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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

AE13: Citoqueratina de pelo 13
AFAP: Polipopsis adenomatosa
familiar atenuada

APC: Poliposis coli adenomatosa

CA: Cinamaldehido

CaMKIl:  Calmodulina  proteina
quinasa Il

CCR: Cancer colorrectal

CDs: Ciclodextrinas

CGTasa: Glucanotransferasa

CK1: Caseina quinasa 1

Dvl: Despeinado (dishevelled, en
inglés)

EMT: Transicion epitelio
mesenquima

FAP:Poliposis adenomatosa
familiar

Fz: Encrespado (frizzled)

GMPc: Guanosin  monofosfato
ciclico

GSK3: Glicogeno sintasa quinasa
3B

HNPCC: Poliposis adenomatosa
familiar atenuada

JNK: Jun quinasa N-terminal

K1: Queratinal
Ke: Constante de enlace

MD: Dindmica molecular
MM: Mecénica molecular

NES: Sefal de exportacion nuclear, en
inglés

NFAT: Factor nuclear AT

NLS: Sefal de localizacion nuclear

PKC: Proteina quinasa C

PLAU: gen activador del plasmindgeno de
uroquinasa

PLC: fosfolipasa C

QM: Mecénica cuantica

ROCK: Espiral en espiral asociada a Rho
gue contiene proteina quinasa, en inglés
TCF / LEF: factor de crecimiento de células
T/ factor potenciador linfoide

TCF: indicador del factor de células T

TK: timidina quinasa
TLE/Groucho: Potenciador de Split similar
a la transducina

Wg: sin alas

Whnt: Sitio de integracién relacionado con
Wingless

©: Angulo formado entre dos atomos
©eq: Angulo de equilibrio
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1. INTRODUCCION
En los ultimos afos el cancer ha sido considerado como una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, ya que en 2015 se le atribuyeron 8.8 millones de
muertes, ademas de que se prevé un aumento de los casos anuales de cancer a 14
millones en 2022 y en las proximas dos décadas (OMS, 2020).
El cAncer es médicamente considerado como la pérdida de la capacidad de la célula
para controlar su crecimiento y desarrollo, es decir, pierde su proliferacion normal
(Gonzalez-Molina, 2019).
Actualmente se han asociado una amplia gama de canceres de pulmén, mama, piel
y colorrectal con la via de sefializacion de Wnt/3-catenina, ya que una sefializacion
aberrante es crucial para la progresiéon de cancer, ya que se han identificado
mutaciones en los alelos del gen APC, siendo la causa principal de cancer de colon
esporadico (MacDonald et al., 2009; Cadigan et al., 2009; Chien et al., 2009). Sin
embargo, se ha reportado el desarrollo de cancer sin mutaciones de APC, habiendo
alteraciones en el papel de la B-catenina en la via de sefializaciéon, ya que es una
proteina que se localiza en el citoplasma y ndcleo de la célula, participando como
coactivador, siendo muy importante en procesos de embriogénesis, organogénesis
y homeostasis (Mantilla, 2015). Este evento desencadena la expresion de genes
que codifican proteinas que participan en la proliferacion celular, diferenciacion y
mantenimiento de células madre. Por tanto, es importante la comprension del
funcionamiento de la sefalizacion de Wnt/3-catenina en cancer de colon (Klaus y
Birchmer, 2008; Barker y Cleavers, 2006).
Dentro de las estrategias dirigidas al desarrollo de terapias del cancer de colon ha
surgido la identificacion de inhibidores 6 farmacos de la sefalizacion de Wnt/[3-
catenina.
Dentro de estos farmacos se ha comprobado que el compuesto o-
hidroxicinamaldehido tiene propiedades antiproliferativas y antitumorales en células
de céncer colorrectal, ademéas de actividades bioldgicas, como antiangiogénica,
antiinflamatoria y antiplaquetarias. Se ha comprobado mediante pruebas in vitro
gue es un farmaco que actua evitando la interaccion de la 3-catenina con TCF/LEF

dentro del nucleo cuando su concentracion es anormal (Lee, 2013).
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Sin embargo, este farmaco presenta baja solubilidad y una alta toxicidad (DL50 de
763 mg/kg), por tanto, el encapsulamiento de este farmaco mediante ciclodextrinas
permitiria un aumento de solubilidad y una entrega a su destino evitando alguna
toxicidad (Cleavers, 2006).

La opcion que se discute en este proyecto para encapsular el o-
hidroxicinamaldehido es hacer una revision del conocimiento actual de las
ciclodextrinas para la formacion de complejos de inclusién que puedan liberar el

farmaco en su destino de manera adecuada y segura para el organismo.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Realizar una revision bibliogréafica acerca de las ciclodextrinas y la encapsulacion

del farmaco 2-hidroxicinamaldehido como posible solucién al cancer de colon en la

inhibicion de la via Wnt/B-catenina.

2.2 Objetivos especificos
« Investigar los efectos del 2-hidroxicinamaldehido sobre la via Wnt/B-catenina.

« Revisar estudios de CDs y farmacos con simulacién molecular.

3. METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Criterio de aceptacion: Revistas Internacionales en inglés y espafiol. Trabajos
tedricos de dinamica molecular DM, montecarlo, campos de fuerza, docking
molecular, calculos cuanticos con DFT, Borh Openhammer molecular dynmics
BOMD, mesoscopicos como coarse-graind CG, DPD y estudios estadisticos. Se
tomaron en cuenta estudios computacionales de la interfase ciclodextrinas,
farmacos y capa lipidica. Se aceptaron trabajos experimentales enfocados en el
farmaco 2-hidroxicinamaldehido y la via de senalizacién Wnt/B-catenina. La idea
final de la revision es poder encontrar los conceptos o investigaciones que puedan
fundamentar la dinamica molecular de la inclusion del farmaco con beta-

ciclodextrina y su interaccién con la pared celular simulada. Para tal efecto
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usaremos, los criterios de muestra S, fendbmeno de interés PI, disefio D, evaluacion

E, y tipo de investigacion R, SPIDER, por sus siglas en inglés.

Las fuentes de informacién que consultamos fueron bases de datos libres y de
acceso restringido usando la cuenta del CONRICyT, como por ejemplo
ScienceDirect, Emerald, 10P, Nature,Springer, Wiley, Scopus, etc. Ademas se

consultaron las bases de datos en espafiol, como, Dialnet, Redalyc, Scielo, etc.

Para la estrategia de basqueda se usaron las palabras que involucren los términos
de interés en la investigacion (tanto en inglés como en espafiol) combinados con
términos que se relacionan, por ejemplo:

e Cancer con: colon, causas, patogenia, historia, beta-catenina, wnt, genes,
proteinas y sefalizacion.

e 2-hidroxicinamaldehido con: cancer, extracto, antitumoral, beta-catenina,
sefalizacion, supresion y propiedades.

e Ciclodextrinas  con:  farmacos, complejos de inclusion, 2-
hidroxicinamaldehido, simulacién molecular, dinamica molecular, modelos
moleculares, estudios cuanticos.

e Dinamica molecular DM con: fundamentos, teoria, campos de fuerza,
docking molecular, calculos cuanticos, programas, farmacos, ciclodextrinas,
macromoléculas, 2-hidroxicinamaldehido y beta-ciclodextrinas, inclusién de
farmacos, inclusion de farmacos con la pared celular, inclusion de farmacos
e interfase agua/aceite, etc.

e Otra busqueda realizada fue farmaco y otras combinaciones, como, 2-
hidroxicinamaldehido y la via de sefializacion Wnt/Beta-catenina, DM de la
inclusion del 2-hidroxicinamaldehido y beta-CD.
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4. ANTECEDENTES

4.1. Historia del cancer.

El cancer no es una enfermedad moderna. La descripcion de algunos casos de
cancer humano se registra en jeroglificos y en papiros egipcios escritos entre el
3000 y 1500 a.C. Se han encontrado restos momificados de los incas del Peru de
hace 2400 afios, los cuales contenian evidencia de melanoma maligno. Por tanto,
es posible gque nuestros antepasados hayan desarrollado el cancer. En 1932, el
arquedlogo Louis Leakey encontro la estructura 6ésea con tumor de una mandibula
de Homo erectus, que al someterse al estudio se determind que su origen se debia
a un linfoma Burkitt (Hajdu, 2011; Olszewski,2010).

El griego Hipocrates (460-370 a.C.) llamé cancer a esta enfermedad por primera
vez. Uso los términos “carcinos” y “carcinoma” que en griego significa cangrejo, esto
debido que las proyecciones de un cancer recordaban la forma de este animal.
Posteriormente el médico romano Celso (28-50 a.C.) tradujo el término griego al
latin (cancer). Galeno (130-200 d.C.), utiliz6 el término “oncos” (que significa
hinchazén) para describir a los tumores (Hajdu, 2011; Olszewski,2010).

En el siglo XX se amplio el conocimiento acerca del cancer, con avances en la
comprension de la base genética, molecular y celular del cancer. Ademas, se
comenzd a considerar como una enfermedad de los tejidos, hasta finalmente

considerarse de nivel celular (DeVita y Rosenberg 2012).

4.2. Estadisticas del cancer
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud el cancer es la segunda causa
de muerte en el mundo, ya que casi una de cada seis muertes a nivel mundial se
debe a esta enfermedad. Los cinco tipos de cancer que causan un mayor numero
de fallecimientos son los siguientes:

1. Pulmonar (1,69 millones de defunciones)
Hepatico (788 000 defunciones)
Colorrectal (774 000 defunciones)
Gastrico (754 000 defunciones)
Mamario (571 000 defunciones)

o~ 0N
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Dentro de estos tipos de cancer, tres de cada 10 muertes por cancer en la poblacion
de 30 a 59 afos, son consecuencia del cancer en 6rganos digestivos. Para la
poblacién de 60 y mas afios, de 2011 a 2016, cuatro de cada 10 defunciones por
cancer en mujeres se deben a tumor en érganos digestivos, contra tres de cada 10

en varones, por la misma causa (INEGI, 2020).

4.3. Clasificacion del cancer de colon
El cancer colorrectal es el que se origina en el colon o el recto. A estos canceres
también se les puede llamar cancer de colon o cancer de recto (rectal) dependiendo
del lugar donde se originen. El cancer se origina cuando las células en el cuerpo

comienzan a crecer en forma descontrolada.

Segun su modo de transmision, 3 tipos elementales de cancer colorrectal son
conocidos:

1. Esporéadica

2. Familiar

3. Hereditaria
La proporcion de cada uno dentro de la poblacién varia (Burt, 2000). Las formas
hereditarias y los sindromes hamartomatosos son los menos frecuentes. Los estilos
transmisibles mas comunes de CCR son la poliposis adenomatosa familiar (FAP,
por sus siglas en inglés) y el cancer colorrectal hereditario sin poliposis (HNPCC,
por sus siglas en inglés), aunque existen sindromes alternativos asociados con la
predisposicién. La fraccion comun al 10-30% de los casos corresponde a riesgo
familiar y, por tanto, el resto a cancer de colon esporadico.
El término esporadico se usa en ocasiones para diferenciar los canceres que
ocurren en personas que no portan una mutacion que confiera susceptibilidad al
crecimiento de los canceres que ocurren en individuos que portan una mutacion
notoria relacionada con esta enfermedad. Esta distincién no es absoluta porque el
problema genético parece influir en la probabilidad de aparicion del cancer incluso
en presencia de una mutacién seleccionada. Este término también describe el
cancer en aquellas personas que no poseen antecedentes familiares de cancer. Se

cree que la inmensa mayoria de los canceres son esporadicos (NCI,2006).
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Hasta ahora, no se han encontrado genes asociado a canceres familiares. Sin
embargo, los estudios de poblacién muestran un riesgo de cancer colorrectal de dos
a tres veces mayor que la poblacion tradicional una vez que los parientes de grado
tienen "cancer esporadico en el colon”. Los factores hereditarios pueden confirmar
la susceptibilidad de un individuo a desarrollar adenomas y cancer de colon,
mientras que los factores ambientales probablemente determinan que las personas
genéticamente susceptibles pueden desarrollar pequefios adenomas, adenomas
enormes y, por ultimo, cancer (Potter, 1999).

Los tipos hereditarios mas comunes de cancer colorrectal son la FAP y HNPCC,

aungue existen diferentes sindromes relacionados con la predisposicion.

4.4. Sindromes hereditarios que predisponen el cancer de colon
La clasificacibn mas completa que se ha fabricado a partir de los trastornos
hereditarios que se inclinan al cancer fue propuesta por Lynch y Lynch en 1998
(Lynch y Lynch, 1998).
Segun estos autores, existen los siguientes sindromes individuales que se inclinan
al CCR:

« Poliposis adenomatosa familiar (FAP).

« Poliposis adenomatosa familiar atenuada (AFAP).

e Mutacién 11307K en judios hebreos.

o Poliposis coli juvenil.

e "Sindrome de Peutz-Jeghers".

« Poliposis adenomatosa leve del colon y CCR de Burt.

o Cancer de intestino grueso no polipoide hereditario (HNPCC).

o Cancer familiar de intestino grueso.

o Colitis ulcerosa familiar y enfermedad de Crohn.
Con la excepcion de los dos ultimos, el resto se transmite de manera dominante en
el cromosoma asociado.
La FAP se manifiesta en pacientes que heredan mutaciones de la linea germinal en
la secuencia de APC establecida en 5g21. Este gen es el verdadero guardian de la
proliferacion celular dentro del epitelio del colon. La proteina APC forma homo-
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oligbmeros, se asocia con cateninas y se expresa en numerosos tipos de tejido
(Fernhead et al., 2001). Los multiples dominios de APC le permiten relacionarse con
diferentes proteinas. Cada dominio tiene su funcién especifica para la actividad de
la proteina. Quince repeticiones de amino&cidos proporcionan a la proteina sitios de
union para la beta-catenina y 20 presentan el sitio de unién para dicha proteina.
Este sitio se ha encontrado que es esencial para la union de la 3-catenina (Huelsken
y Birchmeier, 2001).

