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RESUMEN

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una enfermedad neuroendocrina de alta incidencia a
nivel mundial; en México, la prevalencia es del 6 %. Las pacientes con SOP suelen presentar
principalmente hiperandrogenismo, desorden menstrual y maltiples quistes en ovarios. Ademas, el
SOP se ha asociado a la obesidad, cancer endometrial, sindrome metabdlico y diabetes mellitus
tipo 2. Hasta ahora no hay farmacos especificos contra el SOP, puesto que se usan medicamentos
para tratar algunos de los sintomas; sin embargo, la regulacion hormonal es clave del progreso del
sindrome. Con el fin de desarrollar farmacos especificos contra el SOP, analizamos el
comportamiento de derivados esteroidales esterificados con triptéfano. En el caso de los ésteres
con la Sa-hidroxilaxogenina (50) disefiamos 2 rutas de sintesis (A y B), usando como criterio de
seleccion estudios de acoplamiento molecular con proteinas relacionadas con la enfermedad. Los
compuestos sintetizados fueron evaluados en ratas Wistar con SOP inducido experimentalmente.
Realizamos estudios de acoplamiento molecular para el receptor a estradiol a y B (REa y RE),
receptor a andrégenos (RA), receptor a progesterona (RP), receptor MAARS de respuesta rapida a
esteroides (MARRS), interleucina 6 (11-6), caspasa 3 (CSP-3), receptor de apoptosis (CD95) y el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), tanto para el producto final 50 como para los
productos intermediarios de las reacciones de sintesis; donde se obtuvo que los derivados de la ruta
de sintesis B, que fueron los compuestos FtTrpDg (48), FtTrpEpxaDg (49a) y FtTrpEpxpDg (49b)
los que tuvieron las mejores afinidades de interaccion. Sin embargo, la sintesis quimica se vio
comprometida en la ruta B debido a la formacion no prevista de estereoisomeros, como resultado
de la reaccion del doble enlace propio del triptéfano, razon por la cual la ruta de sintesis B no fue
viable. Mientras que, siguiendo por la ruta A, se obtuvieron buenos rendimientos (> 80 %) hasta
llegar a los derivados finales. Al realizar el analisis combinatorio tedrico-experimental, las
moléculas 48 y 50 fueron las seleccionadas para la evaluacion bioldgica. Las sustancias fueron
probadas en diferentes grupos de ratas Wistar hembras adultas jévenes con ciclos estrales regulares.
Se observo que en ratas con SOP, el compuesto 50 disminuyé el volumen de los ovarios, sin
modificar la densidad de ellos, ademas, el peso del utero disminuy0 a valores semejantes al de las
ratas control, parametro indicativo de mejoria de las ratas enfermas. Al administrar el compuesto
48, el peso de los ovarios no se modifico, mientras el Gtero restablecioé su peso a valores similares
de las ratas control. Al medir las capas del Utero, se obtuvo que tanto el compuesto 48 como el
compuesto 50 aumentaron el espesor del endometrio y miometrio, siendo mayor el efecto con el
compuesto 48. Estos resultados coincidieron con las mayores energias de acoplamiento obtenidas
del compuesto 48 respecto a los receptores implicados en el SOP. Concluyendo que, en las ratas
con SOP, los compuestos 48 y 50 quimicamente modificados tuvieron actividad bioldgica
estimulatoria, resultado que coincide con la alta energia de acoplamiento molecular que poseen,
por lo que inferimos ocurriria activacion de multiples vias celulares de accion, mismas que
probaremos en otra etapa del proyecto.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Sindrome de ovario poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es una enfermedad neuroendocrina de alta incidencia,
con sintomas variables heterogéneos, que compromete seriamente la fertilidad de la poblacién
femenina, puesto que es considerado la endocrinopatia mas frecuente de las mujeres en edad
reproductiva [1][2]. Se caracteriza por su alta prevalencia, variando desde un 4% hasta un 21%
segun diversos autores y criterios de diagnostico [3][4]. En el mundo se estima que 1 de cada 15
mujeres lo padecen, mientras que en México se reporta una prevalencia del 6% [1][5].

Para que una mujer sea diagnosticada con SOP, deben exhibir al menos dos de tres caracteristicas:
exceso clinico y/o bioquimico de andrégenos, desorden menstrual o anovulacion y morfologia
ovarica poliguistica (MOP) -verificado usualmente por ultrasonido- ; al ser sintomas heterogéneos,
se ha buscado establecer acuerdos para su correcto diagnéstico, variando segun los convenios,
siendo el mas utilizado el de los criterios de Rotterdam que establece distintos tipos de SOP segln
los sintomas principales como se muestra en la figura 1 [6][7].

Hiperandrogenismo
-Acné
-Hirsutismo
-Alopecia
-Seborrea

avulatorio 2222200

T e

Problemas

menstruales
-Subfertilidad

-Hiperplasia

endometrial

Figura 1. Tipos de SOP segun los criterios de Rotterdam. Tomado y modificado de [6].

Las pacientes con SOP se asocian a un riesgo elevado a desarrollar obesidad, sindrome metabdlico,
diabetes mellitus tipo Il y enfermedades cardiovasculares. EI SOP se considera una enfermedad de
origen multifactorial, sin embargo, los sintomas y alteraciones metabdlicas se deben
principalmente al hiperandrogenismo y la hiperinsulinemia caracteristicos del mismo [5][6].



Las concentraciones excesivas de insulina facilitan el hiperandrogenismo que, a su vez,
contribuye al arresto folicular de pacientes con SOP; en los ovarios, la insulina estimula
directamente a las células de la teca para producir grandes cantidades de androgenos, mientras
que, en el higado, las altas concentraciones de insulina reducen los niveles de la proteina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG), incrementando los niveles de testosterona. Por lo
tanto, cualquier situacion clinica en donde las concentraciones de insulina sean elevadas,
puede desencadenar el desarrollo de SOP en mujeres predispuestas [10]. La regulacion
hormonal es fundamental para el desarrollo de esta enfermedad en el que intervienen diversos
receptores hormonales como por ejemplo, el receptor a estrégenos que se ha comprobado interviene
en el avance de esta patologia debido a su abundancia en érganos del sistema reproductor femenino
como los ovarios y utero [6][7][11].

Figura 2. Micrografias representativas de cortes histoldgicos de ovario de ratas Wistar tefiidos con
hematoxilina&eosina (H&E). A) Ovario de rata sana, B) Ovario de rata con SOP. Cuerpo luteo (CL) y
quiste ovarico (Q). Amplificacion 4X. Tomado de [11].

Dado que el SOP se caracteriza por una desregulacion hormonal principalmente del tipo sexual, se
desencadenan problemas de fertilidad, haciendo a este sindrome multiorganico, pero en particular
se torna de interés el estudio de ovarios y utero dada la sensibilidad de ambos a las hormonas, ya
que en ovario se da la formaciéon de quistes, como se muestra en la figura 2, provocando
alteraciones en la ovulacion, ademas de agrandamiento de ovarios y es comun la hipersecrecion de
androgenos [12], asi mismo, el Utero sufre alteraciones como la irregularidad en tamafio y
formacion anormal de glandulas endometriales, que a su vez, ocasionan la hiperplasia de la regién
del endometrio debido a las desregulaciones de estrogenos (Figura 3), lo cual puede tornarse en
cancer endometrial [13].
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Figura 3. Micrografia representativa de cortes histolégicos transversales del dtero de ratas
Wistar tefiidas con H&E, indicando las capas que lo forman. Amplificacién 4X.

1.2 Tratamiento del SOP

Los tratamientos farmacoldgicos para el SOP son limitados, destacando que, debido al origen
multifactorial de la enfermedad, el disefio de tratamientos basados en un mecanismo de accion para
su cura es dificil, debido a esto no existen medicamentos especificos aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA) o la Agencia Europea de Medicamentos; en consecuencia, los
tratamientos se centran en el control de los sintomas [6][14]. Entre los farmacos mas usados se
encuentran las pildoras anticonceptivas (progestagenos y estrégenos) que actian como regulador
hormonal; la metformina, indicada para tratar el sobrepeso y diabetes mellitus tipo 11, el cual induce
ovulacion y regula la menstruacion [15]; el inositol, que se indica como regulador de la insulina
que también tiene efecto como inductor de ovulacion y aumenta los niveles de testosterona; la
espironolactona, indicada para tratar hipertension e insuficiencias cardiacas, en el SOP disminuye
el hirsutismo y el acné [16]. Algunos de los medicamentos ya aprobados por la FDA, registrados
ya en la base de datos Drug Bank [17] y enfocados Gnicamente a tratar sintomas se muestran en la
tabla 1.




