1=R3=H: Ry==0; R4=OH
(3) Ry=COOMe; Ro=OHp;R3=H (7) Ry=H: Ry=R;==0; R;=0OH
(4) R1=R3=H; R;==0 (8) Ry=H: R2=0; R3=R4=0H

(5) R1=R3=H; Rp=R4=0

Los resultados de las actividades citotéxicas (Tabla 1) de los compuestos 1-4 muestran que
las diferentes funcionalidades en el anillo E afectan a la actividad y a la selectividad.
También se observa en la misma tabla que los productos 7-hidroxi y 7-oxotriterpeno-
metilenquindnicos 5-8, tienen muy baja citotoxicidad, quedando de manifiesto la
importancia de la extension de la conjugacién a través del anillo B.

Tabla 1. Actividad citotoxica frente a lineas celulares (IC50 uM) de 1-8.

@ 6 @ 6 ©o 0O ©®
P-388 022 022 026 024 573 1141 110 5.50

A-549 0.54 027 026 060 1147 1141 221 11.0
HT-29 1.10 027 026 0.60 1147 1141 221 11.0
MEL-28 1.10 0.27 026 0.60 1147 1141 221 11.0

P-388: mouse lymphoma (ATCC:CCL 46); A-549: human lung carcinoma (ATCC:CL85);
HT-28: human colon carcinoma (ATCC: HTB38); MEL-28: human melanoma (ATCC:HTB72).

A-b) Quimioteca de andlogos de triterpeno-quinonas

El disefio de los analogos de triterpeno-quinonas estd basado en la estructura
modular de este tipo de productos, los cuales poseen dos zonas hidrofilicas centradas en los
anillos A y E, que contienen grupos aceptores y dadores de enlaces de hidrégenos,
respectivamente. También tienen una parte hidrofébica localizada en los anillos B, C y D, y
el carbono C-6 puede actuar como aceptor de Michael (Figura 4).

Figura 4
H-bond acceptor

Hydrophobic part

H-bond acceptor (\
\ o
Hydrophilic part
HO
/

O

OH\
H-bond donor
Hydrophobic part

Hydrophitic part

H-bond donor Michael acoeptor
Considerando este esquema de reactividad, decidimos estudiar la influencia sobre la

actividad antitumoral de varias modificaciones sobre el esqueleto. En la Figura 5 y en la
Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos con acilaciones selectivas sobre el hidroxilo

en el carbono C-3 del compuesto 1.
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Figura 5

(9) R=COCHg

{10) R=CO(CH),CH3
(11) R=COCH(CH3)2
(1 2) R=CO(C H2)1 oCH3
(13) R=CON(CH3)2
(14) R=nicotinoy! oxi
(15) R=CO-Ph(OMe);
(16) R=COp-NO;Ph
(17) R=SO,PHMe

oH 1.5eqRCOCI
3 eq EtsN

CHCl/0°C
2V12 RO

Tabla 2. Actividad citotoxica frente a lineas celulares (IC50 uM) de 9-17

P-388 A-549 HT-29 Mel-28 P-388 A-549 HT-29 Mel-28
1 0.22 0.54 1.10 1.10 13 0.20 0.99 0.99 0.99
9 0.52 1.04 1.04 1.04 14 1.84 1.84 1.84 1.84
10 - 2.03 2.03 - 15 - 1.59 7.94 -
11 - 10.2 10.2 - 16 17.0 17.0 17.0 17.0

12 0.40 1.62 1.62 1.62 17 0.85 1.69 1.69 1.69

P-388: mouse lymphoma (ATCC:CCL 46); A-549: human lung carcinoma (ATCC:CL85);
HT-28: human colon carcinoma (ATCC: HTB38); MEL-28: human melanoma (ATCC:HTB72).

Otros tipos de acilaciones, usando diferentes condiciones de reaccion, se
consiguieron via adicion de Michael en el carbono C-6 y posterior acetilacion del sistema
catecol generado. Los productos obtenidos y su propuesta de formacion se muestran en las
Figuras 6 y 7, y los resultados de actividad antitumoral en la Tabla 3, donde también se
muestran como patrones de referencia los datos de algunos antitumorales utilizados en
clinica. A la luz de la tabla puede observarse como alguno de nuestros productos presentan
mejores citotoxicidades que cis-platino, etoposido o taxol y en el caso del compuesto 21
mejor selectividad aue vinblastina.

Figura 6 (1) R¢=H; Rz==0; Ry=COH
(2) R1=C00Me; R2=R3=H
(3) R;=COOMe; Ry=OH; Ry=H
(4) Ry=Ra=H; Ry==0

OCH,CH3
(18) Ry=H; Ry==0; R3=0Ac (19) Ry=H; Ry==0; R3=OH (20) R¢=H; R;==0; R3=0H
(21) Ry=COOMe; R=R3=H (22) R1=COOMe; Ry=R3=H (23) R,=COOMe; Ry=R3=H
(24) Ry=COOMe; Ry=0Ac; R3=H  (25) Ry=COOMe; Ry=OH; R3=H (26) R4=COOMe; R;=0OH; R3=H

(27) Ry=R3=H; Rp== (28) R4=Rj3=H; Rp==
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Figura 7
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AcO trans-esterification AcO
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Tabla 3. Actividad citotoxica frente a lineas celulares (IC50 uM) de 12-28.

Compounds P-388 A-549 HT-29 MEL-28

1 022 054 1.10 1.10
2 022 0.27 0.27 0.27
3 026 0.26 0.26 0.26
4 024  0.60 0.60 0.60
18 0.17 043 0.86 0.86
19 17.2 17.2 17.2 17.2
20 0.16 0.82 0.82 0.82
21 0.044 0.18 0.18 0.18
22 222 222 222 2.22
23 021 0.84 1.68 0.84
24 0.19 0.19 0.19 16.0
25 160 16.0 16.0 16.0
26 0.15 0.15 0.15 0.19
27 023 023 0.23 0.23
28 19.0 19.0 19.0 19.0

Cis-platinum  8.33 16.67 33.33 33.33

Etoposide 0.17  0.17 1.70 0.85
Vinblastine 0.022 0.022 0.022 0.022

Taxol 0.59 0.012 0.012 0.012

P-388D,: Mouse lymphoma (ATCC CCL-46); AT-549: Human lung carcinoma (ATCC CCL-185);
HT-28: Human colon carcinoma (ATCC HTB-38); SK-MEL-28: Human melanoma (ATCC HTB-72).

En la Figura 8 se muestran los productos 29-36 obtenidos por benzoilacién del
producto 1, los cuales fueron menos activos, indicando que el tamafio del grupo acilo
localizado en los anillos A y E juega un papel significativo en la actividad, y que los efectos
electronicos presentes en el anillo aromatico son irrelevantes.
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Figura 8

O OCH2CH3
(29) R=p-Br-Bz (30) R=p-Br-Bz 31 R=p-Br-Bz
(32) R=p-NOBz (33) R=p-NO2Bz (34) RopNOyBz
(35) R=Bz (36) R=Bz (37) R=Bz

En la Figura 9, se muestran las estructuras de los productos obtenidos mediante
modificaciones realizadas sobre el carbonilo y el hidroxilo localizados en el anillo E,
(productos 38-43) y los correspondientes resultados de actividad citotéxica en la Tabla 4. El
unico producto interesante de esta serie resultd ser el compuesto 38, obtenido por
sustitucién del grupo carbonilo por una oxima, que increment6 la actividad frente a las
lineas celulares A-549 en dos veces, y en cuatro veces para las lineas celulares HT-29 y
MEL-28.

Figura 9
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Las oxidaciones de los productos 1-4 bajo diversas condiciones,®’ nos condujeron a
los productos 44-53 (Figura 10) cuyos datos de citotoxicidad se muestran en la Tabla 5,
siendo significativos algunos de ellos, con actividad similar a la de Etoposido, también
incluido en dicha tabla.

Tabla 4. Actividad citotdxica frente a lineas celulares (IC50 uM) de 38-43.

P-388 A-549 HT-29 Mel-28 P-388  A-549 HT-29 Mel-28
0.22 0.54 1.10 1.10 39 0.16 0.16 0.16 0.16
0.22 0.27 0.27 0.27 40 0.23 0.23 0.23 0.23
0.26 0.26 0.26 0.26 41 093 1.87 0.93 0.22
0.24 0.60 0.60 0.60 42 0.08 0.44 0.44 0.44

8 0.22 0.27 0.27 0.27 43 0.13 0.13 0.13 0.33

P-388D,: Mouse lymphoma (ATCC CCL-46); AT-549: Human lung carcinoma (ATCC CCL-185);
HT-28: Human colon carcinoma (ATCC HTB-38); SK-MEL-28: Human melanoma (ATCC HTB-72).

W oh W -

{1) R,=H; R,= =0; Ry=OH
(2) Ry=Ry=H; Ry= =

(3) R,;=COOMe; R,=Ry=H

(4) R,=COOMee; R,=OH; R,=H

R

{48) R,=R=H; R,= =O; Ry=0H
(46) R,=H; R,= =0; R;=OH; R=Me

o (47) R,=Ry=R=H; R,= =O
(48) R,=Ry=H; R,= =0; R=Me (45) Ry=H; R;= =0O; R,=OH
(50) R;=COOMe; R,=R;=R=H (49) R,=R,=H; R,= =
(51) R,=COOMe; R,=R;=H; R=Me (52) R,=COOMe; R;=R,=H
(53) R,=COOMee; R,=OH; R;=H; R=Me Figu rall

Tabla 5. Actividad citotdxica frente a lineas celulares (IC50 uM) de 46, 48, 51 y 53.

P-388 A-549 HT-29 MEL-28 P-388 A-549 HT-29 MEL2S
0.17 0.17 1.70 085 44 2.21 2.77 2.77 2.77
Ep
1 0.22 0.54 1.10 1.10 46 0.11 0.54 0.54 0.54
2 0.22 0.27 0.27 027 48 0.06 0.56 0.56 0.56
3 0.26 0.26 0.26 026 s1 0.10 0.20 0.20 0.20
4 0.24 0.60 0.60 0.60 53 0.24 0.98 0.98 0.98

P-388D,: Mouse lymphoma (ATCC CCL-46); AT-549: Human lung carcinoma (ATCC CCL-185);
HT-28: Human colon carcinoma (ATCC HTB-38); SK-MEL-28: Human melanoma (ATCC HTB-72).

A continuacién mostramos los resultados obtenidos en la preparacién de
compuestos que presentan una extension de la estructura a partir de un compuesto
dicarbonilico 46 o bien por reacciones de hetero-Diels-Alder con demanda inversa de
electrones de los compuestos 1 y 2 frente a bromanilo, Figuras 11 y 12. La actividad
citotoxica se muestra en la Tabla 6.
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Figura 11
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Tabla 6. Actividad citotoxica frente a lineas celulares (IC50 pM) de 1-8.

P-388 A-549 HT-29 MEL-28 P-388 A-549 HT-29 MEL2S
17.6 17.6 17.6 176 58 0.4 0.14 1.16 0.58
54
55 1.50 1.50  1.50 150 59 0.14 0.4 1.16 0.58

56 0.20 0.98 0.98 098 60 0.14 0.28 0.56 0.56
57 0.17 0.90 0.90 090 65 022 0.22 1.79 0.90

P-388: mouse lymphoma (ATCC:CCL 46); A-549: human lung carcinoma (ATCC:CL85);
HT-28: human colon carcinoma (ATCC: HTB38); MEL-28: human melanoma (ATCC:HTB72).
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En la figura 13 se observan otras transformaciones quimicas selectivas que a partir
del producto 1 nos condujeron a los productos 62-65. Los resultados de actividad se
encuentran también en la Tabla 6.