Las mutaciones mas frecuentes del gen APC conducen a proteinas truncadas
inactivas. El dominio basico permite que APC se una a los microtubulos (Beroud y
Soussi, 1996).

A la proteina APC se le conocen diversas funciones (Potter, 1999):

« Regulacion de la sefializacion inducida por la beta-catenina.

o Regulacion de la adhesion celular a través de la beta-catenina y la E-
cadherina (glucoproteinas transmembranales responsables de las uniones
célula-célula para mantener la integridad de los tejidos).

« Regulacion de la migracion celular por mediacion de la interaccion con los
microtubulos.

e Blogueo del ciclo celular tal vez mediante inhibicién directa de los
componentes del ciclo celular.

e Regulacion coordinada de la adhesiéon y motilidad celular (Fodde).

Tanto la proteina APC como la -catenina se relacionan intimamente en la via wnt/
B-catenina, cuya regulacion de esta via de sefializacidon esta basada en la presencia
del ligando Wnt que produce la activacion; cuando la via esta activa se impide la
degradacion de la proteina (3-catenina por accion de un complejo de proteinas
conocido como complejo de destruccién, conformado por quinasas,la proteina axina
y la proteina adenomatosis poliposis Coli (APC) . En ausencia del ligando Wnt la
via no esta activa y, como consecuencia, la proteina B-catenina es fosforilada y
posteriormente degradada en el proteasoma, impidiendo sus funciones con el factor
de transcripcion TCF/LEF (factor de crecimiento de células T/ factor potenciador

linfoide, por sus siglas en inglés) y en la interaccion célula-célula.
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5. MARCO TEORICO

5.1. ViaWnt

Las proteinas Wnt (Wingless-related MMTV integration site) son una familia de
glicoproteinas solubles ricas en cisteina, codificadas por 19 genes en raton y
humano. Estan implicadas en la regulacion de numerosos aspectos del desarrollo
neuronal y desempefian un papel indispensable en la homeostasis de los tejidos, la
renovacion celular y la regeneracion en el individuo adulto. Esta capacidad para
controlar esta gran diversidad de procesos biolégicos se puede explicar gracias a
su potencial como moléculas activadoras de diferentes cascadas de sefializacion ,
donde Cada sefal extracelular es transducida a través de mdltiples rutas, o
cascadas de sefalizacion, en las que intervienen numerosas proteinas que ganan
y/o pierden su actividad biolégica mediante diversas modificaciones tales como
fosforilacidon, desfosforilacion y translocacion intracelular. (Clevers 2006).

El gen Wntl, originalmente llamado Int-1, fue descubierto en 1982 como un gen
activado por la integracion del ADN del virus del tumor mamario de ratén en tumores
de mama inducidos por virus (Mlodzik, 2002; Miller 2001).

El gen de Drosophila Wingless (wg), que controla la polaridad del segmento durante
el desarrollo larvario, fue identificado mas tarde como un homaélogo de Wntl, a partir
del cual se origina el término Wnt como una combinacion de Int-1 y wg (Geyer y
Gerling, 2021; Jung et al., 2020). Las investigaciones de las relaciones entre las
mutaciones de polaridad de los segmentos se realizaron mediante experimentos de
epistasis en 1994 que describen el nucleo de esta cascada de transduccion de
sefales de desarrollo en Drosophila (Clevers, 2012; Noordermeer et al., 1994;
Manoukian et al., 1995). El primer ensayo para estudiar la via Wnt en vertebrados
se establecié mediante la inyeccion de ARN Wntl de raton en embriones de rana
terrestre, o que provocd una duplicacion del eje corporal en Xenopus (Clevers,
2012; McMahon y Moon,1989). Las observaciones combinadas de Drosophila y
Xenopus revelaron una via de sefializacion altamente conservada comunmente
designada como via canonica Wnt (Clevers, 2012). En los afios siguientes, se
obtuvo informacién mas detallada sobre la cascada de sefializacion, como la

identificacion de factores de transcripcion del factor potenciador linfatico del factor
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de células T (TCF / LEF) como efectores nucleares de Wnt o la identificacion de
frizzled (FZD) como receptores de Wnt que trabajan juntos con el receptor de
lipoproteinas, proteinas relacionadas (LRP) como correceptores (Behrens et al.,
1996; Moolenar et al., 1996; Bhanot et al., 1996).

La via Wnt se conectd directamente con las enfermedades humanas por primera
vez en los inicios de la década de los 90s. En 1991 Kinzler y col. y Nishido et al.
descubrieron el gen de la poliposis adenomatosa coli (APC) de forma independiente
en un sindrome de céncer hereditario denominado poliposis adenomatosa familiar
(FAP) (Kinzler et al., 1991; Nishisho et al., 1991). Poco después, se identificd que la
proteina APC citoplasméatica grande esta interactuando con la beta-catenina
(Rubinfield et al., 1993; Su, Vogelstein y Kinzler, 1993). En las ultimas dos décadas,
se identificaron componentes de la via adicional y conexiones de enfermedades que
indicaron la via Wnt como una de las sefiales de transduccién mas importantes en

la patogenia de muchas enfermedades cancerigenas (Clevers, 2012).

5.1.1 Lavia Wnt y su relacion con el cancer.

El antecedente en la relacion de la via Wnt y el cancer se registra en 1982 cuando
se descubre el protooncogen Int-1 asociado con tumores en la glandula mamaria
(Nusse y Varmus, 1982), dando lugar posteriormente a lo que hoy conocemos como
los ligandos Wnt.

En pacientes con FAP y en el 85% de los casos de pacientes con cancer colorrectal
esporadico se encontraron mutaciones en APC. De hecho, estas mutaciones
truncantes se encontraron en ambos tipos de pacientes, aunque una sola mutacion
del gen no es suficiente para el desarrollo de los pdlipos y siempre es necesario un
segundo evento (Nishisho et al.,1991; Kinzler y Volgestein, 1996).

Como se ha mencionado anteriormente, APC es a su vez esencial para la via WNT
pues es capaz de unirse a B-catenina influyendo en su regulacion a nivel del
complejo de degradacion como hemos visto anteriormente. La literatura hace
mencion que la estabilizacion de [B-catenina es un evento temprano en la

carcinogénesis (Bienz y Clevers, 2002). Se tiene constancia de que la introduccién
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de la region central de APC por donde ancla B-catenina es suficiente para reducir
los niveles de esta ultima y con ello reducir su potencial transcripcional.

La capacidad tumorogénica de APC estaria relacionado con su capacidad de
regular el complejo B-catenina/TCF-4. Se sabe que las lineas celulares de cancer
de colon con mutaciones en APC, contienen altos niveles de 3-catenina y favorecen
la formacién del complejo B-catenina-TCF (Bienz y Clevers, 2002; Korinek et al.,
1997).

La B-catenina es diana de alteraciones que favorecen la activacion de la via
WNT. Deleciones y mutaciones se han descrito en el exon 3 del gen que permitirian
a la B-catenina “escapar” del control del complejo de degradacién. Se ha descrito
que los tumores que albergan anomalias en el gen de APC no desarrollan
mutaciones en B-catenina, si bien las mutaciones en APC serian poco frecuentes
en canceres colorrectales esporadicos MSI- H, siendo sustituidas por mutaciones
en CTNNBL1. Algunos autores afirman que aunque ciertos trabajos relacionan las
mutaciones de [3- catenina con tumores MSI-H, estudios posteriores no lo confirman,
estando en todo caso asociadas a pacientes con HNPCC (Lovin et al., 20002).
Axina2 es un gen en el que se han descrito alteraciones en repeticiones
mononucleotidicas de su secuencia. También se ha reportado una hipermetilacion
del promotor en tumores con alta inestabilidad en microsatélites que favorece el
crecimiento celular, siendo un gen relevante en la tumorogénesis (Koinuma et al.,
2006).

Estos son los principales componentes con mutaciones relacionadas con la via Wnt
en tumores colorrectales. En cuanto a la regulacion epigenética, la literatura detalla
silenciamiento de promotores por hipermetilacién en SFRP (Suzuki et al., 2004) y
en DKK en tumores colorrectales primarios y lineas celulares de cancer de colon.
WIF1 también muestra niveles bajos de expresion por hipermetilacién del promotor
en los mismos casos, evento considerado a su vez como temprano en la
carcinogénesis (Taniguchi, 2006). Estos tres componentes han sido clasificados
como reguladores negativos de la via Wnt.

Por otro lado, se han descrito alteraciones por mutacion y pérdida de

heterocigosidad en el gen PPP2R1B, que codifica para la subunidad A reguladora
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de la fosfatasa PP2A. El cofactor transcripcional TCF-4 también presenta
alteraciones en secuencias repetitivas en tumores colorrectales MSI-H y lineas
celulares de cancer de colon. Wnt5a puede tener hipermetilacion del promotor en
tumores colorrectales primarios y lineas celulares. En algunos casos su expresion
enddgena en lineas celulares, ha reducido el crecimiento clonal, favoreciendo la
degradacion de B-catenina y disminuyendo la expresion de ciclina D1, diana de la
via Wnt. A su vez, FBXW?7, gen que codifica para una proteina que ubiquitina c-Myc
y ciclina E, presenta baja expresién en muestras de tumores colorrectales primarios
en comparacion con tejido normal. Este hecho ademas se relaciona con

caracteristicas clinicas de peor prondstico (Iwatsuki et al., 2009).

5.1.2 B-catenina

La proteina B-catenina (figura 1) presenta un rol principal en la adhesion célula-
célula por interaccion con la proteina cadherina (proteinas de adhesion intercelular);
la B-catenina regula la expresion génica a través de la via de sefalizacion Wnt/(3-
catenina (Fu et al., 2011).

La B-catenina se encuentra en dos complejos moleculares, que corresponden a
estas dos funciones: el primero corresponde a 3-catenina como parte de complejos
de alto peso molecular implicados en la adhesién celular mediada por E-cadherina;
en la segunda funcion, [B-catenina, se encuentra en estado monomérico
participando en la sefalizacion de la via Wnt/B-catenina (Katanaev, 2010). La
coordinacién de estas dos vias es fundamental para el control de los procesos como
la formacion del eje y mesodermo en el embridn, la diferenciacion de células madre

y en procesos de patogénesis como la carcinogénesis (Camili y Weeraratna, 2010).

ALDO DE JESUS MARTINEZ OLGUIN



Figura 1. Estructura de la p-catenina

La B-catenina es una proteina de 92 kDa, codificada por el gen CTNNB1 que se
localiza en el cromosoma 3p22. Esta proteina de 781 amino&cidos consta de tres
dominios, amino-terminal, carboxi-terminal y central (Piedra et al., 2010).

El dominio amino-terminal (N-terminal), de aproximadamente 150 aminoéacidos, es
la region de uniéon a a-catenina, clave en la interaccion célula-célula. En este
dominio se localizan los sitios de fosforilacion de las quinasas en la via de
sefalizacion Wnt/B-catenina, la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3pB) y la caseina
quinasa 1a (CK1a) (Akiyama, 2000). El dominio carboxi-terminal (C-terminal), de
100 aminoacidos aproximadamente, permite la interaccion con proteinas celulares
para su papel como factor de transcripcion de genes dependientes del factor de

crecimiento de células T/ factor potenciador linfoide (Tcf/Lef) (Cowin, Rowlands y
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Hatsell, 2005); genes como Cyclin D1, c-Myc y metaloproteinasas de matriz celular
MMP-2, 3, 7,9, 13.

El dominio central de 550 aminoéacidos, esta formado por una secuencia de 42
aminoacidos que se repite 12 veces, dominio conocido como “repeticiones
armadillo”; esta region que presenta una estructura en hélice, tiene como funcién la
interaccion con proteinas como E-cadherina, axina, APC y Tcf/Lef (figura 2).
Mediante cristalografia de rayos X se ha determinado que las 12 repeticiones
armadillo forman una superhélice y un surco largo cargado positivamente; este
surco interactdia con residuos acidos consecutivos comunes en cadherinas, APC y
miembros de la familia TCF (Huber, Nelson y Weis, 1997).

Figura 2. Representacion esquematica de los dominios de B-catenina, la proteina
B-catenina posee tres regiones: N-terminal, de unién a a-catenina y sitios de
fosforilacion importantes en la via Wnt/B-catenina; C-terminal, que interactda con
proteinas de la maquinaria transcripcional; y central o dominio armadillo, dominio de
interaccién proteina-proteina. Mutaciones en el exén 3, ubicado en el dominio N-
terminal, se han descrito en diferentes tipos de cancer humano. APC: Adenomatosis
poliposis Coli; GSK3p: glucogeno sintasa quinasa 3p3; CK1a: caseina quinasa 1aq;
TCF/LEF: Factor de Crecimiento de Células T/Factor Potenciador Linfoide.
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5.1.3 Sefializacion Wnt

La via Wnt tiene entre sus funciones biolégicas el control del desarrollo embrionario,
induciendo proliferacién, diferenciacion, movilidad, adhesion, regeneracion, entre
otros. Si esta via tiene algun tipo de alteracion en su funcionamiento, puede llevar
a un crecimiento celular descontrolado y a la formacion de tumores. De hecho,
estudios moleculares indican que alrededor de un 90% de los tumores colorrectales
desarrollan mutaciones en alguno de los componentes de la via Wnt (Wang vy
Wynshaw-Boris, 2004; Clevers, 2006; Huang y De, 2008).

La sefializacién Wnt se clasifica en vias Wnt candnicas y no canonicas (figura 3)
(Dosen et al., 2006; Adamson et al., 1994; Missed y Varmus, 1992; Luu et al., 2004).
La via de Wnt candnica a menudo también se conoce como la via de Wnt/B-

catenina, y se denominard asi en esta tesis.

