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“La union interdisciplinaria de los mundos de la quimicay la
biologia debe comenzarse con la comprension de los campos
de desempefio de las dos disciplinas™.

Stuart Schreiber

Resumen

El enorme progreso en el entendimiento de los sistemas bioldgicos y del funcionamiento de los farmacos dentro del
cuerpo humano se debe a la unién de la quimicay la biologia y a la aplicacidn inteligente de los principios y técnicas
de la quimica orgénica. Esta juega el papel de iniciador en el descubrimiento bioldgico impulsando el disefio y
desarrollo de nuevos farmacos. Utilizando tacticas sintéticas modernas de la quimica organica, la sintesis dirigida
a la diversidad permite preparar diversas moléculas (farmacos, agentes bioldgicos) que son valiosos modelos para
el estudio de las complejas interacciones bioldgicas de los organismos vivos. Los resultados y logros del LQOBIo
se discuten en esta revision prestando atencion al desarrollo de algunos aspectos de la sintesis verde y la biologia
quimica que ha venido haciendo el LQOBIo estos ultimos afios.

Palabras claves: sintesis dirigida a la diversidad, moléculas pequefias, heterociclos, bioensayos in vitro e in vivo.
Connection between Biology and Chemistry via Diversity Oriented Synthesis
Abstract

The enormous progress in the understanding of biological systems and the functioning of the drugs within the human
body is due to the union of chemistry and biology and the intelligent application of the principles and techniques
of organic chemistry. This plays the role of initiator in biological discovery driving the design and development of
new drugs. Using tactics of modern synthetic organic chemistry, diversity-directed synthesis allows preparation of
various molecules (drugs, biological agents) that are valuable models for the study of complex biological interactions
of living organisms. The results and achievements of the LQOBI0 are discussed in this review with attention to the
development of some aspects of green synthesis and chemical biology that has been doing the LQOBI0 recent years.

Key words: Diversity Oriented Synthesis, small molecules, heterocycles, in vitro and in vivo bioassays.

Introduccién

La quimica orgéanica, la biologia y la fisica son las columnas
primarias que sostienen el templo de la ciencia que estudia
y trata de entender los procesos fundamentales de la vida de
los seres vivos. EI enorme progreso en el entendimiento de
los sistemas bioldgicos y del funcionamiento de los farmacos
dentro del cuerpo humano se debe a la aplicacion inteligente
de los principios y técnicas de la quimica organica.

La quimica organica juega el papel del iniciador en el
descubrimiento biolégico, en el disefio y desarrollo de
nuevos farmacos. Desde hace muchos afios la biologia “se
movié “desde del nivel descriptivo y fenomenoldgico hasta
el nivel molecular y bioguimico. En consecuencia, nuevas

disciplinas como la biologia estructural, la biologia mole-
cular y la genética molecular fueron creadas y desarrolladas
(Waldmann y Janning, 2004).

Los seres vivos producen y liberan al medio diversos
compuestos quimicos (productos naturales) que afectan de
manera significativa a otros organismos y participan en sus
interacciones quimicas. Asi pues, todos los organismos pro-
ducen sefiales quimicas y responden a las sefiales quimicas
de otros organismos. Las sefiales quimicas producidas por los
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organismos estan constituidas por compuestos, relativamente
sencillos en su estructura, llamados moléculas “pequefias”.
Son preparadas a través de vias metabolicas secundarias que
dan origen a los metabolitos primarios, macromoléculas -
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos.

De otro lado, se sabe que la unidad minima de los seres
vivos es la célula. Es una regidn protegida en el que diversos
conjuntos de moléculas “pequefias” y macromoléculas
interactlan entre si en una armonia lograda a través de
auto-ensamblaje. Gran parte del contenido de la célula es
una sopa aguada con sabor a moléculas “pequefas”: los
azUcares simples, los aminoacidos, vitaminas, y los iones
sodio, cloruro, los iones de calcio (Lodish et al., 2008). Estos
productos naturales y/o sus analogos préximos tienen una
importancia vital en el descubrimiento de los mecanismos
universales en los seres vivos, tales como la division celular,
apoptosis celular, las interacciones ADN-proteinas, etc.

Los productos naturales tienen mucha afinidad hacia las
macromoléculas, e.g., proteinas, ADN y estructuras lipidicas.
Por eso, estos productos suelen ser utilizados como agentes
farmacoldgicos y/o modelos para desarrollar nuevos agentes
més efectivos y menos tdxicos. El término de moléculas
“pequefias” apareci6 durante el desarrollo de metodologias
de sintesis de compuestos organicos y se refiere a su peso
molecular, menos de 500 Da (Rojas-Ruiz et al., 2011).

