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Resumen

La resistencia antimicrobiana (RAM) es una de las diez amenazas principales a la salud
publica reportadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)'. Una de las principales
causas del creciente problema de la RAM, es la falta de nuevas terapias y/o agentes; en
consecuencia, muchas enfermedades infecciosas podrian volverse incontrolables®. La
creciente aparicion de microorganismos multidrogorresistentes (MDR), viene ligada a una
inapropiada administracion y uso excesivo de antimicrobianos en humanos y animales
generando un aumento considerable de la resistencia a los tratamientos convencionales™.
Dado el crecimiento acelerado y la expansion global de la RAM se ha impulsado la necesidad
de descubrir nuevos agentes antimicrobianos que logren mitigar esta problematica. Los
dendrimeros con actividad antimicrobiana son una alternativa de tratamiento, estas
macromoléculas con estructura simétrica bien definida y arquitectura tridimensional han
demostrado ser buenos agentes antimicrobianos y antibiofilm *®’. Estos polimeros cuentan
con una estructura tridimensional bien definida y altamente ramificada, la cual puede ser
predisefiada y modificada en la sintesis para obtener moléculas con caracteristicas fisicas y
quimicas especificas’. La mayoria de los derivados incluidos en esta monografia muestran
una buena actividad antimicrobiana frente a bacterias y hongos, teniendo en cuenta diferentes
caracteristicas, como el tipo de bacteria, hongo o aislado, la clase de sustituyente y la
distribucion espacial de las moléculas. Considerando que aun quedan muchos retos en esta

linea de investigacion.

Palabras Clave: Dendrimero, calixareno, resorcinareno, RAM, citotoxicidad.

Estudiante: Andrea Carolina Hernandez Pardo



1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Establecer el estado del arte sobre la actividad antimicrobiana de dendrimeros que contengan

como nucleo bases polihidroxiladas del tipo calixareno y resorcinareno.

1.2 Objetivos especificos

= Realizar una revision bibliografica sobre la actividad antibacteriana de dendrimeros
basados en calixarenos y resorcinarenos evaluados frente a cepas de referencia y

aislados clinicos.
= Recopilar estudios centrados en la actividad antifungica de dendrimeros basados en

calixarenos y resorcinarenos, especificamente frente a cepas de hongos sensibles y

resistentes.
= Indagar sobre otros posibles wusos terapetticos (antiviral, anticancerigeno,

antiparasitario) de dendrimeros que contengan en su estructura nucleos del tipo

calixareno y resorcinareno.



2 Introduccion

El creciente aumento de la resistencia antimicrobiana en los tltimos afios ha alcanzado cifras
alarmantes, anualmente se atribuyen aproximadamente 700.000 muertes por resistencia
antimicrobiana en el planeta, la OMS plantea que para el afio 2050 esta sera la principal causa
de muerte en el mundo, ademés se debe considerar las posibles consecuencias econémicas
derivadas del aumento de los costos de atenciéon y tratamiento’. La progresion de la
resistencia bacteriana en afios venideros dificultara la eliminacion de la pobreza extrema, lo
que sugiere que alrededor de 24,1 millones de personas se volveradn extremadamente pobres,
de las cuales 18,7 millones viven en paises de bajos ingresos. En este escenario los gastos de
atencion en salud para el 2050 seran hasta un 25,3% mas altos que los valores de referencia
para los paises de ingresos bajos, de un 15%-16% mas altos para los paises de ingresos
medios y un 6,2% mas altos para los paises con ingresos altos. A escala global, los gastos por
afio seran un 8% mas altos que los actuales y la financiacion de estos gastos a través de
impuestos mas altos a los hogares provocara una disminucion en el consumo, reduciendo el
bienestar de la poblacion y aumento de la pobreza, reflejando asi una mayor carga de la

enfermedad’'’.

Para empezar, Escherichia coli (E. coli) es uno de los principales patdégenos asociados a
infecciones en el torrente sanguineo y el tracto urinario, este microorganismo ha adquirido
genes de resistencia a las aminopenicilinas, las fluoroquinolonas, los aminoglucoésidos y las

cefalosporinas de tercera generacion y de forma menos frecuente a los carbapenémicos'.

Dentro del grupo mas critico de bacterias multidrogorresistentes (MDR) reportadas como

mayor amenaza a la salud humana, se encuentra patégenos que se describen habitualmente
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con el acronimo ESKAPE, nombre atribuido a bacterias responsables de la mayoria de las
infecciones nosocomiales ademas de ser capaces de escapar de los efectos de los
antimicrobianos, este grupo estd conformado por Enterococcus spp, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter

spp 2. Algunos autores incluyen la doble E (E-ESKAPE) para incluir Escherichia coli®.

Dentro del grupo ESKAPE, también se encuentran Enterococcus resistentes a la vancomicina
(ERV), Enterococcus faecium (E. faecium) patdogeno importante de infecciones asociadas a la
atencion sanitaria. La entrada de estos patogenos en el torrente sanguineo de los pacientes
hospitalizados generalmente puede estar precedida con la exposicion a los antibidticos en un
tratamiento prolongado, esta exposicion previa a los antibidticos estd fuertemente asociada a
un riesgo posterior de infeccion por ERV'*'"®. Del mismo modo hace parte de este grupo
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) para la cual los antibidticos de tipo cefalosporina y
carbapenémicos han sido farmacos importantes en el tratamiento de las infecciones graves
causadas por esta bacteria como también para otras enterobacterias, pero la eficacia de los
mismos se ha visto comprometida por la adquisicion generalizada de genes que codifican
enzimas, como las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas, que
median la resistencia a estos farmacos. Las infecciones causadas por enterobacterias
resistentes a los carbapenémicos superan a menudo el 40% en las tasas de mortalidad '**°.
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) también ha mostrado resistencia a los
carbapenémicos y a la polimixina, firmacos de ultimo recurso para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias. Otro Microorganismo que ha generado resistencia a
carbapenémicos y betalactdmicos es Acinetobacter baumannii (A. baumannii),
aproximadamente el 45% de todos los aislamientos de A. baumannii en el mundo se
consideran multidrogorresistentes (MDR). Finalmente, dentro de este grupo se halla el género
Enterobacter spp., antes del 2005 se calculaba que el 99,9% de estas cepas eran sensibles a
los carbapenémicos, pero en la actualidad se registra resistencia en todas las regiones
sanitarias de la OMS, ademads, Enterobacter aerogenes (ahora rebautizada como Klebsiella

aerogenes) ha demostrado resistencia a farmacos de ultimo recurso como la colistina'*'®"!",

Los pacientes con infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) tienen mayor probabilidad de morir un 64% que los pacientes con infecciones

causadas por cepas sensibles a la meticilina. Desde la aparicion del SARM en 1960, este
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microorganismo se ha reconocido como un patégeno nosocomial con tasas de incidencia muy
altas en diferentes partes del mundo, y en la actualidad es una causa importante de
enfermedad entre la poblacién. A su vez, Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) es
otra de las cepas bacterianas que ha mostrado resistencia a los antibioticos, para el 2018 la
OMS reportaron aproximadamente medio millon de nuevos casos de tuberculosis resistente a
la rifampicina (TBRR), la gran mayoria de los cuales presentan tuberculosis multirresistente
(TBMR), una forma de tuberculosis resistente a los dos antituberculosos mas potentes, la
isoniazida y la rifampicina, por lo cual la aparicion de resistencia a estos farmacos de tltimo

recurso se considera una amenaza importante en el tratamiento de esta enfermedad®*'".

La resistencia antimicrobiana también se hace presente en los virus, dentro de ellos uno de los
que genera mayor alarma es el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), el cual ha
cobrado aproximadamente 33 millones de vidas y aun no existe cura para la infeccion
causada por este microorganismo, los portadores de este microorganismo tienen mayor
susceptibilidad de contraer numerosas infecciones asociadas a la inmunodeficiencia, segun la
OMS a finales de 2019, habia aproximadamente 38 millones de personas con el VIH'®. La
constante variacion de este patdogeno genera que la mayoria de los antirretroviricos, puedan
corren el riesgo de volverse parcial o totalmente inactivos por la aparicion del VIH

farmacorresistente !

!, Por otro lado, también se requiere la busqueda de nuevas moléculas
para el tratamiento del Virus de la Hepatitis B (VHB) segun la OMS, en el 2015, 257
millones de personas padecian infeccion cronica por el VHB y se estima que para ese mismo
ano caus6 unas 887.000 muertes, principalmente por cirrosis o carcinoma hepatocelular
(cancer primario del higado). También es importante resaltar la coinfeccion por el VHB vy el
VIH donde se calcula que cerca del 7,4% de la personas con VIH también han contraido
VHB". Mientras que la infeccion por VHC tiene una prevalencia global de aproximadamente
3% y afecta a més de 185 millones de personas en el mundo, las regiones mas afectadas son
las del Mediterraneo Oriental y Europa, con una prevalencia estimada del 2,3% y el 1,5%,
respectivamente, en 2015, ademads en la actualidad no existe una vacuna para la Hepatitis C,
sumado a los altos costos para el tratamiento de estas infecciones *. Otro virus ampliamente

distribuido que genera aumento de morbilidad a nivel mundial es el virus del herpes simple

tipo 1 (HSV-1), para el 2016 la infeccion genital por VHS-1 afectaba a entre 122 y 192
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millones de personas entre los 15 a 49 afos, ademds se estima que la mayoria de las

infecciones genitales por VHS-1 ocurren en América, Europa y el Pacifico Occidental®'.

La emergencia de pardsitos farmacorresistentes provoca un aumento en la morbilidad y
mortalidad en la poblacion mundial. Parasitos causantes de enfermedades tropicales, como
por ejemplo Plasmodium spp. al cual se le atribuyen 229 millones de los casos de paludismo
en todo el mundo, en comparacién con los 228 millones de 2018. En el afio 2019 el numero
aproximado de fallecimientos por paludismo fue de 409.000 frente a 411.000 el afio anterior.
De este parasito se ha confirmado que ha adquirido resistencia parcial a la artemisinina y
resistencia a varios de los farmacos asociados de los TCA (tratamientos combinados basados
en artemisinina). El grupo mas vulnerable de padecer esta infeccion son los nifios menores de
5 afios, poblacion que para el afio 2019 representaban el 67% (274.000) de todas las muertes
por paludismo en el mundo entero®. De igual forma, para Trypanosoma cruzi se calcula que
hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas en zonas endémicas de 21 paises de América
Latina. Este parasito posee resistencia natural al benzonidazol y al nifurtimox, medicamentos
aprobados para el tratamiento de la infeccion. La tripanosomiasis americana o enfermedad de
Chagas esta relacionada con diferentes determinantes socioecondémicos y ambientales por lo
cual es importante aplicar soluciones multisectoriales. Sumado a ello la enfermedad de
Chagas puede aumentar el riesgo de padecer la COVID-19 de forma grave, por lo tanto, los
pacientes que padezcan esta enfermedad deben ser un grupo prioritario para la

vacunacion'!?,

Otra de las afectaciones de la RAM son las asociadas a las infecciones causadas por hongos,
las cuales generalmente se limitan a infecciones superficiales; sin embargo, en las tltimas
décadas se ha producido un incremento global de las infecciones fungicas de origen
nosocomial (IFON) y las asociadas a cuidados sanitarios, donde se destacan levaduras como
Candida spp, cuya principal fuente de infeccion se asocia a la previa colonizacion de piel y
mucosas, actualmente existe evidencia de la resistencia de Candida albicans al fluconazol,
al igual que C. krusei y C. glabrata que poseen resistencia intrinseca a este medicamento
(CIV). La invasion por otras levaduras no tan comunes como Saccharomyces spp., 1a cual se
caracteriza por afectar a pacientes inmunodeprimidos, sobre todo oncohematoldgicos y
aquellos que cursan cuadros de endocarditis. Otros hongos involucrados con el incremento

global de las infecciones fungicas invasoras (EFI) son los hongos miceliales, especificamente
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aquellos del género Aspergillus spp. siendo actualmente la principal causa de EFI por mohos
en los enfermos receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) y aquellos
quienes presentan tos de tiempo prolongado, ocasionando elevadas tasas de mortalidad
(40-90%)**. Al igual que en la terapia antibacteriana, la resistencia antifingica es una
amenaza cada vez mayor para el tratamiento de las micosis invasivas, lo que hace el
tratamiento mas dificil y en ocasiones costosa. Las alternativas de tratamiento actuales para
combatir dichas infecciones son bastante limitadas (polienos, azoles y equinocandinas) y
poco modernas y aunque muchos de ellos siguen estando en la primera linea de uso clinico
aun asi su actividad antimicética no es favorable en todos los casos frente a levaduras y

hongos de importancia en salud publica®.

En relacion a pacientes con cancer, es importante considerar aparte de la dieta, la edad y las
hormonas, a la invasién por microorganismos como los ya mencionados (virus, bacterias y
parasitos) como un factor de desarrollo y/o aumento al riesgo o padecimientos de cancer,
puesto que pueden interrumpir las sefiales que controlan normalmente el crecimiento y la
proliferacion de las células; también, algunas infecciones debilitan el sistema inmune
conduciendo a una menor capacidad para combatir otras infecciones y asi mismo algunos de
estos microorganismos causan inflamacion crénica que puede conducir al desarrollo de
carcinomas®®._Al igual que en casos anteriores, la resistencia, es una de las causas principales
del fracaso en el tratamiento del cancer asociandose principalmente a mecanismos como: 1)
mayor expresion de proteinas de objetivo, ii) fracaso de los medicamentos para ingresar a la
célula de destino y/o expulsion del medicamento, ii1) mutaciones en la célula objetivo y 1v)
mutaciones a nivel gendémico las cuales causan en el paciente una recurrencia en la
enfermedad o incluso la muerte. Como consecuencia de esto se anticipa que para el 2040 el
numero de casos nuevos de cancer por aflo aumentara a 29,5 millones y el nimero de muertes

por céancer a 16,4 millones®’.

Considerando el crecimiento acelerado y la expansién global de la resistencia a los
antimicrobianos y frente a células cancerosas, nace la necesidad de implementar tratamientos
seguros y eficientes a partir de nuevos agentes que logren mitigar esta problemadtica de
resistencia y permitan generar nuevos y mejores tratamientos. Los dendrimeros con actividad
antimicrobiana y anticancerigena basados en compuestos de tipo calix[n]areno y

calix[n]resorcinareno son una alternativa de tratamiento, estas macromoléculas con estructura

14



simétrica bien definida y arquitectura tridimensional han demostrado que funcionan como
buenos agentes antimicrobianos, antibiofilm y anticancerigenos, han sido desarrollados
aproximadamente desde 1978 pero con la mas alta produccion en la ultima década, en donde
se han reportado gran cantidad de moléculas dendriméricas promisorias™®. Estos compuestos
nanoscopicos, desde su reconocimiento se han introducido en el campo de la investigacion
para diversas aplicaciones en muchas areas, incluidas las aplicaciones biomédicas. Se ha
observado que la unién de farmacos y compuestos bioactivos pueden mejorar muchas
propiedades biologicas relevantes, como la biodisponibilidad, solubilidad y selectividad de
muchos de los medicamentos de primera linea frente a microorganismos de importancia en
salud publica. Asi como se ha evaluado su actividad a nivel odontologico, antiinflamatorio y
en administracién de genes y farmacos, una de las areas que actualmente es de gran interés es
la actividad antimicrobiana asociada a una baja toxicidad y sus propiedades que demuestran
causar dafio en la membrana microbiana ademéas de mejorar la absorcion celular de
antibidticos mostrando con ello efectos sinérgicos®.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue recopilar evidencia bibliografica alusiva a
la actividad antimicrobiana de dendrimeros que contengan como nucleo, bases
polihidroxiladas del tipo calixareno y resorcinareno, y puedan ser una herramienta con el fin
de determinar otros posibles usos terapéuticos (antiviral, anticancerigeno, antiparasitario) de

estos dendrimeros.

3 Antecedentes

La terapia antimicrobiana surge como una opcion para superar esta dificultad se tienen los
primeros reportes 2500 afios A.C en China, en esta terapia utilizaban el moho de la soya para
el tratamiento de carbuncos y forunculos, a medida que el tiempo pasaba se implement6 el
uso de la miel, grasa y muchas otras sustancias para el tratamiento de enfermedades

infecciosas®.

Asi con el transcurrir de los afios la busqueda de nuevos agentes antibacterianos avanzé de
manera rapida hasta que en el afio de 1928 Alexander Fleming descubri6 la penicilina tras la
observacion de un fenémeno ocurrido en su laboratorio, mediante el cual pudo evidenciar la

inhibicion del crecimiento bacteriano especificamente de Staphylococcus aureus en una placa
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contaminada por el hongo Penicillum notatum, a partir de alli, se han desarrollado cientos de
antibidticos para poder controlar la propagacion de dichas enfermedades y preservar la vida
del ser humano®. Después del descubrimiento de los antibidticos y de su exitosa aplicacion
terapéutica, no pasaron muchos afios cuando en la década de 1930 aparecian los primeros
reportes de bacterias que presentaban resistencia a los antibioticos, dentro de este grupo de
cepas resistentes, la primera en aparecer a nivel clinico fue Staphylococcus aureus, debido a
que esta bacteria tiene la capacidad de producir la enzima B-lactamasa, enzima que es capaz
de inactivar la penicilina. Este problema ha presentado un crecimiento exponencial a través
de los afos, en la actualidad se empezaron a agotar las alternativas de antibidticos y las
bacterias cada vez desarrollan mecanismos de defensa mas eficientes que les permiten

responder de manera negativa a los nuevos agentes antimicrobianos desarrollados®'*?.

como alternativa a los tratamientos convencionales surgen nuevas moléculas con actividad
antibacteriana, antifiingica y antiviral entre otras®. Los informes iniciales de la actividad
bioldgica de calixarenos datan de 1995 cuando Cornforth et.al., reportaron las propiedades
antituberculosas de ciertos derivados®. A partir de los primeros reportes surgen una gran
cantidad de nuevas moléculas que presentan actividad antimicrobiana que han sido
reportadas durante las Gltimas dos décadas®.

Los calixarenos son interesantes por su capacidad de formacion de complejos, flexibilidad

d*7. En el 2006 Mourer et. al, evaluaron la actividad

conformacional y reactivida
antibacteriana  del  p-guanidinoetilfenol 'y de su  tetrdmero  ciclico, el
tetra-p-guanidinoetilcalix[4]areno frente a E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853,
S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212. El tetra-p-guanidinoetilcalix[4]areno
exhibi6 mayor actividad antibacteriana frente a E. coli, S. aureus y E. faecalis, reportando
una CMI de 16 pug/mL, a diferencia de P aeruginosa donde la CMI fue de 64 pg/mL;
comportamiento muy diferente al reportado para el p-guanidinoetilfenol el cual requirid
concentraciones >512 pg/mL. La actividad del derivado de calix[4]areno podria radicar en la
importancia organizativa del ntcleo del calix[4]areno que se une estrechamente y cuenta con
cuatro grupos guanidino en el borde superior, lo que da lugar a un efecto sinérgico en las
interacciones ionicas con la membrana bacteriana. Ademas, los resultados del ensayo MTT

muestran un aumento de la actividad antibacteriana sin disminuir la viabilidad de las células

eucariotas®™.  Grare etal, probaron la actividad in vitro del compuesto
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para-guanidinoetilcalix[4]areno frente a cepas susceptibles, incluyendo cepas resistentes a los
antibidticos tanto para cepas Gram positivas como para Gram negativas, dentro de las cuales
se encuentran E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, E.
faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853 y aislados clinicos de E. coli (productora
de penicilinasas), SARM (gen mecA), E. faecium (gen vanB), E. faecalis (gen vanA) y P,
aeruginosa (sobreexpresion de bombas de flujo). El calixareno exhibi6 actividad en cepas
sensibles y resistentes con valores de CMI de 4 mg/L para E. coli ATCC 25922, mientras que
para las dos cepas ATCC de S. aureus se obtuvieron CMI de 8 mg/L y 32 mg/L para E.
faecalis 'y P aeruginosa sensibles. De manera similar ocurrid6 para las cepas
multidrogorresistentes de E. coli (productora de penicilinasas), esta fue inhibida con una CMI
de 2 mg/L, para MRSA (gen mecA) y E. faecium (gen vanB) la CMI fue de 8 mg/L, mientras
que para las cepas resistentes de E. faecalis y P. aeruginosa fue de 64 mg/L, aunque los
resultados muestran una CMB hasta ocho veces superior a la CMI (64 mg/L), esto sugiere
que el derivado de calixareno sintetizado genera un efecto bacteriostatico sobre todas las
cepas en las que se evaluo su actividad; esto significa que el p-guanidinoetilcalix[4]areno no
se ve afectado por los mecanismos de resistencia de las cepas de aislados clinicos y puede
representar un agente alternativo para controlar importantes patdgenos nosocomiales, ademas
de que este compuesto no muestra citotoxicidad a través del tiempo de incubacion en lineas

celulares HaCaT y MRC-5% .