Figura 3. Representacion esquematica de las diferentes vias de sefalizacion
activadas por proteinas Wnt. (a) Via candnica o de la B-catenina en ausencia y

presencia de ligandos Wnt. (b) Vias no candnicas de Wnt/Ca2+, en la que algunos
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elementos de esta via parecen interactuar con la via de la B-catenina en multiples

puntos; y via no canonica Wnt/PCP.

5.1.4 Sefalizacion de Wnt/B-catenina

La actividad de la via de devaluacion Wnt/B-catenina depende de la concentracion
citoplasmatica de [B-catenina. Normalmente esta proteina se mantiene en bajas
concentraciones en el citoplasma gracias a un proceso de degradacion dependiente
de ubiquitina-proteosoma.

Cuando no hay ligandos Wnt, la B-catenina no unida a la membrana, localizada en
el citoplasma, es constantemente degradada por un complejo proteico denominado
complejo de destruccion, formado por las proteinas de andamiaje APC
(Adenomatosis polyposis coli), Axina y las quinasas CK1 (Caseina quinasa 1) y
GSK3. Estas dos quinasas fosforilan de forma secuencial a la 3-catenina haciendo
que ésta sea reconocida y ubiquitinada por la ubiquitina ligasa BTrpc y
consecutivamente degradada por el proteosoma (figura 4). Cuando hay bajos
niveles de B-catenina en el citoplasma, los factores de transcripcion TCF/LEF (factor
de células T/ factor activador de linfocitos) se encuentran reprimiendo a sus genes
diana por el reclutamiento de co-represores transcripcionales de la familia

TLE/Groucho (del inglés “transducin-like enhancer of split”) (Juanes, 2020).

Figura 4. Via Wnt/B-catenina en ausencia de ligando Wnt
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La via Wnt/B-catenina (canonica) se activa cuando un factor Wnt como Wntl, Wnt3
o Wnt3A se unen a su receptor Fz (Frizzled) y a su co-receptor LRP5/6 (proteina
relacionada con el receptor de LDL 5/6) en la superficie de la célula.. La formacion
del complejo Wnt-Fz-LDR va a promover la interaccion de la proteina citoplasmatica
de andamiaje Dvl (Dishevelled) con el extremo citoplasméatico de Fz dentro del
citoplasma. Esta interaccién va a inducir primero, el reclutamiento de Axina a la
membrana plasmética y segundo, la fosforilacién del extremo citoplasmatico de
LRP5/6. Se ha propuesto que esta fosforilaciéon es mediada por GSK3a/f y CK1,
gue son reclutadas a la membrana plasmatica (Davidson, 2005; Zeng, 2005) y que
esta fosforilacion va a facilitar la union de Axina a LRP5/6, estableciendo un bucle
positivo de activacion.

La Axina es el componente limitante del complejo de destruccién (Lee, 2003), con
lo que éste se va a desestabilizar y la B-catenina se va a acumular en el citoplasma
translocandose al nucleo a través de mecanismos aun no bien identificados. En el
ndcleo, B-catenina se une a los factores de transcripcion TCF/LEF desplazando a
los co-represores TLE/groucho (Daniels, 2005) y se reclutan co-activadores
transcripcionales como p300/CBP o Bcl9/Pygo (Mosimann, 2009), activando genes

gue contienen secuencias de respuesta a Wnt (figura 5).

Figura 5. Via Wnt/B-catenina en presencia de ligando Wnt
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Los genes diana clasicos de la via Wnt, incluyen genes de ciclo celular, como son
la ciclinaD1 o el oncogen cMyc (Xu et al., 2020; Ahmed, 2020), pero también
incluyen genes de la propia via Wnt como Axina2, DKK1, LEF1 (que van a facilitar
el apagado de la sefal mediada por Wnt), genes involucrados en la transicion
epitelio mesenquima (EMT) como las metaloproteasas de matriz 2 (MT1-MMP),
MMP7, MMP9 (Brabletz, 1999; Wu, 2007), TWIST o SLUG y genes implicados
en diferenciacion como la Queratinal (K1) o la citoqueratina de pelo 13 (AE13)
(Merrill, 2001)

Cuando se evita la union de la proteina Wnt a la superficie celular, posiblemente por
una variedad de inhibidores, la B-catenina se une dentro del complejo GSK-a/j3, lo
que resulta en su fosforilacion y posterior degradacion por la maquinaria
proteosomal. La inhibicion de la union a la proteina Wnt previene asi la transcripcion
de genes. La transcripcion del gen activado por B-catenina también puede inhibirse

dentro de la via Wnt candnica por antagonistas dentro del citoplasma y el nucleo.

5.1.5 Vias no canodnicas o independientes B-catenina

La sefnalizacion no dependiente de 3-catenina, activada generalmente por una Wnt
de las denominadas no canonicas (Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, y Wnt11),
presenta dos rutas de sefializacion intracelular, denominadas via Wnt/Ca2+ o del
calcio, y via Wnt/PCP (Wada, 2009; Nishita, 2010).

En la via Wnt/Ca?* (figura 6), la unién de la proteina Wnt a los receptores Fz de la
superficie celular desencadena varios procesos celulares que implican la
estimulacién de las proteinas G heterotriméricas y de la fosfolipasa C (PLC),
provocando el incremento de la liberacion de Ca2+ intracelular, una disminucién de
los niveles de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) y una activacion de las
quinasas Ca2+/calmodulina proteina quinasa Il (CaMKIIl) y proteina quinasa C
(PKC). Estos procesos pueden estimular el factor nuclear AT (NFAT, por sus siglas
en inglés) y otros factores de transcripcion (Li et al., 2005; Michaelidis y Lie, 2008;

Buechling y Boutros, 2011). Esta via de sefalizacion es importante en procesos de
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determinacién del destino celular, migracion celular, extension convergente y guia
axonal (Clark et al., 2012).

Figura 6. Via no canénica Wnt/Ca?*

En la via Wnt/PCP (figura 7), las proteinas Wnt se unen a receptores Fz en la
superficie celular, provocando la activacién de las GTPasas pequefias RhoA, Cdc42
y Racl, que a su vez activan ROCK (Rhoassociated coiled-coil containing protein
kinase) y la via de la Jun quinasa N-terminal (JNK) de respuesta frente al estrés, lo
cual conduce finalmente a la expresion génicay a la remodelacion del citoesqueleto
(Li et al., 2005; Michaelidis y Lie, 2008; Buechling y Boutros, 2011). Recientemente,
diferentes estudios han demostrado la capacidad de los ligandos Wnt5a y Wntl11
para activar esta cascada de sefializacion mediante su unién a los receptores no
convencionales Ror y Ryk, a través de la activaciéon de JNK y Src respectivamente
(Buechling y Boutros, 2011). Esta via de sefalizacion esta implicada en la
regulacion de la polaridad del tejido durante la gastrulacion y en la formacion del
tubo neural del embrion, y a nivel celular regula procesos de migracion
celular, crecimiento y guia axonal, sinaptogénesis y ciliogénesis (Clark et al., 2012).
Sin embargo, se ha comprobado que ligandos considerados como no canénicos son

capaces de activar la via canonica en determinadas circunstancias. Tal es el caso
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del ligando Wntb5a, que es capaz de activar no solo la sefializacion mediada por
calcio y la JNK, sino también la via de la B-catenina siempre que esté presente el
receptor adecuado, como por ejemplo Fz5 o Fz4-LRP5 (He et al., 1997; Mikels y
Nusse, 2006). Por otra parte, también se ha descrito que la JNK esta implicada no
sélo en la regulacion de los movimientos celulares a través de la via de sefializacion
Wnt/PCP, sino también en la inhibicion de la via candnica mediante la reduccion de
la B-catenina nuclear (Liao et al., 2006). Por lo tanto, se debe tener en cuenta que
determinados ligandos y receptores pueden estar implicados en diferentes vias de
sefalizacion, y pueden regular diferentes procesos biolégicos
originalmente asignados a una via concreta de sefializaciéon, o incluso
gue diferentes vias pueden actuar al mismo tiempo en un mismo tipo celular,

reguldndose entre si (Kestler y Kuh, 2008).

Figura 7. Via no canénica Wnt/PCP

5.1.6 Axina
Axina es una proteina de anclaje del complejo de degradacion de B-catenina. Su
fosforilacién es esencial para su estabilidad, siendo GSK3 responsable de dicha
fosforilacion. En humanos se conocen dos genes Axinal y Axina 2 o conductina

(figura 8), que a su vez es un gen diana de la propia via Wnt. Axinal es un
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componente constitutivo del complejo de degradacion de B-catenina, ejerciendo un
papel de regulador negativo de la via al mantener los niveles de - catenina bajos
en el citoplasma. Axina2 es un elemento de expresion inducible con un papel
inhibidor por retroalimentacion (Lustig, 2002). Por otro lado, axina es capaz de
moverse entre el nucleo y el citoplasma gracias a sus secuencias NES y NLS
(Nuclear Export Signal y Nuclear Localization Signal) pudiendo regular la
localizacion celular de B-catenina junto a APC, aunque dados los bajos niveles de
axina, la acumulaciéon de B-catenina, puede llegar a sobrepasar los limites de
regulacion de axina (Cong, 2004).

Axina actia como regulador negativo dentro de la via de sefalizacion de Wnt
mediante la reduccion de la cantidad de B-catenina disponible para la activacion
transcripcional (Sakanaka, 1998). En ausencia de sefial de Wnt se produce la
fosforilacion de Axin mediada por GSK3B y el enlace a APC y B-catenina. La
activacion de la sefial de Wnt es transducida por la proteina citoplasmica
Dishevelled (Dvl) (Li, 1999). Dvl forma un complejo con Axina (Fagotto, 1999) e
induce su desfosforilacién. Esto reduce la capacidad de Axina para formar
complejos con APC y B-catenina, dando como resultado la acumulacién de -
catenina y su activacion transcripcional. La modulacién de este efecto via arriba es
debido a la presencia de un sitio de union PP2A en Axin (Hsu, 1999). El complejo
Axina PP2A muestra APC desfosforilado en sitios previamente fosforilados por
GSK3 y reduccién del nivel de B-catenina (Ikeda, 2000).
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Figura 8. Estructura Genomica de Axina. (A) Axinl esta compuesto de 10 exones.
(B) Axin2 se compone de 10 exones que codifican para 843 aminoacidos (aa). De
la misma manera que con Axinl, las uniones de Axin2 son APC (aa 81-200), GSK3[3
(aa 372—413), B catenin (aa 414-476), y Dsh (aa 761-843). Hasta el momento todas
las mutaciones encontradas en Axin2 estan localizadas en el exon7. APC,
adenomatous polyposis coli; CKI, casein kinase I; DVL, Dishevelled; GSKS,
glycogen synthase kinase 3; MEKK1, mitogen activated protein/extracellular
regulated kinase kinase kinase 1; NES, nuclear export signal; NLS, nuclear

localisation signal; PP2A, protein phosphatase.

5.1.7 Caseina quinasa la (CK1a)
CK1 es una de las cinasas responsable de la fosforilacion de B-catenina. CK1
constituye una familia de serina/treonina cinasas monomericas presentes en células
eucariotas. En mamiferos se han descrito hasta 7 componentes: a, 3, y1, y2, y3,
y €, cuyos dominios cinasa comparten una identidad de entre el 53 y el 98%. El sitio
de fosforilacion es pS/T-X-X-X-(S/T), siendo este ultimo residuo el punto diana de
fosforilacion. Cada una de las isoformas tiene diferentes proteinas diana, y por tanto,

diferentes efectos. En la via Wnt, CK1¢ es un regulador positivo mientras que CK1a
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actia como regulador negativo. Sin embargo, existen datos de que otras isoformas
puedan participar en la fosforilacion de B-catenina. Asi se ha descrito que tanto
CK1a, como las isoformas € y & pueden fosforilar 3-catenina en presencia de axina
(Amit, 2002). Por otra parte, CK1¢ puede fosforilar APC (regulando negativamente
de la via) (Rubinfield, 2001), y Dsh con un incremento de la sefalizacién por 3-
catenina (Hino, 2003; Bryja, 2007). Finalmente CK1 a, y y € pueden fosforilar al

correceptor LRP6, favoreciendo asi la activacion de la via (Zeng, 2005).

5.1.8 Glucdgeno sintasa quinasa (GSK3)

GSK-3 (Glucogeno sintasa quinasa) es una serinal/treonina cinasa identificada en
1980. En mamiferos se encuentran dos isoformas GSK-3 (51 kDa) y B (47 kDa), Las
cuales estan codificadas por genes diferentes conocidos como gsk3 y gsk3p
respectivamente. Ambas isoformas se expresan de manera ubicua Yy
funcionalmente redundante en diversas vias de sefializacién incluyendo la via de
Whnt/B-catenina (Watts, 2005).

GSK-3 B es uno de los moduladores negativos mas importantes de la sefializacién
mediada por Wnt, y junto con B-catenina, es fosforilado por numerosos factores de
transcripcion (Vidal, 2010), factor de activacion nuclear de células T (NFAT) (Zhang,
2009), neurogenina 2, Smad1, y c-Jun, todos ellos juegan un papel importante en la
expresion génica, plasticidad neuronal y supervivencia celular. GSK-3p produce
ademas la inhibicibn de cAMP en respuesta a la union a CREB . Ademas de la
expresion génica, GSK-3pB esta implicada en la morfogénesis celular a través de las
regulaciéon de la actividad de varias proteinas asociadas a microtibulos (MAPS)
(Dowlatshahi, 1999).