Las moléculas sintéticas y naturales forman parte del arsenal
de la quimica organica. Ambos tipos de moléculas sirven
de protipos de farmacos y se emplean como precursores en
la construccion de nuevas entidades quimicas de amplia y
diversa utilidad practica. También pueden ser usados como
instrumentos indispensables en el estudio de los procesos
biologicos.

Al profundizar los estudios sobre los sistemas vivos y sus
procesos bio-quimicos, surgid la necesidad de tener medios
para perturbar estos sistemas haciendo uso de las moléculas
“pequefias”. Esta tactica, llamada sensibilizacién quimica,
puede generar nueva informacién, mas profunda y detallada,
sobre el funcionamiento de los sistemas vivos. Su desarrollo
proporciond una nueva area emergente: la biologia quimica
(Waldmann y Janning, 2004). Para su estudio se necesitan
nuevas moléculas “pequefias” diversas y diferentes, cuya
preparacion se logra por medio de las actividades de la
fitoquimica y de la sintesis quimica. Esta ultima tiene
varias estrategias y un sinfin de tacticas que se desarrollan
paulatinamente.

La primera estrategia, -TOS (Target Oriented Synthesis,
por sus siglas en inglés), conocida como sintesis orientada
a un producto blanco (“target” deseado) que es casi siempre
un producto natural (alcaloide, terpeno o fendlico, etc.)
de alta complejidad estructural y con una fuente limitada
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(Schreiber, 2000). La DOS (Diversity Oriented Synthesis)
es otra estrategia desarrollada posteriormente que se enfoca
en la sintesis dirigida a la diversidad molecular, funcional
y estructural. Esta busca diferentes tipos de diversificacion
molecular que permite encontrar moléculas mas especificas
(farmacos o agentes biolégicos) para el estudio de las com-
plejas interacciones bioldgicas de los seres vivos incluyendo
humanos (Spadl et al., 2008). La tercera estrategia, - FOS
(Function Oriented Synthesis), sintesis orientada a la funcion
(fragmentos de las moléculas) implica también la deteccion
de pequefias moléculas mas especificas haciendo uso de
subunidades o fragmentos de compuestos similares a los
medicamentos (Wender et al., 2008).

Las dos ultimas metodologias tienen la misma filosofia y las
mismas estrategias para cumplir el objetivo general: generar
nuevas moléculas bioactivas y comprender el funcionamiento
de los procesos biolégicos universales a nivel molecular por
medio de moléculas pequefias. Tanto DOS como FOS utiliza
tacticas sintéticas modernas de la quimica organica: tactica
de economia de 4tomos mediante reacciones cataliticas
en tdndem y domino, condensaciones multicomponentes,
reacciones de cicloadicion (cicloadicion [4+2], cicloadicion
[3+2] dipolar) entre sustratos comerciales y econémicos,
0 sintéticamente accesibles. También se presta atencién a
la aplicacion de los criterios de la quimica verde en estas
reacciones. Todos estos aspectos sintéticos estan en el centro
de atenci6n de nuestro grupo y van ser mencionados en este
ensayo. Ademas, el trabajo realizado en la sintesis se ilustra
con algunas aplicaciones bio- y/o farmacoldgicas de las
moléculas preparadas.

Sintesis de nuevas moléculas pequefias utilizando
AEs y sus componentes como reactivos quimicos
renovables

La discusion de esta parte esta dividida en los siguientes
temas: 1.) Procesos de cicloadicion [4+2] con la participacion
de compuestos fenolicos con grupos alilo y/o propenilo tipo
C,-C, como alquenos sustituidos activados; 2.) Procesos de
cicloadicion [3+2] con la participacion de estirenos derivados
de compuestos fendlicos tipo C.-C,,y aldehidos aromaticos;
3.) Importanciay resultados de bioensayos usando un modelo
del pez Cebra.

En este contexto, el uso de diversos aceites esenciales (AES)
y sus constituyentes fendlicos mayoritarios de algunas plantas
tropicales como materiales renovables se considera una
innovacion. En general, se sabe que plantas son las magas del
metabolismo, biosintetizando miles de moléculas en forma
eficiente. Teniendo en cuenta de que Colombia tiene una rica
diversidad vegetal, se puede decir que las plantas tropicales
comerciales, con sus aceites esenciales, son plataformas
importantes para el desarrollo de estudios biolégicos.
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La necesidad de reducir la dependencia de la sociedad del
petréleo crudo ha encaminado la atencion de los investiga-
dores al uso de la biomasa vegetal no sélo como fuente de
energia, sino también como fuente de productos de quimica
fina. De hecho, algunos componentes de la biomasa facilmente
aislables podrian ser utilizados como reactivos quimicos en
la sintesis de nuevos productos con un mayor valor afiadido
(Cormacetal., 2007). Por ende, los AEs, con sus constituyentes,
son fuente alternativa de materiales renovables.

