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|.- RESUMEN

Partiendo del colesterol y diosgenina fueron sintetizados una serie de novedosos
compuestos nitrogenados en los anillos A y B mediante reacciones como oxidacion,
condensacion, oximacion y rearreglo de Beckmann. Los compuestos sintetizados
contienen grupos dioximas (69, 69b y 78); oxima y lactama (70 y 70b) u oxima o
lactama (73 y 74). Las estructuras fueron elucidadas mediante espectroscopia de
RMN (1D y 2D), FT-IR y espectrometria de masas. A los compuestos formados se les
realizd un ensayo para evaluar la actividad citotoxica frente a la linea de cancer de
mama MCF-7 y la linea de células mononucleares de sangre periférica. Los resultados
mostraron una capacidad citotoxica selectiva frente a la linea de cancer MCF-7, siendo
los compuestos 69, 70b, 73 y 78 los que mostraron una mayor actividad con valores
de Clso de 8.2 uM, 9.5 uM, 7.9 uM y 25.5 pM, respectivamente. Ademas, se efectuaron
estudios in silico de una libreria de 18 compuestos conteniendo nitrdgeno, tales como
acoplamiento molecular (5B-reductasa, 178-HSD, CYP19 y CYP17) y relaciones
estructura-actividad de parametros fisicoquimicos y farmacoldgicos, asi como su perfil
de actividad bioldgica; 6 de éstos, incluyendo a 78, mostraron una mayor afinidad con
las enzimas 17B6-HSD y CYP17. Mientras que 17 compuestos, cumplieron los criterios
de similitud de propiedades farmacocinéticas y farmacoldgicas para farmacos

aprobados.
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Il.- ABSTRACT

A series of steroidal compounds containing nitrogen in the A or B ring were synthesized
using cholesterol and diosgenin as starting materials. Reactions such as oxidation,
condensation, oximation and Beckmann rearrangement were carried out to obtain the
desired products. Compounds containing dioximes (69, 69b and 78), lactam and oxime
(70 and 70b) and oxime or lactam (73 and 74) were obtained in this work. The products
were characterized by 1D and 2D NMR, FT-IR and Mass Spectrometry. These
compounds were evaluated for their cytotoxic activity against MCF-7 cancerous cells
line and peripheral blood mononuclear cells line. Compounds 69, 70b, 73 and 78
exhibited the highest activity with Glso values of. 8.2 uM, 9.5 pM, 7.9 uM y 25.5 uM,
respectively. In addition, in silico analysis of a set of 18 compounds was accomplished
including docking molecular (58-reductasa, 178-HSD, CYP19 and CYP17) and
physicochemical and pharmacological relationship-activity studies and biological
activity profile. The results revealed that 6 compounds, including 78, showed the
highest affinity with the 17B8-HSD and CYP17 enzymes. 17 steroids showed
comparable pharmacological and pharmacokinetic properties compared to approved
drugs.
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Linea celular para la leucemia aguda de células T humana.
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Cloruro de metanosulfonilo.
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PCC Clorocromato de piridinio.

p-TsOH Acido p-toluenosulfénico.

POPAM Acido3-[4-(bis(2-cloroetil)amino)fenoxi]propidnico.

RMN de H Resonancia magnética nuclear de protén.

RMN de 2C Resonancia magnética nuclear de carbono-13.

RPMI Roswell Park Memorial Institute, médium (por sus siglas en inglés)
SOCl; Cloruro de tionilo.

SUP-B15 Linea celular para la leucemia linfoblastica-B aguda humana.
TMS Tetrametilsilano.

THF Tetrahidrofurano.

uv Ultravioleta.
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1. INTRODUCCION

Los esteroides son moléculas lipofilicas de importancia notable en la fisiologia
humana, como ejemplos se pueden mencionar los acidos biliares, las hormonas
sexuales, los glucésidos cardioactivos, las sapogeninas y los alcaloides
esteroideos.! De acuerdo a la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(UIQPA), los esteroides de manera estructural estdn conformados por el
ciclopentanoperhidrofenantreno o un derivado de este; obtenido mediante rupturas,
alargamientos o contracciones de los anillos. Los anillos se nombran A, B, Cy D,
numerados tal como se muestra en la Figura 1. Es comdn encontrar en las
posiciones C-10 y C-13 grupos metilos, numerados como 19 y 18, respectivamente

y una cadena lateral sobre la posicién C-17.

Figura 1. Numeracién del esqueleto esteroidal.

En caso de que exista una cadena lateral en C-17, los sustituyentes se enumeran
del 20-27 (los sustituyentes en dicha cadena principal serdn asignados con
superindices). Los numeros 28, 29 y 30 son asignados a grupos metilos adicionales

en las posiciones 4 y 14 en triterpenoides, por ejemplo, en el lanosterol (Figura 2).

Figura 2. Numeracion del lanosterol.
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La estereoquimica del esteroide se define con base en la fusion de los anillos, se
denomina un esteroide 5« cuando la fusiéon de A y B es trans y 58 cuando es cis.?
Los anillos B-C siempre se fusionan en trans mientras que los anillos C-D pueden

existir en su forma cis o trans, tal como se muestra en la Figura 3. Dicha

estereoquimica les confiere diferentes propiedades fisicas y quimicas.?
R

H H

T

5a-esteroide 5p-esteroide

Figura 3. Policiclos en configuracién trans (5«) y cis (58).

Los esteroides estan implicados en muchas funciones fisiologicas importantes para
el ser humano, sin embargo, la alta concentracion de esteroides de tipo
androstanico y estrogénico esta relacionada con la proliferacion de células malignas
provocando el cancer hormonalmente dependiente,? por ejemplo el cancer de
prostata, el cancer de mama y de endometrio.* Algunas terapias utilizadas en el
tratamiento de estos tipos de cancer consisten en el uso de una antihormona, esta
bloquea la accion de una hormona sobre su receptor. Asi también, la utilizacién de
un inhibidor en la biosintesis de hormonas se emplea frecuentemente para reducir
su concentraciéon. También, se han combinado ambas estrategias mediante la
aplicacion de un farmaco con accion dual. En atencion a la estrategia de inhibicion,
se tienen reportes en varias enzimas relacionadas a la biosintesis de hormonas. Por
ejemplo, la inhibicién de la enzima aromatasa (CYP19), encargada de catalizar la
transformacion de la testosterona a estradiol; es empleada como una solucion
momentanea en el tratamiento del cancer de mama. El uso de inhibidores de las
enzimas 5a-reductasas en el tratamiento de hiperplasia benigna prostatica (HBP) y
en casos mas recientes, la utilizacion de un inhibidor de la enzima 17 a-hidrolasa/C-

17,20 liasa (CYP17) para el tratamiento de cancer de prostata.*
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Dentro de la familia de los esteroides, destaca un grupo de compuestos con un
amplio rango de actividades biolégicas llamados azaesteroides. Las actividades
mas importantes reportadas son antiinflamatoria,® antihipercolesterolémica,®
dilataciéon coronaria,® antitumoral® y propiedades antibacterianas.” Las Ultimas
actividades se presentan con mayor efecto en esteroides que contengan atomos de
nitrbgeno.? Los azaesteroides son compuestos que se pueden presentar de forma
natural y sintética. Dentro de los naturales se encuentran los alcaloides en su forma
glicosilada, los cuales son metabolitos de defensa frente a agentes externos y se
les ha atribuido propiedades fungicidas e insecticidas.® Las formas agliconas de
algunos de los compuestos que forman parte de la familia de las solanaceae: son la
solanidina, proveniente de la hidrolisis de los glicoalcaloides a-chaconina y a-
solanina de las papas (1); la solasodina, derivado de la solasonina en las berenjenas
(2) y la tomatidina, derivada de la a-tomatina proveniente de los tomates verdes
(3).1° Las estructuras de estos azaesteroides naturales, se muestran en la Figura
4.

e

HO

1 2 3

Figura 4. Estructuras moleculares de algunos azaesteroides naturales.

Por otra parte, como ejemplos de azaesteroides sintéticos se encuentra la
finasterida (Figura 5) aprobada clinicamente contra la HBP, debido a que inhibe la
accion de la enzima 5a-reductasa responsable de la transformacion de la

testosterona a dihidrotestosterona.l!
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Dentro de los azaesteroides sintéticos cabe mencionar a los azahomoesteroides;
llamados asi porgue alguno de los anillos del nlcleo esteroidal ha sido expandido.?
Los azahomoesteroides son compuestos que han sido sintetizados y modificados
para aumentar la actividad biologica de los esteroides y a nivel de sintesis muchos
de ellos se forman a través del intermediario oxima.'?> Ambas moléculas han sido
objeto de estudio frente a varios tipos de lineas celulares.!® En afios recientes, con
el fin de disminuir los efectos producidos por los tratamientos inespecificos contra
el cancer se han disefiado derivados azahomoesteroides esterificados y con
agentes alquilantes; los cuales promueven una mayor absorcién en el organismo.**
Por consiguiente, los agentes alquilantes disminuyen su toxicidad al estar unidos al
esteroide y el esteroide aumenta su actividad lo que provoca que sean compuestos

de interés biol6gico.*

I

H 4

Figura 5. Estructura molecular de la finasterida (azaesteroide sintético).

Dada la importancia de los compuestos esteroidales nitrogenados, en este trabajo
se realizo la sintesis de esteroides de tipo oxima y lactama con potencial actividad

como agentes citotoxicos.




2. ANTECEDENTES

2.1.- Azaesteroides

Estos compuestos poseen atomos de nitrégeno fuera o dentro del nucleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno. Cuando el atomo de nitrégeno se encuentra
formando parte del ciclo, se denomina azaesteroide endonuclear. Acudimos a
ejemplos en la naturaleza, tal es el caso de la familia de las Salamandridae. En
especifico, la salamandra europea posee alcaloides esteroideos liposolubles cuya
funcién es la de proporcionar cierto grado de toxicidad, ejemplos de estos se

muestran en la Figura 6.1°

OH

7

Samandarina Samandarona Samanina

Figura 6. Azaesteroides naturales con nitrdgenos dentro del nicleo esteroidal.

Se denomina azaesteroide exonuclear, cuando el o los atomos de nitrégeno se
encuentran fuera del nucleo esteroidal. Por ejemplo, el bromuro de pancuronio
empleado como un agente bloqueante neuromuscular (8).16 Otra alusion es la
dutasterida (9), siendo éste utilizado como un potente inhibidor de la enzima 5a-

reductasa al igual que la finasterida (Figura 7).’

Bromuro de Pancuronio Dutasterida

Figura 7. Azaesteroides sintéticos con nitrégenos fuera del ndcleo esteroidal.
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La numeracion de estos compuestos enfatiza la posicién del nitrégeno en la
estructura tal es el caso de los 3, 4, 6, 10, 11 y 14 azaesteroides, los cuales han
sido ampliamente reportados por su actividad inhibitoria frente a la enzima 5a-
reductasa.'® Otras actividades biolégicas descritas para los azaesteroides son:
blogueador neuromuscular,'® antiflingica,?® inhibidor de la enzima fosfatidilinositol
fosfolipasa C (encargada de regular la concentracion de Ca?* y la proteina quinasa

C)?' y antibacteriana.??

2.2.- Oximas esteroidales

Las oximas esteroidales adquirieron relevancia a partir de que en 1997, se aislaron
de esponjas marinas dos compuestos conteniendo un grupo hidroxiimino en la
posicion 6 del esteroide. Ambos metabolitos, mostraron una buena actividad
antiproliferativa frente a las lineas celulares HT-29 y MEL-28.2% A partir de este
descubrimiento, diversos grupos de investigacion han sintetizado una extensa
variedad de oximas esteroidales mostrando que el grupo hidroxiimino confiere
actividad antiproliferativa al esteroide.?* No obstante, uno de los grandes desafios
en la sintesis de este tipo de moléculas es la obtencion de oximas
diasteroisoméricas E o Z en su forma pura ya que normalmente se obtienen mezclas
de éstas. Por otra parte, las oximas esteroidales se han utilizado como precursores

en la sintesis de azahomoesteroides.?>

2.3.- Azahomoesteroides

Los azahomoesteroides son compuestos que también tienen reportadas valiosas y
diferentes actividades biolégicas tales como; citotdxica?®, antibacteriana?® y anti-
leucémica.?’ La principal caracteristica estructural de estos compuestos es la
expansion de sus anillos, como ya se menciond, en ocasiones por accién de un
heteroatomo (en este caso el nitrégeno). El grupo lactamico, presente en los
azahomoesteroides posee interés bioldgico dado que este grupo tiene afinidad con
los aminoacidos presentes en los receptores celulares.?® Esto debido a que, la
fraccidn esteroidea y la fraccidn lactama deterioran las sefiales bioquimicas

(metabolismo de esteroides y lipidos/ruta de la proteina quinasa C). En la literatura,
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se han descrito sintesis de agentes alquilantes unidos a esteroides con grupos
lactamicos; observando la reducciéon de la toxicidad y el aumento de la actividad
antitumoral en compuestos utilizados para tratamientos contra el cancer.?® La
accion de los azahomoesteroides proviene de inducir la apoptosis en células
especificas, mediante los receptores celulares e inhibir en gran medida el
crecimiento en células tumorales.® Como muestra de ello, estan los compuestos 10
y 11 que presentaron un Clso de magnitud uM frente a lineas celulares cancerosas
HT-29 (carcinoma de colon), GNE 2 (carcinoma nasofaringeo), SPC-A (carcinoma
de pulmon), Tu 686 (carcinoma de laringe) y PC-3 (adenocarcinoma de préstata)
(Figura 8). Ademas, el compuesto 10 inhibio el crecimiento tumoral en un modelo
de ratén atimico; sugiriendo al compuesto como un candidato a farmaco para el

tratamiento de cancer de préstata.s?

o o
HN | HN
OH

N-~oH
10 11

Figura 8. Azahomoesteroides con actividad frente a lineas celulares cancerosas.

También, se ha optado por realizar hibridos de lactamas esteroidales con
compuestos como el denominado acido 3-[4-(bis(2-
cloroetil)amino)fenoxi]propionico (POPAM) (Figura 9).

Ci

AT T
Ho
12

POPAM

Figura 9. Estructura molecular del POPAM.
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El POPAM es un agente alquilante no esteroidal utilizado y bien establecido en las
terapias anticancerigenas; teniendo como funcién principal el impedir la
reproduccion de las células al dafiar el ADN. Este ejerce una accion en todas las
fases del ciclo celular y debido a esto, puede afectar a las células de la médula ésea.
Los hibridos formados por el POPAM y un esteroide han mostrado disminuir los
efectos secundarios del agente alquilante. Los compuestos hibridos 13-16
mostraron una disminucién de los efectos toxicos que normalmente produciria por
si mismo el POPAM. Mientras que, propiciaron una mejora en la biodisponibilidad y

en los efectos antitumorales (Figura 10).%?
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Figura 10. Hibridos 13-16 con efectos anti-leucémicos.

Otras moléculas novedosas son aquellas que contienen una doble lactama, éstas
han sido reportadas y sintetizadas en muy pocas ocasiones mediante oxidacion,
reduccion, oximacion y transposicion de Beckmann. ElI compuesto 4,6-diaza-A,B-
dihomo-24-etilcolest-22-en-3,7-diona (17), es una bi-lactama en los anillos Ay B
sintetizada a partir del sitosterol. Esta molécula fue evaluada frente a cuatro lineas
celulares importantes como la SGC-7901 (linea celular del carcinoma gastrico),

Bel7404 (linea hepatocelular), HelLa (linea celular del cancer cervicouterino) y HT-
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29 (linea celular del carcinoma de colén) (Figura 11).23 En especifico, el compuesto
17 mostré una importante citotoxicidad frente a las lineas celulares HeLa y SGC-
7901.

o

17

Figura 11. Estructura molecular del 4,6-diaza-A,B-dihomo-24-etilcolest-22-en-3,7-diona.

No obstante, los azahomoesteroides no son solo conocidos como potenciales anti-
leucémicos sino que, también se han descrito como compuestos contra la fertilidad
partiendo de esteroides estrogénicos.3* En la sintesis de 4 compuestos que se
muestran en la Figura 12, dos de ellos; 18 y 21 evidenciaron mediante estudios con
ratas inmaduras (peso de 25 a 30 g) que su administracién estimulaba el aumento
de la actividad estrogénica. La consecuencia de dicho aumento es la prevenciéon de
la fertilidad. Dejando asi, a los compuestos azahomoesteroides como potenciales
farmacos asociados a agentes progestacionales siendo posiblemente utilizados

como métodos anticonceptivos postcoitales.3®

OAc OH
)
OAc OH
AL AL
HoOhawe S oA, AL,
0 0 | Y | \ N
N=p N:N’
18 19 20 21

Figura 12. Azahomoesteroides con actividad anti-fertilidad.
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2.4.- Sintesis de azahomoesteroides

Como se menciond anteriormente, las azahomoesteroides se han reportado como
antiproliferativos o como inhibidores de ciertas enzimas. La obtencién de
homolactamas se da mediante la transposicion de Beckmann de una oxima
especifica. Las oximas se forman por medio de grupos funcionales como los
aldehidos y/o cetonas, sin embargo; existen oximas intermediarias en reacciones

de nitrosacion utilizando agentes acidos en sapogeninas esteroideas.3®

Como seguimiento de los métodos de sintesis en 1994, Maloney y colaboradores?’
reportaron la sintesis de B-homo-6-azaprogest-en-3-ona. Para su preparacion,
partieron de la progesterona (22), acoplando a la posicién C-17 un agente alquilante
formando a 23. Como siguiente paso, se protegi6é la posicion C-3 con etilenglicol
dando lugar al desplazamiento del doble enlace al anillo B en la posicion 5. Este
desplazamiento fue beneficioso ya que posteriormente, se efectué una ozondlisis
seguido de una reduccion con zinc en medio acido generando a 25. Después, el
mismo compuesto 25 se redujo selectivamente hacia el alcohol primario formando
asi a 26, seguido del ataque al cloruro de metanosulfonilo (haciendo al alcohol un
mejor grupo saliente), lo que condujo a 27. Posteriormente, mediante una reaccion
de sustitucion nucleofilica se formo el azida 28 y como ultimo paso se formo el
intermediario iminofosfinato para luego llevarse a cabo la ciclacion generando al
compuesto 29. Dicho compuesto se evalué frente a la enzima 5a-reductasa tipo |l,

alcanzado un valor de Clso de 3.8 nM (Esquema 1).

10
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i) Etilenglicol, p-TSA, tolueno (55%). i) O3, MeOH, CH,Cl,. iii) Zn, AcOH (86%). iv) LiAIH.(OtBu),, THF.

v) MsCl, TEA, CH,Cl,. vi) NaN3, DMF, 70°C. vii) P(Ph)3, THF. viii) HCI, reflujo.

Esquema 1. Sintesis de azahomoesteroides B-homo 6-azaprogest-en-3-ona.

En 2003, Nikolaropoulos y colaboradores® se enfocaron en la sintesis de B, D-bi-
homolactama con actividad citotéxica. Tomando como material de partida a la
dehidroepiandrosterona (30), se esterifico la posiciébn C-3 para después proteger la
posicion C-17 formando el acetal 32. A continuacién, se realiz6 la oxidacién alilica
utilizando CrOzs/3,5-DMP; ya que este evita la desproteccidon del acetal-17 a bajas
temperaturas (-10°C a -20°C), produciendo con ello a 33 con un rendimiento del
78%. La oxima 34 fue preparada en condiciones ya reportadas con clorhidrato de
hidroxilamina, esto a temperatura ambiente. Como siguiente paso, se efectuo la
transposicion de Beckmann mediante la adicion de SOCI2 en THF, formando los
productos 35 y 36 con rendimientos de 16% y 52%, respectivamente. No obstante,
35 fue facilmente hidrolizado con HCI en metanol para llegar a un Unico producto.

Posteriormente, se llevé a cabo la formacion de 17-hidroxiimino 37 para finalmente

11




formar la D-homolactama 38 y en ultima instancia, desproteger el grupo hidroxilo en

la posicién C-3 mediante LiOH en metanol (Esquema 2).

(0] fo) O/w
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— 35 —
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viii ix
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AcO HO
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38 39

i) ACOH, H,S0,. ii) p-TsOH, etilenglicol, TEOF. iii) CrOs, 3,5-DMP, CH,Cl,, -20°C, 5h. iv) NH,OH.HCI, C5H;N,
EtOH, reflujo, 2h. v) SOCI,, THF, 0°C, 8h. vi) HCl,,), 1h 30min. vii) H,NOH.HCI, CsH;sN, EtOH, reflujo, 2h. viii)
SOCl,, dioxano, 5h. ix) LIOH, MeOH, 1h.

Esquema 2. Sintesis de B, D-bi-homolactama con actividad citotoxica.

Por su parte Huang y colaboradores,®® se plantearon en 2014 la sintesis de
compuestos azahomoesteroidales tomando como partida analogos de oximas
aisladas de esponjas marinas. Dado que, las oximas (6E)-hidroxiimino-24-etilcolest-
4-en-3-ona (40) y (6E)-hidroxiiminocolest-4-en-3-ona (41) han sido descritas con

actividad citotoxica frente a las lineas celulares cancerigenas P-388, HT-29 y MEL-

12
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28 (Figura 13); result6 interesante para este grupo de trabajo el realizar la sintesis

de moléculas afines y evaluar su actividad citotoxica

|
N\
OH

41

Figura 13. Estructura molecular de oximas aisladas de las esponjas marinas Cinachyrella (C.

alloclada y C. apion).

En primer lugar, se llevé a cabo una oxidacién del C-3 y del A® con PCC en el nlcleo
del colesterol (42) conduciendo a la dicetona 43. Luego, utilizando NaBH4 en
metanol se genero el alcohol 44 mediante una reduccion selectiva en la posicion C-
3. A continuacién, se formo el compuesto 45, primeramente, protegiendo la posiciéon
C-3 al formar un éster; seguido de la formacién del grupo hidroxiimino en la posicién
C-6 mediante las condiciones ya citadas. De la forma se obtuvo a la lactama 46, por
medio de la transposicion de Beckmann usando SOCI.. Una vez generada la
lactama, se desprotegido la posicibn C-3 realizando una saponificacion para
posteriormente oxidar el alcohol intermediario generando el derivado 48.
Finalmente, se introdujo el grupo 3-hidroxiimino obteniendo asi a un homologo de

las oximas (Esquema 3).
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i) PCC, CH,Cl,. ii) NaBH4, CH30H, CoCl,'6H,0. iii) Ac,0, piridina. iv) NH,OH'HCI, NaOAc, EtOH, reflujo. v) SOCI,, THF, 0°C.
vi) 13% K,CO03, CH;0H, reflujo. vii) reactivo de Jones, acetona, 2h. viii) NH,OH'HCI, EtOH, reflujo.

Esquema 3. Sintesis de 3-hidroxiimino-7-aza-B-homocolest-4-en-6-ona.

Para profundizar mas en el estudio de la actividad biologica de los
azahomoesteroides, este mismo grupo de investigacion reportd la formacién de
otros derivados con grupos lactamicos en el anillo B y distintos sustituyentes en el
C-3. Los derivados 54 a 57 se formaron a partir del colesterol mediante una ruta
similar a la antes expuesta. Ahora, realizando todos los pasos anteriores partiendo
de igual manera del colesterol llegando mediante PCC en CH2Cl. hasta el
compuesto 43. Después, se formo la B-homolactama 51 mediante SOCIl2 en THF a
0°C siguiendo con la hidrélisis basica para obtener el alcohol 52. Posteriormente,
se oxido la misma posicion C-3 con el reactivo de Jones en acetona con el objetivo
de funcionalizar dicha posicion. Por ultimo, se tratdé con diferentes sustituyentes

formando derivados de oxima (Esquema 4).
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- . | X=NOCH,; 55

X= NOCH,Ph 56
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X= NNHCSNH, 57

53 =

i) NaBH,4, CH;0H, NiCl, 6H,0. ii) Ac,0, piridina. iii) NH,OH.HCI, AcONa. iv) SOCI,, THF, 0°C. v) 13% K,CO,,
CH3OH, reflujo, 4h. vi) reactivo de Jones, acetona, 2h. vii) NH,OH.HCI, Na,Ac.3H,0, EtOH, reflujo. viii)
CH3;0ONH;, HCI, C5H50H, 60°C. ix) PhCH,ONH,, C5sH50H, 60°C. x) H,NC(S)NHNH,, EtOH, 60°C.

Esquema 4. Sintesis de compuestos anélogos de oximas.

En afios recientes, Martinez-Pascual y colaboradores*° realizaron la sintesis de
azahomoesteroides partiendo de dos compuestos esteroidales importantes
mediante rutas sintéticas mas cortas. Para introducir el grupo oxima en el C-6
utilizaron una metodologia novedosa de nitrosacion del A®, usando la mezcla
NaNO2, AcOH, BF3OEt2 y Ac20. El acetoximino 58, pudo hidrolizarse
selectivamente hacia 45 empleando Na:COs en CH2Cl.. Por dltimo, una
transposicion de Beckmann de la oxima 45 generé la lactama deseada 46. Este
protocolo se aplicé satisfactoriamente al nicleo de la pregnenolona obteniendo a la

homolactama 62 (Esquema 5).
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62
i) NaNO,, Ac,0, BF;OEt, AcOH. ii) Na,COj, CH,Cl,, MeOH, reflujo. iii) SOCI,, dioxano

Esquema 5. Sintesis de B-homolactamas como agentes antiproliferativos.

En este mismo trabajo se reporto la obtencion de una homolactama en el anillo B,
ahora utilizando a la diosgenina como material de partida. Esta se hizo reaccionar
con NaNO: y BF3OEt2 en medio acido formandose 64 y 65. A esta mezcla de
productos se les tratdé con clorhidrato de hidroxilamina para obtener como Unico
producto a la 6,23-dioxima 66. Posteriormente, la oxima en el anillo F se hizo
reaccionar con el BF3-:OEt2 en acido trifluoroacético generando la y-lactona (67).

