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RESUMEN
Q.E.B. Juan Manuel Rodriguez Véliz Fecha de graduacion:
Abril de 2026

Universidad Autonoma de Nuevo Leon

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: DISENO in silico DE ANALOGOS DE LT8A Y SEMI-SINTESIS DE
LT8AA, DETERMINACION DE SU ACTIVIDAD CONTRA CELULAS

CANCEROSAS.
Nuamero de paginas: 135 Candidato para el Grado de Maestro
en Ciencias con Orientacion en
Farmacia

Area de estudio: Estudio de Compuestos con Actividad Farmacolégica y Biotecnologia
Farmacéutica

Propdsito y Método de Estudio: El cancer continua siendo una de las principales causas de
mortalidad mundial, destacando tumores como los de mama, prdstata, pulmén, colon y
glioblastoma por su alta incidencia y relevancia clinica. Las limitaciones terapéuticas
actuales, como resistencia y toxicidad, motivan la bisqueda de nuevos agentes con mejores
perfiles de eficacia y seguridad. En este contexto, los productos naturales representan una
fuente importante de moléculas bioactivas. Entre ellos, el lignano Lt8, aislado de Larrea
tridentata, constituye una estructura prometedora debido a su conversion quimica a Lt8A,
analogo con parecido estructural a la podofilotoxina, precursora de fArmacos consolidados
como etopdsido y tenipdsido.

En este trabajo se evaluaron 25 derivados de Lt8A mediante acoplamiento molecular frente
a dianas asociadas a proliferaciéon tumoral. Posteriormente, se estimaron parametros ADME
y toxicidad in silico. La integracion de estos resultados permitid seleccionar cuatro
candidatos (Fosfato 4, Ester 3 conocido como Lt8AA, Ester 1 y Ester 5) con energias de
acoplamiento favorables, buena biodisponibilidad oral tedrica y baja probabilidad de
toxicidad in silico. Ademas, mediante SwissADME Target Prediction y GEPIA se
identificaron posibles dianas moleculares y su relevancia en distintos tipos de céncer,
priorizando al Lt8AA como candidato principal para su posterior sintesis y evaluacion
experimental.

Contribuciones y Conclusiones: Como parte de la validacion experimental, se sintetizé el
analogo Lt8AA, seleccionado por su perfil computacional, y se evalud junto con el lignano
de origen Lt8 mediante un ensayo de viabilidad celular por cristal violeta a 25 uM en cinco
lineas celulares cancerosas (PC-3, MCF-7, HCT-15, SKLU-1 y U251) y una linea normal



(HaCaT). Los resultados mostraron que Lt8AA presenta unicamente actividad parcial, contra
la linea SKLU-1 de cancer de pulmon, en ella se exhibié una disminucién apreciable de
viabilidad, lo que sugiere un posible mecanismo dependiente de captacion diferencial,
metabolismo redox o activacion intracelular selectiva. Aunque el desempefio no coincidié
con las predicciones in silico, esto refuerza la importancia de validar computacional y
experimentalmente cada compuesto, ya que las plataformas predictivas describen escenarios
teoricos que pueden no reproducirse completamente en sistemas biologicos reales.

En conjunto, este trabajo permitio identificar analogos con potencial farmacolégico,
establecer una estrategia de priorizacion basada en quimica computacional y generar
evidencia experimental preliminar sobre la actividad de Lt8 y Lt8AA. Como perspectiva de
este estudio consistira en sintetizar los tres andlogos promisorios faltantes ( Ester 1, Ester 5
y Fosfato 4), y determinar su ICso mediante el ensayo de citotoxicidad del MTT. Estos
avances contribuiran al desarrollo de nuevos candidatos antineoplasicos inspirados en
productos naturales.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 ;Qué es el cancer y metastasis?

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es un grupo de
enfermedades que pueden comenzar en cualquier 6érgano o tejido del cuerpo (OMS, 2022).
Esta enfermedad se caracteriza porque las células malignas o células anormales empiezan a

reproducirse de manera acelerada y descontrolada.

Las células malignas del cancer pueden llegar a presentar crecimientos acelerados de células
que posteriormente tendran la capacidad de propagarse a otros 6rganos y/o tejidos del cuerpo
ocasionando lo que se conoce como metéstasis, que de acuerdo con la OMS es una de las

principales causas de muerte entre las personas que padecen cancer (OMS, 2022).

Para referirse a la enfermedad del cancer, se pueden acufiar los términos neoplasia, que es el
crecimiento anormal de células en un tejido del organismo o también se puede utilizar el
término tumor maligno que es cuando las células anormales pueden diseminarse a otros

organos (OMS, 2022).

1.2 Clasificacion de los tipos de cancer

Para entender el panorama general del céancer, es crucial abordar su clasificacion y

diagnostico. De acuerdo con la OMS, la clasificacion de los tumores es un proceso que va
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mas alla de un simple nombre. Se trata de un procedimiento complejo que integra varias
caracteristicas para definir el tipo de tumor, su agresividad y el riesgo de progresion. Los
criterios que se toman en cuenta incluyen: el origen del tumor (donde se formo), la
morfologia (coOmo se ve al microscopio), los marcadores moleculares y genéticos (las
alteraciones especificas en el dcido desoxirribonucleico (ADN) que lo caracterizan), el grado
de diferenciacion (qué tan anormales se ven las células comparadas con las sanas) (OMS,

2022).

De forma mas general, se suele categorizar el cancer segun el tipo de tejido que invaden las

células cancerosas. Los cuatro tipos principales son:

1. Carcinomas: Son los méas comunes y se originan en las células epiteliales que
recubren la piel y los 6rganos. Ejemplos claros son el cancer de mama, colorrectal y
de prostata.

2. Sarcomas: Estos tumores se desarrollan en el tejido conectivo, como los huesos, el
cartilago, o los vasos sanguineos y linfaticos.

3. Leucemias: Este tipo de cancer surge en la médula 6sea, provocando una proliferacion
descontrolada de las células sanguineas. Las leucemias linfociticas y mieloides son
las mas conocidas.

4. Linfomas: Impactan el sistema linfatico, una parte crucial del sistema inmunitario. La
OMS distingue dos categorias principales: el linfoma de Hodgkin y el linfoma No

Hodgkin (OMS, 2022).
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1.3 Diagnostico de cancer

La importancia de un diagnostico temprano no puede subestimarse. Cuando el cancer se
detecta a tiempo, las posibilidades de éxito del tratamiento aumentan, lo que no sélo mejora

la supervivencia, sino que también reduce la morbilidad y los costos asociados (OMS, 2022).

El proceso de diagnostico es una serie de pasos que, en conjunto, buscan obtener un resultado

concluyente. Estos son los procedimientos clave que se siguen:

1. Examen fisico: Es el punto de partida. Durante esta evaluacion, el médico palpa el
cuerpo en busca de bultos o hinchazon y observa cualquier cambio en la piel.

2. Pruebas de laboratorio: Un simple andlisis de sangre u orina puede ofrecer pistas

importantes. Por ejemplo, un hemograma completo puede revelar anomalias en las
c¢lulas sanguineas que sugieran una leucemia.

3. Imagenes médicas: Estas pruebas no invasivas permiten visualizar 6rganos y tejidos

internos. A menudo se comienza con una radiografia o ecografia, para luego recurrir
a técnicas mas avanzadas como la Tomografia Computarizada (TAC), la Resonancia

Magnética (RM) o la Tomografia por Emision de Positrones (PET) si es necesario.

4. Marcadores tumorales: Aunque no son definitivos para un diagndstico inicial, estas
sustancias presentes en la sangre pueden ser Utiles para monitorear la respuesta al
tratamiento o detectar una recurrencia. Ejemplos incluyen el cancer de prostata (PSA)
o el cancer de colon (CEA) (Joan R. Llados, 2020).

5. Biopsia: Este es el procedimiento que ofrece la confirmacion definitiva del cancer.

Consiste en extraer una muestra de tejido o células para su andlisis en un laboratorio.
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La técnica utilizada para la biopsia depende de la ubicacion del tumor (Joan R.

Llados, 2020).

1.4 Factores e incidencia que aumentan la probabilidad de contraer el cincer

De acuerdo con la OMS, la poblacion que tiene una mayor probabilidad de contraer cancer
es aquella que tiene un consumo de tabaco y alcohol frecuente, asi como también las personas
que llevan una dieta no saludable, el sedentarismo, y la respiracion de aire contaminado
(OMS, 2022). Los tipos de cancer que presentan mayores numeros de incidencia son: el
cancer de mama, pulmoén, colorrectal y prostata. Ademads, las infecciones como el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) aumenta hasta 6 veces el riesgo de contraer un cancer de

cuello uterino (OMS, 2022).

La Organizacion Panamericana de Salud (OPS) en el afio 2022 indicé que la incidencia de
casos de cancer fue de 4.2 millones en la region de las Américas y el numero de personas que
fallecieron a causa de cancer fue de 1.4 millones aproximadamente (OPS, 2022). La OPS
pronostica que, de no tomar medidas adecuadas, el cancer aumentara a nivel mundial hasta
un 60% durante las proximas décadas, especialmente en paises de bajos y medianos ingresos

per cépita (OPS, 2021).
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1.5 Incidencia de cancer en México

En el afio 2022, Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) realiz6 un estudio de cancer en
la poblacion mexicana, encontrandose que México tiene una poblacion aproximada de
131,562,775 personas, de las cuales 64,362,887 (48.9%) son hombres y 67,199,888 (51.1%)
son mujeres. La incidencia de cancer para el afio 2022 en México fue de 95,954 casos (15%)
para la poblacion masculina y 111,200 casos (17%) para la poblacion femenina. Los tipos de
cancer mas comunes que se encontraron en la poblacidon masculina fueron: cancer de prostata,
de pulmoén y colorrectal; mientras que para la poblacion femenina fueron: cancer de mama,

cérvico uterino y colorrectal (Global Cancer Observatory, 2022).

1.6 Mortalidad por cancer en México

Para el mismo afo, el Instituto Nacional de Estadistica Geografia e informatica (INEGI)
reportd que la mortalidad en México por cancer fue de 10.6% (89,574), identificando un

crecimiento del porcentaje de mortalidad con respecto a afios anteriores (INEGI, 2024).

1.7 Tratamientos mas usados contra el cancer y la desventaja de su uso.

El cancer representa un problema de salud de relevancia a nivel mundial debido a su creciente
incidencia. Los tratamientos mas utilizados contra el cancer son agresivos y no son bien

tolerados por pacientes, por ejemplo, intervenciones quirtrgicas, la radioterapia y la terapia
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sistémica (quimioterapia, tratamientos hormonales, tratamientos biologicos dirigidos) (OMS,
2022). Eluso de los tratamientos arriba mencionadas no asegura una terapia eficaz contra el
cancer, ya que las células pueden producir resistencia al tratamiento por razones intrinsecas
(resistencia innata por expresion genética) y extrinsecas (activacion de un segundo proto-
oncogén que se convierte en el gen conductor y por mutaciones genéticas) (Wang, Zhang,

and Chen 2019).

1.8 Ciclo celular

Dentro del campo de la oncologia, el ciclo celular ha emergido como un punto critico para la
efectividad de la quimioterapia. La relacion entre ambos es un pilar fundamental en la lucha
contra el cancer, ya que la mayoria de los farmacos citotoxicos han sido disefiados para
interferir con procesos clave de la division celular. Un claro ejemplo de esto se observa en
las terapias que actiian especificamente durante la fase de mitosis. La eficacia de estos
medicamentos radica en que sus efectos citotoxicos no se manifiestan de manera significativa
hasta que la célula entra en esta fase, cuando su vulnerabilidad a las alteraciones es maxima.
Esto subraya como la comprension profunda de la biologia celular se traduce en el desarrollo
de estrategias terapéuticas mas precisas y, potencialmente, mas eficaces. A nivel molecular,
esta interaccion demuestra que la capacidad de una célula para proliferar la convierte en su
propia debilidad, un concepto que guia gran parte de la investigacion y el disefio de

tratamientos oncoldgicos modernos (Gascoigne & Taylor, 2008).
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1.9 Agentes Citotoxicos

La quimioterapia citotdxica sigue siendo un pilar fundamental en el tratamiento del céncer,
dado que actua sobre procesos biologicos esenciales para la proliferacion celular. Estos
farmacos, conocidos por atacar "dianas" criticas, se dirigen a rutas como la sintesis de
nucledtidos, la replicacion del ADN y la dinamica del citoesqueleto. Los agentes alquilantes,
los antimetabolitos, los inhibidores de topoisomerasas y los venenos de microtubulos son
ejemplos clasicos de esta aproximacion (Rudd, 2023) Asi mismo los antimicrotibulos y
antibidticos tumorales forman parte del tratamiento anticancerigeno (Castillo-Gonzalez Erika
Leticia et al., 2020). Es importante destacar que, si bien estos medicamentos son efectivos,
su naturaleza inespecifica representa un gran desafio, ya que también afectan a células sanas
que tienen una alta tasa de proliferacion. Sin embargo, los avances recientes en la ciencia han
abierto nuevas oportunidades para el disefio de tratamientos mas selectivos y menos toxicos,

buscando un equilibrio entre la eficacia y la toxicidad (Rudd, 2023).

1.10 Efectos Adversos de la Quimioterapia

Los efectos adversos de la quimioterapia constituyen un desafio central en el tratamiento del
cancer. Aunque estos farmacos son esenciales para eliminar células malignas y mejorar las
tasas de recuperacion, su accion sobre células sanas provoca reacciones que varian de leves

a graves, afectando significativamente la calidad de vida del paciente. Se estima que
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aproximadamente el 45% de los pacientes experimentan efectos adversos graves durante la

terapia (Ingrand et al., 2020).

Entre las manifestaciones mas frecuentes se incluyen alteraciones hematoldgicas, como
anemia, leucopenia y trombocitopenia, que aumentan el riesgo de infecciones y hemorragias;
neuropatias y trastornos neurologicos; asi como efectos gastrointestinales como nauseas,
vomitos, diarrea o estrefiimiento. Ademas, ciertos farmacos pueden inducir toxicidad
especifica en 6rganos vitales (corazon, pulmones, rifiones o higado) en algunos casos resulta
irreversible y limita la continuidad del tratamiento. Medicamentos como los inhibidores de
topoisomerasa o los compuestos de platino se asocian con un mayor riesgo de complicaciones
graves (Ingrand et al., 2020). Un problema adicional es la omision de registro de efectos
adversos en la practica clinica, lo que dificulta la evaluacion real de su frecuencia y severidad.
Esta situacion destaca la importancia de fortalecer la vigilancia farmacoldgica y mejorar la
comunicacion entre profesionales y pacientes, con el fin de proteger la salud, minimizando

dafios y adoptando un enfoque terapéutico mas integral (Ingrand et al., 2020).

31



CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 Compuestos naturales con aplicacion en la medicina

Se han encontrado compuestos en las plantas que presentan efectos terapéuticos, (Guo et al.,
2022) “algunos exhiben una actividad anticancerigena favorable y proporcionarian nuevas
estructuras centrales y nuevos conocimientos para el desarrollo de nuevos farmacos

anticancerigenos” (Guo et al., 2022).

Un ejemplo de compuestos naturales con aplicacion en la medicina es la podofilotoxina
(figura 1), la cual es un metabolito secundario, perteneciente al grupo de los lignanos que se
obtiene principalmente de la raiz y los rizomas de las especies Podophyllum peltatum y
Podophyllum emodi las cuales cuentan con evidencia cientifica de que presenta efectos
anticancerigenos. El compuesto mas abundante es el aril-tetralin-lignano (Motyka et al.,
2023). Debido a que la podofilotoxina presenta efecto citotoxico y efectos secundarios, se
optd por modificar la estructura y formar analogos, entre ellos destacan el etopdsido y
teniposido, los cuales mostraron una mejor respuesta al administrarse como farmacos. Los
andlogos mencionados anteriormente destacan en el mercado por su actividad
anticancerigena, antinflamatoria, antiviral y por sus propiedades inmunosupresoras (Motyka

et al., 2023).
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2.2 Larrea tridentata como fuente de metabolitos secundarios con potencial uso

farmacéutico

La planta que se ha estudiado en afios recientes por su propiedades antibacterianas y
anticancerigenas es Larrea tridentata (L. tridentata) la cual se puede encontrar en el norte de
Meéxico y sur de los Estados Unidos. Conocida comiinmente como “gobernadora”, es un
arbusto que puede llegar a medir de 0.5 a 3.5 m. El tallo tiene numerosas ramas con hojas de
color verde amarillento. Sus flores son amarillas, el fruto es ovoide con finos pelos blancos,
y contiene una semilla de color negro (Morales-Ubaldo et al., 2022). Esta planta es muy
conocida por su efectividad en el tratamiento de una variedad de enfermedades, infertilidad,
reumatismo, artritis, diabetes, calculos biliares y renales, resfriados, diarrea, problemas de la
piel, sobrepeso, infecciones, cancer, dolor e inflamacion. También tiene usos en la industria

y como forraje (Morales-Ubaldo et al., 2022).