Explorando el lema “Diversidad botanica siempre genera
diversidad quimica”, nos enfocamos a la creacidn de nuevas
bibliotecas de compuestos a partir de los derivados del fenil-
propano — “C.-C,” y los derivados del metilbenceno — “C,-
C,” (compuestos fendlicos) (Figura 1). Aunque este grupo
presente en los AEs es menos frecuente que el grupo de
terpenoides, sus miembros juegan un rol muy importante
tanto a nivel practico como cientifico.

“.Es posible generar nuevas quimiotecas con la parti-
cipacion de los componentes principales de los AEs de
plantas medicinales? ¢Cuales requisitos deben tener estos
aceites?” La ldgica de la quimica organica sintética y la
necesidad urgente de nuevas moléculas con multiples usos
nos hicieron prestar atencion a las plantas tropicales que:
a) puedan cultivarse en grandes cantidades y con un facil
manejo; b) den un rendimiento de AE lo mas alto posible,
>10%, y c) que preferiblemente su componente principal
alcanze un contenido >55%. Es una situacion “ideal” que
problamente no siempre se presentard. Sin embargo, se
sabe que los derivados fenolicos C_-alilo como el eugenol
se han obtenido en el 76,8% de la composicién total de
aceite extraido de brotes florales del clavo seco (Eugenia
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caryophyllus) en rendimientos superiores al 12,7% (Merchan
et al., 2011; Kokate et al., 2005). Otros dos fenilpropenoides
de interés son: el estragol, aislado del estragon (Artemisia
dracunculus L.) con un porcentaje del 60 - 75% (Kordali
et al., 2005), y el safrol obtenido a partir de la madera del
tronco de Ocotea pretiosa o de la corteza de la raiz o de la
fruta de arbol Sassafras albidum (Nuttall) Nuss, con una
composicion de 92,9 y 80,0%, respectivamente (Olivero-
Verbelet al., 2010; Simic¢ et al., 2004). Las frutas del anis
estrellado (lllicium verum Hook F.) son una fuente rica en
el AE (9,8%) y también en el trans-anetol (89-92% del AE)
(Wang et al.,2010).

Con esta informacion iniciamos nuestro estudio bio-fito-
quimico. En los siguientes subrubros tematicos se ofrece
informacion novedosa sobre la utilizacién del potencial
sintético de diversos AEs, con sus constituyentes fenolicos
como sustratos renovablesen la conversion a nuevos com-
puestos heterociclicos funcionalizados, y los resultados
obtenidos durante los estudios farmacoldgicos.

1. Procesos de cicloadicién [4+2], reaccion de imino
Diels-Alder de tres componentes.

Nuevas colecciones de tetrahidroquinolinas y quinolinas
con el fragmento de anetol o eugenol se prepararon por
medio de la reaccién de imino Diels-Alder (IDA) multi-
componente (MCIDA), una herramienta potente en la
quimica organica y la quimica medicinal.

Debido a la importancia farmacoldgica de las moléculas
heterociclicas, el desarrollo de sus sintesis esta cons-
tantemente en el foco de atencion de los quimicos.
Seleccionando un modelo simple forjado en la naturaleza,

Figural. Diversidad quimicade los componentes principales presentes en los AEs de plantas medicinales.
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el alcaloide quinolinico dubamina, aislado de varias espe-
cies del género Haplophyllum (H. dubiumy H. latifolium)
de lafamilia Rutaceae, nuestro grupo desarrollé un método
efectivo de su sintesis, sus analogos cercanos y nuevos
derivados con estructuras similares: tetrahidroquino-
linas 2-hetaril sustituidas, quinolinas polifuncializadas,
(tetrahidro)indeno[2,1-c]quinolinashetaril-sustituidas,
isoindolo[2,1-a]quinolinas, etc. (Fig. 2) (Kouznetsov et
al., 2012).