Finalmente, la obtencion de la homolactama en el anillo B se dio en dos pasos.
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Primero, se eliminé el éster de la posicién C-5, formando un doble enlace y después
se efectud un rearreglo de Beckmann de la oxima en la posicién C-6 (Esquema 6).

65a: R=H
65b: R=Ac

63a: R=H
63b: R=Ac

AcO

68
i) NaNO,, BF3'OEt,, AcOH. ii) NH,OH'HCI, EtOH, reflujo. iii) CF3COOH, Ac,0, BF3;'OEt, iv) Na,CO3;, CH,Cl,/MeOH,
reflujo. v) SOCI,, dioxano.

Esquema 6. Sintesis para la formacion de una homolactama en el anillo B.

Por lo anteriormente expuesto, la sintesis estereoselectiva de nuevos sistemas
oxima y lactama con actividad biolégica propicia el interés por rutas sintéticas
novedosas y cortas. En particular, debido a su gran versatilidad han surgido como

moléculas de estudio ingeniosas y de estudios in-silico de compuestos similares.
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2.5.- Modelado molecular

Los métodos computacionales, se han aplicado en el estudio de la formacion de
complejos intermoleculares que han sido objeto de busqueda en las ultimas
décadas. Una de las formas de accion del farmaco es la interaccion de éste (ligando)
a una zona especifica de una molécula mas grande (receptor), como lo es
comunmente una proteina.** Es por lo que, en la actualidad se realizan los
modelados moleculares para observar las fuerzas intermoleculares entre un ligando
propuesto y una enzima relacionada con la actividad bioldgica. El proceso
computacional de busqueda de un ligando adecuado que sea capaz de adaptarse
geométrica y espacialmente al sitio de uniébn de una proteina es llamado

acoplamiento molecular (dado por la energia de afinidad). 4

En muchos de los casos, lo que se busca en este tipo de estudios es la visualizacion
de un paquete de moléculas con cierta relacion en su estructura y en su funcion
promisoria en el organismo y la relacion que pueda existir entre las enzimas o
proteinas relacionadas con el desarrollo de ciertos padecimientos. Esto se logra con
la ayuda de ciertos programas como lo es, Avogadro, el cual es una plataforma
disefiada para el modelado molecular, bioinformatico y relacionado en si con la
ciencia de los materiales.*?> Cuando se realizan este tipo de estudios es de
importancia la optimizaciéon geométrica conformacional y la busqueda de minimos
locales de energia de los ligandos, para ello, se emplea el programa Gaussian en
su version 09. Por su parte, el programa Auto-Dock Vina proporciona datos de
energias de afinidad del complejo ligando-receptor utilizando algoritmos genéticos

y mecanica molecular.*3

2.6.- Enzimas relacionadas con el cancer hormonalmente

dependiente

Existen diversas enzimas que se relacionan con el cancer hormonalmente
dependiente o la proliferacién celular, esto debido a que, fungen como receptores
de ciertos compuestos que se encuentran en la superficie celular siendo los ojos y

oidos para dichas células. Este mecanismo es llamado esteroidogénesis, en el cual
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los receptores involucrados actian como interruptores que activan y desactivan una
funcion en particular de la célula originando asi a las hormonas esteroidales.**
Algunos de los receptores mas importantes 0 mas empleadas en esta cascada de
sefalizacion son las enzimas b5a-reductasa, asi como 178-HSD (1786-
hidroxiesteroide deshidrogenasa), CYP19 o también llamada aromatasay CYP17 o

17a-hidroxilasa/17,20 liasa descritas a continuacion.4®

2.6.1 La enzima 5a-reductasa y su relacion con el cancer hormonalmente
dependiente

Las enzimas 5a-reductasa y 58-reductasa han sido objeto de estudios por parte de
cierto grupo de investigadores debido a su implicacion en diversos padecimientos
como el carcinoma de préstata, hiperplasia benigna prostatica, calvicie,
pseudohermafrodismo y disfuncién hepéatica.*® Como ya se ha mencionado, en
especifico la enzima 5a-reductasa posee dos isoenzimas las cuales se identificaron
gracias a la diferenciacion provocada por los compuestos 4-azaesteroidales que
fueron utilizados como inhibidores en el afio de 1990. Una de las diferencias mas
notorias de estas isoenzimas es el pH. En el tejido del higado se encuentra a la
isoenzima SR5al a un pH alcalino y en el tejido de la prostata encontramos a un
pH &cido a la isoenzima SRD5a2. Asi también, se ha reportado a SRD5a3 que es
una tercera isoenzima encontrada en el tejido prostatico dafiado y se sabe que
también puede convertir la testosterona en dihidrotestosterona, aunque en menor
proporcién.*” A pesar de toda esta informacion, no existe en el banco de datos de
proteinas (PDB, por sus siglas en inglés), un modelo acerca de la enzima 5a-
reductasa. Sin embargo, existen datos sobre el analogo 58-reductasa el cual posee
actividades bioldgicas relacionadas con los andrégenos, la regulacion de la
disponibilidad de la testosterona y con la reduccion de ésta, aunque con menor
afinidad de enlace (Figura 14). Estas diferencias se deben principalmente a que la
SRDb5a es una oxidoreductasa, mientras que la SRD58 es una aldo-ceto reductasa.
La primera de ellas, reduce esteroespecificamente al doble enlace en el C-4 de la
testosterona formando a la dihidrotestosterona en una conformacion en silla; por su

parte, la segunda enzima favorece una configuracion de bote en el producto.*®
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Figura 14. Estructura de la enzima 56-reductasa extraida del PDB con niumero 3BUR, teniendo

como ligando al glicerol, NADP y la testosterona (TES).

2.6.2 La enzima 17B-HSD y su relacién con el cancer hormonalmente
dependiente

El estradiol, es conocido como un potente estrégeno que se le ha atribuido la
estimulacién del cancer de seno y de otros padecimientos relacionados con los
estrogenos. La actividad bioldégica de éste y otras hormonas esteroideas esta
regulada por ciertos niveles de enzimas pre-receptoras, incluyendo a las enzimas
17B-HSD, siendo la 17B-HSD tipo | el primer miembro conocido de esta familia que
cataliza el Gltimo paso en la sintesis de estradiol.*® Se han descrito para el cancer
de seno, dos principales vias enzimaticas para su formacién. La primera via, es el
denominado “camino de la aromatasa” que involucra la transformacion de los
androgenos a estrogenos. El segundo es el “camino de la sulfatasa”, donde el
sulfato de estrona (E1S) se convierte a estrona (E1) y después por la accion de 178-
HSD tipo | a estradiol (E2).*°Es asi como la 178-HSD tipo | juega un rol importante
en la sintesis de estrdgenos que estan implicados en el crecimiento y diferenciacion
de las glandulas mamarias. Sin embargo, también pueden estar involucrados en la
formacion de tumores posiblemente debido a la excesiva estimulaciéon hormonal en

el epitelio del seno.?® La enzima de 17B8-HSD tipo | es una enzima de la familia
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oxidoreductasa cuya estructura pudo ser obtenida de la base de datos de proteinas
(Figura 15).

Figura 15. Estructura de la enzima 178-HSD tipo | extraida del PDB con nimero 3HB5, teniendo
como cofactor al NADP* y como ligando al 3-{[(96,148,16a,17qa)-3,17-dihidroxiestra-1,3,5(10)-trien-
16-iljmetil}benzamida (EzB).

2.6.3 La enzima CYP19 y su relaciobn con el cancer hormonalmente
dependiente

El citocromo P450 19A1, conocido también como la enzima aromatasa, se localiza
en el reticulo endoplasmico y su funcion primordial es la conversion de los
androgenos a estrogenos. Estd compuesta por una cadena polipeptidica de 503
residuos de aminoacidos, dentro de la enzima se encuentra el sitio de unién cuya
caracteristica es ser especifico para andréogenos y contar con zonas hidrofobas y
polares (Figura 16). Para la conversién de andrégenos a estrégenos se requieren
tres pasos, en cada paso la enzima neceista de un mol de Oz, un mol de NADPH y
del citocromo reductasa especifica para el NADPH. Esta reaccién convierte la
androstenediona, testosterona y 16a-hidroxitestosterona a estrona, 176-estradiol y
178, 16a-estradiol, respectivamente.®! En el tejido de cancer de seno, se ha
encontrado una elevada concentracion de estradiol indicando con ello que la
sobreproduccion de esta hormona esta ligada al desarrollo del cancer. Dado que, la
enzima CYP19 es la principal enzima encargada de la produccion de este tipo de

hormonas en el tejido periférico, higado, tejido adiposo, musculo y sobre todo en el
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tejido canceroso de seno; esta enzima se relaciona directamente con la regulaciéon

en la producciéon del cancer hormonalmente dependiente.>?

Figura 16. Estructura de la enzima aromatasa extraida del PDB con niimero 3S79, teniendo como

cofactor al grupo hemo y un grupo fosfato y como ligando a la androstenediona (ASD).

2.6.4 La enzima CYP1l7 y su relaciéon con el cancer hormonalmente
dependiente

El citocromo P450 17A1, es una enzima de la familia del citocromo P450 que
cataliza la biosintesis de andr6égenos en humanos.®® Esta enzima, suele actuar
especificamente sobre la pregnenolona y progesterona afiadiendo un grupo
hidroxilo en el C-17 del anillo D o actia sobre la 17-hidroxipregnenolona y la 17-
hidroxiprogesterona para dividir la cadena lateral del anillo esteroidal (actividad
liasa). Dicha proteina se encuentra en el reticulo endoplasmico, siendo pieza clave
en la produccion de progestinas, mineralocorticoides, glucocorticoides, andrégenos,
y estrégenos (Figura 17).5* En concreto, en células de cancer de préstata se ha
encontrado una excesiva proliferacion de esteroides androgénicos, siendo una
alternativa la castracion quimica o quirdrgica que reducen los niveles de
testosterona en suero (<50 ng/dL), a pesar de ello, se ha constatado que a partir de
los receptores de androgenos (AR) se puede llegar a la formacion de andrégenos
intracrinos y favorecer aun mas el crecimiento del tumor. Es por lo que, la inhibicion

de la enzima CYP17Al es una nueva estrategia para prevenir la sintesis de
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androgenos y tratar el cancer de prostata resistente a la castracion con metastasis

letal.>>

Figura 17. Estructura de la enzima CYP17 extraida del PDB con nimero 3SWZ, teniendo un grupo
hemo y como ligando a la molécula (3a, 8a)-17-(1H-bencimidazol-1-il) androsta-5,16-dien-3-ol
(TOK).

23




3. JUSTIFICACION

En 2018 en México se llegd a 190,667 nuevos casos de algun tipo de cancer, siendo
de mayor prevalencia el cAncer de mama en mujeres y el de préstata en hombres.
En especifico el cancer hormonalmente dependiente afecta a un numero
significativo de la poblaciéon afectando 6rganos como el endometrio, las mamasy la
préstata. Una de las nuevas terapias dirigidas para el tratamiento del cancer que ha
emergido incluye el uso de moléculas de bajo peso molecular, por ejemplo,
inhibidores de las enzimas que catalizan la biosintesis de moléculas claves
relacionadas con la proliferacion de células malignas o compuestos que inducen la
apoptosis en lineas celulares cancerigenas, esto soportado también a través de
estudios de acoplamiento molecular. Los esteroides han denotado relevancia en
ambas actividades y es por lo que surge la necesidad de buscar compuestos
novedosos esteroidales para asi poder ofrecer nuevas alternativas para el

tratamiento del cancer.
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4.HIPOTESIS

Derivados esteroidales conteniendo un grupo oxima y/o lactama en los anillos A o
B son potenciales agentes citotoxicos frente a la linea de cancer de seno MCF-7 y
potenciales inhibidores enzimaticos.
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5.0OBJETIVOS

5.1.- Objetivo general
» Sintetizar compuestos esteroidales con grupos oxima y/o lactama en los
anillos A/B (69, 69b, 70, 70b, 73, 74 y 78), evaluar su actividad citotoxica

frente a la linea cancerigena de mama MCF-7 y células mononucleares de

sangre periférica (CMSP) y analizar su posible interacciébn con blancos
moleculares in silico (56-reductasa, 173-HSD, CYP19A1 y CYP17A1).

HON

HON

NOH
78

AcO
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5.2.- Objetivos especificos

» Desarrollar u optimizar metodologias para la sintesis de oximas y lactamas

esteroidales partiendo de colesterol y diosgenina.

» Proponer los mecanismos de reaccion que justifiquen la formacion de

intermediarios y productos finales.

» Caracterizar los intermediarios y productos finales mediante distintos

métodos espectroscépicos Y fisicos.

» Evaluar la actividad citotéxica in vitro de los intermediarios y productos de

interés frente a la linea celular MCF-7 (seno) y CMSP.

» Realizar estudios de acoplamiento molecular y estudios in silico de una
variedad de compuestos azaesteroidales para evaluar su potencial biologico
como inhibidores de diversas enzimas (56-reductasa, 178-HSD, CYP19Al y

CYP17A1) y su potencial para ser considerados candidatos a farmacos.
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6. METODOLOGIA

La metodologia consistio en tres etapas: sintesis y caracterizacion de intermediarios
y productos, evaluacion biologica in vitro de los compuestos obtenidos y un estudio
in silico de una libreria de compuestos nitrogenados que de acuerdo con la
bibliografia podrian ser potenciales inhibidores de enzimas relacionadas con el

cancer hormono-dependiente.

6.1.- Reactivos y disolventes

Las materias primas y reactivos utilizados son marca Sigma Aldrich. Mientras que,

los disolventes empleados son grado técnico y grado analitico.

6.2.- Sintesis y caracterizacion de compuestos oxima y lactama

esteroidales

Por lo mencionado en los antecedentes, el grupo oxima y el grupo lactama poseen
valiosas y diversas actividades, entre ellas como antiproliferativos. En el presente
trabajo se plante6 la sintesis de 4 oximas esteroidales (69, 69b, 73y 78) y 3
lactamas (70, 70b y 74). Las rutas de sintesis para su formacion se describen en

los Esquemas 7,8y 9.
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N2: Diosgenina 63 43b
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i) Reactivo de Jones, CH,CI,/(CH;),CO. ii) NH,OH'HCI, NaOAc, EtOH. iii) SOCI,, dioxano.

Esquema 7. Metodologia de sintesis para la formacién del compuesto 6-hidroxiimino-A-

homolactama derivada de colesterol y diosgenina.

AcO
NOAc 72
o
o
OAc
AcO
NOH AcO NH
73 0 74

i) BF;-OEt,, Ac,0. ii) NaNO,, BF3OEt,, AcOH, Ac,0. i) Na,CO;, CH,Cl,/MeOH. iii) SOCI,, dioxano.

Esquema 8. Metodologia para la sintesis de B-homolactama derivada de diosgenina.
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i) mCPBA, CH,ClI,_ii) H,S0,, H,0, (CH;),CO. iii) PCC, silica. iv) NH,OH-HCI, NaOAc, EtOH.

Esquema 9. Metodologia para la sintesis del 58-hidroxi-3,6-hidroxiimino derivada del colesterol.

6.2.1.- Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se obtuvieron en un
espectrometro VARIAN MR (400 MHz para *H y 100 MHz para *3C), Bruker Ascend
500 NMR Spectrometer (500 MHz para 'H y 125 MHz para 3C) y Spinsolve,
Magritek Spectrometer 80 NMR (80 MHz para 'H, 20 MHz para 3C). Se empled
cloroformo deuterado (CDCIs), dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-de) y acetona
deuterada (Acetona-ds) como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. Se realizaron experimentos de 'H, '3C, DEPT y experimentos
bidimensionales (COSY, HMBC y HSQC) para la elucidacion estructural completa.
Los desplazamientos quimicos se expresaron en ppm (8), las constantes de
acoplamiento (J) en Hertz y la multiplicidad se indic6 de la siguiente manera: s (sefial
simple), d (sefal doble), t (sefal triple), ¢ (sefial cuadruple), m (sefial multiple), dd
(sefal doble de dobles) y ddd (sefial doble de doble de dobles).
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6.2.2.- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los intermediarios y productos se analizaron por espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier e interferometro Dynascan marca Perkin Elmer Espectrum
100. Expresando los datos en nimero de onda v (cm™) y realizando 16 barridos con

una resolucién de 4 cm dentro de un rango de 4000 a 515 cm™.

6.2.3.- Espectrometria de masas (EM)

Los intermediarios y productos se analizaron en un cromatografo de liquidos
(Acquity I-Class, Waters) acoplado a un espectrémetro de masas de alta resolucion
equipado con filtro de masas de cuadrupolo, celda de fragmentacién molecular por
colisiones CID, sistema de movilidad i6nica y analizador de masas de tiempo de

vuelo (Synapt G2-Si, Waters).

6.3.- Evaluacion bioldgica de los compuestos oximay lactama

Los ensayos se realizaron en el area de cultivo celular del laboratorio LINAN en la
Universidad del Papaloapan, campus Tuxtepec. Para esté ensayo se evaluaron los
siguientes compuestos: 69, 69b, 70, 70b, 71, 71*, 72, 73, 74 y 78, mediante la
técnica de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), frente a
dos tipos de lineas celulares (MCF-7 y CMSP). La linea celular de cancer MCF-7,
es una de tipo epitelial con propiedades adherentes (apropiada para el cultivo
celular); extraida del tejido canceroso de mama derivado de la metastasis y la cual
expresa receptores estrogénicos citoplasmaticos, por tanto, es una linea
dependiente de hormonas. En tanto, la linea de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP), son células con un unico ndcleo que se localizan en el plasma y
estdn compuestas por monocitos y linfocitos (T y B). La clasificacion para este
ensayo, se baso en la actividad citotdxica (expresada como Clso) del peroxido de
hidrogeno, el cual se manejé como control positivo. El peroxido de hidrégeno es un
agente radicalario derivado del oxigeno (oxirradicales), implicado en diversas
enfermedades, siendo capaz de dafar, de forma irreversible o reversible diversas

biomoléculas importantes para las células del cuerpo humano.>®
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6.3.1.- Cultivo y mantenimiento de lineas celulares

El cultivo de células MCF-7 se mantuvo en criopreservacion suspendidas en el
medio DMEM suplementado con 5 % (v/v) de FBS, 2 mM de glutamina, 100 U/mL
de penicilina G y 0.1 mg/mL de estreptomicina. Los frascos se incubaron a 37 °C,
humedad y 5 % de COz, tal y como lo expresala ATCC. Las CMSP, fueron obtenidas
directamente de donantes mediante una muestra sanguinea y se llevé a cabo en
frascos estériles donde se afiadi6 medio de cultivo RPMI-1640 que tiene como

indicador rojo fenol para su mantenimiento.

6.3.2.- Siembra de las lineas celulares

La siembra de las células se llevé a cabo a través de un proceso de tripsinizacion
gue consistio en retirar el medio de cultivo de los pocillos, realizar dos lavados con
PBS (2-3 mL por lavado). Posteriormente, se adicionaron de 0.5-1 mL de tripsina
para el desprendimiento celular. Se incubé por 1 min a 37 °C y después, se
afadieron de 5-10 mL de medio DMEM fresco. Las células fueron transferidas a un
tubo Falcon®, se aforo con medio DMEM hasta un volumen final de 5 mL, se
centrifugo a 1200 rpm durante 5 min, se decant6 el sobrenadante y se afiadié 1 mL
de medio DMEM. Finalmente, se cuantificaron las células en una disolucion 1:20 y
sembraron en una placa de 96 pocillos colocando un aproximado de 2 x 10* a 5 x
10* células incluyendo un control, control positivo y un control negativo. Para las
CMSP, se procedi6 a adicionar 5 mL de Histopaque® en un tubo Falcén® de 15 mL
y se vertieron 5 mL de muestra sanguinea. Posteriormente, se centrifugd a 400 rpm
durante 20 min (se repitid este proceso). Se recolecto la capa intermedia formada
con ayuda de una pro-pipeta y se adicion6 a un segundo tubo Falcén®. Una vez
depositado ahi, se afiadio PBS hasta alcanzar un volumen de 11 mL y se centrifugo
a 100 rpm durante 20 min. Se decanto6 el sobrenadante, se adicioné y homogeneiz6
1 mL en medio RPMI. Luego, con una micropipeta se tomaron 50 uL del paquete
celular y se colocaron en un tubo de Eppendorf® junto con 450 uL de medio RPMI.
De esa solucién, se tomaron 20 pL y se adicionaron a un segundo tubo Eppendorf®
mas 20 pL de azul de tripan. Se cuantificaron y sembraron las células en una placa

de 96 pocillos colocando un aproximado de 1.5 x 10° a 2 x 10°.
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6.3.2.1.- Adicién de productos
Los compuestos esteroidales se disolvieron en DMSO hasta conseguir la
concentracion inicial deseada. Se procedio a la preparacion de las diluciones a
evaluar. Para ello, se utilizaron placas de dilucion de 96 pocillos donde se colocaron
100 pL de la disolucion de los compuestos a probar mas 100 pL de medio (DMEM
para las células MCF-7 y RPMI 1640 para las CMSP); obteniendo asi un volumen

final de 200 pL. Finalmente, se prepararon diluciones decimales.

6.3.2.2.- Método de MTT

El método de tincion con MTT es una forma de evaluar la viabilidad celular, la técnica
consiste en tener una sal de tetrazolio (forma oxidada), la cual sufrirh una reaccién
de 6xido-reduccién por parte de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales. Por
tanto, la sal de tatrazolio se protona obteniendo su forma reducida que es conocida
como formazano del MTT (Esquema 10). Asi, la cantidad de formazano obtenido
de la actividad metabodlica de las células sera directamente proporcional a la
viabilidad celular.®” En los ensayos realizados para este trabajo, el reactivo de MTT
se adicioné (20 uL) posterior a las 48 h de incubacion. Una vez adicionado el
reactivo, éste se incub6 por un periodo de 4 h (MCF-7) y de 6-8 h (CMSP), se retiré

el medio, se adicioné DMSO (200 uL) y se realiz6 la lectura a 595 nm.

%LN NADPH NADli(/LN
| |_H
SJ\N/N>_® LL, SJ\N~N
~ -0
N=N NN
= J

MTT (sal de tetrazolio) Formazano del MTT
Forma oxidada Forma reducida
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano

Esquema 10. Reaccion de oxido-reduccion del compuesto MTT.
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6.4.- Analisis computacional enzima-ligando

6.4.1.- Estructuras en 3D

Las 4 enzimas (5B-reductasa, 178-HSD, CYP19 y CYP17) fueron obtenidas del
RCSB Protein Data Bank a través del programa PyMOL Molecular Graphics System
(con los cédigos PDB: 3BUR, 3HB5, 3579, 3SWZ). Se guardé en formato PDB tanto
la enzima con el ligando, como la enzima y el ligando por separado. Posteriormente,
mediante comandos de Python se modifico, aplicando campos de fuerzas y un pH
7.0, el archivo de las enzimas y los ligandos a PDBQT (formato empleado en

Autodock-vina).

6.4.2- Optimizacion de la geometria y simulacion mediante el programa
Avogadro

Las moléculas propuestas en este trabajo (ligandos) fueron generadas en 3D en el
programa Avogadro. Posteriormente, utilizando un campo de fuerza de MMFF94 se
optimizé geométricamente, ajustando angulos y distancias de enlace, para a
continuacion guardar estos datos con la extension de Gaussian con un nivel de
teoria de B3LYP teniendo como base 6-31G(d) y asi finalmente ser enviados a
calcular con el programa Gaussian version 9 G09 en el formato XYZ de

coordenadas cartesianas.

6.4.3.- Validacion y Acoplamiento

La validacion y acoplamiento de la proteina con sus respectivos ligandos se realiz6
con el programa AutoDock Vina, el cual es un software empleado en el acoplamiento
molecular haciendo uso de configuraciones de computadora multinacleo/multi-CPU
(24 procesadores). La implementacion de este programa consiste en un método
Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) para la optimizacion local,
procedimiento cuasi-newtoniano. EI BFGS utiliza valores de puntuacion y de
gradiente, teniendo como argumentos la posicion y orientacion del ligando, asi como
los valores de torsion de los enlaces libres en el ligando y los enlaces flexibles de

los residuos de aminoacidos en el acoplamiento.*® La validacion se realizd
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obteniendo las interacciones mas promisorias entre el ligando cristalizado y la
enzima para asi obtener las limitaciones de la caja del sitio de accion. Los tamafios
de caja utilizados fueron: 10, 20, 25, 30, 40, 50 y 60 y el numero de modos
empleados fueron: 10, 100, 500 y 1000 como maximo valor. La validacion era
aceptable en aquellos que tuvieran un valor de RMSD menor o igual a 2, asi como
energias de afinidad negativas. Una vez validadas las enzimas con su ligando
cristalizado, se tomaron los valores obtenidos de la validacion (nUmero de caja,
namero de modos y coordenadas XYZ). Se ejecutd el acoplamiento molecular,
mediante el programa AutoDock Vina y comandos Python de los ligandos
propuestos y previamente optimizados para este trabajo.

6.4.4.- Visualizacion de la afinidad ligando-receptor

Se descargaron los acoplamientos en formato PDB y con ayuda del programa
PyMOL se convirtieron a formato PDBQT (formato requerido para la visualizacion).
Dicha visualizacion, se llevé a cabo mediante el programa BIOVIA/Discovery Studio
2017R2. Este programa, recrea un analisis de la afinidad que existe entre un ligando
con una proteina dando informacion acerca de las interacciones permitidas y no
permitidas. Para este caso particular, solo se tomaron en cuenta las interacciones

de los ligandos con los aminoéacidos a una distancia no mayor a 5 A.