Figura 13

T L

Molecular
Sieves (62)

A-c) Nor-catecol-triterpenos antitumorales:

En la Figura 14, se muestran las estructuras de catecoles de origen natural, éstos son
productos menos abundantes que las triterpenoquinonas. En la Tabla 7 se puede observar
que son menos activos que los metilén-quinénicos correspondientes. En este tipo de
compuestos, la presencia de un grupo carbonilo en el carbono C-6 parece ser critica para la
actividad. Compuestos sin grupo carbonilo en C-6 presentan ain mas baja actividad. En un
intento de de establecer el papel de los diferentes grupos situados en el anillo aromatico asi
como el del grupo carbonilo sobre C-6 realizamos algunas modificaciones sobre el mas
activo de los fenoles aislados hasta el momento, el producto 70, obteniéndose los
compuestos 78-82 (Figura 15) y los datos de citotoxicidad se muestran en la Tabla 8. De
estos datos se deduce que la introduccion de grupos metoxilo disminuye la actividad
mientras que la acetilacion genera compuestos més activos.
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Figura 14

CoOMe

Tabla 7. Actividad citotoxica frente a lineas celulares (I1C50 uM) de 1-8.

P-388 A-549 HT-29 Mel-28 P-388 A-549 HT-29 Mel-28

66 1037 1037 10.37 10.37 72 5.55 11.11 11.11 11.11
67 1.00 0.20 2.02 1.00 73 2016 20.16 20.16  20.16
68 1142 1142 2283 2283 74 215 2.15 2.15 2.15
69 23.04 23.04 23.04 23.04 75 571 5.71 5.71 5.71
70 0.54 0.54 1.07 1.07 76 551 5.51 5.51 5.51
71 5.19 5.19 5.19 5.19 77 8.74 8.74 8.74 8.74

P-388: mouse lymphoma (ATCC:CCL 46); A-549: human lung carcinoma (ATCC:CL85);
HT-28: human colon carcinoma (ATCC: HTB38); MEL-28: human melanoma (ATCC:HTB72).
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Figura 15
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Tabla 8. Actividad citotdxica frente a lineas celulares (IC50 uM) de 1-8.

P-388 A-549 HT-29 MEL-28 P-388 A-549 HT-29 MEL-28
70 0.54 0.54 1.07 1.07 80 9.58 9.58 9.58 9.58
78 0.20 0.20 0.42 0.42 81 5.06 5.06 5.06 5.06
79 0.18 0.22 0.22 0.22 82 1.08 1.08 2.17 1.08

P-388: mouse lymphoma (ATCC:CCL 46); A-549: human lung carcinoma (ATCC:CL85),
HT-28: human colon carcinoma (ATCC: HTB38); MEL-28: human melanoma (ATCC:HTB72).

A-d) Mecanismo de accién
El mecanismo de accion de estos compuestos no ha sido aln del todo establecido.

Sin embargo nosotros proponemos un mecanismo plausible para las triterpeno-quinonas y
triterpenofenoles. Asi ellos pueden interactuar con grupos nucledfilos, (:Nu) de la diana
molecular via una adicion de Michael en las quinonas o via una adicién nucleofilica a C-6
en catecoles, o via sustitucion nucleofilica en triterpenos con sustituyentes en el carbono C-
6 que puedan actuar como buenos grupos salientes. Nuestra hlpotems ha sido reforzada por
los trabajos de Setzer’® que llevaron a cabo usando célculos semiempiricos tipo PM3 y
Hartee-Fock 3-21G ab initio con tingenona (4) y las bases de nucleétidos adenina, guanina
citosina y timina, sugiriendo para la tingenona una interaccion casi intercalante con el ADN
seguida de una adicién nucleofilica de las bases del ADN a la posicién C-6 del triterpeno.
RSU NS¢ g e "
HO HO 3 L:Leaving group
( (‘¢
:Nu-Target Nu-Target :Nu-Target
Michael Addittion Nucleophilic Addittion Nucleophilic Substitution
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A-¢) Resumen de relaciones Estructura-Actividad

Considerando toda la informacién obtenida, hemos elaborado unas conclusiones que
pueden permitirnos prever la citotoxicidad de un producto de esta familia.
En triterpenos metilen quinonicos la actividad se ve incrementada con:

e La presencia de conjugacion extendida de dobles enlaces en el anillo

e La presencia de carbonilo en C-2

e Con la existencia de grupos éster pequefios como sustituyentes en el
carbono C-3

En rriterpenos fenoles la actividad se ve aumentada con:

e La presencia sobre el carbono C-6 de un grupo carbonilo u otros
sustituyentes (por ejemplo, OH, SCH,PH.....)

e En compuestos con grupo carbonilo sobre C-6, la presencia de un
doble enlace C-7-C-8 o la presencia de un sustituyente atractor de
electrones, o las dos cosas a la vez.

e En catecoles sustituidos en C-6 la estereoquimica o y sustituyentes
pequeiios en el anillo A.

Como resultado de estas investigaciones varios productos han sido
seleccionados para estudios mas avanzados por el Instituto Nacional del Cancer de
EE UU Yy se encuentran protegidos bajo patente‘".

A-f) Nuevos derivados benzotropolénicos como lesionantes especificos de ADN.

El cancer muestra y acumula un gran nimero de cambios genéticos durante el
progreso hacia su malignizacion debido a una inestabilidad genética intrinseca. Estas
alteraciones genéticas suelen afectar a la reparacion del ADN y a las rutas de chequeo del
ciclo celular que incrementan la sensibilidad de las células tumorales con respecto a los
agentes lesionantes para el ADN.

Por ello, recientemente hemos iniciado un proyecto de busqueda de productos
naturales y sintéticos con capacidad de producir dafio al ADN.

Asi, en un estudio de la especie Goupia glabra (Celastraceae),32 distribuida en la
zona amazoénica de Perll y cominmente conocida como “capricornia”, “copiuba” y “muena
rifarillo”, aislamos dos nuevas sustancias que denominamos goupiolona A (83) y
goupiolona B (84), con novedosas estructuras de tropolona y de aducto Diels-Alder
benzotropolona. Las estructuras se muestran en la Figura 16.

En los ensayos se utilizO un panel de cepas de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, mutantes para cada uno de los genes implicados en las rutas de control del ciclo,
que responden a lesiones en el ADN.

Se cuantificé la concentracion inhibitoria al 50% (ICso) para cada compuesto y
también para el antineoplasico doxorubicina en la cepa silvestre (WT) y en la cepa mutada
rad9, como representante del panel.

En la Tabla 9 se observa que los compuestos goupiolona A y goupiolona B son 50 y
16 veces mds citotdxicos para rad9 que para la cepa silvestre y que ninguno muestra
toxicidad significativa hacia la cepa silvestre a una concentracion superior a 100 pg/ml. Los
compuestos presentan también mayor citotoxicidad que la doxorubicina, lo cual indica que
inducen muerte celular por lesiones en el ADN y que se comportan como genotoxicos,
resaltando su potencial como moléculas anticancerigenas.

101



Figura 16
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Tabla 9: Valores de ICso (ug/ml) para 83, 84 y doxorubicina en la cepa silvestre y en la cepa
mutante Rad9.

83 84 doxorubicina
Cepa silvestre >100 >100 >100
Mutante Rad9 2 6 12.5

Este mismo método se ha aplicado a naftoquinonas y han sido recogidos en una
tesis doctoral.*?

B) Actividad quimiopreventiva del cincer

En 1980 Doll y Peto® indicaron que aproximadamente el 10% de los canceres eran
causados por agentes infecciosos. Los agentes responsables ordenados por el niimero de
casos producidos son: la bacteria Helicobacter pylori, VIH, virus Epstein-Barr (VEB),
esquistosomas, virus HTL-1 y trematodos de higado”.

Hoy se sabe que los virus de la hepatitis B y C, el virus del papiloma humano, el
virus linfotrépico-T y el virus Herpes humano 8 han sido incluidos como agentes
infecciosos para los cuales existen evidencias razonables de causalidad con respecto a uno o
mds neoplasmas.

El virus de Epstein-Barr (VEB) es un y-herpes que se encuentra presente en todos
los humanos y que esta relacionado con algunos tipos de linfomas tales como el linfoma de
Burkitt y el de Hodgkin, con algunos carcinomas como el nasofaringeo y también se asocia
con la mononucleosis infecciosa, cominmente llamada enfermedad del beso*>,

Para el linfoma de Burkitt (BL), el genoma del virus de Epstein-Barr est4 presente
en células tumorales aproximadamente un 95 % de los casos en Africa Sub-Sahariana, un
85 % en los casos de Africa del Norte y entre 1/5 y 1/3 de la poblacién en el norte de
América y Europa. La fraccion en América Latina esta indeterminada. Esta proporcion
representa los casos de linfoma de Burkitt en distintas areas atribuido al VEB. Para la
enfermedad de Hodgkin, el acido nucleico del VEB est4 presente entr 30 y 50 % de los
tumores, pero la relacion depende de la edad (el 70 % de los casos en la infancia, 20% en
jovenes adultos y el 70 % de los grupos de avanza edad). El VEB esta presente en la
mayoria de los casos de carcinoma nasofaringeo indiferenciado (CNF). Este tipo
comprende la gran mayoria de céncer en la poblacién de alto o medio riesgo. En las areas
de mas bajo riesgo, sobre 10-25 % de CNF es del tipo 1 (queratinizante), que pocas veces
infecta. Hemos asumido que el 100% del carcinoma nasofaringeo indiferenciado en 4reas
de alto y medio riesgo ( ASR>2.0 en hombres, 1.0 en mujeres) se relaciona con el VEB y el
90% de los casos de bajo riesgo.
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Nuestros esfuerzos se dirigen a la busqueda de nuevos metabolitos secundarios
(productos naturales) capaces de impedir la induccién de cancer. Actualmente no existe
ningun farmaco eficaz frente al Virus de Epstein-Barr, pero si se ha demostrado que
diferentes tipos de productos naturales presentan actividad antng)romotora de tumores
Algunos ejemplos los constituyen los carotenoides®® sesquiterpenos®’ y antraquinonas®®.

Con estos antecedentes decidimos evaluar el potencial quimiopreventivo de una

amplia variedad de naftoquinonas y sesquiterpenos.
Dichos ensayos consisten en la incubacidn de células Raji, derivadas de linfomas de

Burkitt que soportan el virus de Epstein-Barr, junto con phorbol (TPA), promotor de la
actividad oncogénica del virus y diferentes cantidades de los compuestos cuya actividad
queremos determinar. Mediante técnicas indirectas de inmunofluorescencia se determino el
porcentz?e de induccioén de antigenos tempranos del VEB, responsables de la iniciacion de
tumores

Hasta el momento presente hemos evaluado la actividad de un total de diecisiete
naftoquinonas, de diferentes tipos, furano y piranonaftoquinonas angulares .4y lineales,
naftoquinonas sencillas y derivados con nitrégeno y otros heteroatomos®! Se han
estudiado quince sesquiterpenos con esqueleto basico de dihidro-B-agarofurano, cinco de
ellos con estructura polihidroxilada tipo 8-epi-4B-hidroxialatol®®*, seis con esqueleto de
20,4P-dihidroxi-celorbicol, dos de ellos con esqueleto de 3-deoximaitol, uno de la serie de

la eunominina y uno de la serie 43-dihidroxi-celorbicol .

