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¢ RESUMEN

En este trabajo de tesis primeramente se presentan y comentan los
resultados correspondientes al disefio y sintesis de una serie de moléculas
de la clase de las 2,2-difenil-1,3,2-oxazaborolidin-5-onas, obtenidas a partir
de la reaccion entre un a-aminoacido y acido difenilborinico, en condiciones
alcalinas de reaccion; éstas, en lo general, se generaron con mejores
rendimientos que los reportados previamente en medio acido.
Complementariamente, se presentan los valores de los parametros
fisicoquimicos determinados para las moléculas estudiadas, en donde se
observo que la molécula obtenida a partir de la glicina, presenté el mejor
caracter lipofilico que el resto de la serie estudiada, asi mismo se demostrd
que la presencia de diferentes sustituyentes en la estructura fundamental
estudiada, disminuye la lipofilicidad de las mismas. Finalmente, se realizd
una apropiada discusién alusiva a la cuantificacion del porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular, encontrandose que el total de las
difeniloxazaborolidinonas evaluadas dieron resultados positivos a esta
prueba ademas se determiné la potencial actividad inductora de apoptosis de
las moléculas objetivo, demostrandose que el derivado de glicina indujo
apoptosis de manera significativa cuando se trataron células de linfoma
murino L5178Y por 24 h a una concentracion de 100uM. Lo anterior se
confirmé por la presencia de manera significativa (p< 0.05) de fosfatidilserina

externalizada, bajo potencial de membrana mitocondrial, presencia de la
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caspasa 3 activa, asi como fragmentacion internucleosomal del DNA,
ademas de presencia de cuerpos apoptoticos.
Por lo que la 2,2-difenil-1,3,2-oxazaborolidin-5-ona obtenida de glicina, es la

molécula con las mejores perspectivas en cuanto a la induccion de apoptosis

de la serie estudiada.
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¢ ABSTRACT

The results of this study show that the modification of the fourth position of
this ring by inserting an heterocyclic indole ring or any of the R-groups clearly
decreased the observed effect in comparison with the lead compound
obtained of glycine. In spite of the fact that 2,2-diphenyl-1,3,2-oxazaborolidin-
5-one was more active than the other nine amino acid derivatives, the latter
showed a significant concentration dependent growth inhibition of L5178Y
cells. Apoptosis of this compound was quantified by flow cytometry using
Annexin V to evaluate the flip-flop of phosphatidylserine, (an indicator that the
cell is entering the apoptotic process), caspase 3, mitochondrial
transmembrane potential, DNA fragmentation. This cell shrinkage was
observed as a reduction in the FSC obtained. In conclusion, as indicated in
the literature, glycine and its N-derivatives shown cyto-protective effects, as
indicated in the literature. Our results confirm that the modification of both the
amino and hydroxyl carboxylic groups give rise to apoptotic inducing
compounds, unlike the effect of glycine alone, which acts as an apoptotic
protector. Further studies are needed to clarify the mechanism of action of the

active 2,2-diphenyl-1,3,2-oxazaborolidin-5-ones.
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Una de las enfermedades que afecta a cualquier grupo social sin importar la
raza, el sexo, la edad o el nivel socio-econémico, es el cancer. Al respecto,
se han descrito mas de un centenar de tipos diferentes de cancer, la causa
exacta del desarrollo de esta enfermedad no se conoce a ciencia cierta,
aunque se tienen bien identificados algunos factores de riesgo que de alguna
manera u otra la favorecen, entre los que se encuentran la edad, el sexo, los
factores genéticos, ademas de los hormonales y nutricionales, sin dejar de
lado los ocupacionales asi como los ambientales, entre otros.

Se ha reconocido que el cancer se desarrolla de una unica célula progenitora
genéticamente dafada. En las células cancerosas, el proceso de muerte
celular programada o apoptosis el cual se define como: una forma de deceso
celular caracterizada por la ejecucibn de un programa de muerte
perfectamente sincronizado y codificado genéticamente, se encuentra
inhibido.

Por otro lado, un buen numero de informes en la literatura especializada,
mencionan el efecto citoprotector frente a la muerte celular por apoptosis en
modelos tanto in vitro como in vivo de la molécula de glicina. Asi mismo
algunos N derivados de la glicina han demostrado tener un efecto semejante.
Sin embargo, estudios farmacolégicos de otra serie de derivados de la glicina
en donde particularmente se ha modificado tanto el grupo hidroxilo del
sistema carboxilico asi como el nitrégeno del grupo amino, han exhibido

actividad inductora de apoptosis en células de glioma C6.
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Adicionalmente es conveniente mencionar que en los ultimos 50 afos, ha
habido un interés creciente por las aplicaciones bioldgicas del atomo de boro.
Por lo cual se ha aplicado en la terapia de captura de neutrones,
obteniéndose buenos resultados, asi mismo, se ha estudiado y demostrado
que las moléculas que en su estructura incluyen enlaces del tipo B-N tienen
actividad biolégica interesante como insecticida, fungicida, ademas de
herbicida, y antineoplasica.

Finalmente, la resistencia adquirida de células tumorales después de un
tratamiento convencional de quimioterapia es el mayor problema que se
presenta en la clinica, por lo que, el desarrollo de nuevas moléculas
anticancerigenas con marcada selectividad farmacoldgica, bajo costo
ademas de un menor numero de reacciones adversas, ha conducido los
esfuerzos de los quimicos para disefar un sin numero de moléculas, las
cuales puedan actuar a través de diferentes mecanismos sobre las células
tumorales. También, es conveniente mencionar que, al llevar a cabo un
disefio racional de moléculas las cuales puedan ser empleadas como
farmacos, se deben de tener en consideracibn una serie de factores
fisicoquimicos y estructurales, los cuales de una manera u otra pueden
influenciar la respuesta bioldgica esperada; por lo que se hace necesario
conocer sus propiedades lipofilicas, hidrofilicas, energéticas asi como la
contribucion que los sustituyentes puedan estar aportando a las mismas.