6.4.5.- Informacién de reglas de Lipinski, toxicidad y actividad.

Existen muchas herramientas en linea y programas fuera de linea disponibles que
nos ayuda en la prediccién de este comportamiento en los candidatos a farmacos.
En este caso, se emplearon los programas de molinspiration, admetSAR, y PASS

online para ello.

6.4.5.1.- Molinspiration

Molinspiration ofrece una amplia gama de herramientas en un mismo programa para
la manipulacion y procesamiento de moléculas, incluidas SMILES y SDfile,
normalizacion de moléculas, generacion de tautomeros, fragmentacion de

moléculas, calculo de varias propiedades moleculares necesarias en QSAR,
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modelado molecular y disefio de farmacos con una representacion de moléculas de
alta calidad. Las herramientas de bases de datos moleculares soportan una
subestructura con base a la propuesta y realizan busquedas de similitud. Los datos
obtenidos de las moléculas propuestas en este programa, son los relacionados con
las reglas de Lipinski como lo son el clogP (calculo del coeficiente de particion
octanol/agua), TPSA (area polar superficial), natoms (nimero de atomos totales),
MW (peso molecular), nON (nimero de puentes aceptores de hidrégeno), nOHNH
(numero de puentes donadores de hidrogeno), nviolaciones (nimero de violaciones
a la regla de Lipinski), nrotb (nimero de enlaces rotables) y vol (volumen del

compuesto o molécula).

6.4.5.2.- admetSAR

El programa de admetSAR es una herramienta que proporciona datos acerca de
moléculas o compuestos quimicos asociados con perfiles conocidos de absorcion,
distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad. Ademas, admetSAR puede llegar
a predecir tantos compuestos como sea posible debido al desarmado de la misma
mediante una herramienta de quimioinforméatica, integrando modelos predictivos
QSAR de alta calidad. Una vez obtenidos los SMILES de cada compuesto mediante
el programa de molinspiration se insertaron en admetSAR y se establecieron los

datos mas relevantes para cada uno de los compuestos nitrogenados.

6.4.5.3.- PASS online

Ahora bien, para conocer las posibles actividades y porcentajes que puedan tener
ciertas moléculas y en especifico los compuestos nitrogenados propuestos se optd
por PASS online; el cual es un programa que predice mas de 4000 tipos de
actividades biolégicas, incluidos los efectos farmacolégicos, los mecanismos de
accion, los efectos toxicos y adversos, la interaccion con enzimas y transportadores
metabdlicos, la influencia en la expresién génica, etc. Del mismo modo que con el
programa de admetSAR, se insertd el SMILE obtenido del programa de
molinspiration y se eligieron las actividades mas promisorias para las moléculas

propuestas.
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7.DISCUSION DE RESULTADOS

7.1.- Sintesis quimica y analisis estructural de los compuestos
azaesteroidales

Los intermediarios y productos de reaccion purificados se elucidaron mediante RMN
de 'H, 13C y experimentos bidimensionales. Asi también, se realiz6 el analisis

mediante FT-IR y EM corroborando las estructuras finales.

7.1.1.- Andlisis estructural de productos e intermediarios de reaccion para la
obtencidn de las moléculas A-homolactama-6-hidroxiimino (Esquema 7)

La formacion de la lactama en el anillo A en los nucleos de colesterol y diosgenina
conllevd como primer paso la formacion de los derivados 3,6-dicetonicos y
posteriormente la obtencion de sus respectivas oximas. Para ello, existen diferentes
metodologias reportadas, destacando el uso de compuestos con cromo como es el
caso del PCC. Sin embargo, con este reactivo los tiempos de reaccion son muy
largos, entre 26-28 h. 1458 Asj también, se describe el uso del reactivo de Jones, el
cual oxida en tiempos mas cortos los carbonos C-3 y C-6. No obstante, la reaccién
no es selectiva hacia la formaciéon de la 3,6-dicetona.>® En 2016, Sanchez y
colaboradores obtuvieron el derivado 3,6-diceténico a partir de diosgenina en un
85% de rendimiento controlando la temperatura entre -10 a 10 °C en presencia del
reactivo de Jones.®° Por lo anterior, en este trabajo se empleé el reactivo de Jones
como agente oxidante y se variaron los equivalentes molares de CrO3 manteniendo

la reaccion a temperatura ambiente (Esquema 11).

HO 42 43
63 o 43b

i) Jones, CH,Cl,, Acetona

Esquema 11. Reaccion de oxidacion del colesterol 42 y diosgenina 63.
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En la Tabla 1 se muestran las condiciones de reaccion del colesterol y diosgenina
en donde se observa que al aumentar los equivalentes de CrOs y mantener la
reaccion a temperatura ambiente, la obtencion de los compuestos 3,6-dicetonicos
mejor6 notablemente. En el caso del derivado dicetdnico del colesterol, el
rendimiento es similar al reportado por Thi Ha y colaboradores (80%).58 Mientras
que, con diosgenina se obtuvo un mejor rendimiento que el descrito por Sanchez y
colaboradores (85%).%° La asignacion de las sefiales de los intermediarios 3,6-
diceténicos 43 y 43b se llevé a cabo mediante experimentos de 'H y 3C y mediante
la comparacién con los datos descritos en la bibliografia.®! En el espectro de RMN
de 'H de 43, se observo la sefial en 6.13 ppm asignada al protén vinilico de C-4 y
las sefiales de *3C en: 202.4 ppm (C-6), 199.5 ppm (C-3), 161.0 (C-5) y 125.4 (C-4).
En el caso del producto de oxidacion de la diosgenina (43b), sobresalieron las
sefiales de 'H en 6.16 ppm asignado a H-4 y de 13C en: 201.9 ppm (C-6), 199.4 ppm
(C-3), 160.6 ppm (C-5), 125.6 ppm (C-4) y 109.3 ppm (C-22).

Tabla 1. Condiciones de reaccién en el proceso de oxidacidn del colesterol y diosgenina.

Materia prima Masa (gr) CrOs (equivalentes) Tiempo (min) Rendimiento (%)

0.5 1 30 20
42 0.5 3 30 56
0.5 4 30 82
0.5 1 30 43
63 0.5 3 30 64
0.5 4 30 98.3

Posteriormente, los compuestos dicetonicos 43 y 43b fueron disueltos en EtOH al
97% y tratados con 3 equivalentes de NH20HHCl y NaOAc a reflujo.** En cada una
de las reacciones se favoreci6 la condensacion del grupo carbonilo por el uso de un
exceso de clorhidrato obteniendo asi a la dioxima 69 con un 86% de rendimiento y

a la dioxima 69b con un 90% de rendimiento.
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En los espectros de RMN de H, se observé la presencia de una sefial simple que
integra para un proton asignada a H-4 con un desplazamiento en 6.3 ppm para el
caso de 69y en 6.5 ppm para 69b, confirmando asi la presencia de un doble enlace.
Ademas, fue posible determinar la estereoquimica de las oximas en funcion de los
desplazamientos de los protones vecinos H-2 y H-7. Segun la literatura, cuando la

estereoquimica de la oxima en C-6 es E, el protén de C-7 se desplaza ~3 ppm.>®
Mientras que, en el isémero Z, este mismo protén se observa en ~2.4 ppm.23 De

manera similar, cuando la oxima en la posicién 3 es E, un proton diasterotopico de
C-2 se ve afectado desplazandose arriba de 3 ppm. Con base en los
desplazamientos observados se determind que la configuracion de las oximas es
E.E. (Figura 18).

i H-2a
69
| B

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -05
ppm

Figura 18. Espectros de RMN de 'H (CDClz y DMSO-ds) de los compuestos 69 y 69b.
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El espectro de 13C de 69 y 69b fue fundamental para corroborar la presencia de los
grupos oxima. Las sefales asignadas a C-3 y C-6 se observaron en 154.4 ppm y
153.8 ppm para el derivado del colesterol y en 156.6 ppm y 156.2 ppm, en el caso
del derivado de diosgenina. En la molécula de 69b, ademas se distinguio la sefial
en 109.3 ppm atribuida al C-22 y en 80.6 ppm al carbono base de oxigeno C-16
(Figura 19).

b

|

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
ppm

Figura 19. Espectros de RMN de 3C (CDClz y DMSO-ds) de los compuestos 69 y 69b.

En el espectro de masas mediante la técnica ESI-MS-(+) se observé un pico (ion
molecular) con una relacion m/z de 429.3481 [M+H]*; la cual corresponde a la
férmula molecular C27H44N202, con un error de masa de 1.2 ppm. En el caso de
69b, el espectro de masas mostré un pico (ion molecular) con una relacion m/z de
457.3070 [M+H]*, cuya formula molecular es C27H40N204 y un error de masa de 0.9

ppm (Figura 20).
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429.3481 [M+H]* 457.3070 [M+H]*

a) b)
HO-N* P
N i HO-N i
- +
OH, N-OH,
C27HaaN20> C27H0N204
Calc: 429.3436 Calc: 457.3022

Figura 20. Espectros ESI-MS-(+) de a) compuesto 69 y b) compuesto 69b.

Las oximas son grupos funcionales bien conocidos por sus propiedades
nucleofilicas, proporcionadas por su caracteristico enlace de baja energia N-O,
dando a estos compuestos la habilidad de rearreglarse. En especifico, el rearreglo
de Beckman es uno de los métodos mas empleados para la conversién de
cetoximas a amidas. Para ello, es necesario contar con un buen grupo saliente y
esto se logra por protonacion, eterificacion o esterificacion del OH. Normalmente,
se pueden emplear cierto tipo de acidos préticos o de Lewis como el SOCl2. Por
tanto, en este ultimo paso de reaccion se llevd a cabo el rearreglo de Beckmann de
los compuestos 69 y 69b utilizando SOCI2 en agitacion constante y temperatura
ambiente obteniendo a 70 (60% de rendimiento) y 70b (45% de rendimiento). El
mecanismo para explicar la transformacion de 69 y 69b a 70 y 70b, se muestra en
el Esquema 12. Como primer paso del mecanismo ocurre un ataque nucleofilico
del OH de la oxima al azufre del SOCl2. Subsecuentemente, migra el grupo R anti
al grupo saliente, formandose el intermediario Il, el cual esta estabilizado por un
efecto de resonancia (hibrido IIl). Posteriormente, el atomo de oxigeno del agua
realiza un ataque nucleofilico al C-3, generando el intermediario 1V. Mediante una
transferencia de proton se forma el intermediario V, que se caracteriza por contener

un nitrdgeno con carga positiva. Para estabilizar dicha carga el nitrégeno recupera
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el par electrénico enlazante que tiene con el carbono adyacente. Por dltimo, una

transferencia de protdén genera la amida en el anillo A.

desprotonacion
o

\
o oy 70
N~ NOH Jo

iii) SOCI,, dioxano

Esquema 12. Reaccién de Beckmann de los compuestos 69 y 69b.

En los espectros de RMN de H, fue posible observar las sefiales atribuidas al protén
del NH del grupo lactama con un desplazamiento de 8.93 ppm para 70 y de 7.72
ppm para 70b. En la literatura se expresa que, los protones del grupo amida se
desplazan hacia campos bajos entre 5-9 ppm. Mientras que, los protones de las
oximas se desplazan entre 9-12 ppm. No obstante, debido a la facilidad de
intercambiarse con el agua del medio; estos valores pueden variar
significativamente e incluso no aparecer como es en el caso de 70. A diferencia de
éste, la sefial ancha que integra para un solo proton y cuyo desplazamiento es de
9.26 ppm se asigno al protdn de la oxima de 70b ya que en los experimentos HSCQ
y HMBC no mostro correlacion alguna. Asi también, se observo el protén vinilico H-
4 como una sefal simple (70: 5.76 ppm; 70b: 5.93 ppm) y el protdn alfa a un grupo
oxima H-7 como una sefal doble de dobles (70: 3.00 ppm; 70b: 2.92 ppm) en ambas
moléculas (Figura 21).
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Figura 21. Espectros de RMN de H (CDCIz y DMSO-ds) de los compuestos 70 y 70b.

En los espectros de RMN de 13C de los compuestos 70 y 70b, fue posible confirmar
los principales grupos funcionales que distinguen a los productos de interés. En
ambas estructuras se observo la sefal caracteristica del carbonilo de la lactama
entre 173-175 ppm. Adicionalmente, se determind que la oxima en C-6 no reaccioné
debido a la presencia de la sefial de 154.2 ppm, para 70 y 155.9 ppm, para 70b. En
ambas moléculas, el doble enlace queda intacto, esto debido a los picos en 152.9
ppm (C-5) / 119.1 ppm (C-4) y en 149.6 ppm (C-5) / 120.2 ppm (C-4) de 70 y 70b,

respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Espectros de RMN de 13C (CDCls y DMSO-dg) de los compuestos 70 y 70b.

En los espectros de FT-IR, se muestran las bandas de vibracion mas significativas
de las moléculas 70 y 70b. Con base a la literatura, la banda de tension del N-H se
suele observar entre 3500-3400 cm™ y la banda debidas a la tensién del enlace O-
H se localizan por arriba de 3000 cm. En el caso particular de 70 y 70b, las bandas
debido a la tensién de estos enlaces se observaron traslapadas en ~3200 cm™.
Otras vibraciones importantes son debidas al carbonilo de lactama y al enlace C=N

del grupo oxima que en el espectro se observaron en 1704 cm™ y 1633 cm™ para
70y en 1667 cmty 1629 cm para 70b (Figura 23).
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Figura 23. Espectros de FT-IR de los compuestos 70y 70b.

Finalmente, el espectro de masas por la técnica ESI-MS-(+) confirmé la estructura
propuesta para 70, ya que se observo el pico (ion molecular) de 429.3473 [M+H]*.
Por el contrario, el espectro de 70b mostré un pico (ion molecular) con una relacién
m/z de 427.2848 derivado posiblemente de la pérdida del grupo oxima, ya que la
formacién del grupo lactamico quedd corroborada con los experimentos de RMN.
En ambos espectros, se observé un pico con una relacion m/z de 338.3419 para 70
y 338.3423 para 70b. De acuerdo con la base de datos del equipo MS ESI-TOF,
dicha sefial podria corresponder a un compuesto llamado erucamida. La erucamida,
es un aditivo de deslizamiento y antibloqueo para ser usada en polietileno de baja y
alta densidad y de polipropileno; provocando buena estabilidad a la oxidacion, baja
volatilidad, efecto deslizante, caracteristicas antiblogueantes y por tanto, podria
estar presente en contenedores plasticos como aquellos donde se resguardan los

disolventes organicos (Figura 24).
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Figura 24. Espectros ESI-MS-(+) de a) compuesto 70 y b) compuesto 70b.

7.1.2.- Analisis estructural de productos e intermediarios para la obtencion de
una B-homolactama (Esquema 8)

Las modificaciones en la cadena lateral han permitido encontrar moléculas con
interesantes actividades destacando a la vespertilina sintetizada a partir de
diosgenina.®?> Es por lo que, en el primer paso de reacciéon se pensé en la
modificacion de la cadena lateral tal y como lo reporta Hernandez-Linarez, Meza-
Reyes®y Pérez-Diaz.54 Para ello, se hizo reaccionar a la diosgenina con un exceso
de anhidrido acético y un excedente de BFzOEt2 por 50 min. Posterior a la
purificacion por CC, se separaron y caracterizaron dos principales productos, el
derivado 71 y en una menor proporcion el diacetato de (E)-(20S,25R)-20,23-
diacetilfurost-5,22-dien-38,26-diil (71*) (Esquemal3).

I) Ac20, BF3OEt2

Esquema 13. Reaccion de modificacion de la cadena lateral de diosgenina.
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En el espectro de RMN de 'H de 71, fue posible observar la sefial en 5.14 ppm
asignada a H-16a, la cual es claramente desprotegida por la presencia del grupo
acetato. Entre 1.90-2.31 ppm se observaron tres sefales simples que integran para
tres protones correspondientes a los metilos de los dos grupos acetatos y del grupo
acetilo (Figura 25). El espectro de '3C de 71, coincidié con el reportado en la
literatura.6364 Cabe sefialar que, con respecto a dichas referencias bibliogréaficas, en
este trabajo fue posible aumentar el rendimiento del derivado 71 (90.6 %) y disminuir

la formacion de intermediarios.
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Figura 25. Espectros de RMN de H (CDClz) de los compuestos 71y 71*.

El segundo paso de la ruta consisti6 en hacer reaccionar el derivado 71 con
anhidrido acético y BF3s:OEt2 seguido de la adicion de AcOH y NaNOg, el cual se
agrego poco a poco mientras se iba generando el gas nitrosonio. En el Esquema
14, se describe el mecanismo de reaccion para la formacién del derivado 72 (83.3%
de rendimiento).%® En el andlisis por RMN de 'H, se destacaron las sefiales en: 5.11
ppm (H-26, ddd); 4.82 ppm (H-3, m); 3.96 ppm (H-268, dd); 3.42 ppm (H-26a., dd);
3.05 ppm (H-7, dd) y 2.17 ppm (CH3CO2-N, s). Con respecto a las sefiales de *3C,
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la sefial en 165.2 ppm asignada al C=N confirma la obtencion del grupo acetoximino

(Figura 26).
Tautemerizacion
nltroso -oxima
AcHO T A0 )@k
OJ
11l B

N <,

AcOH -

ii) Ac,0, AcOH, BF;OEt,, NaNO,.

Esquema 14. Reaccién de nitrosacion en la posicién 6 del compuesto 71.

— 7%4.0
—71.5
~69.4

Figura 26. Espectro de RMN de 13C (CDCIls) del compuesto 72.
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Una vez generado el compuesto 72, éste se hizo reaccionar con una base débil
(Na2COs), en presencia de una mezcla de MeOH-CH2Cl2 (1:1). Bajo estas
condiciones fue posible hidrolizar de manera selectiva el grupo acetato del
acetoximino y, se logré obtener un grupo oxima de configuracién Z sin partir de un

grupo ceténico (Esquema 15).

AcO

N "OAc
72

Esquema 15. Reaccion de hidrolisis basica del compuesto 72.

En el espectro de RMN de 'H del compuesto 73, se observé una sefial simple en
10.27 ppm que integra para un proton, el cual es atribuida al grupo OH de la oxima.
También, se observé una sefial dd que integra para un protén con desplazamiento
de 2.33 ppm asignada al proton H-78. Con base al desplazamiento observado y, a
los datos bibliograficos, se determind que la estereoquimica de la oxima resultante
es Z.%5 %6 por tanto, la hidrolisis del grupo acetato en C-6 y la eliminacién del grupo
acetato en C-5 provoco la modificaciéon de la estereoquimica del enlace C=N. Otras
sefales caracteristicas observadas son las asignadas al protén vinilico H-4 en 5.63
ppm y las dos sefiales simples de los grupos metilo de los acetatos en 2.02 ppm
(CH3CO2-3) y 1.77 ppm (CH3CO2-16) (Figura 27).
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds) del compuesto 73.

En el espectro de RMN de '3C destacan las siguientes sefiales en: 197.7 ppm, una
sefal asignada al carbonilo de cetona; en 170.2 ppm y 106.8 ppm, las sefnales
correspondientes a los carbonos vinilicos C-22 y C-23, respectivamente. Ademas,
se corroboré la hidrolisis del grupo acetato en C-6 debido al cambio de
desplazamiento quimico del carbono del grupo acetoximino (165.2 ppm) vs el
desplazamiento del carbono del grupo oxima (151.8 ppm). También, se observaron
dos sefiales en 169.7 ppm y 169.3 ppm asignadas a los carbonilos de éster C-31y
C-161, respectivamente. En 138.5 ppm, se encuentra C-5y en 125.8 ppm esta la
sefal asignada a C-4 corroborando la presencia de un doble enlace. Otra sefial que
resalta en el espectro es la de 106.8 ppm, asignada al carbono vinilico C-23 (Figura
28).
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Figura 28. Espectro de RMN de 13C (DMSO-ds) del compuesto 73.

En el espectro de masas mediante la técnica ESI-MS-(+) para el compuesto 73, se
observé el pico (ion molecular) con una relacion m/z esperada de 570.3435 [M+H]*
de formula molecular C33H4sNO7 y un error de masa de 0.2 ppm. Ademas, en el
experimento MS/MS fue posible observar que el pico base con una relacién m/z de
510.3225 es un fragmento de 73, el cual corresponde a la pérdida de un grupo

acetato en la molécula (Figura 29).
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Figura 29. Espectro ESI-MS-(+) del compuesto 73.

Las oximas son facilmente convertibles a lactamas y este grupo funcional en
particular de acuerdo a la bibliografia posee afinidad con los aminoacidos
encontrados en los receptores celulares explicando de esta manera su actividad
antiproliferativa o citotéxica.®’” Por lo anterior, se plante6 obtener una B-
homolactama haciendo reaccionar a 73 con SOCIl2 en dioxano. Bajo estas
condiciones se esperaba obtener una lactama tipo enamida segun lo reportado por
Kristi¢ y colaboradores, quienes mostraron que cuando se parte de un oxima Z se
obtiene una lactama tipo enamida; mientras que, cuando se parte de una oxima E,
bajo estas mismas condiciones, se obtiene una lactama tipo enamina.? Dado que
los protones diasterotdpicos H-7a y H-73 de 73, se observaron en el espectro de

RMN de 'H en ~3.00 ppm se confirmé que se obtuvo una lactama tipo enamida.

Otras sefiales que corroboraron la estructura propuesta son: en 6.23 ppm, el protén
del grupo lactamay en 5.93 ppm, una sefial asignada al proton vinilico H-4. En tanto,
la cadena lateral no sufrio modificaciones ya que se mantuvieron las sefiales de los

protones diasterotopicos de C-26 y la sefial simple del grupo acetilo (Figura 30).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H (CDCls) del compuesto 74.

Existen experimentos bidimensionales en RMN que ayudan a entender y elucidar
casi por completo una estructura quimica. Por ejemplo, el experimento COSY, el
cual corresponde a un espectro de correlacion homonuclear *H-'H a dos o tres
enlaces. Mientras que los experimentos HMBC y HSQC, establecen una correlacion
heteronuclear 'H-13C via tres enlaces y una correlaciéon directa mediante pulsos,
respectivamente. En el espectro COSY de 74, se pudo observar una correlacion
entre la sefial ancha del proton de la lactama (6.23 ppm) con los protones de C-7
en 2.94 ppmy 2.79 ppm (Figura 31). Esa misma sefal en 6.23 ppm, no presentd
ninguna correlacién en el experimento HSQC confirmando ser el protén de la
lactama (Figura 32). La sefial de 5.93 ppm, asignada al proton H-4, también apoya
la estructura propuesta ya que en COSY correlaciona con la sefial de H-3 (5.24
ppm) y en HMBC correlaciona con la sefial de '3C de 174.8 ppm (C-6) (Figura 33).
Lo anterior, corrobora la lactama tipo enamida. Ademas, estan las sefiales en 3.96
ppm y 3.41 ppm gque correlaciona con una misma sefial de 3C en 71. 5 ppm

confirmando a los protones del C-26; esto en HSQC.
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Figura 33. Experimento HMBC en CDClIz del compuesto 74.

En el andlisis por FT-IR de 74, se observaron las bandas esperadas para los grupos
funcionales presentes en el compuesto: dos de tensién propias del grupo lactama
debidas a la tension simétrica y asimétrica del enlace N-H en 3302 cm™ y 3216 cm-

L. la de vibracion del grupo carbonilo de los ésteres en 1732 cm; la de tensién del

r20
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ppm

grupo carbonilo de cetona a,B-insaturada en 1660 cm. Por Gltimo, la de flexién del

enlace N-H del grupo lactama en 1567 cm™. Probablemente, la banda debida a la

tension del grupo C=0 de la lactama este traslapada con la banda del grupo

carbonilo de la cetona ya que presentan frecuencias similares (Figura 34).
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Figura 34. Espectro de FT-IR del compuesto 74.

En el espectro de masas mediante la técnica ESI-MS-(+) para el compuesto 74, se
logro identificar un pico base con una relacion m/z de 510.3216, que puede ser
resultado de la pérdida de un grupo acetato del esteroide. Esto debido a que, es
bien sabido que los grupos acetatos son facilmente ionizables dejando un patron
similar de fragmentacion que al descrito para el intermediario oxima 73 (Figura 35).
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Figura 35. Espectro de ESI-MS-(+) del compuesto 74.
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7.1.3.-Analisis estructural de intermediarios y productos en la obtencién de la
5a-hidroxidioxima a partir de colesterol (Esquema 9)

Las oximas esteroidales con grupos hidroxiimino localizados en el anillo B y un
grupo hidroxilo en los anillos A o B han resultado tener un indice de citotoxicidad
mayor frente a otras modificaciones estructurales.®® Este aumento de la
citotoxicidad ha sido evaluado frente a diversas lineas celulares de cancer tales
como Sk-Hep-1, H-292, PC-3 y Hey-1B; mostrando una mejoria en la actividad
antiproliferativa. Debido a lo mencionado, resulto de gran interés la sintesis de una
molécula con grupos hidroxiimino en C-3 y C-6 junto con la introduccién de un grupo
hidroxilo en C-5. En primera instancia, la estrategia consistio en la formacion de un
epoxido en C-5 partiendo del colesterol (Esquema 16). Para ello, se empled la
metodologia reportada en la literatura,®® 7° utilizando una disolucién de mCPBA en
CHCIs la cual se agregd gota a gota a la disolucién del esteroide en CHCIs
manteniendo la temperatura entre 0-5 °C. La reaccion se termino al adicionar sulfito

de sodio lentamente.