2.3 Metabolitos secundarios de L. tridentata con actividad antibacteriana y

citotoxica

De acuerdo con un estudio realizado por la UANL, a partir de los extractos cloroféormicos de
las hojas de L. tridentata se aislaron y caracterizaron estructuralmente 7 compuestos, cuatro
lignanos y tres flavonoides; dentro los lignanos descritos destacan el acido meso-
dihidroguaiaretico y el 3 -desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina (Lt8), siendo este Gltimo el

mas activo contra el SARM (Favela-Hernandez et al. 2012), su mecanismo de accién esta
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relacionado con la membrana, afectando a las proteinas transportadoras de tipo ABC (Favela-
Hernandez et al. 2015) por lo que el ciclolignano no se expulsa al exterior de la bacteria y

ocasionando la muerte del patogeno.

2.4 Efecto anticancerigeno del 3’-desmetoxi-6-0O-desmetil isoguaiacina

En resultados obtenidos por un grupo de investigacion de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leon, el lignano natural 3’-desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina (Lt8) presentdé un
porcentaje de inhibicion de 49% a 25 uM contra células cancerigenas de prostata humano
(PC3) mientras que el etoposido presento un 29% de inhibicion a la misma concentracion. El
derivado de Lt8 dimetilado en la posicion catecol mostré un 73.18% de inhibicion de
leucemia mieloide cronica humana (K562) a 25 uM, mientras que el etoposido mostré un
93.71% a la misma concentracion. Lo anterior sugiere un potencial uso como compuesto
lider a Lt8 en el desarrollo de nuevos agentes antineopldsicos ya que algunos de sus derivados
semisintéticos exhibieron mayor eficacia, estos hallazgos respaldan el interés por continuar
explorando el perfil bioldégico de Lt8 como base estructural para futuras optimizaciones

farmacologicas (Castillo-Gonzélez 2020)

2.5 Efecto anticancerigeno de la podofilotoxina

Dentro del mercado farmacéutico se han utilizado plantas para la obtencion de principios

activos, tal es el caso de la Podophyllum, de la cual se toman sus lignanos, especificamente
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la podofilotoxina, cuyo efecto terapéutico se ha demostrado en enfermedades como cancer,
artritis reumatoide, y estimula el sistema inmune (Motyka et al., 2023). Los efectos
citotoxicos de la podofilotoxina y sus derivados en diferentes tipos de tumores se han
atribuido a su capacidad para unirse a la tubulina durante la mitosis, y por lo tanto inhibir la
formacion de los microtubulos (Ma et al. 2013). La capacidad de la podofilotoxina de unirse
a la tubulina se debe a sus grupos metoxifenil (Cortese et al., 1977), asi como al anillo
lactonico (Elgemeie & Mohamed-Ezzat, 2022). Desafortunadamente, su alta toxicidad ha
limitado su aplicacidon como agente quimioterapéutico (Ma et al., 2013). Debido a estos
efectos se decidio obtener los analogos de la podofilotoxina para seguir encontrando nuevos
blancos terapéuticos (Motyka et al. 2023). Se ha encontrado que las modificaciones en C-5’
y C-8’ del anillo B dan lugar a-peltatina y B-peltatina (figura 1) , los cuales poseen un
potencial efecto anticancerigeno (Y. Q. Liu et al. 2015). Las modificaciones al anillo C,
especialmente en las posiciones C-1 y C-4 da como resultado una actividad reducida en la
polimerizacion de tubulina y, por lo tanto, es la causa de la actividad inhibidora de la

topoisomerasa I (Liu et al., 2015).

Figura 1. Estructura quimica de a-peltatina (a), estructura quimica de p-peltatina (b) y estructura
quimica de la podofilotoxina (c).
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2.6 Efecto de la podofilotoxina en los microtubulos en tratamientos oncoldégicos

Los microtubulos son elementos cruciales y versatiles del citoesqueleto en células eucariotas,
y sus funciones abarcan procesos celulares de gran relevancia. Estas estructuras proteicas no
solo son clave para sostener la forma y la estructura de la célula, sino que también sirven
como vias para el transporte dentro de la célula y, de manera esencial, coordinan la separacion
de cromosomas durante la division celular. Al estar formados por dimeros de a- y B-tubulina,
poseen una cualidad particular: la inestabilidad dindmica, un proceso de constante union y
separacion de subunidades que les permite adaptarse con rapidez e intervenir eficazmente en
el mecanismo de la mitosis. Es precisamente esta dinamica inherente lo que convierte a los
microtibulos en un objetivo terapéutico interesante en el tratamiento del céncer. La
podofilotoxina, una sustancia que detiene la mitosis actiia inhibiendo la creacion de
microtibulos. Su forma de actuar se basa en unirse de forma especifica a la tubulina, lo que
evita que los dimeros se unan correctamente y, por lo tanto, la adecuada unién de subunidades
de los microtibulos. Esta alteracion en la estabilidad de los microtubulos provoca una
detencion del ciclo celular en la fase M (mitosis), ya que la célula no puede generar un huso
mitotico funcional. Esta detencion prolongada en la mitosis activa rutas de sefalizacion que
terminan en la apoptosis o muerte celular programada. Asi, la capacidad de la podofilotoxina
para frenar la expansion celular al dificultar la division mitotica la ha situado como un

elemento importante en diferentes tacticas de quimioterapia (Assungao et al., 2025).
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2.7 Regulacion del ADN de células cancerigenas por las Topoisomerasas

Las topoisomerasas, enzimas esenciales presentes en todos los organismos vivos, juegan un
papel crucial en el control de la forma del ADN, algo vital para la replicacion y transcripcion
del material genético (Bondarev et al., 2024a). Existen dos tipos principales: la topoisomerasa
I, que realiza cortes temporales en una sola hebra del ADN para disminuir la tension; y la
topoisomerasa II, que corta ambas hebras, facilitando la separacion del ADN entrelazado
durante la replicacion y la division celular en la mitosis (Bondarev et al., 2024a). En el &mbito
del cancer, estas enzimas adquieren una importancia aun mayor. Las células cancerosas, que
se multiplican sin control y se dividen rapidamente, dependen en gran medida de las
topoisomerasas y muestran una alta actividad para mantener su genoma intacto (Bondarev et
al., 2024a). Esto hace que las topoisomerasas sean objetivos terapéuticos interesantes. Los
inhibidores de topoisomerasas act@ian contra el cancer al bloquear la funcion de estas
enzimas, estabilizando las uniones ADN-topoisomerasa y causando rupturas en las cadenas
de ADN que, al acumularse, provocan la muerte de las células cancerosas (Bondarev et al.,
2024a). Este proceso no solo detiene el crecimiento descontrolado de las células tumorales,
sino que también abre la puerta al desarrollo de tratamientos mas precisos y, posiblemente,

con menos efectos secundarios para los pacientes (Bondarev et al., 2024).
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2.8 Sitio de union de la colchicina y su enlace con la tubulina

En la busqueda de tratamientos innovadores, sobre todo contra el cancer, la zona donde la
colchicina se adhiere a la tubulina es un punto clave; investigarla facilita encontrar y crear
moléculas que ajusten el comportamiento de los microtibulos, mismos que son esenciales
para la célula (Montecinos & Sackett, 2023). La forma de este sitio cambia mucho segun la
especie y el tipo de tubulina. Esta variacion afecta como se unen los farmacos. Igual que con
otras proteinas, las formas distintas de tubulina hacen que algunos compuestos sean
selectivos, actuando sélo en ciertos seres o células (Montecinos & Sackett, 2023). Estas
distinciones representan un factor clave para la sintesis de firmacos con perfiles de seguridad
y precision mejorados, aprovechando dichas variaciones para potenciar el efecto terapéutico.

(Montecinos & Sackett, 2023).

Entre los productos naturales que se ligan a este punto exacto de la tubulina, destaca la
colchicina (Castillo-Gonzalez Erika Leticia et al., 2020), uniéndose de forma competitiva al
hueco entre las partes o y B tubulina, creando enlaces de hidrogeno con el residuo Cys241 de
la B-tubulina. La colchicina detiene el crecimiento de las células porque el complejo que
forma con la tubulina se une a los extremos de los microtibulos, impidiendo que crezcan y

bloqueando la division (Wei et al., 2004).

Aparte de la colchicina, hay otras moléculas naturales que se unen al mismo lugar de la
tubulina y destacan la esteganacina, la podofilotoxina y la combretastatina A-4 (figura 2). Su

parecido estructural las convierte en compuestos lideres prometedores para optimizacion
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mediante la formacion de derivados semisintéticos, buscando mejorar su efecto contra las

células cancerigenas y posiblemente, su selectividad (Cragg et al., 2011).

Colchicina Esteganacina Podofilotoxina Combretastatina A-4

Figura 2.Estructuras de ligandos de tubulina que se unen al sitio de la colchicina. Adaptada de
Cragg, G. M., Kingston, D. G. I, & Newman, D. J. (2011). Anticancer agents from natural products.
CRC Press.

2.9 Relacion estructural de la podofilotoxina y el Lt8

Se puede observar que la estructura de la podofilotoxina (Figura 1) es similar a la del 3’-
desmetoxi-6-O-desmetil isoguaiacina LTS8 (Figura 3) dando hincapi¢ a la obtencion de

analogos del lignano Lt8 obtenido de L. tridentata.

HO ;

OH

Figura 3. Estructura quimica del Lt8.
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2.10 Disefio de farmacos asistido por computadora

Al  sintetizar  analogos de  4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-
d][1,3]dioxol-5-il)fenol conocido como Lt8A (un derivado de Lt8) (figura 4) se pueden
obtener nuevas moléculas, cuyas propiedades terapéuticas pueden servir como base de nuevo
farmacos. Para saber el comportamiento de las nuevas moléculas en el organismo se puede
recurrir al “Descubrimiento de farmacos asistido por computadora” o al CADD por sus siglas
en inglés (Computer-Aided Drug Discovery) la cual investiga las propiedades moleculares
para ofrecer nuevos farmacos mediante herramientas computacionales y recursos de datos
(Giordano et al.,, 2022). Abarca enfoques computacionales para disefar o seleccionar
compuestos como candidatos potenciales antes de que sean sintetizados y probados para
determinar su actividad biologica (Giordano et al., 2022). Un ejemplo de modelo
computacional que estéd siendo implementado en la industria farmacéutica es el acoplamiento
molecular (docking), cuya importancia recae en que un modelo 3D que puede predecir la
interaccion que tendra una molécula con su receptor a nivel molecular, reforzando su
fundamento bioquimico (Agu et al. 2023). Al obtener informacion de la estructura 3D de la
molécula de interés, se pueden crear bases de datos que proporcionen conocimientos acerca
de la complementariedad estructural y electronica de la molécula de interés con su receptor
especifico. Este proceso se logra prediciendo la orientacion molecular de un ligando dentro
de un receptor, y posteriormente se estima su complementariedad mediante el uso de una
funcion de puntuacion, lo que ayuda en el descubrimiento y el desarrollo de nuevos fAirmacos

(Pinzi & Rastelli, 2019).
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OH

Figura 4. Estructura quimica del Lt8A.

2.11 Perfiles predictivos farmacocinéticos y toxicologicos

Otro modelo computacional in silico que predice la farmacocinética y la toxicidad de los
analogos que se van a disefiar son las herramientas computacionales LADME (Liberacion,
Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion) y Protox II, respectivamente. Estas
herramientas aportan informacion sobre las caracteristicas farmacocinéticas de los

compuestos (Pires et al., 2015).

2.12 Herramientas para determinar moléculas con efecto farmacolégico promisorio

Plataformas como GEPIA3 y SwissADME son recursos utilizados para determinar el
potencial de las moléculas como posibles agentes anticancerigenos. GEPIA3 es una
plataforma bioinformatica innovadora disefiada para analizar a fondo la expresion de genes
y proteinas en varios tipos de céancer. Su utilidad radica en que puede descifrar los

mecanismos moleculares que hacen que un tumor se desarrolle. Desde el punto de vista de
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los farmacos, esta herramienta es 1til, ya que permite estudiar redes de interaccidon complejas
y ver como responden a diferentes medicamentos (Kang et al., 2025). Esto ayuda a encontrar
marcadores predictivos y posibles objetivos terapéuticos. El enfoque de GEPIA3 en las redes
biologicas y farmacologicas fomenta una comprension mas completa de las conexiones entre
genes, proteinas y tratamientos. (Kang et al., 2025). Por otro lado, SwissADME, junto con
SwissTargetPrediction, son utilizados para la caracterizacion farmacoldgica de compuestos
con potencial terapéutico. Estas herramientas son fundamentales al estudiar como un
compuesto, como el acido oleandlico, actua en el cuerpo (como se absorbe, se distribuye, se
metaboliza y se excreta) y para predecir a qué moléculas biologicas podria unirse. Permiten
un andlisis in silico completo de las caracteristicas farmacoldgicas de las moléculas, para
identificar objetivos terapéuticos relevantes y entender su rol en procesos biologicos
especificos, como los relacionados con el cancer bucal (Yin et al., 2025). La union de estas
herramientas y el enfoque de la farmacologia en redes permite una comprension organizada
de las relaciones entre diversas proteinas y vias relevantes, mostrando como la modulacion
de multiples objetivos puede contribuir a los efectos terapéuticos de un compuesto
antitumoral. Esto fortalece significativamente el proceso de descubrimiento de farmacos, al

integrar una vision holistica de las redes biomoleculares (Yin et al., 2025).

El uso de herramientas como GEPIA3 para la caracterizacion molecular del cancer y la
identificacion de dianas, junto con SwissSADME target prediction para evaluar la

farmacocinética y predecir los blancos de union.
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CAPITULO 3
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Al menos un andlogo sintetizado tendra actividad contra al menos una linea celular

cancerigena comparable con el estandar positivo empleado etopdsido.

3.2 Objetivo general

Disenar in silico anadlogos del lignano Lt8A para luego realizar la semi-sintesis del derivado

mas promisorio y evaluarlo contra varias lineas celulares cancerigenas.

3.3 Objetivos particulares

e Disefiar in silico analogos del lignano Lt8A (Acoplamiento molecular, LADME y
ADME-Tox).

e Purificar y caracterizar estructuralmente el ciclolignano Lt8.

e Identificar el andlogo del lignano Lt8A més prometedor empleando un enfoque de

farmacologia de redes.

e Realizar semi-sintesis y purificar el derivado del lignano Lt8A mas prometedor.
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Caracterizar estructuralmente el derivado mediante técnicas RMN 'H, RMN 3C, IR,
asi como sus propiedades fisicas.
Evaluar biologicamente el derivado sintetizado contra 5 lineas cancerigenas y una

linea celular normal.
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CAPITULO 4
PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Ubicacion de Infraestructura y Equipos

4.1.2 Estudios in silico

Los estudios in silico fueron llevados a cabo en el laboratorio de disefio asistido por
computadora y sintesis de firmacos de la Facultad de Quimica perteneciente a la Universidad
Autdénoma de Querétaro (UAQ) y en el laboratorio de Biofarmacia de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (UANL).

4.1.3 Purificacion de Lt8, semi-sintesis de Lt8A y Lt8AA y caracterizacion

estructural

La purificacion de Lt8 y la semi-sintesis de los derivados se llevo a cabo en el Laboratorio
de Quimica Farmacéutica, ubicado en la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UANL. La espectroscopia de RMN se realizo en el departamento de
Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la UANL y la espectrometria de masas en

el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México.
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4.1.4 Actividad citotoxica

La determinacion de la actividad citotoxica de los compuestos se realizo en el Instituto de

Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Materiales y Métodos

4.2 Metodologia para el estudio in silico

Se realizaron célculos de acoplamiento molecular utilizando Vina y Autodock-GPU 1.5.3
bajo las condiciones utilizadas por Aguilera-Duran y Romo-Mancillas (2021), utilizando las
estructuras cristalograficas de las enzimas de interés: tubulina (1JFF) y topoisomerasa II
(6ZY5), depositadas en el Protein Data Bank (PDB), para mayor detalle revisar la tabla 2. Se
calcularon las mallas electrostaticas con AutoGrid 4.2.6 y se usé el acoplamiento molecular
del Lt8A y sus derivados para determinar su probable sitio de union a las enzimas blanco

seleccionadas, las condiciones de los Grids se encuentran en la tabla 2.