Tabla 1. Medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de sintomas de SOP.

Mecanismo de accion

Indicacién / Accién

Farmaco Estructura quimica

Blogueador de receptor

Acetato de o .
Hirsutismo, acné, seborrea )
de androgenos (RA)

ciproterona

Cl

YSom
Flutamida N E lesut_l,smo, acné, Bloqueadf)r de receptor
E regulacion hormonal de androgenos (RA)
F

.

NH
Finasterida Hirsutismo Inhibidor de 5a-reductasa
7
oZ N 3

H
H | Hiperandrogenismo, - .
. HoN N N . . - . Inhibidor de glicerol-3-
Metformina ™~ hiperestimulacion ovarica, .
. o fosfato deshidrogenasa
NH NH 4 diabetes mellitus tipo 11
Activador del segundo

OH
q HO T ang
-quiro- ensibilizadores/estabilizadores . I
D HO Sensibilizadores/estabilizad
: HO 5 - mensajero de insulina
Inositol o de insulina
OH INS2

e
. ¢ Desorden menstrual, inductor Agonista de receptor de
Clomifeno | ., ,
O ‘ \ de ovulacién estrogenos a
R A
O O Regulacion hormonal Antagonista de citocromo
Letrozol ,
(Estrogenos) P450
N ? 7

N
L




Dado el estrés metabdlico ocasionado por el SOP, surgen desregulaciones en la concentracion de
los aminoacidos (a.a.) en plasma sanguineo, donde se han encontrado alteraciones en los niveles
base de algunos a.a. [18]; ademas, se ha usado terapia con a.a. esenciales para tratar el
hiperandrogenismo de pacientes con SOP obteniendo buenos resultados [19].

1.3 Dianas objetivo

El conocer las maltiples rutas metabdlicas involucradas en el desarrollo del SOP hace posible la
busqueda de nuevos farmacos que puedan contrarrestar las desregulaciones de la enfermedad e
inclusive prevenir el padecimiento. Dentro de estas rutas, se han encontrado proteinas de membrana
y reguladores intracelulares de células, tanto del Gtero como de los ovarios, como son: REa, RE,
RA, RP, MARRS, II-6, CSP-3, CD95 y VEGF.

1.3.1 Receptor de estrogenos a y  (REa y REP)

En el atero, el desarrollo y funcion del endometrio dependen de la secrecidn ciclica de hormonas
sexuales y de la expresion de sus receptores afines. La proliferacion y la diferenciacion del
endometrio esta regulada por estrogenos y a su vez, las acciones del estrogeno estan mediadas a
través de vias del receptor a estrdgenos nucleares (REa y RE), regulacién que de verse afectada
puede dar lugar a cancer endometrial (Figura 4). Los dos RE parecen tener efectos bioldgicos
opuestos en el endometrio. EI REa promueve la actividad mitogénica y por lo tanto, la
proliferacion, mientras que RE protege el endometrio de acciones no deseadas de la estimulacién
de REa [20]. Las acciones estrogénicas en el endometrio dependen de la co-expresion de ambos
receptores por la relacion REo/REP y las desregulaciones que ocurren en el SOP.
'17B-estradiol 17B-estradiol

Estriol
Estetrol

Citosol
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—— Quinasas ERk
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Figura 4. Célula endometrial, vias de sefializacion de diferentes estrogenos involucrados en el desarrollo
de cancer de endometrio debido a desregulaciones causadas por SOP. RE: Receptor de estrogenos;
ERE: Elementos de respuesta a estrdgenos. Tomado y modificado de [21].
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1.3.2 Receptor de andrégenos (RA)

El receptor de androgenos es un receptor a hormonas sexuales que implica multiples efectos en la
regulacion hormonal. Diversos estudios genéticos demuestran cambios importantes en los niveles
de expresion y la presencia de polimorfismos que favorecen el desarrollo del SOP por
desregulaciones que conducen a la hiperandrogenemia, directamente relacionada al receptor de
androgenos que clinicamente se manifiesta como acné e hirsutismo, entre otros (Figura 5) [22].
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Figura 5. Efectos de testosterona y dihidrotestosterona por la unién al receptor de andrdgenos (RA).
A > Incremento; vV : Decremento. Tomado y modificado de [23].

1.3.3. Receptor de progestagenos (RP)

Es un receptor relacionado intimamente con el desarrollo embriol6gico, reproduccion, crecimiento,
diferenciacion tisular y homeostasis hormona dependiente, En el endometrio, este receptor regula
la integrina que en el embarazo juega un papel importante para que el embridon humano se pueda
implantar en el Gtero, por lo que el SOP ocasiona problemas de fertilidad dadas las desregulaciones
[24][25].

1.3.4 Proteina de union a esteroides de respuesta rapida asociada a membrana (MARRS)

MARRS es una proteina de la membrana de respuesta rapida, cuyo principal activador es la
vitamina 1,25-dihydroxy Ds, la cual posee similitud conformacional a diversas moléculas, como la
diosgenina y sapogeninas en general. Se ha estudiado la activacion de esta proteina mediante
diosgenina, mostrando efectos antitumorales y antiinflamatorios causados por factores de necrosis
tumoral, que se logra por la activacion de MARRS [26]. Ademas, en estudios de Alzheimer en
modelo de raton, la diosgenina mejoro significativamente la memoria de reconocimiento de
objetos, concluyendo que la diosgenina es activador de MARRS [27]. Al ser un receptor de
esteroides de la membrana, se torna de interés la basqueda de esteroides derivados y su relacion
con el SOP como diana farmacologica importante.




1.3.5 Caspasa 3 (CSP-3)

Las caspasas son proteinas claves en la apoptosis y, por ende, se ha estudiado muy ampliamente
en la cascada de sefializacion que podria actuar contra el cancer dada la busqueda de intervenir en
los procesos de apoptosis especifica de las células cancerosas (Figura 6). En el SOP, hay hiperplasia
endometrial mientras que, en ovario, las desregulaciones en la apoptosis favorecen la formacion de
quistes, por lo que receptores de la sefializacion a apoptosis son indeseables [28].
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Figura 6. Vias de sefializacion para la activacién de caspasa 3 en apoptosis interviniendo CD95.
Tomado y modificado de [29].

1.3.6 Inductor de apoptosis CD95 (CD95)

La proteina de membrana CD95 es un inductor de la apoptosis que, al activarse, produce diversas
respuestas de muerte celular por via de caspasa 3 (Figura 6). También se ha estudiado ampliamente
en células cancerigenas [30], sin embargo, esta proteina se asocia a irregularidades en ovarios,
especificamente, en las células de la granulosa que tiende a generar apoptosis, por alteraciones en
los niveles de CD95, induciendo también apoptosis en los foliculos en desarrollo y por lo tanto
interfieren en la ovulacion [31].

1.3.7 Interleucina-6 (11-6)

La interleucina 6 regula procesos metabolicos relacionados con la inflamacion, como en el SOP
gue hay inflamacion crénica, en un grado bajo pero presente, cuya condicion aumenta por
patologias relacionadas como la obesidad, diabetes mellitus tipo Il y por la resistencia a la insulina
(Figura 7), razdn por la cual se vuelve objeto de estudio, principalmente con la inhibicién de ella
al encontrarse niveles elevados en pacientes con el SOP [32].
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Figura 7. Diagrama del efecto general de interleucina 6 en los ovarios.
A > Incremento; v : Decremento. Tomado y modificado de [6].

1.3.8 Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Es un factor pro-angiogénico, es decir, favorece la formacion y crecimiento de los vasos
sanguineos; dentro de estos tenemos 5 familias, siendo importantes todas para el desarrollo
folicular, desarrollo de endometrio y también del embridon. Cuando existen anormalidades en la
angiogenesis ovarica se relacionan al desarrollo de la patologia del SOP, principalmente a la
endometriosis, razén por la cual la regulacién de dicho factor es importante para evitar
anormalidades en el desarrollo del endometrio y el progreso de la enfermedad [33].