Asi como es urgente la busqueda de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana, es
indispensable reconocer y aplicar nuevas terapias para el tratamiento del cancer, los
calixarenos funcionalizados son derivados de gran interés para esta area de la ciencia, debido
a su forma geométrica superior, los calixarenos pueden acomodar moléculas de fArmacos
formando complejos de inclusion. Por lo tanto, los medicamentos administrados, aunque
circulan por todo el cuerpo, solo se activaran / liberardn en las células cancerosas

objetivo*®"!

. Meiying Li et.al., evaluaron un nuevo derivado de calixareno de acido fosfonico
que consiste en un solo compuesto anfifilico, P4C6, que puede encapsular CPT en la cavidad
de calixareno y PTX entre las colas de hexano. Las nanoparticulas fueron absorbidas de
manera eficiente por dos lineas celulares de cancer de colon y mostraron mayor citotoxicidad
que una simple mezcla de los dos farmacos. Esta citotoxicidad se asoci6 con la induccion de

la apoptosis, la detencion del ciclo celular y la supresion de la invasion y la
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migracion. PTX-CPT-P4C6 inhibi6 las células de adenocarcinoma HT-29, que representan la
forma mas comun de cancer de colon. PTX-CPT-P4C6 mostr6 la mayor inhibicion de los

tumores HT-29 en ratones, con efectos secundarios insignificantes*.

4 Marco teorico

4.1 Dendrimeros basados en compuestos de tipo calix[n]areno y
calix|[n]resorcinareno
Los dendrimeros son una clase de macromoléculas cuyo nombre se deriva del vocablo griego
-dendrén que significa arbol, y del sufijo -mer que por analogia con los polimeros indica la
unidad estructural mas pequefia que se repite para dar una macromolécula mayor, por esta

razén también se usa el término arboles moleculares para designar estos compuestos. Estos
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polimeros cuentan con una estructura tridimensional bien definida y altamente ramificada, la
cual puede ser predisenada y modificada en la sintesis para obtener moléculas con
caracteristicas fisicas y quimicas especificas’. Los dendrimeros se sintetizan a partir de un
nicleo que funciona como centro de crecimiento, proporcionando la union de los dendrones y
cada ramificacion del dendron representa una generacion (G1, G2 y G3) (Figura 1). Por lo
tanto, los dendrimeros de generaciones superiores son mas grandes, mas ramificados y

exponen un mayor nimero de grupos terminales en sus extremos®.

Figura 1. Estructura general de un dendrimero. (Generaciones: G1, G2 y G3).

Para la sintesis de dendrimeros se han utilizado dos métodos: 1) divergente y ii) convergente
(Figura 2), en el método divergente el dendrimero se construye a partir de un ntcleo central y
etapa por etapa se van incluyendo nuevos centros de ramificacion sobre el extremo de cada
nueva rama permitiendo asi ampliar su estructura. Por otro lado, el método convergente
comienza por la superficie externa y progresa hacia el interior, se construye primero el
dendron que sera cada una de las ramas para conformar el dendrimero para finalmente unirlos

al nucleo central y terminar el ensamblaje’.
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Figura 2. Métodos de sintesis de dendrimeros.

Existen diferentes tipos de dendrimeros los cuales se han conjugado con diversos compuestos
para distintas aplicaciones, dentro de los cuales se destacan dendrimeros conjugados a 1)
poli(propilenimina) (PPI), ii) carbosilano (CBS), iii) péptidos, iv) Arborols tipo Newkome, v)
poli(amidoamina) (PAMAM) y vi) fosforo, entre otros*. Las aplicaciones de los dendrimeros
han evolucionado con el tiempo, estas moléculas son atractivas por el hecho de poder
predisenar sus caracteristicas fisicas y quimicas que permiten determinar su posible
aplicacion. Algunas de las aplicaciones de los dendrimeros es su uso en terapias
antinflamatorias, antineopldsica y en terapias cardiovasculares ademés de ser utiles como
sistemas de transporte de farmacos y genes, algunos estudios han demostrado que también
tienen usos medicinales propios, principalmente debido a sus propiedades antifungicas y
antibacterianas®. Los dendrimeros deben cumplir determinadas condiciones para poder ser
administrados, por ejemplo, 1) baja toxicidad, ii) baja inmunogenicidad, y iii) alta

permeabilidad®.
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El estudio de estos agentes se centra no solo en su actividad antimicrobiana intrinseca sino
también en la posibilidad que ofrecen como sistemas de liberacion de farmacos, para
encapsularlos o conectarlos con compuestos bioldgicamente activos, estrategia que mejora la
solubilidad de antibidticos poco solubles, en algunos casos generando sinergia entre el
antibidtico y el dendrimero, reduciendo la dosis a administrar y generando especificidad en el
sitio de accion. Estas moléculas ofrecen la posibilidad de introducir una amplia variedad de
grupos funcionales con diferentes propiedades, esta caracteristica le permite ser un grupo de
moléculas atractivas para usos en distintos campos de la clinica, dentro de las cuales se

encuentra la actividad antimicrobiana®.

Aunque aun el desarrollo de los dendrimeros antimicrobianos es limitado y se encuentra en
fase de investigacion, son candidatos promisorios en el tratamiento de infecciones causadas
por bacterias, hongos y virus farmacorresistentes, ademas han presentado funciones como
herramientas de diagnostico, agentes anticancerigenos, reconocimiento molecular, vehiculos
de transporte de genes y farmacos’. Aun cuando en la actualidad no se han reportado
dendrimeros con actividad antimicrobiana en fases de ensayos clinicos, existen algunos
agentes derivados de estas estructuras dendriméricas con otro tipo de aplicaciones en ensayos
clinicos, por ejemplo, i) DEP® docetaxel9* es un formaco para los tumores solidos, incluidos
el cancer de mama, prostata y pulmon, i1) DEP® cabazitaxel es una version sin detergente del
principal fArmaco contra el cancer®, iii) vacuna con el dendrimero MAG-Tn3 para el cancer
de mama®, iv) ImDendrim para el cancer de higado inoperable’ y v) OP-101 para la
adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X*. No hay muchos productos a base de
dendrimeros disponibles comercialmente pero dentro de estos estan: i) Alert Ticket el cual es
un detector de antrax basado en dendrimeros desarrollado por el ejército de EE. UU. ii)
PolyFect Transfection Reagent basado en un dendrimero de poli(amidoamida) (PAMAM),
optimizado para la transfeccion de ADN répida y facil de lineas celulares estandar®. iii)
Stratus® CS Acute Care TM (Dade Behring) es una prueba de diagndstico cardiaco™ y por
ultimo, iv) Superfect® que es un agente de transfeccion de Qagen también basado en

PAMAM**!,

Dentro de este gran grupo de dendrimeros, se encuentran aquellos sintetizados a partir de
moléculas macrociclicas con forma de cavidad como lo son los calix[n]arenos o

calix[n]resorcinarenos (Figura 3), donde “n” hace referencia a las unidades de fenol o
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resorcinol unidos a través de las posiciones orto mediante puentes de metileno™. Para estas
macromoléculas se han reportado modificaciones con varios grupos funcionales como por
ejemplo: 1) amidas, ii) iminas, iii) azufre, iv) grupos azo, v) semicarbazona y vi) grupos
alquilo, entre otros, permitiendo la construccion de moléculas complejas con diferentes
propiedades de reconocimiento, selectividad, solubilidad y grado de hidrofobicidad, siendo
esta ultima la caracteristica de mayor importancia en el area de transporte de farmacos ya que
se ve favorecido el disefio de macrociclos anfifilicos con una cara hidrofilica y otra

hidrofébica, que pueden autoensamblarse en micelas, vesiculas, liposomas, entre otros™.

La palabra calixareno se deriva del griego calix, por la similitud de este tipo de moléculas a
un jarrén (o taza) y la palabra arene se refiere a su componente aromatico®. También se
caracterizan por tener un borde superior ancho, un borde inferior estrecho y un anillo central
siendo el fenol el material de partida, los cuatro grupos hidroxilo se encuentran en el borde
inferior de forma intranular. En los calix[4]arenos existen 4 conformaciones: 1) cono, ii) cono
parcial, iii) 1,2 alternativo y iv) 1,3 alternativo dependiendo de la posicion del sustituyente™.
Entre las principales propiedades de los calixarenos se encuentra: 1) la toxicidad sistémica,
esta es limitada (sin respuesta inmune), ii) la facilidad de funcionalizacion o modificacion
(flexibilidad) y 1iii) la rigidez, (Tabla 1); estas cualidades los convierten en moléculas
importantes para el desarrollo de farmacos que al ser funcionalizados con diferentes grupos,
pueden llegar adquirir propiedades antivirales, antibacterianas, antifungicas y
anticancerigenas™. Ademas de ser potenciales agentes con propiedades intrinsecas también
pueden presentar sinergia con diversos tratamientos actuales, ejemplos de esto es la
combinacion de compuestos funcionalizados de calixareno con ciclodextrinas para mejorar la
solubilidad de farmacos antihelminticos, también la modificacion de biomateriales para evitar

alergias o infecciones, y de igual forma para el reconocimiento de la dopamina, entre otros*®.
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b)

R
Figura 3. (a) Estructura calix[4]resorcinareno y (b) estructura calix[4]areno.

Por otra parte, se encuentran los calix[n]resorcinarenos, macromoléculas con cuatro anillos
de resorcinol unidos por puentes de metileno (Figura 3.a). Estos compuestos son de gran
interés debido a sus capacidades de flexibilidad conformacional y reactividad, se han
aplicado en 4reas tan diversas como: i) aplicaciones en separaciones quimicas’’, ii) la
imitacion de enzimas, iii) quimica huésped-huésped, iv) transporte selectivo de iones™ y de
sensores™, V) sintesis de dendrimeros®, vi) tefiido de fibras y vii) absorcién de iones de
metales pesados. Este tipo de compuestos se sintetizan mediante la ciclocondensacion
catalizada por acidoentre resorcinol y diversos aldehidos, se han reportado tres puntos de
funcionalizacién: i) en el puente de metileno del macrociclo eligiendo el aldehido
(modificacion en el borde inferior), ii) mediante la modificacién de los grupos hidroxilo
fendlicos y/o iii) la posicion libre entre grupos hidroxilo de anillos de resorcinol
(modificacion en el borde superior), (Tabla 1). La sintesis de estos derivados es fundamental
para modular su conformacion mediante efectos electronicos y estéricos, incluidas

interacciones débiles®!.

Tabla 1. Diferencias entre calixarenos y resorcinarenos

Calixareno Resorcinareno

OH

HO OH
Base \©/
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R
oH
Estructura R O OH HO O R
oH
R
e Baja toxicidad e Flexibilidad conformacional
e Facilidad de e Reactividad
V. funcionalizacion e Altamente solubles
Caracteristicas . . ..
e Rigidez e Buena complejacion
e Toxicidad sistémica
limitada
e Péptidos e Grupos inorganicos
e Lipidos e Polimeros orgénicos
e Carbohidratos e Péptidos
Sustituyentes e Antibidticos e Lipidos
e Metales e (Carbohidratos
e Antibioticos
® Metales

4.2 Relacion estructura actividad de dendrimeros derivados de
calix[n]arenos y calix[n]resorcinarenos
En el campo de las aplicaciones de los dendrimeros es importante conocer la relacion
estructura-actividad como por ejemplo la interaccion de diversos dendrimeros con las
membranas lipidicas bacterianas, dado que en la mayoria de los casos el acceso de los
farmacos a la diana celular puede estar restringido localmente, esto estd relacionado con la
estructura y composicion de la envoltura de las bacterias Gram negativas, que estd compuesta
por dos membranas lipidicas. A diferencia de las bacterias, la carga neta de la capa externa de
la membrana plasmatica humana es neutra ya que se compone principalmente de fosfolipidos
zwitterionicos esfingomielinas y colesterol. Esta diferencia estructural y fisica entre los
procariotas y las superficies celulares externas de los mamiferos indica que el desarrollo de
un farmaco sin toxicidad para las células del huésped humano deberia ser posible®. Para lo
cual, algunos autores han explorado ensayos que permitan observar el mecanismo de
actividad y mejorar nuestra comprension del origen de la actividad antimicrobiana de este

tipo de compuestos. Con la finalidad de obtener informacién a nivel molecular sobre la
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interaccion de estos derivados se han utilizado monocapas de Langmuir de lipidos/calixareno
para imitar la membrana celular con el fin de investigar la actividad bioldgica, los resultados
muestran que algunos derivados interrumpen la membrana bacteriana, cambiando la
movilidad electroforética y generando aument6 en la permeabilidad de la membrana en
diferentes cepas bacterianas®. Se ha sugerido que las cargas positivas localizadas en
dendrimeros favorecen la adsorciébn sobre las membranas bacterianas cargadas
negativamente, mientras que las propiedades apolares de algunos sustituyentes de calixareno

facilitan la permeabilidad de la membrana®.

Gran variedad de los antibidticos con los que se cuenta actualmente de uso clinico tiene su
diana en estructuras localizadas en la pared bacteriana y en especifico la membrana
fosfolipidica, puesto que la estructura y composicion suele ser similar en muchas especies y
las diferencian de las células eucariotas. Teniendo en cuenta lo anterior y como resultado de
la busqueda de nuevas moléculas antibacterianas la mayoria de investigaciones se han
centrado en imitar la sintesis de la superficie anfipatica de los péptidos helicoidales y de hoja
B que se unen a LPS*. Sutrey et.al., desarrollaron varios derivados de calixareno como
agentes bactericidas, un ejemplo de ellos es CX1 (Figura 4), el cual es activo frente a varias
bacterias Gram positivas y Gram negativas, demostrando a su vez toxicidad nula. Se
observaron efectos como la rotura de la membrana bacteriana, la modificacion de la
movilidad electroforética y el aumento de la permeabilidad de la membrana en diferentes
cepas bacterianas; asi como en estudios anteriores se ha podido observar la miscibilidad de
diferentes derivados de calixarenos con los fosfogliceridos, permitiendo facilmente la
incorporacion a las membranas lipidicas®. A través de los estudios microbiologicos se pudo
observar una modificacion de la permeabilidad de la membrana en bacterias expuestas a
CX1, asi como se demostr6é una mayor afinidad de CX1 por las cabezas polares anidnicas en
comparacion con las cabezas polares zwiterionicas. De igual manera los ensayos de adsorcion
permitieron confirmar que el compuesto CX1 penetra desde la subfase en las monocapas
cargadas negativamente y tras un proceso de adsorcion es posible que se establezcan
interacciones entre los grupos guanidinio y las cabezas polares cargadas negativamente,

seguidas de la acomodacion de la corona de calixareno en la parte apolar de la monocapa®.
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OH OH OH

Figura 4. Estructura de la sal de trifluoroacetato de tetra-p-guanidinoetilcalixareno
(CX1).

En el 2015 Korchowiec et.al, estudiaron 2 derivados de p-terbutilcalixareno
funcionalizados en su borde inferior con uno o dos grupos de acido nalidixico (Figura 5),
el cual por medio de ensayos de simulacion de dindmica molecular atomistica y presion
superficial, se logré observar que la interaccion entre los derivados de calixareno y las
membranas superficiales se produce a través de los grupos fosfato y carbonilo presentes

en el lipido®.

Figura 5. Estructuras de (A) p-terbutilcalixareno-mono-propilnalidixato (calix I) y (B)
p-terbutilcalixareno-bis-propilnalidixato (calix II).

Teniendo en cuenta las caracteristicas que presenta el acido nalidixico como agente

antibacteriano y las propiedades fisico-quimicas propias del calixareno encontraron que los
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dos derivados facilitan la difusion a través de la membrana resultando en una liberacion del
farmaco a través de un proceso de hidrolisis®. Estos mismos compuestos han sido parte de la
evaluacion de los efectos adversos frente a células eucariotas por medio de la interaccion con
el colesterol el cual es un lipido caracteristico de la membrana celular, para asi evaluar la
capacidad de dafio de estos derivados de calixareno®. A partir de ensayos de termodindmica
y espectroscopia, dindmica molecular lograron observar que las monocapas acompafiadas de
calixareno simétrico bisustituido son mas estables y ordenadas en comparaciéon con el
calixareno monosustituido; aunque existe un dominio de inestabilidad en ambos compuestos.
Asi mismo el aumento de la hidrofobicidad en los derivados de calixareno es indicativo de
facilitar la transferencia del profairmaco calixareno de una de las membranas celulares
eucariotas a la otra, ademads, los resultados obtenidos senalan que el colesterol que se
encuentra en las membranas celulares puede desempefiar un papel en la transferencia de los
derivados del calixareno a través de las membranas®. Teniendo en cuenta que estos efectos se
presentan con mayor frecuencia en el caso del calix I, se supone que el derivado
monosustituido puede ser més dafiino para las células eucariotas en comparacion con el calix
IT disustituido; asi pues los resultados anteriores pueden ser utiles para desarrollar nuevos
derivados de calixareno y aplicar nuevos ensayos de analisis el cual permitan tener un control
sobre el creciente aumento de la resistencia bacteriana sin causar dafio alguno en las células

eucarioticas®.

5 Diseiio Metodoldgico

El desarrollo y construccion de esta monografia se dio en cinco etapas

Etapa 1. Seleccion del tema: Se delimitaron los temas a tratar en el documento, Acividad de
dendrimeros con bases polihidroxiladas del tipo calixareno y resorcinareno.

Etapa 2. Seleccion de los criterios de busqueda: se tuvo en cuenta el tipo de base, el método
utilizado para determinar la actividad antimicrobiana.

Etapa 3. Seleccion de las fuentes a consultar: se cred una base de datos donde se recopilaron
los articulos y se categorizaron de acuerdo al tipo de actividad que presentaban.

Etapa 4. Lectura e interpretacion de los articulos.
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Etapa S. Construccion de la monografia.

Etapa 2. Seleccion de
los criterios de

del tema. _-@»_ Q blsqueda.
ig Etapa 3. Seleccién

de las fuentes a
consultar

Etapa 1. Seleccion

Inicio

Final i

e m Etapa 4. Lectura e

= interpretacion de
articulos.

Etapa 5.Construccion de
la monografia

5.1 Tipo de investigacion

Esta investigacion es de caracter documental descriptivo y explicativo, en la cual se

recopilaron y analizaron los datos obtenidos en otras investigaciones con el fin de generar un

compilado de estudios que permitan al lector o investigador ahondar en la busqueda de

nuevas moléculas y guiarlo hacia la busqueda de sus objetivos.