B-a) Actividad quimiopreventiva de productos que contienen sistemas aftoquinénicos.

Las especies que contienen lapachol (1), una premlnaﬁoqumona aislada de la
madera de Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae)” y algunas naftoquinonas
biolégicamente relacionadas (por ejemplo: tahaebo, pau d'arco y lapachoroxo) se han usado
generalmente en la medicina popular iberoamericana para el tratamiento del céncer y de
infecciones*®. Por ello nos parecié interesante evaluar el posible potencial qulmlopreventlvo
de una serie de derivados naftoquinénicos obtenidos a pamr de lapachol (1) por reaciones
de acilacién, ciclacién o modificacién en la cadena lateral®! (Figura 17).
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Figura 17
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Los resultados obtenidos se encuentran recogidos en la siguientes referencias 40-42 y 45.

Del analisis de dichos datos se puede deducir que los compuestos 86, 90, 91, 92 y 99
actiian como valiosos agentes en la quimioprevencion del cancer.
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Tabla 10: Porcentajes de induccion de antigenos tempranos
de virus Epstein-Barr en presencia de los compuestos 85-101.

Compuesto 1000 500 100 10
85 17.5° (70) 44.6 63.6 97.8
86 0(70) 22.7 56.0 82.1
87 21.3 (70) 48.0 71.9 100
88 17.3 (60) 49.5 76.9 100
89 16.9 (60) 46.7 72.5 100
90 2.5(70) 33.8 61.3 89.3
91 4.7 (70) 35.2 62.4 90.2
92 5.2(70) 38.5 63.7 91.7
93 14.7 (60) 459 71.6 160
94 23.6 (60) 50.3 73.9 100
95 19.9 (70) 47.8 68.5 100
96 20.7 (70) 49.7 73.7 100
97 10.5 (60) 42.2 66.2 94.8
98 12.3 (60) 40.6 63.9 92.9
99 7.7 (60) 40.8 65.0 92.5
100 15.7 (60) 43.1 68.2 96.3
101 14.6 (60) 41.7 64.0 94.7
B- 8.6 (70) 34.2 82.1 100
caroteno

Los valores entre paréntesis representan los porcentages de viabilidad de células Raji.
Relacion molar/TPA (32 pmol=20 ng/ mL), 1000 rmol = 32 nmlo, 500 rmol= 16 nmol, 100
rmol = 3.2 nmol y 10 rmol = 0,32 nmol. Los valores representan los porcentages de
induccion de AT-VEB, en la presencia de los compuestos relativos a un control 100.

A continuacidén mostramos conclusiones sobre relaciones Estructura-Actividad

a) Modificaciones del grupo hidroxilo

Los derivados 86-89 fueron obtenidos mediante reacciones de acilacién de lapachol
y una variedad de agentes de distinta lipofilia y carédcter estereoelectrénico. Los derivados
87, 88 y 89 presentan actividades similares al lapachol. El derivado acetilado 86 resultd ser
mads activo que 85, resultando mas efectivo que el B-caroteno, un precusor de la vitamina A
que ha sido ampliamente estudiado en la prevencién del cancer usando animales.
Concluyéndose que la introduccion en el grupo hidroxilo de grupos aceptores de puentes de
hidrégeno conduce a derivados activos cuando dicho grupo no es voluminoso.

b) Modificaciones en la cadena lateral

El compuesto 90, que presenta una cadena lateral con un dtomo de carbono menos y
fue obtenido a partir de 85 por oxidacion de Hooker* mostré una importante actividad
inhibitoria (10,7% de la inhibicion fue inducida a 10 mol ratio/TPA). Las modificaciones
sobre la cadena lateral del compuesto 86 llevaron a los compuestos 91, 92 y 93, la activ

idad de estos derivados es mejor que la del lapachol pero no es mejor con respecto
al derivado acetilado 86. La sustitucion del doble enlace en la cadena lateral isoprenilica
por diferentes funcionalidades produce un descenso de la actividad inhibitoria, esto indica
que la presencia del doble enlace en los derivados tipo 1,4-naftoquinona es necesaria para
conseguir unos buenos niveles de actividad inhibitoria.
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¢) Modificaciones en el C-1 del grupo carbonilo

La reaccién de 85 con hidroxilamina/ HCI proporcioné el producto 95, el cual se
acetil6 para dar 96. Los compuestos 95 y 96 fueron bastante menos activos que el lapachol,
indicandonos que la presencia del grupo carbonilo en la posicidn 85 es imprescindible para
la actividad quimiopreventiva.

d) Reacciones de ciclacion

El tratamiento de 85 con AMCPB rindio via un intermedio tipo epdxido la orto-
dihidrofuranoquinona angular 97, el derivado pirano 98 y la 1,4-naftoquinona lineal 99. El
derivado B-lapachona 100 y su isémero o se obtuvieron por tratamiento de 85 con H>SO4
via un intermedio catidnico. Los derivados triciclicos, tanto lineales como angulares,
presentaron buenas actividades, en especial los del tipo furano. Con respecto a los anillos
de seis miembros, el que presentd mejor actividad fue el producto 98, que posee un grupo
hidroxilo. Los compuestos 97, 98 y 99 tienen el sistema o-quinona a diferencia del
lapachol. En general, el aumento de planaridad en la molécula produce mejoras en la
actividad quimiopreventora de tumores.

B-b) Actividad (]uimiopreventiva de productos con esqueleto de sesquiterpeno.

Otros compuestos que han presentado una importante actividad antipromotora de
tumores son los sesquiterpénos agarofuranicos. Este tipo de productos se aislan de la
familia Celastraceae, pudiéndose considerar marcadores quimiotaxonémicos de la misma.
Alguno de ellos han mostrado importantes bioactividades como el evitar que se produzcan
resistencias a firmacos como daunomicina en lineas celulares de leishmania**® con fenotipo
de resistencia.

En nuestro laboratorio hemos aislado y caracterizado varias decenas de estos productos
y hemos publicado diversos trabajos sobre la determinacién de la configuracién absoluta de
nuevos sesquiterpenos con esqueleto de dihidro-B-agarofurano, que en algin momento ha
generado controversias y al cual le hicimos una imgortante aportacion con estudios de
dicroismo circular que definitivamente evitaron dudas*®.

Asi de la especie Crossopetalum tonduzii, una planta procedente de Panamdi, hemos
aislado los sesquiterpenos 102-106 (ver Figura 18). Para la elucidacion estructural hemos
usado datos espectroscopicos de Resonancia Magnética Nuclear 'H y '>C, correlaciones
HSQC, HMBC y ROESY.
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Los compuestos 102-106 fueron evaluados para determinar su actividad
quimiopreventiva inducida por TPA. Los datos de actividad obtenidos se recogen en la
Tabla 11.

Tabla 11: Porcentajes de induccién de antigenos tempranos de virus Epstein-Barr en presencia de
los compuestos 102-106.

Concentracién
(molratio/TPA)* 102 103 104 105 106 B-
caroteno
1000 o° (60) 0 (60) 4.6 (60) 0 (70) 0(70) 8.6 (70)
500 31.2 32.7 33.8 22.0 21.8 34.2
100 73.7 74.0 75.9 79.2 77.4 82.1
10 90.56 90.1 96.0 96.7 94.1 100

®Los valores entre paréntesis representan los porcentages de viabilidad de células Raji.
Relacién molar/TPA (32 pmol=20 ng/ mL), 10060 rmol = 32 nmlo, 500 rmol= 16 nmol, 100 rmol = 3.2 nmol y 10 rmol =
0,32 nmol. "Los valores representan los porcentages de induccién de AT-VEB, en la presencia de los compuestos relativos

a un control 100.

Los compuestos 102, 103 y 106 presentaron fuerte actividad inhibitoria. Este trabajo

se encuentra publicado en la referencia 43.
En otro trabajo®’ publicado en el afio 2000 dimos cuenta del aislamiento de otros

sesquiterpenos de Maytenus cuzcoina. En total fueron 10 sesquiterpenos (107-116) (Figura
19) con esqueleto de dihidro-B-agarofuranico, que también fueron ensayados para evaluar
su potencial quimiopreventivo (Tabla 12).

Figura 19
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Tabla 12: Porcentajes de induccién de antigenos tempranos de virus Epstein-Barr en presencia de
los compuestos 107-116.

Concentracién | 107 | 108|109 [ 110 111 | 112 | 113| 114 115 116
{molratio/TPA)

1000 0°(70) © 0 [11.0(60)|6.3(70)| O 0 ]12.6(60)|10.5(70)(26.4(70)

(70) [ (70) (70) | (70)
500 322 [27.4)28.5| 429 349 |32.7]25.9( 48.0 40.2 59.6
100 769 |74.8176.7| 87.1 779 [78.0{72.0f 86.9 84.6 86.7
10 94.6 193.0195.8] 100 100 196.2191.0] 100 100 100

Los valores entre paréntesis representan los porcentages de viabilidad de células Raji.
Relacion molar/TPA (32 pmol=20 ng/ mL), 1000 rmol = 32 nmlo, 560 rmol= 16 nmol, 100 rmol = 3.2 nmol y 10 rmol =

0,32 nmol.
®Los valores representan los porcentages de induccién de AT-VEB, en la presencia de los compuestos relativos a un
control 100.

Los compuestos 107-109, 112 y 113 presentan fuerte actividad antipromotora de
tumores. Las actividades inhibitorias de estos compuestos son mayores que los productos
tales como glicirrhizina y 4cido retinoico, los cuales se presentan como tipicos promotores
antitumorales.

Nuestros resultados indican que nos encontramos con dos nuevas familias de
productos naturales cuyas prometedoras actividades nos obligarin en el futuro a
encontrar nuevos metabolitos relacionados, al igual que productos sintéticos mas
potentes y selectivos.

Nuevos estudios de actividad inhibitoria de promotores de tumores se realizaran
sobre los productos de naturaleza naftoquinénica 86, 90, 91, 92, 99, los cuales resultaron
mas potentes que el B-caroteno.

Los compuestos 102, 103, 106-109, 112 y 113, todos ellos con un esqueleto
sesquiterpénico, y mas potentes que los compuestos patrones conocidos, actualmente se
encuentran sometidos a estudios de investigacion biolégica en estadios mas avanzados.
También concluimos que los frutos de Maytenus cuzcoina podrian ser un efectivo recurso
de agentes preventivos. Estos resultados se encuentran recogidos en las referencias 37 y 43.

C) Actividad revertidora de la multirresistencia a farmacos
antitumorales

Muchos autores han considerado que /eishmania es un excelente modelo para la
bﬁsquesia de actividad antitumoral. Por eso, nuestros estudios se iniciaron con leishmania y
se continuaron con cancer.

En el caso especifico de la leishmaniasis, una infeccién causada por diversas
especies del género Leishmania, parasito protozoario quinetoplastido de la familia
Trypanosomatidae. Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis
se ha incrementado un 42% en los Gltimos 15 afios, convirtiéndose en la segunda causa de
muerte producida por protozoarios a nivel mundial®.

