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1 Introduccidn

En 2015 se atribuyeron al cancer 8.8 millones de defunciones. A nivel global
aproximadamente una de cada tres mujeres y uno de cada dos hombres desarrollaran un tipo
de céncer durante su vida. Alrededor del 15 por ciento de todos los fallecimientos en el
mundo se atribuirdn a él. En algunos paises, el cancer superara a las enfermedades cardiacas
como la causa mas habitual de muerte [l Pese a los grandes avances que se han hecho en el
entendimiento bioquimico de esta enfermedad, sigue siendo necesaria la busqueda de nuevos
objetivos farmacoldgicos, que nos permitan superar los inconvenientes que presentan

muchos de los farmacos antineoplasicos.

Los lisosomas han sido planteados como un novedoso objetivo farmacol6gico para el
desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos. Las formas en que los lisosomas contribuyen
a la tumorigénesis y la progresion del cancer ain se estan descubriendo. Sin embargo, cada
vez es mas claro que la alteracion farmacologica de los procesos lisosomales podria

explotarse como una terapia contra el cancer.

El ganador del premio nobel Christian de Duve junto con su equipo fueron los primeros en
plantear las caracteristicas fisicoquimicas que deberia de tener una molécula para acumularse
preferencialmente en estos organulos celulares 2. A las moléculas que tienden a acumularse
preferencialmente en los lisosomas se les denomina agentes lisosomotropicos. Si ademas de
su capacidad de acumularse en los lisosomas dichas moléculas causan el rompimiento de las
membranas que lo componen, debido a sus propiedades tensioactivas, se les denomina

detergentes lisosomotropicos.

En el presente trabajo, se muestra la sintesis y el calculo por métodos computacionales, de
las propiedades fisicoquimicas de una serie de moléculas con potencial de ser detergentes
lisosomotrépicos. Para ello se partio del a-tocoferol ya que, dadas sus caracteristicas
quimicas y estructurales, facilita la funcionalizacion del tocoferol para generar moléculas con
caracteristicas fisicoquimicas mas adecuadas que puedan funcionar como detergentes

lisosomotrépicos.
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2 Antecedentes

2.1 Generalidades del cancer

Existe un amplio consenso de que el cancer es en esencia una enfermedad genética y que la
acumulacion de las alteraciones moleculares en el genoma de las células somaéticas, es la base
de la progresion del cancer. Es importante enfatizar que el cancer no consiste en una sola
enfermedad, sino que se trata de muchos trastornos con alteraciones genéticas, una evolucion

natural y una respuesta terapéutica muy variada .

La mayoria de los agentes que causan cancer (carcindgenos) son agentes que originan
alteraciones en la secuencia de DNA o mutaciones (mutagenos). Asi, de manera similar a
todas las enfermedades genéticas, el cancer resulta de alteraciones en el DNA. Una gran
cantidad de evidencia indica que el DNA de las células tumorales contiene muchas
alteraciones que van desde mutaciones puntuales sutiles (cambios en un solo par de bases)
hasta grandes aberraciones cromosémicas, como por ejemplo deleciones y translocaciones
cromosOmicas. La acumulacién de mutaciones en las células a lo largo del tiempo representa

un proceso de varios pasos que subyace a la carcinogénesis 41,

A pesar de las diferencias en cada tipo de cancer todos comparten ciertas caracteristicas en
comun que nos permiten racionalizar la complejidad de las enfermedades neoplésicas. Las
caracteristicas distintivas del cancer comprenden ocho capacidades adquiridas por células
incipientes del cancer durante el desarrollo en multiples etapas de los tumores humanos .

Dichas caracteristicas distintivas son:

e Adquisicion de inmortalidad replicativa. Las células normales tienen un nimero finito
de duplicaciones que pueden realizar, después de las cuales se vuelven senescentes.
Esto se debe al acortamiento de los extremos cromosémicos, los telémeros, que se
produce durante cada ronda de replicacion del DNA. Las células cancerosas
mantienen la longitud de sus telémeros debido a una regulacion alterada, lo que les

proporciona un potencial replicativo ilimitado.
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e Sefializacion proliferativa sostenida. Las células normales necesitan sefiales externas
de factores de crecimiento para dividirse mientras que las células cancerosas no
dependen de ellos. Las mutaciones adquiridas alteran las vias del factor de
crecimiento que conducen a un crecimiento no regulado.

e Evasion de los supresores del crecimiento. Las células normales responden a las
sefiales inhibitorias para mantener la homeostasis (la mayoria de las células del
cuerpo no se dividen activamente). Por otro lado, las células cancerosas no responden
a sefales inhibidoras del crecimiento, pues las mutaciones adquiridas o el
silenciamiento génico interfieren con las vias inhibitorias.

e Elusién de la destruccion inmune. Las células cancerosas exitosas son aquellas que
no estimulan una respuesta inmune o pueden interferir con la respuesta inmune para
evitar ser eliminadas.

e Activacion de invasion y metastasis. Las células normales mantienen su ubicacion en
el cuerpo y generalmente no migran. Las alteraciones del genoma pueden afectar la
actividad y los niveles de enzimas involucradas en la invasion o las moléculas
involucradas en la adhesion celular.

e Induccidn de angiogénesis. Las células normales dependen de los vasos sanguineos
para suministrar oxigeno y nutrientes, pero la arquitectura vascular es mas o menos
constante en el adulto. Las células cancerosas inducen la angiogénesis, el crecimiento
de nuevos vasos sanguineos, necesarios para la supervivencia y expansion del tumor.

e Resistencia a la muerte celular. Las células normales se eliminan mediante apoptosis
(un proceso de muerte celular programada), a menudo en respuesta al dafio del DNA.
Las células cancerosas evaden las sefiales apoptdticas.

e Desregulacion de la energética celular. La division celular no controlada exige
aumentos en el combustible y precursores biosintéticos que se obtiene al ajustar el
metabolismo energeético A diferencia de las células normales, las células cancerosas

realizan la glucdlisis, incluso en presencia de oxigeno.

Las bases moleculares y bioquimicas que subyacen en el proceso de transformacion se estan
volviendo cada vez mas claras y proporcionan informacion de importancia critica para

identificar nuevos objetivos de farmacos antineoplasicos.
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2.2 Terapia citotoxica del cancer

2.2.1 Desarrollo de farmacos antineoplasicos

Histéricamente, los medicamentos para el tratamiento del cancer se descubrieron mediante
la prueba de los efectos citotoxicos de los compuestos en lineas celulares, érganos e incluso
organismos completos. Se requirio un trabajo posterior para dilucidar el mecanismo de accion
de los farmacos citotoxicos. En contraste, el descubrimiento moderno de farmacos contra el
cancer generalmente comienza con la identificacion de un objetivo molecular. Este cambio
ha sido posible gracias a una mejora dramatica en nuestra comprension de los mecanismos

moleculares subyacentes a la patogénesis del cancer.

La estrategia actual de la industria farmacéutica para controlar el crecimiento tumoral de
manera selectiva es desarrollar medicamentos que interfieran con objetivos importantes en
la angiogénesis tumoral, la invasion tumoral, la metastasis tumoral, el control del ciclo celular
y la apoptosis [6l. La seleccion de objetivos individuales para el descubrimiento de
medicamentos generalmente se basa en la informacion que se puede obtener de la literatura

académica o en investigaciones originales no publicadas.

El descubrimiento de nuevos compuestos lideres, y posiblemente nuevos medicamentos,
puede clasificarse esquematicamente en los siguientes enfoques: la mejora de los
medicamentos ya existentes, el cribado sistematico, la explotacion retroactiva de la
informacion bioldgica y los intentos de disefio basados en la informacion estructural de la

proteina diana [,

En la sintesis de analogos de moléculas activas existentes, el objetivo es comenzar con los
principios activos conocidos y, mediante diversas transformaciones quimicas, preparar
nuevas moléculas para los que se produce un aumento en potencia, se reivindica un mejor
perfil de actividad especifica, una mayor seguridad o una mejor formulacion que sea mas

facil de manejar por los médicos y enfermeras o més aceptable para el paciente.

El cribado sistematico de alto rendimiento involucra someter a prueba colecciones de cientos
de miles de productos naturales o compuestos sintéticos contra un objetivo bioldgico

mediante un bioensayo cuantitativo. Su propdsito es identificar las moléculas que modulan
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la actividad del objetivo bioldgico y que permitiran identificar compuestos lideres de entre

los ensayos exitosos.

Una importante contribucion al descubrimiento de nuevos principios activos proviene de la
explotacion de la informacidn bioldgica. Esto significa informacién que se relaciona con un
efecto bioldgico dado (fortuito o voluntario), provocado por algunas sustancias en humanos,

en animales, o incluso en plantas o bacterias.

Los enfoques descritos hasta ahora se deben mucho al azar y carecen de originalidad. Un
enfoque mas cientifico se basa en el conocimiento de la diana molecular incriminada: enzima,
receptor, canal ionico, proteina de sefializacion, proteina de transporte o0 DNA. Para ello se
emplea el modelado por computadora para disefiar compuestos que se unen a regiones de la
molécula diana que se sabe que son importantes para su funcién normal. Una estructura
tridimensional de la molécula objetivo es un requisito previo para el disefio basado en la

estructura 8,

2.2.2 Farmacos antineoplasicos

Los compuestos utilizados en quimioterapia de enfermedades neoplasicas son muy variados
en estructura y mecanismos de accién, lo que incluye farmacos alquilantes, antimetabolitos,
agentes que dafian los microtdbulos, inhibidores de cinasas, hormonas y antagonistas de

hormonas y farmacos inhibidores de la topoisomerasa !,
e Farmacos alquilantes

La base de las propiedades terapéuticas y tdxicas la constituye la capacidad de los farmacos
alquilantes para interferir en la integridad y la funcion del DNA e inducir la muerte celular
en los tejidos en proliferacion rapida. Sus efectos antineoplasicos y citotdxicos guardan
relacién directa con la alquilaciéon de aminas, oxigenos o fosfatos, asi como en la formacion
de aductos con el DNA. Las mostazas nitrogenadas, alquilsulfonatos, nitrosoureas y

complejos del platino pertenecen a esta categoria (figura 1).
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos farmacos alquilantes.

e Antimetabolitos

Los antimetabolitos son sustancias que se parecen mucho a los metabolitos y, por lo tanto,
interfieren con las reacciones fisioldgicas que los afectan. Los antimetabolitos aplicados en
la quimioterapia acttan interfiriendo con la sintesis de DNA. En resumen, los andlogos del
acido fdlico, como el metotrexato (figura 2), inhiben la dihidrofolato reductasa, necesaria
para la sintesis de purina. Otros antimetabolitos son los analogos de purina o pirimidina,
nucleotidos "fraudulentos" que se incorporan al DNA durante la sintesis del DNA y conducen

a una replicacion defectuosa del DNA.

COOH

e o " etih

5-Fluorouracilo Metotrexato 6—Mercaptopur|na

O

Figura 2. Estructuras quimicas de algunos antimetabolitos.

e Agentes que dafian los microtabulos

Algunos antineoplasicos actuan a través de los microtubulos, ya sea al causar estabilizacion
desorganizada de ellos en zonas alejadas del centriolo o al desestabilizar el huso mitético, e
interferir en la mitosis. Se conocen dos mecanismos principales para la interrupcion de los
microtubulos mediada por interaccion con tubulina: inhibicion de la polimerizacion de
tubulina y estabilizacion de la tubulina polimerizada. Este grupo lo conforman los alcaloides

de la vinca, los taxanos y los epotilones (figura 3).




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

-~ 0" fHs\O
= OH O
OH ( > g } _
o O
Vinblastina Paclitaxel

Figura 3. Estructuras quimicas de algunos farmacos que dafian microtubulos.

e Agentes inhibidores de las proteinas quinasas

Las proteinas quinasas son componentes fundamentales de las vias de transduccién de
sefiales que regulan el crecimiento y adaptacion celulares al medio ambiente extracelular.
Estas vias de sefializacion incluyen la transcripcion génica, la sintesis de DNA y la regulacion
de eventos citoplasmicos. Ciertas quinasas son mas activas en algunos tipos de células
cancerosas Yy bloquearlas puede ayudar a evitar que las células cancerosas crezcan. Los
inhibidores de la quinasa también pueden bloquear el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos que los tumores necesitan para crecer. El imatinib, erlotinib y sunitinib son

ejemplos de moléculas pequefias que son inhibidores de quinasas (figura 4).
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Figura 4. Estructuras quimicas de algunos farmacos inhibidores de cinasas.

e Hormonas y antagonistas de hormonas

El crecimiento de varios canceres depende de hormonas o es regulado por estas. Estas
moléculas interrumpen el eje estimulador creado por la reserva sistémica de androgenos y
estrégenos, inhiben la produccion de hormonas o se unen a los receptores y por Gltimo
bloquean por completo la expresion de genes que favorecen el crecimiento y supervivencia

tumorales. El tamoxifeno y el letrozol pertenecen a este grupo de farmacos (figura 5).
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Figura 5. Estructuras quimicas de algunos farmacos antagonistas de hormonas.

e Farmacos inhibidores de la topoisomerasa

Las topoisomerasas de DNA son enzimas nucleares que disminuyen la fuerza torsional en el
DNA superhelicoidal con lo cual se permite que algunas regiones escogidas de DNA se
conviertan en una zona suficientemente desenmarafiada y relajada al grado de permitir la
replicacion, reparacion y transcripcion. Hay dos clases de topoisomerasas (1'y I1) que median
la rotura y resellado de la cadena de DNA, y ambas se han convertido en el sitio de accion
de los antineoplasicos. Los analogos de camptotecina inhiben la funcion de la topoisomerasa

I, en tanto que otros compuestos quimicos diferentes (como antraciclinas, epipodofilotoxinas

y acridinas) inhiben la topoisomerasa Il (figura 6).

Etopésido Irinotecan

Figura 6. Estructuras quimicas de algunos farmacos inhibidores de la topoisomerasa.

También hay estrategias novedosas, que aun se encuentran en fases tempranas de
investigacion, como los inhibidores de las proteinas inhibidoras de la apoptosis, los
compuestos dirigidos contra las mitocondrias y los compuestos impulsores de la

permeabilizacion de la membrana lisosomal (LMP) 201,
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2.2.3 Rol del lisosoma en la terapia del cancer

Todas las células contienen lisosomas, son compartimentos delimitados por membrana que
digieren a los materiales incorporados a la célula mediante endocitosis, ademas mediante un
proceso denominado autofagia también digieren elementos de la propia célula, tales como
organulos envejecidos que se han tornado obsoletos para la célula (%,

Un lisosoma contiene cerca de 50 enzimas hidroliticas diferentes que pueden hidrolizar todo
tipo de macromoléculas bioldgicas (las catepsinas son las principales proteasas de este
orgéanulo). La membrana del lisosoma se halla protegida del efecto destructor de las enzimas
hidroliticas porque su cara luminal contiene una enorme cantidad de glicoproteinas . Las
enzimas del lisosoma alcanzan su actividad optima en un pH &cido de 4.6, por lo que son
hidrolasas acidas. De esta manera si accidentalmente ocurriera una fuga de estas enzimas

pueden hacer poco dafio al citosol, ya que contiene unas condiciones de pH de 7.2 231,

Como se mencion0 anteriormente, los lisosomas también participan en el proceso Ilamado

autofagia. Este proceso se divide en cuatro pasos [4I:

¢ Nucleacion y extension de una membrana en una estructura en forma de U (fag6foro)
que delimita una porcién del citosol.

e Cierre del fagoforo en un compartimento cerrado y delimitado por doble membrana
(autofagosoma).

e Fusion del nuevo compartimento con lisosomas para formar el autofagolisosoma.

e Digestion de la membrana interna del autofagolisosoma y de su contenido.

Como se observa en la figura 7 los lisosomas tienen un rol dual en la célula cancerosa. Por
un lado, las proteasas lisosomales que se secretan extracelularmente pueden promover la
tumorigénesis al favorecer la metéstasis. Ademas, el secuestro lisosdmico de mdaltiples
agentes quimioterapéuticos reduce la accesibilidad de los farmacos a sus sitios objetivo, lo
que resulta en un efecto citotoxico notablemente reducido y resistencia a los farmacos. Por
otro lado, se ha demostrado que la liberacion citosolica de enzimas lisosomales desencadena

la muerte celular 19,
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Figura 7. Rol dual de los lisosomas en la célula cancerosa (Modificado de [16]).

De manera mas concreta, se sabe que la liberacion de catepsinas contenidas en el lisosoma;
si se liberan intracelularmente, pueden contribuir a la destruccion de la célula cancerosa; en
cambio si se liberan de forma extracelular, pueden actuar como enzimas pro-oncogénicas
que, al descomponer la matriz extracelular, estimulan la angiogénesis, la migracién y en
ultimo término la metastasis [*71.