Al respecto, en este trabajo de tesis doctoral, en primer lugar se disefiaron y

sintetizaron una serie de diez y ocho moléculas de la serie de las 2,2-difenil-
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1,3,2-oxazaborolidin-5-onas, las cuales comunmente se han obtenido de la
reaccion entre un a-aminoacido y acido difenilborinico, empleando
condiciones de reaccion acidas; sin embargo durante esta investigacion se
llego a su sintesis en condiciones alcalinas dando origen a un nuevo
protocolo para su generacion. En este sentido es conveniente hacer mencién
que se mejoraron en forma general los rendimientos de reaccion con
respecto a los informados previamente por otros autores. La identificacion de
las moléculas objetivo se realizo por medio de técnicas espectroscopicas
comunes en el ambito quimico: resonancia magnética nuclear de 'H, *C y
"B, asi como espectrometria de masas empleando la técnica de ionizacién
por impacto electrénico y experimentos de alta resolucion para establecer
peso y composicion elemental de los productos, ademas de la determinacién
de grupos funcionales por espectrofotometria de absorcion infrarroja. En una
segunda etapa, y empleando protocolos preestablecidos y avalados
internacionalmente, se determinaron los valores de KD y Log P de la serie de
compuestos estudiados, encontrandose que la difeniloxazaborolidinona
obtenida a partir de la glicina, presento los mejores valores al respecto de
estos parametros que el resto de las moléculas sintetizadas, observandose
una tendencia a disminuir al incluir en su estructura grupos hidrofilicos.

Finalmente en una tercera etapa, por cierto la mas importante, se hizo un
estudio profundo para la determinacién del caracter citotoxico de este grupo

de moléculas, encontrandose que los productos exhiben en diferente
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proporcion efectos citotdxicos sobre las células de linfoma murino L5178Y,
atribuyéndosele a la molécula generada a partir de glicina, el mayor efecto
citotoxico. En este mismo contexto y de manera complementaria se valoro la
actividad inductora de apoptosis de los compuestos estudiados
determinandose que el derivado de glicina indujo apoptosis en células de
linfoma murino L5178Y al ser tratadas con una concentracion de 100uM por
24 h, de manera significativa. Esta evaluacion se realizo mediante la
cuantificacion de las células tratadas con los compuestos de interés que
mostraban fosfatidilserina en la superficie celular, bajo potencial de
membrana mitocondrial, ademas de la presencia de la caspasa 3. La
fragmentacion internucleosomal del DNA, la cual es caracteristica de la
muerte celular via apoptosis, se juzgo por medio de las técnicas de pico sub
Go/Gy, TUNEL vy electroforesis de DNA. Complementariamente, las
caracteristicas morfologicas de las células que estan muriendo por apoptosis,
se evidenciaron al tefirse con giemsa, dada la presencia de cuerpos
apoptaoticos, asi como una alteracion contundente de la membrana celular.

Con los datos generados de la actividad apoptética, en este trabajo de tesis,
se determindé que la 2,2-difenil-1,3,2-oxazaborolidin-5-ona obtenida de
glicina, presento las mejores expectativas como molécula antineoplasica de
manera significativa, con respecto al grupo control y al resto de las moléculas

evaluadas.
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% CANCER
El cancer es una enfermedad que se presenta en cualquier grupo social sin
importar raza, sexo, edad o nivel socio-econdémico.
La primera informacion escrita sobre el tratamiento de un paciente con
cancer data del afio 1600 a.C. y se trata de un papiro egipcio que relata la
primera operacidn quirurgica para la extraccion de un tumor soélido (De Vita et
al., 1999). Hay mas de cien tipos diferentes de cancer, pero la causa exacta
de esta enfermedad aun no se conoce. Sin embargo, se tienen bien
identificados algunos factores de riesgo que pueden desencadenar la
enfermedad. Dentro de éstos se encuentran la edad, sexo y predisposicion
genética.
Sin embargo, hay otros circunstancias como las hormonales, nutricionales
(dietas altas en grasa, alimentos ahumados, alcohol), ocupacionales
(radidlogos, deshollinador), ambientales (radiaciones ionizantes), o el estilo
de vida que pueden ser eliminadas minimizadas o controladas, permitiendo
de esta manera prevenir el cancer (De Vita et al., 1999; Cotran et al., 1995).
La neoplasia (que en latin significa “nuevo crecimiento”) es una anormalidad
en la diferenciacion, maduracién y control del crecimiento celular. Por lo
comun, las neoplasias se reconocen por la formacién de masas de tejido
anormal (tumores). El término tumor se puede aplicar a cualquier hinchazén y
en este contexto, uno de los sintomas principales es la inflamacién, pero se

emplea con mas frecuencia para denotar una neoplasia sospechada. Las
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neoplasias pueden ser benignas o malignas dependiendo de varias
caracteristicas, principalmente por la capacidad de las neoplasias malignas
de propagarse a partir del sitio de origen. Las neoplasias benignas crecen
pero permanecen localizadas. Al respecto, el cancer denota una neoplasia
maligna (Chandrasoma y Taylor, 1994). Como se mencion6 anteriormente, el
cancer es una enfermedad que se presenta indistintamente en cualquier
persona, por lo que en nuestro pais se considera un serio problema, y todos
los esfuerzos encaminados a la generacion de nuevas moléculas

entineoplasicas cobra singular importancia.

+EL CANCER UN PROBLEMA DE SALUD EN MEXICO.

En México, las defunciones causadas por el cancer se distribuyen de
acuerdo a la edad y al sexo (Graficas 1 y 2). Es asi que, entre la poblacion
de uno a cuatro afnos, los tumores malignos son la quinta causa de muerte
(6.1 % del total de muertes); entre 5 y 14 afos, este tipo de tumores
representa la segunda causa de muerte (15.1 %), solo la leucemia causa el
57.6 % de estos fallecimientos. Por otro lado, en la poblacién entre 15 a 24
afnos representa la tercera causa de muerte en general (7.8 %), en los
varones es la cuarta causa de muerte y en las mujeres la segunda.
Asimismo, en la poblacién de edades comprendidas entre 25 a 34 anos los
tumores malignos se ubican como la tercera causa de muerte en general
(9.1 %) de los decesos), este mismo porcentaje se presenta en la poblacion

de entre 35 a 44 anos. La segunda causa de muerte es debida a los tumores
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malignos en la poblacién entre 45 a 64 afos de edad. Finalmente, en la
poblacién mayor a 65 afos, los tumores malignos significan la tercera causa
de muerte (13.3 % del total de decesos). Por lo anterior, la investigacion
cientifica encaminada al disefio de moléculas utiles en la terapia oncogénica,
en todos los ambitos: quimico, fisicoquimico, farmacoldégico, toxicologico etc.

justifica ampliamente este tipo de investigacion.
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Grafica 1.- Incidencia de casos de cancer informados por el INEGI en el

2005, en mujeres.

0.30 -+
0.25 +
0.20 +
)
o
7
©
© 0.15
)
o
X
0.10 4
0.05 +
0.00 -
, o ) o
& & @00 S & & O L F PSS
& O D & S F & 2 o
(\0 N\ Q\) \"0 000 (\0 N "b(\ QO
"o\\ & N2 (\0 \\\tbe Q
S° 4
& &0
'\ © O
S ‘ @
< « ©
> N
K
S
>
$

Grafica 2.- Incidencia de casos de cancer informados por el INEGI en el
2005, en hombres.