Finalmente, se ejecutaron 100 corridas utilizando un algoritmo genético Larmarckiano con
busqueda local Solis-Wets, 100 millones de evaluaciones de energia y 150 conformaciones
iniciales para determinar la conformacion mas favorecida y la mas probable de los derivados

sintetizados. Se identificaron los aminoacidos relevantes en estas uniones con el mdodulo
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Ligand Interaction Diagram disponible dentro de Maestro 2021.4 (Aguilera-Durdn & Romo-

Mancillas, 2021).

Para la optimizacion de las propiedades ADMET (Absorcion, Distribucion, Metabolismo,
Excrecion y Toxicidad) se utilizé SwissADME, Protox 11, de acuerdo con lo reportado en la

literatura (Ashraf et al., 2023).

Para la identificacion del analogo del lignano Lt8A mas prometedor empleando un enfoque
de farmacologia de redes, se utilizd SwissADME Target Prediction, en donde los objetivos
moleculares predichos se contrastaron con los genes expresados diferencialmente (DEG) en
los cénceres de mama, prostata, glioblastoma colorrectal y pulmén, obtenidos de la base de
datos GEPIA, para identificar proteinas centrales segun lo reportado por (Gonzalez-Llerena

et al., 2025).

4.3 Metodologia para la purificacion de compuestos

La purificacion se realiz6 por Cromatografia en Columna (CC) a gravedad con tamafio de
particula de 63-200 um (70-230 mesh), disolventes como hexano (Hex), acetato de etilo

(AcOEt), diclorometano (DCM), metanol (MeOH) como fase movil.

Para el seguimiento de las columnas durante la purificacion, y de las reacciones quimicas
durante la sintesis de los compuestos, se utilizd la técnica de Cromatografia en Capa Fina
(CCF) con cromatofolios Merck Silica gel 60 F254. Los reveladores que se utilizaron fueron

lampara de UV marca Spectroline ENF-260C (A 254 y 365 nm), solucion de sulfato de cerio
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(IV), y vapores de yodo. Para eliminar el disolvente a presion reducida se utilizaron

evaporadores rotativos marca IKA RV-10 y Biichi R-300.

4.4 Elucidacion estructural de los compuestos obtenidos

Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher-Johns del
Laboratorio de Quimica Farmacéutica, ubicado en la Division de Estudios de Posgrado de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de hidrégeno y de carbono trece (RMN 'H,
RMN !3C) de las moléculas se obtuvieron en espectrometro Bruker Avance 111 HD de 400
MHz, equipado con gradiente de campo. Usando cloroformo deuterado (CDCl3) como
disolvente y tetrametilsilano (TMS) como estandar interno, reportando los desplazamientos
quimicos () en partes por millon (ppm). Las constantes de acoplamiento (J) se mostraron en
Hertz (Hz); se describieron las multiplicidades con las siguientes abreviaturas: singulete (s),
doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd), cuarteto de dobletes (qd), doblete de cuarteto

de doblete (dqd), multiplete (m) y sefial ancha (brs).
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4.5 Obtencion de 3’-desmetoxi-6-0O-demetilisoguaiacina (Lt8)

Principalmente, el ciclolignano 3’-desmetoxi-6-O-desmetilisoguaiacina se extrajo y se
purifico del extracto cloroformo-metanol (1:1) de L. tridentata mediante cromatografia en
columna previamente empacada con silica gel y eluida con gradiente de Hex: AcOEt, de
acuerdo con el procedimiento reportado por (Favela-Hernandez et al., 2015). El lignano se
encontrd principalmente en las polaridades comprendidas de 80:20 — 75:25 (Hex: AcOet)
comprendiendo las fracciones 76-110 y donadas por el Q.F.B. Héctor Guevara, asi mismo,
1g del lignano fue donado por la Dra. Camacho-Corona. El Lt8 fue obtenido como un s6lido
de color blanco, del cual, la estructura quimica se confirmé mediante el analisis de los

espectros de IR, RMN 'H y RMN 3C.

4.6 Purificacion de Lt8 por columna cromatografica (CC)

De una fraccion rica en Lt8 (1.4954 g) se sometid a una columna de relacion 1:20, se utilizd
29.908 g de gel de silice como fase estacionaria y como fase moévil se usd gradiente de
diclorometano: metanol. El volumen muerto fue de 45 mL, y se juntaron en fracciones de
22.5 mL. Se destilaron al vacio las fracciones para concentrarlas y se aplicaron en
cromatografia en capa fina (TLC) para su monitoreo utilizando diclorometano: metanol 97:3
como fase movil, se unieron fracciones con similitud cromatografica. El Lt8 empezo a
aparecer en las fracciones de 201 al 243 con una polaridad de columna de 99.6: 0.4. Las

fracciones con Lt8 se purificaron con lavados de diclorometano: metanol (4.5 mL: 0.5 mL)
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dejandolos por 5 minutos en bomba de vacié y 5 minutos en bafio maria hasta observar la
separacion de la impureza del Lt8 en el vial. Se realizé un raspado para obtener el Lt8 puro
juntando una cantidad de 272 mg y en base a esta cantidad se reporta un porcentaje de 18.18%

de la columna.

Segunda columna cromatografica: De otra fraccion rica en Lt8 (376.26 mg) se sometieron
a una columna isocratica de relacion 1:20, se utilizo 8.0 g de gel de silice como fase
estacionaria y como fase movil se us6 mezcla de diclorometano: metanol 97:3. El volumen
muerto fue de 18 mL, y se colectaron en fracciones de 3 mL y se analizaron TLC para su
monitored utilizando diclorometano: metanol 97:3 como fase movil, se unieron fracciones
por similitud cromatografica y se dejaron secar a temperatura ambiente. El Lt8 semipuro
empezoO a aparecer en la fraccion 12-25, luego y se llevod a su posterior purificacion con
lavados de diclorometano: metanol (4.5 mL: 0.5 mL) dejandolos por 5 minutos en bomba de
vacio y 5 minutos en bafio maria hasta observar la separacion de la impureza del Lt8 en el
vial. Se realiz6 un raspado para obtener el Lt8 puro juntando una cantidad de 145.2 mg y en

base a esta cantidad se reporta un porcentaje de 38.59% de la columna.

4.7 Purificacion de LTS8 por cristalizacion forzada

Una vez obtenidas las fracciones de Lt8 impuras se procedioé a purificarlas mediante una
cristalografia forzada, la cual consiste en disolver las fracciones solidas en diclorometano y
en la menor cantidad de metanol, las condiciones usadas en el trabajo fueron diclorometano:

metanol (4.7 mL: 0.3mL). Una vez disueltas las fracciones se sometieron a bafio maria a
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40°C por 5 minutos para proceder en seguida a someter la fraccion caliente en una bomba de
vacio por 5 minutos, se repitid el procedimiento de bafio Maria y bomba de vacio hasta
observar la aparicion de polvo en el vial. Las impurezas quedaron en la parte superior del
vial y el Lt8 puro aparecio6 en la parte inferior del vial con caracteristicas que se describen a
continuacion: El producto natural Lt8 es un s6lido amorfo, de color blanco con un punto de
fusion de: 195-198°C, soluble en metanol e insoluble en hexano. Al separarse por polaridad

en el vial, se procedié a tomar con una espatula el Lt8 puro para transferirlo a un vial nuevo.

4.8 Metodologia para la semi-sintesis de Lt8A y LtS8AA

Todos los reactivos descritos a continuacion fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y utilizados

sin posterior purificacion, a menos de ser especificado.

Para la obtencion del metilendioxi de Lt8 (Lt8A) se realizo por metilenacion de catecol segin
lo reportado previamente (Castillo-Gonzalez et al., 2020). En un matraz bola de 25 mL de
dos cuellos se pesd 732.5 mg (2575.9 mmol) de Lt8, se colocd un agitador magnético y se
disolvié en 2 mL de acetonitrilo, (MeCN) secado con malla molecular de 4 A. Luego, se
adiciond 1068 mg (5151.8 mmol) de Cs,CO3 y 271.5 pL (3863.9 mmol) de BroCH; para
finalmente dejar la reaccion agitando a reflujo y con globo de nitrégeno (Figura 5). La

reaccion se monitoreo por CCF para posteriormente proceder a la purificacion.
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Figura 5. Esquema de reaccion de obtencion del Lt8A

La mezcla de reaccion se vertid sobre 1.5 cm de Celita en un embudo de filtracion a vacio.
El filtrado de la mezcla de reaccion se recogid en un matraz Kitasato. El s6lido remanente se
lavé por duplicado con AcOEt (10 mL). El filtrado combinado se transfirié a un matraz de
fondo redondo y se concentré mediante evaporacion rotatoria hasta un volumen final de 2
mL. Este concentrado se transfiri6 a un vial previamente limpio, seco y previamente pesado
y se dejo secar a temperatura ambiente. Una vez obtenido el peso de la muestra de reaccion
(417.7mg) se procedio a purificar la mezcla de reaccion cruda. La purificacion se realizo por
cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria silica gel en una relacion 1:20,
la fase movil fue un gradiente de hexano:AcOEt, realizando cambios de proporcion de 5%,
el volumen muerto fue de 13 mL y el volumen de las fracciones fue de 3 mL las cuales se
analizaron en cromatografia en capa fina (TLC) utilizando Hexano: AcOEt 70:30 como fase
movil, y se unieron fracciones con similitud cromatografica. El derivado con el metilendioxi
(Lt8A) se obtuvo en las fracciones 16-30 con una polaridad 95:5. Se obtuvo 61.8 mg de LtSA

que corresponde a un rendimiento de 8.4%.
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Para la obtencion del andlogo éster de Lt8A (LtS8AA) se procedido segun lo reportado
previamente (Reyes-Melo et al., 2017). En un matraz bola de 25 mL de dos bocas se pesaron
20 mg (0.06753 mmol) de Lt8A, se colocd un agitador magnético y se disolvido en 1 mL de
diclorometano, (CH2Clz) secado previamente con cloruro de calcio (CaClz) y destilado con
sulfato de sodio (Na2SOs). Luego, se adicion6 11.2 mg (0.08104 mmol) de K>CO3 y 0.01071
mL (0.08104 mmol) de cloruro de 2 nitrobenzoilo para finalmente dejar la reaccion agitando
a temperatura ambiente y con globo de nitrogeno (Figura 6). La reaccidén se monitoreo por

TLC para posteriormente proceder a la purificacion.
O~_Cl

O
NO, (
2994 T
0] . cloruro de 2-nitrobenzoilo (1.2 eq) ©

>
K2CO3 (1.2 eq) 0.0
CH,Cl, / T.A.
. e NO
OH Agitacién 2
Lt8A
Lt8AA

Figura 6. Esquema de reaccion de obtencion del Lt8AA

La purificacion se realizdé por cromatografia en columna, se utiliz6 como fase estacionaria
silica gel en una relacion 1:20, la fase movil fue un gradiente de hexano:AcOEt, realizando
cambios de proporcion de 5% y 3%, el volumen muerto fue de 6mL y el volumen de las
fracciones fue de 1 mL las cuales se aplicaron en cromatografia en capa fina (TLC) para su

monitoreo utilizando Hexano: AcOEt 70:30 como fase moévil, se unieron fracciones con
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similitud cromatografica. El derivado Lt8AA se obtuvo en las fracciones 33-58 con una

polaridad 92:8, Se obtuvo 9 mg de Lt8 AA puro con un porcentaje de rendimiento de 45%.

4.9 Metodologia para el ensayo de citotoxicidad (cristal violeta)

Para la determinacion de la viabilidad celular y el efecto citotoxico de los compuestos, se

empled el ensayo de Cristal Violeta bajo las siguientes condiciones:

» Preparacion y Siembra Celular: Se utilizaron lineas celulares con un nimero de pases
no mayor a once o doce, provenientes de la descongelacion anual. Las células se
sembraron a una densidad de 5x10° células por pocillo en placas de 96 pocillos. Cada
pocillo contenia 200 puL de medio de cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
completo. El medio RPMI completo se prepard con la adicion de Suero Fetal Bovino
(SFB) al 10% y una solucién Gibco™ Antibidtico-Antimicotico (100X) al 1% (Fisher
Scientific USA) para mantener la esterilidad y el crecimiento celular.

» Tratamiento y Exposicion: Las células se sometieron a un periodo de pre-incubacion

de 24 horas a 37°C en atmosfera de CO,, permitiendo su adhesion y recuperacion.
Posteriormente, las células fueron tratadas durante 48 horas con el compuesto a
evaluar a 25 pM. El vehiculo utilizado para la disolucidon del compuesto fue
Dimetilsulfoxido (DMSO), manteniendo una concentracion final (25 pM) constante
en todas las condiciones experimentales, incluyendo las células control, para

normalizar el efecto del vehiculo.
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» Tincién y Analisis: Tras el periodo de tratamiento, se procedié a la tincion para

cuantificar la biomasa celular adherente y viable. Las células se lavaron suavemente
con PBS (Solucioén Salina Tamponada con Fosfato). Se afiadi6 una solucion de Cristal
Violeta (25 pl) para teiir las células durante 30 minutos. Las placas se lavaron
exhaustivamente con agua del grifo y se secaron al aire para eliminar el exceso de
colorante no unido. El colorante unido a las células se solubilizd6 mediante la adicion
de una solucién de Dodecilsulfato de Sodio (SDS) al 1% (200 uL). Las placas se
colocaron en un agitador durante 5 minutos para asegurar la completa solubilizacion
del colorante. Las densidades opticas (DO) se determinaron con un lector de imagenes
Cytation 5 (BIOTek Instruments, Inc.) a una longitud de onda de A=570 nm.

» Calculo de Viabilidad: El efecto citotoxico de cada tratamiento se expres6 como un

porcentaje de viabilidad celular relativa a las células control no tratadas y se definio

mediante la siguiente formula:

DO de células tratadas

Viabilidad (%) = ( ) x 100

DO de las células no tratadas

4.10 Disposicion de Residuos

La disposicion de los residuos generados en la purificacion de Lt8 y sus derivados
semisintéticos se llevd a cabo bajo los lineamientos establecidos por el Departamento de
Medio Ambiente y Seguridad de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL (Tabla 1), y

por la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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Tabla 1. Disposicion y Cuantificacion de Residuos

Residuos Colector o recipiente Cantidad
Soluciones de acidos inorgénicos, Colector A 10 ml
acidos organicos, bases inorgénicas
Sélidos inorgéanicos Colector B 0.5 kg
Combinaciones organicas no Colector C 7L
halogenadas liquidas, bases orgédnicas
y aminas
Combinaciones organicas halogenadas Colector D 6L
liquidas
Cancerigeno, organico Colector E 1L
Combinaciones orgénicas solidas Colector G 1 kg
Guantes de latex o nitrilo, placas Basura industrial 2kg
cromatograficas, papel aluminio o
papel comtin impregnados con
residuos peligrosos
Residuos sélidos de cultivos y cepas Bolsa roja de polietileno 0 kg
de agentes infecciosos
Residuos no anatomicos sélidos Bolsa roja de polietileno 0 kg
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento se llevo a cabo utilizando AutoDock, se calcularon las mallas electrostaticas

con AutoGrid 4.2.6, se realizaron 100 corridas con algoritmo genético Larmarckiano con

basqueda local Solis-Wets, 100 millones de evaluaciones de energia, 150 conformaciones

iniciales para determinar la conformacion mas favorecida. Las condiciones del centro de la

zona de busqueda (Gridcenter) se establecieron en zonas de las proteinas donde se ha

reportado que los farmacos anticancerigenos han reportado unidon a fairmacos. Los resultados

se presentan en la Tabla 2 organizados por proteina, codigo de los datos del banco de

proteinas (PDB) y condiciones de la malla molecular utilizadas.