Hace mas de una década, se propuso que un dafio limitado a los lisosomas desencadena la
apoptosis y que uno extenso resulta en necrosis €. Con respecto a los criterios morfoldgicos
la muerte celular puede clasificarse como apoptética o necrética. La apoptosis se caracteriza
por fragmentaciones nucleares y de citosol en cuerpos apoptéticos, que requiere la activacion
de caspasas. La apoptosis esta intimamente relacionada con la integridad de la membrana
mitocondrial y en este sentido los lisosomas no pueden competir en importancia con este otro
organulo. Sin embargo, la célula no puede sobrevivir sin un sistema endocitico funcional y

el arsenal de hidrolasas que alberga representa una amenaza si se libera en el citosol.

El evento critico para la participacion de los lisosomas en la muerte celular es la LMP. En la

mayoria de los casos, la LMP amplifica la sefializacion de la muerte celular, pero también

10
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puede iniciarla [*°]. Los mecanismos efectores, que conducen a la muerte celular por la LMP,

son poco conocidos, con la excepcion de las catepsinas.

La liberacion de catepsina B dirige a las células hacia la apoptosis, debido a su actividad
proteolitica esta enzima induce a la proteina proapoptotica Bid y elimina a la proteina Bcl-xI
que previene la apoptosis. Ademas, la catepsina B parece degradar una cisteina proteasa que
de otro modo habria eliminado la Bax, otra proteina proapoptotica, manteniendo de manera
indirecta los niveles celulares de la proteina Bax. El esfuerzo concertado de estos tres eventos
tempranos aleja el equilibrio del destino celular de la necrosis hacia la apoptosis %, La
catepsina D también ha sido asociada con la liberacion de citocromo ¢ mediada por Bax
debido a la activacion proteolitica de Bid. Por otra parte, la apoptosis se asocié con la
acidificacion citosolica, proporcionando asi un entorno mas favorable para la escision de Bid

mediada por la catepsina 24,

Existen otras explicaciones de como la LMP induce la muerte celular. Una de ellas es que las
células cancerosas exhiben tasas metabdlicas mas altas y una mayor acumulacion lisosomal
de hierro 22, Esto provoca un tipo de muerte celular llamada ferroptosis, donde ocurre la
sensibilizacion mediada por hierro a las especies reactivas de oxigeno (ROS) inducidas por
LMP [23,24] )

Un ultimo mecanismo mediante el cual la LMP se ha asociado con la muerte celular ocurre
al deshabilitar la eliminacion de organulos dafiados por autofagia 21, Se ha demostrado que
algunos canceres tienen una clara dependencia de la autofagia ¢!, en estos casos la inhibicion
farmacoldgica de la autofagia conduce, en Gltima instancia, a una importante supresion del
crecimiento de las células de cancer 271, Sin embargo adn no se conocen completamente las
conexiones moleculares entre la autofagia y la muerte celular y, en diferentes contextos, la

autofagia puede promover o inhibir la muerte celular 281,

En términos tedricos, todos estos factores hacen que los lisosomas de las celulas cancerosas
sean una potencial diana terapéutica de la muerte celular mediada por los lisosomas. Esto ha

guedado demostrado por el uso de moléculas que han tenido éxito aprovechando este enfoque
[29-31]

11
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2.3 Detergentes lisosomotropicos

2.3.1 Origen y definicién

El término lisosomotropismo fue propuesto en 1974 por Christian de Duve y colaboradores
y se usa para designar a todas las sustancias que se incorporan selectivamente en los
lisosomas [?. Esta propiedad caracteriza a muchos agentes biol6gicamente activos, y en
general tiene una relacion intima con sus efectos farmacologicos, terapéuticos, tdxicos o
patdgenos. Como se vera mas adelante el lisosomotropismo puede conferirse artificialmente

a casi cualquier sustancia mediante un acoplamiento adecuado con un portador apropiado.

Ya se conocen algunos agentes lisosomotropicos lo que indica que este campo de
investigacion ofrece abundantes posibilidades para un nuevo tipo de disefio de farmacos, con
aplicaciones para muchas enfermedades diferentes, incluidas, entre otras, infecciones
microbianas, parasitosis y cancer. Varios de ellos son farmacos que se usan en distintos tipos
de enfermedades, algunos incluyen a la cloroquina, la amiodarona, el tamoxifeno, la

amantadina, la imipramina y la leelamina 22-31,

Posteriormente, surgio el término de detergente lisosomotrdpico propuesto en 1979 por
Firestone y colaboradores. El término se usa para designar a todas las sustancias que, ademas
de acumularse en los lisosomas, pueden romper las membranas de estos organulos cuando
alcanzan cierta concentracion 1. Se argumento que las bases débiles con una larga cadena
hidrocarbonada también se acumularian en los lisosomas. La forma catiénica intralisosémica
ademas tendria propiedades de detergencia, y se podria esperar que rompa la membrana del
lisosoma. También postularon que estas sustancias serian citotoxicas, como consecuencia de
su accion sobre los lisosomas y que serian inocuas para células que no tienen lisosomas como

los eritrocitos.

Desde entonces se han descrito varias sustancias con supuesta actividad de detergente
lisosomotrdpico, para las cuales se ha reportado su toxicidad en una gran variedad de tipos
celulares B4 En la figura 8 se muestran las estructuras de algunos detergentes

lisosomotrépicos.

12
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Figura 8. Estructuras quimicas de algunos detergentes lisosomotrdpicos.
2.3.2 Propiedades fisicoguimicas de los agentes lisosomotropicos: pKa y logP
Se sabe que los farmacos catidnicos lisosomotropicos se concentran en los compartimentos
acidos de las células debido a la baja retrodifusion de la molécula protonada, tal como se
ilustra en la figura 9 (421, Dicho fendémeno puede ser llamado acumulacion por protonacion y

tedricamente depende de dos propiedades fisicoquimicas de la molécula: el pKa y el logP.
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Figura 9. Acumulacion lisosomal por protonacion (Modificado de [38]).
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El pKa es la medida logaritmica, en base diez, de la constante de disociacion &cida (Ka). Esta
constante de disociacion es una medida cuantitativa de la fuerza de un &cido en solucion,

determinada por la siguiente ecuacion:
pKa = —log(Ka)

De esta manera para las bases, el grado de disociacién de una molécula esta relacionada con

el pKa y el pH del medio de acuerdo con la ecuacion de Henderson-Hasselbach (3I:

_ [B]
pH = pKa + log———

[BH*]

El coeficiente de reparto es una medida de la afinidad de una sustancia disuelta en agua hacia
los lipidos y es Util para estimar como se distribuye, entre las biomembranas lip6filas y el
citosol acuoso dentro de una célula ™4, Este coeficiente es una relacion de las
concentraciones en equilibrio de un compuesto no ionizado en las dos fases de disolventes
inmiscibles (agua y n-octanol). Se ha elegido el n-octanol por ser un compuesto organico que
simula bien el material lipidico de las membranas celulares. Por otro lado, el logP es el
logaritmo en base 10 de dicho coeficiente. Matematicamente se expresa de la siguiente

manera:

[SOlutO] octanol>

logP =1
°8 0g< [soluto]ggua

Los compuestos que tienen grupos ionizables existen en solucion como una mezcla de
diferentes formas idnicas. La ionizacion de esos grupos, y por lo tanto la relacion de las
concentraciones de las formas ionicas, depende del pH. El logaritmo del coeficiente de
distribucion octanol/agua, logD, representa dicha relacién a cualquier valor de pH y suele ser
mas conveniente su uso para moléculas con grupos ionizables. Matematicamente se expresa

de la siguiente manera:

1 D=1 [SOlutO]octanol
ogl = log [Soluto]ionizado + [Soluto]neutral
agua agua

14
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De esta manera, las moléculas que poseen una forma catiénica en equilibrio (principalmente
aminas) y que ademas son capaces de atravesar las membranas celulares mediante difusion

simple, tienen mas probabilidades de acumularse en los lisosomas 1%,

Recientemente, se realiz6 un cribado con cuarenta farmacos incluyendo antidepresivos,
antipsicoticos, antiarritmicos y anticancerigenos para determinar sus efectos
lisosomotropicos 161, El ensayo revel6 que, aunque estructuralmente y farmacolégicamente
diversos, los farmacos que eran lisosomotrépicos compartian ciertas propiedades
fisicoquimicas. En general se observo que poseian un valor de logP>2 y un pKa bésico entre
6.5 y 11. En contraste, los farmacos que no se encontraban en estos intervalos no eran

lisosomotrépicos.

2.3.3 Permeabilidad de la membrana lisosomal: parametro o
Conocer los rangos 6ptimos de las propiedades fisicoquimicas que permiten la acumulacion
en los lisosomas es Util, pero resulta mejor contar con modelos matematicos que predigan y

cuantifiquen el grado de acumulacion.

Se han construido modelos para tal fin, algunos son mas complejos que otros. Uno de ellos
predice la acumulacion de moléculas en el citosol, lisosoma y mitocondria, usando para ello
la ecuacion de Fick-Nernst-Planck 1. Dicho modelo celular considera la difusion de
moléculas idnicas y neutras a través de biomembranas, la disociacion a iones mono o

bivalentes, adsorcién a lipidos y atraccion o repulsion eléctrica.

Un modelo més sencillo es el que fue planteado por Christian de Duve, expresado en términos
de un equilibrio de difusion pasiva y un equilibrio de disociacion 2. Dicho modelo parte de
un sistema de dos ecuaciones diferenciales de las cuales es posible deducir la siguiente

ecuacion que describe al sistema en el estado estacionario:

[Lisosoma]  (a[H']p + Ka)([H'], + Ka)

[Extracelular] ([H*]gz + Ka)(a[H*], + Ka)

Donde Ka representa la constante de disociacién acida de la molécula y [H*] representa la

concentracion de protones en espacio extracelular o el lisosoma segun corresponda.

15
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Ademas, la ecuacion contiene el parametro o que se refiere a la relacion del coeficiente de
permeabilidad de la membrana lisosdmica para la molécula en sus formas ionizada (P1) y no
ionizada (Po):

a—PO

Segun dicha ecuacidn, en el estado estacionario las concentraciones de soluto en el espacio
lisosomal dependen fundamentalmente del pKa y de la permeabilidad para la forma ionizada
y no ionizada de la molécula. En la grafica 1 se muestra el cociente de la concentracion
lisosomal y extracelular contra pKa, lo que da una curva en forma de campana. El grado
maximo de secuestro lisosomal y el pKa al cual esto ocurre es sensible a la magnitud del
parametro o [*®l. Tedricamente mientras mas se aproxime a cero el valor de o mayor sera su
acumulacién en los lisosomas. Esta influencia ha sido confirmada experimentalmente,
demostrando que el valor de a tiene un gran impacto sobre la capacidad de acumulacion

lisosomal [#9],

700
600
500
__ 400
[N}
=
=
300
.,.o.".
200 [ .
(] L}
. [ )
100 G o,
000 ee, ®.
& .-...' [ 'Y
0 & 00.0.683890088:0.0-0-0-0-0-0-
4 5 6 7 8 9 10 11 12
pka
@+ 0=0.01 ---@-- a=0.001 0=0.0001

Grdfica 1. Influencia del pardmetro a en la acumulacion lisosomal.
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La solucidn explicita de las ecuaciones diferenciales planteadas por Christian de Duve no se
habia realizado anteriormente por considerarse que el sistema seria muy complicado de
resolver por métodos analiticos. En consecuencia, solo se habian discutido las propiedades
generales de la solucion en el estado estacionario por métodos numeéricos. En el anexo 8.2 se
muestra, por primera vez, la resolucion analitica de dicho sistema de ecuaciones

diferenciales.

2.3.4 Propiedades fisicoquimicas de los detergentes: HLB y geometria

Los tensioactivos son generalmente compuestos organicos anfifilicos, lo que significa que
contienen grupos hidréfobos (colas hidrocarbonadas) y grupos hidréfilos (sus cabezas). Por
lo tanto, un tensioactivo contiene un componente insoluble en agua y un componente soluble

en agua.

El balance o equilibrio hidrofilo-lipofilico (HLB) permite clasificar a los tensioactivos, ya
que es una medida del grado en el que estos son hidrofilos o lipéfilos. Puede ser determinado
mediante el célculo de los valores para las diferentes regiones de la molécula, tal como lo
describe Griffin o Davies %1,

Los tensioactivos se clasifican en lipdfilos con valores de HLB menores de 10, e hidrofilos
con valores de HLB mayores de 10. Dentro de estos grupos se encuentran otros subgrupos
de acuerdo al valor de HLB: antiespumante (1.5 a 3), emulsionante agua en aceite (3 a 6),
humectante (7 a 9), detergente (13 a 15), emulsionante aceite en agua (12 a 16) y solubilizante
(15 a 18).

Los detergentes tienen la capacidad de destruir la bicapa lipidica, solubilizando proteinas de
la membrana o estabilizando fragmentos de membrana. Cuando se mezclan con membranas,
los detergentes rompen la barrera lipidica interrumpiendo la interaccion lipido-lipido, lipido-
proteina y proteina-proteina. Los detergentes, al igual que los lipidos, se asocian entre ellos

y se unen a superficies hidrofobicas tal como se observa en la figura 10.
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Figura 10. Rompimiento de membranas por detergentes (Tomado de [14]).

A baja concentracion los detergentes son monoméricos en solucion, pero cuando su
concentracion aumenta hasta valores superiores a un limite se agregan formando micelas. La
forma y el tamafio de una micela esta en funcion de la geometria molecular de las moléculas
de agente tensioactivo. Esto se debe a las consideraciones geométricas simples expresadas

por la relacion del parametro de empaquetado critico de tensioactivo (CPP):

CPP =

Qg lc

Donde v es el volumen de la cola, ao es el &rea del grupo de cabeza efectiva y Ic es la longitud
de la cadena. Cuando 0 < CPP < ¥ solo existen micelas esféricas en solucion. Si en cambio
Y3 < CPP <% las agregaciones con una forma hexagonal son mas probables. Mientras que,
para el valor ¥2 <CPP < 1, hay un equilibrio entre los tamafios del grupo de la cabeza y la
cola, lo que causa que la molécula de tensioactivo forme agregados mas planos con una
estructura similar a la bicapa lipidica °21. Como se muestra en la figura 11 los tensioactivos
en forma de cono con una sola cola hidrocarbonada (CPP < !3) son mas propensos a formar

micelas y por lo tanto a destruir membranas.
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Figura 11. Parametro de empaquetamiento para tensioactivos (Modificado de [52]).

La figura 12 muestra que las membranas pueden contener poros que proporcionan una ruta
de baja energia para que diversas sustancias atraviesen las membranas. Dichos orificios
pueden ser poros transitorios de corta duracion, que involucran solo moléculas de lipidos, o

canales de mayor duracidn, generalmente asociados a la presencia de detergentes.

Estos poros se formaran de manera bastante abrupta cuando la fraccion molar de detergente

alcance un cierto valor critico, Cerit, que puede ser calculado con la siguiente ecuacion [521;

— ,—2yaoD/RKT
Ccrit_e vaoD/

Donde y es la energia interfacial de la membrana, D es la distancia entre la interfaz
hidrocarburo-agua donde ocurren las fuerzas de repulsion laterales entre los grupos cabeza,
k la constante de Boltzmann, T la temperatura y R el radio del poro.

Si se considera un poro en una bicapa cuya geometria es como la de la superficie interna de
una dona, o también llamada toroidal, puede calcularse el nimero de moléculas necesarias

para formar un poro segun la ecuacion °2:

N = A 2n*l.(R+ 1) — 4ml?
- Qo - Qo

Donde R es el radio del poro y A el area interna del poro.
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Figura 12. Formacion de un poro en la membrana.

2.4 Funcionalizacion de los tocoferoles

2.4.1 Quimica de los tocoferoles

Los tocoferoles son derivados prenilados del benzodihidropirano y constituyen lo que
habitualmente se denomina vitamina E. Después del descubrimiento de esta vitamina se

propuso que su funcion bioquimica es la de ser un antioxidante soluble en grasa .