Usando la metodologia DOS basada en productos
naturales y aplicando MCIDA como herramienta sinté-
tica, fue posible emplear algunos de los fenilpropanoides
mencionados como alquenos para preparar nuevas tetra-
hidroguinolinas con fragmentos de anetol y/o isoeugenol,
bajo principios de la quimica verde. Un ejemplo ilustrativo
de esta metodologia se daen la Figura 3, donde se cumplen
al menos cuatro de los doce principios de la quimica verde:
1. Economia atdmica (reaccion de cicloadicion de tres
componentes); 2. Disolventes y auxiliares mas seguros
(reduccién de disolventes, uso de solventes verdes — PEG-
400, uso de catalizadores heterogeneos verdes — AMCell-
SO,H); 3. El uso de materias primas renovables (eugenol
y anetol); 4. Prepacion de moléculas en fase solida, sin
solventes (Kouznetsov et al., 2008; Kouznetsov et al.,
2013). Gracias al disefio racional y efectivo (Fig. 2 y
3) se logrd la identificacion y el desarrollo de nuevos
agentes antiparasitarios. Entre varias moléculas lideres
se destacan la 6-etil-2-fenilquinolina (6-Et-Qu) que
fue capaz de inhibir el crecimiento de promastigotes

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):129-141, 2014

de Leishmania braziliensis y reducir el nimero de amas-
tigotes intracelulares, blogueando la biosintesis del
esterol del protozoo via la acumulacion del esqualeno
y la disminucién del nivel de 5-hidroepisterol (Bompart
et al., 2013); las 3-metil-tetrahidroquinolinas (1-B-
THQ, 6-CN-THQ) que mostraron efecto inhibidor del
crecimiento de Trypanosoma cruzi en epimastigotes y
amastigotes, y citotoxicidad inespecifica sobre fibroblastos
NCTC-929, alcanzando altos indices de selectividad
en la forma extracelular y una gran selectividad en
la etapa intracelular (Fonseca-Berzal et al., 2013)
(Fig. 4). Estos prometedores resultados revelan como
las tetrahidroquinolinas se constituyen en posibles
prototipos de farmacos, contra enfermedades tropicales
“huérfanas”, - leishmaniasis y tripanosomiasis ameri-
cana o enfermedad de Chagas.

Tetrahidroquinolinas 8-NH,-THQ y 8-NO,-THQ (Fig. 4)
presentaron potente actividad citotoxica, siendo mas
eficaces en las lineas celulares de carcinoma de mama
MCF7 y SKBR3. Ambas fueron evaluadas en combi-
nacion con dos medicamentos reconocidos, paclitaxel
y gemcitabina. Los resultados mostraron que cuando
se mezclaron estos derivados con los farmacos se
observo un gran sinergismo y una intensificacion de
la actividad citotoxica sobre ambas lineas celulares
a una concentracion por debajo de 1 pug/mL. Durante
estos estudios, el compuesto 8-NO,-THQ se identifico
CoOmo nuevo, perspectivo y seguro agente para terapia
adyuvante (Mufioz et al., 2011).

Figura 2. Estrategias y tacticas sintéticas para generar nuevas moléculas pequefias con diversidad estructural.
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Figura3. Desarrollo de nuevas tetrahidroquinolinas con fragmentos de anetol y/o isoeugenol bajo criterios de la quimica verde.

Cncer

Figura 4. Desarrollo de nuevos agentes antiparasitarios y anticancerigenos.

La actividad antioxidante se relaciona con numerosas
enfermedades (trastornos cerebrales, ateroesclerosis y
cancer), en cuyas patologias, los radicales libres pueden
estar implicados. Utilizando el ensayo de la capacidad

antioxidante equivalente Trolox® (TEAC), nuevas
moléculas tetrahidroquinolinicas 2-Fu-THQ y 2-Me-
THQ (Fig. 4) han descubierto en nuestro laboratorio.
Estas son potentes inhibidores de radicales libres, con
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valores de TEAC igual o mayor que la de antioxidantes

conocidos, tal como o-tocoferol (Kouznetsov et al.,
2011; Merchén et al., 2013).

Las 2-(3-nitrofenil)quinolinas 6-MeO-Qu y 5,7-MeO-
Qu (Fig. 4) mostraron propiedades antivirales frente
al virus del sindrome de la inmunodeficiencia humana
(VIH), realizando el test del MTT y en el ensayo de virus
recombinantes. La inhibicién de la transcripcion del VIH
de estas moléculas ocurre via mecanismo de la activacion
del forbolmiristato acetato en linfocitos primarios; el factor
nuclear B y la especificidad de la proteina-1 parecen
ser los factores de transcripcion mas importantes invo-
lucrados en su accion (Bedoya et al., 2010).