5.2 Universo, poblacion y Muestra

5.2.1 Universo

Informacion disponible en bases de datos en inglés y espafiol: articulos de investigacion,

articulos de revision, informes, libros y paginas web relacionadas con la actividad

antimicrobiana y anticancerigena de diversas moléculas dendriméricas.
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5.2.2 Poblacion

Informacién disponible en bases de datos en inglés y espaiol: articulos de investigacion,
articulos de revision, informes, libros y paginas web relacionada con la actividad

antimicrobiana de moléculas que contengan en su estructura bases polihidroxiladas.

5.2.3 Muestra

Informacion disponible en bases de datos en inglés y espafiol: articulos de investigacion,
articulos de revision, informes, libros y paginas web relacionada con la actividad
antibacteriana, antifingica, antiparasitaria, antiviral y anticancerigena de moléculas que

contengan en su estructura bases polihidroxiladas del tipo calixareno y resorcinareno.

5.2.4 Ciriterios de Inclusion

e Tipo de molécula: Calixareno y resorcinareno
e Tipo de actividad: actividad biologica; antibacteriana, antifungica, antiviral,
antiparasitaria y anticancerigena.

e M¢étodo: Microdilucion en caldo

5.2.5 Criterios de exclusion

e Otros tipos de dendrimeros que no sean calixareno y resorcinareno

e Meétodo: Difusion en disco

5.2.6 Pregunta de investigacion

(Cuales grupos funcionales han sido empleados para modificar calixarenos y/o

resorcinarenos formando dendrimeros con actividad antimicrobiana y/o anticancerigena?
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6 Metodologia

6.1 Revision bibliografica
Para la realizacion de este trabajo se recolecté informaciéon a través de diferentes bases de
datos (eje. PUBMED, Nature, Oxford AcadeCMIs Journal, Mendeley, Sciencedirect,
SpringerLink, entre otras), seguido a ello se cred una recopilaron de articulos, tesis y demas
referencias bibliograficas afines a la investigacion, los cuales se leerdn, interpretaran y

analizaran para posteriormente escribir la revision.
7 Resultados y discusion

7.1 Revision bibliografica

De las fuentes consultadas el 86% de las fuentes consultadas estan escritas en ingles frente al

14% que se consultaron en espafiol como se observa en la Figura 6.

Idiomas referencias
14% Espanol

86% Ingles

Figura 6. Idiomas fuentes consultadas.
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Los tipos de referencias consultadas se clasificaron en tres grupos, un 10% fueron articulos

de revision, 18% paginas web y el 72% Articulos de investigacion.

Tipos Ué;Refefencias

18% Paginas Web

72% Articulos de
Investigacion

Figura 7. Tipos de referencias Bibliograficas.

Los afios de publicacion de las referencias bibliograficas consultadas estan en un rango de
tiempo desde 1948 a 2021, donde la mayoria de referencias utilizadas para la construccion de

este documento fueron publicadas en la ultima década ( 2011-2021).

Numero de publicaciones
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Figura 8. Afos de publicacion referencias.
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7.2 Actividad antimicrobiana

7.2.1 Actividad antibacteriana

Los calixarenos y resorcinarenos han adquirido gran interés en la quimica debido a su baja
toxicidad, el esqueleto de estas moléculas puede funcionalizarse con diversidad de grupos
funcionales, por lo cual se han generado una gran variedad de derivados farmacologicamente
activos, incluidos compuestos con actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Noruzi et.al., en el 2019 probaron la actividad antibacteriana del Calixareno
L 1, (Figura 9), el cual es un derivado de tetra-tertbutilcalixareno funcionalizado con
tiosemicarbazida y sus complejos de metales de transicion Co*", Ni**, Cu*" y Zn*". Se
evaluaron en cepas bacterianas de S. aureus ATCC 29213, B. subtilis ATCC 6633, E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853. Los resultados muestran una mayor actividad
antibacteriana frente a bacterias Gram positivas como Bacillus subtilis con CMI de 31.25
ug/mL y una menor actividad frente a bacterias Gram negativas como Escherichia coli 'y P.
aeruginosa con CMI 250 pg/mL y 62.50 ug/mL respectivamente, mientras que S. aureus
muestra resistencia con CMI 250 pg/mL. Todos los derivados metalicos muestran una mejora
de la actividad antibacteriana frente a bacterias Gram negativas (excepto los derivados Co*" y
Cu*" para P. aeruginosa), con una mejora mas significativa para los complejos Ni** y Zn*".
Los valores disminuidos de CMI y CMB de los derivados metalicos son consistentes con la
posibilidad de que perturben el proceso respiratorio de la célula bacteriana, bloqueando la
sintesis de proteinas, restringiendo de esta manera el crecimiento del microorganismo.
Ademas, en los ensayos de actividad hemolitica todos los compuestos tienen una alta
compatibilidad sanguinea ®. Noruzi ef. al, evaluaron la actividad antibacteriana de un
homologo del calixareno L 1, el ligando tetra-tertbutilcalixareno funcionalizado con
tiosemicarbazona (L’) 2 y sus derivados metalicos (Co*", Ni*", Cu*" y Zn*") (Figura 4) frente
bacterias Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) y bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Bacillus subtilis
ATCC 6633). Se mostr6 una actividad antibacteriana importante del ligando 2 y sus derivados
metalicos en E. coli, con valores iguales de CMI y CMB (31.25 ug/mL). En muchos casos, la
CMI de los compuestos sintetizados coincide con la CMB (31.25 pg/mL), lo que confirma la
actividad bactericida del ligando 2 y sus compuestos de coordinacion relacionados. La

comparacion de estos resultados con los expuestos por el ligando L 1 muestran que el
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derivado de calix[4]areno con tiosemicarbazona 2 es un agente bactericida mucho mas eficaz
que su analogo a base de tiosemicarbazida 1, por ejemplo, la actividad en E. coli y P.
aeruginosa aumentd de 8 a 12 veces en comparacion con el derivado a base de
tiosemicarbazida 1. Para los derivados metélicos, generalmente todos los derivados de
tiosemicarbazona 2 son agentes antibacterianos mas eficaces que sus correspondientes
derivados de tiosemicarbazida 1. La actividad antibacteriana del derivado de cobre (Cu*") es
ocho veces mas fuerte que el andlogo de tiosemicarbazida 1 contra S. aureus y el derivado de
cobalto (Co*") mostré6 una mayor actividad antibacteriana contra la cepa de B. subtilis,
bacteria que fue resistente contra el derivado de tiosemicarbazida 1. La actividad
antibacteriana del derivado de zinc aumentd 4 veces en comparacion con su derivado de
tiosemicarbazida 1. Para el caso de bacterias Gram negativas, es importante destacar la
mejora de la actividad de los derivados metalicos en comparacion con los correspondientes

derivados de tiosemicarbazida 1.

Figura 9. Calixareno funcionalizado con tiosemicarbazida (L) 1 y Calixareno funcionalizado
con tiosemicarbazona (L) 2.

Consoli et. al., en el 2018 evaluaron la actividad antibacteriana de un nuevo compuesto
macrociclico policationico que lleva cuatro grupos N-metildietanol amonio agrupados y
organizados circularmente por un calix[4]areno 3 (Figura 10). La actividad in vitro del
compuesto 3 se evalud solo y en combinacion con antibidticos frente a cepas ATCC y
aislados clinicos de S. aureus ATCC 6538 y en un aislado de S. aureus resistente a la
meticilina (SARM), también en S. epidermidis ATCC 35984 y en un aislado de S.
epidermidis resistente a la meticilina (SERM) y en P. aeruginosa ATCC 9027 y en un aislado

33



de P. aeruginosa resistente a antibioticos, el derivado 3 de calix[4]areno mostrd una actividad
antibacteriana significativa contra cepas ATCC y frente aislados clinicos del género
Staphylococcus con una CMI de 4 pg/mL y CMB de 8 pg/mL, a diferencia de P. aeruginosa
donde la inhibicion fue menor (ATCC 9027 con CMI 125 pg/mL y su cepa resistente con
CMI de 256 pg/mL). Los autores sugieren que el efecto del compuesto 3 contra las bacterias
Gram positivas podria explicarse debido a una mayor susceptibilidad frente a las sales
cuaternarias de amonio . El derivado 3 de calix[4]areno fue mas eficaz que la ofloxacina y
el cloranfenicol contra todas las cepas resistentes (SARM y SERM vy el aislado de P
aeruginosa). El derivado 3 exhibi6 valores de CMI 131 veces menor y CMB 262 veces
menor que la ofloxacina contra las cepas resistentes de Staphylococcus (MRSA y MRSE). En
cambio, se encontraron CMI y CMB 16 veces mas altas que la ofloxacina contra las cepas
sensibles de Staphylococcus, y de manera similar ocurri6 para las cepas de P. aeruginosa. En
comparacion con el cloranfenicol, el derivado 3 de calix[4]areno mostro una actividad
antibacteriana similar contra S. aureus ATCC 6538 pero una actividad mas alta que el
cloranfenicol contra SARM (CMI 2 veces y CMB 16 veces menor), S. epidermidis ATCC
35984 (CMI 4 veces y CMB 16 veces mas baja) y S. epidermidis SERM (CMI 2 veces y
CMB 32 veces mas baja). Con respecto a las cepas de P. aeruginosa, fue mas efectivo que el
cloranfenicol contra el aislado (CMI 2 veces y CMB 4 veces menor), pero fue menos efectivo
contra P. aeruginosa ATCC 9027 (CMI y CMB 2 veces mas alta). Por ultimo, en

comparacion con la tetraciclina fue menos efectivo contra todas las cepas evaluadas®.

Mediante la prueba de tablero de ajedrez se evaluaron efectos aditivos, sinérgicos o
indiferentes para el compuesto 3 combinado con antibidticos (cloranfenicol, tetraciclina y
ofloxacina) aunque en ninguna de estas combinaciones se presentd efecto sinérgico, si se
presentd aditividad con cloranfenicol y tetraciclina contra el aislado de P. aeruginosa
resistente a ofloxacina, mientras que su cepa ATCC 9027 solo mostr6 efecto aditivo con el
cloranfenicol. Los autores sugieren que este efecto de aditividad podria estar relacionado con
una mejor absorcion de los antibidticos en la célula bacteriana mediada por 3, dado a sus
cargas y organizacion tridimensional, que puede llegar a alterar la membrana bacteriana a
través interacciones con las estructuras cargadas negativamente. En las cepas de S. aureus y

S. epidermidis todas las combinaciones evidenciaron un efecto indiferente®.
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Figura 10. Calixareno policationico 3 derivado de tetrapropoxi-p-clorometil-calix[4]areno.

Patel et. al. en el 2012 sintetizaron y evaluaron la actividad antibacteriana de derivados de
calixareno (4a-4i), Figura 11, en los que se han acoplado derivados de 1,3,4-oxadiazol y
1,3,4-tiadiazol

5,11,17,23-tetra-tertbutilo-25,27-bis(clorocarbonil-metoxi)-26,28-dihidroxicalixareno frente a
bacterias Gram negativas (E. coli MTCC 443, P. aeruginosa MTCC 1688), Gram positivas
(S. aureus MTCC 96, S. pyogenes MTCC 442) y micobacterias (M. tuberculosis Hy;Rv). Los
compuestos 4¢ y 4h mostraron actividad antibacteriana significativa frente a bacterias Gram
negativas con CMI de 100 pg/mL para los dos géneros, mientras que para las bacterias Gram
positivas los compuestos que tuvieron una mayor actividad antibacteriana fueron el 4a y 4h,
con CMI de 100 pg/mL para S. aureus. También los compuestos 4a y 4c¢ presentaron
actividad antimicobacteriana con una CMI de 50 pg/mL y 62.5 ug/mL contra M. tuberculosis
H;,RV. Los compuestos 4b, 4d y 4h, presentaron actividad antimicobacteriana con CMI de
150, 100 y 62.5 pg/mL respectivamente. Los autores sugieren que la presencia del anillo de
1,3,4-oxadiazol y 1,3,4-tiadiazol cumplen un efecto cooperativo como farmacédforos y
ademds la presencia del nucleo de calix[4]areno permite aumentar su caracter lipofilico,
facilitando el paso a través de la membrana del microorganismo, inhibiendo asi su

crecimiento’’.

35



Figura 11. Derivados de
5,11,17,23-tetra-tertbutilo-25,27-bis(clorocarbonil-metoxi)-26,28-dihidroxicalixareno 4.

Mourer et. al., evaluaron la actividad antibacteriana del p-guanidinoetilfenol 5 y de su
tetrdmero ciclico, el tetra-p-guanidinoetilcalix[4]areno 6 (Figura 12), frente a E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212. El
tetra-p-guanidinoetilcalix[4]areno 6 exhibio mayor actividad antibacteriana frente a E. coli, S.
aureus 'y E. faecalis, reportando una CMI de 16 pg/mL, a diferencia de P. aeruginosa donde
la CMI fue de 64 pg/mL; comportamiento muy diferente al reportado para el
p-guanidinoetilfenol 5 el cual requiri6 concentraciones >512 pg/mL. La actividad del
derivado de calix[4]areno 6 podria radicar en la importancia organizativa del nucleo del
calix[4]areno que se une estrechamente y cuenta con cuatro grupos guanidino en el borde
superior, lo que da lugar a un efecto sinérgico en las interacciones i6nicas con la membrana
bacteriana. Ademas, los resultados del ensayo MTT muestran un aumento de la actividad
antibacteriana sin disminuir la viabilidad de las células eucariotas®. Grare et.al., probaron la
actividad in vitro del compuesto 6 (para-guanidinoetilcalix[4]areno) (Figura 7) frente a cepas
susceptibles, incluyendo cepas resistentes a los antibidticos tanto para cepas Gram positivas

como para Gram negativas, dentro de las cuales se encuentran E. coli ATCC 25922, S. aureus
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ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, P. aeruginosa ATCC 27853
y aislados clinicos de E. coli (productora de penicilinasas), SARM (gen mecA), E. faecium
(gen vanB), E. faecalis (gen vanA) y P. aeruginosa (sobreexpresion de bombas de flujo). El
compuesto 6 exhibio actividad en cepas sensibles y resistentes con valores de CMI de 4 mg/L
para E. coli ATCC 25922, mientras que para las dos cepas ATCC de S. aureus se obtuvieron
CMI de 8 mg/L y 32 mg/L para E. faecalis y P. aeruginosa sensibles. De manera similar
ocurrid para las cepas multidrogorresistentes de E. coli (productora de penicilinasas), esta fue
inhibida con una CMI de 2 mg/L, para MRSA (gen mecA) y E. faecium (gen vanB) la CMI
fue de 8 mg/L, mientras que para las cepas resistentes de E. faecalis y P. aeruginosa fue de
64 mg/L, aunque los resultados muestran una CMB hasta ocho veces superior a la CMI (64
mg/L), esto sugiere que el derivado de calixareno 6 sintetizado genera un efecto
bacteriostatico sobre todas las cepas en las que se evalud su actividad; esto significa que el
p-guanidinoetilcalix[4]areno 6 no se ve afectado por los mecanismos de resistencia de las
cepas de aislados clinicos y puede representar un agente alternativo para controlar
importantes patdgenos nosocomiales, ademas de que este compuesto no muestra

citotoxicidad a través del tiempo de incubacion en lineas celulares HaCaT y MRC-5*.

4 CF;COOH
NH, HN NH NH

CF;COOH /g }3\1\\
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OH

Figura 12. Estructura quimica para-guanidinoetilfenol 5 y para-guanidinoetilcalix[4]areno 6.

Mourer et. al., en el 2012 evaluaron la actividad antimicobacteriana de derivados
policargados de calix[4]areno 7-23 (Figura 13), se resalta la actividad frente a M. tuberculosis
H;,Rv con valores de CMI para 16 (3.2uM), 19 (0.8 uM), 20 (0.8 uM), 22 (1.6 uM) y 23 (0.8
uM); en comparacion con la actividad frente a una cepa de M. tuberculosis MYC5165

resistente a la isoniacida (INH) cuyos valores de CMI se asemejan a los encontrados para la
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cepa M. tuberculosis Hy;Rv (3.2 uM, 1.6 uM, 0.8, 0.1 uM y 0.4 uM, respectivamente). La
relacion estructura-actividad, podria estar relacionada de manera importante a los grupos

guanidino y las unidades B-bipiridilo presentes en los compuestos ”'.

Figura 13. Derivados policargados de calix[4]areno.

Con relacion a compuestos policargados, Melezhyk et.al. evaluaron la actividad
antibacteriana y antibiofilm frente a P aeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC 6538, K.
pneumoniae ATCC 10031 and E. coli ATCC 25922 de seis derivados tetracationicos
anfifilicos de calix[4]areno 24-29; los derivados de colina CA3-chol 24 y CAS8-chol 25,
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(Figura 14), tienen grupos tetraalquilamonio con funciones hidroxilo adicionales, que pueden
participar en el enlace de hidrogeno intermolecular con las glicoproteinas de la membrana
bacteriana. La etilendiamina, CA3-eda 26 y CAS8-eda 27, tienen grupos amino laterales
capaces de unirse a grupos carboxilicos y fosforicos de las glicoproteinas mediante enlaces
ionicos y de hidrogeno. Grupos imidazolio planares de los calixarenos, CA3-mim 28 y
CAS8-mim 29, se caracterizan por ser mas lipofilicos que los grupos de CA-chol y CA-eda.
Para los derivados 24, 26 y 28, los valores de CIM fueron todos inferiores a 1000 mg/L. El
derivado con mayor efecto antibacteriano en células plantonicas fue el CA3-mim 28, con
valores de CMI de 10 mg/L para S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, y para P. aeruginosa de
50 mg/L, el segundo con mayor actividad fue el CA3-chol 24, el cual presentd valores de
CMI entre 10 mg/L y 100 mg/L, los compuestos CA8-chol 25, CA8-eda 27, CA8-mim 29
presentaron CMI entre 500 mg/L y 1000 mg/L. La actividad antibiofilm no se correlaciona
con la actividad en células plantdnicas, la unica molécula que presentd actividad frente a
todas las cepas excepto a P. aeruginosa ATCC 9027 fue CA3-eda 26 con CIB entre 50 mg/L
y 1000 mg/L, sin embargo, estas concentraciones fueron superiores que las CMIs’™. Los
autores asocian el mecanismo de accidon a la capacidad que presentan los derivados de
calix[4]areno para modificar la rugosidad de la superficie y/o crear poros en la membrana

bacteriana’.