La vitamina fue aislada por primera vez en 1935 a partir del aceite de germen de trigo como
concentrado oleoso *41. Los intentos de investigar la estructura de la vitamina revelaron dos
compuestos estructuralmente similares de la vitamina: C29Hs002 y C2sHasO2. EI compuesto
C29Hs002 recibié el nombre de a-tocoferol, mientras que el otro recibié el nombre de -
tocoferol B, La estructura del a-tocoferol fue aclarada mediante anélisis elemental de su
descomposicion térmica y oxidativa, que también expuso a cuatro miembros de la familia de
la vitamina E, incluidos: o, B, y y & tocoferol ®®l. Algunas décadas mas tarde, se descubrieron
cuatro miembros adicionales de la familia del tocoferol en el aceite de palma: a, B, vy y 6

tocotrienol 7],
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De esta manera, si la cadena lateral se encuentra o no saturada, se distinguiran los tocoferoles
de los tocotrienoles; en cada una de estas dos series la posiciéon y la naturaleza de los
sustituyentes determinan la existencia de cuatro compuestos diferentes [*®, tal como se puede

ver en la figura 13.

Rll
HO Tocoferoles
R Rl Rll
o -CH,  -CH,
_ B -CH, -H
+*Centro quiral v H -CH,
d -H -H

R' Tocotrienoles

Figura 13. Clasificacion de los componentes de la vitamina E.

En suplementos comerciales, el acetato de a-tocoferol completamente sintético es mas usado
por ser mas barato y menos propenso a oxidarse . Los tocoferoles sintéticos se fabrican
como una mezcla de ocho estereoisdbmeros. Esto se debe a que la molécula posee tres
estereocentros y de acuerdo a la formula el nimero total de estereoisdémeros hipotéticamente
posibles no excedera de 2", donde n es el niUmero de estereocentros tetraédricos. El alfa-
tocoferol natural esta en la forma RRR, de modo que en la mezcla sintética éste representa el
12.5% del total.

2.4.2 Oxidacion de los tocoferoles

Como se dijo anteriormente los tocoferoles son antioxidantes liposolubles que se oponen a
fendmenos oxidativos, sobre todo a la oxidacion de acidos grasos, para ello en primer lugar
se convierte en un radical inerte y posteriormente, por hidratacion, genera una p-quinona. La

palabra quinona alude a toda la clase de ciclohexanodionas totalmente conjugadas.
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Hay varias estrategias empleadas para la sintesis de tocoferol quinonas. El uso de complejos
de metales de transicion de alto potencial de oxidacion, presenta una herramienta

potencialmente util para la oxidacion de los tocoferoles a sus respectivas quinonas.

En casos sencillos las quinonas pueden producirse en un alto rendimiento a través de la
exposicion de fenoles con dicromato de sodio Na2Cr207 en H2SO4, llamado reactivo de Jones
[0 En casos mas dificiles el nitrosodisulfonato de dipotasio K2(SOs).NO, también llamado

sal de Fremy, puede ser una opcion 611,

Se ha informado que diversos aromaticos oxigenados, incluidos los tocoferoles, podrian
oxidarse a la correspondiente quinona utilizando una oxidacion con soporte de silice con
nitrato de amonio cérico (NH4)2Ce(NOs)s (CAN) con buen rendimiento 2. El cerio (1V) se
prepara generalmente como sal de nitrato de amonio cérico porque es relativamente no
toxico, facil de manejar y estable 3. También se ha reportado la sintesis eficiente de
quinonas a partir de tocoferoles utilizando un sistema catalitico de metiltrioxorenio y
peroxido de hidrégeno (MTO/ H202) 841,

Un ultimo método para la oxidacion de los tocoferoles a sus respectivas quinonas involucra
el cloruro férrico FeCls . El hierro (111) es un oxidante eficiente debido a su relativamente
alto potencial redox de ~0.771 V. Tras la oxidacion de compuestos aromaticos ricos en
electrones, el hierro (I11) se reduce a hierro (1) en una transferencia de un electrén, por lo
tanto, se requieren dos equivalentes de FeCls para la completa oxidacion de los tocoferoles a
las quinonas [, La figura 14 muestra el esquema general para la sintesis de tocoferol

quinonas a partir de sus tocoferoles progenitores.
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HO HO™ + O¢

Figura 14. Oxidacion del tocoferol por accion de Fe(lll).

2.4.3 Aminacion reductiva de aldehidos y cetonas

La aminacion reductiva es el método mas generalizado de sintesis de aminas. Primero se
forma un derivado de imina o de oxima, utilizando una cetona o un aldehido vy, a
continuacion, se reduce la imina u oxima a amina. La aminacion reductiva permite obtener
una amina primaria, secundaria o terciaria, dependiendo si se parte de amoniaco, de una

amina primaria o de una amina secundaria, como se puede ver en la figura 15 71,

o NH,
A
il H,N—R" R
I G L
N
R R
>R <R
N

Figura 15. Aminacidn reductiva de aldehidos y cetonas.

La reduccion de iminas a aminas puede realizarse por hidrogenacion catalitica, acido formico
o hidruros (como hidruro de litio aluminio LiALH4 o borohidruro de sodio NaBH4) [%81. Sin

embargo, la eleccién del agente reductor dependera de si la aminacion reductiva se llevara a
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cabo en un procedimiento de una o dos etapas, es decir, si la imina se reducira al mismo

tiempo que se va generando o si se hara en un paso posterior.

Las iminas se pueden reducir selectivamente en presencia de sus precursores carbonilo si se
elige el agente reductor adecuado. Reactivos como el cianoborohidruro de sodio NaCNBH3
y el triacetoxiborohidruro de sodio Na(OAc)3BH reaccionan selectivamente con los iones de

iminio y se usan frecuentemente para aminaciones reductoras en un solo paso %701,

Una alternativa consistiria en aislar la imina intermedia y reducirla posteriormente con
cualquier agente reductor. Generalmente se prefiere el uso de hidruros o &cido férmico sobre
la hidrogenacion catalitica en reacciones a pequefia escala. Es posible realizar la reduccion
mediante hidrogenacion catalitica (que involucra la adicion directa de hidrégeno diatomico
bajo presion y en presencia de un catalizador) pero hay muchos factores involucrados en la
reaccion haciéndola mas complicada con respecto a otros agentes reductores 3,

Cuando se realiza la aminacion reductiva en dos pasos es importante maximizar las
condiciones de reaccién que generardn la imina también Ilamada base de Schiff. El pH
adecuado es crucial para favorecer la reaccion y se ha encontrado que de manera general esta
reaccion es mas rapida para un pH de alrededor de 4.5 [, Para alcanzar este pH es com(n
usar &cidos minerales, como H»>SOs o HCI, o &cidos organicos como el &cido p-
toluensulfonico o incluso acidos de Lewis como ZnClz, TiCls, SnCls, MgSO4 y Mg(ClO4)2.
También hay que considerar que la formacion de las iminas implica un proceso reversible
(generalmente las provenientes de aminas aromaticas son mas estables que las derivadas de
aminas alifaticas) por lo que estas pueden hidrolizarse para obtener la amina y la cetona o
aldehido iniciales. Para evitar la reversibilidad de la reaccion eliminar el agua puede ser Util.
El aparato de Dean Stark, los agentes deshidratantes, incluidos el sulfato de sodio Na:SOsy

los tamices moleculares pueden ser de ayuda 31,

2.4.4 Condensacion entre aminas y quinonas
Al igual que los aldehidos y cetonas las quinonas también posen grupos carbonilos, sin
embargo su reactividad frente a las aminas no se limita solamente a una reaccién entre la

amina y el grupo carbonilo.

24




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Existen al menos tres tipos de reacciones de adicion que pueden experimentar las p-quinonas
con las aminas, estas son: la adicion 1,2, la adicion 1,4 sin tautomerismo y la adicion 1,4 con
tautomerismo. La figura 16 resume estos tres tipos de reacciones entre aminas y quinonas,
mas adelante se describen a detalle las caracteristicas que deben de tener laaminay el sustrato

para que la reaccion ocurra preferentemente por una de las tres vias.

O H
n_ . N\
R"=Cualquiera R"
> RII
RI=H \N
)

H
0]
RI | R' R”= @

N
+ 2R"—NH; >

R' R' R'=CH, |

N

|
/R”
|

Rll/

OH
" /R”
R =CnHZn+1 H N
R|=CH3 Rll/
OH

Figura 16. Resumen de las reacciones entre quinonas y aminas.

La adicion 1,2 es en esencia igual que el primer paso de la aminacion reductiva donde se
forma el grupo imina. No todas las quinonas reaccionan de esta forma, solo las quinonas en
las cuales se sustituyen con grupos alquilo todas las posibles posiciones para evitar una
reaccion tipo Michael se han utilizado con éxito en la formacion de iminas [4l. Estas quinonas
incluyen a las que estan sustituidas con grupos metilo en las posiciones 2, 3, 5y 6, asi como
las antraquinonas y las quinonas heterociclicas [®1. También parece ser que principalmente
las arilaminas son capaces de formar iminas, probablemente porque las iminas formadas son

mas estables que las derivadas de aminas aliféaticas ["®].

La adicion 1,4 sin tautomerismo ocurre cuando las posiciones susceptibles a una reaccion

tipo Michael no estan sustituidas por grupos alquilo o bien cuando los grupos sustituidos
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pueden ser facilmente desplazados (por ejemplo, halégeno, alcoxido). En estos casos las
quinonas se comportan como una cetona a,  insaturada en la cual la amina puede adicionarse
hasta dos veces para el caso de la p-benzoquinona U'/). Las aminas alifaticas primarias,

secundarias e incluso las arilaminas pueden reaccionar de esta forma [78.7°,

La adicion 1,4 con tautomerismo es la menos estudiada de las tres reacciones, pero se sabe
que involucra una tautomerizacion previa antes de la reaccion con la amina . Para ello una
quinona sustituida con grupos metilo se interconvierte en un metiluro de quinona en presencia
de una base Y, Un metiluro de quinona es un tipo de compuesto organico conjugado que
contiene un ciclohexadieno con un carbonilo y un grupo metileno exociclico. El carbonilo y

el metileno estdn generalmente orientados orto o para entre si.

Una vez formado el metileno exociclico de la quinona reacciona con una amina a través de
una reaccion tipo Michael lo que conlleva a la aminacién de la cadena lateral y a la
regeneracion de la aromaticidad del anillo para formar una hidroquinona. Principalmente las
aminas alifaticas primarias y secundarias se adicionan de esta manera, ademas puede haber
sucesivas adiciones si la hidroquinona se vuelve a oxidar en presencia de aire y existen mas
sustituyentes alquilo que permitan la tautomerizacion 2. Si la quinona no esta
completamente sustituida entonces puede haber una competencia entre la adicién 1,4 con
tautomerismo y sin tautomerismo . Recientemente esta reaccion ha sido optimizada y se
encontré que el proceso es promovido por aminas terciarias, en solventes préticos, en

condiciones suaves y bajo atmosfera inerte 84,
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3 Definicion del proyecto

3.1 Objetivo general

Sintetizar una serie de compuestos derivados del a-tocoferol con posible actividad de

detergente lisosomotrdpico y predecir mediante modelos matematicos su acumulacion y sus

efectos en la membrana lisosomal.

3.2 Objetivos particulares

Realizar la sintesis de una serie de aminas derivadas del a-tocoferol mediante tres
reacciones consecutivas: hidrolisis del acetato de a-tocoferol, oxidacion del a-
tocoferol y condensacion del a-tocoferol quinona con una amina.

Caracterizar los compuestos sintetizados de las tres reacciones consecutivas mediante
espectroscopia IR, RMN C** y RMN H?,

Calcular el valor teodrico de algunas propiedades fisicoquimicas relevantes de los
productos de sintesis mediante herramientas computacionales.

Construir y resolver las ecuaciones de un modelo matematico simplificado que
describa la acumulacion lisosomal de bases monopréticas.

Predecir mediante el modelo matemético desarrollado la acumulacion lisosomal de
cada uno de los productos finales de sintesis.

Comparar las propiedades lisosomotropicas de los productos finales de sintesis con
otros compuestos que reporten actividad lisosomotrdpica haciendo uso del modelo
matematico desarrollado.

Predecir mediante diversas ecuaciones el efecto de las propiedades tensioactivas de

los productos finales de sintesis sobre la membrana.

3.3 Hipotesis

Si se somete al acetato de a-tocoferol a una serie de reacciones consecutivas con el fin

provocar la funcionalizacién de la molécula con diferentes grupos amino, entonces el sustrato

adquirira las propiedades fisicoquimicas adecuadas que, de acuerdo a reportes previos,

caracterizan a los detergentes lisosomotropicos.
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3.4 Estrategia sintética

Se selecciono el acetato de a-tocoferol como sustrato de la serie de reacciones realizadas en
este trabajo. La razon que llevaron a elegir dicho compuesto como punto de partida es porque
cumple con la geometria deseada. Su estructura consiste en una larga cadena hidrocarbonada
y en un extremo contiene un grupo polar capaz de transformarse en otros grupos funcionales.
En este sentido el sustrato ofrece la base para realizar las reacciones quimicas necesarias para
introducir grupos amino en su estructura. Ademas, se trata de una sustancia comercialmente
disponible, de fécil obtencién y barato. Inicialmente se propuso la ruta sintética que se

observa en la figura 17.

A
l
l

Figura 17. Ruta sintética original.
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La propuesta consistia en una serie de reacciones consecutivas que involucraban la hidrolisis
del acetato de a-tocoferol, la oxidacion del a-tocoferol, la formacion de iminas y su reduccion
para formar aminas. Esta propuesta se planteo teniendo en mente que la quinona proveniente
de la reaccidn de oxidacion sufriria la condensacion clasica entre aminas y grupos carbonilo

para formar iminas.

Sin embargo, como se menciona en la discusion de los resultados, fue necesario cambiar las

ultimas dos reacciones para seguir una ruta como la que se observa en la figura 18.

OH

R< OH

OH

Figura 18. Ruta sintética modificada.
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4 Seccion experimental

4.1 Reactivos y materiales

Los reactivos empleados tiourea (99.5%), morfolina (99%) vy trietilamina (99%)
corresponden a la marca Merck. El &cido clorhidrico (37%), acetato de etilo (99%) y etanol
(99%) fueron marca Fermont. El hidréxido de sodio (99%), dietanolamina (98.5%) y
monoetanolamina (99.5%) se adquirieron con J.T. Baker. El sulfato de sodio anhidro (99%),
diclorometano (99%) isopropilamina (99.5%) y propilamina (98%) fueron marca Sigma-
Aldrich. EI cloruro férrico hexahidratado (98%) se adquirié con Productos Quimicos
Monterrey. El acetato de a-tocoferol (mezcla racémica) se obtuvo de capsulas de 400 mg
marca Medimart. El agua utilizada fue previamente destilada en destilados de la FES

Cuautitlan.

El seguimiento de las reacciones se realizd por cromatografia de capa fina (CCF), sobre
cromatofolios marca Macherey-Nagel ALUGRAM SIL G/UV2si. Los compuestos se
purificaron por cromatografia en columna, usando silica gel marca MN Kielseger 60 (malla
70:230).

4.2 Equipos

Los rendimientos se obtuvieron a partir de la medicion de las masas de los productos

obtenidos (peso seco) utilizando una balanza analitica OHAUS PA214.

Parrilla con mantilla de calentamiento-agitacién marca SEVE, modelo MCA 302-3 de 100

mL. Parrilla con placa de calentamiento-agitacion marca Cimarec Barnstead/Thermolyne.

La revelacion de los cromatofolios se hizo bajo irradiacion UV a longitudes de onda de 254
nm con una lampara de UV Spectroline modelo ENF-280C, 115 volt, 60 Hz. Short wave 254
nm, long wave 356nm. Para las reacciones en atmosfera inerte se ocup6 una linea mixta de

vacio-nitrégeno.
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Los espectros UV se realizaron en un espectrofotometro UNICO UV-2100 en la FES
Cuautitlan, como disolvente se empled etanol al 99% marca Fermont. Los espectros IR se
obtuvieron con un espectrofotdémetro FTIR SP 8000 Frontier Perkin Elmer en la FES

Cuautitlan. Rango de frecuencia 4000-50 cm™,

Los espectros de RMN C** y RMN H! se realizaron en un espectrometro VARIAN +300
MHz en la FES Cuautitlan, otro equipo JEOL, modelo INGSX-270 en el CICATA Legaria
del IPN vy otro equipo Bruker Advance en el Instituto de Quimica de la UNAM, 300 MHz
H, 75 MHz C*3. Como disolvente se emple6 cloroformo deuterado al 99.8% marca Merck.
Los valores de desplazamiento quimico delta se expresan en ppm y son relativos al

tretrametilsilano TMS.