1.4 Hormonas y su regulacion

En el SOP, las hormonas juegan un papel importante, ya que son mensajeros quimicos que regulan
funciones de crecimiento, metabolismo y reproduccién [34]. Hipocrates propuso que el cuerpo
tenia 4 humores o fluidos corporales: la sangre, la flema, la bilis amarilla y la bilis negra (Figura
8), y que cuando habia desequilibrio en alguno de ellos surgia enfermedad [35]. En 1902, Bayliss
y Starling describieron por primera vez la secretina, denominada como la “primera hormona” y
con esto se acufia el término hormona, definiéndola en ese entonces como una sustancia gquimica
producida por glandulas endocrinas que son liberadas a la circulacion sanguinea hasta alcanzar
organos y tejidos diana sobre los que actuan, definicién que con el paso del tiempo se ha ido
actualizando, y actualmente es aceptado que las hormonas son sintetizadas por diferentes células
ajenas a glandulas endocrinas y que no todas son liberadas al torrente sanguineo si no que poseen
diferentes sitios de accion y regulacion, sumado a la existencia de otras moléculas como factores
de crecimiento o neurotransmisores [36]. Siempre se ha buscado la compresion del funcionamiento
bioldgico a nivel celular y molecular del cuerpo humano, asi como de sus patologias, buscando
principalmente formas para contrarrestarlas, siendo a la fecha que se sigue en busqueda de esto
debido a la complejidad y dificultad para estudiarlas y comprenderlas.




Figura 8. Los cuatro humores de HipOcrates.

Las hormonas se pueden clasificar segin su estructura, teniendo un primer grupo que abarca las
hormonas peptidicas, formadas por una o dos cadenas proteicas de tamafio variable producidas por
glandulas como el hipotalamo, la hipdéfisis, paratiroides y pancreas; y también péptidos pequefios
como la hormona hipotalamica liberadora de la tirotropina formada por tres aminoéacidos (a.a.). En
un segundo grupo se encuentran las hormonas que derivan de a.a. e incluye a las tiroideas y a las
catecolaminas secretadas por la médula suprarrenal. Al tercer grupo lo forman moléculas pequefias
lipofilicas como mineralocorticoides y glucocorticoides, asi como también los esteroides tales
como andrdgenos y estrogenos, que son bio-sintetizados a partir del colesterol (Esquema 1) [34].
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Esquema 1. Biosintesis de hormonas esteroidales. Tomado y modificado de [37]

1.5 Esteroides y obtencion de derivados de interés bioldgico

Las hormonas esteroidales tienen varios roles en el metabolismo celular y forman parte de un grupo
de moléculas importantes para el tratamiento de enfermedades, los esteroides son compuestos de
gran diversidad y con una alta actividad en el metabolismo de los seres vivos. Una de las
clasificaciones comunes es como esteroides no hormonales (esteroles y &cidos biliares),
hormonales (androgenos y estrégenos, entre otros) y corticoesteroides (glucocorticoides y
mineralocorticoides) [38], se caracterizan por poseer la estructura base del
ciclopentafa]fenantreno (Figura 9) la cual tiene 4 anillos continuos A, B, Cy D, y la numeracion
estandar de los carbonos en la estructura que incluye los grupos metilo en posicién 10 y 13 [37].
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Figura 9. Numeracion y clasificacion de los anillos del ciclopenta/a]fenantreno.

El colesterol es un buen ejemplo de esteroide, posee una serie de funciones clave en la sefializacion
celular y también en la funcion estructural en la membrana celular, pero también es utilizado como
precursor para la sintesis quimica de farmacos hormonales y como precursor de algunas
sapogeninas, a través de glicosilaciones y oxigenaciones del esqueleto de carbono hacia derivados
de furostanol o espirostanol, o los glicoalcaloides que lo utilizan como precursor, incorporando
grupos amino y modificaciones en las cadenas, ya sea a nivel bioldgico o a nivel quimico, que da
como resultado a diversas familias, destacando a las espirostanicas (Figura 10) por su diversidad
de actividades bioldgicas intrinsecas [39][40].

29

15
Hecogenina Diosgenina

HO
26-hidroxidiosgenina 5a-hidroxilaxogenina

Figura 10. Estructura quimica de diferentes sapogeninas con importante actividad bioldgica.

Dentro de las sapogeninas mas importantes se encuentra la diosgenina (Dg), abundante en especies
del género Dioscorea como Dioscorea mexicana y Dioscorea composita, destacando como
precursor de hormonas esteroideas comerciales tales como la cortisona, progesterona vy
pregnanolona, siendo ésta la materia prima utilizada por Russel Marker (Esquema 2) [41][42]. A
la fecha sigue siendo objeto de estudio debido a la amplia variedad de aplicaciones que posee junto
con derivados modificados de la misma.
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Esquema 2. Degradacion de Marker. Tomado y modificado de [39][40].

La Dg (28) tiene importante valor bioldgico como promotor de crecimiento vegetal, antiparasitario,
antiinflamatorio, en distintos tipos de cancer hormona y no-hormona dependientes, Alzheimer,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y recientemente en SOP [11][45][46][47]. En ratones, la
Dg aumenta el numero de foliculos primarios en ovario, y también en los niveles de la hormona
antimlleriana, la cual es considerada como indicador de buena funcién ovarica [48]. También, en
ratas, 28 disminuye la concentracion de glucosa en la sangre, probando tener efecto como
antidiabético, efecto positivo tras la correlacion estrecha entre diabetes y SOP [49]. Ademas, en
Utero de ratas, se ha encontrado que aumenta los niveles de progesterona, estradiol y
metaloproteinasas en el endometrio, un efecto protector de Dg al Utero de las ratas [50]. Ademas,
en ratas, la administracion de 28 y 260HDg (29) aumenta el nimero de cuerpos luteos y foliculos
sanos en ovarios, y disminuye la presencia de quistes ovaricos, mientras que en el Gtero disminuyé
el nimero de glandulas y la hipertrofia endometrial [11], haciendo de este modo a la Dg de interés
como posible tratamiento, recalcando que la obtencion de nuevos derivados por modificaciones
quimicas es una buena alternativa para obtener nuevos reguladores del desarrollo celular [47]; esto
dado que se pueden realizar modificaciones puntuales teniendo como ejemplo el previo
mencionado, que con la adicién del hidroxilo en posicion 26 a Dg presenta efectos positivos contra
el SOP [11].

Por otro lado, la laxogenina (40), es una sapogenina esteroidal al igual que la Dg, precursora de
brasinoesteroides cuyo proceso de extraccion original es de Smilax sieboldii, presenta alta actividad
biolégica como promotor de crecimiento vegetal y agente anticancerigeno [16], siendo interesante
el grupo cetonico que presenta en la posicion C-6 a diferencia de la Dg que presenta un doble enlace
en la misma posicion, siendo el grupo cetdnico una especie mas reactiva. La desventaja del uso de
40 y derivados como laxogenina hidroxilada en la posicion 5 (30), recae en la baja
biodisponibilidad en material vegetal, lo que dificulta su obtencidn, entrando en este campo la
semi-sintesis como una alternativa viable, como se observa en el esquema 3, con el que se puede
obtener 40 y 30 a partir de la sapogenina Dg (28), la cual se extrae en buenos rendimientos de
materia vegetal [51].
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Esquema 3. Semi-sintesis de laxogenina (40) y Sa-hidroxilaxogenina (30). [52] [53].