W
HO HO
42

i) mCPBA, CH,CI,

OIII
4
P

75

Esquema 16. Reaccion de epoxidacion en A® del compuesto 42.

Mediante los datos de RMN de 'H y datos de la literatura, se corroboré la estructura
de 75. Destacando las sefales en: 3.90 ppm asignada a H-3, 2.90 ppm asignada a
H-6, 1.05, 0.88, 0.86, 0.84 y 0.60 ppm, correspondiente a los protones de los 5
metilos de la molécula. Especificamente, el desplazamiento de H-6 fue fundamental
para diferenciar la posible estereoquimica del epoxido formado. Esto debido a que,

para una estereoquimica 58,68; H-6 posee un desplazamiento ~3.06 ppm y para

una estereoquimica 5a,6a; H-6 se desplaza en ~2.90 ppm.’® En este espectro, H-
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6 se observé en como una sefial d con un desplazamiento de 2.90 ppm. Por tanto,
la estereoquimica formada mediante las condiciones descritas fue un epoxido
5a,6a. En el experimento de 3C, se observaron 27 sefiales de carbono que
concuerdan con el numero de carbonos del producto, destacando los
desplazamientos para los carbonos base de oxigeno en: 69.4 ppm (C-3), 68.7 (C-
5) y 59.3 (C-6) (Figura 36).
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Figura 36. Espectro de RMN de *H (CDClIz) del compuesto 75.

En el espectro de FT-IR, fue posible observar la banda de tensién del enlace O-H
de C-3 a una frecuencia maxima de 3392 cm. En 1369 cm, se encuentra la banda
de tension asimétrica y en 1059 cm la banda de tension simétrica del enlace C-O-
C del epdxido. Asi también, una frecuencia destacable es aquella que aparece en
1039 cm, la cual se atribuye a la tension asimétrica del anillo del grupo epéxido
(Figura 37).
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Figura 37. Espectro de FT-IR del compuesto 75.

La molécula objetivo de esta ruta posee dos grupos hidroxiiminos y un grupo
hidroxilo en C-5, para formar la oxima se sintetizé la 3,6-dicetona a partir del epéxido
75. Para ello, se planteé la ruptura del epéxido y la oxidacion in situ de C-3 y C-6
siguiendo la metodologia planteada por Chavez-Riveros y colaboradores.”t De
manera que 75 se disolvié previamente en acetona y se le agreg6 gota a gota una
disolucion acuosa de CrOs a 0°C por 10 min. Después, la mezcla se llevé a
temperatura ambiente y se dejé en agitacién por 30 min, luego se adiciond la misma
cantidad de la disolucidon de CrOs. El producto se obtuvo con un rendimiento bajo
(10%). Por lo anterior, se realiz6 un segundo ensayo utilizando el reactivo de Jones
como oxidante, siguiendo la misma metodologia que con 43y 43b, sin embargo, no
se obtuvo el producto esperado. Dados los resultados anteriores se propuso obtener
un triol intermediario (76) y su subsecuente oxidacion. Para llegar a 76, se trato al
epoxido con H2SO4 concentrado a temperatura ambiente por tres horas (Esquema
17). Sin embargo, posterior a la purificacion se observdé descomposicion del
producto. Por lo que se decidid no llevar a cabo la separacion cromatografica y se

opto por evaporar la mayor parte del disolvente y posteriormente verter en agua
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helada para favorecer la formacion de un precipitado blanco que correspondié al
compuesto esperado 76 con un rendimiento del 75.3%.

X
o’ll

OH
75 76

ii) H,SO,, acetona-H,0

Esquema 17. Reaccion de apertura de 75.

De este intermediario no se adquirieron espectros de RMN, Unicamente se
compararon los datos de FT-IR con la literatura. En el espectro de FT-IR del
producto, se observo una banda de tension simétrica de menor intensidad para el
enlace O-H a una frecuencia de 3296 cm! (vs 3332 cm™ de la lit).”® Debido a que la
intensidad de esta banda disminuy0, se dedujo que los hidroxilos de C-3 y C-6 se
transformaron a las respectivas cetonas. Adicionalmente, se aprecido una nueva

banda en 1708 cm™ (vs 1710 cm lit)”® correspondiente al enlace C=0 (Figura 38).

100

95

29T

90

85

0971

9374% )
CLET

80

Transmitancia (u.a.)

75

=3

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 38. Espectro de FT-IR del compuesto 76.
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Mediante el andlisis por masas mediante la técnica ESI-MS-(-) se observo el pico
esperado con una relacion m/z de 419.3520 [M-H] de formula molecular C27H4703
y un error de masa de 1.9 ppm. Ademas, en el experimento MS/MS se observo que
el pico con una relacién m/z de 417.3372, es un derivado del triol 76 que ha perdido
los tres alcoholes (Figura 39).
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Figura 39. Espectro ESI-MS-(-) del compuesto 76

Continuando con la ruta de sintesis, se oxidaron los alcoholes secundarios del triol.
Para ello, se sometid a 76 a un proceso de oxidaciébn empleando el reactivo de
Jones. Sin embargo, se formaron demasiados subproductos y fue dificil la
separaciéon cromatografica mas aun porqgue muchos de los productos obtenidos no
revelaron al UV. En un segundo ensayo, se empleé PCC como agente oxidante, el
cual, se adicion6 a una suspension formada por 76, gel de silice y CHCIs. Mediante
esta metodologia se obtuvo a 77 con un 70% de rendimiento (Esquema 18).
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Esquema 18. Reaccion de oxidacion del compuesto 76.

De este intermediario no se adquirieron espectros de RMN, Unicamente se
compararon los datos de FT-IR con la literatura. En el espectro de FT-IR del
producto, se observl una banda de tension simétrica de menor intensidad para el
enlace O-H a una frecuencia de 3296 cm™ (vs 3332 cm™ de la lit).”® Debido a que la
intensidad de esta banda disminuyo, se dedujo que los hidroxilos de C-3 y C-6 se
transformaron a las respectivas cetonas. Adicionalmente, se aprecié una nueva

banda en 1708 cm™ (vs 1710 cm lit)”® correspondiente al enlace C=0 (Figura 40).

100

90

96¢€

80

8971

Transmitancia (u.a.)

70

80.T

60 —77

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm”)

Figura 40. Espectro de FT-IR del compuesto 77.
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En el espectro de masas por la técnica de ESI-MS-(+) del compuesto 77, no se
observo el pico (ion molecular) esperado de masa 416.3290. Sin embargo, se
observo un pico con una relacion m/z de 399.3262 que concuerda con la masa
esperada que ha perdido un grupo hidroxilo (Figura 41). No obstante, ya que por
FT-IR de 77, se observo una banda con una energia de vibracion caracteristica para
los grupos cetona y la cual no se encontraba en el espectro de FT-IR de 76, se

decidié continuar con el paso de condensacion del grupo carbonilo.
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Figura 41. Espectro ESI-MS-(+) del compuesto 77

En un dltimo paso de la ruta de sintesis, se hizo reaccionar al compuesto 77 con
NH20HHCI y NaOAc en EtOH. Posteriormente, se llevd a cabo la separacion
cromatografica utilizando como eluente una mezcla 5:5 (Hex/AcOEt), obteniendo a

78 con un rendimiento del 28% (Esquema 19).
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Esquema 19. Reaccion de condensacion del compuesto 77.

En el espectro de RMN de 'H, fue posible observar dos sefiales simples que integran
para un protén y cuyo desplazamiento se va a campos bajos en 10.52 ppm y 10.07
ppm (9.80s y 9.65s lit)’ las cuales se asignaron a los hidrégenos de los grupos
oxima. El pico del proton del alcohol se aprecié como una sefial simple en 4.87 ppm.
La sefal observada en 2.99 ppm y que integra para dos protones se asigno a los
protones de C-4, este desplazamiento a campos bajos puede deberse a la influencia
de los grupos oxima e hidroxilo cercanos a ellos. En el trabajo realizado por Ahmad
y colaboradores,’”* no mencionan la estereoquimica de las oximas ni los
desplazamientos de protones adyacentes a éstas. Sin embargo, como ya se ha
mencionado anteriormente, la estereoquimica de dichos grupos funcionales es
posible deducirla por el desplazamiento de los protones H-2 y H-7. En el caso
particular de 78, se sugiere una estereoquimica Z para ambas oximas dado los
desplazamientos de H-78y H-2 en 2.24 ppm y 1.94 ppm (Figura 42).
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H (DMSO-ds) del compuesto 78.

En el espectro de RMN de 13C, se corroboré el cambio del grupo funcional cetona
al grupo oxima esto debido a las dos sefiales que se encuentran a campos bajos
con desplazamientos de 155.9 ppm y 159.1 ppm. La sefial asignada al C-5, se
observé en 75.5 ppm, caracteristico para carbonos base oxigeno (Figura 43). La
asignacion del resto de sefiales se realizé a partir de datos reportados en la

literatura.
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Figura 43. Espectro de RMN de 13C (DMSO-ds) del compuesto 78.

Por ultimo, en el espectro de masas mediante la técnica ESI-MS-(+) del crudo de
reaccion fue posible observar el pico (ion molecular) esperado con una relacion m/z
de 447.3578 [M+H]*, con formula molecular C27H47N203 y un error de masa de 1.8
ppm. En el espectro, también se observaron los picos con una relacién m/z de
338.3419 (erucamida) y 429.3477 (posiblemente de la dioxima con A) (Figura 44).
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Figura 44. Espectro ESI-MS-(+) del compuesto 78.
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7.2.- Evaluacion biol6gica mediante el ensayo por MTT

Los compuestos 69, 69b, 70, 70b, 71, 71*, 72, 73, 74 y 78 se sometieron al ensayo
de viabilidad celular frente a las lineas MCF-7 (cancer de seno) y CMSP (células
sanas), comparando los resultados con un control de DMSO, control positivo (H202)
y un control negativo (medio). Los ensayos se realizaron por triplicado teniendo un
aproximado de 2 x 10* células de MCF-7 por pocillo y un aproximado de 1.5 x 10°
de CMSP por pocillo.

HON

NOH NOH NOH NOH
69 69b 70 70b

HON

NOH

AcO

7.2.1.- Evaluacion biolégica mediante el ensayo por MTT de 69, 69b, 70y 70b

Las células MCF-7 fueron incubadas a diferentes concentraciones de los
compuestos oxima y lactama derivados del colesterol y diosgenina (1.9-50 pyg/mL),
realizando diluciones seriadas por 48 h y por triplicado. Los resultados mostraron
un efecto dosis dependiente en la mayoria de los compuestos, es decir, a mayor
concentracion el porcentaje de células cancerigenas es menor. A diferencia de esta
tendencia, en 69 no es tan marcada, esto debido a la poca solubilidad del

compuesto en el medio a altas concentraciones dificultando asi la interaccion de
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éste con las células. En el ensayo de MTT, el analisis estadistico reveld que los
compuestos 69, 69b, 70 y 70b disminuyeron la viabilidad de las células MCF-7
(P<0.001) (Figura 45). La tendencia indica que la molécula 69, la cual posee dos
grupos oxima (C-3 y C-6) y un A® provoca muerte celular a una menor
concentracion (3.9 pg/mL, 62.6%) que el derivado con un grupo lactama (70). Por
el contrario, al cambiar de cadena lateral a una tipo espirostanica el efecto de muerte
celular se da a la inversa, siendo el grupo lactama 70b favorecido (3.9 ug/mL,
61.9%). Con respecto a la morfologia de las células, al comparar el control, el control
de DMSO, control positivo y los tratamientos aplicados se evidencié por un lado,
que el disolvente empleado (DMSO) no influyé con el dafio observado en los
tratamientos. Mientras que por otro lado, fue evidente que el H202 dafié de manera
significativa a las células provocando la pérdida de adherencia de las mismas. De
manera similar se comportaron las células al ser tratadas con 69, 69b, 70 y 70b
mostrando una morfologia irregular con fragmentos en el medio de cultivo celular
(Figura 46).
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Figura 45. Ensayo de viabilidad de las células cancerosas MCF-7 a diferentes concentraciones de
los compuestos 69, 69b, 70 y 70b después de 48 h (P<0.001), mediante el método de MTT. Las
graficas indican SD, ***P<0.001, **P<0.05, ns = no significativo; comparado con el control (datos

estadisticos obtenidos por 1-way ANOVA)

69




CONTROL DMSO H,0, 69 (3.9 ug/mL)

69b (30 pg/mL) 70 (15 pg/mL) 70b (3.9 pg/mL)

Figura 46. Cambio en la morfologia de las células MCF-7 después 48 h en el control, el H202 y en

los tratamientos a las concentraciones indicadas.

Posteriormente, se realizaron ensayos con las células mononucleares obtenidas de
muestras sanguineas humanas incubadas a concentraciones a las cuales los
compuestos de interés mostraban un porcentaje de viabilidad bajo (7.8-60 pg/mL),
esto con la finalidad de descartar citotoxicidad a dichas concentraciones. El reactivo
de MTT, se adicioné a los tratamientos (20 uL) pasado un lapso de 48 hy la lectura
a 595 nm en un lapso de 6 a 8 h. Los resultados mostraron que el H202 provocé un
dafio estructural en las células normales. Mientras que, los compuestos 69, 69b, 70
y 70b exhibieron altos niveles de viabilidad celular en las células normales (= 50%)
(Figura 47). Por ejemplo, el compuesto 69 tiene una viabilidad de 31.2% en células
cancerosas a una concentracion de 7.8 ug/mL, mientras que en las células normales
tiene una viabilidad del 49.7 %. El mismo comportamiento, se da para 69b (MCF-7:
30 pg/mL, 11.01%; CMSP: 30 ug/mL, 58.0%), 70 (MCF-7: 15 ug/mL, 37.0%; CMSP:
15 pg/mL, 64.6%)y 70b (MCF-7: 7.8 pg/mL, 35.5%; CMSP: 7.8 ug/mL, 62.9%). En
algunos casos como en la evaluacion de 69, se presento cristalizacion del esteroide
a concentraciones de 30 upg/mL y 60 ug/mL que interfirieron con la correcta

interaccién con las células (Figura 48).
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Figura 47. Ensayo de viabilidad de las CMSP a diferentes concentraciones de los compuestos 69,
69b, 70 y 70b después de 48 h (P<0.05), mediante el método de MTT. Las gréaficas indican SD
(datos estadisticos obtenidos por 1-way ANOVA)

69 (60 pg/mL) 69 (30 pg/mL) 69 (7.8 ug/mL)

Figura 48. Cambio en la morfologia de las CMSP y la precipitacion del compuesto 69 a altas

concentraciones.
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7.2.2.- Evaluacion biol6gica mediante el ensayo por MTT de 71, 71*, 72,73y 74
Ahora bien, para este ensayo las células MCF-7 fueron incubadas a diferentes
concentraciones en un rango de 0.95 pg/mL-1000 ug/mL, realizando diluciones
seriadas a 48 h y por triplicado. Los resultados mostraron un efecto dosis-
dependiente en 71*, 72, 73y 74. En particular, con 71 posee variaciones en el efecto
gue no se relacionan con la dosis del tratamiento dado, es decir, el porcentaje de
viabilidad aumenta y disminuye sin importar su concentracion. Por otro lado, en esta
ruta en especifico los compuestos 71* y 74 mostraron una particularidad y es que a
bajas concentraciones (71*: 15 ug/mL y 30 pg/mL, 74: 1.9 ug/mL) desarrollaron una
proliferacion de células MCF-7 (103.9% y 103.0%, 106.8%; respectivamente).
Debido a que esta linea celular posee tres receptores nucleares (ERa, PR, GR),
existe una relacion estrecha entre éstos y las hormonas esteroideas.’® Por lo cual,
es muy probable que dichos compuestos induzcan la expresion de algunos de los
NRs causando el aumento de las células cancerigenas. Especificamente, es mayor
la capacidad citotoxica expresada por los compuestos evaluados en esta ruta de
sintesis, en donde, se llega a un maximo de actividad con el compuesto 73 (MCF-
7: 3.9 pyg/mL, 48.25 %), disminuyendo al pasar al grupo lactama 74 (MCF-7: 3.9
pg/mL, 86.67 %) (Figura 49). El cambio descrito en las tablas de viabilidad celular
vs concentracion se ilustra en la Figura 50 en donde es posible visualizar el
desprendimiento que sufren las células MCF-7 de la placa después de aplicados los
tratamientos. No obstante, dicho dafio no es comparable al sufrido por el H20z, el
cual como ya se ha mencionado provoca lisis en la célula via radicales libres. En el
caso de los tratamientos, la morfologia podria indicar apoptosis como tipo de muerte
celular. Esto es debido a que se observan formas irregulares en el medio
(fragmentacion celular), lo anterior es similar a lo expuesto a trabajos relacionados

con esteroides de tipo hormonal.”® 77
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Figura 49. Ensayo de viabilidad de las células cancerosas MCF-7 a diferentes concentraciones de
los compuestos 71, 71*, 72, 73 y 74 después de 48 h (P<0.001), mediante el método de MTT. Las
gréficas indican SD, ***P<0.001, **P<0.05, ns = no significativo; comparado con el control (datos

estadisticos obtenidos por 1-way ANOVA)

CONTROL H,0, 71 (30 pg/mL) 71* (125 pug/mL)

72 (30 pg/mL) 73 (3.9 pg/mL) 74 (60 pg/mL)

Figura 50. Cambio en la morfologia de las células MCF-7 después 48 h en el control, el H202 y en

los tratamientos a las concentraciones indicadas de la ruta 2 de sintesis.

Las células mononucleares se presentaron con las mismas caracteristicas que en
el ensayo de la ruta anterior, realizandose por triplicado y con un periodo de
incubacion de 48 h. Los resultados mostrados para esta ruta en particular son

variados, comenzando con los compuestos 71*, 72 y 74 los cuales muestran un
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comportamiento independiente a la dosis administrada. Esto debido posiblemente,
a la existencia de diversas células mononucleares en el sistema inmune cuya
caracteristica principal y que las diferencian de otras células linfociticas es que
poseen un solo ndcleo. Por ejemplo, células T, células B, células NK y monocitos
que cumplen diferentes funciones para el sistema inmune diferencidndose en el
organismo por dichas funciones. Por ende, la variedad de células mononucleares
puede fungir como un determinante para el comportamiento de los compuestos
esteroideos. Otra particularidad es lo ocurrido con el compuesto 71, ya que no se
vio afectada la viabilidad de las células mononucleares y, por el contrario, todas las
concentraciones indujeron a las células mononucleares a proliferar; indicando un
proceso inmunoestimulante (Figura 51)78. Tal proceso se ha venido desarrollando
en los ultimos afilos como una estrategia para el aumento de los mecanismos de
defensa naturales.”® A pesar de que la mayoria de estos inmunoestimulantes son
obtenidos a partir de cepas bacterianas; el resultado obtenido por 71 da la pauta a
pensar en compuestos de tipo esteroidal con tal capacidad en el sistema
inmunologico. De manera general, los compuestos de esta ruta de sintesis muestran
porcentajes de viabilidad aceptables para las CMSP. Especificamente, 73 el cual
fue el compuesto con mayor capacidad citotoxica en la linea cancerosa MCF-7, al
tomar una concentracién de 15 ug/mL se obtuvo una viabilidad de 28.4% y a esta
misma concentracion en CMSP; la viabilidad fue 84.4%. Por tanto, los compuestos
presentan cierta selectividad a células cancerosas y esto denota la importancia de

seguir buscando nuevos derivados con estos grupos funcionales.
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Figura 51. Ensayo de viabilidad de las CMSP a diferentes concentraciones de los compuestos 71,
71*, 72, 73y 74 después de 48 h (P<0.05), mediante el método de MTT. Las gréficas indican SD
(datos estadisticos obtenidos por 1-way ANOVA)
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7.2.3.- Evaluacion biolégica mediante el ensayo por MTT de 78

Para este estudio se utilizaron concentraciones de 78 en un rango de 1.9-500
Mg/mL. Los resultados mostraron un efecto dosis dependiente y el analisis
estadistico mostro un efecto citotoxico significativo frente a la linea celular de cancer
MCF-7 (P<0.001) (Figura 52). Este efecto citotoxico se atribuye a los compuestos
oxigenados o también llamados oxiesteroides. En 2010, Carvalho y colaboradores
realizaron un estudio de esteroles donde los anillos A y B estaban oxigenados ya
sea con grupos epoxi, alcoholes y grupos cetonicos. En dicho trabajo, llegaron a la
conclusion que los compuestos oxigenados tienen la habilidad de inducir la muerte
celular y que en particular la cadena lateral de colesterol potencia el nivel de
citotoxicidad.® Bischoff y colaboradores en 2000, evaluaron la actividad citotéxica
de los compuestos oxigenados derivados de esteroides y los componentes
celulares involucrados para lograr una muerte celular comparandolos con los
agentes alquilantes. La hipétesis se basa en que los grupos funcionales con oxigeno
modulan las sefales en la célula e inducen apoptosis de manera mas selectiva que
un agente alquilante de una manera mas selectiva mediante la sobreexpresion de
NR.8! En este ensayo, se corrobor6 la actividad de 78 frente a la linea celular MCF-
7 ya que logré una inhibicion de viabilidad celular del 49.98% a una concentracion
de 7.8 yg/mL. En relacién con esto, se observé la morfologia de las células control
vs control positivo vs 78, en donde a diferencia de los anteriores compuestos; 78
mostrd un nivel de citotoxicidad menor a muy bajas concentraciones dejando en

algunos casos la morfologia caracteristica de las células MCF-7 (Figura 53).
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Figura 52. Ensayo de viabilidad de las células cancerosas MCF-7 a diferentes concentraciones del
compuesto 78 después de 48 h (P<0.001), mediante el método de MTT. Las graficas indican SD
(datos estadisticos obtenidos por 1-way ANOVA).

CONTROL H,0, 78 (7.8 pg/mL)

Figura 53. Cambio en la morfologia de las células MCF-7 después 48 h en el control, el H202 y en

78 a una concentracion de 7.8 pg/mL.

Las concentraciones tomadas para el ensayo de las células mononucleares se
basaron en la viabilidad celular de cancer MCF-7 (7.8-60 pg/mL), los resultados
mostraron una citotoxicidad moderada a leve en un rango de 30.25% a 23.80%. Por
ende, al igual que los anteriores compuestos, 78 resulté una molécula selectiva ya

que distingue a las células cancerosas MCF-7 de las CMSP (Figura 54).
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Figura 54. a) Ensayo de viabilidad de las CMSP a diferentes concentraciones del compuesto 78
después de 48 h (P<0.001), mediante el método de MTT. Las graficas indican SD (datos
estadisticos obtenidos por 1-way ANOVA). b) Morfologia de las células mononucleares de sangre

periférica después 48 h de tratamiento a una concentracion de 60 yg/mL.

Enla Tabla 2, se muestran los resultados de Clso para los 10 compuestos evaluados
mediante la técnica de MTT en las lineas celulares MCF-7 y CMSP. Los resultados
exhiben que la linea celular de cancer MCF-7 presenté una mayor sensibilidad
frente al grupo oxima. Especificamente, las oximas 69, 73 y 78 exhibieron los
mejores valores de actividad citotoxica siendo de 8.2 uM, 7.9 uM y 25.5 uM,
respectivamente. Como se puede observar, el compuesto mas activo de este grupo
es 73, el cual se caracteriza por contener un grupo oxima en C-6 y una cadena
lateral epoxicolestanica. Dicho comportamiento, concuerda con lo reportado por Thi
Ha y colaboradores® en el estudio realizado a esteroides con un grupo hidroxiimino
en C-6 mostrando que exhiben una fuerte citotoxicidad frente a las lineas Hela,
Hep-G2 y T98G. Ahora, comparando las dioximas 69, 69b y 78; se observa que el
grupo hidroxilo en C-5 en 78 y la cadena lateral tipo espirostanica en 69b, causoé
una pérdida de la capacidad citotéxica comparandola con 69. Se observo que al
cambiar de grupo funcional oxima a lactama, hubo una pérdida de actividad (69:
Clso = 8.2 uM vs 70: Clso = 33.3 uM; 73: Clso = 7.9 uM vs 74: Clso = 51.5 uM), a

excepcion de 70b, que tiene una lactama en el anillo A mostrando un Ciso de 9.5
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uM. Con base a esto, el grupo lactamico conteniendo una cadena lateral de

diosgenina fue fundamental para aumentar la citotoxicidad

Tabla 2. Actividad citotoxica (uM) de los compuestos sintetizados frente a las lineas MCF-7 y

CMSP.