4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Hidrolisis del acetato de a-tocoferol

En un matraz se pesaron aproximadamente 0.4 g (10 mmol, 2.4 eq.) de NaOH y se disolvieron
en 20 mL de EtOH. Una vez disuelto el NaOH se adicionaron 2.0 g (4.23 mmol) de acetato
de a-tocoferol y se calentd a 70°C durante 1 hora bajo agitacion constante. Al terminar la
reaccion se midio el pH y se neutraliz6 hasta alcanzar un pH=7.0 con HCI concentrado. Se

guardd la mezcla de reaccion para realizar la reaccién de oxidacion.

Para analizar el producto de hidrdlisis por espectroscopia IR, RMN C**y RMN H! se trasvasé
1 mL de la mezcla de reaccion anterior a un tubo de ensayo con aproximadamente 10 mL de
agua destilada. Posteriormente se agregaron 2 mL de DCM, se agit6 el tubo y con ayuda de
una pipeta se transfirio la fase organica a un vial. Se agregd un poco de sulfato de sodio
anhidro hasta eliminar el agua remanente y se decant¢ la solucion a otro vial. Finalmente se

permitio la evaporacion del DCM.

4.3.2 Oxidacion del a-tocoferol
La mezcla de reaccion de hidrdlisis se repartio en cuatro matraces en porciones iguales (~1.05
mmol de o-tocoferol por matraz). Para cada uno de ellos se prepar6 la solucion oxidante

como se muestra en la tabla 1.
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Matraz | Temperatura Solucion oxidante
(°C) FeCls-6H20 Disolvente
1 70 2.5 mL de EtOH
2 70 0.71g 2.5 mL de agua
3 TA (2.64 mmol, 2.5 eq.) 2.5 mL de EtOH
4 TA 2.5 mL de agua

Tabla 1. Condiciones para la reaccion de oxidacion.

Las soluciones del agente oxidante se agregaron a la mezcla de reaccion en 4 porciones de
aproximadamente 0.6 mL a intervalos de media hora entre cada una. Las reacciones se
mantuvieron bajo agitacion constante a las temperaturas sefialadas en la tabla 1. Cuando se
hizo la ultima adicién se esperd una hora y media mas para completar la reaccion. Una vez
terminada la reaccién se agregd un poco de tiourea a cada matraz para provocar la

precipitacion del hierro.

El tratamiento de cada una de las mezclas de reaccion resultantes se hizo como se sefiala a
continuacion. Al dia siguiente se decant6 la mezcla de reaccion a un embudo de separacion
y se adicionaron 15 mL de agua destilada y 4 mL de EtOAc. Se agité suavemente para evitar
formar una emulsion, se desecho la fase acuosa y se recibid la fase organica en un vial. Se
agregd un poco de sulfato de sodio anhidro hasta eliminar el agua remanente de la extraccion
y se decantd a un nuevo vial. Finalmente se permitio la evaporacion del EtOAc. Todos los
productos de oxidacion fueron analizados por espectroscopia UV, mientras que solo el

producto del matraz 1 fue analizado por espectroscopia IR, RMN C*® y RMN H%.

4.3.3 Sintesis de las bases de Schiff

Se utilizaron tres aminas diferentes: propilamina, isopropilamina y monoetanolamina. Para

ello en tres tubos se agregaron los reactivos que se muestran en la tabla 2.

Tubo | Tocoferol Amina HCL
guinona
1 100 mg 27 mg Propilamina (0.44 mmol, 2 eq.)

2 (0.22 mmol) | 27 mg Isopropilamina (0.44 mmol, 2 eq.) 2 gotas al 10%

3 28 mg Monoetanolamina (0.44 mmol, 2 eq.)

Tabla 2. Condiciones para la sintesis de las iminas.
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En todos los tubos se usé 0.5 mL de EtOH como disolvente. La mezcla se agité a una
temperatura de 70°C por 24 h. Las mezclas de reaccion fueron analizadas por espectroscopia

IR sin purificacion previa.

4.3.4 Sintesis de las aminas

Se utilizaron tres aminas diferentes: morfolina, dietanolamina y monoetanolamina. Para ello

en tres tubos de Schlenk se agregaron los reactivos que se muestran en la tabla 3.

Tubo | Tocoferol Amina EtsN
guinona
1 100 mg 20 mg Morfolina (0.22 mmol, 1 eq.) 23 mg
2 (0.22 mmol) 24 mg Dietanolamina (0.22 mmol, 1 eq.) (0.22 mmol,
3 14 mg Monoetanolamina (0.22 mmol, 1 eq.) leq.)

Tabla 3. Condiciones para la sintesis de las aminas.

En todos los tubos se us6 1 mL de EtOH como disolvente. Los tubos se taparon, se evacuaron
y rellenaron con nitrégeno (2 ciclos). La mezcla se agité a una temperatura de 70°C por 24
h. Las mezclas de reaccidn se sometieron a cromatografia en columna utilizando gel de silice
como fase estacionaria y como fase movil una mezcla de EtOAc/DCM (3:1 v/v). Hacia el
final de la cromatografia se aument6 gradualmente la polaridad usando EtOH. Los productos
fueron analizados por espectroscopia IR, RMN C* y RMN H.

4.4 Metodologia de los calculos teoricos

A partir del modelo que se desarrolla en el anexo 8.2 se realz6 una hoja de calculo en Excel
para predecir la concentracion dentro de los lisosomas a lo largo del tiempo. Es importante
sefialar que para los célculos matematicos solo se consideraron bases monopréticas. La hoja
de célculo en Excel requiere que se introduzcan unicamente tres valores para predecir la
distribucion de las moléculas en la célula, estos valores son el pKa, el logP (cuando la
molécula no esta protonada) y el logD[BH*] (cuando la molécula estd completamente
protonada). El valor del pKa fue predicho usando el software MarvinSketch v.17.2.27. Para
predecir los valores de logP y logD[BH™] se us6 la herramienta en linea Chemicalize, su uso
es gratuito pero requiere registro previo % (para corroborar estos valores se pueden ver los
diagramas del anexo 8.3). El valor de logD[BH*] puede aproximarse tomando el logD del

pH donde la microespecie ionizada alcanza su maxima concentracion.
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El modelo ademés necesita el coeficiente de permeabilidad (Pc) para cada una de las
microespecies, este fue calculado a partir del logD o logP correspondiente con la siguiente

formula 18!;
log Pc = —5.102 + 0.566log D

El modelo requiere de unos pardmetros bien definidos que fueron seleccionados sin
representar un escenario especial. EI volumen, el area de la superficie y el pH describen cada
compartimento. El citosol es neutro (valor predeterminado 7.2), el pH lisosomal es &cido
(valor predeterminado pH 4.4) y el pH externo es 7.4, que es el pH normal de la sangre y
también el pH de muchos medios de nutricion utilizados en el trabajo experimental. Para el
caso de los volimenes y las areas de las superficies de los compartimentos se tomaron los

valores reportados para un hepatocito [*l. La tabla 4 resume los parametros del modelo.

Paradmetro Simbolo Valor Unidad
Volumen citosol Vs 2.70x10°%° m?
Volumen lisosoma V3 5x10° m3
Area citosol A; 2.2x10°° m?
Area lisosoma As 4.4x1010 m?
pH extracelular pH1 7.4 -
pH citosol pH: 7.2 -
pH lisosoma pHs 4.4 -

Tabla 4. Valores de los pardmetros del modelo de acumulacion.

Ademas, se seleccion6 un valor de 1 con unidades arbitrarias para la concentracion

extracelular (C1) del soluto.

Una vez proporcionada esta informacion pueden calcularse los valores de las constantes «,
A1, A2, A3, K, k2, ks, Ka, ks, ks, K7, 2y b, para ser finalmente sustituidas en las siguientes férmulas

(ver la figura 19 y los detalles del modelo matematico en el anexo 8.2):

. MG MG, a .
[Lisosomas] = P — 1_3 e (cos bt + 5 sin bt)
AC;  k3C A.C a
[Citosol] = ;21 + 3}) Le~atsinbt — /,1121 e” (cos bt + Esin bt)
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[Lisosomas]  (a[H*]; + Ka,)([H*]; + Kay)

[Extracelular] ([H*]; + Ka,)(a[H*]; + Ka,)

T
bmax = E
AMC A€
[Lisosomas]z, = — + —— g=am/b
A3 A3

Ademés de las formulas del modelo de acumulacién por protonacion se utilizaron las
siguientes formulas, expuestas anteriormente, para describir el comportamiento de los

detergentes en la membrana:

CPP =
Qolc

V= 221, (R + 1) — 4ml?
Qo

— ,—2yaoD/RKT
Ccrit_e vaoD/

La tabla 5 resume los parametros de las formulas anteriores 2 (a excepcion del radio de poro

en la membrana que puede ser variable, los deméas pardmetros son constantes).

Parametro Simbolo Valor Unidad
Energia interfacial v 0.05 Jm
Distancia interfacial D 4x10710 M
Constante de Boltzmann k 1.381x1023 JK?
Temperatura T 298.15 K
Radio del poro R 1-6 nm

Tabla 5. Valores de los pardmetros para la formacion de poros en la membrana.

Mientras que los parametros ao, v Y lc, se estimaron mediante el calculo de los descriptores
geométricos proporcionados por el software MarvinSketch v.17.2.27. Se considerd que el
area de proyeccion minima, la longitud perpendicular al area minima (de la cadena
hidrocarbonada) y el volumen de Van der Waals son aproximadamente iguales a ao, Ic y v
respectivamente (para corroborar estos valores se puede ver la informacion del anexo 8.4).
También se calcul6 el valor de HLB para cada uno de los detergentes usando el mismo

software.
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Valores calculados con software
{corresponden a la molécula)

et rd

Valores predeterminados obtenidos de la literatura
{corresponden a la célula)

v v

logP[B] logD[BH]
logPc[B] logPc[BH]
Pa P1

Vs Az

Y
pKa pH1 pH: PH: V:
Ka [H] [H]: [H]:
I I I |
v
M, Az, As

h J
k1, Kz, ks, K, ks, ke, kv

'

a, b

Concentracion extracelular
(valor y unidades arbitrarias)

'

Ci=1

Figura 19. Secuencia que muestra el origen de las constantes del modelo matemdtico.
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5 Resultados y discusion

5.1 De la reaccion de hidrolisis

Mecanismo de Reaccion. Durante la reaccién ocurre el ataque del anién hidroxilo al grupo
carbonilo del éster, produciendo la deslocalizacion de la carga hacia el &tomo de oxigeno,
conduciendo a un intermediario tetraédrico en el que el regreso de la carga negativa produce
la eliminacion del grupo etdxido. Bajo condiciones basicas los productos iniciales son las
sales sodicas correspondientes, la adicion de HCI conduce a la formacion de los productos

finales a través de una reaccion acido-base [61:87],

NaOH
ETOH

O R 0 R
HCI O
AcOH + -
@0 * e @
HO Na O O " Na

Figura 20. Mecanismo de la reaccion de hidrdlisis.

Caracterizacion del producto (sustrato: liquido oleoso transparente, producto: liquido oleoso

amarillo, 98% de rendimiento).

10
C31H5203

Figura 21. Numeracion de los dtomos del sustrato.
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En el espectro No. 1 de referencia, que muestra tanto el espectro de RMN de H* como de C*
el cual fue obtenido de la pagina electronica comercial de Aldrich [ se observan las

siguientes caracteristicas estructurales.

En el espectro de RMN-H?, se observa a campo alto entre 0.7-0.9 ppm, 3 sefiales singulete
que corresponden a los metilos alifaticos C27, C28, C29, C30. También se localizan entre
1.9-2.1 ppm 3 sefiales singulete que pertenecen a los tres metilos aromaticos C10, C13y C14.
En tanto que la sefial metilica mas desplazada a campo bajo ubicada en 2.3 ppm se asigna al
metilo del grupo acetilo. La otra sefial fina tipo singulete se observa en aproximadamente 1.3
ppm y se asigna al metilo C9. Entre 1.0 y 1.7 ppm se ubican varias sefiales maltiples que
corresponden a los grupos metilenos CH> y metinos (CH) de la cadena lateral hidrocarbonada
incluyendo al metileno C3. Finalmente, la sefial triplete ubicada en 2.6 ppm se debe al grupo
metileno C4 debido a su posicién vecina al sistema aromatico el cual le produce

desproteccion 8991,

En el espectro de RMN-C*3, parte superior del espectro No. 1 se observa una sefial en 170
ppm que corresponde al C11 del grupo funcional éster, entre 117 y 150 ppm se detectan 6
sefiales que se asignan a los carbonos aromaticos C4a, C5, C6, C7, C8 y C8a, junto a la sefial
del disolvente CDClIs sefial multiple en 78 ppm, se observa una sefial localizada en 76 ppm
que debe corresponder al C2, carbono vecino al &omo de oxigeno. Posteriormente se
observan tres sefiales a campo alto entre 12-14 ppm que deben pertenecer a los carbonos
metilicos C27, C28, C29y C30, siendo los dos primeros equivalentes. Finalmente se detectan
varias sefiales entre 19 y 40 ppm que se asignan a los carbonos alifaticos de tipo metilo,
metileno y metino, C3, C4, C9, C10y C12, y C13 a C30 [*+-%],

Los espectros No. 2 y No. 3 corresponden a los espectros de hidrdlisis de RMN-H! y RMN-
C® del alfa- tocoferol utilizado como sustrato en las reacciones y las caracteristicas
espectrales que muestran son exactamente similares a las analizadas en los espectros de

referencia para este compuesto.

En el espectro de IR (espectro No. 4) se observa una banda ubicada en 1750 cm™ que se
asigna al grupo carbonilo del éster. Asi como una banda entre 1250-1200 cm™ debida a la

tension simétrica del enlace C-O-C 94,
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En el espectro No. 5 obtenido a partir de una muestra de la reaccion de hidrdlisis se observa
la perdida de la sefial singulete del metilo del grupo acetilo ubicado en 2.3 ppm, al mismo
tiempo se determina la aparicién de una sefial pequefia ancha ubicada en 4.3 ppm que se debe
al grupo OH fendlico. Adicionalmente estos cambios fueron corroborados por un espectro
de referencia (espectro No. 6). Las demas sefiales no sufren cambio alguno ya que no se

realiza ningln otro cambio en la estructura del compuesto.

En tanto que en el espectro No 7 de RMN-C®3, la modificacion que se observa es la pérdida
de la sefial a campo bajo antes localizada en 169 ppm y que correspondia a C11. Asi como
la perdida de una sefial metilica C12 del grupo acetilo en la region 19-40 ppm, probablemente
ubicado a 23.7 ppm de acuerdo a la comparacion de espectros ampliados en dicha region.
Espectros No. 8 y No. 9. Esta modificacidén también es corroborada por el espectro No. 6 de

referencia.

En el espectro de IR (espectro 10) se observa la ausencia de la banda en aproximadamente
1750 cm™ debida al grupo éster. Adicionalmente se detectan una banda en 1080 cm™ debida
a la vibracion de tension del enlace C-O y bandas localizadas en 1500 y 1350 cm™

ocasionadas por vibraciones de flexion del enlace O-H.

5.2 De la reaccién de oxidacion

Mecanismo de reaccién. EI mecanismo que se propone implica la union del tocoferol a la
molécula de FeClz con desprendimiento de una molécula de HCI, para generar un
intermediario en el que probablemente debido al efecto electronegativo de los atomos de
cloro, se promueve una reaccién via radicales libres en la que el FeCls se reduce a FeCl»
desprendiendo un radical centrado en el carbono terciario del tocoferol, el cual a su vez puede
reaccionar con una molécula de H2O para dar el alcohol terciario que es el producto que se
observa a traves de laRMN. Lo anterior también forma un radical libre centrado en hidrogeno
el cual puede reaccionar con otra molécula de FeCls liberando HCI y generando otra molécula
de FeCl..
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9) R
FcCl3
é OM } HO
=
~cl

HC1 F FeCl,
cl-

Feclz - FCC].3 + *H

HCI

Figura 22. Mecanismo de la reaccion de oxidacion.

En la gréfica 2 se observa que los sistemas con mas producto de oxidacién son aquellos que

fueron sometidos a temperaturas mas elevadas, pero sobre todo aquellos donde la solucion

del agente oxidante se encuentra disuelta en etanol.

Espectros de absorcion de la oxidacidon del a Tocoferol bajo

ABSORBANCIA

condiciones de reaccion diferentes

. .c

a".'.
* . .o
W | Lo -

..un_;uun’\.”“
“-‘.'uuo_nuniuuu-wuui
250 270 290 310 330 350
A (nm)
co-fk-e H2OTA  ---#--- H2070°C ETOH TA ETOH 70°C

Grdfica 2. Espectros de absorcion de la reaccion de oxidacion.