Una posicion recurrente en las moléculas esteroidales es el hidroxilo en C-3 el cual da pauta a un
sinfin de modificaciones, como puede ser la esterificacion, reacciones que implican la formacion
de un grupo funcional éster, entre un grupo funcional carboxilico y un grupo alcohol, lo cual
permite la “unién” de moléculas complejas que poseen dichos grupos funcionales. Los ésteres y
procesos de obtencidn de estos son conocidos desde hace tiempo. La demanda mundial de los
ésteres ha crecido enormemente; adicionalmente se empiezan a utilizar ésteres muy especificos de
estructura compleja para emplearlos en materiales muy definidos. Constantemente se obtienen
ésteres de materias primas antes no utilizadas, superando la dificultad para hacerlas reaccionar bajo
las condiciones de esterificacion tradicionales [54], por ejemplo, la esterificacién de sapogeninas
esteroidales o inclusive de aminoacidos (a.a.) para diversas aplicaciones. Los a.a. son una clase
importante de compuestos organicos, ya que las proteinas estan formadas por una secuencia de a.a.
unidos covalentemente entre sus grupos amino y carboxilo por un enlace peptidico formando
cadenas que se pliegan hasta formar estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias, dandole la
forma tridimensional especifica, a través de la cual podra funcionar como enzima para catalizar
una infinidad de reacciones distintas [44][45]. A nivel sintético se tienen reportes de que en 1987
se sintetizaban ya al menos 18 a.a. protegidos, pero con bajos rendimientos debido a la poca
selectividad; debido a esto, con el grupo amino protegido se realizan reacciones especificas y
dirigidas, denotando que es necesario la proteccion de este grupo para dicho propdsito, en cuyo
reporte se uso tert-butildicarbonato reactivo (Boc20) (41) con bastante éxito (Esquema 4), siendo
este tipo de reacciones quimicas enfocadas actual y principalmente a la sintesis de una gran
variedad de péptidos [57][58].
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Esquema 4. Reaccidn para la proteccién de grupos amino en a.a. mediante BOC-0.

Recientemente se ha desarrollado otra linea de investigacion para obtener aminoacidos combinados
con esteroides a través de reacciones de esterificacion y oxidacion. Se tienen reportes de una serie
de compuestos con actividad antiinflamatoria y anticancerigena probadas en ratas basados en
derivados de diosgenina esterificados con lisina, acetato de lisina, histidina, acetato de lisina-
glicina, acetato de arginina-glicina y acetato de histidina-glicina [59]. También se tienen reportes
donde se realizo la esterificacion en el hidroxilo en posicion 3 de la diosgenina (28) con arginina
(44) mediante el uso de BOC,0, DCC y DMAP obteniendo buenos rendimientos, derivado con
potencial en la ingenieria de tejidos de hueso (Esquema 5) [60]. Debido al potencial que tienen los
derivados aminoacidicos de diosgenina y las pocas investigaciones realizadas, surge el interés de
desarrollar esta rama con distintos aminoacidos y también distintos esteroides y sapogeninas para
ser probados en distintas areas de la medicina como lo es el sindrome de ovario poliquistico.

OH
NHBoc

DCC
DMAP

NBoc (0]

BocHN N
H
NHBoc

TFA | HCI
DCM | Acetona

a\
A
'y,
1y (o)

),]li I
H2N /\/\I)‘\o

Esquema 5. Obtencién de derivados de diosgenil-arginina. Tomado y modificado de [60].
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1.6 Herramientas de disefio In Silico

La invencion y desarrollo de la informatica trajo también mejoras en el &mbito cientifico, surgiendo
nuevas técnicas y dando paso al desarrollo de programas basados en algoritmos procesados por una
computadora que permitian el andlisis de una gran cantidad de datos en muy poco tiempo,
permitiendo predicciones de ciertos fendmenos basados en experimentos reales. Una de estas
herramientas bioinformaticas son los estudios de acoplamiento molecular (EAM) o “Docking”, que
simulan computacionalmente el proceso de union o acoplamiento entre una molécula y una
proteina, en un sitio especifico asignado y acorde a la disposicion espacial, generandose una energia
de afinidad especifica que permite predecir interacciones y por ende, un posible efecto
farmacoldgico [61][62]. Ademas, es de igual importancia conocer el comportamiento de nuevas
moléculas en el organismo, surgiendo asi SWISS ADME, programa que realiza predicciones de
las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas (administracion, distribucion, metabolismo
y excrecion) de un farmaco tras ser administrado, basandose en una retroalimentacion de la relacion
que guarda una estructura molecular con sus propiedades farmacoldgicas [63].

Han surgido mas de 60 programas de acoplamiento molecular para ambitos académicos y
comerciales, ademas, el nimero de investigaciones utilizando herramientas in silico va en aumento
gracias al gran potencial en el desarrollo de nuevos farmacos [64]. Un ejemplo, es la investigacion
de derivados de pirazolina buscando efectos contra la malaria combinando EAM y SWISS ADME
donde se corrobora, por evaluaciéon bioldgica, que la prediccion de herramientas in silico es
efectiva. EI campo de moléculas esteroidales como hormonas o sapogeninas no ha sido muy
estudiado con estas herramientas, ademas, existen contados reportes de su uso en SOP, teniendo
como ejemplo un andlisis de estradiol, anfetamina y derivados nuevos contra una globulina de
unién a hormonas sexuales, siendo el analisis in silico de gran utilidad [65]; en otro reporte se
evalué a la Dg y 260HDg en ovario y Utero de ratas Wistar con SOP mostrando potencial de
mejoria, en donde los EAM permitieron reforzar el resultado [11].
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A lo largo del tiempo, la obtencion y produccion de moléculas de interés farmacoldgico se ha
llevado a cabo mediante sintesis quimica, que ha jugado un papel fundamental en la industria
farmacéutica, agricola, alimentaria, entre muchas otras [39]. Actualmente se busca hacer uso de la
medicina tradicional, con fundamentos cientificos para aislar e identificar moléculas especificas
como principios bioactivos Utiles. De esta manera, se da un enfoque de investigaciones hacia los
productos naturales obtenidos de seres vivos, especialmente de plantas y la modificacion quimica
de los mismos, con la finalidad de obtener nuevos compuestos con aplicaciones concretas, como
antimicrobianos, citotoxicos, antitumorales, insecticidas, antiinflamatorios, analgésicos,
hemoliticos, antimicoticos, sedantes, entre otras [41][66]. Por esto, surge el interés de una semi-
sintesis organica dirigida mediante herramientas in silico (EAM, SWISSADME) y posteriormente
su sintesis y evaluacion bioldgica para corroborar las predicciones, siendo interesante el uso de
sapogeninas para la obtencion de nuevos derivados con potencial actividad biolégica como la 5a-
hidroxilaxogenina (30) y ademas, obtener derivados modificando su estructura al incorporar
aminoacidos esenciales como el triptéfano, derivados de interés por el historial de actividad
bioldgica descrito previamente, razon por la cual se realizo la presente investigacion en busqueda
de moléculas efectivas contra el SOP.

2. OBJETIVOS

Principal

*

% Disefar y sintetizar derivados de la 5a-hidroxilaxogenina contra el sindrome de ovario
poliquistico en modelo de rata Wistar.

Especificos

» Determinar las energias de afinidad de los derivados propuestos contra blancos moleculares
relacionados con el sindrome de ovario poliquistico.

» Realizar estudios ADME de los derivados sintéticos propuestos.

» Seleccionar derivados para su sintesis dirigida, con base en los estudios de acoplamiento
molecular y ADME.

» Sinterizar nuevos derivados esteroidales por reacciones de esterificacion y oxidacion selectiva.

» Seleccionar candidatos para evaluacion bioldgica contra el sindrome de ovario poliquistico en
ratas, con base en los estudios in silico y de sintesis.

< Evaluar los efectos bioldgicos de los derivados seleccionados en el Utero de ratas con sindrome

de ovario poliquistico.

L)

D

D

D

D

16



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Considerando que aun no hay tratamientos especificos contra el SOP, hemos estudiado dianas
moleculares por técnicas de acoplamiento molecular para disefiar y seleccionar candidatos. A partir
de diosgenina (28) disefiamos dos rutas de reaccion (Esquema 6) y mediante estudios in silico de
acoplamiento molecular y ADME fueron seleccionados candidatos para su posterior sintesis, y de
los mismos, seleccionamos compuestos para evaluacion bioldgica en ratas con SOP inducido.

Esquema 6. Rutas de sintesis propuestas: A (roja) y B (azul).