24 CA3-chol R=n-C;H; 26 CA3-eda R=n-C3Hy
25 CA8-chol R=n-CgH, 27 CA8-eda R=n-CgHy;
H,C RN N A
N 4cr \
/=-\ \\ / /=\
HSC—NV N\/N—CHS

28 CA3 mim R=n-C;H,
29 CA8 mim R=n-CgH

Figura 14. Derivados tetracationicos anfifilicos de calix[4]areno.
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Granata et.al., evaluaron la actividad antibiofilm de un derivado calix[4]areno que expone
multiples unidades de fucosa (fucosil-calix[4]areno) 30 (Figura 15) en bacterias productoras
de biopeliculas, (P. aeruginosa PAO-1 de tipo salvaje que expresa una lectina especifica de
fucosa y S. epidermidis ATCC 35984). La Concentracion Minima Inhibitoria de Biofilm
(CMIB) del compuesto 30 frente a P. aeruginosa PAO-1 mostrd una inhibicion del 98.6% a
300 uM y una inhibicién completa a una concentracion de 600 uM, mientras que el
precursor 31 mostré una menor inhibicion (70.8% a 1200 pM). Los autores sugieren que la
actividad antibiofilm de estos dos compuestos frente a P. aeruginosa PAO-1, podria estar
asociada a la interaccion de los restos de fucosa con la proteina ligando de fucosa (LecB),
implicada en la produccion de biofilm. El comportamiento es similar para 30 frente a S.
epidermidis ATCC 35984 que carece de receptor especifico de fucosa, el cual provoca
inhibiciéon del 88.7-99.8% con concentraciones de 20 uM a 1200 pM, mientras que el
precursor 31 no mostré ningun efecto inhibidor de biopelicula. Los autores sugieren que la
actividad antibiofilm de los compuestos 30 y 31 frente a P. aeruginosa PAO-1 podria estar
asociada a la interaccion de los restos de fucosa con la proteina LecB, que estd implicada en
la produccion de biopeliculas. Para el caso de S. epidermidis ATCC 35984 que carece de
receptor especifico de fucosa, su formacion de biopelicula fue inhibida por 30. Estos
comportamientos inesperados podrian estar relacionados a la actividad antibiofilm
comprobada para moléculas como la esculetina, fisetina y clorhidrato de octenidina de las
cuales se desconoce su mecanismo de accion inhibitorio. Para el precursor 31, no se observo
inhibicion de la biopelicula en S. epidermidis ATCC 35984; Los autores sugieren que este
comportamiento es debido a la ausencia de la estructura macrociclica del ntcleo de

calix[4]areno™.
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31
Figura 15. Estructura fucosil-calix[4]areno 30 y precursor derivado de la p-fenetidina 31.
Agrahari et. al, evaluaron la actividad antibacteriana y antibiofilm de dendrimeros de
benzotrizolilo ligados a p-tert-butilcalix[4]areno (33), (34), (35) y (36), obtenidos a partir del
bis-propargiloxi-p tertbutilcalix[4]areno (32) (Figura 16). Los compuestos fueron evaluados
en cepas ATCC vy en aislados clinicos de S. aureus (ATCC 29213, SARM 1024/2019), K.
pneumoniae (ATCC 700603 y aislado 2859/2019), P. aeruginosa (ATCC 25619 y aislado
3047/2019), E. coli (ATCC 25922 y aislado 2157/2019). El compuesto 33 inhibio el
crecimiento de SARM 1024/2019 con valor de CMI de 26 nM, los compuestos 35 y 34
también inhibieron el crecimiento del microorganismo con valores de CMI de 12 nM y 3.46
nM respectivamente. A su vez, el compuesto 33 logrd inhibir el crecimiento de todas las
cepas evaluadas en un rango de CMI entre 13 nM y 39 nM, el compuesto 34 entre 1.73 nM y
27.68 nM, el compuesto 35 entre 6 nM y 24 nM y finalmente el compuesto 36 entre 7.52 nM
y 120.32 nM. El compuesto 33 present6 una inhibicion de biofilm de SARM en solo 14.4% a
una CMIB de 8 nM, sin embargo, a la misma concentracion se observd una inhibicion
significativa del 41.76% en biofilm de E. coli. A diferencia de la actividad inhibitoria de
células plantdnicas la actividad antibiofilm fue menor sobre todos los biofilm preformados, a
excepcion del compuesto 34 donde se evidencid una inhibicion significativa sobre el biofilm

de todos los patogenos”.
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Figura 16. Derivados de bis-propargiloxi-p-tertbutilcalix[4]areno.

Abosadiya et.al. evaluaron la actividad antibacteriana del
C-5-Bromo-2-hidroxifenilcalix[4]-2-metilresorcinareno 37 (Figura 17) en bacterias Gram
positivas y Gram Negativas (SARM, S. aureus, E. faecalis, Enterobacter aerogenes, P.
aeruginosa). 37 inhibi6 completamente el crecimiento de las bacterias Gram positivas
evaluadas con valores de CMI y CMB para SARM de 1.563 mg/mL y 25 mg/mL y para S.
aureus y E. faecalis 6.25 mg/mL y 12.5 mg/mL. Los autores determinaron la relacion entre la
CMB y la CMI (CMB/CMI) con el fin de determinar un efecto bactericida o bacteriostatico
(CMB/CMI > 4 se ha definido como bacteriostatico y CMB/CMI <4 como bactericida’.
Contra SARM la CMB/CMI fue de 16, lo que indica un modo de accidon bacteriostatico, en
comparacion con S. aureus y E. faecalis caya CMB/CMI fue igual a 2 indicando una accion

bactericida’’.
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Figura 17. Estructura C-5-Bromo-2-hidroxifenilcalix[4]-2-metilresorcinareno 37.

Kashapov et. al, modificaron el borde superior con N-metil-d-glucamina para dos
compuestos derivados de calix[4]resorcinareno (GCR) y dos sustituyentes (sulfonato y
metilo) en su borde inferior (GCR-1 38 y GCR-2 39) (Figura 18). Evaluaron su actividad
antibacteriana frente en S. aureus 209P y B. cereus 8035. Los resultados demuestran que los
derivados 38 y 39 inhiben el crecimiento selectivamente de S. aureus 209P con CMI de 1.0
mM y 0.13 mM para 38 y 39, respectivamente. De igual forma, 39 tiene una mayor actividad
contra B. cereus 8035 (CMI 0.25 mM). Estos compuestos macrociclicos 37 y 38 exhiben
propiedades citotdxicas a concentraciones elevadas (> 2 mM) la cual se determiné a través
del ensayo de actividad hemolitica. Al comparar la naturaleza quimica de las macromoléculas
es importante resaltar que, a pesar de su caracter i6nico, el derivado sulfonado 38 es menos
citotoxico que el derivado que contiene un grupo metilo 39. Donde para 38 a una
concentracion de 0.2 mM el porcentaje de hemolisis es de 4.8%, para 1.00 mM el porcentaje
de hemolisis es 16.9%, y solo a concentraciones superiores a 5 mM el porcentaje de
hemolisis asciende a 85.6%, de manera similar ocurre para 39 donde a concentraciones de
0.125 mM, 0.25 mM y 0.50 mM los porcentajes de hemolisis corresponden a 21.3%; 31.6% y
38.1% respectivamente. Esto nos permite deducir que la incorporacion de estos grupos
funcionales (sulfonato y metilo) influye directamente en la actividad antibacteriana y

hemolitica de estos derivados de calix[4]resorcinareno’.
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Figura 18. Calix [4]resorcinarenos (GCR) a base de N -metil-d-glucamina 38 y 39.

Dibama et. al., sintetizaron y caracterizaron un heterociclo a base de calix [4]areno soluble en
agua que incorpora una subunidad del antibidtico quinoldnico, el acido nalidixico (Nal) 40.
Evaluaron la actividad antibacteriana del dendrimero 41 (Figura 19) y de sus dos metabolitos
esperados acido nalidixico (Nal) 40 y 3-hidroxipropilcalix [4]areno 42 frente a bacterias
Gram negativas (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) y bacterias Gram
positivas (S. aureus ATCC 25923, y ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212). 41 muestra
actividad antibacteriana frente a todas las cepas evaluadas, con valores CMI de 35 pg/mL
para E. coli, 70 pg/mL para las dos cepas S. aureus y 140 pg/mL para E. faecalis ATCC
29212 y P. aeruginosa ATCC 27853. Mientras 42 requirio valores de CMI > 128 pg/mL para
generar efecto inhibitorio en todas las cepas evaluadas. Los autores resaltan dos posibles
hipotesis, 1) implicacion de una actividad antibacteriana especifica de 41 frente a las cepas
evaluadas, o i) un efecto aditivo o multiplicativo entre 41 y 40 o 42 y 40, ademas resaltan
que se requiere una investigacion mucho mas profunda, relacionada con su comportamiento

antibacteriano”.
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4 CF;COOH

Figura 19. Estructuras de los compuestos 40, 41 y 42.

Mourer et. al., en el 2019 evaluaron la actividad de cuatro posibles conformeros de un nuevo
tetrakisguanidinocalix[4]areno, tetra-(guanidinopropiloxi)-tetra-tert-butilcalix[4]areno, es
decir: cono 43, cono parcial 44, 1,2-alternativo 45, y 1,3-alternativo 46 (Figura 20) frente a
bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como su actividad antimicobacteriana frente a
M. tuberculosis. Para estos compuestos se determind la CMI y de forma paralela la
citotoxicidad celular en fibroblastos embrionarios pulmonares humanos no cancerosos
(células MRC-5). Los compuestos 43-46 presentaron en general actividad frente a las cepas
de E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, M. tuberculosis Hy,Rv, M. tuberculosis MYC5165. El
compuesto 46 tuvo la mayor actividad con valores de CMI 4 pg/mL para E. coli ATCC
25922, 16 ng/mL para P. aeruginosa ATCC 27853, <1 pg/mL para S. aureus ATCC 25923, 8
pg/mL para S. aureus 29213, E. faecalis ATCC 29212, 5 pg/mL para M. tuberculosis Hy;Rv'y
1,2 ug/mL M. tuberculosis MYC5165; seguido de 44 y 45 con valores de CMI en un rango
de 2 a 8 ug/mL. Por ultimo, el compuesto que tuvo la més baja actividad antibacteriana fue el
43 este conformero conico presenta CMIs de 32, 64 y 128 pg/mL para E. coli ATCC 25922,
S. aureus (ATCC 25923 y 29213) y P. aeruginosa ATCC 27853 respectivamente. Se compard
la actividad del bloque de construccion monomérico, el
p-tert-butil-(guanidinopropiloxi)-benceno 47 con los derivados 43-46, con el fin de verificar

la influencia positiva de la macrociclizacion en la actividad antibacteriana. Se evidencia que
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la especie monomérica 47 presenta una actividad en un rango de CMlIs entre 32 a 128 pg/mL.
Esta comparacion de los valores de CMI sugiere que no existe un efecto sinérgico en la
formacion del macrociclo 42-45, excepto frente a E. faecalis ATCC 29212 en donde el
conformero coénico 43 es mucho menos activo que los tres conformeros no conicos 44, 45y
46. Los autores asocian esta diferencia en la actividad antibacteriana de 42 a la formacion

esférica (forma de bola), que organiza espacialmente sus cargas dando una mayor longitud™.
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Figura 20. Estructura tetra-(guanidinopropiloxi)-tetra-tert-butilcalix[4] en conformacion: 1)
cono 43, ii) cono parcial 44, iii) 1,2-alternativo 45, iv) 1,3-alternativo 46 y v) el mondémero
47.

Ali et.al, en el 2017 evaluaron la actividad antibacteriana de un derivado de calix[4]areno
funcionalizado con pirrolidina en su borde superior 48 (CAP;) (Figura 21) frente a cepas de
E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC 10231 y S. viridans ATCC 12392. Mostrando actividad
antibacteriana con valores en un rango de 1.17 a 2.34 mg/mL para S. viridans ATCC 12392,

mientras que para E. coli ATCC 8739 y S. aureus ATCC 10231 se necesitaron
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concentraciones > 2.34 mg/mL. Algunos autores han descrito que la relacion
estructura-actividad de algunas moléculas que contienen anillos de tipo pirrolidina en su
estructura, han aumentado su actividad antimicrobiana *°. Asi mismo, Ali et. al., en el 2018
probaron la actividad antibacteriana de derivados azoicos de calix [4]areno funcionalizados
en su borde superior 49-54, sintetizaron tres azocalix[4]renos monosustituidos
(sulfaguanidina (SGC) 49, sulfanilamida (SCM) 50 y 4cido 2-metil-4-amino benzoico (COX)
51), un mondmero azo de sulfaguanidina (SPh) 52 y dos derivados tetrafuncionalizados
(anilina isopropilica (ISO) 53 y 3-(trifluoro)metilanilina (STF) 54) (Figura 18). Se evaluo la
actividad antibacteriana frente a B. subtilis, S. aureus, S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA), S. epidermidis, E. faecalis, E. coli y P. aeruginosa. S0 mostrd la mayor actividad
con una CMI contra MRSA (0.97 pg/mL) y B. subtilis (0.97 pg/mL). Ademas, esta
macromolécula también mostr6 inhibicion contra S. aureus (CMI 3.9 ng/mL), S. epidermidis
(CMI 15.6 pg/mL) y E. faecalis (CMI 3.9 ng/mL). Los autores sugieren que la actividad de
50 puede deberse a la presencia de la unidad de sulfonamida; dado que se ha reportado la
actividad antimicrobiana de las sulfonamidas y esta se debe de manera general a su similitud
estructural con el acido p-aminobenzoico (p-ABA), que es producido por bacterias para la
biosintesis del 4cido fdlico, un factor de crecimiento esencial ®'. Por otro lado, el
azocalix[4]areno a base de sulfaguanidina 49 mostr6 inhibicion contra S. epidermidis y S.
aureus con una CMI de 7.8 pg/mL, para MRSA y B. subtilis una CMI de 15.6 pg/mL y para
P aeruginosa una CMI de 15.6 pg/mL. Encontraron que 49 posee una actividad mas alta en
comparacion con su mondmero respectivo 52, resultados que sugieren que la actividad de 49
se debe al efecto conjunto de la unidad de guanidinio y el andamio macrociclico; resultado
que concuerda por lo reportado por Mourer et. al., donde se observd que un derivado de
calix[4]areno funcionalizado con guanidinio era mdas activo que su monOmero

correspondiente®’.

Los autores esperaban que el derivado 51 el cual tiene una unidad de 4acido
2-metil-p-aminobenzoico mostrara una mayor actividad que los demas compuestos, debido a
que este compuesto muestra semejanza con el p-ABA, sin embargo, este mostrd presentd
resultados similares a 53, 49 y 50. Solamente 49 mostro actividad bactericida contra B.
subtilis (CMB/CMI = 2). El compuesto 53 mostro6 una actividad inhibitoria contra S.

epidermidis y E. faecalis a CMI 62.5 pg/mL y 15.6 ng/mL, respectivamente. Finalmente, 54
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requiri6 valores de CMI >125 pg/mL para generar un efecto inhibitorio frente a todas las
cepas estudiadas. La mayoria de los compuestos mostraron actividad solo contra cepas Gram
positivas, esto puede deberse segn los autores al hecho de que las bacterias Gram negativas
tienen una estructura mas compleja que las bacterias Gram positivas; la impenetrable
membrana celular de las bacterias Gram negativas es una de las razones por las que muchos

farmacos son ineficaces contra estas cepas®'.

Figura 21. Calix[4]areno funcionalizado con i) pirrolidina 48, ii) sulfaguanidina 49, iii)
sulfanilamida 50, iv) acido 2-metil-4-amino benzoico 51, v) un mondmero azo de
sulfaguanidina 52 y los derivados tetrafuncionalizados de vi) anilina isopropilica 53 y vii)
3-(trifluoro)metilanilina (STF) 54.

Dawn et.al., en el 2017 evaluaron la actividad antibacteriana del C-metilresorcina[4]areno
(RsC1) 55, la gatifloxacina y el complejo RsCl-gatifloxacina 56 (Figura 22), frente a
patdégenos humanos como S. aureus y Legionella pneumophila (L. pneumophila) ATCC
33152, con el fin de analizar la capacidad de interaccion del resorcinareno con el antibidtico.
La actividad antibacteriana del complejo RsC1-gatifloxacina mostr6é una mejora significativa
en términos de CMI,, (0.16 pg/mL) en comparacién con la gatifloxacina (0.195 pg/mL)

frente a S. aureus, a diferencia del macrociclo el cual no mostrd actividad inhibitoria en el

48



rango de CMlIy,. Sin embargo, si mostro efecto inhibitorio del 80% en el crecimiento
bacteriano a una concentracion de 25ug/mL. Frente a L. pneumophila la gatifloxacina con o
sin el complejo de macrociclos mostré la misma actividad con una CIM,, de 0.025 pg/mL.
Ademas, el macrociclo mostrd actividad antibacteriana con un valor de CMI,, de 0.78

pg/mL*,

Los resultados demuestran que el complejo RsCl-gatifloxacina potencia la actividad
antibacteriana frente a S. aureus, los autores sugieren que este efecto sinérgico es debido a la
naturaleza quimica de las moléculas, sin embargo, esta interaccion no se comprende del todo.
Por lo tanto, la disminucion observada en el valor CMlIy, del complejo RsC1- gatifloxacina se
debe a la interferencia del macrociclo, lo que significa que ahora serd necesaria una menor
cantidad de especies de fArmacos para generar la misma accion. Esta mejora es indispensable
para un farmaco como la gatifloxacina el cual genera diversos efectos secundarios.
Generalmente se ha descrito una mayor actividad antibacteriana de este macrociclo frente a
cepas Gram negativas que frente a Gram positivas, aunque aparentemente no influye en la
accion de la gatifloxacina en el caso de los Gram negativos®. La molécula huésped utilizada
en este estudio es una forma simple de resorcin[4]areno. Estos estudios dan un indicio de que,
con nuevas modificaciones en la estructura quimica, estos macrociclicos podrian encontrar

utilidad para ser un farmaco potencial o un portador de farmacos®*.
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Figura 22. C-metilresorcina[4]areno (RsC1) 55, la gatifloxacina.

Ali et. al, en el 2020 evaluaron la actividad antibacteriana del p-sulfonatocalix[6]areno
sulfonado en el borde superior y conjugado con colas lipofilicas en el borde inferior (Figura
23), el nuevo derivado de calix[6]areno sintetizado se autoensamblo en nanoestructuras 57 en

presencia de claritromicina y FITC (Tinte fluorescente isotiocianato de fluoresceina) como
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farmacos hidrofobos para determinar el potencial bactericida de 57 frente a Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae) ATCC 6303 sensible y S. pneumoniae ATCC 700669 resistente,
ademdas de evaluar la actividad inhibitoria de biofilm. Frente a la cepa sensible de S.
pneumoniae ATCC 6303 la claritromicina mostré actividad antibacteriana con CMI de 18.67
ug/mL, la actividad antibacteriana de la claritromicina aumento al cargarse con el anfifilico
sintetizado y las SAN (nanoestructuras de autoensamblaje) revelando una CMI de 11.81
pg/mL, pero al evaluar solamente el calix[6]areno anfifilico no se evidenciaron potenciales
bactericidas significativos. Para la cepa resistente de S. pneumoniae ATCC 700669, la
claritromicina mostré una CMI de 33.28 pg/mL, de manera similar que frente a la cepa
sensible la actividad antibacteriana de la claritromicina aument6 al cargarse con el anfifilico
sintetizado y las SAN frente a la cepa resistente mostrando una CMI de 20.79 pg/mL, cuando
se evaluo la actividad del calix[6]areno anfifilico de manera individual solo hubo actividad
antibacteriana a una CMI de 200 pg/mL. El aumento de la actividad antibacteriana de la
claritromicina tras la carga en SAN puede atribuirse segin los autores a varios mecanismos:
1) los compuestos anfifilos pueden atravesar en las membranas bacterianas por medio de la
unioén de sus partes lipofilicas a los lipidos de la membrana, lo cual da como resultado la
formacion de poros en la membrana, para de esta forma generar una mayor internalizacion
del farmaco, ii) la adhesion de las nanoestructuras a la pared celular bacteriana puede ser
segin los autores uno de los posibles mecanismos para generar mayor actividad
antibacteriana en comparaciéon con la claritromicina en su forma pura. Tal adhesion
proporciona una actividad sostenida del farmaco cargado con nanoestructuras contra las cepas

bacterianas probadas®.