Con estos excelentes resultados recién logrados, otros
modelos de metabolitos secundarios del reino vegetal, y
otras herramientas sintéticas se introdujeron en nuestra
investigacion actual.

2. Procesos de cicloadicion [3+2], reaccion 1,3- dipolar
de dos y/o tres componentes.

El significado sintético y farmacologico de los compuestos
fendlicos (fenilpropenoides) y los alcaloides indolicos
sigue siendo importante y actual en el desarrollo de
nuevos farmacos. El sistema de anillos de dihidroindeno
y dihidrofurano, que es una subunidad estructural de
fenilpropenoides, y el sistema de C-3-espiro-2-oxiindol
estan presentes en un gran nimero de compuestos de
origen natural. Estos sistemas biolégicamente impor-
tantes pueden ser ensamblados utilizando la reaccion
de cicloadicion [3+2] dipolar como se demuestra en la
siguiente investigacion.

Como se sabe, el eugenol y el anetol son los componentes
mayoritarios de los respectivos AEs de plantas Eugenia
caryophyllus y Illicium verum, aceites econémicamente
importantes para el desarrollo de las industrias perfu-
mistica y farmacéutica. Sin embargo, sus dimeros con
la estructura de dihidroindeno, igual de importantes
biol6gicamente, se encuentran esparcidos en pocas canti-
dades en el mundo vegetal. Por eso, resulta mas fécil
prepararlos por sintesis en el laboratorio que aislarlos
de las plantas. El AE obtenido de la corteza del arbol de
Croton malambo (fam. Euphorbiaceae) posee actividad
citotoxica, proapoptotica y actividad antiinflamatoria
(Jaramillo et al., 2007; Jaramillo et al., 2010). Su
principal componente es el metileugenol, un agente
repelente que regula las interacciones planta —herbivoro
(Tan y Nishida, 2012).

Haciendo énfasis en los beneficios estructurales de estos
fenilpropanoides, se desarroll6 un proceso eficiente de
construccion de modelos lignénicos tipo dihidroindeno,
dando prioridad al uso de los principios de la quimica
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verde. De este modo, se prepard un catalizador recupe-
rable, con caracteristicas acidas y soportado en silica,
el Si0,-0-SO,H que permiti¢ la obtencion de dimeros
del trans-anetol y del trans-isoeugenol (Kouznetsov y
Merchan Arenas, 2009). La sintesis formal del dimero de
metileugenol se realiza en mismas condiciones de reaccion
utilizando el AE de Croton malambo con su componente
mayoritario, metileugenol (Fig. 5). Cabe notar que con
una simple manipulacién de la reaccién de aquilacion el
AE de clavo y de su componente mayoritario, el eugenol
se convirtio en el metileugenol.

En busca de nuevas moléculas inhibidoras de radicales
libres analogas a los fenilpropanoides fendlicos, se modi-
fico la estructura del eugenol y su isomero, el isoeugenol.
Por simples modificaciones quimicas (hidrogenacion,
hidroximetilacion bésica, hidroximetilaciénacida y dime-
rizacion) se prepard la siguiente serie del dihidroeugenol,
hidroximetileugenol, 4-(1,3-dioxanil)fenol y vy-diisoeu-
genol. Todas estas moléculas presentaron una alta
actividad como inhibidores de los radicales libres. En
particular, el y-diisoeugenol y 1,3-dioxanilfenol fueron
las moléculas mas activas, superando la vitamina E
(Merchan et al., 2011) (Fig. 6).

Los mismos AEs y sus constituyentes fendlicos se
pueden utilizar en la construccion de dihidrofuranos
polifucionalizados (Fig. 7). Estas moléculas dihidro-
furanicas contienen en su estructura una unidad C-C,,
caracteristica de neolignanos dihidrofuranicos, tal es la
licarina Ay (-)-a-acuminatina. Estas Gltimas mostraron
actividad anticancerigena contra la linea celular HL-60 y
una potente actividad antioxidante (Charlton, 1998).

Usando PEG 400 y catalizador acido (BF,-OEt,) en la
reaccion formal de cicloadicion [3 +2], se prepararon
trans-dihidrobenzo[b]furan-5-oles. El isoeugenol y/o
anetol y la benzoquinona fueron utilizados en esta sintesis
(Fig. 7) (Kouznetsov et al., 2008).

El PEG 400 es considerado como uno de los medios de
reaccion inocuos y se emplea generalmente como vehiculo
para la administracion de farmacos en el organismo. Por
esta razon, la utilizacion de este disolvente en la reaccion
de cicloadicién se considera verde y adecuado para la
construccion de los trans-2,3-dihidrobenzo[b]furan-
5-oles.