Tabla 2. Codigos PDB de las proteinas

Proteina Codigo PDB Condiciones de Grid
Tubulina 1JFF Dimensiones: 47.25 A, 47.25 A, 47.25 A
Centro: (X) 18.47 (Y) -1.77 (2) 3.45
(Sitio de union a colchicina)
Espaciado entre puntos: 0.375
Topoisomerasa 67Y5 Angstrom: 20.25 A 12A, 12 A

Gridcenter: (X)162.751 (Y) 162.765 (Z) 144.799
(Sitio de union del ATP)
Spacing: 0.375

57




La Tubulina (PDB: 1JFF): Se utiliz6 la estructura co-cristalizada con taxol como referencia
estructural. El grid de acoplamiento molecular se centré en el sitio de colchicina, el cual
corresponde al sitio de union reportado para podofilotoxina y sus derivados, permitiendo
evaluar de manera comparativa la afinidad de los compuestos disefiados en esta region

funcional de la proteina.

La Topoisomerasa II (PDB: 62Y5): Se emple6 la estructura dimérica de la enzima co-
cristalizada con ADN y un analogo de ATP. Para el acoplamiento molecular se consider6 el
complejo proteico completo, ya que la presencia del ADN permite conservar la conformacion
funcional del sitio catalitico y del dominio ATPasa. Aunque la unién del ATP ocurre en un
dominio estructuralmente independiente del ADN, la inclusion de este ultimo contribuye a
mantener un entorno mas cercano al estado bioldgico activo de la enzima, mejorando la

interpretacion estructural de los resultados de acoplamiento.

Se selecciono el sitio de unidon de la colchicina en la tubulina, uno de los varios sitios
alostéricos descritos para esta proteina, debido a que compuestos con ntcleo ariltetralinico,
como la podofilotoxina, han mostrado interaccion preferencial en esta region. Dado que Lt8A
comparte similitud estructural con dicho nicleo quimico, se consider6 razonable evaluar su
posible afinidad en este sitio. Investigaciones previas (Bondarev et al., 2024) aseguran que
la podofilotoxina trabaja uniéndose justo en el sitio de unién de la colchicina. Al hacer el
calculo en el sitio de colchicina, se buscd probar la idea principal del trabajo que era
modificar el Lt8A mantendria y mejoraria el poder antimitotico de la molécula original. Por
otro lado, se selecciond el sitio de union del ATP en la Topoisomerasa II con el objetivo de

explorar el disefio de un inhibidor catalitico. A diferencia de los inhibidores clasicos de la
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Topoisomerasa II, como etopdsido, que actian estabilizando el complejo ADN—enzima e
impidiendo la religacion del ADN (mecanismo conocido como “veneno de topoisomerasa”
y distinto al de intercaladores o agentes alquilantes), la inhibicion dirigida al dominio ATPasa
busca bloquear la actividad catalitica al impedir la hidrdlisis de ATP necesaria para el
funcionamiento enzimatico. No obstante, debe considerarse que los sitios de unién de ATP
presentan cierto grado de conservacion estructural entre diversas proteinas dependientes de
nucledtidos, como quinasas y otras ATPasas, lo que podria implicar un riesgo potencial de
promiscuidad de union. Por ello, la selectividad hacia Topoisomerasa Il dependeria no solo
del reconocimiento del bolsillo de ATP, sino de interacciones adicionales especificas con
residuos caracteristicos del entorno catalitico de esta enzima. Esta estrategia es clave porque
resulta en una baja genotoxicidad para las células sanas y segn reportes recientes, reduce
significativamente el riesgo de efectos secundarios graves como la cardiotoxicidad y los
segundos céanceres, lo cual es una prioridad en el desarrollo de nuevos agentes oncologicos
(Matias-Barrios et al., 2021) aunado a esto; previamente a la generacion de resultados se
ejecutaron calculos de acoplamiento molecular “ciegos”: se establecid que el programa

buscara en toda la proteina un sitio de union propicio.

Para proporcionar informacion sobre las posibles similitudes o diferencias en las
predicciones de interaccion entre las proteinas con los ligandos se utilizaron los softwares
Vina y AutoDock, obteniendo los siguientes resultados presentados en la Tabla 3 en donde

se acomodan de manera general los docking scores obtenidos y expresados en kcal/mol.

Para el acoplamiento se tomaron como controles el Lt8A, podofilotoxina, etopdsido y

tenipdsido para tomar como referencia los valores de acoplamiento de los farmacos que se
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encuentran en el mercado a excepcion del Lt8A. Se presentan de lado izquierdo las 25
moléculas (ligando) propuestas para realizar el tamizaje in silico, en seguida se presentan los
resultados obtenidos de Vina para las 2 proteinas propuestas (Topoisomerasa II y Tubulina)
y en seguida los resultados para las mismas proteinas utilizando AutoDock (Revisar el anexo

al final del documento para ver el nombre IUPAC y la estructura quimica de los 25 ligandos).
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Tabla 3. Scores obtenidos usando Vina y Autodock (kcal/mol)

Topoisomerasa Il

Ligando Topoisomerasa Il Vina | Tubulina Vina Autodock Tubulina Autodock
Aminoéterl -8.391 -7.489 -7.61 -8.13
Aminoéter2 -8.179 -6.983 -7.82 -7.81
Aminoéter3 -8.816 -8.025 -8.56 -7.91
Aminoéter4 -9.621 -8.358 -8.77 -8.69
Aminoéter5 -8.898 -8.033 -9.13 -8.03
Carbamatol -9.045 -7.721 -8.01 -8.29
Carbamato2 -10.602 -8.485 -8.78 -8.17
Carbamato3 -11.013 -8.887 -9.09 -7.98
Carbamato4 -10.639 -8.992 -9.13 -7.96
Carbamato5 -11.177 -9.082 -8.05 -7.64
Esterl -10.734 -8.785 -9.13 -8.37
Ester2 -10.974 -9.122 -9.52 -8.21
Ester3 -11.115 -9.426 -11.74 -9.36
Ester4 -10.452 -8.883 -8.78 -7.7
Ester5 -10.616 -8.898 -8.64 -8.44
Ester6 -10.432 -8.632 -8.37 -8.34
Ester7 -9.147 -7.697 -8.02 -8.06
Ester8 -11.011 -9.631 -8.93 -8.26
Ester9 -10.69 -9.216 -9.03 -8.36
Eterl -10.565 -8.964 -8.78 -7.78
Eter2 -11.012 -9.548 -8.83 -8.1
*Etoposido -12.341 -9.374 -7.52 -7.84
Fosfatol -9.634 -7.807 -8.06 -7.46

Fosfato2 -10.33 9.1 -9.62 -9

Fosfato3 -9.48 -7.789 -8.31 -7.92
Fosfato4 -9.946 -9.695 -9.69 -9.66
*Lt8A -9.534 -8.774 -7.03 -8.15
*Podofilotoxina -10.235 -7.51 -7.95 -7.69
*Teniposido -12.644 -9.162 -5.13 -8.44

Las interacciones que tienen mayor probabilidad de ocurrir se marcan con negritas en la Tabla 3, donde destacan en ambos softwares
los ésteres como posibles moléculas con mayor interaccion entre ligando y proteina, seguido de los fosfatos.
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La decision de descartar los resultados arrojados por Vina y priorizar exclusivamente los de
AutoDock se sustenta en un sesgo metodologico y conformacional detectado en las corridas
de Vina. Se observo consistentemente que, en los analogos del Lt8A, Vina generd
conformaciones de "herradura" (o plegamiento excesivo). Estas estructuras atipicas, que se
forman debido a la flexibilidad de los compuestos y la presencia de anillos aromaticos,
representan un defecto computacional que no podria generarse en condiciones bioldgicas o
favorecer interacciones molecularmente relevantes. Este fenomeno en Vina produce scores
de afinidad sesgados (binding scores) que no corresponden a un estado real o bioactivo de la
molécula. En contraste, AutoDock, al utilizar una busqueda restringida y un algoritmo
genético Larmarckiano (Larmarckian Genetic Algorithm) en el Grid fijo, demostr6 una
mayor robustez en el muestreo de conformaciones, generando poses mas estables, realistas y
coherentes con las estructuras de los andlogos de Lt8A. Por lo tanto, para garantizar la validez
estructural de los resultados de acoplamiento y seleccionar candidatos aptos para la sintesis,

se descartaron los datos de Vina en favor de los valores reportados por AutoDock.

Para determinar la posicion de cada analogo frente a los controles y dada la necesidad de
utilizar solo los datos con validez conformacional (descartando los resultados de Vina), el
Rango Percentil se calculd exclusivamente sobre los scores de energia libre de union
(kcal/mol) arrojados por AutoDock y presentados en la tabla 3. El valor utilizado para cada
molécula fue el mejor score de afinidad (la energia mas negativa) de las 100 conformaciones
generadas por AutoDock en cada proteina, que representa la conformaciéon de unidon mas
estable y energéticamente favorable predicha. Para la construccion de la Tabla 5, los datos se

procesaron mediante las siguientes operaciones en Microsoft Excel:
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» Calculo del Rango Percentil por Proteina: Los scores de afinidad se convirtieron en

un ranking percentil utilizando la formula:
=RANGO.PERCENTIL($B$2:$B$30,B2)
Donde $B$2:$B$30 representa el rango total de los scores de afinidad para una
proteina, y B2 es el score especifico de la molécula que se estd evaluando. Este
proceso de ranking permitidé una comparacion directa y jerarquica del potencial
maximo de unidén de todos los analogos frente a los controles.

» Célculo de la Mediana de Rango Percentil: Finalmente, se calculé la mediana de los
dos rangos percentiles obtenidos (topoisomerasa II y tubulina) para establecer un
criterio de seleccion unico, utilizando la féormula:
=MEDIANA(B2:C2)

En esta formula, B2 y C2 corresponden a las celdas que contienen los valores de
Rango Percentil para topoisomerasa Il y tubulina, respectivamente, para una molécula
especifica. De este modo, la Tabla 4 se construyé utilizando el rendimiento de
AutoDock como el criterio unico y final para la seleccion de los cuatro candidatos

mas promisorios.

Esto ayudo a visualizar posibles moléculas que sean efectivas como anticancerigenas
quedando reportados los resultados en la Tabla 5, donde si el valor de la mediana es mas
cercano a 0 es mas probable que ocurra una interaccion y por ende un efecto farmacologico

y entre mas cercano al 1, es menos probable que ocurra.

Tomando como controles la podofilotoxina, el etopdsido y el tenipdsido se observd que 4

moléculas cercanas al 0 muestran mayor potencialidad de unidon que los controles,
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especialmente mostraron mayor calificacion que el tenipdsido, que es el que mostréd un valor
cercano al 0 en comparacion con los otros controles, dichas moléculas son las que se

considerarian para sintetizar en el laboratorio y se presentan en la tabla 5.

Las estructuras moleculares de los andlogos fueron procesadas utilizando el sistema
Simplified Molecular Input Line Entry System (SMILES) Tabla 4. Este es un lenguaje de
notacion quimica que permite representar la estructura de una molécula mediante una cadena
de caracteres alfanuméricos basada en reglas de la teoria de grafos. En esta nomenclatura, los
atomos se representan por sus simbolos quimicos, los enlaces simples se omiten o se indican
mediante guiones, y los ciclos se identifican mediante nimeros correlativos, lo que facilita
el intercambio de datos entre herramientas bioinformaticas como AutoDock Vina,

SwissADME y SwissTargetPrediction (Weininger, 1988).
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Tabla 4. Codigo SMILES y nombre IUPAC de los 4 andlogos mas promisorios

Nombre Codigo SMILES Nombre IUPAC
interno
C[C@@H]1CC2=CC3=C(0CO3)C=C t[4t-((r5\_F;,GR,27§)&§H_7&dime;it'-5é6é7,8-
Fosfato 4 | 2[C@H]([C@@H]1C)C1=CC=C(OP( de rfg' dr_o- s |_I|fro_-|na ?[ o d
=0)(0C2=CC=CC=C2)0c2=Ccc=CC= | dI[1.3]dioxol-5-il)fenilo] fosfato de
CZ)C:C]. difenilo
C[C@@H]1CC2=CC3=C(OCO3)C=C |benzoato de 2-nitro y [4-((5R,6R,7R)-
Ester 3 [2[C@H]([C@@H]1C)C1=CC=C(OC( |6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidro-2,3-
(Lt8AA) |=0)C2=CC=CC=C2[N+]([O- dihidro-nafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)
])=0)C=C1 ]fenilo
Benzoato de [4-((5R,6R,7R)-6,7-
. CIC@@H]1CC2=CC3=C(OCO3)C=C dimetil-5,6,7 8-tet[rat$i(dro-2 3- :
Ester 1 | 2[C@HI([C@@H]IC)CI=CC=COC( | iidro-nafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)
=0)C2=CC=CC=C2)C=C1 Jfenilo ’ ’
Nicotinato de [4-((5R,6R,7R)-6,7-
. CIC@@H]1CC2=CC3=C(0CO3)C=C dimetil-5,6,7 8-tet[rar$i(dro-2 3- :
Ester 5 |2[C@H]([C@@H]1C)C1=CC=C(OC( > !

=0)C2=CN=CC=C2)C=C1

dihidro-nafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)
]fenilo
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Tabla 5. Resultados de Docking Molecular, Medianas y Percentiles para los andlogos de Lt8A.

Rango

Ligando Rango Topoisomerasa Tubulina Mediana
Fosfato 4 0.035 0.000 0.000
Ester 3 (LtSAA) 0.000 0.035 0.035
Ester 1 0.138 0.207 0.138
Ester 5 0.517 0.138 0.138
Teniposido 1.000 0.138 0.138
Ester 9 0.276 0.241 0.276
Ester 8 0.310 0.345 0.310
Carbamato 2 0.379 0.310 0.310
Eter 2 0.345 0.517 0.345
Ester 2 0.103 0.379 0.379
Ester 4 0.379 0.862 0.379
Eter 1 0.379 0.828 0.414
Carbamato 3 0.241 0.414 0.414
Amino éter 4 0.483 0.103 0.483
Ester 6 0.586 0.276 0.552
Amino eter 5 0.138 0.586 0.586
Carbamato 4 0.138 0.621 0.586
Fosfatos 3 0.621 0.690 0.621
Carbamato 5 0.690 0.655 0.655
Ester 7 0.724 0.552 0.724
Amino eter 3 0.552 0.724 0.724
Etoposido 0.931 0.759 0.759
Carbamato 1 0.759 0.931 0.759
Amino éter 2 0.828 0.793 0.793
Fosfatos 1 0.655 1.000 0.862
Amino éter 1 0.897 0.483 0.897
Podofilotoxina 0.793 0.897 0.897
Amino éter 1 0.862 0.966 0.931
Lt8A 0.966 0.448 0.966
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Figura 7. Diagrama de Interaccion Molecular 2D del Fosfato 4 con el sitio de ATP de la Topoisomerasa 11
La figura 7 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el Fosfato 4 y la
topoisomerasa II. En el mapa de interacciones se identifica un puente de hidrogeno directo
entre uno de los oxigenos del grupo fosfato y el residuo GLU761, representado mediante una
flecha plrpura, lo que evidencia una interaccion electrostatica fuerte que contribuye de
manera importante a la fijacion del ligando. Asimismo, se observa un segundo contacto polar
directo entre otro oxigeno del grupo metilendioxi y el mismo residuo GLU761, reforzando
la estabilidad local del complejo. El ligando se encuentra rodeado por un conjunto de
interacciones hidrofobicas y de van der Waals con residuos que conforman el entorno apolar
del bolsillo, incluyendo ALA745, MET765, MET762, PRO803, ALA752, TYR757, GLY760
e HIS758, los cuales permiten el acomodo del fosfato dentro de la cavidad a pesar de su

naturaleza polar. Adicionalmente, se reconocen interacciones polares no clasicas con
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SER802, SER763, GLN746 y ARG804, que contribuyen a orientar el grupo fosfato mediante
contactos electrostaticos débiles. Los residuos cargados LYS743 y ARG804 se situan en la
periferia del pocket y pueden favorecer la estabilizacion del ligando a través de interacciones
de largo alcance. En conjunto, el Fosfato 4 se estabiliza mediante una combinacién de puentes
de hidrégeno especificos con GLU761 y un entramado de contactos hidrofobicos y polares

que consolidan su union en el sitio catalitico de la topoisomerasa I1.
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Figura 8. Diagrama de Interaccién Molecular 2D del Ester 3 (Lt8AA) con el sitio de ATP de la Topoisomerasa II