La ausencia de vacunas, asi como la deficiencia en el control de los vectores, hace
que el empleo de la quimioterapia sea el arma mas efectiva en la lucha contra estas
enfermedades infecciosas®'.
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Hasta ahora, y desde 1940, las drogas mas recomendadas y utilizadas son los
compuestos antimoniales pentavalentes, como meglumina antlmomato {(Glucantime,
Aventis) y el estibogluconato de sodio (Pentostam, GlaxoSmithKline)****, En la India,
alrededor del 50% de los casos de leishmania visceral son resistentes al Glucantime, debido
a la aparicion de lineas de Leishmania donovani resistente a los compuestos antimoniales.
Existen farmacos alternativos o formulaciones conjuntas de farmacos, como la anfotericina
B liposomal, para leishmania visceral y paramomicina tdpica, para leishmaniasis cutanea.
Sus mayores inconvenientes son el alto costo y escasa disponibilidad de las mismos®
Normalmente, son usadas cuando hay resistencia a los compuestos antimoniales.

Por otro lado, alquil-fosfolipidos (ALP), como la miltefosina y la edelfosina, han
demostrado una significante actividad antiproliferativa contra parasitos como Leishmania

spp., Tripanosoma cruzii y Tripanosoma brucei®®®. La miltefosina es el primer firmaco
que, por via oral, es altamente efectivo contra leishmaniasis visceral en la India, lo cual ha
sido demostrado en pacientes resistentes a compuestos antimoniales 62, incluyendo un caso
de un paciente con coinfeccion VIH/Leshimania®

La habilidad de las células cancerosas a desarrollar resistencia a firmacos
citotéxicos no relacionados estructural y funcionalmente, es denominada
multirresistencia a fArmacos (MDR), lo cual ha constituido el principal impedimento
para el éxito de la quimioterapia

Estos hechos hacen que en la ultimas dos décadas, haya aumentado el interés por
los inhibidores de la glicoproteina-P como el principal mecanismo para revertir la MDR en
los canceres® o prevenir su aparicién

Tumores que no responden satisfactoriamente a la (;ulmloterapla han dado
respuesta positiva a tratamientos clinicos con moduladores MDR®"%. Sin embargo, muchos
de estos moduladores que han demostrado actividad en los ensayos in vifro, han resultado
ser MDR en los pacientes, asi como toxicos a altas dosis®.

La sobreexpresion de Pgp le provee a la célula resistencia contra un largo nimero
de farmacos hidrofdbicos antitumorales (farmacos MDR), como las antraciclinas,
actinomicina D, alcaloides de la Vinca, colchicina y taxanos, entre otros”®

Segln estudios etnoboténicos, extractos de plantas de la familia Celastraceae, han
sido usadas por siglos en la medicina tradicional

C-a) Actividad revertidora de sesquiterpenos dihidro-B-agarofuranos

Recientemente, hemos publicado que sesquiterpenos con esqueleto dihidro--
agarofurano son buenos moduladores del fenotipo MDR en células eucariotas, revirtiendo
significativamente la resistencia a Pgp de los transportadores de daunomicina.

De las partes aéreas de Crossopetalum tonduzii se han aislado ocho compuestos de
esta serie, cinco de los cuales se han publicado por primera vez en la literatura cientifica,
(Tabla 13), y un noveno compuesto de Maytenus macrocarpa (R. and P.) Buquet, los cuales
son efectivos en la reversién de la resistencia de la daunomicina (DNM) en una linea MDR
de L. tropica, y su unién al dominio enlazante C-terminal del nucledtido recombinante
(NBD2) de transportadores Pgp de Leishmania, lo cual ha permitido un mayor
entendimiento sobre el modo y sitio de accion molecular de estos compuestos en las Pgp’~.
Igualmente, derivados de esta serie fueron aislados de las raices de Celastrus orbiculatus. y
resultaron efectlvos como revertidores completos o parciales del fenotipo MDR en células
cancerosas’
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Tabla 13. Afinidad enlazante a Leishmania NBD2? de los sesquiterpenos 118-126, aislados de
Crossopetalum tonduzi, y 127 de Maytenus macrocarpa

Com:)uest R1 R2 R3 R4 Rs Rg % a 50 Mb

s OH ONic OH BOAc «aOBz OMeBut 311

119 OAc OAc OAc BOAc «a OBz OMeBut 22.8

120 OAc OAc OH BOAc «OBz OMeBut 30.8

121 OAc OAc OAc oONic PBOBz OMeBut 31.8

122 OAc H OAc o ONic pOBz OMeBut 343

123 OBz OH OAc BOAc oOBz OMeBut N.D.

124 OBz OH OH BOAc o OBz OMeBut 31.4

125 OAc OH OH pBOMeBut «OBz OMeBut 27.5

126 OAc H OAc BOAc o OBz OAc 27.0

“El dominio NBD? fue incubado, bajo condicioncs previ descritas ¢n la parte experimental. de la referencia 72,

La disminucion de fl ia intrinseca fue rep do como una funcién de la concentracion, y ¢l apagado producido a
501M fue determinado grafi N.D., no determinado debido a la alta fluorescencia intrinseca de este compuesto.

Por otro lado, del extracto de la corteza de las raices de dos plantas chilenas del
género Maytenus (Celastraceae), se han aislado diez nuevos compuestos con esqueleto
dihidro-B-agarofurano, ademés de siete compuestos publicados previamente por otros
autores, M. magellanica (1-14), y M. chubutensis (15-17) (Figura 20). Catorce de estos (1-3
y 6-16), fueron analizados en la sobreexpresion de los transportadores de Pgp en L. tropica,
con el fin de determinar su habilidad para revertir la resistencia al fenotipo, asi como para
modular la acumulacién intracelular de farmacos’*. De esta serie, los compuestos 1, 2, 3, 14
y 15 mostraron una actividad muy potente, siendo 1 el mas activo de todos (Tabla 14).
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Figura 20. Sesquiterpenos aislados de Maytenus magellanica y Maytenus chubutensis

AcO

10 R= OB/
11 R= OAc 12

AcO
AcO
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Inhibicion del Crecimiento® (%)

30
Com uM 15 uM 75 M
p Wt DNM- Wt DNM- Wt ~ DNM-
R150 R150 R150
1 7575 943 £ 7.3+89 92.8+3.6 0.0+ 0.0 88.2+£6.7
35
2 13.3+ 94.0 = 4.1+58 89.7+ 7.5 53x+74 82.0+£9.2
14.6 2.6
3 75+73 94.7 £ 3.7+4.7 90.3+7.2 2535 82.0+1.7
22
1.9+2.0 450+ 1.5+2.1 13.5£3.5 1.5+ 2.1 7.3+44
6 10.0
7 3.7£29 69.5+ 0.7+ 09 307+ 1.1 22+3.1 10.0+4.3
0.7
8 11.0+7.6 89.0+ 6.0£2.8 54.0+6.5 0.5+0.7 23.9+5.7
0.0
9 19.7+£4.1 69.7+ 129+ 440+ 0.0+0.0 21.4+94
10.1 54 15.6
10 20.5+7.2 93.0+ 158+ 79.0+ 8.5 0.5+0.7 48.7+9.0
1.4 6.8
11 23.0+£2.0 90.0 + 144+ 65.0+6.4 1.7+£2.3 39.0+84
4.2 20.4
12 133+ 945 13.0+ 79.3+10.7 1.7+ 1.0 422+98
13.0 2.1 2.8
13 16.2+1.9 920+ 19.7 + 82.2+12.1 9.7+£23 60.3 +
2.8 6.6 10.2
14 450+ 94.8 258+ 913+70 82£82 80.7+9.0
10.0 3.6 1.7
15 35.0+ 93.7+ 275+ 87.9+9.9 115+ 83.7%
10.0 35 7.7 0.7 6.1
16 11.7£3.7 775+ 35+ 54.0+ 14.5 0.0+£0.0 320+
11.3 4.9 11.6

Tabla 14. Efecto de los Sesquiterpenos de M. magellanica 'y M. chubutensis en la Citotoxicidad
de DNM en una Linea MDR de L. fropica Line

“Parasitos Silvestres (WT) y parasitos MDR (DNM-R150) fueron expuestos a 30, 15y 7.5
pM de diferentes sesquiterpenos, en ausencia o presencia de 150 puM DNM,
respectivamente. Los resultados son expresados como porcentaje de la inhibicion del
crecimiento relativa al crecimiento del control en ausencia de los sesquiterpenos. Los datos
mostrados son un promedio de tres experimentos independiente + SD

De las hojas de Mayrenus chiapensis fueron aislados cinco nuevos sesquiterpenos del
mismo esqueleto (Figura 21), los cuales fueron ensayados igualmente en una linea MDR de L.
tropica sobreexpresada en los transportadores de glicoproteina-P. De esta serie, solo uno de ¢llos
(compuesto 4) mostro una actividad muy débil (28% de inhibicion del crecimiento a 60 uM)’™.
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Figura 21. Sesquiterpenos aislados de Mayrenus chiapensis

1R =R;=0Ac;R, =R, =H
2R, =0Ac;R, =R, =H; Ry=OH
3R|=R;=0H;R25R4=H

4R =R;=Ry=R,=0Ac

Ac
o Sk

AcOn,_‘ ._,‘DA:

Considerando estos sesquiterpenos como “estructuras privilegiadas™ hg?mos
realizado un estudio de Estructura-Actividad tipo 3D-QSAR’® de 30 sesquiterpenos (Figura
22) que presentan este esqueleto dihidro-B-agarofurano, 10 de los cuales fueron aislados de
Maytenus cuzcoina”’ y 20 derivados semisintéticos, que no han sido descritos en la
literatura previamente.

El estudio de actividad se realizo en una linea de crecimiento MDR de L. tropica en
presencia de daunomicina (DNM) usando el ensayo basado en MTT. Su citotoxicidad
intrinseca fue determinada usando la misma concentracion de moduladores, tanto en
parasitos silvestres (WT), como en parasitos MDR en ausencia de daunomicina. Después de
72 h. de incubacién en presencia de 150 uM de DNM en cantidades crecientes de
sesquiterpenos, la respuesta de los parasitos MDR fue observada y comparada con parasitos
control, creciendo a la misma concentracion de DNM, pero en ausencia del modulador. En
este caso, la quimiosensibilizacion mas eficaz a 150 uM de DNM la exhibieron los
compuestos 2 y 4-8”° (Tabla 15). Todos los derivados quimicos (compuestos 11-30), fueron
inactivos o menos activos que sus predecesores.