De otro lado, los alcaloides inddlicos representan una
parte importante del estudio de los productos naturales,
incluyendo los alcaloides del sistema de C-3-espiro-
2-oxiindol construido a partir del nacleo de la isatina,
producto comercial y econdmicamente asequible (Fig.
8). Los derivados espiro-pirrolidinicos son la familia mas
conocida y abundante de este tipo de alcaloides, donde
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Figura 5. Desarrollo de dihidroindenos usando AEs y sus constituyentes fendlicos como reactivos renovables.

Figura 6. Manipulaciones quimicas del eugenol e isoeugenol hacia moléculas antioxidantes.

se destaca la horsfilina, un agente analgésico aislado de
la planta Horsfieldia superba. La (+)-retronecina, a su
vez, es un compuesto organico heterociclico donde dos
anillos de cinco miembros se encuentran unidos por un
nitrégeno coman.

El esqueleto de la pirrolizidina constituye la estructura
central de un grupo de alcaloides que se pueden encontrar
en mas de 6000 plantas, por ejemplo, en Senecio douglasii.
Debido a su importancia bioldgica, se prepararon nuevas
series de moléculas heterociclicas con el sistema de
C-3-espiro-2-oxiindol generando diversidad molecular
de naturaleza indélica (Fig. 8). Estas moléculas son de

gran importancia para la quimica organica y la quimica
medicinal, debido a su abundancia en varios productos
naturales de interesante arquitectura molecular.

La construccion del sistema de C-3-espiro-2-oxiindol,
donde los esqueletos de la isatina y pirrolizina se unen
via el carbono espiro, se realiz6 con facilidad mezclando
tres componentes en un medio verde (agua con carbonato
de propileno — C.P.). Este ejemplo es interesante por que
se forman simultaneamente tres nuevos enlaces y cinco
centros esterogénicos incluyendo un atomo cuaternario
(espiro-atomo) en un solo paso (Fig. 8) (Puerto Galvis y
Kouznetsov, 2013).

135



Kouznetsov VV

136

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 38(Supl.):129-141, 2014

Figura 7. Sintesis de 2,3-dihidrobenzo[b]furan-5-oles usando medios de reaccion verdes.

Figura 8. Modelos de alcaloides y generacion de compuestos indolicos.

3. Estudios farmacoldgicos: pequefios peces, moléculas
organicas y grandes esperanzas.

El desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos implica
la realizacion de numerosos ensayos in vivo e in vitro
para la identificacion del compuesto mas promisorio. Este
compuesto-lider debe ser sometido a rigurosas pruebas
de toxicidad y farmacocinética antes de ser evaluado en
ensayos clinicos. Sin embargo, muchas de estas pruebas

pre-clinicas no aseguran el éxito de estas moléculas en
los subsecuentes estudios clinicos. La correlacion directa
entre los modelos animales y los humanos es obstaculo
principal para la generacion de nuevos farmacos. Lo
anterior constituye uno de los principales retos de la
farmacologia y la quimica medicinal. Ultimamente, el
pez Cebra (Danio rerio), un vertebrado de 4-5 cm de
longitud, se ha convertido en un modelo atractivo y
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muy importante. Este modelo ha contribuido en varios
aspectos hio-farmacoldgicos importantes, tales como la
identificacién de dianas farmacoldgicas, modelos de
enfermedades, descubrimiento de los compuestos-lideres
y su toxicologia. Esto se debe a la alta homologia genética
con los humanos: estos peces comparten mas del 85 %
con humanos, la gran similitud entre tejidos y 6rganos y
la presencia de repuestas biologicas similares cuando se
“estimulan” con moléculas pequefias (Stern'y Zon, 2003).

Comparando con los estudios farmacolégicos tradicio-
nales de las ratas, los conejos y primates, este modelo
tiene varias ventajas, a saber: a) los embriones y larvas
del pez Cebra son de tamafio pequefio (1-1,5 mm) son
transparentes durante las primeras etapas de desarrollo;
b) su embriogénesis finaliza durante las primeras 24
horas de vida; y c) su desarrollo ocurre fuera del Gtero de
la madre. Todo eso ayuda su inspeccion visual y estudio
como un sistema individual. Adicionalmente, su alta
fertilidad (una pareja de adultos puede llegar a producir
de 400-600 embriones) permite evaluar una gran cantidad
de moléculas en cuestion de dias (Rubinstein, 2003).