Las cinasas GSK-3 son constitutivamente activas, su actividad es regulada por el
estado de fosforilacion de residuos de serina y tirosina. La actividad disminuye con
la fosforilacion de Ser9 y aumenta por la fosforilacion de Tyr216. La regulacion de
GSK-3pB por elementos de la via Wnt/B-catenina actia principalmente a traves de
dos mecanismos diferentes. Uno es el modelo de inhibicion directa en el cual
LRP5/6 inhibe GSK-3 via interaccion proteina-proteina secuestrando su sustrato

sin afectar la actividad cinasa per se. El otro mecanismo regulador importante es el
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mediado por la inhibicibn de GSK-3f que conduce a la desestabilizacion y
degradacion de Axin y resultando en estabilizacion de B-catenina. Ademas, avances
recientes indican que GSK-3B también desempefia un papel positivo en la
transduccion de sefiales Wnt por fosforilacion del receptor LRP5/6. La actividad de
GSK-3B es regulada también mediante Akt, que es activado por direfentes
moléculas conocidas como PI3K y proteinas G, produciendo la inactivacion de GSK-

3B por fosforilacion del residuo de serina en el dominio Nt (Laifenfeld, 2005).

5.1.9 APC
La proteina Adenomatous polyposis coli (APC) ayuda en el control de la
concentracion de [(-catenina. APC es una proteina con mdultiples dominios,
codificada en el cromosoma 5q21-22, capaz de interaccionar con moléculas tan
diversas como los componentes de la via WNT, microtubulos, reguladores del
citoesqueleto (EB1 y IQGAP1) o Asefl (factor intercambiador de nucleétidos de
guanina). APC es parte integral del mecanismo de sefializacion de Wnt, pero
también juega un papel de interés en la adhesion celular, estabilidad microtubular
del citoesqueleto, regulacion del ciclo celular y posiblemente en la apoptosis.
Ademas de con B-catenina, APC interacciona y es fosforilada por GSK3B en su
region central, lo que a su vez permite una mejor union de APC a B-catenina
(Fearnhead, 2001). Para la regulacion de B-catenina, APC construye un complejo
con GSK- 3B y Axin. Este complejo es capaz de unir B catenina en el citoplasma
qgue se fosforila por CK1 y GSK-3[ etiquetando B-catenina para su degradacion.
Axin parece actuar como proteina de andamiaje en la formacién de un complejo de
multiproteinas con APC B-catenina, para luego facilitar la fosforilacién de APC y [3-
catenina por GSK3p. La fosforilacion de APC resulta en la uniéon de B-catenina y
resultando en el aumento de APC mediado por la fosforilacion de GSK3pB vy la

subsecuente degradacion de (-catenina (Kawahara, 2000).

5.1.10 Moléculas pequefias moduladoras de la via Wnt canonica
Debido a la relacion participativa de la via Wnt en el desarrollo de muchas

enfermedades, en especial el cancer, se ha promovido la investigacion para apuntar
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a la sefalizacion de Wnt con moléculas pequefias. En la tabla 1 se proporciona una
lista de moléculas publicadas. El objetivo mas eficaz y selectivo seria el complejo
entre TCF/LEF y B-catenina. Algunos autores mencionan que este objetivo es
bastante elusivo, ya que su estructura consiste en una gran superficie de unién que
no puede romperse facilmente con compuestos quimicos (Huber, Nelson y Weis,
1997).

Se han propuesto en la literatura que compuestos como PKF115-584 (tabla 1)
inhiben la sefializacién de Wnt en este contexto. Sin embargo, aungque antagonizan
de forma potente los efectos celulares de las actividades de la -catenina in vitro e
in vivo, su especificidad y eficacia deben establecerse mas a fondo (Lepourcelent,
2004).

Otro objetivo para bloquear la sefalizacion de Wnt es la inhibicion de PORCN, que
es una enzima que cataliza la acetilacion de las proteinas de Wnt y, por lo tanto,
permite su secrecion en las células adyacentes (Chen et al., 2009). IWP (tabla 1) es
capaz de inactivar PORCN con un alto grado de selectividad. Sin embargo, su uso
esta limitado a experimentos in vitro. Sin embargo, la variante C56 y su derivado
avanzado LGK974 de Novartis son Utiles para esta aplicacion y también mostraron
una inhibicién efectiva de la sefalizacion de Wnt. LGK974 se esta probando
actualmente en ensayos clinicos para tratar el adenocarcinoma de pancreas, el
cancer colorrectal mutante del fibrosarcoma rapidamente acelerado (BRAF) y otros
tipos de tumores con alteraciones genéticas documentadas (Proffitt et al., 2013; Liu
et al., 2013).

WAY-316606 es una molécula pequefia que evita que SFRP1 se una a los
receptores FZD. Por lo tanto, los Wnt pueden interactuar facilmente con los
receptores FZD, lo que aumenta la sefializacion de Wnt (Bodine et al., 2009).
Existen moléculas pequefias como XAV939 o NVP-TNKS656 que estabilizan la
AXIN vy, por lo tanto, desestabilizan la B-catenina mediante la inhibicion de TKNS.
IWR es una molécula pequefia que interactia directamente con AXIN promoviendo
su estabilizacion. Esta pequefia molécula solo se ha probado con éxito in vitro, se
ha informado que NVPTNKS656 también causa una apoptosis mas robusta y una

actividad antitumoral tanto in vitro como in vivo (Schoumacher, 2014).
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Una de las estrategias mas utilizada para afectar la sefializacién de Wnt es apuntar
a GSK3B. Las sustancias quimicas como el cloruro de litio (LiCl) pueden activar la
enzima que conduce a la fosforilacién de la B-catenina unida a AXIN, que a su vez
inicia su degradacién. En contraste, SB-216763 inhibe GSK3p que provoca la
activacion de la via Wnt y, por lo tanto, induce la expresion de un gen informador de
Bcatenina-TCF/LEF en células HEK293. Sin embargo, GSK3 participa en varios
eventos de sefalizacion en las células y su orientacion tiene efectos pleiotropicos.
Otro activador es IQ1, una pequefia molécula que se dirige a PP2A que facilita la
desfosforilacion directa de B-catenina. QS11 ciertamente aumenta la via de WNT al
afectar el trafico de proteinas al inhibir la proteina activadora de GTPasa del factor
de ribosilacién de ADP 1 (ARFGAPL1) (Zhang et al., 2007).

Entonces, de acuerdo a la consulta bibliografica, se conoce un pequefio conjunto
de compuestos quimicos que permiten atacar la sefializacion de Wnt, implicando
una mayor investigacion de la via. Sin embargo, su uso es limitado y el desarrollo
de mas moléculas esta en proceso. Dado que nuestra comprension de la via de Wnt
aun es incompleta, se amplia el espacio para mejorar nuevas moléculas pequefias
y la administracion de las existentes. Ademas, la mayoria de los compuestos sélo
son adecuados para estudios in vitro que muestran la necesidad de desarrollar

moléculas que también se pueden aplicar in vivo (Emami, 2004).

Tabla 1. Moléculas pequefias moduladoras de la via Wnt.

Molécula Estructura Objetivo | Efecto Efecto
sobreel| sobrela
objetivo | sefalizacié
n

WP
PORCN Inhibe Inhibe

ALDO DE JESUS MARTINEZ OLGUIN



C59
PORCN Inhibe Inhibe
LGK974
PORCN Inhibe Inhibe
WAY-316606
SFRP1 Inhibe Activa
XAV939
TNKS1/2 Inhibe Inhibe
NVPTNKS65
6
TNKS2 Inhibe Inhibe
IWR
AXIN2 Activa Inhibe
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SB-216763
GSK3p Inhibe Activa
Q1
PP2A Activa Activa
QS11
ARFGAP | Activa Activa
1
ICG-001
CBP Inhibe Inhibe
PKF115-584
TCF/LEF/ | Inhibe Inhibe
B-
catenina
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5.2. Inhibicion del acoplamiento de la proteina B-catenina/TCF a través
del farmaco o-hidroxicinamaldehido.
En estudios que datan del afio 2013 se han investigado las actividades
antitumorales del o-hidroxicinamaldehido, un fenilpropanoide aislado de la corteza

de Cinnamomum cassia, utilizando células de cancer colorrectal humano.

Para identificar nuevos reguladores de moléculas pequefias de la via de
sefalizacion de Wnt / Bcatenina (Lee et al., 2013). Evaluaron varios productos
naturales utilizando un ensayo de gen indicador TOPflash basado en células
embrionarias de riidn humano HEK293. El TCF/LEF contiene dos conjuntos de tres
copias del sitio de unién del promotor minimo de timidina quinasa (TK) y marco de
lectura abierto de luciferasa (TOPflash , pGL3-OT). Sin embargo, FOPflash (pGL3-
OF) contiene sitios de uniéon a TCF/LEF mutados y, por lo tanto, se usa como control

negativo.

Los TCF/LEF comprenden una familia de activadores transcripcionales que se unen
al ADN y que son esenciales para el desarrollo de las células linfoides. Estos
factores de transcripcion son activados por la via Wnt. En particular, TCF/LEF se
localiza principalmente en el citoplasma y se transloca al nucleo unido a la B-

catenina de manera cooperativa.

Se ha reportado que o-hidroxicinamaldehido inhibe el gen indicador TOPflash de
manera dependiente de la concentracion. Para confirmar adicionalmente la
especificidad de o-hidroxicinamadelhido a la sefializacion de Wnt / B-catenina, se
evaluo la actividad informadora de TOPflash y FOPflash en células HEK293.
Aungue el compuesto inhibi6 la actividad de TOPflash de una manera dependiente
de la concentracion, esta sustancia no afecté la actividad de FOPflash, que contiene
mutaciones en sus sitios de union a TCF/LEF. Estos resultados sugieren que el o-
hidroxicinamaldehido es un inhibidor especifico de la actividad transcripcional que

responde a Wnt / B-catenina / TCF.

Para dilucidar aun mas si el efecto supresor del farmaco sobre la actividad
transcripcional de la B-catenina/TCF esta asociado con la union de los complejos [3-

catenina/TCF a las regiones promotoras del ADN, ensayos reportados de cambio
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de movilidad electroforética para investigar el cambio potencial en el ADN han
mostrado que el o-hidroxicinamaldehido inhibié eficazmente la union de ADN a
TCF/LEF a través del sitio de union de TCF/LEF. Estos hallazgos sugieren que o-
hidroxicinamaldehido suprime la actividad transcripcional de [3-catenina/TCF en

células HCT116 al inhibir la unién entre el ADN y los complejos de B-catenina/ TCF.

Esto quiere decir, que el o-hidroxicinamaldehido incide dentro de la via en la
inhibicién del acoplamiento de la B-catenina y TCF/LEF, por tanto la concentracion
de B-catenina en el citoplasma aumentaria, se podria dar la traslocacion de esta
proteina al nucleo pero no se daria la union de la B-catenina con el TCF/LEF, puesto

gue el farmaco ya se habria unido al sitio catalitico de la B-catenina.

Los niveles de ARNm de genes diana de Wnt como CCND1 (ciclina D1) y CMYC
(c-myc), que también son componentes esenciales de las vias de sefalizacion de
la progresion del ciclo celular y la proliferacion celular, se ven afectados siendo
regulados por o-hidroxicinamaldehido en las células HCT116. Ademas, el
tratamiento con o-hidroxicinamaldehido disminuye los niveles de expresion de
ARNm de MMP7 (gen mmp7) y PLAU (gen activador del plasminégeno de
uroquinasa), que son genes diana de Wnt que se sabe que estan relacionados con
la invasividad 'y la  movilidad de las  células  cancerosas.
Los niveles de ARNm de AXIN2, NKD1 y DKK1, todos los cuales se sabe que son
genes diana de Wnt, también son suprimidos. Estos resultados demostraron que el
compuesto 1 es capaz de inhibir la proliferacion de células cancerosas y la
invasividad en el colon activado por Wnt células cancerosas mediante la inhibicién
de la via de sefnalizacion Wnt/B-catenina. Diversos analisis han revelado que la
regulacion a la baja de CCND1 y CMYC por o-hidroxicinamaldehido suprime la
expresion de proteinas de ciclina D1 y c-myc. Los niveles de la proteina 3-catenina
total también es regulada negativamente por o-hidroxicinamaldehido, lo que implica
que los efectos inhibidores de o-hidroxicinamaldehido podrian estar asociados con

la regulacién negativa de la B-catenina (Mlodzik y Trends, 2002).
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5.2.1 Cinnamomum Cassia Blume
El o-hidroxicinamaldehido se extrae de la Cinnamomum Cassia Blume (Lauraceae,
figura 9), que es un arbol perennifolio nativo del sur de China e Indochina este de
Birmania. Como es muy similar a la canela (Cinnamomum zeylanicum, conocido
como “"canela verdadera" o "canela de Ceylan"), se emplea principalmente como
condimento aromatico o especia en los paises de Asia oriental, y también se
considera que tiene propiedades farmacolégicas como carminativo Yy
antiespasmadico, por lo que a menudo se ha combinado con otras hierbas

medicinales orientales tradicionales (Lee, 2002).

Figura 9. Planta Cinnamomum Cassia Blume

El arbol de la cassia llega a crecer de 10-15 m de altura, posee una corteza grisacea,
y las hojas pueden llegar a los 10-15 cm de largo, y tienen un color rojizo cuando
son jovenes. La corteza, las ramitas y las hojas tienen un olor muy fuerte.

Las ramas redondas de tallo de un afio tienen una corteza de color marrén oscuro
con rayas a lo largo y un poco vellosa. Las ramitas mas o menos cuadradas de este
afio tienen una corteza de color marrén amarillento que est4d rayada
longitudinalmente y un pelo tomentoso densamente amarillo grisaceo.

Las yemas terminales son relativamente pequefias con un tamafio de unos 3 mm.
Las escamas de las yemas superpuestas, parecidas a tejas, tienen una forma de
huevo amplia con un extremo superior puntiagudo y un pelo tomentoso densamente
amarillo grisaceo (Wu, 2008).