Figura 22. Sesquiterpenos de M. cuzcoina ensayados en la quimio-sensibilizacién de Lineas MDR
de Leishmania. Tropica

22 R= =P

11 ReH - o 27 R=Piv

= 13 R=H 18 R=Piv 23 R=Ac 28 R=TFA

12 R=Ac 14 R=Ac R=TFA "

19 R=TFAc 24 R=MeBut 29 R=4-Me0-8B2

15 R=MeBut 20 R=4-MeO-Bz 25 R=lay 30 R=4-NO,-Bz
18 R=Lau 21 R=4-NO,-Bz 26 R=Nap :
17 R=Nap
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Tabla 15. Efecto de los sesquiterpenos de Mayrtenus cuzcoina en el crecimiento de Lineas de L.
tropica WT y MDR.

growth inhibition® (%)

15 uM TuM 3ueM 1uM
compd WT MDR wT MDR wT MDR WT MDR
1 234 + 3.1 935+ 1.7 18.1+ 64 86.2 = 0.2 138+ 4.9 529 + 10.1 ~b 10.0 = 9.8
2 1521 3.5 944+ 18 9.7+£65 909 =21 - 835192 - 245207
3 - 28.7%8.1 - 9.1=63 - -
4 35358 92755 214+86 93.7=15 165+ 4.1 748%59 - 11.7=4.7
8 268 +2.9 958 + 1.6 20.6 £ 2.5 948 = 4.5 159+ 5.7 89.1 + 3.4 - 303=25
[ 31.5 £ 6.2 947+25 249+ 8.0 920=1.6 21877 87.6 + 3.8 - 25.7=175
7 72+6.0 943+ 3.0 - 89.5 =20 - 796+68 - 257+ 7.6
8 1521 5.6 909 £ 5.0 110+ 6.6 899 =52 69+ 6.9 775 5.0 - 180=71
9 246+ 7.1 89.9 +4.8 164 + 4.9 89.0=13 148+ 28 66.9+99 - 203 =51
10 - - - - - - - -
11 - 445+ 21 - 28.5 =134 - - - -
12 - - - - - - - -
13 - 109+ 179 - - - - -
14 - 50.6 + 9.3 - 17.1=6.7 - - - -
15 - - - - - - - -
18 - 80.5+ 4.5 ~ 28.2 = 10.6 - 88+13 - -
17 10.6 = 0.6 952113 - 50.7 % 8.5 - 18.5+ 8.8 - -
18 - 96.7 + 0.0 - 825+ 59 - 445+ 1.0 - 18.1+74
19 - 7127 - - - - - -
20 172+ 0.6 98.4 + 0.7 - 85.0 £ 3.2 - 354 + 8.6 - 119+ 6.7
21 - 595428 - 15.5 £ 3.0 - - - -
22 8.0 =46 81.9+33 - 41.1 1 6.7 - 11.1=9.1 - -
23 - 45.0 + 5.2 - 143273 - - - -
24 - 28.0£9.2 - 104+ 6.3 - -
25 - 92+4.2 - - - - - _
26 - 8.6+ 35 - - - - - -
27 - 776 +£4.5 - 259+ 3.5 - 112 x 4.7 - -
28 - 369 + 4.6 - 97423 - - - -
29 - 118+0.7 - - - - - -
30 108 + 2.5 5l1+4.1 - 264+ 1.3 - 1356 £ 4.4 - 64+3.7

i
|
|
i
|
i
i
i
I
i
|
|
|
|
I

“Parasitos WT y MDR fueron expuestos a 15, 7, 3 y 1pM de diferentes sesquiterpenos, en la ausencia o presencia de 150
UM de DNM, respectivamente. Los resultados son expresados como porcentaje de inhibicion del crecimiento relativo al
control de crecimiento en la ausencia de sesquiterpenos. Los datos mostrados son el promedio de tres experimentos
independientes + SD. "Valores de inhibicion del crecimiento entre 0 y 6% son indicados con una linea para su simplicidad.

Con la finalidad de confirmar la habilidad de los sesquiterpenos para superar la
resistencia a farmacos, fueron determinados los valores de ICsy para DNM, de la linea
MDR, usando diferentes concentraciones de los sesquiterpenos mas activos y selectivos. A
15uM (Tabla 16), los compuestos 2, 7 y 8 reducen el indice de resistencia (Relacidn ICsp
entre lineas MDR y WT).

Tabla 16. Efecto de los sesquiterpenos 2, 7, y 8 (aislados en M. cuzcoina) en Valores de ICso en
una Linea de L. tropica.

MDR WT
7nuM 15 M
2 7 8 2 7 8 ¢ ¢
[Cs® M) 300+ 36 333+98 3901+ 6.0 9014 110+ 28 200+42 290 £+ 24.8 38«09
Rl 78 8.7 102 23 29 5.2 75.5 1

“Parasitos WT y MDR fueron expuestos a concentraciones incrementadas de DNM en presencia o en la
ausencia de sesquiterpenos a dos concentraciones diferentes (7 y 15 pM). Los resultados son expresados como
la concentracion de DNM necesaria para inhibir el crecimiento de los parasitos en un 50%. Los datos
mostrados son el promedio de tres experimentos independientes + SD. “Indice de Resistencia. Relacion entre
el ICs de una Linea MDR y el ICs, de una Linea WT. “No fueron usados los sesquiterpenos.

La resistencia a la DNM en la linea MDR de L. rropica esta relacionada con la
disminucién intracelular de la acumulacién de drogas, principalmente debido a la sobre-
expresion de transportadores Pgp.
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Afortunadamente, en los iltimos 4 afios se han registrado en el campo de la
leishmaniasis un total de 22 patentes®. Nuestro grupo”® ha publicado en el afio 2002 el uso
de la trans-chalcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona) para preparar un farmaco para el
tratamiento de leishmaniasis visceral, cutdnea y mucocutanea, causada por especies de L.
major, L. mexicana, L. braziliensis y L. panamensis. Se encontré que la chalcona posee
potente actividad leishmanicida in vitro, con un valor ICsp de 0.32 pg/mL frente a la forma
prosmatigota de L. braziliensis.

Este modelo de lineas resistentes de Leishmania sirve de referencia para
estudiar el efecto revertidor de MDR en lineas celulares de cdnceres humanos.
Sesquiterpenos de Celastraceas se unen especificamente a la clicoproteina-P humana y
revierten de manera muy eficaz la multirresistencia a firmacos anticancerigenos.

La sobre-expresion de la glicoproteina-P ABCB1 (MDR), una bomba de flujo
multifirmacos, es uno de los mecanismos por el cual las células tumorales pueden
desarrollar multiresistencia a firmacos (MDR), impidiendo asi la eficiencia del tratamiento
quimiterapéutico del cancer. Es por esto, que en el estudio de sesquiterpenos de diversas
plantas de la familia Celastraceae, incluyendo M. cuzcoina, M. canariensis, M.
magellanica y M. chubutensis (Figura 23) se analiza la habilidad de los sesquiterpenos tipo
dihidro-B-agarofurano para revertir el fenotipo MDR dependiente de la glicoproteina-P, y
elucidar su mecanismo de accién molecular®. El aislamiento, asi como la caracterizacién y
purificacién, de estos metabolitos se realiza segun lo descrito previamente en la literatura
cientifica™ 76",

Figura 23. Estructura de los sesquiterpenos aislados y caracterizados en M. cuzcoina, M.
magellanica, M. chubutensis y M, canariensis (OAc, acetato; OBz, benzoato; ONic, nicotinato; OPr,
propionato; OMeBut, metilbutirato; OCin, cinamato; OFu, furoato; OH, grupo hidroxilo; H,
hidrégeno).

Comporna | P [ R [ ® [ [ [m[r]|r
Maytenus cuzcoina
Cuzcol OAc 0Bz H OoH OFu H DOFu H
Cuzco2 Ohc aOFu H OH OFy H BOFu H
Cuzcodiyarciesd | Oac | oOFu H OH OH " BOFu H
CuzcoZ acayiated | 0ac | oOFu H oH OAc H BOFu H
Cuzcod OAc H H OH OFu H BOFu H
Cuzcod OAc_ |oOMoBut| W OH OFu H BOFu H
Cuzcol OAc OAS H OH OFu H BOFu H
Cuzcod bysrolized | 0Ac oOAc H OH oH H BOFu H
Curcos ece CAc a0Ac H oH OAc H BOFu 7]
Cuzcod OAc «OPr H OH OFu H POFu H
Cuzco? Oac GOAC H oH OFy H BOFu OAs
Cuzcod OAc «QAc H oH o8z H poBz OAc
Cuzco? OAc «OH H OoH OFy H BOFu H
Maytonus magellanica
Mamat 0Bz poac | oNic OH OAc H BOCin H
Mama2 08z BOAc | ONio OH OAc H poBz H
Mama3 ONic BOAC OAc OH H poBz | posz H
Mamade ONic oAc 0Bz OH H $oac | posz H
Mzmas 08z POAC OAc OH H posz | poez H
Mamo6 0Bz BOAC OAc OoH H poas | poBz H
Mama? OoCin BOAc CONic oH H H poBz H
Mamato oBz POAC H oH H H pocin H
Mama1t oBz §OAC H oH H H poBz H
Mamaiz OAc__| aONic H [ oBz H [ OAc
Mamat3 OBz | aONic H H OAc pOAc_| poBz H
Mamot4 oBz 0Bz H oH OAc BOAc | poBz H
Machut oez | poas on 7] oAc " poBz "o
_ Machud l _oAc l awonie | H T I H 'T“&a}' T 7w 1 soex [o’u:
Moaytenus canarionsis
c3 [ oac | v | w T o T oac [aOMeBut] a0Bz | ©OAc
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La actividad revertidora de la multirresistencia a farmacos in vitro de estos
sesquiterpenos fue estudiada determinando la citotoxicidad de daunomicina y vinblastina
(dos sustratos clasicos de glicoproteina-P) en células NIH-3T3 (células humanas MDR-1
transfectadas) expresado en la glicoproteina (Tabla 17). La relacion entre ICso en ausencia y
presencia de un modulador de glicoproteina-P nos indica el indice revertidor de resistencia,
un parametro que permite comparaciones cuantitativas entre la eficiencia de diferentes
moduladores de glicoproteina-P. Este indice de reversion de daunomicina y vinblastina con
sesquiterpenos dihidro-B-agarofurano fue determinado a concentraciones incrementadas de
cada farmaco citotoxico y 3 concentraciones fijas del sesquiterpeno (10, 3 y 1 umol/L).

Tabla 17. Habilidad Revertidora a la Resistencia a Multifirmacos de los Sesquiterpenos, aislados
en M. cuzcoina, M. canariensis, M. magellanica y M. chubutensis, sobre células NIH-3T3

transfestadas con la proteina MDR1 humana.