+ BASES MOLECULARES DEL CANCER
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El cancer es considerado como una enfermedad genética. Los tumores se
desarrollan de una unica célula progenitora genéticamente danada
(Chandrasoma y Taylor, 1994; Stevens y Lowe, 1997; Klug y Cummings,
1999).

Existen tres familias de genes que, cuando sufren una lesion, pueden dar
origen al desarrollo del cancer. los protooncogenes, facilitadotes del
crecimiento, los genes supresores, que inhiben el crecimiento tumoral, y los
genes, que regulan la apoptosis. La carcinogénesis es un proceso
multifactorial. Los atributos de la malignidad, es decir, la capacidad de
invasién, el crecimiento excesivo y la evasion del sistema inmunitario, son
rasgos que se adquieren paso a paso en un proceso que se denomina
progresion tumoral. Sin embargo, ninguna alteracién genética aislada es
suficiente para inducir la aparicion de cancer in vivo. Los multiples controles
ejercidos por las tres categorias de genes (oncogenes, genes de supresion
tumoral y genes reguladores de la apoptosis) deben desaparecer o alterarse
para que a su vez aparezcan las células tumorales (Cotran, 1995; Klug y
Cummings, 1999). Al respecto, se han desarrollado diferentes terapias con el
fin de controlar y en algunos casos eliminar las células cancerosas. A
continuacién y de manera general se describen las aplicaciones de cada una

de ellas.

% TRATAMIENTO
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El tratamiento del cancer es muy variable y depende del tipo, localizacion,
tamano del tumor y tiempo en su diagndstico, ademas del estado general de
salud del paciente. En algunos casos, el tratamiento a elegir consiste en la
remocion directa del tumor o la eliminacion o estimulacidon de las sefiales
propias de la division celular. Existen por lo menos cuatro alternativas
generales de tratamiento de las neoplasias, en algunos casos se hace
necesario recurrir al empleo de mas de una de ellas, para la adecuada
erradicacién del tumor: (Chandrasoma y Taylor, 1994; Stevens y Lowe,

1997).

o Cirugia. Es el primer tratamiento a elegir, para los casos donde el

tumor se detecta en una etapa temprana.

o Radioterapia. Se puede usar en conjunto con cirugia o tratamientos
farmacolégicos y el objetivo es matar directamente a las células

cancerosas por medio de radiaciones de alta energia.

e Inmunoterapia. Estos modifican la relacion huésped tumor,

modificando la respuesta biolégica del huésped.

e Quimioterapia: Esta coadyuva y complementa sistematicamente el
tratamiento local de los canceres de mama, colon y recto, ademas se

emplea como parte de un procedimiento para el tratamiento inicial de
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muchas otras neoplasias incluso en etapas avanzadas de cancer de

cabeza y cuello, pulmén, cervicouterino y esofagico.
Particularmente en este trabajo de tesis, se han disefado y evaluado
biolégicamente una serie de moléculas que puedan ser, en un futuro
empleadas como un farmaco quimioterapéutico. Hay pocos medicamentos
disponibles en el mercado que presentan tantos efectos adversos como los
mostrados por los farmacos antineoplasicos. Los farmacos sintetizados
durante los afos 1950 a 1970 y que fueron empleados en la quimioterapia
oncoldgica, interactuaban en gran medida con el DNA o sus precursores e
inhibian la sintesis de nuevo material genético o causaban dafio irreparable
al propio DNA (Martinez y Chacon, 2005). Los esfuerzos para mejorar y
generar quimioterapéuticos cada vez mas especificos, ha conducido al
desarrollo de diferentes agentes anticancerigenos. En la Figura 1 se
presenta de manera general los sitios de accion de algunos farmacos
empleados en la terapia oncoldgica. Al respecto, algunos de los mecanismos
de estos farmacos, tratan de favorecer el proceso apoptotico por diferentes
caminos en células cancerosas en donde este proceso se encuentra
inactivado por lo que el estudio de los mecanismos de activacion de la

apoptosis se hace necesario.
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Figura 1.- Farmacos de accién antineoplasica.
s APOPTOSIS
De manera general, se reconocen dos tipos de muerte celular: una de ellas
conocida como necrosis, la cual fue descrita desde 1858 por Virchow, y la
apoptosis, la cual se describié detalladamente a partir del afo de 1965. La
necrosis puede definirse como un fendmeno degradativo producido por dafio
repentino y severo. Este fendmeno se puede desencadenar por factores
como la isquemia, la hiperertemia o hipotermias severas, el trauma fisico o
quimico, asi como altas concentraciones de agentes toxicos (Mi Ja, et al.,
2005; Moffatt, 2000; Masquelier, 2004; Pulido, 2003). Por otro lado, la
apoptosis se define como una forma de deceso celular caracterizada por la
ejecucion de un programa de muerte perfectamente sincronizado con el cual
cuentan todas las células y que esta codificado genéticamente (Sanchez-
Torres y Diosdado, 2003; Evan y Vousden, 2001). Este se caracteriza, por
cambios morfologicos y estructurales ademas de un aumento en el tamafo
mitocondrial, liberacién del citocromo c, condensacion de la cromatina,
activacion de las caspasas, fragmentacion internucleosomal ordenada del
DNA, asi como la fragmentacion celular (Yuan et al., 2006; Bursch et al.,
1992; Ming-Jie et al., 2004; Shakibaei et al., 2005; Schultz y Harrington,
2003). Al respecto, en la Tabla 1, se presentan las caracteristicas

morfologicas y bioquimicas propias del proceso apoptotico (Ramirez, 1999).
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El término apoptosis deriva del griego apo que significa separacion o
derivacion y ptosis caida. El término resalta el caracter fisiologico de la
apoptosis, ya que implica que para que un organismo funcione
adecuadamente no solo debe tener la capacidad de producir nuevas células,
sino también la habilidad de eliminar las que ya no cumplen con las

funciones que tienen asignadas.

Tabla 1.- Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de la apoptosis.

Alteraciones morfoldgicas. Alteraciones
bioguimicas/funcionales.

Disminucion del tamario celular. Aumento de calcio idnico libre.
Condensacion del citoplasma. Interaccién entre Bcl2/bax.
Engrosamiento del Deshidratacion celular.

reticulo endoplasmico.

Cambios en la membrana nuclear. Pérdida del potencial de membrana
mitocondrial.