Las hojas alternas hasta casi constantemente dispuestas en las ramas se dividen

en peciolo y limbo. El peciolo fuerte, de 1,2 a 2 cm de largo, es tomentoso amarillo
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peludo (tricomas) y plano en la parte superior o ligeramente surcado en la parte
inferior. La lamina de la hoja, simple y coriacea, suele ser de 8 a 16, rara vez hasta
34 cm y un ancho de 4 a 5,5, rara vez hasta 9,5 cm de eliptica estrecha a casi
lanceolada con una base de la lamina puntiaguda y un extremo superior ligeramente
puntiagudo. El margen de la hoja esta libre de clorofila y esta enrollado hacia arriba.
El envés de la hoja es verdoso opaco con pelos amarillos tomentosos y el envés es
verde brillante y desnudo. Hay tres principales venas foliares. La vena central y en
la zona inferior también las otras dos venas principales estan claramente levantadas
en la parte inferior de la hoja y claramente hundidas en la parte superior. Las dos
arterias principales laterales surgen de 5 a 10 mm por encima de la base de la pala
e inicialmente corren casi opuestas entre si, se elevan en un arco y luego
desaparecen por debajo de la punta de la pala. Fuera de las dos arterias laterales
principales hay muchas arterias laterales que estan conectadas en un arco. Las
nervaduras transversales de las hojas son onduladas y casi paralelas con una
distancia de 3 a 4 mm; estan claramente levantadas en la parte inferior de la hoja 'y
apenas reconocibles en la parte superior y estdn conectadas con pequefias
nervaduras de las hojas que solo son reconocibles en la parte inferior de la hoja
(Khan et al., 2003).

5.2.2 Taxonomiay principio activo de la Cinnamomum Cassia

La Cinnamomum cassia fue publicado por primera vez en 1753 bajo el nombre
Laurus cassia por Carl von Linné en Species Plantarum. La nueva combinacion de
Cinnamomum cassia (L.) fue publicada en 1825 por David Don en Prodromus Florae
Nepalensis. El género Cinnamomum es un nombre genérico que proviene del griego
Kinnamon o Kinnamomon, que significa madera dulce. Este término griego
probablemente proviene del hebreo quinamom, el cual tiene origen en una version
anterior al término Kayu manis, que en el lenguaje de Malasia e Indonesia también
guiere decir madera dulce.

El epiteto cassia tiene su origen en la palabra griega kacia Kasia. Este nombre
griego es probablemente un préstamo de los comerciantes de habla semitica
(hebreo antiguo ny'x¥j getsiiah). Se supone que estos nombres para esta especia

fueron adoptados de su origen chino. Podria haber una conexién con la gente del
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noreste de India de los Khasi, que se establecieron en las montafias Khasi en
Meghalaya y Assam , asi como en Bangladesh, donde se menciona por primera vez
alrededor del 1500 d.C. El nombre también podria derivarse originalmente de la
palabra sumeria gazi (acadio kas(), esta palabra describe una especia cuya
traduccion es “canela”, “regaliz” o “mostaza” (Hermann, 2013).

La corteza de este arbol produce un 2% de aceite esencial que contiene un 90% de
trans-cinamaldehido y muy poco eugenol. Se han descrito diversos diterpenos
(cincassioles, cinceilanina), derivados fenilpropanicos, lignanos furanofuranicos,
polisacaridos, heterésidos mono y sesquiterpénicos y numerosos derivados

flavanicos presentes en esta planta (Varsha, 2012).

5.2.3 Compuesto o-hidroxicinamaldehido.

En 1998 Koh y colaboradores encontraron que el extracto de C.Cassia mostro un
efecto inhibidor sobre la actividad de la proteina farnesil transferasa in vitro, que se
relaciona con la activacion de las células inmunes asi como con la carcinogénesis
(Koh et al., 1998).

Estos efectos antitumorales se han atribuido a los cinamaldehidos (CA) como el o-
hidroxicinamaldehido, cuya estructura quimica se muestra en la figura 10. Este
compuesto es un fenilpropanoide que puede aislarse de la corteza de Cinnamomum
cassia Blume (Lauraceae) (Choi, et al., 2001). Se ha reportado que exhibe
actividades biologicas antiangiogénicas, antiinflamatorias y antiagregantes
plaquetarias, asi como actividades antiproliferativas o proapoptoéticas en varias
lineas celulares cancerosas, como las células cancerosas de piel, ovario y colon
(Hermann, 2013).

ALDO DE JESUS MARTINEZ OLGUIN


https://de.wikipedia.org/wiki/Nordostindien
https://de.wikipedia.org/wiki/Khasi
https://de.wikipedia.org/wiki/Meghalaya
https://de.wikipedia.org/wiki/Assam
https://de.wikipedia.org/wiki/Bangladesch
https://de.wikipedia.org/wiki/Sumerische_Sprache

Figura 10. Estructura del o-hidroxicinamaldehido.
El o-hidroxicinamaldehido es un compuesto de estructura casi plana con
dimensiones de 3.97 A y 5.88 A como se muestra en la figura 2, lo que la hace una
molécula pequefia con dimensiones adecuadas para ser almacenada dentro de
otras moléculas mas grandes. Presenta masa molar de 148.16 g/mol y una formula
molecular de CoHsOz2, los atomos de oxigeno en color rojo de la figura se encuentran
presentes en los grupos hidroxilo y aldehido del compuesto, la parte hidrofilica que
puede formar puentes de hidrégeno, sin embargo, la parte hidrofébica es grande
por lo que o-hidroxicinamaldehido posee baja solubilidad. Se ha reportado que es
altamente téxico e irritable, presentando una dosis letal media (DL50) de 750 mg/kg,
un valor comparable al del arsénico metalico (DL50 de 763 mg/kg), el cual desde la
antigledad se sabe que es extremadamente téxico. Estos datos anulan la
posibilidad de administrarlo por via oral mediante el uso de pastillas y su aplicacion

mediante la inyeccion no es posible por la baja solubilidad del compuesto, que hace
muy riesgoso su uso (Ismail, 2013).

Los estudios acerca del o-hidroxicinamaldehido son muy pocos, ademas, dej6é de
ser investigado desde el 2013 por la alta toxicidad que demostré tener, sin embargo,

en este trabajo se propone el encapsulamiento de este compuesto para su
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administracién en la via de sefalizaciéon wnt/B-catenina. Las moléculas que se
proponen son las ciclodextrinas, estudios recientes han demostrado que son utiles

para el transporte de farmacos al citoplasma de las células.

5.3 Ciclodextrinas

Dentro de las moléculas que se han propuesto en la literatura para aumentar la
solubilidad y encapsular moléculas para su transporte en diversos sistemas, se
encuentran las ciclodextrinas, macromoléculas ideales para el transporte del o-
hidroxicinamaldehido formando complejos de inclusion que puedan liberar el

farmaco en su destino de manera adecuada y segura para el organismo.

Las ciclodextrinas (CDs) son un grupo natural de oligosacaridos ciclicos formados
por seis (a-CDs), siete (3-CDs) u ocho (y-CDs) unidades de a-D-glucopiranosa
unidas por enlaces a (1-4)(figura 11). En ocasiones se les llama "cicloamilosas" y
se obtienen como resultado de una reaccion de la enzima ciclodextrina
glucanotransferasa (CGTasa) de la bacteria Bacillus macerans descubierta en 1905
por Schardinger en la degradacién del almidon por transglicosilacion intramolecular
(Villiers, 1891; Eastburn y Tao, 1994).

Figura 11. Estructura de a-, B- y y-CDs

En 1891 Villiers las descubrid, ya que obtuvo una pequefia cantidad de dextrinas, al
observar la ingesta de almidén por parte del Bacillus amylobacter, obteniendo
aproximadamente 3 g/kg de almidon. En su trabajo se reporté que tras un tiempo

en alcohol se observaba la presencia de precipitados cristalinos que correspondian

ALDO DE JESUS MARTINEZ OLGUIN



a la estructura (CsH1003) -3 H20. Probablemente y de acuerdo con otros autores,
Villiers observé que las CDs se produjeron por la contaminacion de Bacillus
macerans.

En 1903, Schardinger obtuvo dextrinas A y dextrinas B en forma de precipitados
cristalinos sin poder reductor (Villiers, 1891; Eastburny Tao, 1994). Afios mas tarde,
en 1911, observo que la Bacillus macerans era capaz de producir dextrinas
cristalinas a partir de almidén (25-30%). Las nombré dextrina cristalina a y dextrina
cristalina B, pero la dextrina cristalina se aislo hasta 1935. La estructura de las y-
CDs se pudo corroborar en 1942 por cristalografia. Mientras que en 1948 se logré
observar la estructura de las y-CDs mediante difraccién de rayos X, afirmandose
gue las CDs son capaces de formar complejos de inclusion. Las ciclodextrinas se
asemejan a un cono o cubo hueco truncado, y es esta estructura tridimensional lo
gue las hace tan interesantes. Los grupos hidroxilo secundarios en C2 y C3 de las
unidades de glucosa se dirigen hacia la abertura superior mas ancha, mientras que
los grupos hidroxilo primarios en C6 se encuentran alrededor de la abertura inferior
mas estrecha, lo que hace que el exterior sea hidrofilo. Los grupos C-H asociados
y el anillo de enlaces glucosidicos de oxigeno se dirigen al interior de la cavidad, lo
gue produce su caracter hidrofobo (figura 12) (Szejtli, 1982).

Figura 12. Estructura de una B-ciclodextrina.

En los afios 1954-1957, Cramer y French se centraron en determinar las

propiedades fisicas y quimicas de las ciclodextrinas. French y su grupo de trabajo
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descubrieron otras CDs que contenian un mayor niumero de glucosa que en 1961
fueron denominadas como 8-, €-, {- y n-CDs (9-12 residuos) (Hirose y Yamamoto,
2001).

French, en 1957 publicé la primera revision de CDs y en ella se habl6 por primera
vez de la toxicidad de las CDs (French, 1957). En 1968 dicha informacion fue
corroborada por Caesar (Caesar, 1968).

En 1981 debido a muchos afios anteriores de investigacion se realizo el primer

congreso internacional de CDs, decidiendo organizar este evento cada dos afios.

5.3.1 Propiedades y aplicaciones de las ciclodextrinas.
Las ciclodextrinas son cristalinas, homogéneas, no higroscépicas, no téxicas con
forma truncada y estdn formadas por unidades de glucopiranosa. Se utilizan en
muchas industrias y tienen muchas aplicaciones practicas, incluidas las siguientes:
comida, suplementos dietéticos, farmaceéutica, cosmética, soluciones agroquimicas,
catalisis, textiles, pinturas y polimeros.
Un uso comercial de las ciclodextrinas se encuentra en los alimentos, cosmética y
en el aseo personal en desodorantes de barra contrarrestando olores de la
degradacion microbiana del sudor (Walter, 2000; Buschman y Schollmeyer, 2002)
En la industria farmacéutica se utilizan para aumentar la solubilidad de farmacos
poco solubles agua. Estas moléculas de principio activo se introducen en la cavidad
hidrofébica de las CDs para su transporte hasta su liberacién en el lugar de su
actuaciéon, mejorando su biodisponibilidad.
Las principales caracteristicas de las ciclodextrinas a-, B- y y- se describen en la
tabla 2 (Froming y Szejtli, 1993).

Tabla 2. Principales propiedades de las a-, -y y-CDs.

Propiedades a-CDs B-CDs y-CDs

Unidades de glucopiranosas 6 7 8
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Masa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en agua a 25 °C (%, p/v) 14.5 1.85 23.2
Diametro exterior (A) 14.6 15.4 17.5
Diametro de la cavidad (A) 4.7-5.3 6.0-6.5 75-8.3
Altura de la cavidad (A) 7.9 7.9 7.9
Volumen de la cavidad (A3) 174 262 427

De estos tres tipos de ciclodextrinas también conocidas como ciclodextrinas de
primera generacion o parentales la B-ciclodextrina es la mas accesible, el precio
mas bajo y, en general, la més util. En el lado donde se encuentran los grupos
hidroxilo secundarios, la cavidad es mas ancha que en el otro lado donde la rotacion
libre de los hidroxilos primarios reduce el diametro efectivo de la cavidad. Todos los
grupos hidroxilo secundarios estan situados en uno de los dos bordes del anillo,
mientras que todos los grupos hidroxilo primarios se colocan en el otro borde, por lo
que los CD tienen un cono truncado en forma de nuez o corona (figura 13).

Figura 13. Diagrama esquematico de ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas poseen una alta densidad de electrones y un caracter de base de
Lewis debido a los pares de electrones no enlazantes de los puentes glucosidico-

oxigeno que se dirigen hacia el interior de la cavidad. Mientras que los enlaces de
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Hidrogeno determinan la rigidez de las CD. En a-CD, una unidad de glucopiranosa
esta en posiciodn distorsionada y el cinturén de enlace H esta incompleto, pero en B-
CD, se forma un enlace H intramolecular secundario completo que causa una
estructura rigida y la menor solubilidad en agua de B-CD entre todas las
Ciclodextrinas. La y-CD tiene una conformacion no coplanar y mas flexible; por lo
tanto, es el mas soluble de los tres tipos de ciclodextrinas.

De acuerdo al tipo de ciclodextrina y el compuesto huésped, el complejo de inclusion
de ciclodextrinas tiene tres tipos de empaquetamiento de cristales: estructuras de
canales, estructuras de capas y estructuras de jaulas (figura 14).

Los derivados de ciclodextrina se han sintetizado mediante aminaciones,
esterificaciones o eterificaciones de grupos hidroxilo primarios y secundarios de las
ciclodextrinas; y su solubilidad suele ser diferente de la de sus ciclodextrinas
originales. Se ha cambiado el volumen de la cavidad hidrofébica de las
ciclodextrinas. Esto puede mejorar la solubilidad, la estabilidad frente a la luz o el

oxigeno y ayudar a controlar la actividad quimica de las moléculas huésped.