3.1 Estudio de acoplamiento molecular

El estudio de acoplamiento molecular permitié obtener la afinidad de la molécula a la proteina, ya
sea en un sitio activo conocido previamente o en toda la estructura, esto con la finalidad de predecir
el comportamiento de dichas moléculas y la posible actividad biol6gica que tendria. Con esta
tecnologia y en base a lo reportado en la bibliografia obtenida de la base de datos “Protein Data
Bank” (PDB) [67], fueron seleccionadas nueve posibles dianas farmacologicas relacionadas con el
SOP, concentradas en la tabla 2; posteriormente se prepararon los archivos para los estudios de
acoplamiento molecular y asi obtener las energias de afinidad especificas para cada proteina debido
a las fuerzas intermoleculares formadas, después analizamos y seleccionamos los candidatos para
la sintesis y evaluacion biologica.
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Tabla 2. Seleccion de proteinas blanco para el estudio de acoplamiento molecular.

Proteina Cdédigo PDB  Ligando de referencia  Referencia
Receptor de Estrégenos a 1A52 Estradiol [68]
Receptor de Estrégenos f 5TOA Estradiol [69]
Receptor de Andrégenos 2AMA Dihidrotestosterona (DHT) [70]

Receptor de Progestagenos 1SON Progesterona [71]
1,25D3/ Diosgenina (Dg) /

MARRS 3F8U 26-hidroxidiosgenina [72]

(260HDg)
Caspasa 3 2XYG LINGR / Dg/260HDg [11] [73]
Inductor de apoptosis CD95 3EZQ LY294002 / Dg / 260HDg [11] [74]
Interleucina 6 1N26 Dg / 260HDg [11] [75]
VEGF 4KZN Dg / 260HDg [11] [76]

Cada una de las proteinas fue validada con ligandos enddgenos o no enddgenos; destacando a las
primeras cinco como receptores hormonales y el resto como factores de inflamacion, crecimiento
vascular endotelial o relacionados con apoptosis; con la finalidad de correlacionarlos como dianas
clave del SOP y fungiendo estos como filtros de seleccion para nuevos derivados, su sintesis y
evaluacion bioldgica.

3.1.1 Receptor de estrogenos

El receptor de estrégenos se ha identificado de interés para el SOP dado que regula los efectos en
el endotelio vascular, musculo suave y la matriz extracelular, asi como también interviene en el
desarrollo de foliculos ovaricos [77]. En pacientes con SOP, el endometrio aumenta su reactividad
a esteroides como el estradiol [78], también regula el desarrollo de los foliculos, principalmente a
través de RE a y B [22] por lo que es importante el estudio simultaneo de ambos receptores.

¢ Receptor de Estrogenos o (REa)

El acoplamiento molecular (Grafica 1) sugiere que la ruta A no tiene energia Optima de
acoplamiento en comparacién con el ligando enddgeno, mientras que la ruta B tiene mejores
valores de interaccion. La diferencia principal en las rutas es la presencia del aminoacido acoplado,
por lo que indica que dicho aminoéacido es importante para el acoplamiento molecular, igualmente,
al eliminar este grupo protector afecté negativamente a la energia de acoplamiento, siendo
indicativo de la necesidad de este grupo quimico. En particular para este receptor resultaron de
interés los derivados FtTrpDg (48), FtTrpEpxpDg (49a) y FtTrpEpxaDg (49b), destacando que
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no existio diferencia en afinidad entre los epoxidos, por lo que en caso de ser seleccionados seria
factible utilizar la mezcla de estos compuestos.

RUTA A

-10.3 [ EsTradio N
92  TrpsOHLaxo (50) |

99  FTrp50HLaxo (47) |
7.7 50HLaxo (30) |

-7.9 Ac50HLaxo (36) |

-7.9 EpxpAcDg (35b) |

-7.9 EpxoAcDg (35a) |
-8 AcDg (34) |

Grafica 1. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs receptor de estrogenos
alfa (REa) (4G, kcal/mol).

La mejora en la energia de acoplamiento fue debido a la presencia del grupo ftalamidoil (Ft) e
indol (In), se puede apreciar que estos grupos presentaron mayores fuerzas intermoleculares
(Figura 11). En el caso del estradiol, las interacciones fueron con el aminoécido (a.a.) GLU-444 de
tipo m-anion, asi como interacciones lipofilicas, mientras que los derivados se encontraron en un
sitio contindo por la diferencia de aminoacidos. Para el compuesto FtTrp5OHLaxo (47), el grupo
Ft presento interaccion tipo n-cation con ARG-515, al igual que interaccion n-c con el Iny LEU-
509. Por otro lado, del triptéfano (Trp) interactud con el In con enlace n-cation con la ARG-394
de REa.
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Figura 11. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el receptor de

¢ Receptor de estrogenos B (REP)

El acoplamiento molecular de ambas rutas para este receptor (Gréafica 2) mostré que los compuestos
de la ruta B tienen mejor afinidad respecto al ligando enddgeno estradiol (24), destacando que la
presencia del triptéfano y el grupo ftalamidato aumento la afinidad de interaccidn, puesto que
cuando eliminamos el grupo ftalamidato en el paso de FtTrp50HLaxo (47) a Trp5OHLaxo (50)
la energia de acoplamiento disminuyo. En la ruta B, los derivados FtTrpDg (48) y FtTrpEpxaDg
(49a) tuvieron las mayores afinidades; la afinidad del epoxido alfa y beta difiere en este receptor,
el efecto observado en ambas rutas, con mayor denotacion en la ruta B, dado que el epoxido  de
AcDg vy el epoxido a de FtTrpDg presentaron mayor afinidad que su estereoisomero opuesto
respectivamente, siendo la mayor afinidad reportada para ambas rutas la de 49a.

estrogenos a (REa).
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50HLaxo (30)

Ac50HLaxo (36)

EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)
AcDg (34)

Grafica 2. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs receptor de estrogenos
beta (RES) (4G, kcal/mol).

Las moléculas interactuaron con a.a. diferentes al del ligando enddgeno estradiol, por lo que
difirieron del sitio activo del receptor (Figura 12). La diferencia de las afinidades entre los
compuestos con grupos Ft e In se debid a la presencia de los anillos en sus estructuras y al tamafio
de la molécula, dando lugar a la interaccion con distintos a.a. del receptor, moviendo el sitio de
union y permitiendo diferentes tipos interacciones. EI cambio de posicion del epoxido cambio la
interaccion de ARG-84 en el caso del FtTrpEpxaDg (49a) y TRP-83 para el FtTrpEpxpDg (49b),
dicha interaccion particular fue la que cambid el resultado en el valor de la energia de acoplamiento.
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Figura 12. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el receptor de
estrdgenos beta (RES).

3.1.2 Receptor de androgenos (RA)

Uno de los criterios para considerar un diagnostico de SOP es la desregulacién hormonal que
produce el hiperandrogenismo dado por los altos niveles de androsterona y activacion del receptor
de andrdgenos, haciéndola una proteina clave para la enfermedad [79]. El estudio de acoplamiento
molecular (Grafica 3) mostro la afinidad del ligando natural dihidrotestosterona (DHT) con una
afinidad mayor a los compuestos evaluados tanto en ruta A como en ruta B, siendo la ruta B la que
presenta mejores afinidades; la 5OHLaxo (30) presento la afinidad mas baja de los compuestos,
seguida por Dg (28). Se observa que para la ruta A, la posicion en o 0  del epdxido de AcDg no
afecto la afinidad por el receptor al tener resultados muy cercanos, mientras que para el caso de la
ruta B fue notoria la diferencia en la cual se favorecio la afinidad del epdxido de FtTrpDg cuando
estuvo en posicion alfa.
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50HLaxo (30)

Ac50HLaxo (36)

EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)
AcDg (34)

Gréfica 3. Energias de acoplamiento de los derivados esteroidales vs receptor de
androgenos (RA) (4G, kcal/mol).

La modificacion del doble enlace para la formacién del grupo cetonico en C-4 y el hidroxilo en C-
5 permitid la formacidn de un puente de hidrégeno con TYR-915 para el caso del compuesto 47, y
de este modo aument6 su afinidad. Asi mismo, la afinidad aumenté con la presencia del grupo Ft
para el compuesto FtTrpDg (48) al generarse interacciones tipo z-cationicas y alquilicas con los
anillos respectivos, a diferencia de las moléculas que no tuvieron dicho grupo.
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Figura 13. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el receptor de
andrdgenos (RA).