Reversal index with dsunomycin® Reverual index with vinblastinet
Sesquitespene 10 e I M Iy 10 pm 3pn 1 um
Verzpamil} 16.11 £ 2.5 1345 = 1.4 704 =300 18.76 = 5.00 13.18 2024 62t = LI0
Cuzcol 2822070 243 =055 22) =060
Cuzca2 1003 = 0.60 180207 70=02 2000 = 2.00 510150 210=05
Cuzco? hydrolyzed 130 = 0.60 086 =025 080 =031
Cuzeo2 acetylated 290 = 1.20 1.60 = 0.62 090 =012
Cuzco} 11.29 = 3.00 75712210 423 =110 1583 =350 14386 2260 898 = 150
Cuzcod 290 + 080 210 =040 1.50 ¢ 0.0
Cuzeo$ 21.50 = 3.26 1631 = 468 1252245 2930 = 8.00 2500 = 3.00 1090 = 3.22
Cuzco$ hydrolyzed 1002 0.10 080=0.13 0.80 = 0.30
Cuzco$ acetylated 160 =020 1.00 = 0.40 0802021
Cuzcob 400 = 1.20 340=1.00 280 =0.70
Cuzco? 1891 = 0.30 11.76 £ 0.50 751 £024 3130 =520 20.86 = 2.60 1430 = 3.40
Cuzcod 4702130 2202060 200 £ 0.50
Cuzcod 876 =160 3.66 = 0.80 183 £0.70 2089 =539 540 =330 2713z 19
Mamal $.00=1.10 1.80 < 0.50
Manma2 10.50 = 1.30 2.3 < 0.40
Mama3 10.70 = 3.00 290 = 0.60
Momad 600 = 1.20 3z 2000 = 5.00 16.70 = 3.00 9.20 = .10
Mama$ 26.67 = 3.00 LRV ERN] 125.00 = 17.00 11700 = 2290 41.70 £ 200
Mzmat 20.80 = 5.00 2202040
Mama? 7.10 = 4.80 1.60 £ 1.00
Mamatd 220080 1.10 = 040 57.10=9.00 740 = 3.00 250 =200
Mamal | 4.10 = 1.B0 150 =020 2220 =400 540 = 2.00 340=27
Mama|2 20.76 = 090 613210 §7.10 = 14.00 60.50 = 11.00 55.60 = 7.00
Mamal3 330110 140 = 0.40
Mamatd 19.10 = 4.00 5.60 = 0.80
Machul 1880 2 4.20 1140 £ 6.30
Machud 33512320 k 11.10 £ 480 103.2) = 13.00 94.48 = 8.00 3367 £ 7.9
C-3 16.40 = 5.20 1080 = 110 8§20+ 1.7 63.50 = 6.00 2402 4.50 1032 = 4.65

NOTA: Screening de los sesquiterpenos revertidores de resistencia a la daunomicina y vinblastina, dependiente de la
glicoproteina-P en células NIH-3T3 transfestadas con la proteina MDR | humana. El indice de reversion fue definido
como la relacion entre el ICs, de células sin sesquiterpenos y el ICq de células con sesquiterpenos. Los resultados
mostrados fueron obtenidos de series de dos a cuatro experimentos, independientes, realizados en triplicado; promedio £

SD (P < 0.05).

*Indice Maximo de Reversion con daunomicina (Relacién entre 1Cs, de células WT y MDR) es de 27.5
t Indice Maximo de Reversion con vinblastina (Relacion entre ICso de células WT y MDR) es de 128.3

t Verapamil es un clasico modulador de glicoproteina-P usado para comparacién
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Siete de estos sesquiterpenos (Cuzco5, Cuzco7, mama6, mamal2, mamal4, machL}I
y C-3), revierten la resistencia a la daunomicina con eficiencia comparable al ve}‘apamll,
mientras que mama5 y machud son superiores en potencia. Ensayando un subconjunto de
sesquiterpenos con vinblastina, fue encontrado el mismo perfil de eficiencia revert]dora de
resistencia relativa a farmacos, como la descrita previamente. Sin embargo, notoriamente,
casi todos los sesquiterpenos ensayados mostraron, sustancialmente, mayor indice de
reversién con vinblastina que con daunomicina, y los mas potentes (Machu4, Mama5s, y
Mamal2) revierten la resistencia a la vinblastina a 1umol/L, con potencias 5 a 9 veces
mayores que el verapamil. Lo cual nos indica, que a esta baja concentracion, los
sesquiterpenos previamente mencionados, son capaces de disminuir la resistencia a la
vinblastina de c€lulas que sobreexpresan MDR ] de 128.3

a valores de 2 a 4 veces més pequefios; la resistencia intrinseca de células tipo sil\(e.slre
varian su valor de 27.5 a valores de 2 a 3 veces mas pequefios en el caso de daunomicina.
La toxicidad intrinseca de los sesquiterepenos mas potentes, usados a concentraciones
superiores a 10umol/L en células wild-type NIH-3T3 sensibles, fue generalmente menor
que con el verapamil (43.70 + 2.80, 14.20 + 2.20, 26.40 + 1.30; 18.70 + 1.50, y 17.95 %
0.05% de inhibicién de crecimiento a 10umol/L para verapamil, Cuzco5, Mama5, Mamal2,
y Machu4, respectivamente; P< 0.05).

Los sesquiterpenos de Celastraceas son prometedores moduladores. de la
glicoproteina-P humana con potencial aplicacién en quimioterapia del cincer debl’do a su
eficaz potencia revertidora de multirresistencia y la gran especificidad para glicoproteina-P.

Una reaccién dominé se define como un proceso en el que se forman dos 0
mas enlaces en una sola secuencia (involucrando varias transformaciones), glm aislar
intermedios, cambiar condiciones de reaccién o afiadir reactivos adicionales

El nimero de enlaces formados, la economia de atomos, la complejidad
estructural y funcional introducida en la molécula final, la facilidad de manipulacion
experimental y las condiciones estequiométricas de los componentes determinarén la
eficiencia de una reaccién domind.

Por otro lado, estas reacciones, por su mecanismo intrinseco, hacen que sean
procesos mas respetuosos con el medio ambiente debido fundamentalmente a la
economia de dtomos y la reduccién de etapas sintéticas, lo que conlleva a una
reduccién en la formacién de productos secundarios, uso de cantidades menores de
disolventes y empleo de menos reactivos®?

Las reacciones domind son bastante comunes en la naturaleza, aunque la
comparacion directa y estricta con las reacciones de laboratorio no es posible debido
a la implicacion de multienzimas capaces de catalizar diferentes pasos.

Un ejemplo ilustrativo de reacciéon dominé es la biosintesis de los 4cidos
grasos a partir de acetato®. Este proceso est4 catalizado por la enzima 4cido graso
sintasa que, en animales es una proteina multifuncional que posee todas las
actividades cataliticas requeridas, mientras que las bacterias y plantas utilizan un
conjunto de enzimas.

Las reacciones dominé se clasifican atendiendo al mecanismo del primer
pasoI y asi se puede distinguir entre una transformacion catiénica, anidnica,
radicalaria, periciclica, fotoquimica y catalizada por metales de transicion. Este
primer paso puede ser combinado con otras reacciones de estos tipos también en un
segundo, tercero e incluso cuarto paso.
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La combinacion de reacciones del mismo mecanismo es conocido como

reacciones homo-dominé, mientras que una secuencia de reacciones con diferentes
mecanismos son reacciones llamadas hetero-dominé.

Tabla 1. Clasificacién de las reacciones dominé de acuerdo al mecanismo

de los diferentes pasos.

1°" Paso 2° Paso 3° Paso
la catibnico 2a catiénico 3a catidnico
1b anibnico 2b anidnico 3b aniédnico
I¢ radicalario 2¢ radicalario 3¢ radicalario
1d periciclico 2d periciclico 3d periciclico
le fotoquimico 2e fotoquimico 3e fotoquimico
1f especie carbenoide 2f especie carbenoide 3f especie carbenoide

catalizado por metal
de transicién

catalizado por metal

Ig de transicién 3g de transicion

2g

catalizado por metal

1h oxidacion-reduccion 2h oxidaciéon-reduccion 3h oxidacién-reduccién

Reacciones homo-dominé tales como catidnica-catiénica (1a/2a),
anidnica-aniénica (1b/2b), radicalaria-radicalaria (1¢/2¢), periciclica-periciclica
(1d/2d), y reacciones catalizadas por metales de transicion se describen en la
bibliografia quimica frecuentemente. También existe un buen nimero de
referencias de reacciones hetero-dominé tipo periciclica-anionica (1b/2d) o
anidnica-periciclica-periciclica (1b/2d/3d) que han sido investigadas durante
afios.

Estamos interesados en la busqueda de compuestos basados en
estructuras privilegiadas para la prevencion y tratamiento del cancer. En este
sentido hemos trabajado intensivamente en el desarrollo de pequefias
quimiotecas a partir de productos naturales tales como lapachol, pnstlmerma y
tingenona que han mostrado excelentes propiedades antlcancengenas 7.88.92.90

Como objetivo concreto en el presente trabajo nos hemos propuesto la
preparacion de sistemas bis-piranobenzoquinona mediante reacciones domind
tipo anidnica-periciclica basadas en dos reacciones bien conocidas como son la
condensacion de Knoevenagel y una reaccion de hetero Diels-Alder con
demanda inversa de electrones.

Este tipo de sistemas pensamos que pueden ser potencialmente bioactivo
debido a las caracteristicas estructurales que presentan.

En este sentido, moléculas con estructura quinénica constituyen una de
las clases mas importantes de compuestos en quimica organica por las
interesantes bioactividades que presentan . Entre las actwndades descritas
destacan Ias quinonas como .antlcancengenas8 . antlmalancas % bactericidas®,
herbicidas™, fungicidas® y reguladoras del crecimiento’
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Esta diversidad de bioactividades se relaciona con la distribucién de
densidad electronica que presentan, con la habilidad de las quinonas para aceptar
uno y/o dos electrones formando el anién radical o el dianidén correspondiente y
también por sus propiedades 4cido-base®.

0 OH
Rs R Enzimas R3 R4
——-
R4 R R¢ R,
o o}
Quinona

Radical semiquinona

El 02

H0p <%------ [ o-&° ] Anién radical superéxido

agrupamiento 1,4-benzoquinona se encuentra presente en muchos productos
naturales y compuestos de interés farmacolégico y puede ser considerado como
una estructura o subestructura privilegiada en quimica médica, segiun la
definicién dada por Evans a aquellas entidades quimicas que se unen de manera
eficiente a multiples receptores” Algunos ejemplos representativos™ son
isoasterriquinona y geldanamicina que son potentes inhibidores de tirosina
kinasa e irisquinona que es un quimiosensibilizador.

R=0CH3,geldanamicina
=NHCH,CH=CH, 17-
(alilamino)-17-demetoxi
geldanamicina

irisquinona

El
agrupamiento benzopirano se encuentra también presente en una gran variedad
de productos naturales y sintéticos con potenciales actividades. El estudio de
amplias quimiotecas de productos que incluye benzopiranos ha sido abordado
por el profesor Nicolaou, ratificando la consideracion de estructura privilegiada
para dicha estructura®-*
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El agrupamiento pirano-1,4-benzoquinona es un agrupamiento poco
frecuente en la naturaleza existiendo unos pocos ejemplos tales como betulinan
B aislado junto con betulinan A de los espor6foros del hongo Lenzites betulina®.

El producto

betulinan B betulinan A betulinan B posee una

potente inhibicién de la peroxidacion de lipidos con una concentracién minima
inhibitoria de 2.8 xg/mL y siendo un excelente atrapador de radicales. El dafio
peroxidativo de las células y organulos de membranas por radicales libres ha
estado implicado en la patogénesis de enfermedades tales como ateroesclerosis,
artritis, isquemia de miocardio y cancer. El producto betulinan A result6 ser un
compuesto cuatro veces mds activo que la Vitamina E como atrapador de
radicales®.

A continuacién se muestran las estructuras de otros productos naturales
descritos en la bibliografia que poseen un esqueleto de piranobenzoquinona, bis-
piranobenzoquinona y piranofuranobenzoquinona.

El compuesto metilanhidrovilangina'°° se aisl6 de las frutas de Myrsine
africana y Maesa Lanceolada.

De los espordforos de Hydnellum ferrugineum y H. zonztum de aislaron
los pigmentos hydnuferrugina e hydnuferruginina cuyo esqueleto basico es una
piranobenzoquinona'®'.

Con los datos expuestos anteriormente, que vinculan al agrupamiento 1,4-
benzoquindnico y el benzopirano con estructuras privilegiadas y el hecho de que
existan pocos metabolitos que presenten la unidad pirano-quinona, y a los que se
les ha determinado su bioactividad, han mostrado ser potencialmente bioactivos,
pensamos que la preparacion de estructuras tipo bis-pirano-1,4-benzoquinona
podria ser un buen acceso a moléculas bioactivas de interés.