Probablemente se deba a que estas condiciones favorecen que el sustrato y el agente oxidante

entren en contacto, esto se observa con mas facilidad en la figura 23. Aquellos matraces que
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son sometidos a temperaturas mas altas o con etanol muestran una solucion mas homogeénea,
mientras que en aquellos que no fueron sometidos a dichas condiciones se observa una

separacion de fases al finalizar la reaccion.

Figura 23. Apariencia de los productos de oxidacion a diferentes condiciones de reaccion.

Caracterizacion del producto (liquido oleoso naranja, 88% de rendimiento).

En el espectro No 11 de RMN-C*3, se observan dos sefiales ubicadas a campo bajo con
desplazamientos de 188 ppm vy 186 ppm  que corresponden a los grupos carbonilos
provenientes de la reaccion de oxidacion, asi como cuatro sefiales localizadas entre 140-150
ppm que se asignan a los carbonos de doble enlace dentro del ciclo, C5, C6, C8 y C8a. Las
sefiales anteriores indican la presencia de un sistema tipo quinona. Ademas, se detecta
aproximadamente en 72 ppm una sefial desplazada a campo bajo con respecto a los carbonos
de un alcano los cuales se localizan entre 12 y 42 ppm, dicha sefial pertenece al carbono base
de alcohol C2 unido a oxigeno. El espectro No. 12 corresponde a una ampliacion de la zona
a campo alto y en la que se observa una sefial con doble intensidad con respecto a todas las
demés sefales, la cual debe ser originada por los metilos del grupo isopropilo terminal de la

cadena hidrocarbonada.

En el espectro, No. 13, de RMN-H?, se observan tres sefiales singulete entre 2.0 y 2.6 ppm
que se asignan a los metilos vinilicos C10, C13 y C14. A campo més bajo aproximadamente
en 3.25 ppm se encuentra una sefial triple que corresponde a C4, por estar en el campo de
desproteccidn que origina el doble enlace y su multiplicidad debida al acoplamiento con C3,

también se observa una sefial pequefia amplia debida a un grupo OH que esta localizada en

41




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

2.15 ppm. Adicionalmente se determina una sefial triple ubicada en 1.85 ppm que se asigna
a C3 debido a que es vecino al oxigeno y su multiplicidad ocasionada por el acoplamiento
con C4, posteriormente se observa una sefial multiple en aproximadamente 1.78 ppm que se
debe a C26 cuya multiplicidad se debe al acoplamiento con los hidrégenos de los carbonos
C27, C28 (dos metilos) y C25 (un metileno CH2), asi como una sefial doble que se observa
en 0.78 ppm que se debe a los metilos C27 y C28, ambas sefiales, la maltiple y la doble son
indicativas de la presencia del grupo isopropilo terminal de la cadena. El triplete que se
observa en 1.6 ppm se asigna a C15 ya que solo es vecino a los hidrogenos de C16. El resto
de las sefiales localizadas entre 0.83 y 1.4 ppm corresponden al resto de los carbonos de la
cadena hidrocarbonada, de C17 a C30.

5.3 De la sintesis de las bases de Schiff

Mecanismo de reaccion. En la reaccion ocurre el ataque nucleofilico de la amina al grupo
carbonilo, seguida de un equilibrio &cido-base interno para dar el aminol correspondiente que
posteriormente sufre una reaccion de deshidratacion para dar lugar a la aparicion del primer
grupo funcional imino. Esta reaccion ocurre nuevamente para formar el di-imino del alfa

tocoferol

HoN—R

H,N—R
OH
o R
=
R—N

Figura 24. Mecanismo de la reaccién de iminacion.

Caracterizacion de productos. A través de los espectros de IR de las tres reacciones de

iminacion efectuadas entre la quinona del alfa-tocoferol y las tres aminas (propilamina,
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isopropilamina y monoetanolamina ) durante 24 horas de exposicién a 70°C se observa que
los espectros presentan dos bandas importantes una aproximadamente en 1640 cm™ debida a
la vibracion de tension del grupo carbonilo y otra que se ubica en aproximadamente 1550
cm y que se asigna a la vibracion de tension del doble enlace C=N, caracteristico del grupo
funcional imino. En los tres espectros se observa la predominancia de la sefial del grupo
carbonilo lo cual indica que la conversion del grupo carbonilo al imino correspondiente no
es eficiente. Estas condiciones de reaccion se prolongaron durante 48 horas, sin embargo, los
espectros que se obtenian bajo estas condiciones eran muy similares a los descritos. Por tal

razon no se intentd separar el producto sino investigar una nueva metodologia [84].

5.4 De la sintesis de las aminas

Mecanismo de reaccion. La funcidn de la trietilamina en la reaccion es la de actuar como una
base, promoviendo una deslocalizacion electronica extendida hasta el grupo carbonilo
conduciendo a un sistema tipo enolato que a continuacion se protona para formar un sistema
tipo enol. A continuacién, la amina reactiva (morfolina, dietanolamina o monoetanolamina)
realiza una adicion conjugada tipo Michael re-aromatizando el sistema ciclico dando lugar a
una especie fenolato-amina cuaternaria que finalmente sufre un equilibrio acido-base interno

para dar el producto final.

V/_\N(Et) 3 _NHZ

AP = f?d

H—N(Et) 3

H

R"N
OH
-
R
HO
OH

Figura 25. Mecanismo de la reaccion de aminacion de la cadena lateral.
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Caracterizacion del producto cuando la amina utilizada como reactivo fue morfolina (liquido

oleoso rojo oscuro, 31% de rendimiento). La estructura del compuesto es la siguiente:

OH
a N

OH

Figura 26. Producto de sintesis derivado de la morfolina.

En el espectro No. 19 de RMN C®3, se observan a campo alto entre 50 y 75 ppm cuatro sefiales
que se asignan de la manera siguiente: las sefiales de mayor magnitud ubicadas en 66 y 53
ppm corresponden respectivamente a los carbonos etiquetados como C, y Cp, magnitud
debida a que la sefial es generada en cada caso por dos carbonos equivalentes. En tanto que
las sefiales de menor magnitud localizadas en 56 y 72 ppm se asignan a los carbonos
etiquetados como C. y Cg, en este caso la menor magnitud es ocasionada por un solo carbono
de cada tipo. Por otro lado en la region aromatica entre 116 y 148 se observan seis sefiales
que corresponden al sistema aromatico el cual es indicativo de que ésta ocurriendo una

reaccion de re-aromatizacion de la quinona del alfa-tocoferol.

En el espectro No. 20 de RMN H* se observa una sefial en 10.6 ppm debida al OH fendlico,
ademas se determinan en aproximadamente 3.7 y 2.7 ppm sefiales que de acuerdo con la
literatura se deben respectivamente a los grupos CH20 y CH2N de la morfolina.

En el espectro No. 21 de IR las bandas caracteristicas detectadas son: 3500 cm™ asignadas a
las vibraciones de tension O-H de los grupos alcohol y fenol, asi como la vibracién de tension
C=C en aproximadamente 1600 cm™, dichas sefiales corroboran la presencia de un sistema
aromatico. Adicionalmente en aproximadamente 1100 cm™ se presenta la banda de tension
del enlace C-O de la funcion éter y el enlace C-O del alcohol, finalmente otra sefial
importante se observa en 1250 cm™* debida a la vibracion de tension C-N.

Resultados espectroscopicos similares se obtuvieron cuando se emplearon dietanolamina y

monoetanolamina como reactivos en la reaccion de aminacion.
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5.5 De los calculos computacionales y las predicciones del modelo

Para demostrar de alguna forma la validez del modelo se compararon las predicciones del
modelo con informacion experimental sobre la acumulacion lisosomal de varias moléculas.
Se realiz6 una recopilacion de los estudios reportados en la literatura que investigan la
distribucion lisosomal de farmacos en diferentes sistemas in vitro utilizando cloruro de
amonio (NH4CI), monensina y nigericina. Este consiste en un método indirecto para medir
el secuestro lisosomal basado en el uso de agentes quimicos para abolir el gradiente de pH
lisosoma-citosol. La reduccion en la acumulacion de farmaco en presencia de estos agentes

proporciona el grado de acumulacion lisosomal.

Se eligié el porcentaje de la reduccion en la captacion total (%RCT) en el lisosoma como una
medida cuantitativa del secuestro lisosomal experimental. Esta informacién fue recopilada
anteriormente en un articulo ! que incluye los valores del %RCT de diversos estudios [*¢-
1071 posteriormente se calculd el promedio del %RCT reportado para cada uno de los
farmacos en los diferentes estudios y se grafico contra la proporcion [L]/[E] predicha, tal

como se observa en la gréfica 3.

Relacion entre captacion lisosomal experimental y la
proporcion de la concentracidn lisosomal-extracelular predicha

70
Tioridazina
e e e e e @
Promazina—~ e
® | et Imipramina

>0 L/ e Biperideno
o Amitriptilina —/,..-+*"
o Sertralina L. o ©
£ 40 o T Trihexilfenidilo
2 Fluoxetina ..o
a Fenoterol =\ ..
= 30 | et
4 0o .. °
ES bt Terbutalina

y =24.408x - 0.8523
20 Formotergl R = 0.8562
10 Desipramina
Diazepam
o
0
1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6
[L1/[E]

Grdfica 3. Relacion entre captacion lisosomal experimental y la predicha.
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Hay que recordar que la proporcion [L]/[E] es una medida de cuantas veces es mayor la
concentracion en los lisosomas con respecto al medio extracelular cuando el sistema ha
alcanzado el equilibrio. Por ejemplo, para la imipramina tiene un valor de 2.5 lo que significa
que después de transcurrido un tiempo razonable su concentracion en el lisosoma se estabiliza

en un valor que es 2.5 veces mayor que la del espacio extracelular.

Retomando la grafica 3 puede observarse que hay una relacion aproximadamente lineal entre
el %RCT y la proporcidn [L]/[E]. La curva proveniente del andlisis de regresion lineal tiene
una pendiente positiva, o que no es nada sorprendente pues se esperaria que a proporciones
[L]/[E] més grandes el valor del %RCT sea mayor. De manera ideal la ordenada al origen de
la recta deberia ser aproximadamente cero sin embargo aqui es bastante mayor. A pesar de
eso es innegable que el modelo predice de alguna manera los resultados experimentales. Si
bien el valor de r? no esta tan cercano a 1, resulta razonablemente bueno para tratarse de un
modelo que describe un sistema biolégico y claramente implica una correlacion entre la

prediccion y la realidad.

Podria pensarse que los valores del %RTC no son comparables entre los diversos estudios
puesto que las condiciones de los ensayos son diferentes (tiempo de exposicion al farmaco,
concentracion del farmaco, sistema in vitro utilizado, etc.), y que por lo tanto no tiene sentido
calcular el %RTC promedio para compararlo con las predicciones del modelo. Sin embargo,
segun el modelo desarrollado en este trabajo, las concentraciones de farmaco en el lisosoma
en el estado estacionario solamente dependen de propiedades de la molécula (pKa, logP y
logD), por lo que en teoria los valores del %RCT deberian ser similares incluso entre los

diferentes estudios.

Una vez establecido el poder predictivo del modelo se aplicd en diversas moléculas con
supuesta actividad lisosomotrdpica para comparar las predicciones con la de los productos
de sintesis. Estas moléculas incluyen antidepresivos, antipsicoticos, antiarritmicos,
anticancerigenos, colorantes, entre otros. La tabla 6 recoge las propiedades fisicoquimicas de
estas moléculas y algunos indicadores importantes relacionados con la acumulacion

lisosomal predichos por el modelo.
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Molécula pka LogP LogD[BH+] [LVIE] [V} t max (s) [L] méx
Azitromicina 9.57 241 -4.57 57.4704342 0.00011203 684.558419 59.5448724
Morfolina 7.03 9.05 5.552 55.0570835 | 0.01047447 | 0.00089789 | 57.1016494
Aripiprazol 7.52 3.57 0.07 39.0540466 0.0104472 1.91378045 40.4274283
Perazina 8 3.78 0.39 17.0975532 0.01205758 2.49816959 17.6487566
Lysotracker Red 8.5 -3.75 -1.5 10.5726448 0.00754223 95463.2519 10.9125947
Claritromicina 8.38 3.23 -0.26 9.76515139 | 0.01058425 7.8504475 10.080064
Amiodarona 8.46 7.64 4.13 8.61733506 0.01031193 0.02703342 8.89720546
Dietanolamina 8.34 7.702 4.39 8.54047828 0.01334775 0.01926984 8.81787412
Rojo neutro 6.7 2.85 1.19 7.14547365 0.11493174 1.16291082 7.37613015
Tamoxifeno 8.76 6.35 2.85 4.94128726 0.0104472 0.16933178 5.10994879
Prometazina 9.13 3.69 0.19 2.72670641 0.0104472 6.02361117 2.82572989
Clomipramina 9.19 4.88 1.38 2.50780043 0.0104472 1.29083029 | 2.59960821
Imipramina 9.19 4.28 0.78 2.50780043 0.0104472 2.82142914 2.59960821
Monoetanolamina 8.84 7.835 4.956 2.45413788 0.02346854 0.01223885 2.54412729
Tioridazina 9.21 4.87 1.37 2.44107379 0.0104472 1.31195157 2.53066485
Biperideno 9.29 3.53 0.04 2.18630666 0.01058425 7.51626273 2.26735343
Trihexilfenidilo 9.32 4.23 0.73 2.12283187 0.0104472 3.06751162 | 2.20172915
Clorpromazina 9.39 3.94 0.44 1.95754184 0.0104472 451202654 | 2.03079895
Amitriptilina 9.4 4.33 0.83 1.93598218 0.0104472 2.71694689 | 2.00849895
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Molécula pka LogP LogD[BH+] [LVIE] [V} t max (s) [L] méx
Promazina 9.39 3.32 -0.12 1.88482349 | 0.01129692 | 9.39382379 | 1.95557828
Propranolol 94 2.58 -0.66 1.66431447 0.01466088 19.1898313 1.72740181
Sumatripan 9.53 0.74 -2.61 1.57102145 0.01270282 244.751925 1.63082804
Clorfenamina 9.47 3.58 0.4 1.52310807 0.01585331 4.85354714 1.58121895
Sertralina 9.56 5.15 1.91 1.46109678 0.01466088 0.68029503 1.5170049
Pentazocina 9.57 3.89 0.78 1.37942088 0.01736761 2.97837691 1.43240962
Paroxetina 9.77 3.15 -0.09 1.28511246 0.01466088 9.2976114 1.33470584
Fluoxetina 9.8 4.17 0.93 1.26616306 0.01466088 2.46290014 1.31507078
Desipramina 10.01 3.9 0.65 1.16656987 0.01447105 3.5645467 1.21185495
Leelamina 9.9 5.17 2.14 1.16019531 0.01927614 0.51144179 1.2052473
Fenoterol 9.63 1.47 -0.82 1.10979178 0.05056616 24.2775213 1.15299655
Terbutalina 9.75 0.44 -1.89 1.08810641 0.04799765 98.0116814 1.13051407
Formoterol 9.81 1.06 -1.18 1.06785664 0.05397094 38.8902298 1.10951844
Nortriptilina 10.47 4.43 1.18 1.05785486 0.01447105 1.79593447 1.09914786
Diazepam 2.92 3.08 0.27 1.03220217 0.02567675 0.15589559 1.07250802
Amantadina 10.71 1.47 -1.57 1.02521384 0.01902655 64.7844142 1.06530031

Tabla 6. Prediccion del modelo por acumulacion para diversas moléculas.
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La grafica 4 muestra la acumulacién lisosomal para todas las sustancias de la tabla 6, se
observa que los valores de [L]/[E] varian desde 1.025 para la amantadina hasta 57.47 para la
azitromicina. Se resaltan en otra tonalidad las predicciones para los productos de sintesis.
Inesperadamente, pese a la gran similitud estructural los productos de sintesis poseen

acumulaciones lisosomales muy diferentes, mas adelante se explica la razon.

La mayoria de las sustancias evaluadas poseen de nula a pobre acumulacién lisosomal, con
valores de [L]/[E] entre uno y tres. Uno de los productos de sintesis proveniente de la reaccion
con monoetanolamina cae en esta categoria. Luego estan las sustancias de moderada
acumulacion lisosomal con valores de [L]/[E] entre tres y veinte. En este conjunto se
encuentra la perazina (un antipsicotico), lysotracker red (un colorante usado para tefiir
lisosomas), la claritromicina (un antibiético), la amiodarona (un antiarritmico), el rojo neutro
(otro colorante también usado para tefiir lisosomas), el tamoxifeno (un antineoplasico) y uno
de los productos de sintesis obtenido de la reaccidn con dietanolamina. Finalmente, hay un
grupo de sustancias de alta acumulacion lisosomal con valores de [L]/[E] mayores a veinte.
Este grupo incluye la azitromicina (un antibiotico), el aripiprazol (un antipsicético) y el
producto de sintesis derivado de la morfolina. Resumiendo, los tres productos de sintesis

caen en una de las tres categorias ya sea con una acumulacion lisosomal baja, media o alta.