3.1.3 Receptor de progestagenos (RP)

El RP es un factor que esta intimamente relacionado al desarrollo del embridn, al crecimiento,
diferenciacion tisular y homeostasis general hormona dependiente, es un receptor que funciona
mediante diversos co-represores y co-reguladores, manteniendo asi el nivel de expresion [24]. El
ligando natural probado en el estudio de acoplamiento molecular fue la progesterona (10) que tuvo
energia de afinidad de -9.3 kcal/mol; sin embargo, observamos que los compuestos finales
Trp5OHLaxo (50) y FtTrp5OHLaxo (47) tuvieron mayor afinidad que el ligando natural,
haciéndolos buenos candidatos como posibles inhibidores del RP (Gréfica 4). La afinidad de los
compuestos de la ruta B tuvieron mayores valores, siendo esta ruta de mayor interés por los
compuestos FtTrpDg (48), FtTrp50HLaxo (47) y Trp50OHLaxo (50). En particular, con los
epoxidos de la ruta A, el epoxido a presentd mayor afinidad al receptor, mientras que en la ruta B
los epoxidos presentaron la misma energia de afinidad, lo que indica la facilidad de la molécula a
plegarse en esta region e impidiendo interacciones especificas por la presencia del a.a. protegido.
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50HLaxo (30)
Ac50HLaxo (36)
EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)

AcDg (34)

Grafica 4. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs receptor de
progestagenos (RP) (4G, kcal/mol).

Los aminoacidos (a.a.) de la figura 14 muestran que la modificacion para la obtencién del grupo
cetonico y alcohdlico en C-5y C-6 favorecieron la afinidad al generar puentes de hidrégeno con el
receptor a diferencia del doble enlace. La presencia del grupo Ft favorecio la formacion de puentes
de hidrogeno debido a los dos grupos cetonicos del Ft como se observa para el compuesto FtTrpDg
(48).
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Figura 14. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el receptor de
progestagenos (RP).

3.1.4 Proteina de union a esteroides de respuesta rapida asociada a membrana (MARRS)
El principal activador del receptor MARRS es la vitamina 1,25-dihydroxyDs (51), teniendo
similaridad estructural con las sapogeninas y la diosgenina [26]. ElI FtTrpDg (48) tuvo mayor

afinidad por MARRS para ambas rutas (Grafica 5), debido a la presencia del grupo protector Fty
del Trp que aumentaron las interacciones. Para este caso se comparé con Dg (28) también como
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valor de referencia, con la cual se obtuvo la menor afinidad de todos los compuestos, salvo por el
ligando natural, razon por lo cual todos los compuestos, preferentemente de la ruta B, fueron
buenos candidatos para posteriores estudios.

50HLaxo (30)
Ac50HLaxo (36)
EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)

AcDg (34)

Gréfica 5. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs receptor
MARRS (4G, kcal/mol).

La ruta A sugiere que la modificacion del doble enlace en C-5 fue efectiva para aumentar la
afinidad, comparando la Dg (28) con 50HLaxo (30) que con un aumento significativo de 0.9
kcal/mol, destaca dicha diferencia. Pese a esto, fue la esterificacion con el grupo Fty el a.a. Trp
lo que aumento la afinidad hasta superar los valores de referencia, en este caso comparado con los
compuestos (29), (48) y (50), debido a la generacién de interacciones tipo z-anion, alquilicas y de
puentes de hidrogeno con los anillos de dichos grupos como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el receptor MARRS.
3.1.5 Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El VEGF se encarga de la regulacion de la quimosina, importante para el crecimiento celular
endotelial, que esta estrechamente relacionada al SOP dadas las desregulaciones de los procesos
metabdlicos vasculares [28]. El estudio de acoplamiento molecular (Gréfica 6) muestra para la ruta
A resultados parecidos al de Dg (28), mismo que disminuye la activacion de este factor [11],
indicando que modificaciones en el anillo B no fueron relevantes para este receptor. Por otro lado,
no alcanzaron el valor de la 260HDg (29), que presentd un efecto ain mayor en la inhibicién del
factor [8], pero la insercion del aminoécido en el anillo A aumento la energia de afinidad con dicho
factor, siendo el compuesto FtTrp50OHLaxo (47) el que posee mayor afinidad que el resto en
ambas rutas, por lo cual se vuelve un compuesto de interés. En la ruta B observamos valores mas
altos de afinidad, donde todos los compuestos de la ruta fueron mas afines que la Dg (28), mientras
que Unicamente el Trp50OHLaxo (50) tuvo afinidad menor a 260HDg (29). Los epdxidos alfa
respectivos para cada ruta tuvieron mejor afinidad que los epdxidos beta, sin embargo, la diferencia
no fue significativa para la ruta A, caso contrario a la ruta B.
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50HLaxo (30)
Ac50HLaxo (36)
EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)

AcDg (34)

Gréfica 6. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) (4G, kcal/mol).

La afinidad se explicé al analizar las interacciones del diagrama 2D (Figura 16), donde hubo
escasas interacciones entre 260HDg (29) y VEGF, mientras que para el compuesto FtTrpDg (48),
que posee Fty Trp, hubo interacciones tipo alquilicas con Ft, tipo m-anion y puentes de hidrogeno
con Trp, aumentando las afinidades de los compuestos. Cabe resaltar la interaccion de un puente
de hidrégeno formado con el hidroxilo en posicion 3, destacando su potencial reactivo para la
formacion de estas uniones con proteinas. Sin embargo, al realizar la esterificacion para la
obtencion de 48, el hidroxilo se esterifico y por ende, el puente de hidrogeno se elimind, a pasar de
esto, hubo interacciones con el In y el Ft de 48, recalcando la importancia de la modificacién
estructural para la obtencion de moléculas mas reactivas, y por ende, con mayor potencial
bioldgico, siendo la conformacion de 29, con el hidroxilo en posicion 26, que no favorece ninguna
interaccidn respecto a este receptor, sin embargo, tiene potencial para formar interacciones.
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Figura 16. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF).

3.1.6 Inductor de apoptosis CD95 (CD95)

La proteina CD95 se localiza en la membrana celular y es un inductor de la apoptosis, muy
estudiada en células cancerigenas [30], sin embargo, esta proteina se asocia también a
irregularidades en ovarios, especificamente en las células de la granulosa, razén por la cual
estudiamos su inhibicidn/activacion a través de esteroides [31]. Obtuvimos que las afinidades de
todos los compuestos de la ruta A y B tuvieron mejor afinidad por la proteina en comparacion con
el ligando de referencia LY294002 (52) (Grafica 7). Este resultado lo ubica como buen candidato
a los compuestos que proponemos; se destaca la mayor afinidad que obtienen los compuestos de la
ruta B que contienen al a.a. Trp y el grupo protector Ft. Los epoxidos tuvieron mejor afinidad
cuando se encontraron en posicion a, factor a tomarse en cuenta para la selectividad de compuestos.
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Grafica 7. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs receptor

CD95 (4G, kcal/mol).

50HLaxo (30)
Ac50HLaxo (36)
EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)

AcDg (34)
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Figura 17. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con el receptor CD95.

El analisis de los aminoacidos (a.a.) en la figura 17 muestra que el ligando sintético 52 tuvo escasas
interacciones con la proteina CD95, mientras que, con los compuestos esteroidales, estas
interacciones aumentaron. Las cadenas C y G interactuaron con los ligandos. Ademas, la presencia
del hidroxilo en la posicion 26 del compuesto 260HDg (29) favorece la formacion de un puente
de hidrégeno, razon por la cual aumenta su afinidad en comparacién con la Dg (28). La presencia
de interacciones alquilicas aumentd al tener Ft'y Trp, justificando su uso y destacando que el sitio
activo de unién del ligando sintético 52 ya probado, es el mismo sitio de unién de los compuestos
47y 48, el a.a. interactla de distinto modo, pero comparte residuos de LYS-300, LYS-251, ASP-
297 y ALA-301, haciendo mas seguro su uso, recalcando a los derivados FtTrp50HLaxo (47) y
FtTrpDg (48).