La técnica de los bioensayos en modelo del pez Cebra
puede ser representada graficamente en la Figura 9. La
claridad optica del embrion hace posible la visualizacion
de una amplia variedad de cambios funcionales y
morfoldgicos sin matar, diseccionar ni manipular los
embriones. La necrosis puede ser facilmente detectada
como opacidad anormal en el embrién. Los defectos en
el sistema circulatorio, tales como hemorragias, también
pueden ser evaluados facilmente (Stern y Zon, 2003).

Figura9. Larvas de pez cebra (Danio rerio) de 6 dias post-fertilizacion
y esquema general de bioensayos en el modelo pez Cebra.

Conexion de Biologia y Quimica

Hoy en dia, las investigaciones que utilizan este modelo se
expanden hacia areas como la neurociencia, farmacologia,
investigaciones clinicas (esencialmente cardiovasculares)
y quimica medicinal (el desarrollo de agentes quimio-
terapéuticos). Este hecho se ve reflejado en el marcado
incremento en las publicaciones asociadas al pez Cebra en
afios recientes (Taylor et al., 2010; Letamendiaet al., 2012;
ReddyGuduruet al., 2013; Basu y Sachidanandan, 2013).

Gracias a la simpleza y eficacia del proceso de sintesis,
nuestro grupo pudo disponer de una quimioteca de moléculas
y logré desarrollar e implementar por primera vez en
Colombia un modelo in vivo. EI modelo de embriones del
pez Cebra es rapido, econdmico, con pocos conflictos éticos
y sus resultados son de alta confiabilidad y reproducibilidad.
Todo eso incrementa las probabilidades de éxito de futuros
ensayos clinicos. Es asi, como el modelo del pez Cebra se
convierte en una herramienta Gtil para la farmacologia y la
quimica medicinal en el disefio, desarrollo y descubrimiento
de nuevos farmacos, tal y como lo demuestran los resultados
que se expondran a continuacion.

Habiendo obtenido y caracterizado una nueva biblioteca
de veinte miembros basados en el sistema de la 3C-espiro-2-
oxindol-1"-nitropirrolizidina que fue construido por medio de
reaccion “one-pot” de tres componentes (diversas prolinas,
isatinas y nitroesterenos) (Fig. 8), se realizaron los ensayos
de su toxicidad (concentracion letal - CL,,, umol/L) en
embriones del pez Cebra identificando varias moléculas
toxicas, la EONP-1 y la EONP-3, y varias moléculas no
téxicas, la EONP-2, EONP-4 y EONP-5 (Tabla 1) (Puerto
Galvis y Kouznetsov, 2013).

Una vez que se determind la CL, para esta serie, se inicid
el analisis de los cambios fenotipicos, es decir el estudio de
coémo se manipulan sutilmente la actividad y la expresion
normal de los genes enddégenos y proteinas.

Este estudio se realiz6é en un rango de concentraciones por
debajo del valor de CL,, y los fenotipos inducidos por las
moléculas en los embriones de pez cebra, se analizaron a
las 48, 72 y 96 horas después de la fertilizacion (hpf, hours
post fertilization). Durante el andlisis se observo el retraso
del desarrollo, cuerpos curvados (CB, curved bodies), edemas
graves, edema en el saco vitelino (YS, big yolk sac o0 YSE),
desarrollo anormal del intestino medio (MI). Los efectos
descritos fueron los principales fenotipos visuales observados
para esta serie, y dependen del compuesto administrado (Tabla
1). Los resultados sugieren que el suministro de nutrientes y
hormonas, contenidas en el YS al sistema circulatorio es lento
y se inducen varios dafios al higado.

Tomando como punto de partida los resultados encontrados,
se iniciaron ensayos de actividad antiviral frente a herpes
virus, antimicoticos y citotoxicos, con el fin de establecer
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Tabla 1. Nueva libreria y el esquema de los bioensayos in vivo con los embriones del pez Cebra.*

* (A-C) Fotografias del microscopio de los embriones de pez cebra no tratados; (D-F) Fotografias del microscopio
de los embriones de pez Cebra tratados con el compuesto EONP-1 a 50 uM, YS = saco vitelino (yema); (G-1)
Fotografias del microscopio del pez Cebra embriones tratados con EONP-2 a compuesto a 150 uM; (J-L) Fotografias
del microscopio de los embriones de pez cebra tratados con EONP-3 a 50 M, CB = cuerpo curvado, a = edema del
yema (YSE), b = desarrollo anormal del intestino medio (MI) ; (M-O) Fotografias del microscopio de los embriones
de pez Cebra tratados con EONP-4 a 200 uM; (P-Q) Fotografias del microscopio de los embriones de pez Cebra
tratados con EONP-5 a 200 pM.
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los posibles mecanismos de accion, e identificar nuevos
targets bioldgicos implicados en el desarrollo embrionario
de los vertebrados.