Una manera de analizar porque estas moléculas se acumulan de diferente manera en la célula,
es comparando el pardmetro o de cada una de ellas. El parametro o es de gran importancia
pues influye en el grado con el cual una sustancia puede acumularse en los lisosomas. Hay
que recordar que el parametro a se refiere a la relacion del coeficiente de permeabilidad de
la membrana lisosémica para la molécula en sus formas ionizada y no ionizada. Tedricamente
mientras mas se aproxime a cero el valor de a, mayor serd la acumulacion de una molécula

en los lisosomas.

Se pueden clasificar las sustancias de acuerdo al valor de a de la siguiente manera: valores
menores a 0.01 son bajos, valores entre 0.01 y 0.04 son intermedios y valores mayores a 0.04
son altos. La mayoria de las moléculas tienen valores intermedios de oo muy similares, pero
si se presta atencidn al orden en cual las moléculas estan dispuestas en la grafica 5 se observa

que hay relacion inversa entre a. y [L]/[E].
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Acumulacion lisosomal predicha para los productos de
sintesis y algunas moléculas lisosomotropicas
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Grdfica 4. Acumulacion lisosomal predicha para algunas moléculas lisosomotrdpicas.

Basta con comparar los valores de a y [L]/[E] para notar esta relacion. Para a el orden es
monoetanolamina > dietanolamina > morfolina, pero para [L]/[E] el orden es inverso. Sin
embargo hay algunas excepciones, por ejemplo el rojo neutro tiene el valor de a mas grande
de las sustancias evaluadas pero se acumula de manera moderada en los lisosomas. Si bien

el valor de o es importante no es el Gnico que influye en la acumulacion lisosomal tal como
se vera a continuacion.
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Pardmetro a para los productos de sintesis y algunas
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Grdfica 5. Parametro a para algunas moléculas lisosomotrdpicas.

Como se menciond anteriormente los productos de sintesis tienen una acumulacién en el
lisosoma muy diferente pese a ser estructuralmente similares. Incluso se podria decir que los
valores de a son similares para los tres compuestos. La explicacion de porqué el modelo
predice una acumulacion en el lisosoma tan diferente se debe al valor del pKa. La gréfica 6
ejemplifica este efecto de una manera muy clara. Esta gréafica describe como seria la

acumulacion de cada uno de los compuestos sintetizados si su pKa fuera diferente.
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Proporcion [L]/[E] vs pKa de los productos de sintesis
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Grdfica 6. Proporcion [L]/[E] vs pKa de los productos de sintesis.

Por ejemplo, el compuesto derivado de la morfolina tiene un valor de o de 0.01047 lo que le
permite tener el “potencial” de acumularse en los lisosomas hasta un maximo de 55 veces la
concentracion extracelular. Esto depende fundamentalmente del pKa y para el caso de la
morfolina su pKa calculado esta aproximadamente en la regién éptima de méaxima
acumulacién. Desafortunadamente para los compuestos obtenidos de la dietanolamina y la
monoetanolamina los pKa correspondientes estan lejos de esta regidon optima por lo que se
acumulan de manera mas pobre en los lisosomas pese a tener un “potencial” similar al de la
morfolina. De esta manera queda demostrado que la acumulacion lisosomal no solamente es

sensible al valor de a, sino que también el pKa puede ser sumamente importante.

El modelo también se aplico a algunas moléculas con supuesta actividad de detergente
lisosomotrdpico para comparar sus predicciones con la de los productos de sintesis que se
espera también actlen como detergentes. La tabla 7 recoge las propiedades fisicoquimicas
de estas moléculas, algunos indicadores importantes relacionados con la acumulacién
lisosomal predichos por el modelo y otras propiedades relacionadas con su actividad como

detergentes.
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Molécula pka | LogP | LogD | [L)/[E] a tmax | [L] HLB| ao v lc |CPP| N | Cerit
[BH+] (s) max (nm?) | (nm%) | (nm) (%)

Morfolina 7.0 | 9.05 555 | 55.05 | 0.0104 | 0.0008 57.10 | 6.9 | 0.75 0.3492 1941 0.23 187 8
NDDFEA 73 | 515 | 191 | 32.80 |0.0146 | 0.1948 | 3393 | 7.6 | 0.26 |0.2150 | 1.792 | 0.45 | 492 | 42
NDM 7.7 | 485 135 2830 0.0104 | 0.4941  29.26 9.2 037 0.2150 1.792 0.31 | 344 | 29
MSD 7.7 | 331 | 0.28 16.55 | 0.0192 | 2.8584 | 17.08 | 11.2 | 0.42 | 0.2150 | 1.792 | 0.28 | 305 | 25
SDA 7.8 | 267 @ -0.36 @ 14.09 4 0.0192 | 7.3011 | 1454 | 11.2 A 0.44 0.2150 1.792 0.26 | 288 | 23
NDTFEA 55 | 5.64 24 13.05 | 0.0146 | 0.0344 | 1347 | 7.5 | 0.28 | 0.2150 | 1.792 | 0.41 | 451 | 39
Dietanolamina 83| 770 | 439 | 8540 |0.0133 1 0.0192 881 | 81 | 0.84 0.3492 1941 |0.21 167 | 6
2TP 55| 648 | 503 | 4.887 |0.1511 | 0.0067 | 5.04 | 1.8 | 0.31 |0.2314  2.005 | 0.36 | 468 | 36
4TP 5.7 | 6.6 5.62 | 3.162 | 0.2788 0.0042 | 3.27 | 1.8 | 0.31 0.2314 2.005| 0.36 | 468 36
2Dl 73 | 512 | 405 | 2572 |0.2479|0.0389 | 266 | 2.8 | 0.30 |0.2150 1.792  0.38 | 419 | 36
Monoetanolamina | 8.8 | 7.83 | 4.95 | 2454 0.0234 0.0122 254 7.3 | 0.82 | 0.3492 1941 | 0.21 171 6
NDI 6.5 496 | 437 | 2001 |0.4635|0.0260 | 2.07 | 3.3 | 0.26 | 0.2150 | 1.792 | 0.44 | 483 | 42
Esfingosina 9.2 | 456 | 1.53 1.733 1 0.0192 | 1.1016 | 1.79 A 8.6 | 0.37 | 0.2585  2.092 | 0.33 | 418 | 30

Tabla 7. Prediccion del modelo por acumulacion para diversos detergentes.

Abreviaturas. NDDFEA: N-dodecil difluoroetilamina, NDM: N-dodecil morfolina, MSD: O-metil serina dodecilamida, SDA: serina dodecilamida, NDTFEA: N-dodecil trifluoroetilamina,
2TP: 2-tridecil piridina, 4TP: 4-tridecil piridina, 2DI: 2-dodecil imidazol, NDI: N-dodecil imidazol. Véase la figura 8 para la estructura de algunos de estos compuestos.
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En la grafica 7 se muestra la acumulacion lisosomal para varios detergentes lisosomotropicos.
Retomando la clasificacion dada anteriormente se puede decir que hay cuatro detergentes
que se acumulan en el lisosoma de manera pobre, seis que lo hacen de forma moderada y tres

con alta acumulacion.

Esto indicaria que al menos los compuestos sintetizados a partir de la morfolina y la
dietanolamina pueden ser tan buenos o incluso mejores para acumularse de manera

considerable en los lisosomas que los detergentes lisosomotrépicos descritos hasta ahora.

Acumulacion lisosomal predicha para los productos de
sintesis y algunos detergentes lisosomotrdpicos
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Grdfica 7. Acumulacion lisosomal predicha para algunos detergentes lisosomotrdpicos.
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Sin embargo, el éxito de los compuestos sintetizados no depende Gnicamente de su capacidad
de acumularse en lo lisosomas, también son muy importantes sus propiedades de

detergentemcia para ser capaces de romper la membrana lisosomal.

Una forma de medir sus propiedades como detergente es calculando sus valores de HLB.
Como ya se menciono anteriormente, el HLB permite clasificar a los tensioactivos de acuerdo
a su grado en el que estos son hidréfilos o lipofilos. Idealmente los detergentes tienen un

valor entre 12-15.

En este sentido los compuestos sintetizados no cuentan con el valor de HLB 6ptimo por lo
que podrian no tener actividad como detergente. Como se puede ver en la tabla 7, el HLB
para los compuestos derivados de la morfolina, la dietanolamina y la monoetanolamina son
6.9, 8.1y 7.3 respectivamente. Si bien dichos valores son mas altos que los de otras moléculas
que supuestamente son detergentes lisosomotropicos, tampoco tienen los valores més altos

de todo el conjunto.

Otra manera de medir sus propiedades como detergente es estimando sus valores del CPP.
Hay que recordar que el valor del CPP determina la geometria con la que se agregan las
sustancias anfifilicas, si el valor del CPP < !5 son més propensos a formar micelas y por lo

tanto a destruir membranas.

Si se considera este parametro entonces los compuestos sintetizados si tendrian la posibilidad
de romper membranas pues sus valores son menores a ¥5. Como se puede ver en la tabla 7 el
CPP para los compuestos derivados de la morfolina, la dietanolamina y la monoetanolamina

son 0.23, 0.21 y 0.21 respectivamente. Incluso son los valores més bajos de todo el conjunto.

Tomando en cuenta ambos pardmetros (CPP y HLB) resulta incierto afirmar si los
compuestos sintetizados actuaran como detergentes pues cumplen con los requerimientos de
uno pero no del otro. De cualquier forma, asumiendo que los productos de sintesis actuarian
como detergentes se realizaron los calculos necesarios para describir su comportamiento en
la membrana del lisosoma. Para ello se describe el rompimiento de la membrana como un
proceso que involucra la formacion de poros. En la grafica 8 se muestra el porcentaje de

detergente en la membrana necesario para formar poros de 3 nm de radio.
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Porcentaje de detergente en la membrana necesario para
formar poros de 3 nm de radio
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Grdfica 8. Porcentaje de detergente en la membrana necesario para formar poros.

Se observa que el porcentaje molar necesario para formar poros de 3 nm de radio es mucho
menor para los compuestos sintetizados que para los otros detergentes lisosomotrdpicos. Esto
tiene una explicacion sencilla y es que se necesitarian menos moléculas para formar un poro
con los productos de sintesis. En la tabla 7 se muestra el nimero de moléculas necesarias
(denotado con la letra N) para formar un poro de 3 nm. Los compuestos derivados de la
morfolina, la dietanolamina y la monoetanolamina requieren de un numero de moléculas de
187, 167 y 171 respectivamente. Mientras que por ejemplo la esfingosina requeriria de 418

para formar un poro del mismo tamario.

La razon de esto es porque el area que conforma la cabeza polar de los detergentes (ao) es
mucho mas grande para los productos de sintesis que para los demas detergentes
lisosomotrdpicos. Si se imagina al poro como la parte interior de una dona se comprenderia
facilmente que un ao grande permitiria cubrir una cantidad mayor de area con un menor

nimero de moléculas.

En la grafica 9 se muestra la relacion entre la concentracion de detergente necesario para
formar poros de diferentes radios. Se observa que el porcentaje molar necesario para formar
poros mas grandes crece mas lentamente para los compuestos sintetizados que para los otros
detergentes lisosomotrdpicos. Tedricamente esto les conferiria una ventaja importante sobre
los demaés detergentes lisosomotropicos.

56




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Relacién entre la concentracion de detergente en la
membrana y el radio del poro formado
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Grdfica 9. Relacion entre la cantidad de detergente en la membrana y el radio de poro.

Retomando de nuevo el modelo de acumulacion por protonacion se discutira brevemente el
aspecto relativo a la velocidad con la que se alcanza el estado estacionario ([L)/[E]). En las
graficas 10, 11 y 12 se muestra como es la evolucion de los sistemas para cada uno de los

compuestos sintetizados.

Se puede comenzar por observar que, obviamente, en el tiempo cero las concentraciones
dentro del citosol [C] y el lisosoma [L] son cero. Estas son las condiciones iniciales del
modelo que son planteadas en el anexo 8.2, el modelo solo es aplicable cuando dichas
concentraciones son igual a cero en el tiempo cero, que desde luego suele ser la situacion
mas comun y util. Luego conforme va transcurriendo el tiempo las concentraciones en el

lisosoma y el citosol comienzan a aumentar.
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Concentracion en los compartimentos de la célula
como funcidén del tiempo para el producto de sintesis
derivado de la morfolina
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Grdfica 10. Acumulacion celular para el producto derivado de la morfolina.

Luego tiene lugar el primer fendmeno interesante, que ocurre cuando la concentracion en el
citosol alcanza un maximo para después disminuir ligeramente y estabilizarse. Algo similar
ocurre con la concentracion dentro del lisosoma la cual aumenta hasta llegar a un maximo
para poco después diminuir y estabilizarse. EI méximo en la concentracion del lisosoma,
representada como [L]max en las tablas 6 y 7, ocurre poco después de que el citosol alcanza
su concentracion maxima y de hecho puede ser calculado con una férmula deducida en el
anexo 8.2. Evidentemente la [L]max tiene asociado un momento al cual esta concentracion es
alcanzada, representado como tmax en las tablas 6 y 7, y que también puede ser calculado con

una férmula deducida en el anexo 8.2.
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Concentracion en los compartimentos de la célula
como funcidén del tiempo para el producto de sintesis
derivado de la dietanolamina
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Grdfica 11. Acumulacion celular para el producto derivado de la dietanolamina.

Ahora si se miran con detalle las gréaficas 10, 11 y 12 pareciera haber algo mal con el tmax
pues segun los calculos la [L]max se alcanzaria a una velocidad increiblemente rapida para los
tres compuestos sintetizados. De las tablas 6 y 7 se observa que el tmax para los compuestos
sintetizados a partir de la morfolina, la dietanolamina y la monoetanolamina son 0.00089,
0.01926 y 0.01223 segundos respectivamente. Sin embargo para otros compuestos parece
haber valores mas razonables, por ejemplo, el valor de tmax para el sumatripan es de 244
segundos y para la azitromicina es de 684 segundos. Incluso el compuesto Lysotracker Red
tiene un tmax de 95463 segundos, lo que equivale a poco méas de un dia para alcanzar la

concentracion maxima dentro del lisosoma.
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Concentracion en los compartimentos de la célula
como funcidén del tiempo para el producto de sintesis
derivado de la monoetanolamina
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Grdfica 12. Acumulacion celular para el producto derivado de la etanolamina.

Si bien se espera que el modelo se aproxime de alguna manera a la realidad hay algunos
aspectos de ésta que son omitidas con el fin de poder abordar las ecuaciones diferenciales del
anexo 8.2 con mas facilidad. Hay en particular un aspecto que fue omitido y que podria
explicar porque algunos valores de tmax son inverosimilmente pequefios. EI modelo supone
que las velocidades de difusion en el citoplasma y en los lisosomas son lo suficientemente
rapidas, de modo que Unicamente la permeabilidad de la membrana limita la velocidad. Es
decir, considera que cuando las moléculas terminan de atravesar una membrana estas

difunden instantaneamente hasta la membrana siguiente.
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Concentracion en los lisosomas como funcion del tiempo
para todos los productos de sintesis
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Grdfica 13. Acumulacion en los lisosomas para los tres productos de sintesis.

Las predicciones de los modelos deben de interpretarse con cautela e incluso si estas no
representan de manera precisa la realidad esto no significa que no puedan usarse dichas
predicciones. Por ejemplo, en la gréafica 13 se agrupan las curvas que describen la
concentracion en los lisosomas como funcién del tiempo para todos los productos de sintesis.
Puede que las predicciones del valor de tmax N0 sean las reales, pero eso no impediria suponer
de una manera confiable que la concentracion maxima del compuesto sintetizado de la
morfolina se alcanzaria mucho antes que para los compuestos sintetizados de la
dietanolamina y monoetanolamina. Es decir, aun es posible hacer comparaciones entre los
valores de tmax de diferentes compuestos, porque todos estdn sujetos al mismo modelo
matematico. Siguiendo este razonamiento se hizo una Gltima comparacion entre el valor de

tmax Y la lipofilicidad de los compuestos usados hasta ahora.
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En la grafica 14 se muestra la relacion entre tmax Yy la lipofilicidad de la molécula, expresada
como LogP y LogD[BH+]. Es claro que existe una relacion exponencial entre estas variables
de manera que se puede decir que para valores de LogP < 2 y LogD[BH+] < -2 la difusion
de un lado de la membrana al otro se hace tan lenta que el tmax aumenta considerablemente
de una manera exponencial. Segun las ecuaciones de la linea de tendencia parece ser que hay

una mejor correlacion entre tmax y LogD[BH+], que entre tmax y LogP.