3.1.7 Caspasa3 (CSP-3)

Las caspasas son proteasas que inducen apoptosis de las células, un proceso importante para el
desarrollo folicular y para el desarrollo del endometrio, ademas, es aceptado como marcador celular
de apoptosis [80]. Al comparar las afinidades (Gréfica 8), se encuentra que todas las moléculas
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tuvieron mayores afinidades que el ligando de referencia LINGR (53), siendo en la ruta B donde
hubo mejores resultados que en la ruta A. EI FtTrp5OHLaxo (47) fue el compuesto que presentd
mejor afinidad que el resto de los compuestos, tanto en ruta A como B, seguido de FtTrpDg (48)
y sus respectivos epoxidos, haciendo los dos primeros buenos candidatos.

50HLaxo (30)
Ac50HLaxo (36)
EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)

AcDg (34)

Grafica 8. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales
vs caspasa 3 (CSP-3) (4G, kcal/mol).

El analisis con los a.a. de la proteina (Figura 18) mostrd escasas interacciones con LINGR (53),
aumentando significativamente al usar moléculas esteroidales que, aunque aumenta
considerablemente su tamafio, también se aumenta su afinidad. Hubo interacciones n-n con el
grupo indol del Trp e interacciones con el grupo Ft, lo que explicaria su mayor afinidad. Ademas,
el residuo PHE-256 formo interacciones de tipo m tanto en 52, 50 y 48, siendo ésta la Unica
interaccion fuerte que tuvieron, sin embargo, con ARG-207, que si bien estuvo presente cerca del
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sitio de unién, no formod interacciones con los derivados a 53, siendo el resto de aminoacidos
diferentes y por ende, sitios y formas de union distintos, lo cual es deseable para caspasa 3 dado
que no es de interés una inhibicion ya que es un regulador importante para el desencadenamiento

de la apoptosis.
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Figura 18. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con CSP-3.
3.1.8 Interleucina-6 (IL-6)

Las interleucinas 6 intervienen en la inflamacion, ademas, es un receptor regulador de procesos
metabolicos y regenerativos de las células, ademas de muy activo en enfermedades que cursan con
inflamacion crénica, un sintoma presente en pacientes con SOP [32]. Para interleucina 6, los
epoxidos de AcDg (34) de la ruta A tuvieron afinidad mayor, cercanos a la Dg (28) y en la ruta B
todos los compuestos analizados tuvieron afinidad mayor que Dg (28), haciendo de interés estos
compuestos, destacando que tanto el epdxido o.como B cuentan con afinidades similares, infiriendo
que esto no afectaria en la evaluacion bioldgica (Grafica 9). EI compuesto FtTrpDg (48) tuvo
mejor afinidad que los derivados FtTrp50OHLaxo (47) y Trp5OHLaxo (50), y la destaca para la
evaluacion.
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50HLaxo (30)

Ac50HLaxo (36)

EpxBAcDg (35b)
EpxaAcDg (35a)
AcDg (34)

Grafica 9. Energias de acoplamiento molecular de los derivados esteroidales vs
interleucina-6 (IL-6) (4G, kcal/mol).
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Figura 19. Modelo 2D del acoplamiento molecular de los derivados esteroidales con IL-6.

En la figura 19 vemos que los a.a. tuvieron interacciones por puentes de hidrégeno, fuerzas de
vander Waals e interacciones alquilicas con Dg (28), mientras que con el Fty Trp hubo enlaces 7-
sigma. Ademas, hubo interacciones con las modificaciones hechas al doble enlace al generar
puentes de hidrogeno con la proteina, por lo que aument6 la afinidad de los compuestos.
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3.2 Administracion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion (ADME)

Mientras que los estudios de acoplamiento molecular simulan y predicen una posible interaccion
con una proteina, y por ende, un posible efecto farmacologico, los estudios ADME de la plataforma
SWISS ADME simulan y comparan una serie de parametros deseados en un farmaco y moléculas
de interés desarrolladas, prediciendo propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas
importantes; la plataforma calcula algunas propiedades como solubilidad, permeabilidad o
biodisponibilidad y establece parametros ideales para una molécula gracias al trabajo de grandes
investigaciones y empresas farmacéuticas como Bayer o Pfizer, cabe aclarar que dichos pardametros
no son una serie de reglas a cumplir, sino un rango de caracteristicas deseables para un posible
farmaco [63].

Se obtuvieron los resultados mostrados en las tablas 3 y 4 para los compuestos de la ruta A 'y B por
separado. Observamos asi que los compuestos sin FtTrp o Trp poseen una alta absorcion
gastrointestinal, mientras que tras las esterificaciones con Trp disminuyen dicha absorcién. En la
ruta A, los derivados sin FtTrp tuvieron alta probabilidad de absorcién por glicoproteinas, excepto
para 34, siendo indicativo que la absorcion por glicoproteinas es mediada por el hidroxilo en la
posicion 3 del esteroide, un efecto similar lo obtuvimos para 36.

De forma similar, la permeabilidad para la barrera hematoencefalica tuvo la misma tendencia,
resultado que se corrobora con los valores de coeficiente de reparto (lipofilicidad) que presentan
mayor valor, esto se refleja también en la solubilidad en agua de los compuestos que, tanto en ruta
A'y B fue baja a excepcidn de 28, 36 y 30, debido probablemente al hidroxilo en la posicion 3 del
esteroide en el caso de 28, mientras que para 30 y 36 debido a la generacién del hidroxiloen 5y
grupo cetonico en 6.

Por otra parte, el valor de biodisponibilidad se basa en la administracion oral en ratas, obteniendo
buenos resultados para la ruta A en general, mientras que la ruta B reporta bajas biodisponibilidades
del 17% para los compuestos epoxidados 49a y b y para el compuesto 47 con FtTrp, recalcando
con mejores biodisponibilidades los derivados 48 y 50 en la ruta B.

La comparacién con farmacos se evalla de diferente manera segun el método, cada uno con
diferentes criterios establecidos, teniendo asi los criterios de: Lipinski, Ghose, Egan y Muegge. La
ruta A cumple satisfactoriamente con Lipinski y Egan, mientras que tiene deficiencias con Ghose
y Muegge. La ruta B por su parte, para los compuestos 48, 49 y 47 no cumple con ninguno de los
4 criterios, siendo Unicamente 50 el que cumple Lipinski y Egan.
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Tabla 3. Resultados del analisis ADME, Ruta A

AcDg EpxoAcDg EpxpAcDg Ac5SOHLaxze S5OHLaxe FtTrp3OHLaxe Trp5SOHLaxo

T
RUTA A (34 35a 30 4 (50
Absorcion G.I. Alta Alta Alta Alta Alta Alta Baja Baja
P. barrera - Si No Si Si No Si No No
9 e hematoencefilica
Farmacocinética Clicoproteinas
K No No Si si si Si si Si
como sustrato
P. piel (em/s) -4.8 -4.66 -5.16 -5.16 -5.97 6.11 -5.63 -5.99
Lipofilicidad Comueme 5 5.45 4.98 5.03 425 3.72 6.04 499
Log Po/w
Log S (ESOL) -5.98 -6.47 -6.2 -6.2 -5.68 -5.19 -0.1 -7.28
Solubilidad Solubilidad a31E04 "PF 0504 295804 1.02E-03 2.87E-03 6.10E-07 3.30E-05
en agna (mg/ml) 04
Clase Moderada  Baja Baja Baja Moderada Moderada Baja Baja
Lipinski (#V) Si: 1 Si: 1 Si; 1 Si; 1 Si: 0 Si; 0 No: 2 Si: 1
C .. Ghose (£V) No: 2 No: 3 No: 2 No: 2 No: 3 No: 1 No: 4 No: 4
OMPAracion o0 #V) Si No; 1 si si si si No; 2 si
con firmacos . . K
Muegge (V) No: 1 No: 1 No: 1 No: 1 Si Si No: 3 No:3
Biodisponibilidad 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.17 0.55

G.I. (Gastrointestinal), P. (Permeabilidad en), #V (Niimero de violaciones al criterio)