Conclusiones y perspectivas futuras

Los aceites esenciales de diversas plantas aromaéticas
tropicales desempefian un papel importante en el desarrollo
de las ciencias naturales. A lo largo de la historia de
la civilizacion humana, éstos se utilizaron para fines
medicinales, farmacoldgicos, en aromaterapia y con fines
culinarios. Hoy en dia, es evidente que la biomasa vegetal,
incluidos los aceites esenciales no s6lo son una fuente de
energiay alimento, sino también una fuente para los reactivos
de la quimica fina. Los aceites esenciales son mezclas muy
variables y complejas de metabolitos, tienen componentes
aislables y son de caracter renovable.

La gran ventaja de trabajar con aceites esenciales, es que la
mayoria de ellos se destilan en un solo paso, ofreciendo sus
componentes valiosos rapidamente. Por otra parte, algunas
plantas tropicales aromaticas crecen rapidamente y dan una
gran fraccion de aceite esencial (hasta 2 - 10%), por lo tanto,
si se tiene una planta que produce una alta cantidad del
aceite esencial, hasta un 10%, y cuyo componente principal
(o mejor, un componente Unico) alcanza hasta el 55%, hay
una gran posibilidad de utilizar este aceite como reactivo
en sintesis quimica, para la obtencién de nuevos productos
con un mayor valor afiadido, por ejemplo, con propiedades
bioldgicas, farmacoldgicas, etc.

Sobre esta base, el interés por los aceites esenciales como
reactivos de quimica fina se incrementara en el futuro. No
s6lo las moléculas aromaticas que se encuentran en los
aceites esenciales pueden ser usadas en la preparacion de
diversos productos, sino también los compuestos terpénicos,
otros componentes principales de estos aceites esenciales
con interesantes estructuras.

La diversidad quimica de las funcionalidades en los com-
puestos fendlicos, y en los terpenos, ha generado la amplia
diversidad estructural presente en los numerosos productos
naturales conocidos. Con la atencion fija en los procedimientos
sintéticos de caracter verde, no seria sorprendente encontrar
maés aplicaciones sintéticas a los componentes mayoritarios
de los aceites esenciales.

Se espera que esta pequefia resefia ayude a los lectores a
inspirarse, y a realizar nuevos descubrimientos e innova-
ciones transformando quimicamente los aceites esenciales,
unos reactivos econémicos, accesibles y renovables.

El descubrimiento de farmacos involucra un proceso complejo
de ensayos bioquimicos, celulares y pruebas de validacion
en modelos animales, teniendo como dltimo peldafio la
validacion en seres humanos; este proceso toma tipicamente

Conexion de Biologia y Quimica

de 12 a 15 afos y varios millones de délares antes que el
farmaco alcance el mercado. El cribado de compuestos
quimicos de bajo peso molecular, la identificacion de los
cambios fenotipicos y el respectivo reconocimiento de
su(s) diana(s) biolégica(s) en los organismos vivos usados
como modelos, representa una poderosa alternativa en la
identificacion de compuestos lideres, al combinar un proceso
de cuantiosos pasos en unos pocos.

Dado que numerosos procesos biolégicos no pueden ser
recreados en cultivos celulares, y que el metabolismo de
los compuestos podria ser profundamente diferente para un
organismo entero, la utilizacion de los peces Cebra surge como
un modelo bioldgico versatil, que permite eliminar muchos
de los inconvenientes y disminuir los costos asociados a los
ensayos bioldgicos iterativos.

Los avances en la comprension de los sistemas bioldgicos, se
debe a la sabia aplicacién de los principios y técnicas de la
quimica orgénica. La perturbacion que causan las moléculas
pequefias en los sistemas bioldgicos, permite encontrar una
valiosa y detallada informacién acerca del funcionamiento
de los sistemas vivos desde una perspectiva molecular.

Por lo tanto, la quimica orgénica sintética juega un papel de
iniciador en el descubrimiento bioldgico, disefiando rutas
sintéticas y metodologias eficientes para la construccion
y optimizacion de sistemas moleculares que pretenden
alcanzar una alta analogia estructural con las moléculas
descubiertas en la naturaleza, reconocidas por ser efectivas
en el tratamiento de diversas enfermedades.
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