Clso (M) Linea celular
Compuesto MCF-7 Mononucleares
69 8.2 >100
69b 41.6 84.5
70 33.3 >100
70b 9.5 >100
71 45.2 >100
71* 224 .4 >100
72 37.4 >100
73 7.9 >100
74 515 525

78 25.5 >100
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7.3.- Analisis de acoplamiento molecular

Se realizd el andlisis computacional con una variedad de compuestos
azaesteroidales y de igual manera los sintetizados en este trabajo (69, 69b, 70, 70b,
74,78, 81, 81b, 90, 110, 120, 130, 140y 150), con el propdsito de evaluar su posible
actividad como inhibidores de las enzimas 58-reductasa (PDB ID: 3BUR), 173-
HSD1 (PDB ID: 3HB5), CYP19A1 (PDB ID: 3S79) y CYP17Al (PDB ID: 3SW2).
Esto, debido a que en la literatura esta descrita la actividad bioldgica en este sentido
de diversos esteroides nitrogenados. Cabe sefalar que, la enzima intimamente
relacionada con la hiperplasia benigna prostética y el cancer de prostata es la
enzima 5a-reductasa.”®, 8 Sin embargo, dicha enzima al momento de realizar los

acoplamientos no se encontraba en la base de datos del programa Protein Data

Bank. Es por lo que, se decidio por un homologo de éste, la enzima 58-reductasa.
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7.3.1- Validacion del sitio activo en la enzima 58-reductasa

La enzima 5B-reductasa se validd con el ligando cristalizado (testosterona), los
cofactores de glicerol (Gol) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP). Las
interacciones mas cercanas observadas para el ligando cristalizado son tres
residuos de aminoécidos (Tyr132: puente de hidrégeno, Ser225: alquilica y Asn227:
alquilica). Por tanto, se procedio a realizar la validacion con las coordenadas de
cada uno de estos residuos obteniendo valores de afinidad relativamente buenos
con el residuo Tyrl132A y el oxigeno como atomo a utilizar en el centro de la caja,
adquiriendo las coordenadas cartesianas XYZ. Una vez identificado el residuo
(132A Tyr O), se copiaron las coordenadas al programa AutoDock Vina para realizar
la validacion consiguiendo las coordenadas en X= 21.726, Y=-18.074y Z =-13.391
probando en tamarfios de cajaenx,y,zde 10 A, 125 A, 15 A, 17 A, 20 A, 25 A, 30
A, 40A, 50 A y 60 A. El valor de RMSD es un parametro utilizado para medir un
alineamiento estructural, el cual estd basado en la comparacion de la forma
tridimensional de una molécula. Por ende, los valores de RMSD grandes aluden a
diferencias entre las estructuras comparadas y define una incorrecta validacion. Se
obtuvo que en una caja de 10 A y un total de 1000 poses (formas en que se coloca
en el sitio activo, recordando que es un ligando flexible, moviendo todos los enlaces
rotables, para generar una pose), se obtiene un valor de energia de afinidad de -4.5
Kcal/mol y un valor de RMSD (Root Mean Square Deviation) =0 A (con un total de

21 &tomos alineados). (Tabla 3).
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Tabla 3. Datos de energia y valores de RMSD de la enzima 58-reductasa (residuo de Tyr132A/0) y

su ligando cristalizado (testosterona).

VALOR DE RMSDI/3BURITYR132A/O0

Modos
No. de caja 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 1.69 0 0 0 0 0.001
12.5 3.162 3.005 2.945 2.613
15 2.162 3.224 2.97 3.117
17 2.615 3.224 2.872 2.831
20 2.654 2.471 2.526 2.298
25 1.999 2.427 2.427 2.637
30 0.741 2.256 1.705 2.257
40 3.191 3.193 3.192 3.191
50 3.205 3.201 3.204 2.659
60 3.199 3.213 3.209 3.2

VALOR DE ENERGIA (Kcal/mol)/3BUR/TYR132A/O

Modos
No. de caja 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 -0.7 -4.5 -4.5 -4.5 -4.5 -4.5
12.5 -4.8 -4.8 -4.8 -4.8
15 -5.2 -5.2 -5.2 -5.2
17 -5.6 -5.6 -5.6 -5.6
20 -5.8 -5.8 -5.8 -5.8
25 -5.8 -6.2 -6.6 -6.6
30 -12.8 -12.8 -12.8 -12.8
40 -12.8 -12.8 -12.8 -12.8
50 -12.8 -12.8 -12.8 -12.8
60 -12.8 -12.8 -12.8 -12.8

En la Figura 55, se muestra la optimizacién del acoplamiento molecular entre el
ligando cristalizado de la enzima (verde) y el calculado para la validacion del sitio
activo (azul) utilizando un nimero de caja de 10 A y 1000 poses, observando la

completa alineacion de los atomos y validando con ello la cavidad de la enzima.
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Figura 55. Célculo de validacién del algoritmo de acoplamiento molecular (Presentacion del calculo

de RMSD, célculo realizado en el programa PyMOL molecular Graphics System 2016).

7.3.1.1.- Acoplamiento molecular de la enzima 58-reductasa con los ligandos
azaesteroidales

Previamente a un acoplamiento, es fundamental buscar la estructura mas estable
con la finalidad de obtener un minimo de energia local conformacional y espacial
que utilicen estas variaciones en los resultados del acoplamiento. Para ello, se
realiz6 una optimizacion geométrica encontrando el minimo de energia (energia
Hartree), para cada uno de los compuestos y/o ligandos, teniendo como ejemplo el
compuesto 81 (Figura 56). Posterior a esto, se configur6 el formato AutoDock Vina
con las coordenadas encontradas en la validacion y se procedié al acoplamiento de
la enzima (sin el ligando cristalizado), méas los 16 compuestos disefiados en este
trabajo; ambos en formato pbdqgt (Tabla 4). Los resultados muestran una baja
afinidad con la enzima, destacando entre todos ellos a los compuestos 70 (11.3
Kcal/mol), 78 (12 Kcal/mol), 81 (5.3 Kcal/mol) y 110 (11.6 Kcal/mol). La similitud
estructural que guardan estos ligandos consiste en que son poco voluminosos en
comparacion con el resto y especificamente, 70, 78 y 81 poseen una cadena lateral
tipo colestanica. Caso contrario, 90 (133 Kcal/mol) al poseer tantos enlaces rotables,
gran volumen y, ademas poseer una cadena lateral tipo espirostanica; influy6 en un
valor alto de energia. El ligando 81, quien obtuvo el valor de afinidad mas bajo, sélo
logro interactuar con dos uUnicos y principales aminoacidos (Prol33 y Argl34)
(Figura 57). Las interacciones hidrofobicas se producen al existir un plegamiento
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de polipéptidos dando como resultado que los radicales hidréfobos se acerquen
debido a la exclusidon de moléculas de agua; dando asi enlaces no covalentes. En
2012, Anugolu y colaboradores®? realizaron un estudio de acoplamiento molecular
de azol-derivados con la enzima en cuestion destacando que los sustituyentes
donadores y aceptores de hidrogeno de caracter estéricos, electrostéticos e
hidrofobicos juegan un papel significativo en el disefio de una actividad
anticancerigena novedosa, potente y selectiva de ciertos compuestos. Ademas de
esto, describen que la presencia de un enlace NH del ligando con el OH del
aminoacido Ser220 es fundamental para potenciar una actividad. Ademas, Di
Costanzo y colaboradores® en 2008, realizaron un estudio de la enzima 58-
reductasa y su implicacion en catélisis aludiendo que, las interacciones con Tyr58 y
Glul20 son importantes en el proceso de reduccion del doble enlace carbono-
carbono presente en C-4 sustancial para el proceso de activacion de andrégenos.
En consecuencia, los ligandos oxima y lactamicos al no poseer ningun tipo de
interaccidn con alguno de los aminoéacidos descritos en la literatura, no lograron una
correcta afinidad con la enzima afiadiendo que ninguno de los ligandos se logré
posicionar en la cavidad de la enzima ni tener alguna interaccién con los co-factores,

lo que resto afinidad.

Tabla 4. Interacciones entre la enzima 56-reductasa y los ligandos 69-160b.

) Distancia )
Molécula Donador Receptor Tipo
(Kcal/mol) (A)
Puente de
:LIG1:H A:ARG134:0 2.81 )
hidrégeno
69 141 A TYR132 LIG1 4.30 Pi-Alquilico
A:TRP140 'LIG1:C 5.34 Pi-Alquilico
LIG1:C A:GLU130:0E2 1.27 Desfavorable
:LIG1:N A:TYR132:CD1 1.47 Desfavorable
69b 116.6 :LIG1:0 A:PRO133:CA 1.97 Desfavorable
A:TYR132 ‘LIG1 5.05 Pi-Alquilico
'LIG1:C A:ARG134:0 2.22 Desfavorable
70 6.5 Intercambio de
:LIG1:N A:GLU130:0E2 5.04

cargas
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A:GOL331:.0 Puente de
LIG1:0 2.88
2 hidrégeno
Intercambio de
:LIG1:N A:GLU130:0E2 5.34
cargas
Puente de
:LIG1:H A:GOL331:02 1.74 o
70b 60.1 hidrégeno
Enlace
‘LIG1:C A TYR132:0 3.66 carbono-
hidrégeno
LIG1:C A:TYR132:CD1 1.96 Desfavorable
Desfavorable,
A:GOL331:0
LIG1:O 1.30 Puente de
73 50.6 2 _
hidrégeno
Puente de
:LIG1:H A:GOL331:03 3.08 o
hidrogeno
LIG1:.C A:ARG134:HN 1.26 Desfavorable
Puente de
74 40.4 A:LYS126:N .LIG1:0 2.15 o
hidrogeno
A:TYR132 LIG1:.C 5.02 Pi-Alquilico
Puente de
A:GOL331:0 'LIG1:O 3.30 ]
hidrégeno
78 12 Puente de
A:GOL331:0 'LIG1:O 2.57 )
hidrégeno
LIG1:C21 A:ARG134:0 2.14 Desfavorable
‘LIG1:C A:PRO133 4.63 Alquilico
81 53 LIG1:C A:PRO133 3.59 Alquilico
LIG1:C A:ARG134 4.22 Alquilico
Puente de
LIG1:O ALYS126:NZ 2.27 )
hidrégeno
81b 88.9 LIG1:.C A:TYR132 3.20 Pi-Sigma
‘LIG1 A:ARG134 5.26 Alquilico
LIG1:C A TYR132 4.02 Pi-Alquilico
Puente de
A:LEU141:N :LIG1:0 2.93 )
90 131 hidrogeno
A:GOL331:.0 :LIG1:0 3.22 Desfavorable
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Enlace
'LIG1:.C A:GLU130:0E2 2.72 carbono-
100 73.1 hidrogeno
'LIG1:.C A:PRO133 4.24 Alquilico
'LIG1:.C A:TRP140 5.38 Pi-alquilico
Puente de
:LIG1:0 A:GLU136:N 2.80 o
hidrégeno
110 11.6 Puente de
:LIG1:0 A:GOL331:03 2.66 o
hidrégeno
‘LIG1:C ATYR132 4.99 Pi-Alquilico
'LIG1:C A:PRO133:CB 2.23 Desfavorable
A:ARG134:N LIG1:0 1.93 Desfavorable
120 70.7 Enlace
A:PRO133:C :LIG1:0 2.39 carbono-
hidrégeno
'LIG1:C A:GOL331:02 2.19 Desfavorable
130 37.1
'LIG1:.C A TYR132 2.92 Pi-Sigma
Puente de
A:LYS126:N :LIG1:0 2.50 o
hidrogeno
140 36.7 Puente de
:LIG1:H A:ARG134:0 2.08 )
hidrégeno
A:TYR132:C LIG1:C 1.93 Desfavorable
Puente de
ALYS126:N 'LIG1:O 2.50 ]
hidrégeno
Enlace
150 24.2
A:GLY138:C :.LIG1:0 3.20 carbono-
hidrégeno
A:GLU130:0 LIG1:C 1.84 Desfavorable
LIG1:C A TYR132:0 2.09 Desfavorable
160 11.3 A:LYS126:N Puente de
:LIG1:0 3.23
z hidrégeno
:LIG1:N A:ARG134:0 1.46 Desfavorable
A:ARG134:NH
‘LIG1:C 2.15 Desfavorable
160b 69.5 2
A:LYS126:N Puente de
:LIG1:0 3.38

Z hidrégeno

86




-1203.145

-1203.15

-1203.155

-1203.16

-1203.165

de energia (Hartree)

Optimizacion

-1203.17

-1203.175

-1203.18

0 5 10 15 20 25 30
NUmero de interacciones

Figura 56. Optimizacién de energia para el ligando 81.

Tipos de interacciones
Interaccién desfavorable Interaccién desfavorable

Alguilicas

Figura 57. Acoplamiento del ligando 81 con el sitio activo de la enzima 58-reductasa visualizada en

Discovery Studio (https://www.3ds.com/).
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7.3.2.- Validacion del sitio activo en la enzima 173-HSD1

Ahora bien, la enzima de 178-HSD tipo | seleccionada del Protein Data Bank con
codigo 3HB5, se valido teniendo como ligando cristalizado al E2B (variante del
estradiol), ocupando las coordenadas del residuo Asn125X. El nitrégeno, funge
como el atomo central de la caja del cual se obtuvieron las coordenadas cartesianas
XYZ. Se definieron los valores en X=3.939, Y=3.155 y Z=-13.191 y mediante el
programa AutoDock Vina, se valido el sitio activo de la enzima con su ligando
cristalizado. Se probaron cajas de tamafio 10, 20, 25, 30, 40, 50 y 60 con numero
de 10, 100, 500 y 1000 poses. En comparacion con la enzima anteriormente
descrita, la 178-HSD obtuvo valores de RMSD <2 A en todos los parametros
empleados. Entonces debido a los resultados descritos, se opt6 por una caja de 25
con un numero de 1000 poses para el acoplamiento, el cual, se realizo por triplicado

para corroborar los datos de RMSD y energia (Tabla 5).

Tabla 5. Datos de energia y valores de RMSD de la enzima 178-HSD (residuo de Asn152/N) y su

ligando cristalizado (E2B).

VALOR DE RMSD/3HB5/ASN152XIN

Modos
No. de caja 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 1.586 3.958 0 3.935
20 0.077 0.084 0.083 0.001
25 0.092 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
30 3.713 0.001 0.001 0.001
40 3.376 0.091 0.001 0.001
50 4.263 0.088 0.087 0.006
60 0.077 0.087 0.084 0.088

VALOR DE ENERGIA (Kcal/mol)/3HB5/ASN152XIN

Modos
No. de caja 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 98.3 95.8 88.1 95.4
20 -13.4 -13.4 -13.4 -13.4
25 -13.4 -13.4 -13.4 -13.4 -13.4 -13.4
30 -10.6 -13.4 -13.4 -13.4
40 -10.6 -13.4 -13.4 -13.4
50 -9 -13.4 -13.4 -13.4
60 -13.4 -13.4 -13.4 -13.4
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La validacion del sitio activo se realiz6 con el ligando cristalizado de la enzima
(verde) y el calculado para la validacion del sitio activo (azul), obteniendo un valor
de RMSD de 0.001 (con un total de 21 atomos alineados) (Figura 58). Se obtuvo
una energia maxima de afinidad de -13.4 kcal/mol indicando con ello un proceso
espontaneo. Por tanto, se considera como exitosa la optimizacién del acoplamiento
molecular entre el ligando cristalizado de la enzima y el que fue calculado para la

validacion del sitio activo.

RMSD: 0.001 A

Figura 58. Célculo de validacién del algoritmo de acoplamiento molecular (Presentacion del calculo
de RMSD, calculo realizado en software The PyMOL molecular Graphics System 2016) del ligando

cristalizado.

7.3.2.1.- Acoplamiento molecular de la enzima 17B8-HSD con los ligandos
azaesteroidales

La enzima 178-HSD, esta involucrada en la sintesis de hormonas estrogénicas y
androgénicas y de acuerdo con lo descrito por Poirier®® ha sido establecida como
blanco terapéutico en el cancer de seno dependiente de estrogenos. El ligando
cristalizado derivado del estradiol posee la aromaticidad caracteristica de los
estrégenos y un mayor volumen haciendo que la cavidad de la enzima donde ocurre
el acoplamiento sea mayor. En 2010, Mdller y colaboradores® mencionaron que las
modificaciones del andamio esteroideo en las posiciones 6, 16 y 17 mediante
compuestos sulfonados, bencénicos o con atomos de flior les proporcionan a los
ligandos la capacidad de ser inhibidores efectivos de la enzima 178-HSD. No

obstante, los ligandos empleados en el acoplamiento a pesar de no mostrar tales
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caracteristicas obtuvieron valores cercanos al valor de energia del ligando
cristalizado (-13.4 Kcal/mol). Tal es el caso de los ligandos 81 (9.9 Kcal/mol), 120 (-
9.1 Kcal/mol), 160 (-9.0 Kcal/mol) y 160b (-9.4 Kcal/mol) (Tabla 6). Cabe destacar
gue todos los ligandos utilizados presentaron afinidad con la enzima, sin embargo
el compuesto 81 presento la energia de afinidad mas baja y una constante de
ionizaciéon de 5.42x102. Las interacciones que se destacan mediante el programa
Discovery Studio son con Met193, quien posee una interaccion de tipo puente de
hidrogeno dado por uno de los protones acidos del carbono alfa al grupo carboxilo
del aminoécido y el atomo de oxigeno del grupo lactama. También, con el cofactor
NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, por sus siglas en ingles) y
el protén del grupo amida. De acuerdo con Mazumdar y colaboradores,*® un
aminoacido importante es Tyrl55 que forma enlaces T-m con el anillo de
bencilamida e interacciona con el grupo OH en C-3 del E2B proporcionando
estabilidad al complejo ligando-receptor. Asi también, se reporta que la presencia
de His221 es clave para la reorganizacion y estabilizacion del complejo.8” En la
mayoria de los casos, ambos o0 uno de los residuos de aminoacidos (Tyrl55,
Hiss221) estan presentes en las interacciones provocando una mayor afinidad y
estabilidad en el complejo ligando-receptor (Figura 59).

Tabla 6. Interacciones entre la enzima 178-HSD vy los ligandos 69-160b.

) Distancia )
Molécula Donador Receptor Tipo
(Kcal/mol) (A)
LIG1:C X:PHE151 3.66 Pi-sigma
69 -7.6 _
X:PRO150 ‘LIG1 4.79 Alguilico
Puente de
:LIG1:H X:LEU149:0 2.12 )
hidrogeno
Enlace
69b -7.8
X:ASP153:CA LIG1:0 3.54 carbono-
hidrégeno
LIGL:H X:LEU149:N 2.51 Desfavorable
Intercambio
70 -8.1 'LIG1:N X:GLU282:0E1 3.52

de cargas
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Puente de
X:HIS221:ND1 LIG1:0 2.89 .
hidrégeno
LIG1:C X:TYR155 3.97 Pi-Sigma
Puente
salino,
LIG1:H X:GLU100:0E2 2.41 )
Intercambio
de cargas
70b -8.8
Puente de
LIG1:H X:GLY97:0 2.82 o
hidrégeno
Puente de
LIG1:H X:ASP153:0D2 2.07 .
hidrégeno
LIG1:.C X:VAL276 3.87 Alquilico
73 -8.0
X:PHE151 LIG1:.C 4.33 Pi-alquilico
Enlace
X:PRO150:CD :LIG1:0 3.34 carbono-
74 7.5 o
hidrogeno
X:PHE151 LIG1:.C 4.04 Pi-alquilico
LIG1:.C X:PRO150 3.65 Alquilico
78 -7.9 LIG1:.C X:ARG214 3.75 Alquilico
X:PHE151 LIG1:.C 4.05 Pi-alquilico
Enlace
LIGL1:H X:MET193:CA 3.54 carbono-
hidrégeno
1 -9.9
8 Puente de
LIG1:H X:NAP360:07N 2.70 L
' ’ hidrégeno
X:TYR155 'LIG1:C 5.39 Pi-alquilico
Enlace
LIG1:C X:HIS280:NE2 3.75 carbono-
81b -8.0 hidrégeno
X:ARG214:NE :LIG1:H 2.22 Desfavorable
X:PHE151 'LIG1:C 3.97 Pi-alquilico
Puente de
LIG1:H :LIG1:0 2.33 _
hidrogeno
90 6.7 o
:LIG1:.C X:PHE151 3.55 Pi-Sigma
X:HI1S280 'LIG1 4.70 Pi-alquilico
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Enlace
X:GLY148:CA :LIG1:0 3.04 carbono-
hidrégeno
100 7.7 Enlace
LIG1:C X:ASP153:0 3.56 carbono-
hidrogeno
LIG1:C X:PHE160 3.80 Pi-Sigma
Enlace
X:GLY148:CA :LIG1:0 3.63 carbono-
hidrogeno
110 -8.4 Enlace
X:THR211:CA :LIG1:O 3.44 carbono-
hidrégeno
X:PRO150 ‘LIG1 4.64 Alquilico
‘LIG1 X:PRO150 4.46 Alquilico
120 9.1 N
X:PHE284 LIG1:.C 413 Alquilico
X:VAL276 ‘LIG1 4.60 Alquilico
130 8.7 S
X:HIS280 LIG1.C 5.16 Pi-alquilico
Puente de
X:LEU149:N :LIG1:0 3.07 o
hidrogeno
140 -7.3 Puente de
X:THR211:0G1 :LIG1:0 3.27 _
hidrégeno
LIG1:.C X:ARG214 4.10 Alquilico
Enlace
X:HIS280:CD2 :LIG1:O 3.37243 carbono-
150 -6.8 hidrégeno
LIG1:C X:PHE151 3.35366 Pi-Sigma
LIG1:.C X:PRO98 4.7703 Alquilico
Puente de
X:TYR155:0[H LIGL:N 2.86 o
160 -9.0 hidrogeno
LIG1:.C X:MET147 491 Alquilico
Puente de
LIG1:H X:MET147:SD 3.08 .
hidrégeno
160b 9.4 o
LIG1:.C X:PHE259 3.53 Pi-Sigma
LIG1:C X:VAL196 3.93 Alquilico
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Tipos de interacciones

Enlace de hidrégeno convencional Alquilicas
Enlace carbono-hidrégeno Pi-alquilicas
Alquilicas

Figura 59. Acoplamiento del ligando 81 con el sitio activo de la enzima 178-HSD visualizada en

Discovery Studio (https://www.3ds.com/).

7.3.3- Validacién del sitio activo en la enzima CYP19A1

La produccion de estrogenos en el ser humano es mediada por una enzima que
pertenece al citocromo P450, llamada aromatasa, la cual realiza la conversion de
androgenos a estrogenos por medio de una aromatizacién del anillo A. Es por lo
que, la inhibicion de dicha enzima es una de las técnicas empleadas para evitar
niveles altos de estrégenos en el cuerpo, la utilizada en este trabajo fue extraida del
Protein Data Bank con codigo PDB: 3S79. La validacion de dicha enzima se logré
teniendo como ligando cristalizado a la androstenediona (ASD). La androstenodiona
cristalizada obtenida en 2D posee una Unica interaccion (Met374A: puente de
hidrogeno), debido a esto, se realizo la busqueda de las coordenadas con ese Unico
residuo aminoacidico teniendo como atomo central al hidrégeno del grupo amino.
Las coordenadas en X= 84.440, Y= 60.863 y Z= 42.608 se corrieron mediante el
programa AutoDock Vina obteniendo asi los valores mostrados en la Tabla 7. El
mejor valor de RMSD y energia fueron 0 A y -13.2 kcal/mol, respectivamente. Estos

valores se encontraron para una caja de 30 y un namero de 1000 poses, cOmo en
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los casos anteriores se realizé por triplicado para asi corroborar una adecuada

eleccion de los parametros en el acoplamiento molecular.

Tabla 7. Datos de energia y valores de RMSD de la enzima CYP19A1 (residuo de Met374/NH) y

su ligando cristalizado (ASD).

VALOR DE RMSDI/3S79/NH

Modos
No. de caj3 10 100 500 1000 1000R2 1000R3

10 1.116 2.764 2.533 2.867

20 2.879 2.899 2.901 2.896

25 0.001 0 0.001 0.001

30 0 0.001 0 0 0 0

40 2.264 0.001 0 0

50 2.617 0.001 0.001 0.001

60 2.779 0 0.001 0]

VALOR DE ENERGIA (Kcal/mol)/3S79/NH

Modos
No. de caj3 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 52.5 48.8 53.1 49.9
20 -9.3 -9.3 -9.3 -9.3
25 -13.1 -13.1 -13.1 -13.2
30 -13.1 -13.1 -13.2 -13.1 -13.2 -13.2
40 -9 -13.1 -13.1 -13.1
50 9.1 -13.1 -13.2 -13.1
60 -8.1 -13.2 -13.1 -13.2

A pesar de los resultados, al acoplar los ligandos con la enzima CYP19A1, estos
quedaban fuera de los limites marcados. Por tal motivo, se opt6 por manejar un
limite de caja de 25. Esto debido a que los valores de energia y RMSD fueron
aceptables y con poco margen de desviacion, tanto en la caja 25 como en la 30 se
observa una completa alineacion de los atomos del ligando cristalizado y del

calculado (Figura 60).
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RMSD: 0.001 A RMSD: 0 A

Figura 60. Célculo de validacién del algoritmo de acoplamiento molecular del ligando cristalizado
en una caja de 25 (izquierda) y una caja de 30 (derecha) (Presentacion del calculo de RMSD,

calculo realizado en el programa PyMOL molecular Graphics System 2016).