La figura 8 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el Ester 3 (LT8AA) y la
topoisomerasa II. En esta representacion se identifican dos puentes de hidrogeno directos: el

primero se establece entre un grupo oxigenado del ligando y el nucledtido DC (deoxicitidina)
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perteneciente al ADN unido por la enzima, mientras que el segundo ocurre con el residuo
SER802, ambos sefnalados mediante flechas parpuras. Estas interacciones contribuyen de
manera determinante a la fijacion del compuesto en el pocket catalitico. Adicionalmente, el
grupo amino protonado del ligando forma un contacto electrostatico orientado hacia el
entorno cargado negativamente de la cavidad, reforzando la estabilizacion local. El sitio de
unidn estd dominado por interacciones hidrofobicas y de van der Waals con los residuos
ALA745, MET762, MET765, PRO803, GLY760, SER763, ALA752 y MET766, que rodean
al ligando y facilitan su acomodo estable dentro de la cavidad. También se observan
interacciones polares no clasicas con ARG804, GLY760 y SER802, las cuales contribuyen a
la orientacion precisa del éster durante el reconocimiento molecular. En conjunto, el Lt§AA
se estabiliza por una combinacion de interacciones hidrofobicas y polares, complementadas
por puentes de hidrégeno clave con DC y SER802, que consolidan su union en el sitio activo

de la topoisomerasa II.
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Figura 9. Diagrama de Interacciéon Molecular 2D del Ester I con el sitio de ATP de la Topoisomerasa
Vi

La figura 9 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el compuesto Ester 1 y la
topoisomerasa II, evidenciando un acomodo del ligando dentro de un bolsillo
predominantemente hidrofobico. A lo largo de la cavidad, se observan multiples contactos
hidrofébicos y de van der Waals con residuos como MET765, MET762, ALA745, MET765,
PROS803 y MET762, los cuales contribuyen de manera significativa a la estabilizacion del
esqueleto aromatico del ligando dentro del sitio de unién. Asimismo, se identifican residuos
polares tales como SER802, SER763 y GLY 760, que flanquean la region central del ligando
y pueden participar en interacciones electrostaticas débiles que favorecen su orientacion

dentro del bolsillo. Los residuos cargados GLU761 y ARG804 se localizan en zonas criticas
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cercanas al grupo aromatico terminal; en particular, la disposicidon del anillo fendlico inferior
sugiere la presencia de una interaccion tipo m—m o m—alquilo, compatible con la cercania de
ARG804, lo que refuerza el anclaje del ligando en esa region. En conjunto, este patrén de
interacciones hidrofébicas, polares y aromaticas promueve una conformacion estable del
Ester 1 dentro de la topoisomerasa II, sugiriendo una afinidad favorable mediada

principalmente por el entorno hidrofobico del bolsillo.
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Figura 10. Diagrama de Interaccion Molecular 2D del Ester 5 con el sitio de ATP de la
Topoisomerasa 11

La figura 10 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el compuesto Ester 5y la
topoisomerasa II, revelando que el ligando se acomoda dentro de un bolsillo con carécter

mayormente hidrofobico. A lo largo de la cavidad se observan interacciones de van der Waals
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e hidrofobicas con residuos como MET765, MET762, MET765, ALA745, PRO803 y
PRO8O03, que envuelven al ligando y contribuyen a la estabilidad del esqueleto aromatico
dentro del sitio de union. En la region superior del bolsillo, los residuos SER802, GLY760 y
GLU761 se disponen cercanos a los grupos polares del ligando, favoreciendo contactos
electrostaticos débiles que guian su orientacion. Ademas, la proximidad del grupo amina del
ligando con ARG804 sugiere la presencia de una interaccion electrostatica o tipo puente
salino, reforzando el anclaje del extremo cargado positivo dentro del bolsillo. En la zona
inferior, los contactos entre el anillo aromatico del Ester 5 y residuos como ALA745 y
PRO803 indican la posible existencia de interacciones tipo n—alquilo, que aportan estabilidad
adicional al complejo. En conjunto, este patron de interacciones hidrofobicas, polares y
electrostaticas sugiere que el Ester 5 se acomoda de manera estable en la topoisomerasa II,

sustentado principalmente por el entorno apolar y la complementariedad electrostatica del

bolsillo.
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Figura 11. Diagrama de Interaccion Molecular 2D del Fosfato 4 con el Sitio de Union a la Colchicina
de la Tubulina.

La figura 11 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el compuesto Fosfato 4 y
la tubulina. Se identifica un puente de hidrogeno directo entre el grupo fosfato del ligando y
el residuo THR276, representado mediante una flecha purpura. Asimismo, se observan
interacciones hidrofobicas y de tipo van der Waals con residuos que conforman el nucleo
hidrofébico del bolsillo, incluyendo LEU217, ALA233, PHE272, PRO274, LEU275,
LEU286 y VAL23, los cuales rodean al ligando y refuerzan su estabilidad dentro de la
cavidad. También se identifican interacciones polares no clasicas con los residuos GLN282,
SER277, SER236 y THR276, que contribuyen a la orientacion del ligando mediante
contactos electrostaticos débiles. Los residuos cargados ARG278, ARG284 y ARG320 se

sitian en la periferia del bolsillo, favoreciendo la estabilizacion del grupo fosfato a través de
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interacciones electrostéticas de largo alcance. Adicionalmente, se aprecian interacciones

aromaticas apolares con TYR283 y PHE272, que pueden participar mediante contactos n—

alquilo.
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Figura 12. Diagrama de Interaccién Molecular 2D del Ester 3 (Lt8AA) con el Sitio de Union a la
Colchicina de la Tubulina.

La figura 12 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el compuesto Lt8AA y la
tubulina. El andlisis revela un puente de hidroégeno directo entre el grupo nitro del ligando y
el residuo ARG284, representado mediante una flecha ptrpura, lo que contribuye de manera
importante a la fijacion del ligando en la cavidad. Ademas, se observa un conjunto de
interacciones hidrofobicas y de tipo van der Waals con residuos que conforman el nucleo

apolar del bolsillo, incluyendo LEU217, LEU230, ALA233, PHE272, PRO274, LEU275,
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LEU286, LEU371 y PRO360, los cuales rodean al ligando y refuerzan su estabilidad dentro
del sitio de unién. También se identifican contactos polares no clasicos con los residuos
GLN281, GLN282, THR276 e HIS229, que ayudan a orientar la molécula a través de
interacciones electrostaticas débiles. Por otro lado, los residuos cargados ARG278 y ARG284
se sitian proximos al grupo nitro y pueden contribuir a su estabilizacién mediante contactos
electrostaticos adicionales. De igual forma, se distinguen interacciones aromaticas apolares
con TYR283 y PHE272, sugerentes de posibles contactos m—alquilo que fortalecen atin mas

el anclaje del ligando en la cavidad de la tubulina.
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Figura 13. Diagrama de Interaccion Molecular 2D del Ester 1 con el Sitio de Union a la Colchicina
de la Tubulina.
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La figura 13 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el Ester 1 y la tubulina.
En el mapa 2D no se observan puentes de hidrogeno directos entre el ligando y los residuos
del bolsillo, lo que indica que su reconocimiento estd dominado principalmente por
interacciones hidrofébicas y de van der Waals. Entre los residuos que conforman el nucleo
apolar y rodean al ligando destacan LEU230, ALA233, PHE272, PRO274, LEU275,
LEU371, PRO360, VAL23 y GLY370, los cuales generan un entorno altamente hidrofobico
que favorece el anclaje del compuesto dentro de la cavidad. Asimismo, se aprecia un contacto
aromatico apolar entre el fragmento aromatico del ligando y PHE272, representado como
una interaccion m—alquilo que contribuye a orientar el anillo dentro del bolsillo. En la region
inferior del sitio de union se identifican residuos polares y cargados, incluyendo SER236,
GLU27, ASP26 y ARG369, que establecen interacciones electrostaticas de largo alcance con
los grupos oxigenados del ligando, favoreciendo su posicionamiento sin llegar a formar
puentes de hidrogeno definidos. En conjunto, el perfil de interacciones sugiere que el Ester
1 se estabiliza mayormente mediante contactos hidrofobicos, complementados por la
proximidad de residuos polares y cargados que modulan su orientacion dentro del sitio de

union.
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Figura 14. Diagrama de Interaccién Molecular 2D del Ester 5 con el Sitio de Unién a la Colchicina
de la Tubulina.

La figura 14 muestra el perfil de interacciones no covalentes entre el Ester 5 y la tubulina.
En esta representacion se identifica un puente de hidrégeno directo entre el grupo amino
protonado del ligando y el residuo ASP26, sefialado mediante flechas parpuras, interaccion
que contribuye significativamente a la fijaciéon del compuesto en la cavidad. El ligando se
encuentra rodeado por un conjunto de interacciones hidrofobicas y de van der Waals con
residuos que conforman el entorno apolar del bolsillo, entre los que destacan LEU217,
LEU230, ALA233, PHE272, PRO274, LEU275, PRO360, LEU371, VAL23 e ILE24, los
cuales favorecen el posicionamiento estable del ligando. De forma adicional, se observa un

contacto aromatico apolar con PHE272, representado mediante interaccion n—alquilo, que
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ayuda a orientar el fragmento aromatico del compuesto dentro del sitio de union. En la region
superior del bolsillo se localizan residuos polares como SER236 y GLY370, mientras que en
la zona adyacente al grupo amino se encuentran residuos cargados como ARG278 y ARG369,
que pueden generar interacciones electrostaticas de largo alcance con el ligando, reforzando
su orientacion sin establecer puentes de hidrégeno adicionales. En conjunto, el perfil de
interacciones sugiere que el Ester 5 se estabiliza mediante una combinacion de contactos
hidrofobicos extensos y un puente de hidrogeno clave con ASP26, lo que favorece su

acomodo dentro de la cavidad de la tubulina.
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La primera fase del proyecto fue el acoplamiento molecular se centr6 en 2 blancos
terapéuticos, en la tubulina que de acuerdo con (Montecinos & Sackett, 2023) tiene efecto
terapéutico debido a su sitio de unioén de colchicina y la topoisomerasa II que tiene uniéon en
el sitio de unién del ATP (Montecinos & Sackett, 2023), dos blancos terapéuticos esenciales
en el tratamiento del cancer. De las 25 moléculas propuestas al inicio del proyecto, se
sometieron a docking molecular, los resultados obtenidos con AutoDock (Tabla 3 y 4)
destacan a fosfato 4, éster 3 (Lt8AA), éster 1 y éster 5 como los andlogos con la mejor
afinidad de union, al obtener valores de mediana mas cercanos a cero, lo que sugiere mayor
probabilidad de efecto farmacolégico. Especificamente, el Lt8AA y el fosfato 4 presentaron
afinidades superiores, incluso comparadas con el tenipdsido, lo que es un indicativo de que
el disefio estructural basado en el lignano Lt8A mantiene el potencial de interaccion sobre
estos blancos, esto confirma que las interacciones descritas por (Castillo-Gonzalez et al.,
2020) donde destaca las interacciones a través de puentes de hidrogeno con el residuo de
Cys241 en el caso del Lt8 se mantienen también en el analogo Lt8A. Este hallazgo es crucial,
ya que una mayor afinidad aparente, expresada en valores de score mas negativos, se
relaciona con una mayor estabilidad del complejo ligando-proteina y un posible mecanismo
de accion similar al de la podofilotoxina, conocido por detener el ciclo celular en la fase M

(Bondarev et al., 2024a).

Una vez obtenidas las 4 moléculas mas promisorias a sintetizar se les realizé una prediccion
de lo que pudiera ser la farmacocinética de dichas moléculas utilizando SwissADME. De la
informacion obtenida destaca la posible penetracion de la barrera hematoencefélica por parte

del éster 1 y éster 5. E1 Lt8AA y éster 5 cumplen con todas las reglas de Lipinski pudiéndose
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absorber de manera oral y 4 de las 5 moléculas presentan un porcentaje aproximado de
biodisponibilidad del 55%. El resto de los datos obtenidos de Swissadme se presentan en la

Tabla 6.

Tabla 6. Posibles perfiles farmacocinéticos de los andalogos mds promisorios en SwissADME.

olécua | Formua | Molsouar | 0°r%or | Ty | Loo | solubilidad | Absorion | Atraviesa | Pap | ™07 | eiaispo
(Da) H Lipinski

Fosfato 4 C31H2006P 528.53 6 0 6.44 | 5.87E-09 Bajo No No 2 0.17
Ester 3 (Lt8AA) | CasH2sNOs |  445.46 6 0 |458| 1.14E-07 Alto No No 0 0.55
Ester 1 Ca26H2404 400.47 4 0 5.38 | 1.51E-07 Alto Si No 1 0.55
Ester 5 CosH2NO4 | 401.45 5 0 |4.64| 3.55E-08 Alto Si No 0 0.55
*Etoposido C29H32013 588.56 13 3 1.17 | 1.78E-04 Bajo No Si 2 0.17
*Podofilotoxina | C22H2.0s 414.41 8 1 2.27 | 1.96E-04 Alto No No 0 0.55
*Tenipdsido Cs2H32013S 656.65 13 3 1.9 2.69E-05 Bajo No Si 2 0.17
*Lt8A Ci19H2003 296.36 3 1 3.9 1.03E-05 Alto Si Si 0 0.55

BHE: barrera hematoencefalica; GI: gastrointestinal
Para predecir la absorcion intestinal (HIA) y la capacidad de los andlogos para cruzar la
barrera hematoencefalica (BHE), se emple6 un grafico de WLOGP (logaritmo del coeficiente
de particion) frente a TPSA (area de superficie polar total) conocido comunmente como
diagrama de “huevo cocido” (Figura 15). En el grafico, el Lt§AA se encuentra en la zona
blanca (clara del huevo, area HIA), lo cual confirma una alta probabilidad de absorcion oral
y sugiere que no puede cruzar la barrera hematoencefalica. Este es el perfil ideal para un
compuesto dirigido a tumores periféricos (mama, prdstata, colorrectal, pulmén), lo cual se
alinea con el objetivo de obtener un farmaco seguro y con alta biodisponibilidad.
Adicionalmente, el punto es rojo (P-Gp), lo que indica que el Lt8AA no es sustrato de la
glicoproteina P, un mecanismo de expulsion que causa resistencia a otros agentes
quimioterapéuticos. El Fosfato 4 se sitia fuera del rango establecido (en la zona superior

derecha), lo que indica un alto WLOGP y/o TPSA elevado. Este perfil se vincula con una

80




baja biodisponibilidad y el riesgo de ser sustrato de la P-Gp. Los analogos éster 1 y éster 5
se encuentran en la zona amarilla (yema del huevo, BBB), lo que sugiere una alta
probabilidad de penetrar la barrera hematoencefalica. Aunque esto podria aumentar la
neurotoxicidad, posiciona a estos compuestos como posibles candidatos para la linea celular
de glioblastoma (GBM), donde la penetracion de la barrea hematoencefalica (BHE) es un

requisito fundamental para la eficacia
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Figura 15. Diagrama de huevo cocido de los analogos de LtSA.

La seleccion final de los andlogos mas promisorios para la sintesis requirié una evaluacion
rigurosa que fue mas alla de los scores de acoplamiento. Aunque el Fosfato 4 era la molécula
lider en términos de afinidad predicha para los blancos terapéuticos, su complejidad
estructural y la dificultad anticipada de su sintesis, sumado a la cantidad limitada de precursor
Lt8A, llevo a priorizar la sintesis del éster 3 (Lt8AA). Esta decision se basé en el buen perfil
ADMET, la baja toxicidad y el prometedor perfil multi-objetivo del Lt8AA, lo que

garantizaba la viabilidad experimental in silico y maximizaba el potencial terapéutico.
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El Lt8AA cumpli6 con los criterios de Lipinski, mostrando un perfil favorable de absorcion
por via gastrointestinal (GI) y una biodisponibilidad in silico del 55%. Este perfil contrasta
notablemente con el de los farmacos de referencia, etoposido y tenipdsido, los cuales
exhibieron una absorcion GI baja y una menor biodisponibilidad in silico (17%). Este
hallazgo plantea al Lt8AA como un potencial agente con una mejor via de administracion

oral y un mayor cumplimiento terapéutico en comparacion con los fairmacos de referencia.