También se evalud la actividad antibiofilm de la claritromicina y su SAN en las cepas
sensibles y resistentes de S. pneumoniae. La CMIB a la cual se generd un efecto inhibitorio
en la cepa sensible de S. pneumoniae ATCC 6303 fue de 19.69 ng/mL, la inhibicion aument6
con la carga en SAN para la misma cepa con una CMIB de 13.69 pug/mL. Cuando se evalu6
en la cepa resistente se presentd una actividad similar la claritromicina cargada en SAN
demostr6 ser mas efectiva (CMIB 15.97 pg/mL) en comparacion con la claritromicina libre
(CMIB 44.35 ug/Ml). Se encontr6 que los SAN vacios eran poco efectivos contra la
biopelicula de S. pneumoniae. Seglin los autores el aumento significativo en la actividad de

inhibicion de la biopelicula se puede atribuir a la capacidad de penetracion celular, el tamafo
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mas pequefio y la inhibicion de los sistemas de eflujo de farmacos por autoensamblaje de

SAN®,

57

Figura 23. p-sulfonatocalix[6]areno 57

Ukhatskaya ef. al, en el 2013 evaluaron la actividad antibacteriana de tres
aminocalix[4]arenos cationicos anfifilicos 58 , 59 y 60 (Figura 24) frente a S. aureus ATCC
29213 y E. coli ATCC 25922. Todos los compuestos presentaron actividad frente a S. aureus
ATCC 29213 con valores de CMI y CMB de 16 pg/mL, estos resultados sugieren que estas
nuevas moléculas generan un efecto bactericida. Mientras que E. coli ATCC 25922, fue
inhibida por el compuesto 58 a una CMI de 16 ug/mL y 59 -60 a una CMI de 32 pug/mL, la
CMB de los 3 compuestos frente a esta misma cepa fue de 58 (16 pg/mL) y 59-60 (256
pg/mL), por lo tanto, se considera un modo de accioén bactericida para 58 y bacteriostatico
para 59 y 60. Estos resultados concuerdan por lo reportado por otros autores frente a
derivados animocationicos como Mourer et. al., y Grare et. al., donde cuyos resultados
oscilan en un rango de 8 a 16 pg/mL para S. aureus y 4 a 32 pg/mL para E. coli**. Como el
compuesto 58 mostré un buen efecto solubilizante, tiene poca citotoxicidad y ademas es el
compuesto que genera un mejor porcentaje de hemolisis, por estas razones fue la molécula
con la cual se realizo la prueba de sinergia con acido fusidico (FA) frente a S. aureus ATCC
29213, mediante la metodologia de tablero de ajedrez. Por tanto, se ve que la CMI de 58 en
combinacion con FA a concentraciones de 0.0625, 0.03125 y 0.015625 pg/mL reduce la CMI

(8 png/mL), efecto que puede determinarse usando la ecuacion de Concentracidon inhibitoria
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fraccionada (CIF) dando como resultado un sinergismo parcial. En otras combinaciones
cercanas al crecimiento bacteriano (4 pg/mL, 2 ug/mL y 1 pg/mL), se observo indiferencia

entre estos dos compuestos™.

Los compuestos de amonio cuaternario se unen a la membrana celular mediante interacciones
hidrofobas con la bicapa lipidica, mientras que los grupos polares de estas moléculas se
localizan en la superficie de la membrana, esta interaccion conduce una perdida rapida de
potasio intracelular generando cambios en el entorno osmético y conduciendo asil a la muerte
bacteriana. También otros autores han propuesto que las interacciones electrostaticas con la
membrana externa son el mecanismo de accion de los guanidino calixarenos como lo expreso
Grare et al., asimismo las interacciones idnicas se potencian por la cooperacion entre las
unidades tetraméricas de calix[4]areno en comparacion con los andlogos monoméricos

Mourer et. al**.

58 Me Pr
59 (CH,),0H Pr
60 (CH,),0H Oct

Figura 24. Aminocalix[4]arenos cationicos anfifilicos 58, 59 y 60 y acido fusidico.

7.2.2 Actividad antifungica

Ademas de dirigirse a patdgenos bacterianos, este tipo de dendrimeros también han sido
efectivos frente a hongos miceliales y levaduras. Se encuentra un interés particular por los
derivados dendriméricos de calixarenos y calixresorcinarenos, puesto que su facilidad de
sintesis brinda la posibilidad de incorporar variedad de grupos funcionales, considerandolos
moléculas con aplicaciones biomédicas, administracion de farmacos y por supuesto como
agentes terapéuticos en el tratamiento de diversas infecciones fungicas®. Entre las especies

mas evaluadas se encuentra Candida albicans considerada una de las principales causas de
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infecciones oportunistas en el hombre y el cual su incidencia ha aumentado
considerablemente en los ultimos 20 afios siendo la responsable del 7.45% de las micosis
nosocomiales®. Dentro de los hongos miceliales se encuentra el género Aspergillus causante
de la aspergilosis invasiva junto con la aspergilosis cronica pulmonar y la aspergilosis
broncopulmonar alérgica, mas sin embargo la infeccion puede diseminarse mas allé del tracto
respiratorio y afectar piel, sistema nervioso central (SNC), ojos, higado, rifiones y otros
organos vitales. Las especies aisladas con frecuencia son A. niger, A. fumigatus y A. flavus,
con una incidencia de 1-2% en pacientes con asma y de 7% en pacientes con fibrosis

quistica®’. De igual manera hay que considerar las infecciones emergentes especialmente
cuando existan factores predisponentes, tales como inmunosupresion o enfermedades graves.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura ubicua utilizada en la industria, principalmente en
la fabricacion de bebidas alcohdlicas como vino, cerveza o champdn, sin embargo, en las
ultimas décadas, especialmente desde 1990, aumentaron significativamente las infecciones
fungicas causadas por este hongo caracterizado por causar una variedad de sindromes
clinicos, tales como, esofagitis, neumonia, absceso hepatico, infecciones genitourinarias,
peritonitis, celulitis y shock séptico, principalmente asociado a pacientes inmunodeficientes,
con procedimientos dentales, cdncer de pancreas, quemaduras, endocarditis, trasplantes y

terapia con corticosteroides®®.

Como parte del estudio realizado por Manishkumar B. Patel et.al., se reportd actividad
antifingica en cepas de C. albicans MTCC 227 y A. clavatus MTCC 1323 con CMI entre
0.22 y 2.82 puM en ambas especies, esto teniendo en cuenta el tipo de calixareno
funcionalizado (incorporando derivados de isoniazida con heterociclos de 1,3,4-tiadiazol y
1,3,4-oxadiazol (60-68) frente al cual fueron expuestas (Figura 25). Los compuestos 60 y 63
mostraron una inhibicion de moderada a buena contra C. albicans a una CMI de 1.39 uM, y
también el compuesto 67 mostrd una buena inhibicidon contra 4. clavatus a una CMI de 2.45
uM. De igual manera los compuestos evaluados 4a, 4d y 4h exhibieron una excelente
actividad contra los hongos C. albicans a una CMI de 0.22 uM mientras que el compuesto
4h, exhibi6 una excelente actividad contra los hongos 4. clavatus a una CMI de 0.22 uM, asi
como los compuestos 4b, 4¢, 4f y 4i mostraron efectos inhibidores de moderados a buenos

hacia los hongos probados a una CMI de 0.46 a 0.47 uM (Figura 8)".
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Figura 25. Calixareno funcionalizado (incorporando derivados de isoniazida con heterociclos
de 1,3,4-tiadiazol y 1,3,4-oxadiazol.

Del mismo modo Ila sintesis de dendrimeros como N-metil-d-glucaminametil
sulfonatoetitilcalix[4]resorcinareno (38, Figura 18) exhibid una actividad fungistatica con una
CMI >1000 uM frente a cepas de C. albicans 885-653 y para N-metil-d-glucaminametil
metilcalix[4]resorcinareno (39, Figura 15) se observé una CMI >500 uM para estas mismas
cepas; en cuanto a la actividad fungicida se observaron los mismos resultados anteriormente
expuestos tanto para el compuesto 38 como para el 397, Se considerd la N- metil- d
-glucamina (meglumina, MG) como parte de la modificacion del borde superior del
calix[4]resorcinareno, el cual consiste en fragmentos de amina terciaria y sorbitol con
caracteristicas estructurales relacionadas con los glucdsidos. Esta molécula cuenta con
propiedades muy utiles en la industria farmacéutica para aumentar la solubilidad de los
farmacos y su estabilizacion de estos en soluciones acuosas, permite obtener macrociclos
solubles en agua pero ain no se ha utilizado para la modificacion de calix[4]resorcinarenos.
Con lo anterior se puede deducir que la adicion de grupos funcionales especificos en la
estructura molecular influye en sus propiedades, entre las que se encuentran: 1) propiedades
de agregacion, ii) solubilidad acuosa, iii) biocompatibilidad, iv) estimulo-respuesta, v)

actividad biologica, entre otras™

La evaluacion del efecto de los calix[4]resorcinarenos en eritrocitos humanos (gravedad
hemolitica) ha demostrado que estas moléculas exhiben propiedades toxicas sélo a altas
concentraciones y posiblemente esta caracteristica estd relacionada con la agregacion de
macrociclos™®. Asi se observa en la evaluacion de toxicidad del compuesto
N-metil-d-glucaminametil sulfonatoetitilcalix[4]resorcinareno (38, Figura 18) donde a una

concentracion de 0.25 mM se presenta hemolisis en un 4.8% y al ir aumentando la
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concentracion a 1.00 y 5.00 mM asi mismo aumenta el porcentaje de hemolisis a 16.9% y
85.6% respectivamente. Para el compuesto N-metil-d-glucaminametil
metilcalix[4]resorcinarene (39, Figura 18) sucede lo mismo, asi pues cuando se tiene una
concentracion de 0.125 mM se logra un 21.3% de hemdlisis y cuando esta aumenta a 0.50
mM la hemolisis aumenta a 38.1%. Al comparar ambos macrociclos en concentraciones
idénticas, hay que resaltar que el calix[4]resorcinareno sulfonado (38) es menos toxico que un

macrociclo que contiene un grupo metilo (39)".

Asi mismo, se ha observado la eficacia de metales especificos como moléculas antitumorales
y antimicrobianas, en este caso se ha centrado la atencién en 8-hidroxiquinolina (8HQ),
conocido como un quelante de hierro el cual ha despertado un gran interés en el campo de la
clinica por su actividad antimicrobiana ya expuesta. Teniendo en cuenta estudios anteriores y
los ensayos realizados por Soares et.al., han permitido evaluar la actividad antifiingica de
derivados dendriméricos funcionalizados con 8-hidroxiquinolina o 5-CI-8-hidroxiquinolina
69 y 70 (Figura 26) en ensayos in vivo frente la infeccion en macréfagos peritoneales de raton
con C. albicans, donde los resultados expresan que dicho compuesto inducen una
disminucidn sobre el crecimiento de las colonias de 8-oxiquinolinapropoxicalix C.albicans a
las 24 horas pero al cabo de 48 horas el efecto inhibitorio se pierde; por lo anterior, sugieren
realizar ensayos con dosis consecutivas que ayuden a evaluar el potencial fungicida de estas
sustancias. La actividad citotdxica demuestra signos de dafio hepatico dependiente de la dosis
en los ratones aunque este dato necesita ser estudiado junto a cifras de perfil hematoldgico y
bioquimico que contribuyan a establecer el dafio in vivo de estos compuestos®’. Mehta et.al.,
se centran en la actividad antifingica de calixarenos con puentes de oxigeno, es decir, los
oxacalixarenos (OC), que poseen caracteristicas conformacionales prometedoras, por ello se
evaluo la actividad antifungica de los derivados de OC funcionalizados, con benzotiazoles y
esqueletos organicos que contienen aminas (71-82) (Figura 27) frente a diversos
microorganismos como C. albicans, A. niger y A. clavatus, mediante el procedimiento de

dilucion en caldo y el cual exhibieron una actividad inhibitoria de estas cepas *°.
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Figura 26. Estructura de compuestos 69 (8-oxiquinolinapropoxicalix[4]areno) y 70
(5-Cl8-oxiquinolinapropoxicalix[4]areno).
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Figura 27. Estructuras quimicas derivadas de oxacalixarenos (OC).

La anfotericina B (AnB) por muchos afios ha sido considerado el farmaco de eleccion frente a
las infecciones fungicas, sin embargo, su mecanismo de accidon no se conoce claramente,
aunque el modelo mdas aceptado hace referencia a la formacién de una estructura de
barril-duela en la membrana que sirve como canal i6nico que causa la pérdida de electrolitos
conduciendo finalmente a la muerte celular (Figura 28). V. Paquet et.al., con el fin de
proporcionar informacion adicional acerca de la estructura del canal en la membrana y
potencializar la actividad antimicrobiana sintetizaron nuevos conjugados que llevan un

calix[4]areno unido covalentemente a cuatro moléculas de anfotericina B (Figura 29). En los
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resultados se observo que la actividad antifungica de los conjugados 83 (R=H) y 84 (R=t-Bu)
fue mayor a la de la anfotericina B natural (CMI 0.30 uM), con valores de CMI de 0.10 y
0.25 uM, respectivamente, frente a cepas de S. cerevisiae BY4741 (derivado de S288C). Lo
anterior concuerda con el mecanismo del canal idnico ya que el conjugado AnB imita la
estructura de los poros conservando una buena actividad antifiingica, asi como igualmente no
se requiere una gran cantidad de moléculas de AnB para formar un canal i6nico activo porque
un conjugado que contiene solo cuatro AnB unidades es suficiente para preservar la actividad
en el calixareno’. Por otra parte, los ensayos de salida de K* inducida en liposomas,
demuestran que todos los compuestos inducen rapidamente una salida completa de K™ de las
vesiculas que contienen ergosterol (linea roja). El proceso de formacion del canal parece no
verse afectado por el sustituyente en el calixareno porque ambos conjugados 83 (R=H) y 84
(R=t-Bu) tienen la capacidad de inducir fuga de K* de la misma manera que una molécula de
AnB monomérica libre. Sin embargo, los derivados 83 y 84 provocaron un flujo de salida
significativamente reducido con vesiculas que contienen colesterol, lo que indica una

selectividad mejorada sobre la AnB®".

NH,

Figura 28. Modelo de duela de barril en el que las moléculas de AnB forman un canal
transmembrana.
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Figura 29. Conjugados de anfotericina B-calix[4]areno.

En 2017, se informd de un nuevo calix[4]areno funcionalizado unido a restos de pirrolidina
(CAP;) (Figura 21, compuesto 48)*°. Se han explorado las actividades biologicas del
calix[4]areno CAP; adjunto a pirrolidina, el cual exhibi6 excelentes actividades antifungicas,
estas actividades se evaluaron utilizando un método de difusion de pozos de Kirby-Bauer. Por
tanto, se observa que la accion antifungica de dicho compuesto es significativa con
actividades antifungicas en el rango de 0.13—1.87 uM. CAP; exhibe una buena actividad
antifingica contra 4. niger ATCC 16404 a una CMI de 0.00046 pM, mientras que los datos
CMI de CAP; contra A. flavus ATCC 90906 es de 0.00093 uM siendo una actividad
antifungica moderada; asi como también ha mostrado una actividad muy baja a 0.018 uM de
CMI frente a C. albicans ATCC 32333*. En otros estudios ya se ha reportado que la
introduccion del grupo azo 85 (Figura 29) ha mejorado mas del 60% las actividades
antimicrobianas de ciertas moléculas, los azocalixarenos se emplean principalmente para la
deteccion de diferentes ionoforos y la extraccion de cationes de metales de transicion o
incluso muestran propiedades de colorantes como el naranja de metilo®. Partiendo de que no
se han realizado muchos estudios de este compuesto a nivel biomédico se ha evaluado la
actividad antifungica de algunos azocalix[4]arenos modificados en el borde superior (Figura
21, 48-54). Los valores de CMI de los azocalix[4]arenos sintetizados se determinaron
utilizando el método de microdilucion en caldo donde la mayoria de los compuestos

mostraron actividad solo contra cepas bacterianas Gram positivas, esto puede deberse al
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hecho de que los hongos tienen una estructura mas compleja en su membrana que las
bacterias Gram positivas, no obstante el azocalix[4]areno a base de sulfaguanidina (SGC)
presentd una buena inhibicion contra la cepa de Candida albicans con una CMI de 0.09 uM,
asi como se observé actividad inhibitoria para S. cerevisiae con una CMI desde 0.11 uM a

0.21 uM para los compuestos evaluados®'.

CH;

85

Figura 30. Estructura del azo-2-naftol.

Asi mismo, el grupo de las tiosemicarbazonas ha sido investigado en quimica de
coordinacién, aplicaciones analiticas y farmacologia, este grupo generalmente actia como
ligandos quelantes y pueden coordinarse con diferentes iones de metales de transicion al
unirse a través de los atomos de azufre y nitrogeno hidrazinico®. Diferentes investigaciones
han indicado que los derivados de tiosemicarbazona y sus complejos de metales de transicion
muestran propiedades biologicas notables, incluidas actividades antivirales, antimicrobianas y
antitumorales. Debido a la falta de compuestos derivados de calixarenos/calixresorcinarenos
basados en tiosemicarbazona y considerando su amplio espectro de aplicaciones bioldgicas,
Noruzi et, al., sintetizaron y evaluaron la actividad del ligando
calix[4]arenet-tiosemicarbazona y sus derivados metalicos (Co*’, Ni**, Cu*" y Zn*") (Figura 6,
2) contra levaduras como C. albicans ATCC 10231 y C. glabrata ATCC 2001%. Todos los
compuestos sintetizados (complejos L y Co*", Ni*, Cu*" y Zn*") se evaluaron para determinar
su actividad antifungica cuantitativa con el método de doble dilucion en serie donde se utilizd
nistatina como farmacos antifungicos estdndar. En general, las cepas fungicas fueron
resistentes frente a los compuestos sintetizados excepto por el ligando L y su derivado de

cobalto, que mostraron respectivamente una actividad antifungica fuerte (CMI 0.03 uM) y
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suave (CMI 0.05 uM) frente a C. albicans ATCC 10231 asi como tambien se evidencio una
actividad fungicida CMF de 0.11 uM para el ligando L, por el contrario no se registraron

datos actividad fungistatica para la cepa de C. glabrata ATCC 2001,

Evaluaron los efectos citotdxicos del ligando y sus derivados metélicos (Figura 9, 2) en
globulos rojos humanos mediante la determinacion de su tasa de hemolisis. En los resultados
se observaron efectos hemoliticos dependientes de la dosis de todos los compuestos sobre los
glébulos rojos, y los resultados confirman que solo hay efectos hemoliticos leves incluso a
concentraciones mas altas®. Para una busqueda mas detallada del impacto de los compuestos
sintetizados en los globulos rojos, las muestras de sangre se trataron con los compuestos a
una concentracion moderada (200 pg/mL), PBS y agua desionizada®. Las imagenes de
microscopia Optica revelaron que las formas de los globulos rojos no muestran cambios
significativos después del tratamiento con el ligando y sus derivados metalicos durante 3
horas y conservan su estructura en forma de disco con membranas de eritrocitos casi intactas.
Las muestras de globulos rojos tratadas con PBS (control negativo) y agua (control positivo)
mostraron formas de discos biconcavos y lisis, respectivamente. En general, los resultados
del estudio de hemocompatibilidad confirmaron que los compuestos sintetizados tienen un
efecto de lisis muy leve en los globulos rojos en un rango de dosis tanto bajo como alto, lo

que los convertiria en candidatos adecuados para futuras investigaciones in vivo®,