7.3.3.1.- Acoplamiento molecular de la enzima CYP19A1 con los ligandos
azaesteroidales

En la literatura, los compuestos que poseen una potente actividad inhibitoria frente
a la enzima CYP19A1l es el exemestano (-11.30 kcal/mol), siguiendo con
androstendiona (-11.04 kcal/mol).88 Exhibiendo que, algunos grupos funcionales
con nitrégeno generalmente arrojan multiples enlaces rotables y exhiben un nimero
mayor de conformaciones que provoca energias de union en la cavidad enzimética
positivas. Por el contrario, los andamios esteroideos con grupos funcionales poco
rotables tienen poca movilidad y una sola conformacion para poder interaccionar en
la cavidad.>! Ademas, se ha reportado la sintesis de compuestos 16,17-sec0-16,17-
dinitrilos con capacidad inhibitoria promisoria frente a CYP19A1 (PDB ID: 3EQM),
alcanzando valores de afinidad de hasta -11.20 Kcal/mol. Esta capacidad inhibitoria
se lo atribuyen a la interaccion con el grupo hemo de la proteina y a los grupos nitrilo
de los ligandos que poseen una capacidad singular para formar contactos polares
con multiples grupos funcionales de la enzima.® En 2010, Ahmad y colaboradores®®
realizaron estudios de acoplamiento molecular de xenobidticos PAE’s y la
comparacion con diversos compuestos ya conocidos como inhibidores de CYP19A1
(exemestano, letrozol y anastrozol). Los resultados obtenidos por Ahmad destacan

las interacciones por puente de hidrégeno con el residuo Ala438, aminoacidos como
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Met374, Serd78, Phe221 y Val373; denominados aminoécidos favorecedores a una
afinidad significativa. Mientras que, los aminoacidos Leu477 y Thr310 son aquellos
que decrecen dicha afinidad debido a que provocan impedimento estérico. Los
valores obtenidos por los ligandos azaesteroidales empleados fueron pobres en
afinidad y las principales interacciones fueron de tipo alquilicas, desfavorables y en
algunos casos de tipo puente de hidrégeno. En particular, se destacan los
compuestos 70 (-2.9 Kcal/mol), 81 (-2.3 Kcal/mol) y 160 (-3.8 Kcal/mol), los cuales
mostraron interacciones con el grupo hemo de la proteina y de aminoacidos como
Trp224, Ala306 y Asp309. El conférmero mas estable de 160 (Figura 61), muestra
el mejor valor de afinidad teniendo interacciones de tipo alquilicas con el grupo
Hem®600, de tipo puente de hidrogeno con Asp309 y Ser478 y, ademas, sin poseer
interacciones desfavorables (Figura 62). La bolsa hidrofébica reconocida en esta
enzima genera interacciones desfavorables con los ligandos, esto explica la baja
afinidad presentada en la Tabla 8, representada por los valores de energia libre de
Gibbs.

Tabla 8. Interacciones entre la enzima CYP19Al y los ligandos 69-160b.

) G Distancia _
Molécula Donador Receptor Tipo
(Kcal/mol) (R)
:LIG1:C A:LEU372:0 2.20 Desfavorable
69 0.9 LIGL:C A:HEM600 3.95 Pi-Sigma
' Puente de
:LIG1:H4 A:ASP309:0D2 2.47 i
hidrogeno
'LIG1:C A:ASP309:0 2.14 Desfavorable
69b 12.9 LIG1:C A:HEM200:CM 4.29 Alquilico
Puente de
A:MET374:N 'LIG1:0 3.35 hidrs
idrégeno
70 20 LIG1:C A:HEM600 3.63 Pi-Sigma
' ATRP224 'LIG1:C 3.64 Pi-alquilico
LIGL:N A:THR310:CG2 2.18 Desfavorable
70b 13.4 'LIG1:0 A:HEM600:NC 2.08 Desfavorable
' Puente de
'LIGL:N A:THR310:0G1 2.69

hidrégeno
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‘LIG1:C A:SER90:CB 213 Desfavorable
Puente de
‘LIGL:H :LIG1:0 2.15 o
hidrégeno
73 5.3
Enlace
A:SER118:CB LIG1:0 3.30 carbono-
hidrégeno
Puente de
A:ARG115:NH 'LIG1:0 2.23 .y
hidrégeno
74 12.4 o
LIG1:C A:HEM600 3.52 Pi-Sigma
LIG1:C A:ASP309:CB 1.90 Desfavorable
LIG1:C A:THR310:CG2 2.34 Desfavorable
A:THR310:0G 334 Puente de
78 15 ‘LIGL:N . hidrégeno
A:HEMgOO:CM LIG1 4.54 Alquilico
0 4 Puente de
81 s ‘LIG1:H A:ALA306:0 - hidrogeno
A:HEM'gOO:CM LIG1 4.70 Alquilico
Puente de
‘LIGL:H A:ASP309:0D2 1.83 o
hidrogeno
81b 155
A:MET374:SD ‘LIG1:0 2.74 Sulfuro-X
:LIGL:C A:HEM600 3.41 Pi-Sigma
A:PHE221:CE LIG1:C 2.15 Desfavorable
. . . . 1.95 Desfavorable
90 238 A:VAL373:CG2 ‘LIG1:0
Puente de
‘LIG1:0 A:HEM600:01A 294 .y
hidrégeno
Enlace
100 A:LYS390:CE LIG1:0 3.61 carbono-
151 hidrégeno
A:ASP§323OD LIGL:C 1.78 Desfavorable
Puente de
A:SER90:0G LIG1:0 2.20 i
hidrégeno
110 -1.9 Puente de
A:ASP232:N 'LIG1:0 3.35 L
hidrégeno
A:GLY117:N ‘LIG1:H 2.03 Desfavorable
Puente de
120 9.9 LIGL:H A:LEU372:0 2.03

hidrégeno
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Enlace
A:ARG115:CD 'LIG1:0 3.43 carbono-
hidrégeno
A:THR310:0G
1 :LIG1:0 2.05 Desfavorable
‘LIG1:.C A:VAL370:CG1 2.06 Desfavorable
Enlace
A:ARG115:CD LIG1:0 2.80 carbono-
130 9.0 -
hidrégeno
A:HEM600:CM .
LIG1:C b 3.05 Alquilico
Puente de
‘LIGL:H A:ASP309:0 2.32 o
hidrogeno
140 1.6
A:MET374:SD LIG1:0 2.47 Sulfuro-X
A:HEM/fOO:CM LIGL:C 4.11 Alquilico
Puente de
‘LIGL:H A:ASP309:0 2.60 hidréaeno
150 1.7 9
A:MET374:SD 'LIG1:0 2.55 Sulfuro-X
A:LEU372:0 ‘LIG1:C 2.07 Desfavorable
Puente de
‘LIG1:H A:ASP309:0D2 2.96 .y
hidrégeno
Enlace
160 -3.8
LIGL:C A:ALA306:0 2.71 carbono-
hidrégeno
A:HEM600 :LIG1:C 4.31 Pi-alquilico
A:ASN136:ND . 314 Puente de
‘LIGL:N : _
2 hidrogeno
160b 3.1 Enlace
A:SER118:CA ‘LIG1:0 3.14 carbono-

hidrégeno
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Figura 61. Optimizacién de energia para el ligando 160.

Tipos de interacciones

Enlace de hidrégeno convencional Pi-alquilicas
Enlace carbono-hidrégeno
Alquilicas

Figura 62. Acoplamiento del ligando 160 con el sitio activo de la enzima CYP19A1 visualizada en

Discovery Studio (https://www.3ds.com/).
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7.3.4- Validacion del sitio activo en la enzima CYP17A1

La enzima CYP17A1 pertenece al grupo de enzimas del citocromo P450, en el caso
de la enzima CYP17 se puede definir como especifica para moléculas como la
pregnenolona y la progesterona. El cédigo PDB obtenido para el enzima en el
Protein Data Bank es el de 3SWZ, teniendo como ligando cristalizado a una variante
de los androgenos (cédigo PDB=TOK-001) y como grupo prostético a la
hemoglobina. Al evaluar los distintos residuos de aminoacidos que interaccionan
con TOK-001, las coordenadas de Asn202 fueron las que mantuvieron al ligando
calculado dentro de la cavidad enzimatica. Por tal motivo, se empleé dicho residuo
teniendo como atomo central al oxigeno del acido carboxilico arrojando los valores
en X=13.764, Y=-4.766 y Z=36.227. Posteriormente, se ejecutd la validacion con
ayuda del programa AutoDock Vina variando el nimero de cajas (10-60) y los
modos (10, 100, 500 y 1000) (Tabla 9).

Tabla 9. Datos de energia y valores de RMSD de la enzima CYP17A1 (residuo de Asn202/0OD1) y
su ligando cristalizado (TOK-001).

VALOR DE RMSD/3SWZ/OD1

Modos
No. de caja 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 3.588 0.161 3.904 3.777
20 2.767 2.282 4.004 3.487
25 0.161 0.161 0.16 0.161 0.162 0.162
30 0.171 3.956 3.957 2.837
40 3.519 3.992 2.739 3.991
50 2.009 3.913 3.916 3.913
60 3.389 3.914 3.915 3.913

VALOR DE ENERGIA (Kcal/mol)/3SWzZ/OD1

Modos
No. de caja 10 100 500 1000 1000R2 1000R3
10 35.8 39.2 33.6 34.7
20 4.2 2.5 4.2 -4.2
25 -12.9 -12.9 -12.9 -12.9 -12.9 -12.9
30 -12.6 -12.6 -12.6 -12.6
40 9.4 -12.9 -12.9 -12.9
50 -11.1 -12.6 -12.6 -12.6
60 -11 -12.6 -12.6 -12.6
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La validacién del sitio activo se realiz6 con el ligando cristalizado TOK-001 (verde)
y el calculado para la validacién del sitio activo (azul), obteniendo un valor minimo
de RMSD y energia de 0.160 y -12.9 Kcal/mol, respectivamente para una caja de
25. Enla Figura 63, se observa una alineacion de 20 atomos de TOK-001 y aunado
a los valores de RMSD vy energia, se considera como exitosa y espontanea la
validacion del sitio activo.

RMSD: 0.162 A

Figura 63. Célculo de validacién del algoritmo de acoplamiento molecular (Presentacion del calculo
de RMSD, célculo realizado en software The PyMOL molecular Graphics System 2016).

7.3.4.1.- Acoplamiento molecular de la enzima CYP17Al1 y los ligandos
azaesteroidales

En estudios recientes se ha destacado un enfoque hacia la sintesis de nuevos
inhibidores de la enzima CYP17A1, tomando en cuenta a los sustratos naturales. Al
respecto, las modificaciones en la posicion C-17 con heterociclos de atomos
privilegiados (N, O y S), tienden a interactuar con el grupo hemo de la enzima y
poseer una afinidad de enlace sobresaliente.®® La abiraterona es un potente
inhibidor de la enzima CYP17A1 aprobado por la FDA el cual posee similitud
estructural con TOK-001, la diferencia mas notoria es la molécula de imidazol y
benzimidazol que poseen respectivamente.’® En el caso de la variedad de
compuestos evaluados en este trabajo denotan en general una afinidad de media a

alta entre el complejo ligando-receptor. Los compuestos 69 (-9.4 Kcal/mol), 70 (-9.7
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Kcal/mol), 78 (-10.3 Kcal/mol), 81 (-11.0 Kcal/mol), 110 (-12.1 Kcal/mol), 160 (-10.1
Kcal/mol) y 160b (-10.8 Kcal/mol) mostraron los mejores valores incluso cercanos
al ligando cristalizado. La relacion estructural determina que aquellos compuestos
con un grupo lactama en el anillo A y un grupo oxima, amino o nitrilo se ven
favorecidos sobre aquellos que poseen grupos lactamicos en el anillo B del
esteroide. Particularmente para esta enzima, los grupos dioxima 69 y 78 tuvieron
valores de afinidad significativos y el solo hecho de tener un grupo OH en C-5
aumento las interacciones entre el complejo ligando-receptor. Dado que el ligando
110 fue quien obtuvo el mejor valor, se muestra como ejemplo en la optimizacion de
la geometria mediante el programa Chemcraft; obteniendo -1154.6896044 Hartree
como minimo de energia (Figura 64). Posteriormente, las mismas coordenadas
encontradas en la validacion del sitio activo se emplean para el acoplamiento del
conférmero mas estable del ligando 110y la enzima CYP17A1. Dentro de la cavidad
de la enzima, el ligando adquirié un total de 4 modos o formas de acomodarse,
influyendo con esto en el valor de afinidad que de hasta -12.1 kcal/mol y una
constante de ionizaciéon de 1.327x10°. Las interacciones mostradas por la enzima
y el ligando son en su mayoria de tipo alquilicas. No obstante, existe una interaccién
de tipo puente de hidrégeno que se forma entre el residuo Arg239 y el &tomo de
oxigeno del carbonilo presente en la lactama (verde). (Figura 65). Comparando a
110 con 81, el grupo funcional lactona del anillo E en 110 influye en la capacidad de
interactuar con la cavidad enzimética. Mostrando asi, que los heterociclos de
atomos privilegiados (N, O y S) si provocan un aumento en la afinidad con la enzima
CYP17A1y anteponiendo este tipo de cadena lateral sobre la colestanica. Por tanto,
la bolsa hidrofébica es lo suficientemente adecuada para la interaccion de los
ligandos con la enzima, esto se demuestra con los valores de energia libre de Gibbs

negativas y las escasas interacciones desfavorables descritas en la Tabla 10.
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Tabla 10. Interacciones entre la enzima CYP17A1 y los ligandos 69-160b.

) Distancia Tipo
Molécula Donador Receptor
(Kcal/mol) (A)
LIG1:.0 A:ASN202:0D1 2.94 Desfavorable
69 -9.4 LIGL:C A:HEM600 3.48 Pi-Sigma
A:PHE114 LIG1 4.88 Pi-alquilico
LIGLH A:GLU203:0 2.41 Puente de
69b 29 hidrogeno
o i : . Puente de
LIG1:H A:ASP207:0D2 2.02 hidrégeno
A:PHE169 LIG1:C 4.22 Pi-alquilico
LIGL:N A:ASP298:0D1 3.12 Puente de
70 97 hidrégeno
LIG1:C A:HEM600:CMD 4.38 Alquilico
LIG1:N A:ARG239:NH1 4.46 Desfavorable
70b 75 A:PHE169 LIG1 5.36 Pi-alquilico
LIG1:H A:PHE169:N 2.14 Desfavorable
73 73 LIG1:C B:PHE169 3.73 Pi-Sigma
LIG1:C A:LEU485 3.97 Alquilico
A:PHE169:N LIGL:0 3.00 Puente de
hidrogeno
74 7.2 Enlace
A:SER168:CB :.LIG1:0 3.18 carbono-
hidrégeno
A:PHE169 LIG1:.C 4.21 Pi-alquilico
A:ARG239:NH1 LIGL:N 3.39 Puente de
78 -10.3 hidrogeno
‘LIG1:.C A:HEM600 3.73 Pi-Sigma
LIG1:.C A:ALA367 4.44 Alquilico
81 110 A:ALA113 'LIG1:C 4.32 Alquilico
' A:TYR201 LIG1:C 5.36 Pi-alquilico
Puente de
LIGL:H A:VAL482:0 2.80 S
hidrégeno
Enlace
81b 7.7
A:GLY301:CA LIG1:0 3.41 carbono-
hidrégeno
A:ILE371:CD1 LIG1:C 2.37 Desfavorable
Puente de
ALYS312:NZ LIG1:0 3.37 .
hidrégeno
90 -6.3 Puente de
LIG1:.0 A:GLU203:0 3.15 .
hidrégeno
LIG1:0 LIG1:0 2.90 Desfavorable
A:LEU485 LIG1 4.99 Alquilico
100 -6.8 _ _
A:PHE169 LIG1.C 5.14 Pi-alquilico
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A:ARG239:NH1 LIG1:0 3.16 Puente de
hidrégeno
110 121 o
LIG1:C A:HEM600 3.93 Pi-Sigma
:LIG1 A:ILE371 5.49 Alquilico
LIG1:H A:SER488:0G 2.26 Puente de
120 -6.8 hidrogeno
LIG1:C A:PHE169 3.79 Pi-Sigma
A:ARG239:NH1 :LIG1:0 2.43 Puente de
hidrégeno
A:GLY301:CA :LIG1:0 2.96 Enlace
130 -8.7
carbono-
hidrégeno
A:TYR201 'LIG1.C 4.99 Pi-alquilico
Puente de
A:SER168:0G :LIG1:0 3.23 o
hidrogeno
Puente de
A:ASN196:ND2 :LIG1:0 3.21 )
140 -6.4 hidrogeno
Enlace
B:HIS160:CE1 :LIG1:0 3.48 carbono-
hidrégeno
Puente de
A:SER168:0G 'LIG1:O 3.37 )
hidrégeno
150 -6.7 Puente de
A:ASN196:ND2 'LIG1:O 3.28 )
hidrégeno
A:PHE169 ‘LIG1 5.25 Pi-alquilico
Puente de
LIG1:H A:ASN202:0D1 2.92 )
hidrégeno
160 -10.1 Puente de
A:ARG239:NH1 'LIG1:O 3.28 )
hidrégeno
LIG1:.C A:HEM600 3.76 Pi-Sigma
LIG1:.C A:HEM600 3.87 Pi-Sigma
160b -10.8 LIG1 A:VAL482 5.19 Alquilico

A:ARG239 ‘LIG1 5.01 Alquilico
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-1154.682

-1154.684
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-1154.69

Optimizacion de energia (Hartree)

-1154.692

1 6 11 16 21
NUmero de interacciones

Figura 64. Optimizacién de energia para el ligando 110.

Tipos de interacciones
Enlace de hidrégeno convencional Pi-alquilicas
Pi-sigma
Alquilicas

Figura 65. Acoplamiento del ligando 110 con el sitio activo de la enzima CYP17A1 visualizada en

Discovery Studio (https://www.3ds.com/).
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En la Tabla 11, se muestran los resultados de acoplamiento molecular de los 18
ligandos y las 4 enzimas empleadas mostrando como los ligandos encajan de
manera satisfactoria en la cavidad propuesta en dos de ellas; las enzimas 1768-HSD
y CYP17Al. Los ligandos que de manera general mostraron energias de afinidad
cercanas al ligando cristalizado son: 70, 81, 110, 120, 160 y 160b. Estructuralmente,
esto denota que al poseer una cadena lateral tipo colestanica, una A-homolactama
y un grupo amino en el anillo B potencia la afinidad entre el receptor y los ligandos
evaluados. Seguido de un grupo seco-nitrilo y/o un grupo oxima en C-6, ademas de
una cadena lateral tipo lactona como es el caso de 110. En el caso particular de los
compuestos sintetizados en este trabajo (69, 69b, 70, 70b, 73, 74 y 78), mostraron
valores de afinidad de regulares a buenos; destacando a 70 (-8.1 Kcal/mol), 70b (-
8.8 Kcal/mol) y 73 (-8.0 Kcal/mol) para la enzima 178-HSD. Mientras que en la
enzima CYP17A1, se destacan a 69 (-9.4 Kcal/mol), 70 (-9.7 Kcal/mol) y 78 (-10.0
Kcal/mol). El ligando 90, quien tiene grupos nitro en su estructura se muestran con
una mayor cantidad de interacciones desfavorables repercutiendo en una pobre
afinidad con las 4 enzimas; siendo dicho grupo funcional el que confiere multiples
enlaces rotables y por tanto una alta promiscuidad con la enzima no encajando de

forma adecuada en el sitio de accion.

Tabla 11. Energias de afinidad (Kcal/mol) de los ligandos 69-160b.

) Energia de afinidad del Energia de afinidad de los ligandos oxima y lactama (Kcal/mol)
PDB Proteina ligando cristalizado
(Keal/mol) 69 6% 70 70b 73 74 78 81 8lb 90 100 110 120 130 140 150
56-
TES: -4.5 141 1166 65 60.1 50.6 40.4 120 53 889 1310 731 116 707 37.1 36.7 24.2
reductasa
3HB5 178-HSD E2B:-13.4 76 78 81 88 80 75 79 -99 80 67 -7.7 -84 91 87 73 68 -O.
3579 CYP19 ASD: -13.2 09 129 29 134 53 124 15 -23 155 238 151 -19 99 90 16 17 3.

3wz  CYP17 TOK:-12.9 94 -19 97 -15 -713 -72 -103 -11.0 -7.7 -63 -68 -121 -68 -87 -64 -65 -

160b

69.5

9.4

31

-10.8
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7.4.- Andlisis de parametros de adsorcion, metabolismo y actividad
La expresion in silico significa “hecho por computadora o via simulacion
computacional”, atribuyendo ciertas caracteristicas a compuestos que son
estudiados en distintas plataformas. Esta investigacion consiste en la evaluacion de
descriptores farmacocinéticas, incluida la regla de cinco de Lipinski, calculo de

puntuacion de bioactividad y toxicidad a través de métodos computacionales.

7.4.1.- Molinspiration

Este programa proporciona deteccion virtual basada en fragmentos, prediccion de
bioactividad y visualizacion de datos dando informacibn mediante ciertos
parametros relacionado a propiedades fisicoquimicas o reglas de Lipinski.®? Por
ejemplo, el coeficiente de particion octanol-agua (logP) se utiliza en los estudios
QSAR y en el disefio racional de medicamentos como medida de la hidrofobicidad
molecular. La hidrofobicidad afecta la absorcién del farmaco, la biodisponibilidad,
las interacciones hidrofobas entre el farmaco y el receptor, el metabolismo de las
moléculas y su toxicidad.®? En este parametro se desea un valor entre 1 a 5,
tomando como valor ideal entre 2 y 3 dado que se desea que el compuesto bioactivo
no sea ni tan hidrofilico que no genere accion alguna ni tan lipofilico que tienda a
acumularse en las células. Otro parametro muy importante es el TPSA, el cual sirve
para la prediccion de las propiedades de transporte de farmacos. El area de la
superficie polar se define como una suma de las superficies de los atomos polares
(generalmente oxigenos, nitrégenos e hidrégenos unidos) en una molécula. Se ha
demostrado que este parametro se correlaciona muy bien con la absorcién intestinal
humana, la permeabilidad de las mono-capas de Caco-2 y la penetracion de la
barrera hematoencefalica.®® Por tanto, se considera que un PSA<140 es igual a una
buena permeabilidad en membrana celular y un PSA<90 es igual a una buena
permeabilidad en membrana cerebral. El peso molecular es otro parametro
importante para una mayor o menor absorcion, siendo un valor no mayor a 500
umas el que se desea en los farmacos. Asi también, se desea un numero de
aceptores de puentes de hidrégenos no mayor a 10 y de donadores de puentes de

hidrogenos no mayor a 5. Otro parametro fundamental es el nimero de enlaces
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rotables, el cual, no debe exceder de 5 o en su defecto tener un valor multiplo de 5;
con esto se piensa que el compuesto tendra una adecuada difusion pasiva a través
de las membranas celulares y una absorcion eficaz en el intestino. De acuerdo con
esto, los ligandos que cumplen de manera favorable con los criterios mencionados
son: 70b, 81b, 110, 120, 130 y 160b los cuales de manera predictora podrian ser
compuestos con adecuada difusidén pasiva a través de las membranas celulares y
una absorcion eficaz del intestino a la sangre. Mientras tanto, aguellos compuestos
gue poseen un rango de ajuste intermedio 0 que violan de 1 a 2 parametros son:
69, 69b, 70, 73, 74, 78, 81, 140, 150 y 160. El ligando 81, quien obtuvo los mejores
valores en el Docking en casi todas las enzimas posee solamente una violacion a la
regla que es el de LogP infiriendo un caracter lipofilico, haciendo de este un buen
candidato a pruebas biologicas con posible actividad importante. Finalmente, los
ligandos con 3 0 mas violaciones a los parametros descritos son los ligandos 90 y
100 definiendo una pobre o nula absorcion y permeabilidad del compuesto (Tabla
12).

Tabla 12. Parametros fisicoquimicos obtenidos del programa Molinspiration Cheminformatics de

los compuestos 69-160b.

Mi TPSA n MW n n n n \

LogP (A% Atoms (umas) ON OHNH viol. rotb (A3
69 7.23 65.18 31 428.66 4 2 1 5 444.0
69b 5.54 83.65 33 456.63 6 2 1 0 440.3
70 6.38 61.69 31 428.66 4 2 1 5 444.1
70b 4.69 80.16 33 456.63 6 2 0 0 440.4
73 6.2 111.51 41 8 1 2 7 546.4
74 5.41 108.0 41 8 1 2 7 546.5
78 6.47 85.41 32 446.68 5 3 1 5 457.9
81 6.14 41.12 29 402.67 3 2 1 5 431.5
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81b 4.46 59.59 31 430.63 5 2 0 0 427.7
90 4.54 197.2 45 632.71 14 2 4 8 569.0
100 5.27 125.1 44 611.78 9 1 3 9 581.7
110 1.76 67.4 26 360.50 5 2 0 0 348.3
120 4.4 81.71 35 483.65 6 1 0 1 463.7
130 4.75 64.6 32 441.61 5 1 0 0 428.1
140 451 119.0 39 545.72 8 2 1 10 529.2
150 4.97 115.8 39 543.70 8 1 1 10 523.4
160 6.15 52.89 30 412.66 3 1 2 7 440.0
160b 4.46 71.36 32 440.63 5 1 0 2 436.8
n=ndmero

7.4.2.- admetSAR

La absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) son
pardmetros que juegan un papel importante en el descubrimiento y desarrollo de
farmacos. Sin embargo, la evaluacion experimental de los perfiles de ADMET
resulta costosa, y sobre todo la carga de trabajo no puede satisfacer la demanda en
la deteccion y optimizacion de farmacos. Junto con el alto nivel de deteccion in vitro,
las técnicas computacionales que pueden filtrar/predecir los perfiles ADMET se han
convertido en un enfoque alternativo.®* Es por lo que, se opta por un andlisis en el
programa admetSAR la cual es una base de datos de cédigo abierto, buscando por
nombre y estructura, y que se actualiza continuamente, recopila, cura y administra
los datos de propiedades asociadas a perfiles ADMET disponibles de la literatura
publicada. Al someter los ligandos propuestos a la base de datos, los resultados
muestran que todos presentan una permeabilidad a la BBB y esto es debido a la
similitud estructural que poseen con los esteroides sintetizados por el organismo.