Fragmentacion nuclear. Protedlisis.

Pérdida de estructura de la Externalizacién de fosfatidilserina.

superficie celular.
Formacién de cuerpos apoptaticos. Protedlisis de la lamina B.
Células aisladas. Desnaturalizacion del DNA.

La célula es fagocitada rapidamente. Fragmentacién de DNA en 50-
3000Kd.

No hay reaccion inflamatoria. Division intrernucleosomal.
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La apoptosis es un proceso innato y evolutivamente conservado, en el cual
las células se inactivan, se desensamblan y degradan su propia estructura y
componentes de manera coordinada y caracteristica (Ameisen, 1996).

El proceso apoptdtico se puede dividir en tres etapas: La fase de iniciacion,
ésta puede ser activada por diferentes sefiales intra o extracelulares. Las
primeras son originadas por estrés bioldgico el cual provoca la liberacion del
citocromo ¢ de la mitocondria, esta via se reconoce como via intrinseca
(Dong-Ming et al., 2004). Por otro lado, algunas sefales extracelulares
activan este proceso, al unirse a su ligando presente en la membrana
plasmatica de la célula blanco, esta via se reconoce como extrinseca
(Hengartner, 2000; Nagata, 1999).

En la fase de ejecucioén, las células que han recibido una sefial que activa la
apoptosis, pierden contacto con las células vecinas y el citoplasma se
contrae provocando una disminucion en el tamafo celular (Fig. 2 A). Los
organelos citoplasmaticos permanecen intactos, sin embargo, en la
mitocondria se dan cambios como la reduccidn del potencial
transmembranal, el desacoplamiento de la cadena de transporte de
electrones para sintesis de ATP y el incremento en la generacién de
especies reactivas de oxigeno (Fig. 2 B) (Kroemer et al., 1997; Madeo, et al.,
1999; Esteve, et al., 1999). En etapas posteriores, la cromatina se condensa
manteniéndose alrededor de la envoltura nuclear y se fragmenta (Fig. 2 C).
Finalmente, la célula apoptdtica genera un numero variable de vesiculas de

diferentes tamanos rodeados de membrana plasmatica integra, que contiene
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partes de de la cromatina y de los organelos celulares. A estas vesiculas se

les reconoce como cuerpos apoptéticos (Fig. 2 D) (Cohen, 1993).

\_ > & %)

Fig. 2.- Cambios morfologicos y bioquimicos de una célula en apoptosis.
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A nivel bioquimico, cuando un inductor de apoptosis llega a su célula blanco,
avanza a través de ella gracias a intermediarios que dirigen dicha sefial hacia
la maquinaria enzimatica (caspasas) responsable de los cambios que
presenta la célula durante la apoptosis (Kroemer et al., 1997; Mehmet, 2000;
Thornberry y Lazabnik, 1998; Vaux y Strasser, 1996). La apoptosis es
mediada por la accion proteolitica de las caspasas las cuales son cisteinil
proteasas (Cohen, 1997). Existen descritas 14 caspasas diferentes en
mamiferos de las cuales 12 se han descrito en humanos (Nicholson, 2000).
Tanto la apoptosis inducida por union del receptor con su ligando, como la
desencadenada por la liberaciéon del citocromo c¢ al citoplasma provocan la
activacion de estas enzimas. Las caspasas que se activan durante la muerte
apotética, dependen del estimulo pudiendo converger en las caspasas que
intervienen al final de la cascada de sefalizacion (Cregan et al., 2004) (Fig.
3).

Las caspasas son sintetizadas como zimoégenos, por lo que requieren de un
procesamiento proteolitico para volverse activas (Mehmet, 1997; Thornberry,
1998). Entre algunas de las funciones de las caspasas esta la inactivacion de
proteinas que normalmente protegen a la célula de la muerte por apoptosis
de aquellas involucradas en la reparacién de ADN y de las encargadas de la
organizacion del citoesqueleto (Kothakota, 1997), ademas de participar en la
destruccion de la lamina nuclear (Goulet et al., 1998; Neamati et al., 1995) y
de inducir la expresion de sefiales que las marcan para ser fagocitadas

(Platt, 1998). Existen informes que indican que la familia TNF son potentes
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inductores de la apoptosis mediada por caspasa en una gran variedad de
células, las cuales pueden ser activadas por la transcripcion del factor NF-kB
(Ashkenazi, y Dixit, 1990; Bradham et al., 1998; Xu et al., 1998).

La caspasa 3 activa, es un marcador de células en vias de apoptosis, esta
caspasa consiste en un heterodimero de subunidades de 17 y 12 KDa
derivadas de una proenzima de 32 KDa. Esta cisteinilproteasa es una de las
mas importantes dentro de la fase de ejecucion de muerte celular y puede
ser activada durante los estados tempranos de apoptosis y por otros
miembros de la familia de las caspasas, asi como por moléculas localizadas
en el citoplasma, por ejemplo BCI-2 (como resultado de dafio mitocondrial) y
D4-GDI en el nucleo. Por otro lado, la fragmentacién del ADN ha sido el sello
distintivo de un proceso apoptético (Chen et al., 2004; Deng et al., 2004).
Este primeramente se fragmenta en pedazos de 50 a 300 Kilobases vy,
posteriormente, en pequefios fragmentos de 180 a 200 pares de bases y
multiplos de ellos, que en un corrimiento electroforético se reconoce como
patrén de escalera (Enari, 1998; Collins et al.,, 1997; Cohen y Duke, 1984;

Pandey et al., 1997).
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Figura 3.-Mecanismos bioquimicos de la apoptosis.

Las dos vias de activacién del proceso apoptético, tanto la extrinseca como
la intrinseca, pueden confluir en la caspasa 3, la cual es comun en las dos
vias (Bajt, 2001).La via extrinseca puede ejemplificarse con la senal pro-
apoptotica que se desencadena por la union de Fas con su ligando. FasL
(CD95L) es un trimero que al unirse con Fas induce la trimerizacion de este.
Esta unién provoca el reclutamiento del complejo DISC al dominio

citoplasmatico de Fas. DISC contiene proteinas adaptadoras que permiten la
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unién de la pro-caspasa 8 favoreciendo su autoactivacion; la caspasa 8
puede entonces activar a las caspasas efectoras 3, 6 y 7 (Hengartner, 2000;
Nagata, 1999). Aunado a esto, la caspasa 8 puede activar a BID (miembro
de la familia pro-apoptética Bcl-2) y ésta inducir la liberacion del citocromo c y
Apaf-1 de la mitocondria para fomentar el apoptosoma y activar también la
via intrinseca.