Figura 14. Representacion esquematica de estructuras de empaque de (a) tipo

jaula; (b) CD de tipo capa; y (c) cristales de CD de tipo canal.
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5.3.2 Derivados de las ciclodextrinas.
A partir de las ciclodextrinas nativas (originales) se ha logrado realizar
modificaciones quimicas o derivaciones de las CDs, esto se realiz0 inicialmente
hace muchos afios para aumentar la solubilidad de la 3-CD en agua.
En general, las ciclodextrinas y sus derivados hidréfilos solo pueden penetrar
membranas biologicas lipdfilas, con considerable dificultad. Incluso las
ciclodextrinas algo lipofilicas metiladas al azar no penetran facilmente en las
membranas lipofilicas e interactian mas facilmente con las membranas que los
derivados de ciclodextrina hidrofilicos
Los derivados de las CDs pueden clasificarse como éteres o ésteres, al realizarse
la modificacién sobre la ciclodextrina original, solo se afecta a los grupos hidroxilo
externos, sin afectar la cavidad hidrofdbica interna. Hasta la fecha las 3-CDs son las
que mas se han modificado con aproximadamente 20 sustituyentes diferentes
(Favre et al., 2018).

5.3.3 Complejos de inclusién

El término "compuesto de inclusion” también se conoce en la literatura como aducto,
clatrato, compuesto molecular y complejo.

Las ciclodextrinas son capaces de albergar moléculas hidr6fobas en su cavidad
interior, formando complejos (anfitrion-huésped) de inclusion, manteniendo a la
molécula huésped encapsulada por la ciclodextrina (figura 15). De esta forma, se
pueden obtener compuestos cristalinos con moléculas organicas huésped en
estado solido, liquido y gaseoso (Szeijtli, 2004).

Asi moléculas insolubles en agua pueden llegar a ser completamente solubles
mediante un tratamiento con disoluciones acuosas de ciclodextrina, sin que se
produzca modificacion quimica alguna en la molécula huésped, ya que no se origina
ningun enlace covalente durante la interaccion entre la ciclodextrina y la molécula

insoluble en agua.
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Figura 15. Esquema de la formacién de un complejo de inclusién. A/ 1:1 Complejo

farmaco-ciclodextrina. B/ 1:2 Complejo farmaco-ciclodextrina.

5.3.4 El modelado molecular y las ciclodextrinas
Actualmente los métodos de modelado molecular constituyen un conjunto de
herramientas y algoritmos computacionales que se utilizan para arrojar luz sobre los
fenémenos relacionados con las interacciones intermoleculares y su dependencia
conformacional y energética. En particular, estas técnicas han encontrado una
amplia utilidad para el estudio y caracterizacion de los complejos de ciclodextrinas.
Un uso del modelado computacional es el reconocimiento de huéspedes de las
ciclodextrinas que con frecuencia se somete a analisis y prediccion in silico. Por
ejemplo, la afinidad diferencial de a-, B- y y-CDs ha sido estudiada en detalle por
Ren y su grupo de trabajo utilizando técnicas de modelado molecular con el fin de
determinar la aplicabilidad de ciclodextrinas en remediaciéon de suelos. En este
estudio, no solo se exploro la capacidad diferencial de los CD naturales para
secuestrar contaminantes ambientales mediante la aplicacion de alta afinidad e
inclusion selectiva en la cavidad hidréfoba, sino que también fue posible una

comprension detallada del modo de inclusion (Schlick, 2013).
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Se ha explorado el uso de complejos de inclusion de a-, B- y y-CDs con
antioxidantes carnosol y acido carnosico como potenciador de su actividad. Cerén
utilizé célculos combinados de acoplamiento y QM, incluido el enfoque hibrido
ONIOM, para evaluar con precision estas caracteristicas (Cerén-Carrasco et.
al.,2016).

Suarez y su equipo de trabajo realizaron un estudio de dindmica molecular de 5 ms
para explorar el espacio conformacional accesible a las a-, B- y y-CDs, describiendo
caracteristicas estructurales y dindmicas especificas para cada ciclodextrina
(Suarez et. al., 2017).

El comportamiento estructural y energético asociado a la union de moléculas
huésped a CDs se ha estudiado muy activamente mediante métodos de modelado
molecular, incluido el acoplamiento molecular. analisis de dinamica molecular y
energia libre de enlace (Wang et. al., 2015).

Algunos estudios de modelado molecular ha involucrado simulaciones de dinamica
molecular sensibles al pH, tal como Swiech y colaboradores que incluyeron el
farmaco anticanceroso doxorrubicina como molécula huésped en un derivado de (-
CD con &cido lipoico, en este proyecto se predijo la inclusion del farmaco a pH 7.4,
mientras que a pH 5.5 se observé la formacién de un complejo de auto-inclusién en
el que el acido lipoico estaba enterrado en la cavidad hidréfoba de la CD,
provocando asi la liberacion del farmaco incluido (Swiech et. al, 2016).

Con lo mencionado anteriormente es evidente que la quimica computacional y su
relacion con las ciclodextrinas ha evolucionado enormemente en los ultimos afnos.

y seguira creciendo exponencialmente en los préximos afios.

5.3.5 Farmacos comerciales.
Las ciclodextrinas actian como anfitriones de farmacos que ayudan en el aumento
de solubilidad, lo que permite el transporte de éstas hasta la superficie de las
membranas celulares de tejidos como la piel y la mucosa. Esta capacidad de actuar
como vehiculos.
moleculares y potenciadores de la penetracion, aumentan la disponibilidad del

farmaco en la superficie de la membrana.
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Actualmente se cuenta con formulaciones exitosas de farmacos desarrollados con

CDs en el mercado. La tabla 3, recopila algunos de estos (Loftson y Cols, 2005).

Tabla 3. Farmacos comerciales elaborados con ciclodextrinas.

Farmaco

Via de

administracion

Nombre

comercial

Compaiiia

a-Ciclodextrina

Alprostadil Intravenosa Provastatin Ono ( Japon)
Cefotiam hexetil HCI Oral Pansporin T Takeda (Japon)
B-Ciclodextrina
Benexato HCI Oral Ulgut, Lonmiel | Teikoku Kagaku
Sangyou (Japén)
Dexametasona Dérmica Glymesason Fujinaga (Japon)
Nicotina Sublingual Nicorette Pharmacia
(Suecia)
Nitroglicerina Sublingual Nitropen Nihon Kayaku
(Japon)
Piroxicam Oral Brexin Chiesi (Italia)
Acido tiaprofénico Oral Surgamyl Roussel-Maestrelli
(Italia)
2-Hidroxipropil-B-
ciclodextrina
Ciprasida Rectal Propulsid Janssen (Bélgica)
Indometacina Oftalmica Indocid Chauvin (Francia)
Itraconazol Oral, intravenosa Sporanox Janssen (Bélgica)
Mitomicina Intravenosa Mitozytrex SuperGen
(EE.UV)
Aleatoria metilacion
B-Ciclodextrina
17B-Estradiol Nasal Aerodiol Servier (Francia)
Cloranfenicol Oftalmica Clorocill Oftalder (Portugal)
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Sulfobutiléter 3-

Ciclodextrina

Voriconazol Intravenosa Vfend Pfizer (EE.UU)
Maleato de Intramuscular Geodon, Pfizer (EE.UU)
ziprasidona Zeldox

2-Hidroxipropil-y-

ciclodextrina

Diclofenaco sddico Oftalmica Voltaren Novartis (Suiza)

5.4 Dinamica molecular

La modelizacion molecular también denominada simulacién de dinamica molecular
es la ciencia que engloba métodos teoricos y técnicas computacionales para
estudiar la estructura molecular y su funcién a través de la construccion de modelos.
Esta construccion de modelos puede ser tan simple como moldes de plastico o
varillas de metal, o tan sofisticado e interactivo como, graficos animados en color y

esculturas de fabricacion laser de madera (Schlick, 2013).

La dindmica molecular (MD) se puede denominar como la "mecénica estadistica por
numeros" asi como “la visibn de Laplace de la mecanica newtoniana” en
supercomputadoras. La dinamica molecular es el término utilizado para describir la
solucion de la ecuacion clasica de movimiento (ecuaciones de Newton) para un
conjunto de &tomos y moléculas en un sistema de particulas que interactian durante
sus trayectorias, donde las fuerzas entre las particulas y sus energias potenciales
a menudo se calculan utilizando potenciales interatbmicos o campos de fuerza de
la mecanica molecular. En dinamica molecular, las particulas se mueven a velocidad
constante entre colisiones perfectamente elasticas, y es posible resolver el
problema dinamico dentro de los limites impuestos por la precisién del ordenador.
La simulacion por computadora ha sido una herramienta muy poderosa para atacar
muchos problemas corporales en fisica estadistica, quimica fisica y biofisica.
También puede ayudar mucho al proporcionar informacion suficiente sobre las

propiedades microscopicas de los sistemas complejos de interés. Las simulaciones
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por computadora proporcionan resultados "exactos" para los problemas que, de otro
modo, soélo serian solubles por métodos aproximados, o podrian ser bastante
intratables. Por lo tanto, las simulaciones por computadora se pueden utilizar para
probar teorias aproximadas. Los resultados de las simulaciones por computadora
también se pueden comparar con un experimento real de lo que se pueden usar
para probar el modelo subyacente. La simulacion ofrece conocimientos al
experimentador para interpretar nuevos resultados sobre la base de detalles

microscoépicos del sistema (Gago, 2009; Jensen, 2006).

El proposito de las simulaciones por computadora es conectar el mundo
microscopico con el mundo macroscopico del laboratorio. Asi es posible
obtener datos de un sistema microscopico (masas de atomos constituyentes e
interaccion entre ellos), se obtienen propiedades macroscépicas medibles en
experimentos, como la ecuacion de estado, constante de difusion, funciones de
correlacion, etc. La simulacion también se utiliza para estudiar propiedades bajo
temperaturas y presiones extremas, que pueden ser dificiles o imposibles de llevar

a cabo experimentalmente.
5.4.1 Historia de la simulacion.

El primer antecedente de de simulacion molecular tiene lugar en 1953, donde
Metropolis y colaboradores calcularon la ecuacion de estado para la esfera rigida
en dos dimensiones usando el método de MonteCarlo (Metropolis, 1953).
Posteriormente Fermi, Pasta y Ulam en su trabajo numérico probaron la ergodicidad
en un sistema de osciladores acoplados (Fermi, Pasta y Ulam, 1955). Alder y
Wainwright realizaron la primera simulacién de MD en 1957 en un sistema de esfera
dura estudiando la transicion de fase (Alder y Waimwright, 1957). A esto le siguio el
estudio de dafios por radiacion en cobre de Vineyard y colaboradores en 1960
(Gibson, 1960). Fue en 1964 que Rahman logré simular un sistema molecular con
potencial realista usando MD como el comportamiento de fase de las particulas de
Lennard-Jones, iniciando asi una linea de investigacion enfocada en las
propiedades del modelo de Lennard-Jones (Rahman, 1964; Verlet, 1968; Verlet,
1967). Se empezaron a estudiar las propiedades del argon liquido y el agua
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mediante simulacion MD. Después de eso, las moléculas diatbmicas fueron

modeladas usando dinamica molecular por Harp y Berne (Harp y Berne, 1970).

En las ultimas décadas la simulacion de MD se ha enfocado en la resolucion de
problemas relacionados con proteinas, ADN, polimeros, cristal liquido, nanoscina y
diversos sistemas de materia condensada. La simulacién por computadora también
ha avanzado hacia sistemas de no equilibrio, dinamica estocastica e incorporacion

de efectos cuanticos.
5.4.2 Mecéanica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular (MD) generan una informacion muy
detallada del sistema a nivel microscoépico, posiciones y momentos para todas las
particulas en funcion del tiempo. Para obtener informacion atil a nivel macroscopico,
es necesario hacer algunos promedios. En dinamica molecular, se evalian las
cantidades promedio realizando un promedio de tiempo, un promedio a lo largo de
la trayectoria generada en el espacio de fase.
Los principios de la dinamica molecular se basa en los principios de la mecéanica
clasica y constituye uno de los métodos mas usados en la simulacién de
macromoléculas como proteinas o ADN. Ambas técnicas, no obstante, se pueden
combinar en aproximaciones de Mecénica Cuantica / Mecanica Molecular. Con este
método hibrido una pequefa parte del sistema implicada, por ejemplo, en una
reaccion quimica, se estudia mediante QM mientras que el resto de los atomos se
considera mediante MM.
Los calculos de mecanica molecular tienen fundamento tedrico en la aproximacion
de Born-Oppenheimer que permite separar los movimientos del nacleo y de los
electrones. Se considera que, debido a que la masa del nacleo es muy superior a la
de los electrones, estos pueden adaptarse rapidamente a cualquier cambio en las
posiciones de los nucleos. Por lo tanto, la energia de una molécula en su estado
basal, puede considerarse como una funcion de las coordenadas de los ndcleos
atomicos. Esta funcién se la denomina Campo de Fuerzas o Force Field. Los
cambios que se producen en la energia potencial de un sistema pueden

representarse como una superficie, denominada superficie de energia potencial.
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Uno de los objetivos en modelado molecular es encontrar los puntos minimos en la
superficie energética que corresponden a estructuras moleculares optimizadas.
También es importante encontrar los “puntos de silla” (puntos de pendiente igual a
cero en cualquier direccion). Estos puntos se consideran barreras de minima
energia en los caminos que conectan los distintos minimos y que corresponden a

los estados de transicion (Cramer, 2004).
5.4.3 El campo de fuerzas o forcé fields

Un campo de fuerza es un método computacional que se utiliza para estimar las
fuerzas entre atomos dentro de moléculas y también entre moléculas. Mas
precisamente, el campo de fuerza se refiere a la forma funcional y de parametros
conjuntos utilizados para calcular la energia potencial de un sistema de atomos o
particulas en la mecanica molecular, dindmica molecular, o simulaciones de Monte
Carlo.