La BBB es una barrera altamente selectiva cuya funcién es la de separar la sangre
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circundante del fluido extracelular dejando pasar solamente a moléculas de agua,
algunos gases, glucosa, aminoacidos y moléculas liposolubles (ej. esteroides). Otro
parametro importante es la solubilidad, tanto este parametro como el anterior son
dependientes de las propiedades fisicoquimicas, desafortunadamente de manera
opuesta. Por ejemplo, la lipofilicidad de una molécula define una buena
permeabilidad, sin embargo, restringe a la solubilidad acuosa® y esto se ve reflejado
en todos los azaesteroides, los cuales poseen permeabilidad en BBB, Caco-2 e HIA,
pero los valores de log S son pobres. De acuerdo con su distribucion, los
azaesteroides se encontraran principalmente a nivel intracelular en mitocondrias y
lisosomas. Esto debido a que, las hormonas esteroideas se encuentran
comunmente en dicha region intracelular. En el tema del metabolismo, dichos
ligandos estan mediados principalmente por la familia de CYP450, tal es el caso de
las enzimas CYP450 1A2, CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450 2C19 y CYP450
3A4 que se encuentran implicadas en el metabolismo de xenobioticos entre los que
destacan los antiinflamatorios y compuestos sulfonados para el caso de CYP 2C9;
inhibidores de protones y antiepilépticos para el caso de CYP 2C19 y farmacos de
origen esteroideo para el caso de CYP 2D6. Conforme a esto, los ligandos
azaesteroidales poseen una probabilidad de ser sustratos solo con CYP450 3A4
siendo esta enzima una de las mas importantes en la metabolizacién de farmacos
y dicho resultado infiere que los ligandos podran ser metabolizados de manera
adecuada. En este mismo contexto, la capacidad de inhibir alguna de estas enzimas
podria ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades. De acuerdo con
la base de datos el ligando 90, inhibe a la enzima CYP450 3A4 lo que puede
repercutir en un aumento en la concentracibn de un medicamento a nivel
plasmatico. Conforme a los demas parametros, el ligando 100 posee una alta
promiscuidad con enzimas CYP; todos los ligandos poseen una baja inhibicion del
HERG (gen que regula la polarizacion del potencial cardiaco). Ademas, no poseen

probabilidad de ser téxicos, mutagénicos o carcinogénicos (Tabla 13).
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Tabla 13. Valores de ADMET de los compuestos 69-160b.

ADMET 69 699 70 70b 73 74 78 81 81b 90 100 110 120 130 140 150 160 160b

ABSORCION
BBB + + + + + + + + + + + + + + + + + +

HIA + + + + + + + + + + + + + 4+ o+ + 4+ +

Permeabilidad 083 054 077 060 067 108 066 070 0.78 049 093 0.71 1.16 1.08 0.65 0.87 1.27 1.18
Caco-2 (cm/s)
Solubilidad -41 -42 -37 -38 42 -41 -37 -34 -36 -36 -40 -36 -39 41 -42 -43 -35 -43
acuosa (Log S)
DISTRIBUCION
L. intracelular M M M M M M M L L M M L M M M M M M
METABOLISMO
Sustrato de
CYP450

CYP450 2C9 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CYP450 2D6 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CYP450 3A4 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Inhibidor de
CYP450
CYP450 1A2 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CYP450 2C9 - - + - - - - - - - - - - - - - - -

CYP450 2D6 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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CYP450 2C19
CYP450 3A4

CYP IP
EXCRECION
TOXICIDAD
Inhibidor de
HERG

Toxicidad AMES

Carcinogénico

Biodegradable
Toxicidad  oral
aguda

LDso rata
(mol/kg)

pLCso peces
(mg/L)

Alta
SD

Baja

2.40

0.79

Baja
SD

Baja

2.52

1.16

Alta
SD

Baja

Baja
SD

Baja

Baja
SD

Baja

Baja
SD

Baja

Baja
SD

Baja

Baja
SD

Baja

Baja
SD

Baja

Baja
SD

Baja

2.74

Alta
SD

Baja Baja
SD SD

Baja Baja Baja

263 2.80 2.55

0.57 1.73 0.54

Baja
SD

Baja

2.45

0.99

Alta Alta
SD SD

Baja Baja

2.63 2.66

1.02 0.65

Baja
SD

Baja

2.60

1.17

Baja
SD

Baja

2.78

1.00

L=lisosoma, M=mitocondria, SD=sin datos.
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7.4.3.- PASS online

El programa llamado PASS online, es una base de datos en donde nos muestra las
posibles actividades de un compuesto dependiendo de su estructura expresando
los datos con valores de 0-1, siendo 1 el valor maximo. De acuerdo con estas
probabilidades, se realiz6 una comparacion con el farmaco comercial Finasterida
(5). Los resultados muestran una relacion con los datos obtenidos del acoplamiento
molecular, en donde, los compuestos poseen una mejor actividad como inhibidores
de las enzimas CYP17 y 1783-HSD (los resultados de 5B-reductasa y CYP19 no
aparecen en la mayoria de los compuestos y debido a esto, no se anexan en la
tabla). Asi mismo, se muestran valores de probabilidad intermedios para los
compuestos analizados como posibles tratamientos en los desordenes relacionados
con la préstata. Aunado a los resultados in vitro, la mayoria de las moléculas en el
estudio in silico muestran una probabilidad significativa como potenciales
antineoplasicos (un compuesto antineoplasico es aquel que impide el desarrollo,
crecimiento, o proliferacién de células tumorales malignas), muy por encima del
compuesto 5. Aunado a esto, las moléculas oxima y lactama mostraron
probabilidades deficientes frente al cancer de seno (Tabla 14). No obstante, esto no
necesariamente sugiere que estos compuestos no puedan poseer dicha actividad
ya que las predicciones de actividad se sustentan en una base de datos de
moléculas que de manera estructural se asemejen. Entonces, esto puede indicar
gue en la base de datos no existan compuestos de la misma naturaleza estructural
gue hayan sido evaluados para el cancer de mama. Por tanto, los resultados in silico
gue se complementan con los resultados de acoplamiento molecular indican que los
compuestos evaluados son prometedores como inhibidores de enzimas,
especificamente, para las enzimas CYP17 y 173-HSD. Ademas, muestran actividad
alta como antiproliferativos destacando a 70b y 73 (mismos que tuvieron valores de
ICso relevantes), y ademas a 130 y 140 (compuestos que no se sintetizaron en este
trabajo). Demostrando con ello, la importancia de las predicciones o analisis in silico
frente a los estudios in vitro dando la pauta a pensar en posibles ensayos in vivo y

preclinicos.
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Tabla 14. Prediccién de la actividad mediante el programa PASS online de los compuestos 69-

160b.
T. -
desordenes Anti- Inhibidor Inhibidor Cancer de
COMPUESTO dela neoplasico de CYP17 de 175- seno
préstata HSb

Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi

5 098 0.02| 0.22 0.08| 056 0.01 | 076 0.03| - -

69 0.73 0.05| 048 0.08 | 059 0.01 | 0.79 0.03| - -
69b 059 001| 0.84 0.01|056 0.01 | 034 0.22|0.39 0.03

70 063 0.01| 0.62 0.04|062 001 | 074 0.04| - -
70b 043 0.03| 0.86 0.01|0.60 0.00 - - 1032 0.05
73 059 0.01| 0.80 0.01|060 0.01 037 0.20|0.42 0.03
74 048 0.02| 0.66 0.03|058 0.01 | 044 0.16|0.36 0.04
78 060 0.01| 042 0.01]052 0.02|0.78 0.03]|0.17 0.11

81 0.75 0.05| 0.11 0.07|055 0.01 | 075 0.04| - -
81b 061 0.01| 068 0.03|052 0.02|0.29 0.26|0.25 0.07
90 035 0.05| 0.27 0.17 | 044 0.03 | 034 0.22|0.19 01
100 058 0.01| 078 0.01|052 0.02 | 044 0.16|0.47 0.02

110 0.67 0.01| 052 0.07|053 002|061 0.09| - -
120 065 0.01| 072 0.02|0.67 0.00 | 059 0.09|0.39 0.03
130 066 0.01| 082 0.01|0.60 0.01 | 0.66 0.07|0.47 0.02
140 065 001| 084 001|053 0.01|0.63 0.08|0.47 0.02
150 060 0.01 0.78 0.01 053 0.02 057 0.10|0.40 0.03

160 057 002 027 01 051 0.02 068 0.06 - -
160b 0.29 0.08, 0.76 0.02 | 0.48 0.02 - - 1034 0.04

Pa=Probabilidad de actividad, Pi=Probabilidad de inactividad, Pa>Pi confirma la actividad

significativa.%
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Procedimiento para generar al colest-4-en-3,6-diona (43)

o
43

En un matraz de bola de 100 mL se disolvio a 42 (1 g, 2.58 mmol) en una mezcla
de acetona/CH2Cl2 (10/25 mL); se afiadio gota a gota el reactivo Jones (6 mL, 2.19
M). La reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 1 h, pasado este tiempo
se adicion6 alcohol isopropilico (5 mL) virando la reaccion de café a verde azulado.
Después, el crudo se hizo pasar por una cama de Celita® y florisil® arrastrando el
compuesto con CH2Cl2. Posteriormente, se llevo a separacion por CC utilizando una
fase movil Hex/AcOEt (85:15) y finalmente se evapor6é a presion reducida
obteniendo asi 43 (0.84 g, 82% de rendimiento).

Colest-4-en-3,6-diona (43). Bmp. 85-90 °C; IR (cm™): 1713 (C=0), 1683 (C=0), 1467
(C=C), 1266 (C-0); 'H NMR (400 MHz, CDCls) 5: 6.13 (s, 1H, H-4), 1.45 (s, 3H, CHa-
19), 0.89 (d, 3H, J20-21= 6.8 Hz, CH3-21), 0.84 (d, 3H, J25-26,27= 7.0 Hz, CH3-26 0 CHa-
27), 0.82 (d, 3H, J25-26,27= 6.5 Hz, CH3-26 0 CH3s-27), 0.68 (s, 3H, CH3-18); 3C NMR
(100 MHz, CDCls) 8: 202.6 (C-3), 199.7(C-6), 161.3 (C-5), 125.6 (C-4), 56.7 (C-14),
56.1 (C-17), 51.1 (C-9), 47.0 (C-2), 42.7 (C-13), 40.0 (C-10), 39.6 (C-24), 39.3 (C-
12), 36.2 (C-22), 35.8 (C-8), 35.7 (C-1), 34.4 (C-20), 34.1 (C-7), 31.1 (C-25), 28.2
(C-16), 24.1 (C-15), 24.0 (C-23), 23.0 (C-26), 22.7 (C-27), 21.1 (C-11), 18.8 (C-21),
17.7 (C-19), 12.1 (C-18); ESI-MS calculado para Cz7H4202 ([M+H]*): 399.3218,
encontrado: 399.3580.

115




—
|

8.2.- Procedimiento para generar al (3E,6E)-3,6-

dihidroxiiminocolest-4-eno (69)

En un matraz de bola de 100 mL se disolvio a 43 (0.8 g, 2.59 mmol) en etanol (20
mL) luego, se afiadié NaOAc (0.31 g, 3.78 mmol) y NH20H-HCI (0.26 g, 3.74 mmol).
La disolucion se mantuvo en reflujo mientras que la reaccion se siguié por CCF y se
dio por terminada al cabo de 1 h. Finalmente, se evaporoé la mitad del volumen de
etanol a presidon reducida y se adicion6é a un matraz Erlenmeyer con agua fria
favoreciendo la formacion de un precipitado. La mezcla se dejo en refrigeracion por
24 h, el precipitado se filtr0 y se sec6 a vacio. Se realizé una recristalizacion de éste
con metanol, obteniendo a 69 (0.7 g, 86% de rendimiento).

(3E,6E)-3,6-Dihidroxiiminocolest-4-eno (69). 6mp. 141-144 °C; IR (cm): 2943 (C-
H), 1686 (C=N), 1680 (C=N), 1603 (C=C); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d: 6.20 (s,
1H, H-4), 3.17 (dd, 1H, J7g7a= 15.25 Hz, J7g-sp= 4.5 Hz, H-7p), 2.89 (d, 1H, J2q¢-15=
14 Hz, H-2a), 0.89 (s, 3H, H-19), 0.88 (d, 3H, J20-21= 6.5 Hz, CH3-21), 0.83 (d, 3H,
J26,27-25= 7.0 Hz, CH3-26 0 CH3-27), 0.82 (d, 3H, J26,27-25 = 6.5 Hz, CH3-26 0 CH3-27),
0.64 (s, 3H, H-18); 13C NMR (125 MHz, DMSO-ds) &: 154.4 (C-3), 153.8 (C-6), 145.4
(C-5), 118.9 (C-4), 56.1 (C-14), 55.6 (C-17), 50.5 (C-9), 42.0 (C-13), 39.0 (C-7), 38.4
(C-24), 37.6 (C-12), 35.7 (C-22), 35.3 (C-20), 33.3 (C-1), 32.4 (C-10), 29.1 (C-8),
27.8 (C-16), 27.5 (C-25), 23.7 (C-23), 23.4 (C-15), 22.6 (C-26), 22.4 (C-27), 20.9 (C-
11), 18.5 (C-21), 18.4 (C-2), 17.4 (C-19), 11.7 (C-18); ESI-MS calculado para
C27H44aN202 ([M+H]*): 429.3436, encontrado: 429.3481.
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8.3.- Procedimiento para generar al 3-aza-3-0x0-6-hidroxiimino-A-

homocolest-4-eno (70)

(o)

HN/I

N.
70 OH

En un matraz de bola de 50 mL se disolvié a 69 (0.1 g, 0.23 mmol) en dioxano (4
mL), luego se adicion6 SOCI2 (67 pL, 0.93 mmol) manteniendo la reaccion en
agitacion durante un periodo de 24 h. La reaccion se vertié en agua (10 mL),
posteriormente, se realizaron extracciones con AcOEt (3 x 20 mL). La fase organica
recolectada se lavo con solucién saturada de NaCl (2 x 30 mL), NaHCO3 (1 x 20
mL) y un ultimo lavado con agua (1 x 30 mL). El disolvente se secd con Na2SO4
anhidro y se evaporé el disolvente a presion reducida. Finalmente, el crudo se
purifico por CC utilizando como fase movil Hex/AcOEt en una proporcion 30:70
obteniendo a 70 (0.06 g, 60% de rendimiento).

3-aza-3-0x0-6-hidroxiimino-A-homocolest-4-eno (70). IR (cm™): 3192 (N-H),
2932 (C-H), 1704 (C=0), 1633 (C=C), 1460 (C=N). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds)
0: 8.93 (s, 1H, NH), 5.76 (s, 1H, H-4), 0.91 (s, 3H, CHs-19), 0.88 (d, 3H, J20-21=6.5
Hz ,CHs-21), 0.84 (d, 3H, J26,27-25= 6.5 Hz, CH3-26 0 CH3-27), 0.83 (d, 3H, J26,27-25=
6.5 Hz, CH3-26 0 CH3-27), 0.65 (s, 3H, CH3-18); 3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) &:
173.4 (C-3), 154.2 (C-6), 149.2 (C-5), 119.1 (C-4), 55.8 (C-14), 54.8 (C-17), 49.6 (C-
9), 42.1 (C-13), 41.0 (C-24), 40.1 (C-12), 35.5 (C-1), 35.2 (C-22), 34.0 (C-20), 33.5
(C-2), 27.4 (C-10), 27.3 (C-25), 24.9 (C-16), 24.8 (C-15), 23.2 (C-26 0 27), 22.7 (C-
8), 22.4 (C-7), 19.9 (C-23), 18.4 (C-21), 18.1 (C-19), 11.6 (C-18). ESI-MS calculado
para C27H44N202 ([M+H]"): 429.3436, encontrado: 429.3473.
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8.4 Procedimiento para generar al (25R)-espirost-4-en-3,6-diona
(43b)

43b

En un matraz de bola de 100 mL se disolvié a 63 (1 g, 2.41 mmol) en una mezcla
de acetona/CH2Cl2 (10/15 mL), se adiciono el reactivo de Jones gota a gota (4.5 mL,
2.18 M). La reaccion se mantuvo en agitacion constante durante 1 h, pasado este
tiempo se adicioné alcohol isopropilico (5 mL) virando la reaccién de café a verde
azulado. Después, el crudo se hizo pasar por una cama de Celita® y florisil®
arrastrando el compuesto con CH2Clz. Posteriormente, se llevé a separacién por CC
utilizando una fase movil Hex/AcOEt (80:20) y finalmente se evaporé a presion
reducida obteniendo a 43b (1.01 g, 98.3% de rendimiento).

(25R)-espirost-4-en-3,6-diona (43b). 6mp. 175-180 °C; IR (cm™): 1710 (C=0), 1469
(C=C), 1268 (C-0); 'H NMR (400 MHz, CDCIls3) &: 6.16 (s, 1H, H-4), 4.40 (dd, 1H,
Jisg-16= 14.8 Hz, J16-17=7.2 Hz, H-16), 3.45 (dd, 1H, J254-26= 4.4 Hz, J26p-26a= 11 Hz,
H-26p), 3.34 (dd, 1H, J25a-260= J26p-26a= 11 Hz, H-264), 2.68 (d, 1H, J7g-7¢= 14 Hz, J7g-
g= 2.0 Hz, H-7), 1.16 (s, 3H, CH3-19), 0.96 (d, 3H, J20-21= 7.2 Hz, CH3-21), 0.81 (s,
3H, CHs-18), 0.77 (d, 3H, J25-27= 6.4, CH3-27); 13C NMR (100 MHz, CDClIz) &: 201.9
(C-6), 199.4 (C-3), 160.6 (C-5), 125.6 (C-4), 109.3 (C-22), 80.2 (C-16), 66.9 (C-26),
61.8 (C-17), 56.2 (C-14), 50.8 (C-9), 46.8 (C-20), 41.6 (C-7), 40.4 (C-13), 39.7 (C-
12), 39.1 (C-10), 35.4 (C-1), 33.9 (C-8), 33.6 (C-2), 31.4 (C-15), 31.3 (C-23), 30.2
(C-25), 28.7 (C-24), 20.7 (C-11), 17.5 (C-18), 17.1 (C-27), 16.2 (C-19), 14.4 (C-21);
ESI-MS calculado para C27H3s04 ([M+H]*): 427.2804, encontrado: 427.2848.
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8.5.- Procedimiento para generar al (3E,6E)-3,6-

dihidroxiiminoespirost-4-eno (69b)

69b

En un matraz de bola de 100 mL se disolvi6é a 43b (0.5 g, 1.17 mmol) en etanol (20
mL), luego se adicion6 NH20H-HCI (0.244 g, 3.52 mmol) y NaOAc (0.288 g, 3.51
mmol) a la mezcla. La reaccion se mantuvo a reflujo hasta el consumo de la materia
prima (1 h). Para terminar la reaccidn se afiadid ésta a un matraz Erlenmeyer con
agua fria (10 mL), la mezcla se mantuvo en refrigeracion por 12 h, lo que favorecio
la formacion de un precipitado blanco. Por dltimo, se realizo la purificacion del
precipitado por CC empleando como fase movil una mezcla Hex/AcOEt (60:40)
obteniendo a 69b (0.47 g, 90% de rendimiento).

(3E,6E)-3,6-dihidroxiiminoespirost-4-eno (69b). 6mp 170-180 °C; IR (cm™): 3206
(OH), 2923 (C-H), 1646 (C=N), 1454 (C=C), 1051 (C-0), 867 (N-O); *H NMR (400
MHz, CDCls) &: 6.46 (s, 1H, H-4), 4.40 (dd, 1H, Jis¢-16= 14.6 Hz, J16-17=7.0 Hz, H-
16), 3.45 (dd, 1H, J25q-266= 2.8 Hz, J26g.260= 8.0 Hz, H-260), 3.35 (dd, 1H, J254-264=8.2
Hz, J26a-268= 16.6 Hz, H-26q), 3.33 (dd, 1H, J7g-7a= 15.0 Hz, J7gss= 4.5 Hz, H-70)
3.06 (d, 1H, J=20.5 Hz, H-2); **C NMR (100 MHz, CDCI3) &: 156.6 (C-6), 154.2 (C-
3), 147.0 (C-5), 119.5 (C-4), 109.4 (C-22), 80.6 (C-16), 66.8 (C-26), 61.8 (C-14),
56.3 (C-17), 51.1 (C-9), 41.6 (C-20), 40.4 (C-13), 39.4 (C-1), 38.3 (C-10), 33.5 (C-
12), 32.5 (C-8), 31.5 (C-15), 31.2 (C-23), 30.2 (C-25), 29.8 (C-7), 28.7 (C-24), 21.0
(C-11), 18.6 (C-2), 17.5 (C-19), 17.1 (C-27), 16.3 (C-18), 14.4 (C-21). ESI-MS
calculado para C27H40N204 ([M+H]*): 457.3022, encontrado: 457.3070.
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8.6.- Procedimiento para generar al 3-aza-3-0x0-6-hidroxiimino-A-

homoespirost-4-eno (70b)

En un matraz de bola de 50 mL se disolvié a 69b (0.1 g, 0.219 mmol) en dioxano (3
mL), luego se adicion6 SOCI2 (0.06 mL, 0.84 mmol). La reaccion se mantuvo en
agitacion constante hasta el consumo de la materia prima. Posteriormente, el crudo
se verti6 a un matraz Erlenmeyer con agua. La disolucién fue neutralizada con
hidréxido de amonio y extraida con CH2Cl2 (3 x 20 mL), la fase organica fue lavada
con solucién saturada de NaCl (2 x 30 mL), NaHCOs (1 x 20 mL) y un altimo lavado
con agua (1 x 30 mL). Se retir6é el agua remanente con NazSO4 anhidro y se evaporé
el disolvente a presion reducida. El crudo se purificé por CC utilizando como fase
movil una mezcla Hex/AcOEt (20:80), obteniendo a 70b (0.044 g, 45% de

rendimiento).

3-aza-3-0x0-6-hidroxiimino-A-homoespirost-4-eno (70b). IR (cm™): 3273 (N-H),
1667 (C=0), 1629 (C=C), 1165 (C-0), 979 (C-N); *H NMR (400 MHz, CDCls) &: 9.21
(sa, 1H, OH), 7.72 (s, 1H, NH), 5.93 (s, 1H, H-4), 4.33 (dd, 1H, Jis4-16= 16 Hz, J1e-
17=7.6 Hz, H-16), 3.45 (dd, 1H, J2sa-26p= 5.2 Hz, J26p-26a= 4.4 Hz, H-26f3), 3.34 (dd,
1H, J250-260= J26a-26p= 11.2 Hz, H-26q), 2.92 (dd, 1H, J7g-7a= 18.2 Hz, J7g8.= 3.2 Hz,
H-7), 1.03 (s, 3H, CHs-19), 0.93 (d, 3H, J20-21= 7.6 Hz, CHs-21), 0.77 (s, 3H, CHs-
18), 0.76 (d, 3H, J2s.27= 6.4 Hz, CH3-27); 13C NMR (100 MHz, CDClz) &: 175.5 (C-3),
155.9 (C-6), 149.6 (C-5), 120.2 (C-4), 109.1 (C-22), 79.8 (C-16), 66.9 (C-26), 62.3
(C-17), 55.4 (C-14), 50.5 (C-9), 41.8, 50.0, 40.5, 40.2, 39.7, 33.9, 33.5, 32.5, 31.3,
30.2, 28.7, 22.8, 20.1, 18.3, 17.1, 16.2, 14.5; ESI-MS calculado para C27H40N204
([M+H]*): 457.3022, encontrado: 427.2848.
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8.7.- Procedimiento para generar al diacetato de (25R)-23-acetil-
22,26-epoxicolest-5,22-dien-38,168-diilo (71)
o)

AcO

En un matraz de bola de 250 mL se disolvié a 63 (1 g, 2.41 mmol) en anhidrido
aceético glacial (10 mL), se adicion6 BFzOEt2 (3 mL) y se dejo en agitacion constante
durante 50 min. La reaccion se termind adicionandola en un matraz Erlenmeyer con
agua friay se dej6 en agitacion durante 24 h. Se realizaron extracciones con CH2Clz
(3 x 30 mL), la fase organica resultante se lavo con solucion saturada de NaCl (2 x
30 mL) y con agua (1 x 30 mL). Por ultimo, la fase organica se secé utilizando
Na:SO4 anhidro y se evapord a presion reducida. Se purifico el crudo por CC,
utilizando una fase movil de Hex/AcOEt con una proporcion 85:15 y 50:50,
obteniendo a 71 (1.2 g, 90.6% de rendimiento).

Diacetato de (25R)-23-acetil-22,26-epoxicolest-5,22-dien-38,168-diilo (71). Omp
86-90 °C; IR (cm™): 1732 (C=0, éster), 1680 (C=0), 1571 (C=C), 1243 (C-0), 1025
(C-H); *H NMR (500 MHz, CDCl3) &: 5.58 (d, 1H, Js.7= 8 Hz, H-6), 5.14 (ddd, 1H,
Jisg-16= 3.5 Hz, J150-16= J16-17= 8 Hz, H-16), 4.57 (m, 1H, H-3), 4.08 (m, H-1, H-20),
3.95 (dd, 1H, J2s-26p= 3.5 Hz, J26a-26 = 10.5 Hz, H-260), 3.41 (dd, 1H, J264-25= J26p-26a
= 10.5 Hz, H-26a), 2.17 (s, 3H, CHs-23?), 2.00 (s, 3H, CH3CO02-3), 1.80 (s, 3H,
CH3CO2-16), 1.21 (d, 3H, J20-21= 7.0 Hz, CH3-21), 1.11 (s, 3H, CHs-19), 0.98 (d, 3H,
J2s27= 8.0 Hz), 0.87 (s, 3H, CHz-18); *3C NMR (125 MHz, CDCls) d: 198.2 (C-23%),
171.4 (C-22), 170.7 (CHsCOO-3), 170.6 (CH3COO-16), 139.7 (C-5), 122.2 (C-6),
106.9 (C-23), 86.1 (C-16), 73.8 (C-3), 71.3 (C-26), 55.9 (C-17), 54.2 (C-14), 50.0 (C-
9), 42.2 (C-13), 39.7 (C-12), 38.0 (C-4), 36.9 (C-1), 36.5 (C-10), 34.8 (C-15), 32.9
(C-20), 31.6 (C-24), 31.5 (C-7), 31.3 (C-8), 29.8 (C-232?), 27.7 (C-2), 26.5 (C-25),

121




—
|

21.2 (CH3COO-3), 21.0 (CH3COO0-26), 20.8 (C-11), 19.4 (C-21), 19.3 (C-19), 16.8
(C-27), 12.9 (C-18); ESI-MS calculado para CassH4s0s ([M+H]"): 541.3484,
encontrado: 541.3525.
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8.8.- Procedimiento para generar al diacetato de (25R)-23-acetil-6-
acetoxiimino-22,26-epoxicolest-5,22-dien-38,168-diilo (72)
o

N-oAc
72

En un matraz de bola de 100 mL se disolvi6é a 71 (0.894 g, 1.65 mmol) en anhidrido
acético glacial (15 mL), luego se adicionaron BF3OEt2 (1.6 mL), AcOH (5 mL) y
NaNO:2 (0.91 g, 13.19 mmol), el cual se agregoé en lapsos de 15 min completando
un tiempo de 3 h. La reaccion se termind adicionandola en un matraz Erlenmeyer
con agua fria y se dejo en agitacion durante 24 h. Se realizaron extracciones con
CH2Cl2 (3 x 30 mL), la fase orgénica resultante se lavé con solucién de NaHCOs3 (2
x 30 mL), solucion saturada de NaCl (2 x 30 mL) y con agua (2 x 30 mL). Después,
la fase organica se seco utilizando Na2SOa4 anhidro y se evaporoé a presion reducida.
Por ultimo, se purifico el crudo por CC, utilizando una fase movil de Hex/AcOEt
(60:40) obteniendo a 72 (0.745 g, 83.3% de rendimiento).