La via intrinseca o mitocondrial se activa por estrés y otras sefiales que
provocan la traslocacion a la mitocondria de miembros pro-apotéticos de la
familia Bcl-2, como Bax, con la posterior liberacion del citocromo ¢ al citosol,
lo cual se acompafa de pérdida del potencial de membrana mitocondrial y
desestabilizacion de la membrana externa de la mitocondria. Ya en el citosol,
el citocromo ¢ se une a Apaf-1 y una vez unido y en presencia de dATP o
ATP se forma el complejo conocido como apoptosoma. La formacion del
apoptosoma conduce de manera irreversible al desencadenamiento del
proceso apoptotico, ademas recluta y activa a la pro-caspasa 9, la cual
puede a su vez activar a las caspasas 3, 6 y 7 (Kroemer et al, 1998). Estas
son las responsables de los cambios morfolégicos y bioquimicos que ocurren
en las células apoptdoticas, ya que entre sus sustratos se encuentran
proteinas del citoesqueleto, de la membrana nuclear y las encargadas de la
reparacion del ADN, entre otras.

Aunque la muerte celular ocurre de manera constante en un organismo, las
células que estan muriendo por apoptosis son rara vez vistas in situ, debido a

que son rapida y eficientemente removidas por células fagociticas (Wyllie et
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al., 1980; Cohen, 1993; Platt, 1998; Cohen et al., 1992; Savill et al., 1993).
Este hecho diferencia a la apoptosis de la necrosis, ya que en esta ultima,
hay liberacion de contenido citoplasmatico, lo que desencadena un proceso
inflamatorio (Kerr et al., 1972).

Los fagocitos profesionales son los responsables de eliminar la mayoria de
las células apoptéticas (Gregory, 2000), pero existen evidencias de que
fagocitos no profesionales, como las células dendriticas, epiteliales y
fibroblastos, también participan en la remocion de células apoptdticas.

Son varios los mecanismos de reconocimiento de las células apoptdticas, lo
cual parece ser un evento conjunto que involucra varios receptores que
pueden funcionar aislada, simultanea o secuencialmente. La existencia de
mas de un mecanismo de reconocimiento asegura la remocion eficiente de
células apoptdticas, disminuyendo la posibilidad de que estas células liberen
su contenido citoplasmatico y causen dafio. Un requisito esencial para que
las células apoptéticas sean reconocidas y fagocitadas es la expresiéon de un
ligando adecuado en su superficie celular y de su contraparte en el fagocito.
Uno de los mecanismos de reconocimiento mas ampliamente estudiado y
que al parecer es una sefal que siempre esta presente en los linfocitos
apoptoticos, es la pérdida de la asimetria de la membrana celular, la cual
tiene como consecuencia la exposicion en la membrana externa de
moléculas de fosfatidilserina, que de manera normal esta restringida a la

parte interna. Se ha propuesto que la exposicion de la fosfatidilserina es una

Tesis Doctorado-ESM, BVB 43



senal suficiente para inducir la fagocitosis de las células que la presentan
(Fadok et al., 1992; Martin et al., 1995; Yuan et al., 2006)

Por otro lado, las células reciben constantemente sefiales de vida y de
muerte y es el contexto celular el que determina el resultado final. De
manera normal, las células tienen en su interior la maquinaria enzimatica
necesaria para ejecutar el programa apoptético. Se ha considerado la
posibilidad de que la senal apoptdtica induce la muerte celular a través de la
degradacion de proteinas anti-apoptéticas que estan regulando la vida de las
células. Se han descrito varias moléculas que participan en la regulacién y de
acuerdo a su estructura se pueden agrupar en familias. Entre las mas
importantes se pueden citar a las proteinas de la familia de Bcl-2 a las |IAPs
(Proteinas inhibidoras de la apoptosis) y a las FLIP (Proteinas inhibidoras de

caspasa 8).

Los miembros de la familia Bcl-2 participan en la regulacion de la apoptosis
al controlar la permeabilidad mitocondrial y la liberacion del citocromo ¢
(Hengartner, 2000; Kroemer et al., 1997). En esta familia de proteinas se
encuentran moléculas pro y anti-apoptéticas. Las proteinas anti-apoptéticas
(Bcl-2 y Bcl-x.) se encuentran en la membrana externa inhibiendo la
liberacion del citocromo c (Boise y Thompson, 1997), mientras que las
moléculas pro-apoptéticas (Bad, BID, Bax y Bim) se localizan en el citosol y
se trastocan a la mitocondria después de recibida la sefal de muerte donde

promueven la liberacién del citocromo ¢ (Yoshino et al., 2001). Las proteinas
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de la familia de IAP, se encargan de la inhibicion directa de las caspasas
activas. Entre los miembros de esta familia se encuentran XIAP, c-IAP, y c-
IAP2, las cuales tienen como funcién inhibir a varias caspasas (3, 7 y 9) al

unirse a ellas y bloquear su actividad.

La familia FLIP, v-FLIP y c-FLIP inhiben la apoptosis inducida por los
receptores Fas y TNFR1 entre otros (Thome y Tschopp, 2001).

Por otro lado, son loables los logros que se han alcanzado en la busqueda
de nuevos quimioterapeuticos utiles en la terapia antineoplasica. A
continuacion se describen una serie de moléculas que han presentado
actividad antineoplasica, los cuales tienen estrecha relacion con las

moléculas estudiadas en este trabajo de tesis.
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% HETEROCICLOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA
Un numero importante de farmacos que se emplean en la clinica para el
tratamiento de enfermedades son estructuras heterociclicas; asimismo, este
tipo de sistemas desempefan un papel determinante en la economia celular,
basta decir que en la naturaleza sistemas heterociclicos como las purinas y
pirimidinas forman parte fundamental del DNA. Particularmente, en el campo
de la terapia oncologica moléculas utiles como la: isofosfamida, dacarbazina,
temozolomida, 5-fluoroacilo, capecitabina, mercaptopurina, fludarabina, entre

otros, tienen como estructura fundamental un sistema heterociclico (Fig. 4).

Al respecto, en la literatura especializada existe un variado numero de
informes que hacen referencia a nuevas moléculas, las cuales han
presentado actividad apoptotica. Es asi que, la Casiopeina IlI-gly (Casligly),
ha presentado actividad inductora de apoptosis cuando se trataron in vitro
células de glioma C6 a diferentes concentraciones de Casll-gly, (generando,
inhibicion de la proliferacion celular, incremento de ROS, traslocacion de AlF,
fragmentacion internucleosomal de DNA, traslocacion de citocromo c vy

activacion de la caspasa 3 (Trejo-Solis, 2005)).
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Figura 4.- Farmacos antineoplasicos empleados en la clinica.
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Es importante mencionar que la Casiopeina Il gly, se generd a partir de la
glicina; en esta molécula, el grupo hidroxilo del sistema carboxilo, asi como el

grupo amino, se han modificado (Fig. 5).