Como objetivos concretos nos hemos planteado:

A) La sintesis de sistemas bis-piranobenzoquinona mediante
reacciones domind tipo Knoevenagel-hetero Diels-Alder a partir de 2,5-
dihidroxibenzoquinona, formaldehido y alquenos ricos en electrones.

B) Optimizacion de las condiciones de reaccion, tomando como
reaccion patrén la reaccion de 2,5-dihidroxibenzoquinona, paraformaldehido y
etil vinil éter.

C) Introducir complejidad y diversidad estructural en los

sistemas bis-piranobenzoquinonas mediante el uso de diendfilos
ciclicos.

D) Explorar la version “dos componentes” de dicha reaccion
mediante el uso de aldehidos que incluyen en su estructura un doble enlace.
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E) Evaluacién de la actividad biologica de los productos

sintetizados.

Sélo existe en la bibliografia quimica un ejemplo de sintesis de sistemas
bis-piranobenzoquinona y es el publicado por Nicolaides y colaboradores'®.
Ellos utilizan una aproximacién biomimética basada en una doble alilacién de
2,5-dihidroxibenzoquinona y posterior ciclacién intramolecular en medio acido,

obteniendo bajos rendimientos en el producto deseado 16, que es aislado junto
con el aducto 18 (Figura 10).

Figura 33: Sintesis de derivados de bis-piranobenzoquinona:

[s] Reactivos y condiciones:
o
OO (i) LiH, DMSO seco, -78 °C.
16% (ii) Lil, 4-bromo-2-metil-2-buteno.
o (iii) H2804 conc, 25 °C.
(iv) Hz0.
18 (v) Oxidacién por contacto con el aire.

Cuando se trata 2,5-dihidroxi-1,4-benzoquinona con hidruro de litio,
ioduro de litio, en DMSO seco, y dos equivalentes de 4-bromo-2-metilbut-2-eno
‘se obtiene el producto 2,5-dihidroxi-3,6-bis(3-metilbut-2-enil)-1,4-benzoquinona
15 con un 30% de rendimiento. Cuando este compuesto fue tratado con acido
sulfiirico concentrado se obtuvieron los aductos 2,2,7,7-tetrametil-3,4,8,9-
tetrahidropirano[2,3-g]cromen-5(2H),10(7H)-diona 16 y 2,2,9-trimetil-3,4-
dihidro-2H-benzo[A]cromen-5,6-diona 18 con un rendimiento de 45 y 16%
respectivamente. La esperada o-quinona 17 no se formé en el medio de reaccion.
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La sintesis de sistemas bis-piranobenzoquinonas, tal y como se_ha
mencionado en la introduccion, se pretende abordar mediante una reaccion
dominé tipo Knoevenagel hetero Diels-Alder.

Existen antecedentes en la bibliografia quimica de llevar a cabo este
mismo tipo de reaccién con compuestos 1,3-dicarbonilicos tipo icido N,N-
dimetilbarbitirico, 4cido de Meldrum o dimedona'%:!%4105.106.107.

o
~ AN ° ° ° °
N~ N
M T\f
AN x
acido N,N-dimetilbarbiturico éc’}ﬁo de Meldrum dimedona

En nuestra aproximacién nos proponemos usar el compuesto simétrico
2,5-dihidroxibenzoquinona como adecuado equivalente sintético de compuestos
1,3-dicarbonilico, no existiendo ningiin tipo de antecedente bibliografico previo
del uso de este reactivo en este tipo de reaccion.

Nuestra estrategia sintética se basa en atrapar el intermedio, resultante de
la condensacién de 2,5-dihidroxibenzoquinona y paraformaldehido, u otros
aldehidos, con dienéfilos ricos en electrones, mediante un proceso domind
multicomponente.

La formacién de los dos anillos piranicos se lleva a cabo mediante una
reaccién hetero Diels-Alder con demanda inversa de electrones donde la
interaccion dominante sers la LUMOyeterodieno-HOMOpiensito.

[o] X Q X
OH o "/ o
(CHZO)n
. HO o X~ "0
! o o )
a Intermedio

n
alizamos el intermedio de reaccion son posibles tres sistemas de dienos

susceptibles de ser atrapados por los correspondientes dienéfilos.
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E?&rgéticamente la posibilidad c) es claramente desfavorable frente a la
a) y la b)'®1991011 o006 se analizara mas adelante.

En el caso a) los sistemas heterodiénicos no se encuentran en posiciones
contiguas y daré lugar a la formacién de bispirano-1,4-benzoquinonas lineales,
mientras que en el caso b) los dos sistemas se encuentran en disposiciones
contiguas y las correspondientes cicloadiciones daran lugar a bispirano-1,2-
benzoquinonas angulares.

En nuestro caso las reacciones fueron regioselectivas puesto que sélo
encontramos productos lineales. Los datos espectroscdpicos de los productos
obtenidos estan de acuerdo para un patrén de para-quinonas en lugar de orfo-
quinonas''>"-

Los productos fueron obtenidos como una mezcla 1:1 de diastereémeros
con distinto R¢ e idénticos espectros de 'H RMN y '*C RMN. Cuando partimos
de diendfiloos aquirales, uno de estos diastereémeros posee un centro de simetria
mientras que el otro es quiral y pertenece al grupo puntual de simetria Ca,
mientras que con dienéfilos quirales no se cumple esta regla.

R N0
o]

Estos diastere6mero meso

con un centro de simetria diasteraémero quiral
con eje de simetria C,
diastereémeros son el resultado de las diferentes aproximaciones en el proceso
de cicloadicion''>!'*!15116.174e] intermedio con el doble enlace del dienéfilo y
que pueden ser endo/endo, exolexo, endolexo y exolendo.
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Las aproximaciones endo/exo y exo/endo llevan a la formacién de
moléculas idénticas y que resultan ser el diastereémero aquiral.

Las

aproximaciones endo/endo 'y

exo/exo llevan a la forma de

dos moléculas

enantiomeras T que
simetria C».

presentan Endo F}_&H N y
H oléculas idénticaa’8 &H

(o] (o]
R._O R., O.
07 R o~ "R
o 40 , ©
Enantiémeros

Nos llamé la atencién que los diasteredmeros obtenidos con distinto
comportamiento cromatografico, presentaran idénticos datos de 'H RMN y '*C
RMN.

Encontramos casos en la bibliografia quimica de aductos diastereémeros
con espectros coincidentes de '"H RMN y 13C RMN. Recientemente, el grupo de
investigacion del Profesor Xiao-Zhang Zhu, ha publicado un articulo sobre la
sintesis de sistemas con estructura ipticeno quinona’

Estos sistemas son sintetizados mediante una reaccién de hetero Diels-
Alder entre p-benzoquinona y antraceno con sustituyentes metoxilo (Figura 11).
Debido a la simetria de los reactivos se han obtenido como productos dos
diasteremeros con idénticos espectros de 'H RMN y *C RMN.
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Figura 34:  Sintesis de derivados de ipticenoquinonas:

antraceno

e
B

o~y

diastereémeros con identicos
espectros de ' RMN y 3C RMN

Como primer objetivo nos propusimos la bisqueda de las condiciones mas
adecuadas para llevar a cabo la reaccion dominé Knoevenagel hetero Diels-Alder
(DKHDA) tipo anidnica-periciclica y para ello seleccionamos como reaccién
patrén la reaccién de 2,5-dihidroxiquinona con paraformaldehido y vinil etil éter
bajo diferentes condiciones.

o 0
OH o rOE‘ 0. OEt
(CH,0)n |
—— —e-
HO o Et0” O
0o 41 0O [o]
Intermedio

La Tabla 2 ilustra los rendimientos obtenidos pudiéndose apreciar que
solo se obtienen rendimientos aceptables cuando se utilizan excesos de
paraformaldehido y etil vinil éter.
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Tabla 2: Diferentes condiciones de reaccién para optimizar la
reacciéon de 2,5-dihidroxiquinona (I) con etil vinil eter.

Entrada glflfglfl(())); Disolvente Condiciones Rend;:‘ fento
1/16/9 dioxano reflujo 100°C, 24h. 28
2 1/16/9 dioxano tubo cerrado, 110°C, 8h. 50
3 1/16/9 dioxano tubo cerrado, 110°C, 24h. 88
4 1/16/9 dioxano tubo cerrado, 110°C, 24h. 32
5° 1/32/9 dioxano tubo cerrado, 110°C, 15h. 47
2 o NO
6 1/16/9 CH3;CN tubo cerrado, 110°C, 24h. REACCIONA
b . . o NO
7 1/8/9 dioxano reflujo 100°C, 24h. REACCIONA

“ en lugar de paraformaldehido se usé formalina (solucién acuosa de formaldehido al
36.5% en peso).

b uso de TAMA (Trifluoroacetato de N-metilanilina) y 1,3,5-trioxano como
equivalente sintético de formaldehido.

Los mejores resultados se consiguieron con la siguiente proporcién de
reactivos 2,5-dihidroxibenzoquinona/(CH;0),/etil vinil éter (1/16/9). Cuando la
reaccién se llevd a cabo con dioxano bajo reflujo, el rendimiento obtenido fue de
un 28%, este rendimiento se consiguié mejorar usando un tubo cerrado a 110°. El
uso de formalina en lugar de paraformaldehido dio rendimientos inferiores.
También usamos TAMA'"® (Trifluoroacetato de N-metilanilina) y 1, 3,5-
trioxano como un equivalente de condensacién aldélica de formaldehido sin
buenos resultados.

Dado que el proceso requiere Iargos tiempos de reaccién decidimos
utilizar irradiacién con microondas'?*'?""'# para ver si, éstos, se disminuian y
conseguiamos aumentar los rendimientos. Usamos varios disolventes
encontrando que efectivamente se acortaban los tiempos de reaccidn. Los
resultados obtenidos se representan en la Tabla 3. Todas las reacciones se
realizaron en un tubo cerrado.

Tabla 3: Resultados obtenidos en la reaccién de 2,5-dihidroxiquinona
y etil vinil eter usando radiacién con microondas.

Entrada (CH,O)n /é/Hz CHOELt Disolvente Condiciones® Rend‘i;:iento
1 1/16/9 dioxano MW, 45 min 37
2 1/16/9 dioxano MW, 45 min 15
3 1/16/9 tolueno MW, 45 min 54
4 1/16/9 p-xileno MW, 45 min RE Ag((I)ION A
5 1/16/9 1,2-dicloroetano MW, 45 min 78
6 1/8/9 1,2-dicloroetano MW, 45 min 29
7 1/16/9 1,2-dicloroetano MW, 20 min 88

¢ irradiacion a 630 W con un microondas doméstico.
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Se probaron distintos disolventes atendiendo a sus caracteristicas frente a
la irradiacion con microondas. Esencialmente, la capacidad de un disolvente para
calentarse con microondas depende de sus propiedades dieléctricas (¢’) y de la
eficiencia con que la energia absorbida puede ser convertida en calor, descrita
por el factor de pérdida dieléctrica (¢°”). Para comparar la capacidad que tienen
distintas sustancias de transformar energia de microondas en calor, a una
frecuencia y temperatura determinada, se utiliza el factor de disipacion tang 9,
que se define como la tangente de la relacién del factor de pérdida dieléctrica y
la constante dieléctrica (tang €/¢’). Los valores del factor de disipacion estan
recogidos en tablas y estdn comprendidos entre 0 y 1. Probamos desde
disolventes transparentes al microondas como el dioxano hasta aquellos con
adecuados valores de factor de disipacion 8§, como el 1,2-dicloroetano (tang
8=0.44). Utilizando este mismo disolvente se intento ver si se podria variar la
proporcion de reactivos, pero no se consiguieron buenos rendimientos.