Los perfiles toxicologicos de las moléculas se obtuvieron utilizando Protox-II. En la tabla 7
se presentan los posibles dafios que pudieran causar las moléculas en el organismo, asi como
el porcentaje de probabilidad de que ocurra. La toxicidad, de acuerdo con Protox-II, se
clasifica del 1 al 6, siendo las moléculas de clase 1 las mas toxicas y las de clase 6 las menos
toxicas, dicha clasificacion depende de la dosis letal 50 (LDso). Las moléculas propuestas
para el proyecto presentan una toxicidad que va de 4 a 6, por lo que se consideran seguras
para consumo, necesitando dosis de casi 1, 5y 16 g/kg para ejercer toxicidad en el organismo
que en comparacion con los fAirmacos anticancerigenos de referencia necesitan dosis muy
pequefias para ejercer una toxicidad de clase 3 afectando sistema inmune, proteina pS3 y

citocromos, por mencionar solo algunos de los ejemplos de toxicidad probables a ocurrir.
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Tabla 7. Perfiles toxicologicos de los andlogos mas promisorios realizados en Protox-I1

Molécula Toxicidad Probabilidad | Clase LD 50
Inmunotoxicidad 0.91
Fosfato 4 Citocromo CYP3A4 0.7 6 15800 mg/kg
Carcinogenico 0.72
. Inmunotoxicidad 0.99
Ester 3 ..
(LtBAA) . Mutagemcldad. . 0.88 4 899 mg/kg
Potencial de Membrana Mitocondrial 0.73
Citocromo CYP3A4 0.72
Inmunotoxicidad 0.94
. Atraviesa BHE 0.75
Ester 1 Citocromo CYP2C9 0.85 4| 89 meke
Citocromo CYP3A4 0.86
Inmunotoxicidad 0.99
Ester 5 Atraviesa BHE 0.79 5 5000 mg/kg
Citocromo CYP3A4 0.78
Toxicidad respiratoria 0.82
Cardiotoxico 0.7
, . Inmunotoxicidad 0.99
Etopésido p53 (Fosfoproteina Tumor Supresora) 1 3 215 mg/kg
Citocromo CYP2C19 0.86
Citocromo CYP2C9 0.81
Inmunotoxicidad 0.99
Receptor de hidrocarburos aromaticos 1
(AhR)
Podofilotoxina] Potencial de Membrana Mitocondrial 0.99 3 100 mg/kg
Citocromo CYP2C19 0.99
Citocromo CYP2C9 0.93
Citocromo CYP3A4 1
Toxicidad respiratoria 0.79
Inmunotoxicidad 0.99
., 53 (Fosfoproteina Tumor Supresora 1
Tenipssido | P> Citlz)cromo CYP2C19p : 0.72 3 70 mg/kg
Citocromo CYP2C9 0.74
Citocromo CYP3A4 0.78
Inmunotoxicidad 0.85
LtSA Atraviesa BHE 0.73 5 2260 mg/kg
Citocromo CYP2C9 0.83

LDso=Dosis Letal 50
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En cuanto a la seguridad toxicologica, los andlisis en Protox-II revelaron una clara ventaja
en los analogos disefados. Mientras que la podofilotoxina y el teniposido se clasificaron
como Clase 3 de toxicidad y un LDso de 70-100 mg/kg, los analogos, incluyendo el Lt8AA,
mostraron un riesgo significativamente menor. Especificamente, el Lt8AA se clasifico como
Clase 4 de toxicidad, con una LDso de 899 mg/kg. Un factor fundamental es que este limite
de toxicidad, notablemente superior al de los grupos de control, ya que la frecuencia elevada

de efectos secundarios graves restringe el uso de las quimioterapias convencionales.

5.2 Analisis de Farmacologia de Redes: Identificacion de Dianas Multi-Objetivo por

Interseccion Swiss Target Prediction — GEPIA 2

El desarrollo 16gico de medicamentos ha cambiado, dejando atrés la idea de "un farmaco,
una diana" para abrazar la polifarmacologia. Esta busca influir en varias proteinas para

generar un efecto terapéutico mas potente y evitar la resistencia (Gonzalez-Llerena et al.,

2025).

Para iniciar el analisis multi-inhibidor, se utilizé la herramienta bioinformatica Swiss Target
Prediction. Este software analiza la estructura quimica de un ligando y mediante un modelo
de homologia y machine learning con farmacos conocidos, predice las familias de proteinas
con las que el compuesto tiene mayor probabilidad de interaccion. La Tabla 8 muestra las 10
dianas moleculares principales anticipadas para el éster 3 (Lt8AA), basadas Gnicamente en

su estructura.
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Tabla 8. Diez primeras dianas para el Lt8AA obtenidas de SwissADME Target Prediction

Nombre
Diana Comun Uniprot ID ChEMBL ID

Serina/treonina-proteina cinasa Aurora-B~ AURKB Q96GD4 CHEMBL2185

Serina/treonina-proteina cinasa Aurora-A ~ AURKA 014965 CHEMBLA4722

Receptor 3 del factor de crecimiento
endotelial vascular FLT4 P35916 CHEMBLI1955

Cadena pesada de Cinesina-1/ Receptor de
tirosina-proteina cinasa RET RET P07949  CHEMBL2041

Serina/treonina-proteina cinasa Chk2 CHEK2 Q96017 CHEMBL2527

Receptor de factor de crecimiento nervioso

Trk-A NTRK1 P04629 CHEMBL2815

MAP cinasa p38 delta MAPKI13 015264 CHEMBL2939

Tirosina-proteina cinasa HCK HCK P08631 CHEMBL3234
Receptor 1 del factor de crecimiento de

fibroblastos FGFRI1 P11362 CHEMBL3650

Cinasa del dominio LIM 1 LIMK1 P53667 CHEMBL3836

Tipo de
Proteina

Cinasa

Cinasa

Cinasa

Cinasa

Cinasa

Cinasa
Cinasa

Cinasa

Cinasa

Cinasa

Con el fin de comprobar la capacidad multi-inhibidora del analogo y justificar la eleccion del

mejor candidato, se llevo a cabo un andlisis de Farmacologia de Redes. Este proceso tuvo

dos pasos clave:

Contextualizacion Oncologica: Se utilizo la herramienta GEPIA (Gene Expression Profiling

Interactive Analysis) para obtener los genes que se expresan en exceso (sobreexpresados) en

las seis lineas cancerosas estudiadas (PRAD (Adenocarcinoma de prostata) BRCA

(Carcinoma Invasivo de Mama) GBM (Glioblastoma Multiforme) COAD (Adenocarcinoma

de colon) LUAD (Adenocarcinoma de pulmén) LUSC (Carcinoma escamoso de pulmén).
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Esto asegurd que solo se consideraran los objetivos que son activamente relevantes en el

fenotipo tumoral.

Identificacion de la Interseccion (Diagrama de Venn): Se utilizd un diagrama de Venn en
linea para encontrar los genes en comun (la interseccion) entre los blancos predichos por
Swiss Target Prediction (Tabla 8) y los genes sobreexpresados obtenidos de GEPIA. El
resultado de este filtrado son las Proteinas Centrales que tienen la mayor relevancia
oncologica para el Lt8AA. La Tabla 9 muestra las proteinas clave que surgieron como punto
de encuentro entre las dianas predichas y los genes sobreexpresados, sefialando los objetivos

mas importantes para la accion anticancerigena de nuestros compuestos.

La seleccion del éster 3 como el andlogo final (Lt8AA) a sintetizar se basé en una evaluacion
de diferentes criterios que integro la afinidad predicha, la relevancia bioldgica y la
factibilidad quimica. El fosfato 4, a pesar de sus prometedores scores de docking, se descartd
debido a que no demostré resultados favorables en la farmacologia de redes, lo que minimiz6
su relevancia biologica en el contexto oncologico. Al comparar los dos ésteres siguientes, se
observo que el éster 3 y el éster 1 presentaban una cantidad similar de dianas en el analisis
de redes, pero el éster 3 mostrdé una mayor afinidad (mejor docking score) por los blancos
primarios de tubulina y topoisomerasa II, posiciondndolo como el candidato
computacionalmente superior. Finalmente, el factor decisivo fue la viabilidad quimica y
sencillez sintética de un éster frente a un fosfato, asegurando que el éster 3 (LtSAA) fuese el

candidato mas factible para la semi-sintesis en el marco del proyecto.
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Tabla 9. Proteinas de lineas celulares sobreexpresadas para los andlogos de LtS8A

DIANAS Ester 1 Ester 3 Ester 5 Fosfato 4
(LtSAA)
*PRAD
X X X X
*BRCA PLK1 PLK1 PLK1
CDK1 CDK1 AURKA PLK1
RET RET AURKB
AURKA AURKA RET
AURKB AURKB
*GBM CDK1 CDK1 AURKA
CHEK1 AURKA AURKB X
AURKA AURKB
AURKB
*COAD CDK1 AURKA AURKB
CHEK1 AURKB AURKA X
AURKA CDK1 CTSS
AURKB
*LUAD CDK1 CDK1 AURKA
AURKA AURKA AURKB X
AURKB AURKB
*LUSC
X X X X

*PRAD (Adenocarcinoma de prostata) BRCA (Carcinoma Invasivo de Mama) GBM (Glioblastoma
Multiforme) COAD (Adenocarcinoma de colon) LUAD (Adenocarcinoma de pulmoén) LUSC (Carcinoma

escamoso de pulmon).
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La accion del anadlogo Lt8AA sobre la topoisomerasa II, tubulina y las dianas centrales
(PLK1, CDK1, AURKA, AURKB) no son mecanismos aislados, sino componentes de una
estrategia de bloqueo dual enfocada en la mitosis y el ciclo celular. El ciclo celular,
particularmente la fase M (Mitosis), es el principal punto de ataque de los fArmacos en este

proyecto:

El mecanismo de accion de la topoisomerasa I1 es que es una enzima esencial para gestionar
el superenrollamiento y el desenredo del ADN durante la replicacion y la segregacion
cromosomica en la fase M. Al inhibir esta enzima el fArmaco interfiere directamente con la
division celular, mientras tanto las dianas centrales son proteinas de tipo cinasas y son
reguladoras maestras que controlan el inicio y la progresion correcta a través de los puntos
de control del ciclo celular segin (Gonzalez-Llerena et al., 2025). Al inhibir estas dianas, el
Lt8AA actua antes, desregulando la maquinaria que permite a la célula entrar y avanzar en la

mitosis.

La combinacion de ambos blancos se justifica por el principio de la polifarmacologia, que
busca influir en varias proteinas para generar un efecto terapéutico mas potente y evitar la
resistencia, ya que un fairmaco que solo se enfoca en topoisomerasa II o tubulina (como
etoposido que se une a la topo II) puede ser eludido por la célula. Al afiadir la inhibicion de
las dianas centrales, se crea un bloqueo sinérgico que ataca tanto la regulaciéon como la

ejecucion de la mitosis.

Un analisis farmacoldgico de redes confirmo la logica detras de la seleccion del Lt8AA. El
hallazgo mas relevante fue la identificacion de proteinas cruciales del ciclo celular como

dianas directas de este compuesto, a través de la integracion de la prediccidon molecular y los
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datos transcriptomicos de las lineas celulares. Los datos en la tabla 9 demuestran que el
Lt8AA presenta un destacado perfil multi-inhibidor, actuando sobre dianas centrales como:
CDKI1 y PLKI, cinasas reguladoras clave de la transicion de las fases G2/M del ciclo celular.
AURKA y AURKB son cinasas fundamentales para la segregacion cromosdmica y la
citocinesis. La identificacion de estas proteinas, cuya expresion es elevada en cuatro de las
cinco lineas celulares propuestas, sugiere que el Lt8AA no solo actia sobre la topoisomerasa
IT (como el etopodsido), sino que tiene la capacidad de alterar multiples puntos de control de
la division celular. Este enfoque de ataque multiple es vital, ya que, como sefialan Gonzélez-
Llerena et al. (2025), el enfoque multi-objetivo tiene un mayor potencial para superar los
mecanismos de resistencia inherentes de las células cancerosas, que a menudo se vuelven

resistentes a farmacos de objetivo Unico.

5.3 Rendimientos de la purificacion de Lt8 por columna cromatografica (CC)

Tabla 10. Rendimientos de purificacion de LtS por CC

Compuesto No. de Gramos de la Gramos puros Rendimiento
columna fraccion obtenidos expresado en
%
1 1.4954 0.272 18.18
HO ,-""‘H e
I 2 0.37626 0.1452 38.59
%
L¥ |
CII-I
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5.4 Rendimiento de la purificacion de Lt8 por cristalizacion forzada.

Tabla 11. Rendimiento de la purificacion de Lt8 por cristalizacion forzada.

Compuesto Gramos de la Gramos puros Rendimiento
fraccion obtenidos expresado en
%
Lt8
HO N
HO™ S 2.0 0.318 15.9
A
g
OH
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5.6 Propiedades fisicas de Lt8

o
e

FICHA DE DATOS

SECCION 1. IDENTIFICACION

Version 1.0
Fecha de revision 06/11/2025
Fecha de impresion 07/11/2025

H H
HO : Nombre del producto Lt8 (Figura 1)
Descripcion del producto =09% (RMN H / RMN 13C)
HO Marca del producto FCQ-UANL
: Formula molecular C1aH2003
Nombre IUPAC (5R,6R,TR)-5-(4-hidroxifenil)-6,7-
dimetil-5,6,7 8-
tetrahidronaftaleno-2 3-diol
QH .
Figura 1. Li8 1.1 Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad
Compaiiia Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn,
Facultad de Ciencias Quimicas. Division de
Estudios de Posgrado. Vicente Guerrero s/n,
Treviiio, 64570 Monterrey, N.L.
Teléfono +52 8113404415

SECCION 2. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Aspecto

Color

Olor

Solubilidad

pH

Punto / intervalo de fusion
Peso molecular

Log P

Estabilidad quimica

Materiales incompatibles

Solido

Blanco

Sin datos disponibles

Metanol

Sin datos disponibles
383-3884°F/195-198 °C

284 .35 g/mol

3.29

El producto es quimicamente estable bajo
condiciones normales (a temperatura
ambiental).

Hexano, acetona, cloroformo

SECCION 3. INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxicidad aguda

Oral: Sin datos disponibles
Inhalacién: Sin datos disponibles
Cutaneo: Sin datos disponibles

FPor: Q.F.B. Juan Manuel Rodriguez Véliz

Figura 16. Ficha técnica
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5.5 Elucidacion estructural por infrarrojo.
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Figura 17. Espectro infrarrojo del compuesto Lt8.

Las bandas caracteristicas que aparecen en el espectro infrarrojo para Lt8 son: Bandas
correspondientes al grupo hidroxilo: con la banda de O-H de estiramiento en 3335 cm™ y C-
O de estiramiento en 1215 cm-'. Bandas correspondientes a los grupos aromaticos: una banda
débil arriba de 3000 cm™ del enlace Ar-H de estiramiento, dos bandas en 1600 y 1511 cm'
perteneciente a un tipo de enlace Ar C=C esqueletal de estiramiento, bandas en rango de 1215
cm! y 1067 cmque pertenecen al enlace Ar-H de flexion en el plano, y unas bandas que
aparecen en rangos de nimeros de onda de 844 y 754 cm™! correspondientes al enlace Ar-H
de flexion fuera del plano. Finalmente, bandas correspondientes a los grupos alifaticos: C-H

de estiramiento en 2959 y 2888 a cm™ asi como a 1375 y 1446 cm™ bandas perteneciente al
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enlace C-H de flexion. Las bandas que aparecen en numeros de onda que van desde 1800 a

2400 cm! se atribuye a sefiales pertenecientes al carburo de silicio del ATR.
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5.6 Elucidacion estructural de Lt8 por RMN 'H
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Figura 18. Espectro de 'H NMR (400 MHz, MeOD) de LtS.

La Figura 18 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt8 registrado en MeOD, donde

se observan en la region alifatica dos sefiales de dos dobletes centrados en 6 0.87 ppm (d, J=

6.9 Hz, 3H, H-9) y el 0.89 ppm (d, J = 6.9 Hz, 3H, H-9"). correspondientes a dos grupos

metilo que se acoplan con sus respectivos protones metinicos vecinos. También, se

identifican dos sefiales multipletes de metinos en 6 1.87 (1H, H-8) y o 1.98 (1H, H-8').