Fig. 5 Cas II-gly

Adicionalmente, la glicina ha demostrado tener actividad citoprotectora en
modelos de isquemia-reperfusion tanto en rata como en perro (Weinberg et
al., 1990; Nagatomi et al., 1997; Kallakuri et al, 2003). Al respecto, otros
autores han evaluado este aminoacido en modelos in vitro, encontrando
efectos antiapoptéticos (Ascher et al., 2000; Yan-Jun et al., 2000; Jacob et
al., 2003; Beales y Ogunwobi, 2006). Algunos autores consideran que el
efecto protector de la glicina es debido a que mantiene la integridad
mitocondrial y preserva los niveles de energia, otro grupo sugiere que su
efecto es debido a la inhibicion de canales de cloruro (Millar y Schnellmann,
1993). Resultados semejantes han mostrado tener sus N derivados, tal es el
caso de la N-(2-mercaptopropionil)glicina (Fig. 6), la cual present6 actividad

cardioprotectora en el modelo de corazdn-isquemia-reperfusion, esto debido

Tesis Doctorado-ESM, BVB 48



a la preservacion de la funcidon mitocondrial (Tanonaka et al., 2003; Tripathi
et al., 2000), ademas esta molécula también presenta actividad como

inhibidor de la apoptosis en modelos in vivo.

SH

NI

I
H

Fig. 6

Por otro lado, hay un interés creciente en la sintesis de moléculas organicas
que incluyan en su estructura enlaces particularmente con el atomo de boro,
esto debido a que moléculas que los contienen, han presentado actividad
bioldgica interesante tales como: herbicidas, antimicéticos, bactericidas, asi

como su posible actividad antitumoral.

Al respecto, la boromicina (Fig. 7) un macrdlido obtenido por fermentacion de
actinomicetos, presenta un atomo de boro que se encuentra tetracoordinado
con atomos de oxigeno. Esta molécula ha demostrado tener actividad
antibidtica, a tal grado que ya se encuentra comercialmente disponible

(Hunt, 2002; Pache, 1969).
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Fig. 7

Por otro lado, en 1999 se describid la actividad anticancerigena de un
derivado sintético del acido borinico denominado PS-341 (Fig. 8) (Sunwoo,
2001; Cusack, 2001), el cual es un dipéptido que ha demostrado tener la
capacidad de inhibir al proteasoma, el cual al ser evaluado sobre células de
carcinoma MCF-7 (Tumor de cerebro), se determiné una Clgy de 0.05 uM a

las 24 horas de exposicion.

o _OH
N NH B
E i NH ~ ~OH
~ (@) z
N \\/
Fig. 8.- PS-341
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Asimismo, en el afio 2004, se informd de la actividad antibacterial que mostré
una familia de hidroxifeniloxazaborilidinas, al ser evaluadas sobre una cepa
de Streptococcus mutans (ATCC 27351), obteniéndose valores de
concentracion minima inhibitoria. En la Tabla 2, se presentan los resultados

obtenidos los cuales estan expresados en mM.

Tabla 2.- Hidroxifeniloxazaborolidinas con actividad bactericida.

—~

O\B/NCHg
O\B/NCH3 O\ /NCHs
CMI 1.55 mM CMI 6.0 mM CMI 3.38 mM CMI 1.33 mM

)
h
B

(\NB/>
o\ _NCH;s O.__NH /I

@] —0O
J’l— Bu [J“|- Bu -Bu

CMI 0.53 mM CMI 2.83 mM CMI 6.75 mM CMI 6.75 mM

&

o
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Al respecto y dada la dependencia tecnoldégica en el campo de la
farmacoquimica de nuestro pais, existe interés creciente entre los
investigadores de generar tecnologia propia para la preparacion de
compuestos con potencial farmacoldgico. Un ejemplo lo constituye la sintesis
de heterociclos conocidos como 2,2-difenil-1,3,2-oxazaborolidin-5-onas (Fig.
9) obtenidas a partir de la reaccidn entre o-aminoacidos y acido
difenilborinico, las cuales por la posible estabilidad del enlace O-B-N,

constituyen compuestos atractivos para pruebas bioldgicas.

X SINTESIS DE 2,2-DIFENIL-1,3,2-OXAZABOROLIDIN-5-ONAS.

En la literatura quimica existen informes de la sintesis tanto de 2,2-dialquil
como ariloxazaborolidinonas; por ejemplo, Lang y colaboradores en 1959,
sintetizaron una serie de oxazaborolidinonas a través de la reaccion entre
trialquilbonanos y triarilboranos, empleando diferentes a-aminoacidos
particularmente glicina y metionina, utilizando o-xileno como medio de

reaccion y condiciones de reflujo por un tiempo de tres horas (Fig. 10).
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Fig. 10

En este mismo sentido, Skoog en 1964 hizo reaccionar diarilalquilborinatos
con los a-aminoacidos glicina(a), alanina(b) y leucina(c) (Tabla 3) bajo
condiciones acidas, generando una familia de oxazaborolodinonas, con

rendimientos de 51 % y 88%, respectivamente.

Tabla 3.- 2,2-Difenil-1,3,2-oxazaborolidin-5-onas, sintetizadas por Skoog.

o o
NH >\_<H 0>\_(_<
O\BA‘ 2 O\B“ 2 O ,NH2
OO O T oo
a b C

Complementariamente, Shih-Hua y colaboradores en 1967 generaron una
conjunto de diariloxazaborolidinonas a partir de los a-aminoacidos (% de
rendimiento): glicina (48.75), serina (43.40), cisteina (51.20), treonina (12.63),
valina (68.50), triptofano (40.28), histidina (45.99), bajo condiciones de
reaccion semejantes a las informadas por Skoog, empleando en este caso o-

xileno como medio de reaccién. Adicionalmente, Nefkens y Zwanenburg, en
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1983, sintetizaron una familia de dietil y difeniloxazaborolidinonas a partir de
o-aminoacidos, para lo cual se emplearon diferentes metodologias. Cuando
se usaron los a-aminoacidos glicina y triptofano, fenilalanina, acido aspartico,
acido glutamico y cisteina, se empleé trietilborano (Et;B) en THF. Por otro
lado, para la sintesis de la difeniloxazaborolidinona a partir de la L-
fenilalanina, se uso el tetrafenilborato de dimetilamonio, previa pirolisis para
la generacién del trifenilborano. De manera analoga para la sintesis de las
moléculas objetivo a partir de los a-aminoacidos fenilalanina, acido aspartico,
acido glutamico, cisteina, se utilizo trifenilborano y como medio de reaccion
THF 6 DMSO 6 DMF, a una temperatura entre 100 a 115 °C. Los

rendimientos obtenidos que se reportaron, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.- a-Aminoacidos empleados y rendimientos obtenidos.