La proporcién de diastereémeros 1:1 obtenidos en cada reaccion fue
ratificada por HPLC y no se observé variacion de esta proporcion al pasar de
calentamiento convencional a irradiacion con microondas.

Como consecuencia de los elementos de simetria presentes en los
aductos, éstos muestran una gran simplicidad en sus espectros de 'H RMN y e
RMN, observandose la mitad de las sefiales de protén y de carbono. A modo de
eg'emplo representativo, en la Figura 12 se muestran los espectros de 'HRMN y
1>C RMN de los aductos obtenidos en la reaccion de 2,5-dihidroxibenzoquinona
con paraformaldehido y etil vinil éter.

Biotecnologia e Ingenieria Genética de Rutas Metabélicas.
Los metabolitos secundarios juegan una variedad de funciones tales como

atrayentes de polinizadores, y moléculas de defensa contra el ataque de animales y
microorganismos, los cuales permiten la supervivencia de estos seres vivos en su
ecosistema. Estas sustancias también tienen una gran importancia para el hombre. Sin
embargo, a pesar de los grandes esfuerzos realizados por la industria quimica para
lograr su sintesis, se han conseguido escasos éxitos, y asi las plantas an constituyen la
mayor fuente de obtencion de vitales compuestos medicinales.

A finales de los afios 70, el cultivo de células vegetales se vio como una
alternativa o via adicional para la produccién de estos metabolitos. No obstante, con
cierta frecuencia las bajas cantidades obtenidas en estos cultivos, a menudo inferiores a
las cantidades presentes en la planta, son un obsticulo para su explotacion comercial.
Sin embargo, algunos proyectos fueron exitosos y comercialmente explotados tales
como la produccidn de shikonina, berberina, paclitaxel mediante el cultivo de células de
Lithospermum erythrorhizon, Coptis japonica y Taxus brevifolia respectivamente.

Por otro lado, se han intentado diferentes estrategias para tratar de incrementar la
produccién de metabolitos secundarios en cultivo, éstas incluyen por ejemplo la
manipulacion del medio nutritivo, induccion de cultivos morfolégicamente
diferenciados que se conoce presentan mayor potencial bioquimico.  Asi el
establecimiento y empleo de cultivos de raices en cabellera tras la infeccién con
Agrobacterium rhizogenes mostré un incremento en la producciéon de aquellos
metabolitos secundarios que naturalmente se sintetizan y acumulan en las raices de la
planta, obteniendo la produccién de cantidades igual o incluso superiores a las obtenidas
en la raices de la planta. Ademds, en los ultimos 10-15 afios, avances en biotecnologia
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de plantas han permitido el éxito de la transformacion genética de plantas, dirigidas
principalmente a la mejora de caracteristicas agricolas. En los tltimos afios, y con los
rapidos avances conseguidos en el campo de la tecnologia del ADN recombinante, se ha
logrado la elucidacion, aislamiento y clonaje de genes responsables de la codificacién
de enzimas que participan en diversas rutas metabélicas, identificindose ademas
muchos procesos metabolicos hasta ahora poco conocidos. Asi, se ha comenzado a
abordar la manipulacién genética de plantas medicinales, principalmente para conseguir
un incremento en la produccion de diversas sustancias bioactivas, consiguiéndose
atractivos resultados de manipulaciones genéticas dirigidas a la alteracién y control del
metabolismo secundario. Asimismo, se ha hecho posible confeccionar el metabolismo
secundario de determinadas rutas de plantas medicinales y obtener mayores
rendimientos en la produccioén de un producto diana, y al mismo tiempo también aplicar
luz y conocimiento sobre el control de los complejos procesos metabdlicos.

En nuestro laboratorio, se ha abordado la biotecnologia de las especies Atropa
baetica, Maytenus canariensis, M. amazonica, Echium acanthocarpus, E. aculeatum, E.
callythirsum y E. virescens.

Con todas estas especies, se ha conseguido o se aborda el establecimiento de
cultivos de raices en cabellera tras el empleo de la bacteria Agrobacterium rhizogenes,
ademas del intento por conseguir la sobreexpresion de genes codificadores de enzimas
dianas, para sobreexpresar su sintesis y asi conseguir una mayor acumulacion de
determinados metabolitos bioactivos.

Atropa baetica sintetiza alcaloides tropanicos, siendo el mayoritario atropina
seguido de escopolamina, pasos metabdlicos catalizados por la enzima H6H. La
sobreexpresion del gen héh result6 en una alteracién del metabolismo, consiguiéndose
una mayor acumulacién de escopolamina en detrimento de atropina en los cultivos de
raices en cabellera transgénicos establecidos. Asimismo, se ha conseguido la produccion
de enzima recombinante h6h en Escherichia coli, y se pretende emplear esta enzima en
sintesis orgéanica, empleando esta enzima recombinante como catalizador organico, para
la obtencion de productos enantioméricamente puros que pueden presentar cierta

bioactividad.

Figura 35.- Esquema de la doble reaccion catalizada par la enzima H6H (hiosciamina
6Bhidroxilasa)

Me ’Y‘e
N Me N
HéH N HéH
- . _——
OH
CH,OH
K EHOH CH,OH e~
3 HZ
o 0 o
(-)-hiosciamina 6p-hidroxihiosciamina escopolamina
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La especie M. canariensis presenta sesquiterpenos agrofuranicos, con distintas
actividades bioldgicas (antitumoral, revertidor de MDR o disuasoria de la
alimentacion), metabolitos que aparecen principalmente en la corteza de raiz. Con esta
especie se ha llevado a cabo su multiplicacion in vitro y el establecimiento de
protocolos para su propagacioén, que serdn aplicados en futuras modificaciones
genéticas. Ademas, se han inducido cultivos de raices en cabellera como sistema
biolégico para investigar la sintesis y acumulacién de estos metabolitos, y contemplar
una posible modificacion genética de esta ruta metabdlica. Se siguen los esfuerzos por
conseguir similares resultados con M. amazonica.

Figura 36.- Estructuras moleculares de diferentes sesquiterpenos agarofuranicos de
Maytenus canariensis

Sesquiterpeno agarofuranico

R1 / Rs

Rz,"h, ~ ~ \\RG
Las ‘ especies endémicas canarias
del género Echium son atractivas pues
acumulan interesantes  4acidos grasos

omega-3, de elevado interés en nutricion
humana, por R; sus propie.dades mediqinales y
por su interés en nutricion en acuicultura.
Estas acumulan interesantes niveles
de los 4cidos gammalinolénico (GLA) y estearidénico (SDA), constituyendo la
principal fuente natural vegetal de éstos dcidos. Se han inducido dos sistemas de
cultivos de raices en cabellera de las especies E. aculeatum y E. virescens, y su
establecimiento esta resultando dificultoso pues no terminan por crecer en los distintos
medios nutritivos disefiados. Con estas especies se llevard a cabo el clonaje y la
sobreexpresion del gen A6-desaturasa, que interviene en la desaturacion del 4c. linoleico
en GLA y del 4c. o-linolénico en SDA, de tal forma que la produccién de éstos
demandados 4cidos grasos resulte sobrestimulada.

Figura 37.- Metabolismo de los acidos grasos omega-3 y 6 derivados de é4c. Grasos
esenciales y enzimas (elongasas y desaturasas) que participan en la ruta.
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Quimica Macro y Supramolecular

Nuestra area de trabajo se divide en dos subareas, una dedicada a la sintesis ¥
desarrollo de metodologia sintética orientada a la obtencién de compuestos de alto valor
anadido, y otra dirigida al disefio de nuevas estructuras macro y supramoleculares con
aplicaciones que van desde la ciencia de materiales a la medicina pasando por la sintesis
organica, la catalisis, la biologia molecular el transporte y suminsitro de farmacos, etc.

Dentro de la primera estamos trabajando en la sintesis de un nuevo neo-
clerodano, la (+) Teubrevina G. Los clerodanos son una familia de diterpenos que
presentan interesantes propiedades biologicas de las que cabe destacar la actividad
antiinflamatoria. La novedosa estructura y funcionalidad que presenta este TeY”
clerodano lo hace un interesante objetivo sintético. Este proyecto se desarrolla en
colaboracion con el Profesor Andreas Gansiiuer de la Universidad de Bonn que aporta
Su extensa experiencia en la sintesis estereoselectiva controlada por los reactivos.

En ¢l drea de la quimica macro y supramolecular nuestro interés esta centrado en
la sintesis de nuevas estructuras dendriticas para su aplicacién en varios campos que Van
desde la catalisis quimica al transporte y suministro de firmacos, pasando por la
potencial aplicacion en ciencias de materiales y aplicaciones biomédicas. EStas
estructuras estan basadas en anillos de oxazolidina, figura * y su sintesis se desarrolla a
través de una metodologia versitil, que permite la manipulacion racional de las
potenciales nuevas propiedades de la macromolécula, de manera que tanto el nucleo, ?l
espacio interior y la periferia de ella puede ser disefiada a deseo. (Por ejemplo la sintests
de un dendrimero de tamafio medio que posea un interior hidrofébico, de tamano
definido, y una periferia hidrofilica de manera que pueda actuar como modelo
.cnzimz'uico 0 bien como transportador y suministrador de farmacos. Si quieres puedes
introducir este ejemplo. Como lo consideres.

Figura 38
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Ya dentro de la quimica supramolecular otros dos aspectos que estamos
estudiando es el de la obtencion de nuevos organogeladores con propiedades
predefinidas, por un lado, y por otro el disefio y sintesis de nuevos lazos moleculares y
la determinacién del efecto molde en el mecanismo de formacion de los mismos. El
interés de estas moléculas radica, entre otros, en el hecho de poseer dimensiones de
nanoescala.

Los geles son compuestos que se encuentra de manera habitual en nuestra vida
diaria pero que en los tdltimos diez afios han experimentado un notable desarrollo como
materiales tnicos con multiples aplicaciones que van desde la cosmética a la ciencia de
materiales y aplicaciones en farmacologia. Nuestro organogelador estd basado en
poliamidas

S\

*
(:\ § \m\: !l !I :,m%\{“
O I

() 2

NH; HaN

Figura 39

La obtenci6n de moléculas de tamafio nano es de importancia crucial a la hora
del desarrollo y disefio de nuevos dispositivos itiles tanto en electrénica, foténica como
en medicina. Los lazos moleculares se conocen de su existencia y funcionalidad en la
naturaleza. Los lazos moleculares en los que estamos estudiando el mecanismo de su
formacion estan basados en los desarrollados por el Prof. Vogtle,
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Los disefiados estan basado en el uso de bloques estructurales distintos a las
unidades de piridina asi como los que incorporan una funcionalidad en posicion 4 de las
unidades de ciclohexanos. La importancia en la determinacion del mecanismo de
formacién esta en la posibilidad de introducir asimetria en la topologia del lazo, ya de
por si poseer elemento de quiralidad topoldgica.
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