Asimismo, se observan dos dobles de dobles de protones metileno no equivalentes en & 2.38

(1H, dd, J = 16.2, 7.1 Hz, H-7b) y 6 2.81 (1H, dd, J = 16.2, 5.3 Hz, H-7a), que presentan
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acoplamientos geminales y vicinales. También se distingue un doblete en 6 3.52 (1H, d, J =
6.6 Hz, H-7'), correspondiente a un proton metino dibencilico acoplado a un protén
adyacente. En la region aromatica, se aprecian dos singuletes en d 6.20 (1H, s, H-6) y 6 6.49
(1H, s, H-3), caracteristicos de un anillo tetrasustituido. Finalmente, se identifican dos dobles
en 8 6.66 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3', H-5") y & 6.82 (2H, d, J = 8.3 Hz, H-2', H-6"),

correspondientes a un sistema A:B: propio de un anillo aromatico para-disustituido.
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5.7 Elucidacion estructural de Lt8 por RMN 3C
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Figura 19. Espectro de RMN **C del compuesto Lt8 (100 MHz, MeOD).

La Figura 19 muestra el espectro de RMN '*C del compuesto Lt8 registrado en MeOD, donde
se identifican sefiales correspondientes a 18 carbonos. En la region de los carbonos
aromaticos (115 a 160 ppm), se observan 12 sefiales y aparecen en 6 156.61 (C-4"), 144.82
(C-4), 144.56 (C-5) y 140.07 (C-2). Asimismo, se identifican los desplazamientos en 6 131.32
(C-2'C-6"), 131.14 (C-1), 128.82 (C-3), 118.31 (C-6), 116.35 (C-1") y 115.98 (C-5'/C-3"). Por

otro lado, en la zona de los carbonos alifaticos, el espectro presenta sefales en 6 51.57 (C-
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7", 42.57 (C-8), 36.34 (C-7) y 30.93 (C-8'"). Finalmente, en la region de campo alto, se
observa una sefal intensa en & 16.45 correspondiente a los metilos terminales (C-9/9"). Cabe
destacar la presencia del multiplete caracteristico del disolvente (MeOD) centrado cerca de

los 49 ppm.

Los desplazamientos observados son consistentes con la estructura propuesta, evidenciando
un nacleo aromatico tetrasustituido y un anillo para-disustituido, ademas de las cadenas
laterales alifaticas esperadas en el producto natural Lt8. Los espectros de RMN fueron
consistentes con lo reportado por Favela-Herndndez et al., 2015. La pureza y correcta
caracterizacion del producto natural Lt8 fue fundamental para la semisintesis de Lt8 A que se
relaciona con la podofilotoxina y respalda el potencial anticancerigeno intrinseco para el

disefio de los analogos.
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5.8 Sintesis para la obtencion del metilendioxi Lt§A

'Q‘g

FICHA DE DATOS

SECCION 1. IDENTIFICACION

O

O

0

Version 1.0
Fecha de revision 27/10/2025
Fecha de impresidn 28/10/2025

Nombre del producto Lt8A (Figura 1)
Descripcion del producto =05% (RMN H/ RMN '3C)
Marca del producto FCQ-UANL

: Formula molecular CigHz2003

Nombre IUPAC

OH

Figura 1. L84 1.1 Datos del proveedo

Compaiiia

Teléfono

4-((5R 6R,TR)-6,7-dimetil-5,86,7 8-
tetrahidronafto[2, 3-d][1,3]dioxol-
S-il)fencl

r de la ficha de datos de seguridad

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn,
Facultad de Ciencias Quimicas. Division de
Estudios de Posgrado. Vicente Guerrero sin,
Trevifio, 64570 Monterrey, N.L.

+52 8113404415

SECCION 2. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Aspecto

Color

Olor

Solubilidad

pH

Peso molecular
Log P

Estabilidad quimica

Materiales incompatibles

Resina

Transparente

Sin datos disponibles

Acetato de etilo / cloroformo

Sin datos disponibles

296.14 g/mol

3.9

El producto es quimicamente estable bajo
condiciones normales (a temperatura
ambiental).

Metanol

SECCION 3. INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxicidad aguda

Oral: Sin datos disponibles
Inhalacién: Sin datos disponibles
Cutaneo: Sin datos disponibles

Por: Q.FB. Juan Manuel Rodriguez Véliz

Reviso: Dra. Maria del Rayo Camacho

Figura 20. Ficha técnica de datos fisicoquimicos de Lt8A
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La sintesis del intermediario Lt8A se llevd a cabo mediante la metilenacion del catecol de
acuerdo con lo reportado previamente (Castillo-Gonzalez et al., 2020). El producto se obtuvo
con un rendimiento del 8.4%, la identidad del producto se confirm6é mediante técnica
espectroscopica. La evidencia clave provino del analisis d¢ RMN-'H: se detectd una sefial
de tipo singulete en 6 5.85 ppm en el espectro, caracteristica del grupo metilendioxi. La
introduccidn exitosa de este anillo en las posiciones C-4 y C-5 de Lt8A es un rasgo estructural

que establece una analogia directa con el nucleo quimico de la podofilotoxina.

El porcentaje de rendimiento contrasta marcadamente con reportes de literatura para
reacciones de metilenacion de catecoles similares. Previamente se ha reportado (Zelle &
Mcclellan, 1991) rendimientos de 86—97% al emplear carbonato de cesio y

bromoclorometano en DMF o acetonitrilo para la metilenacion de 5,6-dihidroxi-1-tetralonas.

Pueden atribuirse a varios factores, incluyendo: Condiciones de reaccion y oxidacion ya que
los experimentos tomados como base (Castillo-Gonzalez et al., 2020) sugieren que
condiciones que favorecen la metilenaciéon con CsCO3; y DMF (a mayor temperatura de
reflujo) también promueven la oxidacion del nucleo de tetralina a naftaleno (subproducto
EC-16 reportado por la misma fuente), lo que desvia la materia prima del producto deseado.
Posibles pérdidas en la purificacion cromatografica necesaria para separar el Lt8A de otros

subproductos.

Se obtuvo la cantidad suficiente de Lt8A para continuar con la sintesis del analogo final.
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5.9 Elucidacion estructural de LtSA por RMN 'H
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Figura 21. Espectro de RMN "H del compuesto Lt8A (400 MHz, CDCl;3).

La Figura 21 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt8A en CDCl; donde se
observan en la zona alifatica, en la parte de campo mas alta, dos dobletes cerca de 6 0.95 ppm
(d, J= 6.9 Hz, 3H, H-9) y el otro en 0.93 ppm (d, J = 6 Hz, 3H, H-9’).. Esta sefial se debe a
los hidrégenos de los dos grupos metilo H-9 y H-9', que se comportan de forma idéntica
debido a la simetria o la rotacion libre en la escala de tiempo de RMN, y se acoplan con los

hidrégenos metinicos que tienen cerca. En la misma region alifatica, se observan las sefiales
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de los hidrogenos metinicos H-8 y H-8', ubicadas en 6 1.89 ppm (1H, m) y 8 1.99 ppm (1H,

m), respectivamente.

Ademas, resaltan los hidrégenos metileno distintos del grupo CH» en la posiciéon 7:
Un doble doblete en 6 2.44 ppm (1H, dd, J/=16.6,7.8 Hz), que corresponde al hidrégeno H-
7b; otro doble doblete en 6 2.84 ppm (1H, dd, J=16.5,5.4 Hz), que corresponde al hidrogeno
H-7a. Estos hidrogenos muestran un fuerte acoplamiento geminal (de ~16.5 Hz).
También se distingue un doblete claro en 6 3.63 ppm (1H, d, /=6.01 Hz), que pertenece al
hidrogeno metinico H-7'. La sefal de tipo singulete en 6 5.85 ppm se adjudica al metileno H-
10 del grupo metilendioxi. Este valor de 6 en CDCl; es tipico del puente dioxolano. Esta
sefal es caracteristica de la molécula Lt8A. En la zona aromatica, sobresalen dos singuletes
que provienen de los hidrégenos de anillos bencénicos tetrasustituidos:
Un singulete en 6 629 ppm (1H, s), que se asigna al hidrogeno H-6;
otro singulete en & 6.57 ppm (1H, s), que se asigna al hidrégeno H-3.
Finalmente, se reconocen las sefales de los hidrogenos del anillo aromatico para-sustituido

(H-2' H-6' y H-3', H-5'):

Un doblete en 6 6.88 ppm (2H, d, J=8.40 Hz), que se atribuye a los hidrogenos H-2' y H-6'".
Otro doblete en 6 6.71 ppm (2H, d, J/=8.45 Hz), que se atribuye a los hidrogenos H-3'y H-5".
Estos dobletes son indicativos de un sistema A»B> en un anillo bencénico para-disustituido,

donde la diferencia en el desplazamiento quimico (Ad) es pequeiia.
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5.10 Elucidacién estructural de Lt8A por RMN 3C
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Figura 22. Espectro de RMN *C del compuesto Lt8A (100 MHz, CDCl3)

La Figura 22 muestra el espectro de del compuesto Lt8A, registrado en CDCls. El espectro

exhibe 19 senales de carbono, las cuales coinciden con el nimero de carbonos de la formula

molecular C19H200; del Lt8A Estas sefiales se distribuyen en dos regiones principales:

La region alifatica cuenta con 7 sefiales: en 8 15.6 ppm (C-9'), 8 16.4 ppm (C-9), 6 29.7 ppm
(C-8'), 6 35.7 ppm (C-8), 6 50.6 ppm (C-7"), 8 100.8 ppm (C-10) y 6 37.0 ppm (C-7). Mientras

tanto, la region aromatica consta de 12 sefiales: 6 114.7 ppm (C-5', C-3"), 6 116.7 ppm (C-6),
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5 117.8 ppm (C-3) v & 130.4 ppm (C-2', C-6"), 5 128.5 ppm (C-1), § 131.7 ppm (C-1) 3 133.7

ppm (C-2), 6 143.1 ppm (C-4"), & 145.7 ppm (C-5), y & 147.6 ppm (C-4).
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5.11

N

&

Sintesis para la obtencion del analogo LtSAA

FICHA DE DATOS

SECCION 1. IDENTIFICACION

oy
' Nombre del producto

M,
0~

0.
/

e

Marca del producto
Formula molecular
[s Nombre IUPAC

f-:'*w]
|
O\f
P T_,ND-_,

L

=

Figura 1. LIGAA 1.1 Datos del proveedo

Compaiiia

Teléfono

Descripcion del producto

Version 1.0
Fecha de revision 27/10/2025
Fecha de impresion 26/10/2025

Lt8AA (Figura 1)

=95% (RMN 'H / RMN 13C)
FCQ-UANL

CzeHzaN0Os

4-((5R 6R,TR)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-
5-il) fenil 2-nitrotobenzoato

r de la ficha de datos de seguridad

Universidad Autdnoma de Nuevo Leodn,
Facultad de Ciencias Quimicas. Division de
Estudios de Posgrado. Vicente Guerrero s/n,
Trevifio, 64570 Monterrey, N.L.

+52 8113 40 44 15

SECCION 2. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Aspecto

Color

Qlor

Solubilidad

pH

Punto / intervalo de fusion
Peso molecular

Log P

Estabilidad quimica

Materiales incompatibles

Sdlido / resina

Amarillo-transparente

Sin datos disponibles

Acetato de etilo / cloroformo

Sin datos disponibles
309.2-3128°F /154 - 156 °C
44515 g/mol

4.58

El producto es quimicamente estable bajo
condiciones normales (a temperatura
ambiental).

Metanol

SECCION 3. INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxicidad aguda

Oral: Sin datos disponibles
Inhalacion: Sin datos disponibles
Cutaneo: Sin datos disponibles

Por: Q. FB. Juan Manuel Rodriguez Véliz

Revisd: Dra. Maria del Ravo Camacho

Figura 23. Ficha técnica de datos fisicoquimicos de Lt8AA
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Se procedid a la semi-sintesis del andlogo priorizado, el éster 3 (Lt8AA) seleccionado por
los resultados de los estudios in silico. El Lt§AA se obtuvo mediante una reaccion de
esterificacion en el grupo fenol con cloruro de 2-nitro-benzoilo. La metodologia empleada
sigue el esquema general reportado previamente por (Reyes-Melo et al., 2017) para la
funcionalizacion de compuestos relacionados (derivados del acido meso-dihidroguaiarético),

lo que valida la estrategia sintética y la eleccion del agente acilante.

A pesar de la validacion metodoldgica, en la reaccion de esterificacion se obtuvo un bajo
rendimiento del 45% (9 mg obtenidos de 20 mg de Lt8A). Dado que la molécula Lt8 A posee
un unico grupo OH fenodlico, la baja eficiencia no se atribuye a problemas de selectividad,

sino a dos factores principales relacionados con la naturaleza del esqueleto del lignano:

Impedimento Estérico: El grupo OH fenolico, aunque es el tinico sitio reactivo, se encuentra
en un ambiente estéricamente impedido por las voluminosas porciones adyacentes de la
estructura ariltetralinica. Esto dificulta el acceso del cloruro de 2-nitro-benzoilo al sitio de
reaccion, disminuyendo la velocidad y la eficiencia de la esterificacion. Al igual que en el
caso del Lt8A no se descarta la probabilidad de pérdidas en la purificacion, resultado de las

pérdidas inevitables durante la purificacion por columna cromatografica,

A pesar del bajo rendimiento, la obtencion de 9 mg puros fue suficiente para iniciar la etapa
de caracterizacion (RMN 'H, RMN !3C, HRMS) Una vez confirmada su identidad, se

procedio a la evaluacion citotdxica in vitro.
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5.12 Elucidacién estructural de Lt8AA por RMN 'H
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Figura 24. Espectro de RMN "H del compuesto LtSAA (400 MHz, CDCl3).

La Figura 24 muestra el espectro de RMN 'H del compuesto Lt8AA en CDCls, donde se

observan claramente las sefales caracteristicas tanto de la region alifatica como de la

aromatica.
En la zona de campo mas alto, alrededor de & 0.94 ppm, aparece dos seiales de doblete (6H,

2d, J = 6 y 6.9 Hz) correspondiente a los hidrogenos metilo H-9 y H-9'. Senales alusivas a
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dos grupos metilo que se acoplan con sus respectivos protones metinicos vecinos., lo cual

origina el patrén observado.

En la misma region alifatica se distinguen las sefiales multipletes de los hidrogenos metinicos
H-8 y H-8’, localizados en 6 1.96 ppm y 6 2.02 ppm, respectivamente. La multiplicidad
amplia de estas sefiales refleja el acoplamiento con los hidrégenos del metileno en C-7 y con
los metilos geminales. El hidrégeno H-7b se observa como un doble doblete en 6 2.48 ppm
(1H, dd, J = 16.6, 7.8 Hz), mientras que el hidrogeno H-7a aparece como doble doblete en 6
2.87 ppm (1H, dd, J = 16.5, 5.4 Hz). Por otra parte, el hidrégeno metinico H-7" aparece como
un doblete en & 3.76 ppm (1H, d, J = 5.6 Hz), cuyo acoplamiento con el resto del sistema

alifatico confirma la conectividad estructural asignada.

Una sefial relevante aparece en la zona de campo medio que es el singulete correspondiente
a los hidrogenos H-10, apreciable en 6 5.89 ppm, lo cual es tipico de hidrogenos del grupo

metilendioxi.

En la region aromatica se observan dos singletes bien definidos: uno en 6 6.32 ppm, asignado
al hidrogeno H-6, y otro en & 6.61 ppm, correspondiente al hidrogeno H-3. Estos
desplazamientos son caracteristicos de anillos aromaticos tetrasustituidos, donde la ausencia

de protones vecinos evita el acoplamiento y produce sefiales sin desdoblar.

Asimismo, se identifican los patrones tipicos del sistema para-disustituido de un anillo
aromatico unido al carbono C-7’. Se observan dos dobletes: un doblete en 6 7.10 ppm (2H,
d, J = 8.6 Hz) correspondiente a los hidrogenos H-3'/H-5', y otro doblete en 6 7.16 ppm (2H,

d, J = 8.4 Hz) asignado a los hidrogenos H-2'/H-6'. La presencia de estos dos dobletes, con
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constantes de acoplamiento casi idénticas, es indicativa de un sistema A-B., caracteristico de

anillos bencénicos para-sustituidos.