7.2.3 Otras aplicaciones

7.2.3.1 Actividad antiviral

La falta de tratamientos antivirales especificos atn persiste, considerando la gran variedad de
virus que circulan entre la poblacion humana y los potenciales emergentes. Abosadiya et. al.,
evaluaron la actividad antiviral del C-5-Bromo-2-hidroxifenilcalix[4]-2-metilresorcinareno
37 (Figura 17). 37 tiene actividad antiviral frente al Virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1)
donde a una concentracion de 0.011 mg/mL fue capaz de inhibir en un 100% la formacién de
la placa. La ECs,, que es la concentracion en la que la presencia del compuesto de prueba
causd una reduccion del 50% de las placas, es mas baja que la concentracion inhibitoria
minima de 0,011 mg/mL. El indice de selectividad (SI = CC50/EC50) de 37 es superior a 36.
Esto indica que el compuesto 37 (Figura 17) puede ser considerado como un agente antiviral

potencialmente seguro con baja citotoxicidad y alta potencia. Los valores de SI superiores a
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10 indican una potencial seguridad y eficacia terapéutica antiviral”’. Geller et. al., en €] 2010
evaluaron la actividad antiviral de dos derivados del calix[4]areno, el
tetra-para-sulfonato-calix[4]areno (C[415) 86 y el 1,3-bis
(bithiazolyl)-tetra-para-sulfonato-calix[4]areno(C[4]S-BTZ) 87 (Figura 31) frente al
coronavirus humano 229E (HCoV 229E). El tetra-para-sulfonato-calix[4]areno (C[4]S) a una
concentracion de 10~ mol/L y en tiempos de contacto de 30 y 60 minutos frente a HCoV
229E mostr6 una reduccion de los titulos virales de 0,5 y 0,6 log;, respectivamente, razoén por
la cual no se realizaron mas estudios con este compuesto. A diferencia de los resultados
obtenidos para el C[4]S-BTZ a una concentracion de 10 mol/L indujo reducciones de log,
de 0,3, 0,6, 0,8 y 1,0 después de tiempos de contacto de 5, 15, 30 y 60 min, respectivamente.
Mientras que a una concentracion de 10~ mol/L present6 reducciones de 2.7, 2.7, 2.4 y 2.8
log,, en los titulos virales para los mismos tiempos de contacto. Compararon la actividad de
87 con dos antisépticos muy utilizados en la medicina humana, la hexamidina (HXM) y la
clorhexidina (CHX). La HXM, mostr6 una actividad similar a la 86, con una reduccion en los
titulos virales de 0,6 y 0,9 log,, después de tiempos de contacto de 30 min y 60 min,
respectivamente. EI CHX mostré6 mayor actividad, generando una reduccion log;,de 0.8, 0.5,
1.4 y 2.1 a una concentraciéon de 10 mol/L para tiempos de contacto de 5, 15, 30 y 60 min,
respectivamente, y una reduccion de 1.4, 2.1, 2.4 y 3 log ,, a una concentracioén de 10 mol/L
para los mismos tiempos de contacto. Una caracteristica importante de este estudio es la
rapida accion de C[4]S-BTZ a una concentraciéon de 10~ mol/L al tiempo de contacto de 5
min en comparacion con CHX, que parecia dependiente de la concentracion y el tiempo.
Asimismo, la actividad del 87 persistié hasta los 60 min de tiempo de contacto, por lo tanto

este derivado parece ser una molécula viricida prometedora®.
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Figura 31. Tetra-para-sulfonato-calix[4]areno (C[4]S) 86 y el
1,3-bis(bithiazolyl)-tetra-para-sulfonato-calix[4]areno(C[4]S-BTZ) 87.
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Tsou et. al., evaluaron la actividad antiviral de 11 nuevos compuestos 88-98 (Figura 32),
basados en un andamio de tetrabutoxy-calix[4]areno, frente al virus de la inmunodeficiencia
humana 1 (VIH) y el virus de la hepatitis C (VHC), debido a que la coinfeccion entre estos
dos microorganismos se ha convertido en un desafio de salud publica que afecta a més de
diez millones de personas en todo el mundo. Los tres compuestos iniciales evaluados para
actividad antiviral y citotoxicidad 88-90 contenian un grupo n-butilo en el anillo inferior y un
grupo isoftalico unido a carboxamida en el anillo superior con un brazo de éster bencilico,
acido carboxilico libre y ciclohexilamida, respectivamente, en uno de los acidos carboxilicos.
Los compuestos 88 y 90 no mostraron ninguna actividad antiviral. Mientras que el compuesto
89 actividad anti-VIH més prometedora con un valor de ECy, de 0,3 M y una IDs, de 90 M en
un ensayo celular MT-2. EL compuesto 89 fue igualmente potente contra tres cepas de VIH
de laboratorio diferentes: VIH-IIIB, NL-43 y LaiM184V. Ademas, se determind la actividad
antiviral en diferentes lineas celulares incluyendo MT-2, que son células T humanas con virus
HTLV-1, CEMx174, que es una linea de células T humanas, y TZM-bl, que es una linea
celular HeLa con un lucifarasa de luciérnaga que estd controlada por un promotor del VIH.
Estas lineas celulares son diferentes en sus virus adquiridos, proteinas extracelulares y
contenido de citoplasma. Sin embargo, la actividad antiviral se mantuvo en todas estas lineas
celulares, lo que sugiere que la actividad anti-VIH de 89 es independiente del tipo de célula.
Compuesto 89 se investigd mas a fondo contra otros virus y se demostrd que no tiene ningiin
efecto sobre la replicacion del virus del herpes simple 1 (VHS-1), VHS-2 y el virus de la
hepatitis B (VHB). Sin embargo, una CEs, se observo de 1,8 M contra virus de la hepatitis C
(VHC) *.

Las observaciones anteriores impulsaron a los autores a evaluar la actividad antiviral de otros
derivados de calixarenos investigando de forma particular el efecto de una variedad de
modificaciones del borde superior e inferior sobre la actividad del andamio central 89. El
compuesto 98 tenia una CEs, valor de 0.3 uM para el anti-VIH y 1.4 uM para actividades
anti-VHC, similares al compuesto 89. Sin embargo, el valor de IDs, fue de 18 uM, esto
sugiere toxicidad a una concentracion significativamente mas baja que la del compuesto 89.
Tetrahidroxicalix[4]areno derivado 96 , que contiene una periferia superior idéntica a la de 89
exhibié un descenso de la CEs, valor de 0.3 M a 6.7 M parael VIH y de 1.8 M a > 50 uM

para el VHC. La preorganizacion del armazén en una conformacién de cono para la
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proyeccion de los grupos de reconocimiento parece ser importante para las actividades tanto

anti-VIH como anti-VHC *.

Si bien la alquilacion en el borde inferior era esencial para la actividad, también era clara la
importancia de los grupos diacidos proyectados en el borde superior. Entre los siete
compuestos con una cadena de butilo en el borde inferior, el compuesto 89 exhibi6 la
actividad anti-VIH mas potente. Cuando el derivado isoftalico se reemplazd con acido
aspartico en el compuesto 92, la actividad anti-VIH disminuye aproximadamente diez veces,
pero la actividad anti-VHC mejor6 ligeramente, mientras que la citotoxicidad permanecio
igual. Esto sugirid que las sustituciones aromadticas son superiores a las alifaticas en el borde
superior para la inhibicién del VIH, mientras que la actividad anti-VHC parece no ser tan
sensible a este cambio. Compuestos 88 y 90 contenian derivados de éster bencilico y
ciclohexilamida de los conectores de isoftalato respectivamente, lo que sugiere que la
sustituciéon de ambos grupos acidos es necesaria para una potente actividad antiviral. En
general, estas observaciones sugieren que cuatro cargas en el borde superior son importantes
para las actividades anti-VIH y anti-VHC. La falta de actividad antiviral en 94 con carga
positiva confirma la importancia de las cargas negativas en la periferia proyectada de los

compuestos®.
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Figura 32. Compuestos basados en un andamio de tetrabutoxy-calix[4]areno.

7.2.3.2 Actividad antiparasitaria

Galante et. al., evaluaron la actividad antiparasitaria de una nueva serie de glicoclusters

tetravalentes solubles en agua que incorporan residuos de b-lactosilo unidos a un nucleo
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central de calix[4]areno (Figura 33) contra tripomastigotes de Trypanosoma cruzi. Debido a
que la lactosa y sus derivados han demostrado que inhiben la trans-sialidasa de 7. cruzi (
TcTS), esta es una enzima esencial en la infeccion y supervivencia del parasito. De los
compuestos evaluados el compuesto 111 fue el que tuvo mayor actividad tripanocida,
generando una muerte celular del 50% a una concentracion de 62 pM, resultado que
demuestra que esta molécula podria ser tan eficaz como el benznidazol de referencia. El
segundo compuesto con mayor actividad fue el 114 que gener6é muerte celular del 50% a una
concentracion de 67uM, los compuestos 106 (266uM), 100 (278uM), 102 (502uM)
mostraron actividad antiparasitaria pero no en la misma medida que el 111 y el 114. Mientras
que 113 (1600 uM) fue el que mostré menor actividad de los compuestos evaluados. Los
glicoclusters 100 y 106 requirieron una concentracion mas alta que los compuestos analogos
102 y 111, respectivamente,segiin los autores esto puede deberse a que hay enlaces mas
largos entre el nucleo de calix[4]areno y los residuos de b-lactosil. La ubicacion de los
residuos de carbohidrato en el borde superior o inferior inferior parece ser en este estudio no

tan importante”.

Shah et. al., evaluaron la actividad antimaldrica de 5 nuevos compuestos basados en
calixarenos (115-119) (Figura 34) contra Plasmodium falciparum. Los resultados demuestran
que la introduccion de un grupo hidroxi (-OH) en los andlogos de quinolina 117 (ICs, de
0.073 pg/mL) en la posicion 8 y andlogos de pirimidina con grupo amino 118 (ICs, de 0.043
pg/mL) en la posicion 2, pueden generar actividad antiparasitaria en las cepas de P
falciparum. También se observa una clara tendencia en el compuesto de quinolina con grupo
amino el compuesto 116 (ICs, de 0.098 pg/mL) en la posicion 5 proporciona actividad. A
diferencia de los analogos de quinolina de 8 y 4 aminoacidos de 115 (ICs, de 0.85 pg/mL) y
119 (ICsy de 0.42 pg/mL) los cuales dieron lugar a una actividad antimalarica mucho menor

en comparacion con los fArmacos estandar contra la cepa de P. falciparum®.
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Figura 33. Glicoclusters tetravalentes solubles en agua que incorporan residuos de b-lactosilo
unidos a un nucleo central de calix[4]areno.

Los analogos de la quinolina y la pirimidina 117 y 118 son agentes antipalidicos bien
conocidos; su mecanismo de accidon es la inhibicion de la formacién de hemazoina
(b-hematina). Segun los autores la diferencia en los valores de ICs, puede deberse a la
posicion de los grupos hidroxi y posicion del grupo amino, el tamano del anillo y las
sustituciones en el anillo en los grupos amino distales. En cuanto a la relacion
estructura-actividad (SAR), los datos de la actividad antimalarica sugieren que los
compuestos con 8-hidroxiquinolina y 2-aminopirimidinacalix[4]areno son mas potentes que
los demas compuestos. Los resultados indican que la 2-aminopirimidina con un atomo de
nitrégeno adicional en el anillo aumenta significativamente la electronegatividad, lo que tiene
un efecto notable en la actividad antimalarica. Ademas, la sustitucion del grupo -NH, en la
posicion 2 del anillo de fenilo aumenta la electronegatividad, lo que incrementa la actividad
antipaladica del compuesto 118 en comparacion con los derivados de quinolina sustituidos
con -NH, (115, 116 y 119). Los sustituyentes grandes como 4-amino-3-metilquinolina 119
pueden disminuir la actividad contra la cepa de P. falciparum debido al factor estérico. La
sustitucion del grupo donador de electrones -OH en la posicion 8 de la quinolina también
mostré una mejora en la actividad antimalarica debido al aumento de la electronegatividad

del andamiaje de la quinoleina®®.
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Figura 34. Compuestos basados en calixarenos con actividad antimalarica, andlogos de
quinolina de 8 y 4 aminodcidos de 115, compuesto de quinolina con grupo amino el
compuesto 116, grupo hidroxi (-OH) en los andlogos de quinolina 117, analogos de
pirimidina con grupo amino 118, sustituyentes 4-amino-3-metilquinolina 119.
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7.2.3.3 Actividad anticancerigena

Los calixarenos como macrociclos de la quimica supramolecular asi como han exhibido su
actividad antibacteriana y antifingica, gracias a su estructura, la presencia de una cavidad
interna, las amplias posibilidades de modificacion de los bordes superior e inferior
(permitiéndoles el desarrollo de su mecanismo de accién) y gracias a sus bajos niveles de
toxicidad que facilitan su administracion por via oral sin crear una respuesta inmune, han
atraido la atencidn para el disefio de nuevos agentes anticancerigenos y para mejora en el uso

clinico de farmacos ya existentes’”.

Como agentes terapéuticos, los topomiméticos basados en calixarenos/resorcinarenos son una
ventaja sobre los compuestos a base de carbohidratos, por diferentes razones; dichos
compuestos hacen alusion a la definicion de una "molécula pequefia", deberian tener una
mejor farmacocinética como farmacodinamia in vivo porque no es péptido ni carbohidrato
por lo tanto no es hidrolizable. Ademas, debido a su estructura de corona de arilo, estos
derivados deberian ser quimicamente estables y menos probable que se metabolicen in vivo.
En general, estos son agentes antitumorales con caracteristicas muy prometedoras en la
clinica ”’. La angiogénesis es un proceso importante en el desarrollo de 6rganos, asi como en
la progresion del cancer, por ello se han incluido a la clinica agentes que pueden inhibir el
desarrollo de vasos sanguineos en tumores el cual han mostrado ser prometedores agentes
terapéuticos; entre ellos el mas conocido, Anginex (péptido antiangiogénico). Sin embargo,
en algunas situaciones estos inhibidores pueden ser ineficaces in vivo o causan efectos
secundarios, por lo que a partir de esto se han disefiado compuestos no peptidicos que se

asemejen a la estructura molecular de estos antiangiogénicos™.

Dings et.al, sintetizaron calixarenos analogos a la estructura (estructura de hoja
antiparalela y una presencia de residuos hidrofobos y cargados positivamente) de los
antiangiogénicos ya utilizados en la clinica el cual contienen diferentes sustituyentes
quimicos en alguno de los bordes superior o inferior (Figura 35)*. Inicialmente evaluaron el
potencial antiangiogénico de los compuestos utilizando el ensayo de incorporacion de
timidina permitiendo medir la proliferacion del factor de crecimiento de células endoteliales
humanas derivadas de la vena umbilical (CEVUH), donde se encontré que los compuestos
120 y 121 (Figura 36), eran altamente efectivos para inhibir la proliferacion de células

endoteliales, 120 con ICs= 2 uM y 121 ligeramente menos potente ICs;= 8M. De igual
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manera en los ensayos de cicatrizacion de heridas para observar la migracion de estas células,
los compuestos 120 y 121 mostraron una reduccion en la cicatrizacion de la herida después
de 8 h entre el 68% al 80%”, asi también lo reporté Lin An et.al, donde el compuesto
evaluado 130h después de 48 h tuvo un potencial de inhibicién en la migracion de células

MDAMB-231 del 67,4%, 76,9%, 79,0% y 84,0% a concentraciones de 0-8 mM®*.
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Figura 35. Sustituyentes quimicos hidréfobos e hidrofilos que se usaron en las dos caras del
calixareno, en verde sustituyentes hidrofobicos y en azul sustituyentes hidrofilicos.

Finalmente, como un ensayo in vivo se evaluo la eficacia de 120 y 121 en dos modelos de
crecimiento tumoral en ratones con melanoma de ovario humano MA148 y ratén BI16,
demostrando para el modelo MA148 que el crecimiento del tumor ovarico se redujo en
comparacion con el de los ratones de control en un 58%-79% para el compuesto 120 y en
53%-59% para 121. Igualmente para el melanoma B16, el crecimiento tumoral también fue
diferente de los tumores en los ratones de control ya que al final del estudio el compuesto 120
habia inhibido el crecimiento en un 42%-77%, mientras que el compuesto 121 inhibi6 el
crecimiento en un 54%-70%". Con los ensayos in vivo se pudo observar que el tratamiento
con 120 y 121 no causo toxicidad segun lo evaluado por el comportamiento, el cambio de
peso corporal o los valores de quimica sanguinea asi como por medio de un ensayo de
histoquimica en los tumores extirpados, el cual estuvieron acompafniados de disminucion
significativas en la densidad de microvasos en relacion con los tumores en ratones de control,
confirmando el efecto antiangiogénico de estos compuestos topomiméticos de superficie

proteica basados en el péptido Anginex como modelo base™.
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Figura 36. Representacion estructural del compuesto de tetraamina 120 y su analogo,
diguanidina 121.

Como lo expone Gordo et.al., pocos estudios hacen énfasis en moléculas que podrian inducir
la oligomerizacion y permitir la estabilizacion o recuperacion de proteinas que han perdido su
capacidad de realizarla. Se conoce que varias enfermedades son causadas por proteinas
modificadas o mutadas que no interactuan funcionalmente, dentro de ellas estan las
mutaciones inductoras de tumores que se localizan principalmente en pS3DBD (dominio de
la proteina p53 encargada de la unidon al ADN en caso de dafio y su posterior reparacion o
apoptosis), logrando un gran interés en la investigacién contra el cancer, impulsando el
disefio, sintesis y evaluacion de moléculas que podrian estabilizar y recuperar dicha
estructura tetramérica'®. Por ello, se ha realizado un estudio de la interaccion entre el
tetraguanidinio-calixareno (ligando 1) (Figura 34, B) y el dominio de tetramerizacion de la
proteina p53 (p53TD) 122 y su mutante natural p53TD-R337H 123 (Figura 37),
demostrando, como el dominio mutante interactia mas con el ligando que la proteina de tipo
salvaje, resultando en un aumento en la estabilidad del complejo macromolecular'®. Para
confirmar lo anterior se realizd una caracterizacion estructural de p53TD y el ligando 1
(Figura 34) (plataforma conica de calixareno con cuatro residuos de guanidiniometil en el
borde superior y una superficie hidrofobica en los bucles del borde inferior) (Figura 34, B),
asi como se evaluo la estabilidad de proteina-ligando por medio de ensayos de calorimetria
diferencial de barrido en el que se observaron cambios en la estructura e interaccion de estos
pero se concluye que la adicion del ligando 1 a la proteina mutada mantiene la estructura fija
tal como en la proteina de tipo salvaje, debido a los contactos hidrofobicos en el borde
inferior del calixareno'”. Las simulaciones de dindmica molecular como ensayos
experimentales revelan como las interacciones hidrofdbicas, el cruce de iones y los enlaces de

hidrogeno contribuyen significativamente al reconocimiento de proteina-ligando y es posible
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que esta union del ligando haya permitido la estabilizacion de la tetramerizacion de la
proteina mutada. Finalmente una cristalografia de rayos X y una resonancia magnética
nuclear (RMN) terminaron por confirmar el modelo de unidn estructural tanto en la proteina

como en el ligando'” .
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Figura 37. A) Ligandos de Calixareno para pS3TD, B) Formula quimica del ligando 1 de
tetraguanidiniometilcalixareno.

Como se observo en estudios anteriores el calixareno 120 (Figura 36) es un agente
angiostatico que inhibe el crecimiento tumoral, mas sin embargo atin queda la duda de si este
compuesto puede actuar como inhibidor de la galectina-1 (involucrada en la adhesion y
migracién de células endoteliales tumorales) asi como lo hace su topomimético el péptido
anfipatico Anginex. Por ello en el estudio liderado por Dings et.al., se disefid y sintetizo una
biblioteca de topomiméticos no peptidica basada en calixarenos de Anginex y 6DBF7, Figura
35 %7, Las galectinas, que generalmente se sabe que se unen a B-galactosidos en el dominio de
reconocimiento de carbohidratos (CRD), presentan varias actividades extracelulares para
intervenir en la adhesion y migracion célula-célula y matriz celular al interactuar con varios
grupos glicanos como por ejemplo, la interaccion con glicoconjugados de la matriz
extracelular asi como los de las células endoteliales y en linfocitos T, donde se sabe que

induce apoptosis’’.