Relacién entre la lipofilicidad de la molécula y t max
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Grdfica 14. Relacion entre la lipofilicidad de la molécula y t madx.

62




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

6 Conclusiones

Se realiz6 la sintesis de una serie de aminas derivadas del o-tocoferol mediante tres
reacciones consecutivas: hidrolisis del acetato de a-tocoferol, oxidacion del a-tocoferol y

condensacion del a-tocoferol quinona con una amina.

Se determinaron las mejores condiciones para la reaccion de oxidacion de a-tocoferol y se
exploraron nuevas rutas sintéticas para la funcionalizacion de los tocoferoles con aminas
alifaticas primarias y secundarias. Se caracterizaron los compuestos sintetizados mediante
espectroscopia IR, RMN C** y RMN H,

Se calcularon los valores tedricos de algunas propiedades fisicoquimicas relevantes de los
productos de sintesis mediante herramientas computacionales. Estas propiedades fueron

usadas para tratar de predecir sus efectos sobre las membranas lisosomales.

Se construyeron y resolvieron las ecuaciones diferenciales de un modelo matematico
simplificado que describe la acumulacion lisosomal de bases monoproticas. Dichas
ecuaciones habian sido planteadas anteriormente por Christian de Duve pero no habian sido

proporcionadas las soluciones analiticas hasta este momento.

Se predijo la acumulacién lisosomal, usando el modelo matematico desarrollado, de cada uno
de los productos finales de sintesis, asi como de otros compuestos con el fin de comparar sus
propiedades lisosomotropicas. Se demostré de manera contundente que los productos de
sintesis podrian presentar una acumulacion lisosomal apreciable y en algunos casos mejor

que la de otros compuestos con una actividad lisosomotrépica reportada.

Finalmente se predijo mediante diversas ecuaciones el efecto de las propiedades tensioactivas
de los productos finales de sintesis sobre la membrana. Dicha prediccion evidencio que, en
el supuesto de que los compuestos sintetizados tengan actividad de detergente, tendrian una

potencia mayor con respecto a otros detergentes lisosomotropicos para romper membranas.

En resumen, se demostré el potencial que tienen los compuestos sintetizados como
detergentes lisosomotrépicos y como farmacos antineoplasicos, lo que abre la posibilidad a

sintetizar andlogos de estas sustancias que puedan ser evaluadas en sistemas bioldgicos.
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Espectro 1. Referencia de RMN H!y C*3 de acetato de alfa tocoferol.
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Puise Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300B8 "mercury300"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 47.4 degrees

Acg. time 1.998 sec

Width 4506.5 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 300.0706244 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min, 49 sec

2.337

2.025
1.983

—2.091

~—1.254

1.237

\

0.878

0.8
— 66

0.856

0.845
0.834

Espectro 2. RMN H! acetato de alfa tocoferol, sustrato.
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R3-HIDR

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300BB “"mercury3oQ"

Relax. delay 0.800 sec

Pulse 32.6 degrees

Acq. time 0.301 sec

Width 18691.6 Hz

30000 repetitions
OBSERVE C13, 75.4528238 MHz
DECOUPLE H1, 300.0720883 MHz
Low power 1023 dB atten.

continuously on Ra¥ ar
WALTZ-16 modulated BET3SeRTa,.
DATA PROCESSING T N T
Line broadening 3.0 Hz mrodobas Mo
FT size 32768 NANMARARLE
Total time 9 hr, 26 min, 5 sec \L\\\ L\\ q i

19.710

22.598
20.981
20.542
20.497
_19.650

VL
/35 336
\ 20,

S

12.891
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Espectro 3. RMN C*? acetato de alfa tocoferol, sustrato.
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Espectro 4. IR de acetato de alfa tocoferol.
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Pulse Sequence: s2pul

Solvent: €DC13
Ambient temperature
Mercury-300BB "mercury300"

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 47.4 degrees

Acg. time 1.898 sec

Width 4506.5 Hz

200 repetitions

OBSERVE H1, 300.0706244 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768
Total time 10 min, 22 sec

170
1.126
.924

0.902

1

jL
0

2.151
1.303

2.194
1.328

0.887
——0.880

2 1
Gy Aeweasoy g
2.43 8.26 13

. .95
12.37 S§.14 31.17 24.02

Espectro 5. RMN H! de alfa tocoferol proveniente de la reaccion de hidrolisis.
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Espectro 6. Referencia de RMN H!y C*2 de alfa tocoferol.
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Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300BB "mercury300"

Relax. delay 0.800 sec

Pulse 32.6 degrees

Acq. time 0.301 sec

Width 18691.6 Hz

1000 repetitions

0BSERVE Cl13, 75.4528227 MHz
DECOUPLE H1, 300.0720883 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 3.0 Hz

FT size 32768
Total time 12 hr, 35 min, §1 sec
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Espectro 7. RMN C*2 de alfa tocoferol proveniente de la reaccion de hidrolisis.
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Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-3008B "mercury300"

Relax. delay 0.800 sec

Pulse 32.6 degrees

Acq. time 0.301 sec

Width 18691.6 Hz

1000 repetitions

OBSERVE C13, 75.4528227 MHz
DECOUPLE H1, 300.0720883 MHz
Low power 1023 dB atten.
continuously on

WALTZ2-16 moduiated

DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz

FT size 32768
Total time 12 hr, 35 min, 51 sec
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Espectro 8. Ampliacion de RMN C*3, del espectro 3, a campo alto.
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R3-HIDR

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-300BB "mercury3Qg6"

Relax. delay 0.800 sec

Pulse 32.6
Acg. time
Width 1869
30000 repe
QBSERVE C1
DECOUPLE H
Low power
continuous

degrees
0.301 sec
1.6 Hz
titions
3, 75.4528238 MHz
1, 300.0720883 MHz
1023 dB atten.
1y on

WALTZ~16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 1.0 Hz
FT size 32768

Total time

9 hr, 26 min, 5 sec
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Espectro 9. Ampliacion de RMN C*3, del espectro 7, a campo alto.

OJIX3N 3A VINONOLNY TYNOIDVN avaiSyd3AINN




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Transmitancia relativa
——
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Espectro 10. IR de alfa tocoferol. Proveniente de la reaccién de hidrolisis.
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Espectro 11. RMN C*3de la quinona del alfa tocoferol. Producto de oxidacion.
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Espectro 12. RMN C* ampliacion a campo alto de la quinona del alfa tocoferol.
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Espectro 13. RMN H!de la quinona del alfa tocoferol. Producto de oxidacion.
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Espectro 14. RMN H!ampliacion a campo alto de la quinona del alfa tocoferol.
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Espectro 15. IR de la quinona de alfa tocoferol.
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Espectro 16. IR de la reaccion de iminacion entre propilamina 'y

la quinona de alfa tocoferol.
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Espectro 17. IR de la reaccion de iminacion entre isopropilamina y

100 -

95

90

85

80

75 -

Transmittance (%)

70

65

60

la quinona de alfa tocoferol.

2000

T T T T T
1900 1800 1700 1600 1500 1400

Wavenumber (cm™)

1
1300 1200

Espectro 18. IR de la reaccion de iminacion entre monoetanolamina y

la quinona de alfa tocoferol.
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Espectro 19. RMN C*®de la reaccion de aminacion del alfa-tocoferol empleando morfolina como reactivo.
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Espectro 20. RMN H! de la reaccion de aminacion del alfa-tocoferol empleando morfolina como reactivo.
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Espectro 21. IR de la reaccion de aminacion del alfa-tocoferol
empleando morfolina como reactivo.
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8.2 Modelo matematico de la acumulacién por protonacion

A partir de la figura 27 delimitamos el modelo que consta de tres compartimentos y en el que
se hacen los siguientes supuestos:

1. El area A de las membranas que delimitan los compartimentos y sus volumenes V
permanecen constantes.

2. Las caracteristicas de la permeabilidad de la membrana plasmatica y de la membrana
lisosomal son las mismas.

Fluido
extracelular Citosol Lisosoma
(D) (2) (3)
Pot Py
B = B = B
Ka, ) P, E IT P IT
BH* =2 BHt* g BH*
Ka, IT P, 7 P, T
BHZ* =4 BHi* =1 BHj'
Ka, " P It I

BH[* ;ik

Figura 27. Acumulacion lisosomal de bases lipdfilas.

Las flechas "= representan un equilibrio de difusion pasiva y las flechas """ un equilibrio
de disociacidn, ambos equilibrios tienen asociados las constantes Ka y P.

Antes de desarrollar las ecuaciones diferenciales del modelo es necesario establecer algunas
definiciones. De aqui en adelante el subindice i denotara el compartimento al que se hace
referencia y podra tomar los valores 1, 2 o 3 para el fluido extracelular, citosol y lisosoma
respectivamente.

De la figura 27 se hace evidente que la concentracion total de las moléculas en el
compartimento i (Ci) esta dado por la siguiente ecuacion, en donde la microespecie entre
corchetes representa su concentracion en el compartimento i:

n
C; = [Bli + [BH*1; + [BHE " + -+ [BHE*]; = ) [BHEY)
k=0
También serd de ayuda establecer las siguientes constantes, en donde P representa el
coeficiente de permeabilidad para las diferentes microespecies:
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! P, Ps

a:P—O, ﬁ

=P—1, Y P_Z’

Cabe recordar que la constante de disociacion acida esta definida de la siguiente manera para
las bases:

Ka _ [BLi[H™]; 4 _[BHT][H"]; 4 _ [BH*Li[H];
YTO[BHYL, T P [BHFY), U ° T [BHEL

Para plantear las ecuaciones diferenciales se parte de la ley de difusion de Fick donde J
representa el flujo a través de la membrana, K el coeficiente de reparto, D el coeficiente de
difusion, | el grosor de la membrana, P el coeficiente de permeabilidad y C la concentracion
(los subindices r y d hacen referencia al compartimento receptor y donador respectivamente):

_ KD(C,—Cy) _KD
B ! 1
El cambio del flujo J por unidad de tiempo viene dado por la siguiente ecuacién, donde N es
el nimero total de particulas y A el &rea de la membrana:
dN
dt
Dando que la concentracion C viene dada por la siguiente ecuacion, donde V es el volumen
del compartimento, es posible escribir el cambio de C por unidad de tiempo como:

N, d¢; A

A TR

=P = C)=P(Ca=C) P

A]

Puesto que en éste modelo los tres compartimentos se encuentran sucesivamente uno dentro
del otro se tiene la siguiente ecuacion:

i+1

dc, 1 1
D A = (A + A
j=i '

dt v,

Ademas, puesto que la ley de Fick hace referencia a la diferencia de las concentraciones
totales de las moléculas en los compartimentos, la ley se puede reescribir como una suma de
todas las microespecies presentes en el compartimento donador y receptor de la siguiente
forma:

] = z Py ([BHllcﬁ]d - [BHllchr]r) == z Py ([BH’IfH]r a [BH’I§+]d)

k=0 k=0

El compartimento receptor sera i mientras que los compartimentos donadores seran los que
estén fuera o dentro del compartimento i, es decir i+1 e i-1. Sabiendo esto y combinando las
ecuaciones anteriores se tiene:
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n n
dc; 1
Y (g, - AREOWACTS LI W

k=0 0

Si se considera el caso méas sencillo donde la molécula tiene un solo grupo funcional
ionizable, se pueden escribir las siguientes ecuaciones diferenciales:

d
% Az{ Py([B], — [Bl3) + Pi([BH], — [BH"]3)}
d
% = Vl[Az{Po([Bh — [Bl,) + P.([BH*], — [BH],)}
2

— A3{Po([Bl, — [Bl3) + P, ([BH*], — [BH*]3)}]

Antes de poder resolver dichas ecuaciones deben de reescribirse para que en ellas aparezcan
las funciones desconocidas C> y Ca. Para ello sera necesario usar algo de algebra y las
definiciones dadas anteriormente. Aplicando la definicion de la constante a para la primera
ecuacion diferencial tenemos:

dc; A PO
dt

dC; _ A3P,
at Vs

{([ l2 = [Bl3) + a([BH"]; — [BH"]3)}

{[Bl; + a[BH*], — [B]3 — a[BH]3}

Aplicando la definicion de la constante de disociacion podemos escribir:
dC; APy {(Kal[BH+]2 a[B]z[H+]2> _ <Ka1[BH+]3 a[B]3[H+]3>}

dt V3 [H*]; Ka, [H*]3 Ka,
_ A3Py (Kai[BH*], + a[Bl,[H*13 Kaf[BH*]; + a[Bl;[H*]3
B V3 Ka,[H*], Ka1[H+]3

Multiplicando ambos términos por fracciones iguales a la unidad:

dC; _ AsPy {Ka% [BH*]; + alBl,[H*]3 <[B]2 + [BH*]Z)
dt V3 Ka,[H*], [B], + [BH*],
_Kaf[BH]5 + a[Bl5[H"]3 <[ Is + [BH +]3>}
Ka,[H*]3 [Bls + [BH*]3
_A3P, Ka?[BH*], + a[B],[H*]3
2 {Kal[B]z[Hﬂ + Ka;[BH*],[H*],
_ Kaf[BH"]; + a[Bl3[H*]3
Kay[Bl3[H*]3 + Ka;[BH*]3[H*]3

([Bl; + [BH™],)

([Bls + [BH+]3)}

Aplicando la definicion de Ci:

% _ A3P0{ KaZ[BH*], + a[B],[H*]3 _ Kai[BH"]5 + a[B]3[H+]§ C }
dt ~ Vs |Kai[Bl,[H*); + Ka;[BH*],[H*], > Kay[Bls[H*]s + Ka,[BH*]5[H*]5 °

Aplicando de nuevo la definicidn de la constante de disociacion:
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ac; _ Ak {Ka1[B]2[H+]2 +a[Bl,[H*]3 _ Ka,[Bl5[H*]; + a[Bl;[H*]3 c }
dt — Vs | Kay[BL[H*], +[BL[H*1; ™  Kay[BIs[H*]5 + [Bls[H*]5
_ AP {[B]Z[H+]2(Ka1 +a[H*]y) _ [Bls[H*]3(Ka; + a[H*]3) }

Vs | [Bl2[H*],(Kay + [H*]) 2 [Bls[H*13(Kay + [H]5) °
_ A3Py (Ka; +a[H'], Ka, + a[H]5
I {Ka1 +[H*], * Ka; +[H*]; 3}

Remplazando los complicados coeficientes de las concentraciones por:

_ Ka; +a[HT];
"7 Kay + [H];

Se obtienen las siguientes ecuaciones diferenciales (se puede obtener la segunda ecuacion de
manera similar al procedimiento realizado anteriormente):

dc A3 P

d_t3 = 1?}30 (A2C; — A3C3)
dc P
—2 = —O{Az(/11c1 - /1262) - A3(/12C2 - /13C3)}
ac U,

Para facilitar ain mas la escritura se definen las siguientes constantes:
A3PO/12 A3PO/13 AZPO)ll
1= v, ZZV—3' 3= v, , ko =ke+ ks,
A3PO/13 AZPOAZ A3P0/12
5 = ) k6 = ) k7 = ——--
Va Va Va

Reescribimos el sistema de ecuaciones diferenciales reemplazandola con dichas constantes
y cambiando de la notacion de Leibniz para las derivadas a la notacion prima. Notese que el
sistema esta sujeto a las condiciones iniciales C2(0) = 0 y C3(0) = 0 lo que significa que en el
tiempo cero las concentraciones dentro del compartimentos dos y tres son iguales a cero.
Ademas, se hace el supuesto de que la concentracion de soluto en el fluido extracelular (Cz)
permanece constante.

Cé = k1C2 - k263 (0] Cé - k1C2 + k2C3 =0
Cé = k3C1 - k4,Cz + k563 (0] Cé + k4_C2 - k5C3 = k3C1
C,(0)=0 y C3(0)=0

Puesto que se trata de un sistema de ecuaciones diferenciales las dos funciones incognitas C;
y Cs deben de satisfacer ambas ecuaciones, adicionalmente la resolucion del sistema no
resulta trivial por métodos comunes de integracion. Esta complejidad creciente puede ser
resuelta por la herramienta denominada transformada de Laplace. La idea consiste en
convertir el sistema de ecuaciones diferenciales en un sistema de ecuaciones algebraicas mas
sencillo de resolver y luego invertir el proceso de forma que obtengamos la solucién buscada.