Finalmente, en la region mas desfasada hacia campo bajo, se observa el conjunto de sefales
aromaticas correspondientes al nitrobenzoato del sistema, entre & 7.70-8.05 ppm, donde se
identifican claramente cuatro hidrogenos a 6 8.05 ppm (dd, J = 7.9, 1.4 Hz, H-17), 6 7.93
ppm (dd, J =7.5, 1.6 Hz, H-14), 6 7.73 ppm (td, J = 7.9, 1.6 Hz, H-15), y & 7.8 ppm (td, J =

7.9, 1.6 Hz, H-16) de un anillo aromatico orto-sustituido con grupos electroatrayentes.
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5.13 Elucidacion estructural de Lt8AA por RMN 13C
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Figura 25. Espectro de RMN °C del compuesto Lt8AA (100 MHz, CDCl;3).

La Figura 25 muestra el espectro de del compuesto Lt8AA, obtenido en CDCls. El espectro

exhibe 26 senales de carbono, las cuales coinciden con el nimero de carbonos de la formula

molecular CosH23NOg del Lt8 AA Estas sefiales se distribuyen en dos regiones principales:

En la region alifatica, se observan las resonancias de los grupos metilo aparecen en & 15.2

ppm (C-9") y 6 16.0 ppm (C-9), seguidas por las sefiales de los carbonos metinicos y

metilénicos C-8', C-8, C-7 y C-7', visibles entre 6 28.3 y 51.2 ppm, valores tipicos para

carbonos en un entorno parcialmente desprotegido o adyacentes a heterodtomos. Asimismo,
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el carbono del puente metilendioxi C-10 aparece claramente en 6 100.8 ppm, desplazamiento

caracteristico de este tipo de unidades estructurales en compuestos aromaticos sustituidos.

La region aromatica y carbonilica concentra la mayor parte de las sefnales del espectro. Se
distinguen resonancias entre 6 110 y 164 ppm, correspondientes a los carbonos protonados y
no protonados de los dos anillos aromaticos presentes. Dentro de esta zona destacan: la sefial
en 6 164.3 ppm, asignada al carbono carbonilico C-11, las resonancias intensas entre o 145—
148 ppm, que corresponden a carbonos oxigenados del sistema aromatico (C-4', C-13, C-4,
C-5), las sefiales presentes entre 6 130 y 133 ppm, asignadas a los carbonos centrales del
nacleo aromatico (C-1, C-2, C-16, C-17, C-12), y las sefiales observadas alrededor de & 124—
128 ppm, que pertenecen a los carbonos del anillo aroméatico para-sustituido (C-5"/3', C-6'/2'

y C-14).

En conjunto, la distribucion de las resonancias en ambas regiones confirma la presencia de
los tres sistemas aromaticos, el puente metilendioxiy la region alifatica, por lo cual se pudiera
considerar como evidencia espectroscopica consistente para la estructura propuesta del

compuesto.
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5.14 Viabilidad celular de Lt8 y Lt8AA a 25 pM

Se determind el porcentaje de viabilidad celular de los compuestos Lt8 y Lt8AA en 5 lineas
celulares de canceres humanos (cancer de prostata (PC-3), cancer de mama (MCF-7), cancer
colorrectal (HCT-15), cancer de pulmén (SKLU-1) y glioblastoma (U251)) y una linea
celular humana normal (HaCat) por técnica de cristal violeta a una concentracion de 25 uM
después de un tratamiento por 48 horas. Los resultados se muestran como el promedio de
muestras por triplicado y son representativos de tres experimentos independientes. E1 DMSO

fue usado como control negativo y el etopodsido como control positivo.
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Tabla 12. Porcentajes de viabilidad de Lt8 y Lt8AA en 5 lineas celulares cancerigenas a 25 uM

Compuesto PC-3 MCF-7 HCT-15 U251 SKLU1 HaCaT
Lt8
HO
HO:@C( 95.41 102.42 94.95 98.44 101.88 89.24
+1.96 +6.24 +5.95 +4.16 +4.16 +2.53
OH
LtSAA
<Z 102.7 93.58 102.96 90.24 67.02 93.10
© +4.51 +2.66 +5.65 +4.68 £2.21 +5.88
O O
5/No2
DMSO
(I? 108.6 99.48 102.01 100.89 96.96 96.69
S
H;C*  CHj +1.67 +4.07 +1.47 223 +0.72 +1.94

*PC-3: Cancer de prostata, MCF-7: Cancer de mama, HCT-15: Cancer colorrectal, U251:Glioblastoma,
SKLU-1: Cancer de pulmén y HaCaT: Linea celular normal.
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Se determino la concentracion inhibitoria media (Clso) de etopdsido en las lineas celulares
(PC-3, MCF-7, HCT-15, SKLU-1 y U251) y una linea celular humana normal (HaCat),
después de 48 horas de tratamiento por la técnica de cristal violeta. Los resultados se
muestran como el promedio de muestras por triplicado y son representativos de tres

experimentos independientes.

Tabla 13. Determinacion de la Clsy de etoposido en células humanas en uM.

Compuesto PC-3 MCF-7  HCT-15 U251 SKLU1 HaCaT
Etopdsido

,(5@ 8.3 52.68 4.75 1.7 50.27 57.68
m:( +15 123 +0.5 +0.3 16.0 +2.01

OH

*PC-3: Cancer de prostata, MCF-7: Cancer de mama, HCT-15: Cancer colorrectal, U251:Glioblastoma,
SKLU-1: Céncer de pulmén y HaCaT: Linea celular normal.

Los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular muestran que el analogo LtSAA
evaluado present6d actividad citotdxica (67.02 %) a 25 uM selectiva inicamente contra la
linea celular de pulmon SKLU-1, mientras que en las otras cuatro lineas evaluadas no se
observo inhibicion significativa del crecimiento. Este comportamiento puede explicarse por

las propiedades estructurales del compuesto y por factores dependientes del tipo celular.

La introduccion del grupo nitroaromatico tiene implicaciones importantes en la bioactividad

ya que diversos autores han sefialado que los grupos nitro funcionan como bioisdsteros no
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clasicos de grupos carboxilo, ciano o halégenos utilizados para optimizar la densidad
electronica del anillo y mejorar la lipofilicidad del andlogo, propiedades fisicoquimicas
relevantes, también mejora la permeabilidad a membranas bioldgicas (Patani & Lavoie,
1996). Los compuestos nitroaromaticos pueden comportarse como profarmacos redox,
siendo reducidos por enzimas intracelulares como citocromo P450 reductasa, NQO!1 o nitro-
reductasas, generando especies mas reactivas capaces de interactuar con blancos celulares o
inducir estrés oxidativo (Abreu et al., 2024). Esta capacidad de ser bioactivados y su mayor
tendencia a penetrar la membrana celular podrian explicar por qué el compuesto mostro

actividad en una linea especifica.

La actividad selectiva del Lt8AA en la linea SKLU-1 frente a la casi nula respuesta en el
resto de las lineas celulares sugiere que la citotoxicidad no depende meramente de la
presencia basal de nitro-reductasas, sino de la actividad enzimatica relativa y del umbral de
tolerancia redox de cada linea celular. Diversos estudios han documentado que las lineas de
cancer de pulmén de células no pequeias (NSCLC), como la SKLU-1, presentan una
sobreexpresion de la enzima NQO1 (NAD(P)H: quinona oxidorreductasa, significativamente
mayor (hasta 100 veces superior) a la observada en otras lineas tumorales como la de prostata,
lo que favorece una bioactivacion mas eficiente de compuestos nitroaromaticos y una mayor

generacion de especies reactivas intracelulares (Bey et al., 2007)

Asimismo, esta susceptibilidad diferencial puede atribuirse a la disparidad en los sistemas de
detoxificacion; mientras que lineas como PC-3 poseen niveles elevados de glutation (GSH)
y enzimas antioxidantes que neutralizan el estrés oxidativo derivado de la reduccion del

grupo nitro, las lineas celulares de pulmon suelen presentar una mayor susceptibilidad ante
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el dafio oxidativo provocado por agentes exodgenos (Traverso et al., 2013). Finalmente, la
convergencia entre la bioactivacion del grupo nitro y la inhibicién de dianas mitoticas como
AURKA y PLKI1 resulta critica en SKLU-1, dada la marcada dependencia oncogénica de las
células de pulmén hacia estos reguladores del ciclo celular para mantener la estabilidad

gendmica (Smith et al., 2005).

Adicionalmente, deben considerarse las limitaciones inherentes del método de cristal violeta.
A comparacion del ensayo de Metil Tiazolil Tetrazolio o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). El cual depende de la actividad metabolica mitocondrial, por
lo que moléculas que actiian mediante mecanismos tempranos, o que afectan rutas distintas
a la mitocondrial, pueden mostrar actividad “aparente” reducida. Factores como la densidad
celular, la estabilidad del compuesto, su solubilidad o la tasa metabolica de cada linea pueden
contribuir a resultados poco representativos en determinadas condiciones (Riss et al., 2016).
Esto implica que la ausencia de actividad en las otras lineas no necesariamente indica

inactividad real, sino posiblemente un area de oportunidad debida al método.

Finalmente, es importante mencionar que los resultados in vitro deben interpretarse en
conjunto con los estudios in silico, recordando que estos Ultimos son modelos predictivos.
Las diferencias entre los valores tedricos y los obtenidos experimentalmente son comunes y
se deben a que las simulaciones computacionales simplifican la complejidad del entorno
celular real. Factores como dindmica proteica, microambiente, metabolismo diferencial,
disponibilidad del ligando, presencia de isoformas enzimdticas y geometria real del sitio
activo pueden generar discrepancias entre la afinidad estimada y la respuesta biologica real

(Scior et al., 2009; Cavasotto, 2015). Por ello, la concordancia parcial entre los resultados
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computacionales y experimentales es esperada, y subraya la necesidad de integrar ambos

enfoques para obtener conclusiones mas solidas.
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1.

4,

CAPITULO 6
CONCLUSIONES

El disefio in silico permitié identificar modificaciones estructurales viables en el
lignano Lt8A y demostré que los andlogos pueden optimizar propiedades
farmacologicas relevantes. Esto confirma la utilidad de las herramientas

computacionales como apoyo, pero no como sustituto de la validacion experimental.

La sintesis y caracterizacion de Lt§ A A evidenciaron que es posible modificar el nicleo
ariltetralinico sin comprometer su estabilidad quimica, lo que abre la puerta al

desarrollo de nuevos derivados semisintéticos.

La diferencia de actividad citotoxica observada exclusivamente en la linea SKLU-1
sugiere un posible mecanismo dependiente de metabolismo redox y la participacion
del grupo nitro como posible pro-fairmaco. Este hallazgo proporciona una base para

futuros estudios relacionados con el mecanismo de accion.

Las discrepancias entre las predicciones computacionales y la actividad in vitro
enfatizan que los modelos in silico son aproximaciones predictivas que pueden variar
en condiciones biologicas reales, por lo que deben integrarse con evidencia

experimental.
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5. En conjunto, los resultados obtenidos posicionan a Lt8 AA como un candidato inicial
con potencial para continuar su evaluacion, especialmente mediante ensayos que

permitan aclarar su mecanismo de accion y su selectividad hacia células pulmonares.

6. A pesar de la selectividad de Lt8AA hacia la linea SKLU-1, su potencia citotoxica es

inferior a la del estandar etoposido, por lo que la hipotesis del proyecto se rechaza. El

analogo no alcanz¢ la actividad bioldgica comparable requerida.
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PERSPECTIVAS

Completar la sintesis de los 3 analogos restantes propuestos in silico (Fosfato 4, Ester

1 y Ester 5).

Evaluar Lt8A, Lt8AA y los andlogos mediante curvas dosis—respuesta y técnicas

como MTT para obtener ICso y comparar potencia.

Confirmar la expresion de proteinas predichas por farmacologia de redes mediante

Western blot.

Verificar el mecanismo propuesto evaluando Lt8A y sus analogos para determinar:

= siel grupo nitro se reduce y genera ROS.

= siel anillo aromatico inferior aumenta la lipofilicidad y captacion celular.

= siel grupo éster es hidrolizado por esterasas liberando Lt8A.
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5. Si algin compuesto muestra actividad firme in vitro, avanzar hacia estudios in vivo

preliminares.
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APENDICE

Analogos de Lt8A de grupo funcional aminoéter.

I_\Iombre Estructura quimica Nombre IUPAC
interno
SICICL
0
: 2-(4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
Aminoéter 1 tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenoxi)-
N,N-dimetiletan-1-amina
O\/\N/
I
<o
O Z
> 2-(4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
Aminoéter 2 tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenoxi)-
N,N-dietiletan-1-amina
O™~
0
08¢
: 1-(2-(4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
Aminoéter 3 tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
il)fenoxi)etil)pirrolidina
O\/\NQ
(0]
<O
: 1-(2-(4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
Aminoéter 4 tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-

il)fenoxi)etil)piperidina
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Nombre

Estructura quimica

Nombre ITUPAC

interno
O
GICCX
: 4-(2-(4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
Aminoéter 5 © tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
il)fenoxi)etil)morfolina
O\/\N
g
Analogos de Lt8A de grupo funcional carbamato.
I_\Iombre Estructura quimica Nombre IUPAC
interno
6]
N
O z
2 dietilcarbamato  de  4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-
Carbamato 1 Q ~ |5:6.7 8-tetrahidronafto[2,3-d][1 3]dioxol-5-ilfenilo
(6] N
DG
O
0]
<O
: pirrolidin-1-carboxilato de  4-((5R,6R,7R)-6,7-
Carbamato 2 © dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
il)fenilo
5D
bl
(0]
O
<O
: piperidina-1-carboxilato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-
Carbamato 3 dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
O il)fenilo
O N
g
O
0
<O
: morfolina-4-carboxilato de  4-((5R,6R,7R)-6,7-
Carbamato 4 dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
(}o il)fenilo
0N
T
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Nombre
interno

Estructura quimica

Nombre ITUPAC

Carbamato 5

SICC
Yo
T

3

2-oxoimidazolidina-1-carboxilato de
((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
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Analogos de Lt8A de grupo funcional éster.

Nombre L
interno Estructura quimica Nombre IUPAC
6]
08¢
O Z
Ester 1 Q benzoato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
| tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
SO
O -
] z 4-bromobenzoato  de  4-((5R,6R,7R)-6,7-
Ester 2 dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-
Br | d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
0
0
O
<
0 Z
) g 2-nitrobenzoato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-
Ester 3 5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
0. .0 il)fenilo
NO,
O
<O
’ : picolinato  de  4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-
Ester 4 5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
N7 | il)fenilo
(0] NS
O
O
<O
’ : nicotinato  de  4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-
Ester 5 5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-
2 il)fenilo
O AN
(0]
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Nombre

Estructura quimica

Nombre ITUPAC

interno
<o
O -
) 2 pirazina-2-carboxilato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-
Ester 6 Q dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-
Nﬁ d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
Oy
0
<o
O Z
Ecter 7 2 acetato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
O\H/CH3
0
0
0 -
) 2 4-(trifluorometil)benzoato de 4-((5R,6R,7R)-
Ester 8 6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-
CF; d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
0
0
) : 4-(dimetilamino)benzoato de 4-((5R,6R,7R)-
Ester 9 | |6,7-dimetil-5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-

d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
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Analogos de Lt8A de grupo funcional éter.

Nombre Estructura
interno guimica Nombre IUPAC
SILC
O Z
Eter 1 © (5R,6R,7R)-5-(4-((4-fluorobencil)oxi)fenil)-6,7-dimetil-

0 5,6,7,8-tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol

F
<o
O Z
) Q (5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5-(4-((4-
Eter 2 (trifluorometil)bencil)oxi)fenil)-5,6,7,8-
© tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol
CF,
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Analogos de Lt8A de grupo funcional fosfato.

Nombre | etructura quimica Nombre IUPAC
interno
<o
O Z
Fosfato 1 2 dimetilfosfato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo).
Q0
N
0"y
<o
O z
Fosfato 2 etilfenilfosfato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
O\\P/O
N A7
)
<o
O -
Fosfato 3 dietilfosfato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
0,20
07
ro
<o
O -
Fosfato 4 Q difenilfosfato de 4-((5R,6R,7R)-6,7-dimetil-5,6,7,8-
0

tetrahidronafto[2,3-d][1,3]dioxol-5-il)fenilo
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