Los primeros campos de fuerzas para simulaciones biomoleculares fueron
desarrollados por primera vez hacia 1970 (Hagler et al., 1974). Desde entonces un
gran numero de campos de fuerza empiricos para MM han sido desarrollados para
la simulacién de proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otras moléculas bioldgicas.
Es importante diferenciar entre los programas empleados en simulacion y los
pardmetros de MM desarrollados para ellos dado que en muchas ocasiones los
nombres coinciden. Existe una gran variedad de force fields creados en funcion de
los grupos de moléculas empleados como referencia en la parametrizacion y a los
gue va destinado. Desde los aplicados a moléculas organicas pequefias y medianas
(MM2, MM3, MM4, TRIPOS, MMFF94, UFF, GAFF) y los dirigidos a
macromoléculas (AMBER, CHARMM, GROMOS, OPLS). De acuerdo a la definicién
un campos de fuerzas se conforma por la funcion de energia potencial y parametros
empiricos. Una caracteristica importante de un campo de fuerzas es su capacidad
de poder ser transferido, es decir, una misma serie de parametros puede ser
empleada para el estudio de distintas moléculas relacionadas entre si. La mayoria

de los campos de fuerzas empleados para sistemas moleculares se pueden definir
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mediante una ecuacion con dos componentes principales que describen las

interacciones enlazantes y no enlazantes del sistema:

Etotal = Eenlace + Eéngu.!o + Etorsionai + Evdw + Eelec

"|"
Enlazante No enlazantes

La forma funcional basica de energia potencial en mecanica molecular incluye
términos enlazados para interacciones de atomos que estan enlazados por enlaces
covalentes, incluyendo angulos de valencia y angulos torsionales propios e
impropios. Los términos no enlazados (también denominados no covalentes)
describen las fuerzas electrostaticas de largo alcance y de van der Waals (Allen,

2004). En la figura 16 se esquematizan ambos tipos de interacciones.

Figura 16. Esquema de las interacciones enlazantes y no enlazantes que se

tienen en cuenta en un campo de fuerzas de MM
5.4.5 Término de Angulo de enlace

Los angulos de enlace dependen de la estructura molecular que a su vez se

relaciona con la disposicion de los pares de electrones en las moléculas (Solomons
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G., 1992). Estos angulos de enlace no varian mucho del angulo de equilibrio a
temperatura ambiente, con respecto a sus valores de referencia también se

representa mediante un potencial armoénico de Hooke:

Figura 17. Angulo de enlace del agua que se obtiene de las posiciones de los

atomos.

K
Eéngulo - ?8(9 - Qeq)

Donde © es el angulo de enlace que forman los atomos, ©eq es el angulo de
equilibrio y KO es la constante de enlace que se obtiene experimentalmente o con

metodologia de la quimica cuantica.

5.4.6 Término de Angulo de torsién.

El angulo de torsidon describe los cambios de energia alrededor de enlaces sencillos
dentro de una serie de cuatro atomos (Solomons G., 1992). Este término presenta
periodicidad en el angulo @ : si el enlace rota 360° la energia debe volver al mismo

valor. Su perfil energético se expresa como una serie de Fourier :
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V;
Eiorsional = ?n [1+ cos(nd — )]

5.4.7 Interacciones de Van der Waals

Las fuerzas de Van der Waals o interacciones de Van der Waals resultan de un
balance entre aquellas fuerzas atractivas y repulsivas existentes entre dos atomos
o moléculas. Estas fuerzas son distintas a aquellas debidas a un enlace
intermolecular (enlace io6nico, enlace metélico y enlace covalente de tipo reticular).
Este tipo de energia varia en funcion de la distancia que separa ambos atomos
como se muestra en la figura 18. Donde la energia toma valor de cero a una
distancia interatomica infinita e incluso despreciable distancias relativamente muy
cortas. La energia disminuye cuando se reduce la distancia hasta llegar a un
minimo. Después al continuar disminuyendo la distancia, la energia crece
rapidamente (Chang R. 2003).

Figura 18. Potencial de interacciones de Van der Waals
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5.4.8 Interacciones electrostaticas

Las cargas puntuales en una molécula se ordenan representando la distribucion de
carga. La suma de las interacciones entre pares de cargas puntuales se usa para
calcular la interaccion electrostatica de una molécula de acuerdo a la ley de
Coulomb.

5.4.9 Minimizacién de la energia

Al momento de realizar un modelado molecular se deben estudiar los puntos
minimos en la superficie de energia potencial relacionados a los estados estables
del sistema. Cualquier cambio en esta configuracidén produciria un incremento de la
energia potencial. Cuando en algunos casos hay varios minimos en la superficie
energeética, el punto con el minimo energético mas bajo se le conoce como minimo

global mientras que los demas puntos se los denomina minimos locales (figura 19).

El punto energético mas alto en el camino entre dos puntos minimos se le conoce
como punto de silla y corresponde al estado de transicion. El proceso que permite
identificar las geometrias del sistema que corresponden a los puntos de minima
energia potencial se denomina algoritmo de minimizacion. Los métodos mas
empleados para la minimizacién de energia en modelado molecular son los basados
en las derivadas de la funcidon potencial, especialmente el de “descenso mas
pronunciado” (steepest descent) y el de “gradiente conjugado” (conjugate gradient).
Ambos modifican las coordenadas de los atomos mientras desplazan el sistema
hacia el del punto de minima energia (Leach, 2001).
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Figura 19. Esquema de la superficie energética.
5.4.6 Condiciones de limite periodico

Como se sabe, el agua es importante en todos los organismos vivos. Las
simulaciones de DM deben intentar reproducir las interacciones de un disolvente
acuoso con el sistema bioldgico a estudiar. Durante una simulacién, el sistema
bioldgico incluido en una caja de agua incluye atomos que se localizan en el borde
del area de simulacién. Para que las moléculas que las moléculas que se
encuentran en los bordes de la caja no se sientan como moléculas superficiales, se
replica en todas las direcciones la caja central y el célculo de la simulacion se

desarrolla como si el sistema fuera infinito en el espacio (figura 20) (Leach, 2001).
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Figura 20. Condiciones de limite peridédico en dos dimensiones

5.4.10 Programas usados en dinAmica molecular

Actualmente hay diversos programas para realizar simulaciones de dinamica
molecular, En la Tabla 4 se listan algunos de los mas usados junto con tutoriales y

enlaces a sus paginas web.

Tabla 4: Listado de programas y tutoriales para realizar simulaciones de dinamica

molecular.

Programa/Tutorial URL

AMBER http://ambermd.org

Uso de VMD con
AMBER http://ambermd.org/tutorials/basic/tutorial2

Simulacion de un
farmaco http://ambermd.org/tutorials/basic/tutorial4b

Analisis de trayectorias

con Ptraj http://ambermd.org/tutorials/basic/tutorial5
Dinamica Molecular

dirigida http://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial10
QM/MM

http://ambermd.org/tutorials/advanced/tutorial2

CHARMM http://www.charm.org

GROMOS http://www.gromos.net
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NAMD http://www.ks.uiuc.edu/Research/namd

TINKER http://dasher.wustl.edu/ffe

5.5 La membrana lipidica

El complejo farmaco-ciclodextrina debe interaccionar con la membrana lipidica para
qgue el farmaco llegue al interior de la célula y poder ejercer su accion al inhibir la
interaccion B-catenina-TCF/LEF. Algunos programas de la seccién anterior servirian
para realizar simulaciones de la interaccion farmaco-ciclodextrina, ciclodextrina-
membrana, farmaco-membrana. Por tanto, las simulaciones que se han llevado a
cabo con las membranas lipidicas son importantes. A continuacion, se da un repaso
de la informacion que se conoce de estos sistemas y como se han estudiado con

uso de la dinamica molecular.

Las células y sus organelos poseen laminas planas conocidas como membranas
gue forman una barrera selectiva continua alrededor que protegen sus estructuras
celulares. Se conoce que estas barreras también proporcionan comunicacion y
transporte de nutrientes y fluidos. Las membranas celulares son sistemas complejos
compuestas de lipidos de diversos tipos, proteinas, carbohidratos, esteroles y
muchas otras moléculas se involucran en varios procesos celulares. Las moléculas

con mayor relevancia son los lipidos, las proteinas y el agua.

La mayoria de los estudios biofisicos que involucran biomembranas se realizan en
modelos con bicapas hidratadas, que comprenden una especie de lipidos o una

simple mezcla de ellos. (Pasenkiewicz-Gierula et al., 2016)
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Figura 21. Complejidad de la membrana celular.

Las membrana celular o bicapa de lipidos (o bicapa de fosfolipidos) es una fina
membrana polar formada por dos capas de moléculas de lipidos (Shen et al., 2014)
(figura 21). Esta mantiene los iones, las proteinas y otras moléculas donde se
requieren. Las bicapas lipidicas cuentan nanémetros de ancho, y son impermeables

a la mayoria de las moléculas solubles en agua (hidrofilas).

Los lipidos son insolubles en agua y solubles en solventes organicos como
cloroformo, éter o benceno, contienen grupos de hidrocarburos de cadena larga en
sus moléculas, y estan presentes en organismos vivos o derivados de ellos. Son
conformados por una amplia gama de compuestos, acidos grasos, y derivados tales
como glicéridos, ésteres de cera, fosfolipidos, glucolipidos y sulfolipidos.

(Rosentrater y Evers, 2018).

Los fosfolipidos son un tipo de lipidos compuestos por una molécula de alcohol
(glicerol o de esfingosina), a la que se unen dos acidos grasos (1,2-diacilglicerol) y

un grupo fosfato. La "cabeza" hidréfila de la molécula contiene el grupo fosfato y
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glicerol y la "cola" hidrofébica generalmente consta de dos cadenas de acido graso.
(Fellows, 2017). Usualmente, los fosfolipidos estan compuestos de un esqueleto de
glicerol unido a acidos grasos, acido fosférico y un segundo grupo, generalmente
colina, etanolamina, serina o inositol y cumplen con un rol importante en las

membranas celulares (Sanders, 2016).

Los principales tipos de fosfolipidos incluyen fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina  (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) vy
fosfatidilglicerol (PG). (List, 2016).

Por lo general, los fosfolipidos se organizan bicapas o micelas y liposomas (figura
22) debido a la naturaleza anfipatica de los lipidos que lo componen ("cola"
hidrofoba que tiene una baja afinidad por el agua), y el grupo hidrofilo (que tiene una
alta afinidad por el agua) (John Daintith y Martin, 2010). En ausencia de agua, no
se puede formar una bicapa y en la mayoria de los casos, la deshidratacién
completa de una bicapa es muy dificil de lograr, ademas que conduce a su dafio.
(Disalvo et al., 2015).

Figura 22. Las tres principales estructuras de fosfolipidos formados en solucion; el

liposoma (una bicapa cerrada), el micelio y la bicapa.
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En una bicapa, la parte hidrofébica (seccion hidrocarbonada del acido graso) se
orienta hacia la parte hidrofoba de otro lipido; asi las cadenas no polares de los
acidos grasos se mantienen juntas, evitando el contacto con el agua, maximizando
las interacciones hidrofébicas (Singer y Nicolson, 1972), y la parte hidrdéfila (seccion
del grupo colina) se orienta hacia la capa acuosa, manteniendo los grupos iénicos
y zwitterionicos en contacto directo con la fase acuosa en las superficies exteriores
de la bicapa, maximizando las interacciones hidrofilas (Singer y Nicolson, 1972)
(Figura 23) este arreglo constituye el nucleo bicapa no polar. (Chanda, Chakraborty,

Bandyopadhyay, 2006; Pasenkiewicz-Gierula et al., 2016).

Figura 23. Modelo representativo de la membrana celular.
5.5.1 Dinamica molecular y las membranas bioldgicas

En MD de biomembranas, se emplean 3 variedades principales de modelos
moleculares: modelos todo-atomo, de grano grueso (CG, por sus siglas en inglés) y
modelos mixtos de atomos / CG. Habitualmente los modelos de todos los atomos
son los mas precisos, pero computacionalmente los mas caros. Para aumentar las
escalas de tiempo dentro de las simulaciones, se han desarrollado métodos de
grano grueso totalmente diferentes para modificar la ilustracion de proteinas, agua
y lipidos (Mori et al., 2016).
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Los métodos de simulacién de grano grueso (CG) se justifican en la idea de
disminuir sistematicamente el grado de detalle en la manera en que se constituye el
sistema, aumentando asi la escala de tiempo / longitud de la simulacion. Una forma
de hacer esto es modelando el sistema como un conjunto de particulas efectivas
(“cuentas”). Cada una de estas cuentas implica un conjunto de atomos cuyos grados
de libertad atomisticos no juegan un papel importante en el proceso considerado y
estan integrados. Con la ayuda de enfoques de tiempo de CG, la simulacion puede
acceder a dos o tres O0rdenes de magnitud de escalas mas largas y se puede
explorar un espacio-tiempo mas grande (Ingdlfsson et al., 2014).

Uno de los modelos estandar mas importantes es el modelo MARTINI desarrollado
por Marrink et al. En este modelo, muchos atomos en proteinas y lipidos se
aproximan como una particula segura y 4 moléculas de agua son tratadas como

una sola particula (Marrink et al., 2007).

En contraste del método experimental que ofrece informacion estructural y dinamica
con respecto a las moléculas que se promedian sobre una gran variedad de
moléculas, y en intervalos de la ventana de tiempo del método experimental, los
métodos computacionales, en particular la dinamica molecular (MD), pueden llegar
a obtener una resolucién atdémica y tiempo de observacion (en la duracién de 10 s
0 mas) por paso de diecisiete femtosegundos. Los céalculos del modelo pueden, si
se apoya en un modelo a escala atbmica correcto con los campos de fuerza
necesarios, proporcionar informacién muy cuidadosa sobre la estructura y dinamica

de las bicapas (Mouritsen y Bagatolli, 2016).