Diacetato de (25R)-23-acetil-6-acetoxiimino- 22,26-epoxicolest-5,22-dien-
3B,16B-diilo (72). Bmp= 135-145 °C; IR (cm™): 1735 (C=0, éster), 1727 (C=0), 1660
(C=N), 1569 (C=C), 1371 (N-0O), 1239 (C-0), 736 (C-H); *H NMR (500 MHz, CDClz)
0: 5.11 (ddd, 1H, Jisg16= 4.5 Hz, J15a-16= J16-17= 8.3 Hz, H-16), 4.82 (m, 1H, H-3),
4.07 (m, 1H, H-20), 3.96 (dd, 1H, J2s-26p= 2.5 HZz, J264-265= 13.5 Hz, H-26), 3.42 (dd,
1H, J26a-25= J2ep-260= 11 Hz, H-26a), 3.04 (dd, 1H, J7e-75= 13.8 Hz, J7p.8= 4.0 Hz, H-
7B), 2.66 (ddd, 1H, Jag-aq= 14.2 Hz, J3g-4a= 3.5 Hz, J24-4¢= 1.0 Hz, H-4p), 2.17 (s, 3H,
CH3CO2-N), 2.16 (s, 3H, CHs-232), 2.08 (s, 3H, CH3CO2-5), 1.97 (s, 3H, CH3CO2-3),
1.83 (s, 3H, CH3CO02-16), 1.14 (d, 3H, J20-21= 7 Hz, CH3-21), 0.94 (d, 3H, J25-27= 6
Hz, CHs-27), 0.89 (s, 3H, CHz-19), 0.86 (s, 3H, CH3-18); 13C NMR (125 MHz, CDCls)
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0: 198.3 (C-23%), 170.9 (C-22), 170.6 (CH3COO-16), 170.5 (CH3COO-3), 169.3
(CH3COO-N), 169.2 (CH3COO-5), 165.2 (C-6), 106.9 (C-23), 86.0 (C-5), 74.6 (C-
16), 71.5 (C-3), 69.4 (C-26), 55.8 (C-17), 53.8 (C-14), 45.6 (C-9), 43.2 (C-10), 43.0
(C-13), 39.5 (C-12), 35.6 (C-8), 34.5 (C-15), 32.7 (C-20), 31.6 (C-24), 30.3 (C-1),
29.7 (C-23?), 29.7 (C-4), 29.6 (C-11), 28.2 (C-7), 26.5 (C-25); 26.2 (C-2), 21.5
(CHsCOO0-5), 21.2 (CH3COO-3), 21.1 (CH3COO0-16), 20.0 (CH3COO-N), 19.3 (C-
21), 16.8 (C-27), 14.2 (C-19), 13.2 (C-18); ESI-MS calculado para Cs7Hs3NO1o
(IM+H]*): 672.3703, encontrado: 672.3525.
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8.9.- Procedimiento para generar al diacetato de (6Z)-23-acetil-
22,26-epoxi-6-hidroxiiminocolest-4,22-dien-38,168-diilo (73)
o

AcO

En un matraz balén de 100 mL se disolvié a 72 (0.15 g, 0.22 mmol) en una mezcla
de MeOH-CH2Cl2 (1:1) (10mL), se adicion6 Na2COs (0.14 g, 1.32 mmol) y se
mantuvo a reflujo por 6 h. La reaccion se termind adiciondndola a un matraz con
agua fria. Después, se realizaron extracciones con CH2Cl2 (3 x 30 mL), la fase
organica recolectada se lavo con agua (2 x 30 mL), solucion salina saturada (1 x 10
mL), luego se secd con Na2SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. La
purificacion del crudo se llevé a cabo por CC utilizando como fase mévil un sistema
a gradiente Hex/AcOEt (6:4, 555 y 4:6), obteniendo a 73 (0.04 g, 32% de

rendimiento).

(62)-23-acetil-22,26-epoxi-6-hidroxiiminocolest-4,22-dien-38,168-diilo (73).
Bmp= 185°C; IR (cm™): 3400 (O-H), 2900 (C-H), 1731 (C=0), 1568 (C=N), 1448
(C=C), 1373 (N-0), 1235 (C-0). *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d: 10.27 (sa, 1H, OH),
5.63 (s, 1H, H-4), 5.16 (ddd, 1H, Jisg-16= 1.5 Hz, J150-16= J16-17= 6 Hz, H-16), 4.96 (M,
1H, H-3), 3.97 (m, 2H, H-20, H-260), 3.38 (dd, 1H, J25-260= J26p-260= 10 Hz, H-26a),
2.33 (dd, 1H, J7q.76= 15.7 Hz, J7gs= 4.0 Hz, H-7B), 2.12 (s, 3H, CH3-23?), 2.02 (s,
3H, CH3CO2-3), 1.77 (s, 3H, CH3CO2-16), 1.09 (d, 3H, J20-21= 7 Hz, CHs-21), 0.90
(d, 3H, J2s.27= 6.5 Hz, CHs-27), 0.88 (s, 3H, CHs-19), 0.82 (s, 3H, CH3-18). 3C NMR
(125 MHz, DMSO-de) &: 197.7 (C-23%), 170.2 (C-22), 169.7 (CH3COO-3), 169.3
(CHsCOO-16), 151.8 (C-6), 138.5 (C-5), 125.8 (C-4), 106.8 (C-23), 74.1 (C-16), 70.8
(C-3), 69.6 (C-26), 55.2 (C-17), 52.8 (C-14), 41.9 (C-9), 39.5 (C-12), 38.2 (C-13),
37.8 (C-1), 35.1 (C-10), 34.3 (C-15), 33.5 (C-20), 33.2 (C-24), 32.1 (C-7), 30.6 (C-
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8), 29.6 (C-23?), 26.0 (C-2), 24.1 (C-25), 21.0 (CH3COO0-3), 20.8 (CH3COO0-16), 20.3
(C-11), 19.2 (C-21), 18.2 (C-19), 16.6 (C-27), 12.8 (C-18). ESI-MS calculado para
Cs3H47NO7 ([M+H]*): 570.3386, encontrado: 510.3225, 570.3435.
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8.10.- Procedimiento para generar al diacetato de (25R)-23-acetil-
6a-aza-22,26-epoxi-6-0x0-B-homocolest-5,22-dien-38,168-diilo (74)

AcO

En un matraz balén de 50 mL se disolvié a 73 (0.18 g, 0.22 mmol) en dioxano (2
mL), luego se adicioné SOCIz (0.09 mL) a temperatura ambiente y en agitacién por
1 h. La reaccion se termin6 afiadiéndola a un matraz Erlenmayer con agua,
después, se realizaron extracciones con AcOEt (3 x 20 mL). La fase organica
recolectada se lavd con una solucién salina saturada (1 x 50 mL) y agua (2 x 20
mL). Posteriormente, se seco con NazSO4 anhidro y se evaporo a presion reducida.
La purificacion del crudo de reaccion se llevd a cabo por CC utilizando una fase
movil a gradiente (Hex/AcOEt) obteniendo a 74 (0.1 g, 55.5% de rendimiento).

Diacetato de (25R)-23-acetil-6a-aza-22,26-epoxi-6-0x0-B-homocolest-5,22-
dien-3B,16B8-diilo (74). Omp= 140°C-146°C; IR (cm™): 1733 (C=0, éster), 1659
(C=0), 1568 (C=0), 746 (=C-H). *H NMR (500 MHz, CDCIls) &: 6.23 (dd, 1H, J7a-nH=
J7gnn= 3 Hz, NH), 5.93 (d, 1H, Jsa-4= 3 Hz, H-4), 5.24 (dd, 1H, J2a-30= Jaa-4= 4.2 Hz,
H-3), 5.06 (ddd, 1H, Jisg-16= 4 Hz, J15¢-16= J16-17= 7.7 Hz, H-16), 4.08 (m, 1H, H-20),
3.96 (dd, 1H, J2s-26p= 2.5 Hz, J26a-265= 10.5 Hz, H-260), 3.41 (dd, 1H, J2s.260= J26p-
260= 10 Hz, H-260), 2.94 (dd, 1H, INH-7a= 7.5 HZz, J7g.7¢-= 13.5 Hz, H-7qa), 2.79 (ddd,
1H, J7¢-78 = 15.0 Hz, InH-78= 4 Hz, J74.78= J7p-86= 10.5 Hz, H-7B8), 2.16 (s, 3H, C-232),
2.01 (s, 3H, CH3CO2-3), 1.82 (s, 3H, CH3CO2-16), 1.13 (d, 3H, J20-21= 6.5 Hz, CHs-
21), 1.10 (s, 3H, CHs-19), 0.93 (d, 3H, J25.27= 6.5 Hz, CH3-27), 0.89 (s, 3H, CH3-18).
13C NMR (125 MHz, CDCls) &: 198.3 (C-23Y), 174.8 (C-6), 170.8 (C-22), 170.6
(CH3COO-3), 170.5 (CH3COO-16), 149.8 (C-5), 125.1 (C-4), 106.9 (C-23), 74.5 (C-
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16), 71.5 (C-26), 65.0 (C-3), 55.9 (C-17), 50.6 (C-14), 50.5 (C-9), 46.5 (C-7), 42.5
(C-13), 39.5 (C-12), 38.7 (C-8), 36.4 (C-10), 35.4 (C-15), 32.7 (C-20), 31.5 (C-24),
30.1 (C-1), 29.7 (C-232), 26.5 (C-25), 23.6 (C-2), 22.5 (C-11), 21.3 (CH3COO0-3),
21.1 (CHsCOO-16), 19.9 (C-19), 19.2 (C-21), 16.8 (C-27), 12.9 (C-18). ESI-MS
calculado para Cs3H47NO7 ([M+H]*): 570.3386, encontrado: 510.3216, 592.3242.
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8.11 Procedimiento para generar el 5a,6a-epoxicolestan-38-ol (75)

HO

OIII
4
2
2

75
En un matraz balén de 100 mL se disolvié a 40 (1.0 g, 2.38 mmol) en CHCIs (13

mL), dejando la disolucion en un bafio de hielo hasta alcanzar los 0 °C. Mientras
qgue, en un segundo matraz se disolvi6 mCPBA (1.0 g, 6.72 mmol) en CHCIs (40
mL). Posteriormente, la mezcla de mCPBA se adicion6 al matraz balén gota a gota;
con ayuda de un embudo de separacion. Después de afadido la disolucion de
MCPBA, se dejo la reaccion por 6 h y se volvid a poner en un bafio de hielo
afadiendo lentamente una disolucion al 5% de Na2SOs dejando en agitacion por 2
h mas. Se realizaron extracciones con CHCIs (3 x 20 mL) y la fase orgénica
recolectada se lavo con solucion salina saturada (1 x 50 mL) y agua (2 x 20 mL).
Posteriormente, la fase organica se sec6 con Na2S0s anhidro y se evapord a
presion reducida. Finalmente, la purificacion del crudo de reaccion se llevo a cabo
por CC utilizando como fase mévil a Hex/AcOEt (55:45), obteniendo a 75 (99% de

rendimiento).

5a,6a-epoxicolestan-38-ol (75). Bmp= 155°C-160°C; IR (cm-1): 3392 cm™ (O-H),
1369 cm™ (C-O-C, asimétrica), 1059 cm (C-O-C, simétrica), 1039 cm* (C-O). H
NMR (400 MHz, CDClz) &: 3.90 (m, 1H, H-3), 2.90 (d, 1H, H-6B), 1.05 (s, 3H, CHs-
19), 0.88 (d, 3H, J20-21=5.2 Hz, CH3-21), 0.86 (d, 3H, J25-26,27= 5.6 Hz, CH3-26 0 CHs-
27), 0.84 (d, 3H, J25.2627= 5.6 Hz, CH3-26 0 CH3-27), 0.60 (s, 3H, CH3-18); 3C NMR
(100 MHz, CDCIls) &: 68.7 (C-3), 65.7 (C-5), 59.3 (C-6), 56.8 (C-14), 55.8 (C-17),
51.3 (C-9), 42.5 (C-13), 39.8 (C-12), 39.5 (C-4), 39.4 (C-24), 36.1 (C-22), 35.7 (C-
20), 34.8 (C-10), 32.4 (C-1), 31.0 (C-7), 29.9 (C-2), 29.7 (C-8), 28.1 (C-16), 28.0 (C-
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25), 24.0 (C-15), 23.8 (C-23), 22.8 (C-26), 22.5 (C-27), 20.6 (C-11), 18.6 (C-21),
15.9 (C-19), 11.8 (C-18).
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8.12.- Procedimiento para generar el (3Z,62)-3,6-dihidroxiimino-5a-

colestan-5-ol (78)

En un matraz balén se disolvié a 77 (0.075 g, 0.18 mmol) en metanol (30 mL), se
adicion6 NH20H-HCI (0.086 g, 1.24 mmol) y NaOAc (0.1 g, 1.22 mmol) y se coloco
a reflujo por 4 h. Luego, la mezcla se afiadié a un vaso de precipitados con agua
fria observandose la formacion de un precipitado. Posteriormente, se realizaron
extracciones liquido-liquido utilizando como disolvente organico al AcOEt (3 x 30
mL), la fase organica se lavo con solucion saturada de NaCl (2 x 10 mL) y agua (1
x 20 mL). Después, la fase organica se seco utilizando Na2SO4 anhidro y se llevo a
sequedad a presién reducida. El crudo se purificé por CC utilizando una fase mévil
Hex/AcOEt (5:5), obteniendo a 78 (0.04 g, 49% de rendimiento).

(3Z,62)-3,6-dihidroxiimino-5a-colestan-5-ol (78). IR (cm™): 3580-3114 (O-H),
1663 (C=N), 1459 (N-0),1371 (C-N); *H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d: 10.52 (s, 1H,
NOH), 10.07 (s, 1H, NOH), 4.87 (s, 1H, OH), 2.99 (m, 2H, H-4a, H-40), 2.24 (d, 1H,
H-7), 1.24 (d, 1H, H-2), 0.88 (d, 3H, J21-20 = 6.0 Hz, CH3-21), 0.84 (d, 3H, J26.27-25 =
2.5 Hz, CH3-26 0 CH3-27), 0.85 (d, 3H, J26,27-25 = 2.5 Hz, CH3-26 0 CH3-27), 0.79 (s,
3H, CHs-19), 0.61 (s, 3H, CHs-18). 3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) &: 159.2 (C-6),
155.9 (C-3), 75.5 (C-5), 55.9 (C-14), 55.6 (C-17), 44.4 (C-9), 42.5 (C-13), 41.5 (C-
24), 40.1 (C-12), 38.9 (C-10), 35.6 (C-22), 35.2 (C-20), 34.5 (C-8), 31.2 (C-1), 29.3
(C-4), 27.9 (C-25), 27.4 (C-2), 24.8 (C-16), 23.7 (C-15), 22.7 (C-23), 22.4 (C-26, C-
27),20.9 (C-11),19.2 (C-7), 18.5(C-21), 13.4 (C-19), 11.8 (C-18). ESI-MS calculado
para C27H4sN203 ([M+H]"): 447.3542, encontrado: 447.3578.
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9. CONCLUSIONES

Se sintetizaron tres derivados 3,6-dihidroxiiminos (69, 69b y 78), dos de los cuales
se obtuvieron a partir de colesterol y uno a partir de diosgenina. El mejor resultado
de actividad citotoxica de este grupo frente a la linea celular MCF-7 lo mostro la
dioxima 69 con un Cls0=8.2 uM, mientras que el derivado 78 exhibié un Clso = 25.5
UM, revelando que el grupo hidroxilo en C-5 le resta actividad citotoxica. Asi mismo,
fue posible observar que la cadena lateral del colesterol es una caracteristica
estructural importante para la actividad biol6gica dado que al pasar de la cadena
lateral colestanica a espirostanica también provoca una disminucién en la actividad

teniendo un valor de Clso = 41.6 uM.

Dentro del grupo de las oximas esteroidales, se realiz6 la sintesis y evaluacién de
la actividad citotoxica de 73, que estructuralmente se caracteriza por contener un
grupo epoéxido en la cadena lateral y un grupo hidroxiimino en el anillo B; se sintetizé
en una secuencia de tres pasos a partir de diosgenina y no ha sido previamente
reportado en la literatura. 73 fue el compuesto que mostro el mejor valor de actividad
citotdxica frente a la linea cancerosa MCF-7 de todos los derivados obtenidos en

este trabajo, con valor de Clso= 7.9 uM.
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Se sintetizaron tres lactamas (70, 70b y 74), dos A-homolactamas (70 y 70b) y una
B-homolactama (74). Las A-homolactamas ademéas poseen un grupo oxima en el
anillo B y se obtuvieron en una secuencia de tres pasos partiendo de colesterol y
diosgenina, el mejor valor obtenido de citotoxicidad frente a la linea tumoral humana
MCF-7, lo exhibié la A-homolactama 70b (Clso= 9.5 uM), cuya cadena lateral es de
tipo espirostanica y en menor grado el compuesto 70 (Clso= 33.3 uM). Por su parte
la B-homolactama 74 mostré un valor de citotoxicidad regular (Clso= 51.5 uM),

mostrando que el cambio de oxima a lactama le resté actividad citotdxica (74 vs 73)

Aunado a esto, las CMSP presentaron baja o nula sensibilidad a los compuestos
evaluados (Clso: >100 pM), indicando con ello que los productos con oxima y
lactama presentan cierta selectividad al dafiar en mayor proporcion a las células
cancerosas. En consecuencia, resulta de gran interés el seguimiento a estos
compuestos y a modificaciones subsecuentes para el desarrollo de alternativas

contra el cancer de mama.
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Se realiz6 el acoplamiento molecular de 4 enzimas relacionadas con la biosintesis
de hormonas esteroideas (56-reductasa, 178-HSD, CYP19A1 y CYP17A1), que a
su vez son considerados como blancos terapéuticos contra diversos padecimientos
como el cancer, con 18 compuestos oxima y lactamas derivados del colesterol y la
diosgenina. En donde los resultados expresaron una afinidad frente a dos de ellas
(17B8-HSD y CYP17A1), mostrando valores de energia de Gibbs cercanas al ligando

cristalizado de cada una de las enzimas.

Los ligandos con mejores valores de afinidad para la enzima 176-HSD fueron 81 (-
9.9 Kcal/mol), 160b (-9.4 Kcal/mol), 120 (9.1 Kcal/mol) y 160 (-9.0 Kcal/mol), los
cuales no fueron sintetizados en este trabajo y, por tanto, resulta de gran interés la
sintesis y la evaluacién in vitro como inhibidor y/o antiproliferativo. El ligando 90
obtuvo el valor de energia méas bajo (-6.7 Kcal/mol), destacando con ello que los
grupos nitro restan afinidad frente a diversos residuos de aminoacidos sin dejar de
mencionar que dichos grupos le confieren rotabilidad a la molécula; lo que

posiblemente genere multiples interacciones desfavorables.

HN

Iz

81

AcO NNO,

90

Con respecto a laenzima CYP17A1, los ligandos con mejores resultados de afinidad
fueron 110 (-12.1 Kcal/mol), 81 (-11.0 Kcal/mol), 160b (-10.8 Kcal/mol), 78 (-10.3
Kcal/mol) y 160 (-10.1 Kcal/mol). Para estos ligandos el poseer una lactama en el

anillo A y un grupo amino o seco-nitrilo en el anillo B, les confiere una mayor
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interaccién con los residuos de aminoacidos de la enzima y aun mas al poseer un
grupo lactona en el anillo E como lo es en el caso de 110. Nuevamente, el ligando
90 (-6.3 Kcal /mol) obtuvo el valor mas bajo de afinidad con respecto al resto de los

grupos oxima y lactama.

HN

Iz

110

El andlisis in silico revel6 que 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78, 81, 81b, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160 y 160b presentan caracteristicas farmacocinéticas favorables
como una buena difusién pasiva atribuyendo a ser buenos candidatos a farmacos
por via oral. Asi mismo, no presentan toxicidad ni cardiotoxicidad al mostrar una
baja inhibicion del canal HERG (human ether-a-go-go-related gene, por sus siglas
en inglés), el cual es un parametro importante para decidir si se continda la
investigacion en los compuestos que prometen ser candidatos a farmacos. Ademas,
estos derivados son metabolizados por la enzima CYP3A4 (perteneciente al grupo
de las oxidasas y una de las mas importantes para el metabolismo de xenobiéticos
en el organismo). Por tanto, el que no posean un efecto inhibidor da la pauta a
predecir una nula acumulacion en el organismo y su eliminacién una vez realizada
su funcion. Los resultados de acoplamiento y de actividad antiproliferativa se
complementan con los resultados obtenidos mediante el programa PASS online
prediciendo a los ligandos como potenciales agentes inhibidores de las enzimas
17B-HSD y CYP17A1 y como agentes antiproliferativos potenciales.
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11. ANEXOS

11.1.-Optimizacion de energia de los ligandos 69, 69b, 70, 70b, 73,
74, 78, 81b, 90, 100, 120, 130, 140, 150 y 160b.
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Figura 66. Optimizacion de energia de los ligandos 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78, 81b, 90, 100,
120, 130, 140, 150 y 160b.
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11.2.-Acoplamientos de los ligandos 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78,
81b, 90, 100, 120, 130, 140, 150 y 160b con la enzima 5B-reductasa

69/5p-reductasa 69b/56-reductasa 70/5p-reductasa 70b/58-reductasa
73/5B-reductasa 74/5B-reductasa 78/5B-reductasa 81b/5B-reductasa
90/5B-reductasa 100/5B-reductasa 120/5B-reductasa 130/5B-reductasa
140/5B-reductasa 150/5B-reductasa 160b/5B-reductasa

Figura 67. Acoplamiento del ligando 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78, 81b, 90, 100, 110, 120, 130, 140,
150, 160 y 160b con el sitio activo de la enzima 5B-reductasa visualizada en Discovery Studio

(https://www.3ds.com/).
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11.3.-Acoplamientos de los ligandos 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78,
81b, 90, 100, 120, 130, 140, 150 y 160b con la enzima 17B-HSD

69/17B-HSD 69b/17B-HSD 70/17B-HSD 70b/17B8-HSD
73/17B-HSD 74/17B-HSD 78/17B-HSD 81b/17B8-HSD
90/17B-HSD 100/178-HSD 120/17B-HSD 130/178-HSD
140/17B-HSD 150/178-HSD 160b/17B-HSD

Figura 68. Acoplamiento del ligando 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78, 81b, 90, 100, 110, 120, 130,
140, 150, 160 y 160b con el sitio activo de la enzima 1783-HSD visualizada en Discovery Studio
(https://www.3ds.com/).
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11.4.-Acoplamientos de los ligandos 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78,
81b, 90, 100, 120, 130, 140, 150y 160b con la enzima CYP19A1

69/CYP19A1 69b/CYP19A1 70/CYP19A1 70b/CYP19A1
73/CYP19A1 74/CYP19A1 78/CYP19A1 81b/CYP19A1
90/CYP19A1 100/CYP19A1 120/CYP19A1 130/CYP19A1
140/CYP19A1 150/CYP19A1 160b/CYP19A1

Figura 69. Acoplamiento del ligando 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78, 81, 81b, 90, 100, 110, 120,
130, 140, 150 y 160b con el sitio activo de la enzima CYP19A1 visualizada en Discovery Studio
(https://www.3ds.com/).
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11.5.-Acoplamientos de los ligandos 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78,
81b, 90, 100, 120, 130, 140, 150y 160b con la enzima CYP17A1

69/CYP17A1 69b/CYP17A1 70/CYP17A1 70b/CYP17A1
73/CYP17A1 74/CYP17A1 78/CYP17A1 81b/CYP17A1
90/CYP17A1 100/CYP17A1 120/CYP17A1 130/CYP17A1
140/CYP17AL1 150/CYP17AL 160b/CYP17AL

Figura 70. Acoplamiento del ligando 69, 69b, 70, 70b, 73, 74, 78, 80b, 90, 100, 120, 130, 140,
150, 160 y 160b con el sitio activo de la enzima CYP17A1 visualizada en Discovery Studio
(https://www.3ds.com/).
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