Glicina (R= Et, ~100%) L-Ac.Glutamico (R= Et, ~100%; Ar,
60%)

L-Ac. Aspartico (R= Et, ~100 %; Ar L-Cisteina (R= Et, ~100%; Ar, 65%)

50 %)

L-Triptofano (R= Ar, 50 %) L-Lisina (R= Et, 60 %)

L-Fenilalanina (R= Ar, 70 %)

Por otro lado, en la revista Biomedical Mass Spectrometry en 1984, se

public6 un trabajo sobre la sintesis de una familia de
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difeniloxazaborolidinonas. Estas fueron obtenidas al hacer reaccionar el
acido difenilborinico generado a partir de un complejo del acido
difenilborinico con etanolamina, y diferentes a-aminoacidos, los cuales se
encontraban previamente disueltos en una mezcla etanol:agua (1:1). La
solucién se calenté a una temperatura entre 60 y 70 °C durante un periodo
de 15 minutos. En la Tabla 5, se muestra la serie de o-aminoacidos

empleados para generar las correspondientes difeniloxazaborolidinonas.

Tabla 5.- a-Aminoacidos empleados por Fluckiger et al.

Glicina Alanina Valina Leucina Fenilalanina
Prolina Metionina Serina Tirosina Treonina
Cisteina Ac.Glutamico  Ac. Aspartico Lisina Asparagina
Triptofano Histidina Arginina

Al respecto, Strang y colaboradores en 1989, empleando diferentes
metodologias ademas de difenilborinatos y difenilboronatos, asi como a-
aminoacidos, tanto en su forma libre como de la sal correspondiente,
obtuvieron una serie de difeniloxazaborolidinonas, por lo que propusieron el
uso de acido difenilborinico, en una mezcla H,O/2-propanol/CH;CO.H
(475/475/50) y temperatura de 65-70 °C por 10 minutos cuando se empled el

a-aminoacido en forma libre.
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Asimismo, a partir de la sal sddica del acido trifenilborinico, se genera el
trifenilborano, el cual se hizo reaccionar con el a-aminoacido en su forma
libre, en una disolucion etanol/agua (75:25) y condiciones de reflujo.

Adicionalmente, estos investigadores sugirieron que al emplearse el o-
aminoacido en forma de sal (clorhidrato), se utilice el complejo de acido
difenilborinico-etanolamina en condiciones de reaccién semejante a las
utilizadas con al a-aminoacido libre. Por otro lado, al reaccionar la sal sédica
del tetrafenilboro, se propuso el empleo del clorhidrato del a-aminoacido
seleccionado, diluido en solucién de acido clorhidrico 10 mM o 100 mM de

acido acético.

En 1992, Farfan y colaboradores, informaron de la sintesis de
difeniloxazaborolidinonas, empleando el acido 2-amidoborinico, para generar
el acido difenilborinico mediante la metodologia descrita por Chremos et. al.
en 1962. En este caso se us6 un grupo de a-aminoacidos, los cuales se
disolvieron en una mezcla etanol:agua. Las difeniloxazaborolidinonas se
obtuvieron después de 5 horas de reaccidn a temperatura de reflujo. Los
sustratos empleados, asi como los rendimientos obtenidos, se muestran en
la Tabla 6; es importante mencionar que también estas reacciones se

realizaron en condiciones acidas.
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Tabla 6.- a-aminoacidos empleados y porcentajes de rendimientos de
reaccion, informados por Farfan et al.

Glicina Metionina Ac. Aspartico Ac. Glutamico
(26 %) (78 %) (17 %) (66 % )
Leucina Serina Treonina Isoleucina
(100 %) (36 %) (58 %) (88 %)
Fenilglicina Tirosina Prolina L-Lisina
(29 %) (21 %) (100 %) (58 %)

Por otro lado, en 1999, Trujillo, et al., informaron del estudio de rayos X
realizado a una serie de difeniloxazaborolidinonas (Fig. 11) obtenidas
mediante el empleo la metodologia descrita por Chremos G.N. et. al.
Particularmente, se empled la L-ornitina, un a-aminoacido no proteinogénico.
El rendimiento reportado al emplear este aminoacido, bajo condiciones

acidas de reaccion fue del 60 %.

C3o

033

Figura 11.- Estereoestructura obtenida mediante difraccion de rayos X, de la
2,2-difenil-4-(3-aminopropil)-1,3,2-oxazaborolidin-5-ona.
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Es oportuno resaltar en este momento algunas de las caracteristicas
quimicas de las difeniloxazaborolidinonas. Al respecto se puede decir que la
estabilidad hidrolitica de estas moléculas esta relacionada con la distancia
del enlace N-B (Fig. 12). Estudios preliminares en solucion mostraron una
alta estabilidad hidrolitica de las oxazaborolidinonas, lo cual puede ser

explicado por el siguiente equilibrio. (Truijillo et al., 1999).

o R ©) R
\
‘ *  H,0
O\B‘(NHZ 2 O\S NH;
I
SRg g
Figura 12

En base a lo anteriormente descrito, en este trabajo de Tesis, se propuso
una nueva metodologia para la sintesis de las moléculas objetivo, ahora
empleando condiciones alcalinas de reaccion, con lo cual se mejoran
sustancialmente los rendimientos; sobra comentar que hasta el momento no
hay informes del empleo de condiciones semejantes de sintesis; cabe
recordar que todos los protocolos descritos previamente, generaban estas

estructuras empleando condiciones acidas de reaccion.
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% DESARROLLO DE FARMACOS

Uno de los primeros pasos en el desarrollo de nuevos medicamentos es el
descubrimiento o sintesis de una molécula con fines médicos potenciales y la
correlacion de dicha molécula con un blanco biolégico determinado, la
aplicacion repetida de este sistema permite identificar compuestos con mayor
potencia y selectividad.

La obtencion de un farmaco se lleva a cabo a través de distintas estrategias
como son:

« ldentificacion de nuevos farmacos blanco.

o« Disefilo racional de farmacos basado en la comprension de
mecanismos biologicos, estructura receptora del farmaco, estructura
del farmaco, propiedades fisicoquimicas del farmaco.