5.5.2 Estudios de la interaccion de la beta-ciclodextrinay membranas
biolégicas con enfoque de dindmica molecular.
Hasta el momento no hay estudios reportados con el compuesto o-
hidroxicinamaldehido y su interaccién con las ciclodextrinas, ni mucho menos como
la interaccién de estos con las membranas lipidicas desde el enfoque de la dinamica
molecular. Sin embargo, estos estudios si se han realizado con otros farmacos,

habiendo dos estudios de este tipo hasta el momento de redactar esta revision.
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Los compuestos con propiedades farmacologicas se relacionan con las
membranas. Esta interaccion de un farmaco con membranas 0 bicapas lipidicas se
reconocen su capacidad para realizar objetivos en los seres vivos a nivel
intracelular. Por lo tanto, investigaciones enfocadas en las interacciones farmaco-
membrana son de gran interés para el disefio de farmacos. Recientemente, se ha
reconocido que algunos farmacos interaccionan con la membrana de la bicapa
lipidica, ya sea al alterar la integridad de la membrana, aumentando la
permeabilidad de la bicapa, con la union a objetivos de macromoléculas
transmembrana disolviéndose dentro de la membrana, o fijando la conformacion de
la proteina de membrana alterando las propiedades de la bicapa lipidica
(MacCallum y Tieleman, 2008).

Dentro de las técnicas existentes para estudiar las interacciones entre moléculas
pequefias y membranas, las simulaciones de dindmica molecular (MD) son
ampliamente utilizadas para estudiar los sistemas farmaco-membrana: en la
obtencion de informacion acerca de la interaccion a escala molecular y la prediccion
de propiedades termodinamicas. Las simulaciones de MD son generalmente
convenientes para estudiar estos sistemas debido a las cualidades del método para
cuantificar interacciones no covalentes de la magnitud de la energia térmica, que a
menudo establecen la evolucidn y el ajuste de sistemas blandos como las bicapas

lipidicas (Kope¢, Telenius y Khandelia, 2013).

Como se ha reportado en la literatura y en este trabajo, algunos compuestos
presentan actividad farmacoldgica para objetivos especificos y propiedades toxicas
e irritabilidad cuando no se encuentran en los lugares correctos de actividad

terapedtica.

Diversos métodos y sistemas de administracion de farmacos se han desarrollado
continuamente con el objetivo de mejorar la eficacia de los farmacos y, en
consecuencia, reducir la toxicidad mediante el transporte directo a objetivos
especificos. Es en este contexto donde las ciclodextrinas se presentan como

posibles portadores de farmacos.
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Segun la clasificacion de farmacos biofarmacéuticos, dos factores principales miden
la capacidad de transporte de los farmacos, la solubilidad y la permeabilidad del
farmaco a través de las membranas bioldgicas (Amidon, 1995). Diversos estudios
realizados por métodos experimentales y tedéricos han demostrado que el aumento
de la solubilidad acuosa de farmacos lipofilicos con la inclusion de ciclodextrinas
conduce a una mayor eficacia del farmaco. La administracién de farmacos usando
beta-ciclodextrinas puede suceder por dos mecanismos principales: 1) el farmaco
se disocia de las beta-ciclodextrinas y posteriormente se adsorben en la superficie
de la membrana y 2) el complejo farmaco-beta-ciclodextrina se transfiere
directamente a la membrana en la que la asociacion y permeabilidad del complejos
posiblemente estan controlados por la barrera de la capa de agua sin movimiento
(UWL, por sus siglas en inglés) en la superficie de la membrana . Los complejos
farmaco-BCD penetran a través del UWL para alcanzar la superficie de la
membrana a través de la difusion pasiva, pero es posible que no lleguen al interior
de la membrana debido a su tamafio y otras propiedades fisicoquimicas. En
realidad, la uniébn de BCD en la interfase agua-lipido ha sido probada
experimentalmente mediante la extraccion de colesterol por beta-ciclodextrina.
Hasta el momento, no hay un trabajo que detalle la administracion de farmacos en
las membranas con la interaccién de la capa sin agitar y la membrana en la
asociacion del complejo farmaco-beta-ciclodextrina (Tommasini et al., 2004; Zhang
et al., 2013).

Asi, en los ultimos afios, la comprension de sistemas biolégicos como las
membranas se ha logrado mediante la aplicacion de la dinamica molecular. En este
contexto, se han logrado: 1) simulaciones en fase lipidica que han permitido
explicar como pequefias moléculas interaccionan con las membranas lipidicas, 2)
la translocacion de la ribosa y sus dos diastereémeros en 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina (POPC) y 3) estudiar las propiedades fisicoquimicas,
interaccion del huésped y autoagregacion de moléculas de glucosa como
ciclodextrinas tanto en fase gaseosa como en fase de solucion (Wei,2009).
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Se puede comprender los sistemas de administracion de farmacos que se basan en
la aplicacion de ciclodextrinas como carga de farmaco mediante la evaluacion de la
afinidad de unién del farmaco a la ciclodextrina y la complejidad misma. La
liberacion de farmacos se ha descrito en estudios en términos de la interaccion
del farmaco, ciclodextrinas y el complejo farmaco-ciclodextrinas con membranas

lipidicas (MacCallum y Tieleman 2008; Khuntawee et al., 2015).

En trabajos recientes se han realizado simulaciones para estudiar el
comportamiento de las ciclodextrinas con la bicapa lipidica (Khuntawee et al., 2015).
Se han realizado configuraciones de beta-ciclodextrinas con distintas orientaciones
a una distancia de 3.5 nm en la direccidon z del centro de la bicapa. Todas las
simulaciones se realizaron utilizando GROMACS y la membrana POPC fue
simulada con el mismo programa (Berger et al., 2015). Los parametros modificados
y la molécula de beta-ciclodextrina se puede describir mediante GROMOS. Asi, las
visualizaciones moleculares se pueden realizar utilizando el software Visual
Molecular Dynamics (VMD) (Khuntawee et al., 2015). Este grupo de trabajo
encontré que basados en las simulaciones de MD de la molécula de B-ciclodextrina
con bicapa lipidica en la escala de tiempo de microsegundos, la molécula [B3-
ciclodextrina penetraba espontdneamente hacia la superficie lipidica, pero no
avanzaba mas hacia la region de la cola bicapa de acuerdo con los céalculos de
energia libre. Observaron una distorsion de la bicapa cuando la molécula de [B3-
ciclodextrina se adhirié a la superficie de la bicapa. Por el contrario, la formacion de
poros de agua en la bicapa lipidica posiblemente ocurria cuando la molécula de [3-
ciclodextrina permanecia dentro de la bicapa. Los resultados de la simulacién
también mostraron que el borde secundario de la molécula de [B-ciclodextrina
contribuy6 principalmente a las interacciones [-ciclodextrina -lipido en las que
siempre se encontraron 5-7 enlaces de hidrogeno entre el borde secundario y las
cabezas lipidicas durante todo el tiempo de simulaciéon. Curiosamente, las
conformaciones de la molécula B-ciclodextrina cambiaban en varias fases de
solvatacion (agua, interfase agua-bicapa y bicapa) debido a la pérdida de los
enlaces de hidrégeno intramoleculares. Observaron la interfase agua-bicapa. Estos

hallazgos podrian estar relacionados con el mecanismo de liberacién del farmaco;
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sin embargo, aun queda mucho trabajo por hacer para comprender la funcién del 3-

ciclodextrina como posible portador del farmaco (Khuntawee et al., 2015).

Se ha estudiado la a-mangostina, un farmaco con actividad similar al o-
hidroxicinamaldehido. La a-mangostina (MGS) exhibe diversas actividades
farmacoldgicas, que incluyen propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antibacterianas y antiinflamatorias. Sin embargo, su baja solubilidad en agua es el
principal obstaculo para su uso en aplicaciones farmacéuticas (Hotarat et al.,
2020). Para aumentar la solubilidad en agua de MGS, la formacién de complejos
con beta-ciclodextrinas (BCD), particularmente con la BCD nativa y su derivado 2,6-
dimetil-3-CD (DMBCD) fue una técnica prometedora. Aunque ha habido varios
informes sobre la adsorcién de BCD en la bicapa lipidica, la liberacion del complejo
de inclusion MGS/BCD a través de la membrana bioldgica sigue sin estar clara. En
el estudio (Hotarat et al., 2020) se investigo la liberacion de MGS de las dos BCD
diferentes (BCD y DMBCD) a través de la bicapa lipidica. En primer lugar, la
adsorcién de MGS libre, BCD libres, y la formaciéon de complejos de inclusion se
estudid mediante simulacion de dindmica molecular convencional. EI MGS en
complejo con esos dos BCD fue capaz de liberar espontdneamente MGS libre en la
membrana interna. Sin embargo, tanto las moléculas de MGS como las de DMBCD
penetraron potencialmente en la regibn mas profunda de la membrana interior,
mientras que la BCD solo se adsorbid en la superficie de la membrana externa. La
interaccién entre el borde secundario de BCD y los grupos fosfato de 1-palmitoeil-2-
oleoil-glicero-3-fosfocolina (POPC) de la membrana mostré el mayor nimero de
enlaces de hidrogeno (hasta 14) correspondientes a la ubicacion favorable de BCD
en la membrana de POPC. Ademas, los hallazgos sugirieron que la energia
electrostatica era la principal fuerza impulsora de la adsorcién de BCD en la
membrana POPC, mientras que las interacciones de van der Waals desempeiiaban

un papel predominante en la adsorcion de DMBCD.
6. CONCLUSIONES

Se logro realizar una revision bibliografica acerca de las ciclodextrinas y la posible

encapsulacion del farmaco o-hidroxicinamaldehido como solucion al cancer de
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colon en la inhibicion de la via Wnt/B-catenina. Se investigaron los efectos del o-
hidroxicinamaldehido sobre la via Wnt/B-catenina y se revisaron estudios de CDs y

farmacos con simulacion molecular.

Se sabe que siendo la via de sefalizaciobn Wnt/beta-catenina una causa principal
del cancer de colon, se han propuesto fArmacos para esta via, dentro de los cuales,
el o-hidroxicinamaldehido es un compuesto del cual se han reportado actividades
biologicas antiangiogénicas, antiinflamatorias, antiagregantes plaquetarias y
antiproliferativas de celulas del cancer de colon. Este farmaco inhibe la interaccion
de la B-catenina con TCF/LEF dentro de la via de senalizacién Wnt/ 3-catenina, por
tanto, el blanco molecular de nuestro farmaco de estudio es la B-catenina. Sin
embargo, se sabe que este compuesto es toxico e irritable durante su consumo,
presentando una extrema toxicidad con un DL50) de 750 mg/kg que es comparable
al del arsénico metalico (DL50 de 763 mg/kg), por esta razones desde el afio 2013
no hay mas estudios sobre este farmaco, puesto que su baja solubilidad dificultaba

aun mas su aplicacion.

En esta tesis, una de las razones por la cual se escogi6 este farmaco de entre todos,
es que no hay muchos estudios sobre el, se mantuvo olvidado mucho tiempo y la
propuesta para su aplicacion es transportarla de manera segura al citoplasma de

las células donde ejerce su accién terapéutica.

En el contexto de la dindAmica molecular, simular interacciones de esta molécula con
las ciclodextrinas resulta interesante teniendo en cuenta que la estructura en forma
de cono truncado de las ciclodextrinas ofrece el potencial de encapsular pequefas
moléculas hidrofobas y, en consecuencia, mejorar su estabilidad y actividad
biologica, el desarrollo del encapsulamiento de o-hidroxicinamaldehido en
ciclodextrinas resulta ser una técnica poderosa y viable para liberacion del farmaco
a su destino de manera adecuada y segura para el organismo, es decir, controlando

la liberacion del farmaco a través de la membrana bioldgica.

Las ciclodextrinas naturales incluyen a-CD, 3-CD y y-CD que constan de seis, siete

y ocho subunidades de glucosa, respectivamente, mediante las cuales pueden
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mejorar eficazmente la solubilidad de compuestos poco solubles. Entre estas
ciclodextrinas nativas, la B-CD es la CD mas comunmente utilizada en aplicaciones
farmacéuticas e industriales debido a su tamafio de cavidad adecuado para

encapsular varias moléculas hidréfobas y mejorar su solubilidad.

Para mejorar las propiedades de la beta-ciclodextrina, se ha demostrado en la
literatura que sustituyentes en algunos de los grupos hidroxilo presentes en la
molécula de B-CD mejoran la solubilidad en agua de algunos farmacos, por tanto,
realizar derivados de beta-ciclodextrinas para encapsular el o-hidroxicinamaldehido

es una poderosa opcion a tomar en cuenta.

Generalmente, las regiones hidréfilas externas o los grupos funcionales polares en
las moléculas de las ciclodextrinas mejoran la adsorcién del farmaco/molécula
encapsulada en los grupos de cabeza polar de la membrana lipidica antes de
entregar la molécula a través de la membrana. Estudios han demostrado que las
ciclodextrinas promueven el transporte del farmaco a través de la capa de la

membrana a través de la difusion pasiva.

Actualmente, hay varios métodos y modelos disponibles para predecir la
permeabilidad del farmaco a través de una membrana biolégica. La simulacion de
dindmica molecular juega un papel importante en la determinacion del
comportamiento dindmico y el proceso de liberacion de los complejos farmaco-

ciclodextrinas a nivel atbmico.

Por ultimo, de acuerdo a la literatura se estima que el comportamiento de liberacion
del o-hidroxicinamaldehido de la cavidad hidrofébica de la beta-ciclodextrina se
puede observar mediante dos enfoques: Aplicando simulaciones de MD para
investigar la adsorcion del farmaco libre en la superficie lipidica en comparacion con
el farmaco complejado con beta-ciclodextrina, considerando las diferentes

conformaciones iniciales del compuesto dentro de la cavidad de la B-CD.

Simulaciones de MD por triplicado durante un periodo determinado mostrarian que

tan probable es que el farmaco se libere espontaneamente de la cavidad de la (-
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CD. Ademas, los perfiles de energia libre para la liberacién de los complejos de
inclusion farmaco/B-CD a través de la membrana lipidica indican los minimos de

energia durante el proceso de translocacion del farmaco.
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