Con el fin de demostrar que galectina-1 es un objetivo del derivado 120 se emplearon
ensayos como la espectroscopia de resonancia magnética nuclear, en donde demostraron que
efectivamente hay una interaccion entre ambas moléculas y, ademas, que el compuesto 0118

Interactiia con esta lectina en un sitio distinto de su sitio de union a carbohidratos. Todos los
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mapas de ampliacion quimica permitieron hacer un acercamiento a cuales son los residuos de
gal-1 que se ven afectados principalmente por la union de 120 asi como indican la region
donde es mas probable que interacttie el calixareno, llegando a la conclusion de que el sitio

principal para la interaccion de este compuesto es la cara posterior de gal-1"".

Anginex 6DBF7 120
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Figura 38. Secuencia de aminoacidos del péptido antiangiogénico Anginex, junto con el
mimético 6DBF7 basado en dibenzofurano (DBF) y la posterior reduccion al compuesto 120
a base de calixareno no peptidico.

De igual manera, a partir de los mapas de ampliaciéon de resonancia y desplazamiento
quimico, se llega a la conclusién que los residuos (N56, 158 y N61, junto con E74 y V76)
afectados por la union del compuesto 120 pertenecen a los sitios de union de carbohidratos y
parece que cuando 120 se une a la estructura de gal-1, se observan efectos en ellos,
influyendo en la union del ligando al carbohidrato. En este mismo estudio se pudo comprobar
que el calixareno 120 inducia una disminucion de la unién de carbohidratos a gal-1; esto por
medio de ensayos como la citometria de flujo el cual indica que la union de gal-1 a glucanos
en esplenocitos disminuye significativamente a medida que aumenta la concentracioén de 120,
de igual manera el efecto causado en los leucocitos (células CD4" y CD8") y las células
endoteliales (CD31") donde el calixareno 120 mitiga la unién de gal-1 a los glicanos de la
superficie celular de manera dependiente de la dosis y finalmente gracias al ensayo de
aglutinaciéon se puede observar la poca aglutinacion en presencia de 120 la cual puede
explicarse por su union a gal-1 inhibiendo la aglutinacion celular en aproximadamente un

80% a 20 uM”".
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Con todas las observaciones anteriores se concluye que los tres compuestos (Anginex,
6DBF7 y 120) funcionan de manera similar in vitro e in vivo en cuanto a inhibicion de la
proliferacion de células endoteliales, angiogénesis y crecimiento tumoral; sin embargo,
aunque las estructuras de los tres compuestos son similares por ser anfipaticas y cationicas,
estructuralmente los grupos quimicos en 120 son bastante diferentes de la de Anginex o
6DBF7 pero de alguna manera debe haber cierta similitud a nivel molecular para favorecer la
uniéon de 0118 a gal-1 y desarrollar su accidon como un inhibidor alostérico no competitivo de
la funcidn de esta proteina”. En otros estudios liderados por Astorgues-Xerri et.al., se evalua
la posible sinergia entre 120 y firmacos citotoxicos convencionales sobre lineas celulares de
colon, cabeza y cuello (C&C) y carcinoma hepatocelular (CHC), donde los resultados
demuestran que, el calixareno 0118 combinado con cisplatino ejercio efectos sinérgicos en
células de cancer de colon K-RAS de tipo salvaje (COLO205-S y HT29), asi como 120
combinado con oxaliplatino fue sinérgico en todas las lineas celulares de colon, mientras al
ser combinado con docetaxel se observaron efectos sinérgicos en las lineas celulares de colon
y C&C, indicando que las combinaciones pueden considerarse un aspecto importante del

desarrollo clinico del compuesto 120'%,

Dings et.al., en el 2013 basindose en cambios quimicos de las caras hidrofobicas e
hidrofilicas de calixarenos con actividad antitumoral ya estudiada (124 y 125), permitio el
descubrimiento de nuevos compuestos antitumorales citotoxicos mas potentes, como es el
caso de 127 siendo particularmente eficaz para inhibir el crecimiento de varias lineas de
células cancerosas humanas, asi como células cancerosas resistentes a farmacos. Evaluaron
cuatro nuevos compuestos de calixareno que también se ha observado que tienen propiedades
citotoxicas y antitumorales (Figura 36)'”. Estudiaron la capacidad de estos dendrimeros para
inducir citotoxicidad en ocho tipos de células diferentes: dos células normales (cé€lulas
endoteliales de la vena umbilical humana (CEVUH) y fibroblastos); células endoteliales de
raton inmortalizadas (2H11) y cinco lineas de células cancerosas (el carcinoma de ovario
humano MA148, el adenocarcinoma de pulmoén A549, el carcinoma de mama murino SCH,
fibrosarcoma FSall y melanoma B16F10). Los valores de Cls, muestran que 127 y 129
fueron los mas efectivos para inducir citotoxicidad aumentada sobre los de 124 y 125 en una
variedad de células probadas, con un ICs, de 0.2-2 uM y 0.7-4 uM respectivamente. Se

observd una ausencia significativa de la actividad de 126, el cual se relaciona con la
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modificacion en el aumento de la estructura molecular del calixareno, ademas, una mayor
actividad de 127 y 129 frente a los demas, indica que la reduccion de la longitud de los
sustituyentes de amina terciaria, hidrofilos y/o disminuir su polaridad mejora

significativamente la funcion'®.

Debido a que 127 fue el compuesto mas activo, se realizé estudios de citotoxicidad celular
utilizando cuatro lineas de células cancerosas humanas resistentes a los medicamentos
(Colo205-R, SQ20B-R, MCF7-R y DLD-R), demostrando que 127 funciona més como un
farmaco citotoxico que como un agente citostatico. Ademas, el andlisis del ciclo celular
exhibe que la exposicion de estas células a 127 induce la acumulacion en la fase GO/Gl,
causando una posible reduccion en la sintesis de ADN e igualmente se observo que las
células SQ20B y Colo205 expresaron niveles bajos de galectina-1, mostrando una pérdida de
expresion de gal-1 después del tratamiento con el calixareno'®”. Partiendo de la eficacia de los
mejores calixarenos, se sometieron a pruebas in vivo los compuestos 127 y 129 frente al
modelo de ratén con tumor B16F10, donde en comparacion con los controles, se observo que
127 era el mas eficaz para inhibir el crecimiento tumoral B16F10, e incluso parecié promover
la regresién del crecimiento tumoral a una dosis de 10 mg*kg'/ratén o incluso a dosis
inferiores. Cabe destacar que aunque el crecimiento tumoral en ratones tratados con 127
ocurrid mas lentamente que en todos los demas grupos, los pesos corporales de los ratones
tratados especialmente con este compuesto, disminuyeron significativamente (20% del peso
corporal), por ende en estudios posteriores se sugiere que estos efectos de citotoxicidad

podrian disminuirse mientras se mantiene una administracion de 127 a dosis reducidas'®.

74



H;C HEHS H,C H%HS

;\ N -~ NMe, /\/ NMe,
H l H
HN” “NH,
PTX008 PTX009 PTX012
124 125 126
CH; CH,
H;C CH; H;C CH;
0 4
4HCI 4HCL 4HCI
NMe, O; 4 [0] 4
0PN, NMe,
H
PTX013 PTX014 PIX01S
127 128 129

Figura 39. Estructura de calixareno compuesto de diguanidina de areno (115) y compuestos
de tetraamina (114, 116, 117, 118 y 119).

En investigaciones mds actuales y basandose en ensayos previos, Lin An et.al., en el 2020
partiendo de la actividad anticancerigena del calixareno derivado de polihidroxiamina
CLX-4, que poseia efectos antitumorales significativos sobre A549, SKOV3 y otros tumores
cancerosos (Cls, 2,7-5,3 mM), se realizo la sintesis de calixarenos con sustituciones de amino
carbonilo 1,3-alternos 130a-130t (Figura 40 y se llevo a cabo los ensayos de actividad
antiproliferativa contra lineas celulares A549, MCF-7, MDA-MB-231, HT29 y células
cancerosas humanas HepG2 in vitro”. Los ensayos de MTT para inducir la citotoxicidad
muestran que en general, la mayoria de los compuestos producen una inhibicidén sobre las
células MDA-MB-231 y las células A549 con porcentajes de inhibicion del 50% al 90%. Por
el contrario, las actividades inhibidoras débiles en la mayoria de los compuestos se observan
frente las células HT29 y las células MCF-7 con un rango de porcentaje de inhibicion celular
de 16% a 40%. Ademas, hubo actividades inhibidoras para los compuestos 130a, 130b, 130d,

130h y 130i hacia las cinco lineas de cancer en porcentajes del 40% al 96%. En cuanto a la
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concentracion inhibitoria media (Cly,) los compuestos 130a-130t mostraron diferentes
efectos inhibidores frente a diferentes células tumorales, entre las cuales se encontrd que los
compuestos 130 a 130g tenian efectos inhibidores similares a los de CLX-4 en células

tumorales humanas MDA-MB-231 y A549, con valores de ICs, entre 850 nM a 3,78 mM”.

Sin embargo, fue el compuesto 130h el que mostrd la mayor actividad inhibidora frente a
células A549 y MDA-MB-231 (ICs, que variaba de 1,2 mM a 660 nM), resultados que son de
3 a 6 veces mayor que los de CLX-4, siendo este el compuesto que mejor efecto
antiproliferativo tuvo sobre las células MDA-MB-231; asi como se vio que la morfologia de
las células al ser tratadas con este compuesto pasaron de ser redondas u ovaladas, con
crecimiento adherentemente y con nucleos claros a perder redondez y presentar encogimiento
en su morfologia celular, corroborando junto con ensayos de citometria de flujo que las
células MDA-MB-231 mostraron caracteristicas apoptdticas como brillo, condensacion
nuclear, ruptura y aumento en el numero de cuerpos apoptoticos bajo diferentes

concentraciones del compuesto 130h”.
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Figura 40. Diagrama de sintesis de los compuestos 130.

Retomando la investigacion realizada por Noruzi et.al., ademas de la actividad antibacteriana
y antifungica de los derivados de calixareno disefiados como el ligando
calix[4]arenetiosemicarbazona y sus derivados metalicos (Co*, Ni**, Cu*" y Zn*") (Figura 9,
2) asi mismo se observo actividad citotdxica en dos lineas de células de cancer de hueso
humano (Saos-2 y MG-63) mediante el ensayo MTT. En general se observd una actividad
antiproliferativa dependiente de la dosis donde en la linea celular Saos-2, la actividad
anticancerigena del ligando L es mas alta que el de sus derivados metalicos en todas las
concentraciones (25-200 pg/mL). Con la excepcion del derivado Zn**, todos los compuestos
mostraron una citotoxicidad frente las células cancerosas a concentraciones crecientes®. En el
caso de la linea celular MG-63, todos los compuestos mostraron toxicidad baja a dosis
menores, pero el porcentaje de toxicidad aumentd considerablemente a dosis mayores. En

general, se propone que la actividad anticancerigena de los compuestos de tiosemicarbazona
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podria ser debido a la presencia del grupo imina en su estructura y de la intercalacion entre

pares de bases de ADN, o la rotura de cadenas de ADN .

8 Conclusiones

Los dendrimeros con nucleos de tipo Calixareno y resorcinareno han demostrado tener la
capacidad de inhibir diferentes tipos de microorganismos, resultados que indican que estas
moléculas pueden ser una herramienta en la busqueda de nuevas alternativas para mitigar la
resistencia antimicrobiana, que actualmente es un problema de salud publica. La sintesis de
estos derivados es fundamental para modular su conformacion y posible aplicacion, lo cual
ofrece la posibilidad de introducir una amplia variedad de grupos funcionales con diferentes
propiedades, caracteristica que les permite ser un grupo de moléculas atractivas para usos en
distintos campos de la clinica. Observando el conjunto de resultados de las investigaciones
recopiladas para la creacion de este documento se puede apreciar que diferentes clases de

sustiyentes confieren a la base una mayor actividad antimicrobiana, como es el caso de los
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calixarenos que incorporan en su estructura grupos amino, grupos N- metildietanol amonio o
grupos azdicos estos son mas eficaces en comparacion con los que se acoplan con derivados
de 1,3,4-oxadiazol y 1,3,4-tiadiazol. Una caracteristica que resaltan varios autores es como la
repeticion del mondmero que conforma la base, pose menor actividad que el calixareno
funcionalizado, lo que quiere decir que la repeticion del mondmero genera una mayor
actividad, ademas proponen que la distribucion espacial de las moléculas gracias a la base,
interviene de manera importante en la actividad de la molécula permitiendo de esta forma la
organizacion de las cargas de los sustituyentes. Otro punto importante en el estudio de la
actividad de estos compuestos es como la funcionalizacion con antibidticos o antifingicos
potencia la actividad del farmaco natural. También se observan resultados prometedores
sobre el biofilm bacteriano, aun cuando los efectos de las moléculas son menores en
comparacion con las células plantonicas es conveniente ahondar en la busqueda de moléculas

que también tengan este tipo de actividad.

En el desarrollo futuro de esta linea de investigacion queda por explorar con mayor
profundidad es el mecanismo de accidon de dichas moléculas, todavia no se sabe con exactitud
ctal es la forma de interaccion de las moléculas con los microorganismos o las células.
Aunque algunos autores han propuesto que la actividad puede deberse a que los compuestos
pueden atravesar las membranas bacterianas por medio de la union de sus partes lipofilicas a
los lipidos de la membrana, lo cual da como resultado la formacion de poros en la membrana,
también a la capacidad que presentan los derivados de calix[4]areno para modificar la
rugosidad de la superficie y/o crear poros en la membrana bacteriana, conocer el mecanismo
de accion es fundamental para poder elegir los sutituyentes, e intentar predecir el
comportamiento de los microorganismos frente al antimicrobiano. De la misma manera es
fundamental seguir ahondando en la sinergia con antibidticos y posiblemente en la sinergia
entre moléculas, es decir calixarenos o resorcinarenos con diferentes sustituyentes para poder
potenciar la actividad entre ellas y asi disminuir la probabilidad de generar mecanismos de

resistencia a corto plazo.
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Anexos

Anexo 1. Actividad de dendrimeros en células plantonicas.

Autor Estructura Bacterias/ Hongos CMI CMB
Compuesto | el compuesto
Noruzi Figura 9 S. aureus ATCC 29213 - -
etal. [67] B. subtilis ATCC 6633 | 31.25 i
ug/mL
1 E. coli ATCC 25922 250 500
pg/mL pg/mL
P aeruginosa ATCC 62.50 -
27853 ug/mL
Noruzi Figura 9 S. aureus ATCC 29213 - -
et.al [68] B. subtilis ATCC 6633 31.25
ug/mL
E. coli ATCC 25922 31.25 31.25
) ug/mL ug/mL
P. aeruginosa ATCC 31.25 -
27853 pg/mL
C. albicans ATCC 0.03uM | 0.11 uM
10231
C. glabrata ATCC 2001 | - -
Consoli et. Figura 10 S. aureus ATCC 6538 4 ug/mL 8 ug/mL
al [69] SARM 15 4 ug/mL 8 ug/mL
S. epidermidis ATCC 4 pg/mL | 8 pg/mL
35984
3 SERM 57 4 ug/mL 8 ug/mL
P aeruginosa ATCC 125 256
9027 ug/mL ug/mL
P aeruginosa A.clinico | 256 256
1 resistente a ug/mL ug/mL
antibidticos
Patel et.al. Figura 11y E. coli MTCC 443 200 -
[70] Figura 25 pg/mL
P. aeruginosa MTCC 200 -
1688 ug/mL
60 S. aureus MTCC 96 100 -
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 200 -
ug/mL
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61

62

63

64

C. albicans MTCC 227 | 250
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 50 ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 200
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 200
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 200
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 100
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P aeruginosa MTCC 250
1688 pg/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 [ 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 100
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P aeruginosa MTCC 200
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 [ 250
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M. tuberculosis H37RV 100
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
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P aeruginosa MTCC

200

1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 [ 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 250
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 250
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 200
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
65
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 [ 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 100
ug/mL
E. coli MTCC 443 500
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 200
1688 pg/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
66
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV [ 200
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P aeruginosa MTCC 250
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 250
67 pg/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 250
ug/mL
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68

4a

4b

4c

A. clavatus MTCC 1323 [ 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 100
ug/mL
E. coli MTCC 443 200
ug/mL
P aeruginosa MTCC 250
1688 pg/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 125
ug/mL
E. coli MTCC 443 200
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 200
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 100
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 200
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 250
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 50 ug/mL
E. coli MTCC 443 100
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 200
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 200
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 200
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 [ 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 150
ug/mL
E. coli MTCC 443 100
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 100
1688 pg/mL
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S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 [ 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 62.5
ug/mL
E. coli MTCC 443 200
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 200
1688 pg/mL
S. aureus MTCC 96 100
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 250
4d
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 250
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 100
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P aeruginosa MTCC 250
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 200
4e
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 200
ug/mL
E. coli MTCC 443 200
ug/mL
P, aeruginosa MTCC 200
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 100
ug/mL
4f S. pyogenes MTCC 442 | 200
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 [ 500
ug/mL
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M.tuberculosis H37RV [ 200
ug/mL
E. coli MTCC 443 250
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 250
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 250
ug/mL
4g S. pyogenes MTCC 442 | 250
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV -
E. coli MTCC 443 100
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 100
1688 ug/mL
S. aureus MTCC 96 100
ug/mL
S. pyogenes MTCC 442 | 200
4h
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 250
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 [ 250
ug/mL
M.tuberculosis H37RV 62.5
ug/mL
E. coli MTCC 443 200
ug/mL
P. aeruginosa MTCC 100
1688 pg/mL
S. aureus MTCC 96 200
ug/mL
. S. pyogenes MTCC 442 | 200
41
ug/mL
C. albicans MTCC 227 | 500
ug/mL
A. clavatus MTCC 1323 | 500
ug/mL
M.tuberculosis H37RV [ 200
ug/mL
Mourer Figura 12 E.coli ATCC 25922 512
et.al [38] ug/mL
P aeruginosa ATCC 512
5 27853 ug/mL
S. aureus ATCC 25923 512
ug/mL
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E. faecalis ATCC 29212 | 512 -
ug/mL

E.coli ATCC 25922 16 pg/mL | -

P. aeruginosa ATCC 64 ug/mL | -

6 27853

S. aureus ATCC 25923 16 ug/mL | -
E. faecalis ATCC 29212 | 16 pg/mL | -
Grare et.al Figura 12 E. coli ATCC 25922 4 mg/L 256 mg/L
[39] S. aureus ATCC 25923 8 mg/L 256 mg/L
S. aureus ATCC 29213 | 8 mg/L 256 mg/L
E. faecalis ATCC 29212 | 32 mg/L | > 256
mg/L
P aeruginosa ATCC 32 mg/L | 256 mg/L
Para-guanidi 27853
noetilcalix[4 E. coli productora de 2 mg/L 256 mg/L
]areno penicilinasas
SARM ( Gen mecA ) 8 mg/L 256 mg/L
E. faecium ( Gen vanB ) | 8 mg/L 128 mg/L
E. faecalis ( Gen vanA) | 64 mg/L. | 256 mg/L
P. aeruginosa (Sobre 64 mg/LL | > 256
expresion de bombas mg/L
e-flujo)
Mourer 7 Figura 13 Mycobacterium - -
et.al [71]] tuberculosis H37Rv