La transformada de Laplace (£) de la funcion f(t) se define de la siguiente forma, donde s es
el operador de Laplace y la funcién de una variable real t se convierte en una funcién de
dicho operador complejo s:
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F(s) = LF (D)} = f eSLF(t) dt
4]

Para invertir el proceso, se debe de obtener la transformada inversa de Laplace (£71) lo que
daria la funcion buscada, para realizar este Gltimo paso generalmente se recurre a tablas de
transformadas de Laplace en vez de recurrir a la definicion anterior.

Se comienza aplicando la transformada de Laplace a cada término del sistema de ecuaciones
diferenciales (las constantes pueden sacarse de la transformada):

L{C3} — ke L{Co} + ko L{C3} = 0
L{Cy} + k4 L{C} — ks L{C3} = k3C, L{1}

La transformada de una derivada viene dada por la siguiente regla, donde xo es el valor de la
funcién x a tiempo 0:

L{x'} = sL{x} — x,

Por lo tanto, para las transformadas de las derivadas se tiene (recordar las condiciones
iniciales C2(0)=0y C3(0)=0):

L{C3} = sL{C3} — C5(0) = sL{C5}
L{C3} = sL{C;} — (5,(0) = sL{C,}
Sustituyendo en el sistema de ecuaciones diferenciales queda lo siguiente:
SL{C3} — k  L{Co} + k, L{C3} =0
SL{C,} + ko L{Co} — ks L{C3} = k3Cy L{1}
Para simplificar la notacion se realizan las siguientes sustituciones:

L{cy=1L, L{C}=M, L{1}= %

De manera que se obtiene:
SL+k2L_k1M=O
_ksL + SM + k4,M = k3C1%

Sacando factor comun en ambas ecuaciones se tiene:

(S + kz)L - klM = 0
—ksL + (S + k4,)M = %

Se llega a un sistema de ecuaciones algebraicas donde L y M son las incgnitas y el resto son
los coeficientes. Resolviendo el sistema para L con la regla de Cramer:
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0 —k
% s+k, _ (_ k1kS3C1) k1’§3€1
L= = =
|S + kZ _kl (S + kz)(s + k4,) - k1k5 SZ + sz + k4S + k2k4 - k1k5
ks s+ky

Si se realiza la resta de los dos términos constantes del denominador, retomando sus factores
originales, se obtiene la siguiente igualdad:

k2k4 - k1k5 = k2k6

Que puede sustituirse en el denominador. Sacando factor comun del termino lineal del
denominador y completando el cuadrado se obtiene:

kik3Cy _ kik3Cy
S{s2 + kps +kys + kokg}  s{s?+ (ky + ky)s + kyke}
kik3Cy

s{sz + (ky + ky)s + (#)2 - (#)2 + k2k6}
kiksCy

s{(s + ky ; k“')z _ ke -I;}k“')z + kzké}
kiksCy

S{(S Lhat k4)2 | Hkoke — gkz + k4)2}

L=L{C}=

2

A continuacion, se realiza la siguiente sustitucion para escribir la fraccion en términos de x:

k, +k
x=s+%

Lo que da como resultado:

- 2 2
{x _ks ‘5 k4} {xz 4 Heake E}kz + ky) } {x _ky -5 k4} {xz n (\/4k2k6 —z(kz + k4)2> }

Se realiza otra sustitucion para simplificar la notacién de los términos constantes:

kptky , 4ok — (ey + ky)?
o2 B 2

Al realizar la sustitucion se hace evidente que el denominador contiene dos factores
irreducibles, uno lineal y otro cuadratico (este ultimo al ser una suma de cuadrados se sabe
que es irreducible). Por lo que puede descomponerse en las fracciones parciales siguientes:

kyksCy __A  Bx+C
(x—a)(x2+b2) x—a x2+ b2
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Multiplicando ambos lados de esta ecuacion por el producto de los denominadores del
miembro del lado izquierdo se obtiene:

kik3C; = A(x? + b%) + (Bx + C)(x — a)
Sustituyendo x=a puede obtenerse el valor de A:

kik3Cy
k1k3C1 = A(az + bz) ~ A= m

No es posible asignar nuevos valores a x para obtener los valores de B y C. Por lo tanto, se
regresa a la expresion original y se realizan las multiplicaciones entre los factores lo que da:

kik3C; = Ax? + Ab? + Bx? — Bax + Cx — Ca

Igualando Gnicamente los coeficientes de x? de ambos lados de la ecuacion, permite obtener
el valor de B:

a? + b2

0=A+B:B=-A=
Igualando Unicamente los coeficientes de x de ambos lados de la ecuacidn, permite obtener
el valor de C:

0= —Ba+C - C = Ba =200
- ra TLEsas a? + b?
Sustituyendo en A los términos y factores originales de a, b, ki, k2, k3 y Ke:

A= S = - — ~
(kz ‘5 k4)2 + (\/4k2k6 _2(k2 + k4)2> (ky -I;}k‘L) + ek E}kz ll2Y)

_ klkSCl _ k1k3C1 _ A2A3V2V3P02121161 _ Alcl
 dkgke + (ky +ko)? — (ko + ko)?  kpkg  AyAV,ViPEA A3 As
)

De manera similar paraB y C:

B=_/11C1 C=_/11C1

A PP

Sustituyendo los valores de A, B y C las fracciones parciales quedan de la siguiente forma:
MG _/11C1 (_/1161 )
kiksCy _ A, x+(—7; ¢
(x—a)(x2+b2) x—a x? + b?

Reescribiendo en términos de s:
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MG MG ( k2 + k4) /1161

kiksC A A 2 A
B e T R A R
(s +52572) +p2
Alcl Alcl ( + ) _ Alcl /11C1 /11C1 (S + a) AICI a
— A3 + A3 _ A3 A3 _ A3
s (s+oz)2+b2 s (s+a)+b> (s+a)?+b?
Aplicando transformada inversa de Laplace (£71):
ll Cl /11 Cl ( + a) /11C1
C. = L—l /13 —L_l —L_l /13
3 s (s+a)2+b2 (s + a)? + b?
1,C 1y MC s+a 1C 1
e e
A3 s A3 (s + a)? + b? A3 (s +a)? + b?

Ahora sera necesario aplicar el siguiente teorema de traslacion en el eje s:

L7HF(s —a)} = LTHF(S)|sos-a} = e LTHF(s)}

De esta manera los dos Ultimos términos pueden reescribirse como:
S
— e—atL—l{ }
s—>s+a} s+ b?

e~ b
S e
S—>S+a} b SZ + bz

Sustituyendo se tienen las siguientes transformadas inversas:

_1{ s+a }-L‘l s+a
(s+a)?2+b2) (s + a)? + b2

) 1 o 1
£ 1{(s+a)2+b2}_£ 1{(s+a)2+b2

Gy 1y A4,C s A Ciae™% b
C. = _L—l {_} _ -2 —atL—l _ L_l{ }
3T, S {52 + bz} Asb s2 + b2

Las tres transformadas inversas restantes son directas y pueden obtenerse de tablas de
transformadas de Laplace. Las formulas son las siguientes:

1 s k
L1 {;} =1, L1 {SZ n kz} = cos kt, L1 {S‘Z-F—kz} = sin kt

Finalmente se obtiene la funcion incégnita Ca:

¢, A4 C AaC
=2 Ll g-at oo pr — 2 Le-atginpt
1 A3b
M€ A0 a .
3T —/1—3e at(cosbt+551nbt)

Realizando un proceso similar se obtiene la funcion incognita Co:

CZ=

ACy  k3C A C a
;21 n %e‘at sin bt — %e‘at (cos bt + Esin bt)
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Es posible comprobar que las funciones Cz y Cs son soluciones del sistema de ecuaciones
diferenciales, pero hacerlo aqui resultaria excesivo. En vez de eso se concentrara la atencién
en dos momentos que son particularmente interesantes de la funcion Caz: el punto maximo y
el estado estacionario.

Para conocer los puntos maximos de la funcion es necesario obtener la derivada de Cs, con
lo que se obtiene la siguiente funcion:

M C 2
C3 = /11316_“ sin bt <b +%)

Es importante saber los ceros de C”3 porque permiten conocer los méximos y minimos de Cs.
Resulta evidente que los ceros de C"3 vienen dados por:

¢ =" ET
=—, n

b
Si n =1 puede obtenerse el primer punto maximo para valores de t > 0. Dicho punto es el
unico que realmente tiene utilidad practica pues ademas es el maximo absoluto para valores
positivos de t. De manera que se define tmax como el tiempo al que tiene lugar la concentracion

maxima dentro de lisosoma y que puede sustituirse en Cz para obtener:

A /1161 /1161 _am a /11C1 /11(:1 _am
Umax b’ C3méx—/1_3_ s e b ( )— +

b (cosm+ —sinm e b

b Az A3
El estado estacionario se refiere al momento en el cual la concentracion del lisosoma ya no
cambia con el transcurso del tiempo. Para describir matematicamente este estado se debe
obtener el limite de la funcion Cz cuando el tiempo tiende a co. Ya que la funcion exponencial
tiende a 0 cuando el exponente adquiere valores negativos muy grandes se tiene:

MG _ (a[H*]; + Ka;)([H*]3 + Kay) c
A3~ ([H*]; + Kay)(a[H*]3 + Ka;) ™

lim

t—>oo

{116'1 MG

a
7 7 e~ ® (cos bt + 3 sin bt)} =

Finalmente, el cociente entre C3 y C1 en el estado estacionario, que describe cuantas veces es

mayor la concentracion en los lisosomas con respecto al medio extracelular, viene dada por:
[Lisosomas] — C3  (a[H']; + Ka))([H']3 + Kay) €, (a[H']y + Ka))([H']5 + Kay)
[Extracelular]  C; ([H*]y + Ka))(a[H*)s + Ka;))C;  ([H*], + Kay)(a[H*]5 + Ka,)

Esta es justamente la expresion descrita con anterioridad por Christian de Duve y es
importante porque permite hacer comparaciones entre la acumulacion de diferentes
compuestos sin importar la concentracién del medio extracelular.

En la tabla 8 se muestran las férmulas mas importantes del modelo de acumulacién por
protonacion para bases monopréticas. Ademas se muestran las férmulas que deberian
utilizarse para el caso de bases dipréticas y tripréticas, las cuales se obtienen de manera muy
similar usando el método descrito anteriormente.
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Tabla 8. Resumen de las formulas del modelo de acumulacion por protonacion.

Bases monoproticas

Constantes expresadas con letras griegas y latinas
_ Ka; +a[H']; P
" Kay + 1 C TR

_ ky + ky b= \/4k2k6 — (ky + ky)?

2 2
A3P0/12 A3POA3 AZPO/ll A3P02'3 A2P0/12 A3PO/12
k: , =—,k= ,kzk k,kz ) = ) =
1 v, 2 v, 3 v, 4 6 t K7, Ks v, 6 v, 7 v,
e Sistema de ecuaciones diferenciales
dC; A,P
d_t3 = ‘3/30 (/12C2 - A3C3) = k1C2 - k2C3
dc P
d_tz = V_Z{AZ(/‘{lCl - /12(:2) - A3(/12C2 - /13(:3)} = k3C1 - k4C2 + k5C3

Funciones que describen las concentraciones lisosomicas y citosolicas

AC; A C AaC
=11 1M -at cospht — L e—atgin pt

3T A A3 Asb
AC;  ks3C A.C AaC
¢, = ;21 3ble‘at sin bt — /11216_(” cosbt—ﬁe““ sin bt

Ecuacion de la concentracién lisosomal en el estado estacionario
MG _ (Kay + a[H*]1)(Ka, + [H*]3) c
A3 (Kay + [H*]1)(Kay + a[HY]3) !

Ecuacion de la concentracion lisosomal méxima y el tiempo maximo
2.161 2.161 _ﬂ T

Camax = T3 s y bmax = E
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Bases diprdticas

e Constantes expresadas con letras griegas y latinas

Ka,Ka, + aKa,[H*]; + af[H*]? P, P P,
. = p a = =" = —
M= T RaKa, + Kag[H*; + [H' ]2 P, P,
ky + ky , akakg — ey + ky)?
a=——-, =
2 2
A3 Py, A3 Py Ay Popy A3 Py APy, A3 Py,
k, = , k, = , ks = , kao=ke+ ks, k= , ke = , =
1 V3 2 V3 3 V2 4 6 7 5 VZ 6 V2 7 VZ
e Sistema de ecuaciones diferenciales
dCs _ AzPy

dt 7 (u2Cy — p3C3) = kyCy — k3G
dcC P
d_t2 - V_g{Az(thl —UpCr) — As(upCy — u3C3)} = k3G — kyuCy + ksCy

e Funciones que describen las concentraciones lisosémicas y citosolicas

C C aC
Cy = Fion B -t s pe — 11 pat i e
M3 M3 psb
C; ksC C aC.
() = P21 | X821 o -atgin b — 151 g-at ooy — LD p-at i by

e Ecuacidn de la concentracion lisosomal en el estado estacionario

1 C;  (KayKay + aKay[H]y + aB[H*]7)(Ka Ka, + Kap[H*]5 + [H*]3)
s (KaiKap + Kay[H*], + [H¥]]) (Ka, Kaz + aKay[H* ] + af[H*]3)

Gy

e Ecuacion de la concentracion lisosomal méaxima y el tiempo méaximo
€ Gy _am s
— e b

C3 max — + ) tméx

M3 H3 b
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Bases triproéticas

e Constantes expresadas con letras griegas y latinas

Ka,Ka,Ka; + aKayKaz[H); + afKas[HY]? + aBy[H]} P, P, Ps

V; = , @ =—, = —, = —

: Ka,;Ka,Kas + Ka;Kaz[H*]; + Kag[H*)? + [H*]3 P, P’ VT p,

k, + k, , akoke — (ko + ky)?
a = _ =
2 2

AP,V AP,V A, P,V AP,V A,P,v A, Pyv
_302k_303k=201,k4=k6+k7,k5=303k=202k=302

7 A A v, " T 1, T 1,

e Sistema de ecuaciones diferenciales

dC;  AszP
d_1:3: [3/30("2(:2—"3(:3) = k1C; — kyC3
dc P
d_tz = Vg{Az(V1C1 —V,03) — A3(voCy — v3C3)} = k3Cy — kyCy + ksCs
e Funciones que describen las concentraciones lisosémicas y citosélicas
1161 vqC v,aC.
Cs=—2— 2 e-at cospt — —L et gin bt
V3 V3 v3b
viC;  ksC v, C viaC
C, = —2 4 2 Le-atginpt — ——Le~at cos bt — —— e~ sin bt
Vy b Vo Vzb

e Ecuacion de la concentracion lisosomal en el estado estacionario

viC  (KayKa,Kaz + aKa,Kaz[H*]; + aBKas[H*]] + afy[H*]3)(Ka,Ka,Kas + KayKas[H* 5 + Kas[H*]5 + [H*]3)
vs  (Ka;KayKas + Ka,Kaz[H*], + Kas[H*]? + [H*]3)(Ka,Ka,Kas + aKa,Kas[H]; + afKas[HY]2 + afy[H]3)

G

e Ecuacion de la concentracion lisosomal méaxima y el tiempo maximo

104 + v,C; _arm T

Camax = Vs Vs e » bmax =

Sl
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8.3 Diagramas de distribucién de microespecies y logD vs pH

Nota: El simbolo B corresponde a la microespecie neutra, mientras que BH" a la microespecie
de la molécula completamente protonada. Las microespecies a la derecha de B corresponden
a la ionizacion del grupo OH tipo fendlico y no se consideraron en el modelo matematico.

Microspecies daliintion

100

80

[=1]
=]

=Y
=]

20

10.0

logD

9.0

8.0

7.0

6.0
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Producto derivado de la morfolina.
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OH
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10 12
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Producto derivado de la dietanolamina.
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OH OH
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Producto derivado de la monoetanolamina.
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8.4 Imagenes de los conformeros y sus descriptores geométricos

Van der Waals volume 570.20 A3 Minimum projection area
Van der Waals surface area 101057 A2 Maximum projection area
Solvent accessible surface area 1000.09 A? Minimum projection radius
Topological polar surface area 73.16 A2 Maximum projection radius

Van der Waals volume 508.00 A3 Minimum projection area
Van der Waals surface area 104157 A2 Maximum projection area
Solvent accessible surface area 1031.03 A2 Minimum projection radius
Topological polar surface area 104.39 A2 Maximum projection radius
Van der Waals volume 555.10 A3 Minimum projection area
Van der Waals surface area 067.32 A2 Maximum projection area
Solvent accessible surface area 984.39 A2 Minimum projection radius
Topological polar surface area 92.95 A2 Maximum projection radius
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