« Modificacion quimica de una molécula conocida.

« Investigacion de la actividad biologica de abundantes productos
naturales, bancos de entidades quimicas ya descubiertas y grandes
bibliotecas de informacion sobre péptidos y acidos nucléicos y otras
moléculas organicas.

« Biotecnologia y clonacidén de genes para producir proteinas y péptidos
mas grandes de interés bioldgico.

Cualquiera que se la estrategia empleada para obtener un farmaco, se debe
de contar con un bioensayo que permita la deteccion de un gran numero de

compuestos bioactivos durante el cernimiento.
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Una metodologia que es comunmente empleada en la deteccidon de un
potencial farmaco, es el cernimiento primario y secundario (Monks, et al.,
1991). En el primero de ellos se requiere un bioensayo de gran sensibilidad
que permita detectar una gran cantidad de moléculas potencialmente activas.
Por otro lado, en el cernimiento secundario se detectan moléculas con
actividad especifica. Sin embargo, las estrategias de busqueda o deteccion
se han diversificado de acuerdo a las tecnologias con las que se cuenta y la
filosofia del pensamiento del grupo de investigacion.

El ejemplo mas importante de investigacion de nuevos farmacos
antineoplasicos, lo constituye el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos de América (INC). El INC cuenta con una coleccion de compuestos
superior a los 600000.

La estrategia de busqueda que se emplea por el INC sigue los siguientes
pasos (Monga y Sausville, 2002):

o La evaluacion preliminar de la actividad citotoxica de un compuesto
de pruebas a una concentracion en tres lineas celulares
cancerosas.

e La evaluacion en 60 lineas celulares de cancer de la actividad
citotoxica del compuesto a evaluar en al menos cinco
concentraciones diferentes. Este esquema de trabajo permite
determinar una especificidad relativa para ciertos tipos de tumores
debido a la cantidad y diversidad de lineas celulares que se

utilizan.
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e La comparacion del perfil farmacoldgico del compuesto de prueba
con el perfil mostrado por agentes antineoplasicos de mecanismos
de accion conocido. Esto se realiza con el fin de postular un
posible mecanismo de accion del compuesto a evaluar.

e La estimacién de indices de eficacia mediante el ensayo “hollow
fiber”.

e La evaluaciéon in vivo mediante el uso de modelos de tumores

murinos y tumores humanos transplantados en ratones atimicos.

Esta metodologia plantea ventajas y desventajas en la busqueda de
potenciales farmacos antineoplasicos, sobre todo debido a la elevada
cantidad de recursos y personal capacitado. Una de las estrategias mas
novedosas en la busqueda de compuestos anticancerosos es el sistema de

microarreglos (Bruhn y Bohlin, 1997).

Por otro lado, el conocimiento de la estructura, las propiedades fisicas y
quimicas de los posibles agentes farmacoldgicos, es una metodologia
empleada en muchos laboratorios de investigacién para el cernimiento de
moléculas con potencial actividad bioldgica, las cuales conducen a la
propuesta de moléculas capaces de atravesar la membrana celular debido a
sus propiedades de lipofilicidad expresada en términos de qué tanto se
distribuyen en n-octanol/agua (Log P). Adicionalmente, la generacién de

familias de moléculas a partir de una molécula lider, guia la investigacion
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para conocer el efecto que causa sobre éste, la modificacion estructural
realizada en la molécula lider. Por lo que se hace necesario el conocer
algunos parametros como son KD, Log P, n, AG de las moléculas que se

pretende evaluar al incorporarlas en la mezcla octanol/agua.

¢ PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE IMPORTANCIA BIOLOGICA
« Membrana celular
Las membranas celulares son determinantes para la existencia de la célula,
la cual esta formada por una delgada capa de lipidos y proteinas, las cuales
se mantienen unidas fundamentalmente por interacciones no covalentes (Fig.
13). Esta membrana es una estructura dinamica fluida y la mayoria de sus
moléculas son capaces de desplazarse en el plano de la membrana (Nelson

y Cox, 2001).

Glucolipido Exterior

Cadenas ._r-")"-
apolares _J
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“=#—Proteina periférica \

.—Prt.lr.r_‘l'na integral Proteina integral
(hel ice transmembrana unida covalentemente (hélices transmem-
sencilla) a lipido brana multiples

Figura 13.- Modelo de membrana celular.
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Las moléculas de lipidos estan dispuestas en forma de una doble capa

continua de unos 5 nm de grosor y es la base universal de la estructura de la

membrana celular, ademas, actua de barrera relativamente impermeable al

paso de la mayoria de las moléculas hidrosolubles. El porcentaje en que

éstos se encuentran en la mayoria de las membranas plasmaticas de las

células animales es del 50 %, siendo el resto casi todo proteinas. Todas las

moléculas lipidicas en la membrana celular son anfipaticas, es decir tienen

un extremo hidrofilico y un hidrofébico (Bruce et al., 2002), (Tabla 7).

Tabla 7.- Composicidon

lipidica aproximada de diferentes membranas

celulares.
Porcentaje de lipidos total en peso

© © © S » 8 .8

sgs s8¢ £ 2 3§ 3

E55 BTS2 2 8 3%

oE8® o4t 2 )
Lipido =0 =209 = k=
Colesterol 17 23 22 3 6 0
Fosfatidil-etanolamina 7 18 15 35 17 70
Fosfatidilserina 4 7 9 2 5 Trazas
Fosfatidilcolina 24 17 10 39 40 0
Esfingomielina 19 18 8 0 5 0
Glucolipidos 7 3 28 Trazas Trazas 0
Oftros 22 13 8 21 27 30
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Los mas abundantes de estos lipidos son los fosfolipidos (fosfatidilcolina,
esfingomielina, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina), los cuales tienen una
cabeza polar y una cola no polar y constituyen mas de la mitad de la masa
de lipidos de la mayoria de las membrana. La longitud de las colas es
determinante en el adecuado empaquetamiento de las cadenas lo que afecta
la fluidez de la membrana.

La fluidez de la membrana celular es biolégicamente importante, algunos
procesos de transporte y algunas actividades enzimaticas puede detenerse
cuando la viscosidad de la bicapa se incrementa experimentalmente mas alla
de un nivel umbral. No sélo los fosfolipidos estan presentes en la membrana,
sino también hay la presencia de colesterol y glucolipidos (Nelson y Cox,

2001).

Las moléculas protéicas que normalmente se hallan disueltas en la bicapa
lipidica median la mayoria del resto de las funciones de la membrana.
Algunas proteinas de membrana ac