3 Mycobacterium >50 uM | -
tuberculosis H37TRv

9 Mycobacterium >50 uM -
tuberculosis H37Rv

10 Mycobacterium - -
tuberculosis H37Rv

1 Mycobacterium >50 uM -
tuberculosis H37Rv

12 Mycobacterium >50uM |-
tuberculosis H37Rv

13 Mycobacterium - -
tuberculosis H3TRv

14 Mycobacterium 70 pg/mL | -
tuberculosis H37Rv

15 Mycobacterium 63.8 -
tuberculosis H37Rv ug/mL
Mycobacterium 2.58 -

16 tuberculosis H37Rv ug/mL
Mycobacterium 2.6 ug/mL | -
tuberculosis MYC5165

17 Mycobacterium - -
tuberculosis H37Rv

13 Mycobacterium - -
tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 1.34 -

19 tuberculosis H37Rv ug/mL

95



Mycobacterium 2.7 ug/mL
tuberculosis MYC5165
Mycobacterium 1.0 pg/mL
20 tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 1.0 pg/mL
tuberculosis MYC5165
21 Mycobacterium -
tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 2.69
” tuberculosis H37Rv ug/mL
Mycobacterium 0.17
tuberculosis MYC5165 ug/mL
Mycobacterium 1.51
23 tuberculosis H37Rv ug/mL
Mycobacterium 0.75
tuberculosis MYC5165 ug/mL
Melezhyk Figura 14 S. aureus ATCC 6538 <10 mg/L
et.al. [72] P. aeruginosa ATCC 1000
24 9027 mg/L
K. pneumoniae ATCC 100 mg/L
10031
E. coli ATCC 25922 100 mg/L
S. aureus ATCC 6538 > 1000
mg/L
P. aeruginosa ATCC 500 mg/L
25 9027
K. pneumoniae ATCC > 1000
10031 mg/L
E. coli ATCC 25922 500 mg/L
S. aureus ATCC 6538 <10 mg/L
P. aeruginosa ATCC 50 mg/L
2% 9027
K. pneumoniae ATCC 500 mg/L
10031
E. coli ATCC 25922 500 mg/L
S. aureus ATCC 6538 >1000
mg/L
P aeruginosa ATCC > 1000
7 9027 mg/L
K. pneumoniae ATCC > 1000
10031 mg/L
E. coli ATCC 25922 > 1000
mg/L
S. aureus ATCC 6538 <10 mg/L
P aeruginosa ATCC 50 mg/L
)3 9027
K. pneumoniae ATCC <10 mg/L
10031
E. coli ATCC 25922 <10 mg/L
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S. aureus ATCC 6538 > 1000
mg/L
P. aeruginosa ATCC 500 mg/L
29 9027
K. pneumoniae ATCC > 1000
10031 mg/L
E. coli ATCC 25922 1000
mg/L
Abosadiya Figura 17 SARM 1.563 25 mg/L
etal [77] mg/L
37 S. aureus 6.25 mg/L | 12.5 mg/L
E. faecalis 6.25 mg/L | 12.5 mg/L
E. aerogenes >25 mg/L | -
P, aeruginosa. >25 mg/L | -
Kashapov Figura 18 S. aureus 209P 1.00mM | 1.00 mM
et.al. [78] 18 B. cereus 8035 >1 mM > 1 mM
C.albicans 855-653 >1000 >1000 uM
uM
S. aureus 209P 0.3 mM 1.00 mM
39 B. cereus 8035 025mM | >1mM
C.albicans 855—653 >500 uM | >500 uM
Dibama Figura 19 E. coli ATCC 25922 23 ug/mL | -
et.al. [79] P. aeruginosa ATCC 46 pg/mL | -
27853
40 S. aureus ATCC 25923 | 46 pg/mL | -
S. aureus ATCC 29213 46 pg/mL | -
E. faecalis ATCC 29212 | 46 pg/mL | -
E. coli ATCC 25922 35 ug/mL | -
P aeruginosa ATCC 100 -
27853 ug/mL
41 S. aureus ATCC 25923 50 ug/mlL | -
S. aureus ATCC 29213 50 pug/mL | -
E. faecalis ATCC 29212 | 100 -
ug/mL
E. coli ATCC 25922 128 -
ug/mL
P aeruginosa ATCC 256 -
27853 pg/mL
S. aureus ATCC 25923 256 -
42
ug/mL
S. aureus ATCC 29213 256 -
ug/mL
E. faecalis ATCC 29212 | >256 -
ug/mL
Mourer Figura 20 E. coli ATCC 25922 64 ug/mlL | -
et.al. [54] P. aeruginosa ATCC 128 -
43 27853 ug/mL
S. aureus ATCC 25923 32 ug/mL | -
S. aureus ATCC 29213 32 ug/mL | -
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E. faecalis ATCC 29212 | 8 pg/mL
Mycobacterium 78 pg/mL
tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 9.5 pg/mL
tuberculosis MYC5165
E. coli ATCC 25922 8 pg/mL
P. aeruginosa ATCC 8 ng/mL
27853
S. aureus ATCC 25923 | 2 pg/mL
44 S. aureus ATCC 29213 | 4 pg/mL
E. faecalis ATCC 29212 | 4 pg/mL
Mycobacterium 38 ng/mL
tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 2.4 ng/mL
tuberculosis MYC5165
E. coli ATCC 25922 8 ug/mL
P aeruginosa ATCC 16 pg/mL
27853
S. aureus ATCC 25923 | 4 pg/mL
45 S. aureus ATCC 29213 8 pg/mL
E. faecalis ATCC 29212 | 8 ug/mL
Mycobacterium 39 ug/mL
tuberculosis H37TRv
Mycobacterium 3.8 pg/mL
tuberculosis MYC5165
E. coli ATCC 25922 4 pg/mL
P. aeruginosa ATCC 16 pg/mL
27853
S. aureus ATCC 25923 <1
ug/mL
46 S. aureus ATCC 29213 | 8 pg/mL
E. faecalis ATCC 29212 | 8 pg/mL
Mycobacterium 5 pg/mL
tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 1.2 pg/mL
tuberculosis MYC5165
E. coli ATCC 25922 64 pg/mL
P aeruginosa ATCC 128
27853 ug/mL
S. aureus ATCC 25923 32 pg/mL
S. aureus ATCC 29213 32 pg/mL
47 E. faecalis ATCC 29212 | 128
ug/mL
Mycobacterium 10 pg/mL
tuberculosis H37Rv
Mycobacterium 37.2
tuberculosis MYC5165 | ug/mL
Munner Figura 21 S. viridans ATCC 12392 | 1.17
et.al [80] 48 mg/mL
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S. aureus ATCC 10231 2.34
mg/mL
E. coli ATCC 8739 2.34
mg/mL
C. albicans ATCC 0.58
32333 mg/mL
A. flavus ATCC 90906 1.17
mg/mL
A. niger ATCC 16404 2.34
mg/mL
Yousaf Ali Figura 23 S. aureus 7.8
et.al [81] ng/mL
SARM 15.6
ug/mL
B. subtilis 15.6
pg/mL
S. epidermidis 7.8
ng/mL
49 E. faecalis 31.25
ug/mL
E. coli >125
pg/mL
P aeruginosa 15.6
ug/mL
C. albicans 0.09 uM
S. cerevisiae >125
ug/mL
S. aureus 3.9
ug/mL
SARM 0.97
pg/mL
B. subtilis 0.97
ug/mL
S. epidermidis 1.9
pg/mL
50 E. faecalis 7.8
ng/mL
E. coli >125
ug/mL
P. aeruginosa >125
pg/mL
C. albicans >125
ug/mL
S. cerevisiae >125
ug/mL
S. aureus 7.8
ug/mL
51 SARM 7.8
ug/mL
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B. subtilis 0.97
ug/mL
S. epidermidis 1.9
ug/mL
E. faecalis 7.8
pg/mL
E. coli 125
ug/mL
P, aeruginosa 62.5
ug/mL
C. albicans >125
ng/mL
S. cerevisiae >125
ug/mL
S. aureus >125
pg/mL
SARM >125
ng/mL
B. subtilis >125
ug/mL
S. epidermidis >125
pg/mL
E. faecalis >125
52
ug/mL
E. coli >125
ug/mL
P. aeruginosa >125
pg/mL
C. albicans >125
ug/mL
S. cerevisiae >125
pg/mL
S. aureus >125
ng/mL
SARM 31.25
ug/mL
B. subtilis 125
pg/mL
S. epidermidis 62.5
ug/mL
E. faecalis 15.6
53
ug/mL
E. coli >125
ug/mL
P aeruginosa 62.5
ug/mL
C. albicans >125
pg/mL
S. cerevisiae >125
ng/mL
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S. aureus >125 -
ug/mL
SARM >125 -
ug/mL
B. subtilis >125 -
pg/mL
S. epidermidis >125 -
ug/mL
E. faecalis >125 -
54
ug/mL
E. coli >125 -
ng/mL
P aeruginosa >125 -
ug/mL
C. albicans >125 -
pg/mL
S. cerevisiae >125 -
ng/mL
Dawn Figura 22 S. aureus ATCC 29213 - -
et.al. [82] 55 L. pneumophila ATCC CMI90 de | -
33152 0.78
ug/mL
S. aureus ATCC 29213 CMI9%0 -
0.16
56 ug/mL
L. pneumophila ATCC CIM90 de | -
33152 0.025
ug/mL
S. aureus ATCC 29213 CMI 90 -
0.195
Gatifloxacin pg/mL
a L. pneumophila ATCC CIM90 de | -
33152 0.025
ug/mL
Ukhatskay Figura 24 S. aureus ATCC 29213 16 pg/mL | 16 pg/mL
aet. al 58 E. coli ATCC 25922 16 16 pg/mL
[84] pg/mL
S. aureus ATCC 29213 16 pg/mL | 16 pg/mL
59 E. coli ATCC 25922 32 ug/mL | 256
ug/mL
S. aureus ATCC 29213 16 16 pg/mL
60 pg/mL
E. coli ATCC 25922 32 pg/mL | 256
ug/mL
Mehta Figura 27 C. albicans 50 -
et.al. [90] pg/mL
71 A. niger 50 -
pg/mL
A. clavatus 13 -
ug/mL
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C. albicans 25

ug/mL
A. niger 25

72 pg/mL
A. clavatus 25

pg/mL
C. albicans 50

ug/mL
A. niger 43

73 ug/mL
A. clavatus 50

ug/mL
C. albicans 50

ug/mL
A. niger 50

" pg/mL
A. clavatus 50

ug/mL
C. albicans 25

ug/mL
A. niger 25

75 pg/mL
A. clavatus 13

ug/mL
C. albicans 50

ug/mL
A. niger 25

76 ug/mL
A. clavatus 13

ug/mL
C. albicans 50

pg/mL
A. niger 50

77 ug/mL
A. clavatus 25

ug/mL
C. albicans 50

pg/mL
A. niger 50

78 pg/mL
A. clavatus 50

ug/mL
C. albicans 13

ug/mL
A. niger 25

7 pg/mL
A. clavatus 13

pg/mL
C. albicans 25

80 ug/mL
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A. niger 13
ug/mL
A. clavatus 13
ug/mL
C. albicans 13
pg/mL
’1 A. niger 50
ug/mL
A. clavatus 50
ug/mL
C. albicans 25
ug/mL
A. niger 50
82 pg/mL
A. clavatus 25
pg/mL
Paquet 1 AmB Figura 29 Saccharomyces 0.30 uM
et.al. [91] 33 cerevisiae BY4741 0.10 uM
84 0.25 uM
Anexo 2. Actividad de dendrimeros sobre biofilm
Estructura
Autor Compuesto del Bacterias/ Hongos CMI CMB MBIC
compuesto
Granata Figura 15 P. aeruginosa - - 300 uM (
et.al. PAO-1 98.6%)
[74] 600 uM
(100%)
1200 uM
(100%)
S. epidermidis - - 20 uM
ATCC 35984 (99.4%)
40 uM
(94%)
30 80uM
(88.7%)
150
(98.5%)
300 uM
(99.7%)
600pM
(99.4%)
1200 uM
(99.8%)
P aeruginosa - - 300 uM
PAO-1 (34%) 600
31
M
(79.2%)
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1200 uM

(70.8%)
S. epidermidis - - 20 uM
ATCC 35984 (-52%)
40 uM
(-58%)
80uM
(-61.3%)
150
(-57.7%)
300 uM
(-63%)
600pM
(-60.6%)
1200 uM
(-50.7%)
Agrahari Figura 16 S. aureus ATCC 3.08 nM 98.70 7.73 %
et.al. 29213 nM
[75] S. aureus (MRSA, 12.34 nM 197.40 15.96 %
1024/2019) nM
K. pneumoniae 49.34 nM 394.80 -
ATCC 700603 nM
K. pneumoniae 197.40nM | 1579.20 | 21.37 %
0 (2859/2019) nM
P. aeruginosa ATCC | 49.34 nM 789.60 -
25619 nM
P. aeruginosa 394.80nM | 3158.40 | 17.45%
(3047/2019) nM
E. coli ATCC 25922 | 3.08 nM 24.67 -
nM
E. coli (2157/2019) | 12.34 nM 197.40 37.34 %
nM
S. aureus ATCC 13.00 nM 27.0 14.39%
29213
S. aureus (MRSA, 26.00 nM 52.00 20.97 %
1024/2019) nM
K. pneumoniae 13.00 nM 27.00 -
ATCC 700603 nM
K. pneumoniae 26.00 nM 52.00 25.17 %
3 (2859/2019) nM
P. aeruginosa ATCC | 13.00 nM 27.00 -
25619 nM
P. aeruginosa 39.00 nM 104.00 23.41%
(3047/2019) nM
E. coli ATCC 25922 | 13.00 nM 27.00 -
nM
E. coli (2157/2019) | 13.00 nM 52.00 41.76 %
nM
S. aureus ATCC 1.73 nM 13.84 86.24%
29213 nM

o
=
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S. aureus (MRSA, 3.46 nM 6.92 1M | 90.90 %
1024/2019)
K. pneumoniae 6.92 nM 27.60 -
ATCC 700603 nM
K. pneumoniae 13.84 nM 41.52 87.43 %
(2859/2019)
P aeruginosa ATCC | 6.92 nM 27.68 -
25619 nM
P aeruginosa 27.68 nM 110.72 82.73 %
(3047/2019) nM
E. coli ATCC 25922 | 1.73 nM 6.92nM | -
E. coli (2157/2019) | 3.46 nM 13.84 89.47%
nM
S. aureus ATCC 6.00 nM 12.00 0.61 %
29213 nM
S. aureus (MRSA, 12.00 nM 24.00 26.08
1024/2019) nM
K. pneumoniae 6.00 nM 12.00 -
ATCC 700603 nM
K. pneumoniae 12.00 nM 24.00 25.82 %
35 (2859/2019) nM
P, aeruginosa ATCC | 6.00 nM 12.00 -
25619 nM
P. aeruginosa 24.00 nM 48.00 23.64 %
(3047/2019) nM
E. coli ATCC 25922 | 6.00 nM 12.00 -
nM
E. coli (2157/2019) | 12.00 nM 24.00 52.59 %
nM
S. aureus ATCC 7.52 nM 24.06 16.55 %
29213
S. aureus (MRSA, 7.52 nM 12.03 22.11 %
1024/2019)
K. pneumoniae 15.04 nM 48.12 -
ATCC 700603 nM
K. pneumoniae 60.16 nM 96.24 25.35%
36 (2859/2019) nM
P, aeruginosa ATCC | 15.04 nM 48.12 -
25619 nM
P. aeruginosa 120.32nM | 192.48 2333 %
(3047/2019) nM
E. coli ATCC 25922 | 7.52 nM 12.03 -
nM
E. coli (2157/2019) | 15.04 nM 48.12 46.45 %
nM
Ali et.al Figura 23 S. pneumoniae 11.81 - 13.69
[83] ATCC 6303 sensible | ug/mL ug/mL
57 S. pneumoniae 20.79 - 15.97
ATCC 700669 pg/mL pg/mL
resistente
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Anexo 3. Actividad de dendrimeros virus y parasitos
Autor Nombre Estructura Microorganismo Concentraciéo | Inhibicion
del del n
compuesto | compuesto
Abosadiya 37 Figura 17 Virus del herpes simple | 0.011 mg/mL | 100%
et. al. [92] tipo 1 (HSV-1)
Geller Figura 31 Coronavirus HCoV 10”3 mol/L Tiempos de
et.al [93] 229E contacto de
30y 60
minutos
26 redu’cci(')n de
los titulos
virales de 0,5
y 0,6 log10
respectivame
nte
Coronavirus HCoV 1073 mol/L Tiempos de
229E contacto de 5,
15,30y 60
87 min
reducciones
de2.7,2.7,
24y2.38
log10.
Tsou et. al. Figura 32 Virus de la - IC50 >50uM
[94] Inmunodeficiencia
88 Humana VIH
Virus de la hepatitis C | - IC50 25.6uM
(VHO)
Virus de la - IC50 0.36uM
Inmunodeficiencia
89 Humana VIH
Virus de la hepatitis C | - IC50 1.8 uM
(VHCO)
Virus de la - 1C50 >50uM
Inmunodeficiencia
90 Humana VIH
Virus de la hepatitis C | - IC504.1 uM
(VHO)
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Virus de la 1C502.9 uM
Inmunodeficiencia
91 Humana VIH
Virus de la hepatitis C 1C50 30.1
(VHC) uM
Virus de la 1C50 3.0 uM
Inmunodeficiencia
92 Humana VIH
Virus de la hepatitis C 1C50 1.5uM
(VHO)
Virus de la 1C50 2.4 uM
Inmunodeficiencia
93 Humana VIH
Virus de la hepatitis C IC50 4.1 uM
(VHC)
Virus de la IC50 <16 uM
Inmunodeficiencia
94 Humana VIH
Virus de la hepatitis C 1C50 5.7 uM
(VHO)
Virus de la IC50 >50uM
Inmunodeficiencia
95 Humana VIH
Virus de la hepatitis C IC50 >50uM
(VHC)
Virus de la 1C50 6.7 uM
Inmunodeficiencia
96 Humana VIH
Virus de la hepatitis C 1C50 >50uM
(VHO)
Virus de la 1C50 37.1
Inmunodeficiencia uM
97 Humana VIH
Virus de la hepatitis C IC50 >50uM
(VHC)
Virus de la 1C50 0.3 uM
Inmunodeficiencia
98 Humana VIH
Virus de la hepatitis C 1C50 1.4 uM
(VHO)
Galante 100 Figura 33 Trypanosoma cruzi 1C50 0.278
et.al. [95] mM
102 Trypanosoma cruzi 1C50 0.502
mM
106 Trypanosoma cruzi 1C50 0.266
mM
11 Trypanosoma cruzi 1C50 0.068
mM
13 Trypanosoma cruzi I1C50 1.60
mM
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114 Trypanosoma cruzi - 0.067 mM
Shah et.al. 115 Figura 34 Plasmodium - 1C50 0.85
[96] falciparum pg/mL
Plasmodium - 1C50 0.098
116 .
falciparum ug/mL
117 Plasmodium - 1C500.073
falciparum ug/mL
118 Plasmodium - 1C50 0.043
falciparum pg/mL
119 Plasmodium - 1C50 0.42
falciparum pg/mL

Anexo 4. Actividad anticancerigena de los dendrimeros

Autor

Compuesto

Estructura
del
compuesto

Tipo de células

Inhibicion del | IC50
crecimiento

Dings
et.al. [98]

120

Melanoma de ovario en
raton B16

42%-T7% -

Melanoma de ovario
humano MA148

58%-79% -

Células endoteliales
humanas derivadas de
la vena umbilical

121

Melanoma de ovario en
raton B16

54%-70%. -

Melanoma de ovario
humano MA148

53%-59% -

Células endoteliales
humanas derivadas de
la vena umbilical

Dings
et.al.
[103]

124

125

126

127

Figura 39

Carcinoma de ovario
humano MA148, el

- 0.5->100
uM

adenocarcinoma de
pulmoén A549, el
carcinoma de mama

- 3-80 uM

murino SCH,
fibrosarcoma FSall y

- 0.2-2 uM

melanoma B16F10

- 0.2-2 uM
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6-15 uM

128
- 0.7-4 uM
129
Lin An Figura 40 Lineas celulares A549, | - 2,7-5,3
et.al. [99] CLX-4 SKOV3 mM
Lineas celulares A549, | 0% al 96% -
MCF-7,
130a-130t MDA-MB-231, HT29 y

células cancerosas
humanas HepG2
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