Tabla 4. Resultados del analisis ADME, Ruta B

FtTrp50HLaxo Trp50HLaxo

4 (50
Absorcion G.IL Alta Baja Baja Baja Baja Baja
P.barrera Si No No No No No
s hematoencefalica
Farmacocinética Glicoproteinas
£ No No si si si si
como susirato
P. piel (cm/s) -4.8 -4.32 -4.84 -4.84 -5.63 -5.99
Lipofilicidad Consenso 5 7.25 6.78 6.78 6.04 4.99
Log Po/w
Log S (ESOL) -5.98 -9.9 -9.62 -9.62 -9.1 -7.28
Solubilidad Solubilidad 431E-04 9.30E-08 1.80E-07 1.80E-07 6.10E-07 3.30E-05
en agua (mg/ml)
Clase Moderada Baja Baja Baja Baja Baja
Lipinski (#V) Si: 1 No: 2 No: 2 No: 2 No; 2 Si: 1
. Ghose (#V) No:; 2 No: 4 No: 4 No: 4 No: 4 No: 4
Comparacién = ' '
. — Egan (#V) Si No: 1 No: 1 No: 1 No; 2 Si
Muegge (V) No: 1 No: 3 No: 3 No: 3 No: 3 No: 3
Biodisponibilidad 0.55 0.55 0.17 0.17 0.17 0.55

G.I (Gastrointestinal), P. (Permeabilidad en), #V (Nimero de violaciones al criterio)

En la figura 20, se observan los radares de biodisponibilidad obtenidos de la plataforma SWISS
ADME, donde se comparan 6 propiedades de los farmacos, denotando en color rosa el rango ideal
para su administracion via oral principalmente, con esto, es posible determinar deficiencias, guiar
en la formulacion y realizar el disefio dirigido de un farmaco [63].

Se observa que los compuestos de la ruta A, sin FtTrp o Trp, se encuentran en la zona rosa 0 muy
cercanos a ellos, con un bajo nivel de insaturaciones y flexibilidad, pero recalcando que el hidroxilo
en posicion 5y el grupo cetonico en 6 mejoran la polaridad y liposolubilidad respecto a Dg. Por su
parte, la ruta B tras una esterificacion con FtTrp muestra un aumento en la lipofilicidad y, por ende,
también en la insolubilidad, ademéas de un aumento en el tamafio, todas estas propiedades saliendo
considerablemente del rango deseado (zona rosa). Ademas, se observa una mejoria en las
insaturaciones y flexibilidad respecto a la ruta A. El compuesto 50 destaca, puesto que la
solubilidad y lipofilicidad disminuyen a rangos mas cercanos a los deseados respecto a los
derivados analogos de la ruta, manteniendo caracteristicas deseadas en polaridad, insaturaciones y
flexibilidad. Pese a esto, la administracion via oral de estos derivados puede presentar
complicaciones acordes a las predicciones del programa debido al tamafio de la molécula y su alta
liposolubilidad.
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Figura 20. Radar de biodisponibilidad de 6 parametros ideales en un farmaco de ambas rutas.

LIPO: lipofilicidad, FLEX: flexibilidad, INSAT: insaturaciones, INSOLU: insolubilidad,
POLAR: polaridad.




3.3 Analisis teorico de seleccion de candidatos a sintesis

De los resultados de acoplamiento molecular resumidos en la tabla 5 obtuvimos que la ruta A posee
afinidades menores, concluyendo que los compuestos exclusivos de dicha ruta no son buenos
candidatos para la evaluacion bioldgica, caso contrario a los compuestos de la ruta B, en los cuales
obtuvimos que el compuesto FtTrpDg (48) tiene las mejores afinidades para la mayoria de
proteinas evaluadas de interés contra el SOP, seguido del resto de compuestos, ya sean exclusivos
de la ruta B o los derivados finales que se comparten en ambas rutas. Por lo anterior elegimos la
ruta B para realizar la sintesis de los compuestos y también para la evaluacion bioldgica en el
modelo de SOP en ratas.

Tabla 5. Resumen de las moléculas principales de interés.

Receptor Derivados con mejor afinidad

Receptor de Estrogenos a FtTrpDg (48), FtTrpEpxpDg (49b), FtTrpEpxaDg (49a)

Receptor de Estrogenos FtTrpDg (48), FtTrpEpxaDg (49a)

FtTrpDg (48), Trp50OHLaxo (50),

Receptor de Andrégenos
P g FtTrp50HLaxo (47)

Receptor de Progestagenos FtTrpDg (48), FtTrp5OHLaxo (47)
Caspasa 3 FtTrpDg (48), Trp50OHLaxo (50), FtTrp50HLaxo (47)
CD95 FtTrpDg (48), FtTrp5OHLaxo (47)
Interleucina 6 FtTrpDg (48), FtTrpEpxBDg (49b)
VEGF FtTrpEpxaDg (49a), FtTrp5OHLaxo (47)
MARSS FtTrpDg (48), FtTrpEpxpDg (49b), FtTrpEpxaDg (49a),

Trp50HLaxo (50), FtTrp50HLaxo (47)

Cabe precisar gque el estudio de acoplamiento solo predice la viabilidad de union de moléculas a
proteinas especificas, por lo que el sistema ADME complementa los estudios in silico. Las figuras
20 y 21 indican las propiedades de absorcion y permeabilidad, representadas en zona blanca los
compuestos absorbibles a través del tracto gastrointestinal, mientras que en zona amarilla los
compuestos permeables pasivamente por la barrera hematoencefalica [63]. Obtuvimos que los
compuestos con Ft 'y Trp no cumplieron con ninguno de los dos criterios establecidos. Los
compuestos de ruta A predicen una buena absorcion gastrointestinal, mientras que 28, 30, 35a y
35b cumplen también con la permeabilidad a la barrera hematoencefalica.
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Figura 21. Diagrama de permeabilidad para los compuestos de la ruta A calculada por SWISSADME
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Figura 22. Diagrama de permeabilidad para los compuestos de la ruta B calculada por SWISSADME.




Podemos denotar que los compuestos de la ruta B no son viables para una administracion oral
basados en los resultados de los radares de biodisponibilidad y los diagramas de permeabilidad
previamente presentados, lo que sugiere el uso de técnicas alternativas tales como via muscular o
la via intraperitoneal en el modelo in vivo para asegurar la biodisponibilidad de los compuestos. La
presente investigacion optd por via intraperitoneal debido a su facilidad técnica, mejor
biodisponibilidad sumado a una administracion precisa y segura, ademas, los derivados propuestos
muestran ser altamente liposolubles y con buena distribucion, que predice buen efecto sistémico.

Al realizar el analisis combinatorio tedrico, se determind que los derivados FtTrpDg (48) y
Trp50HLaxo (50) fueron de interés, seguidos de los derivados epoxidados FtTrpEpxpDg (49b)
y FtTrpEpxaDg (49a). Sin embargo, en el caso de los epdxidos, hubo diferencias particulares en
algunos receptores, lo que los hace inespecificos, pero a la vez, interesantes al determinar su efecto
como una mezcla diasteroisomerica. Se concluye que 50 y 48 fueron de principal interés y, por
ende, de prioridad para su sintesis quimica y para su evaluacién bioldgica, dado que poseen altas
afinidades de union a las proteinas clave del SOP sumado a las predicciones por ADME. Ademas,
el esquema de sintesis B es una ruta mas corta y cuyos intermediarios también son de interés,
recordando ademas la importancia de establecer procesos mas practicos y accesibles.

3.4 Sintesis organica de los candidatos seleccionados

Las sapogeninas esteroidales han demostrado alta actividad bioldgica, principalmente debido a la
similitud estructural con las hormonas y esteroides enddgenos involucrados en diversos procesos
metabolicos de los seres vivos, siendo la diosgenina, y derivados de ella, de los méas usados [46].
El objetivo de la obtencidn de nuevos derivados esteroidales radica en la obtencion y/o mejora de
algun efecto farmacoldgico, por ejemplo, con la mejora de energias de afinidad para la obtencién
de inhibidores o activadores de proteinas o enzimas claves para una enfermedad. Con los datos de
afinidad de nuestros compuestos se destaca la obtencion de grupos funcionales como cetonas o
hidroxilos que favorecen las interacciones moleculares con sus receptores, principalmente por la
formacion de puentes de hidrégeno, razon por la cual decidimos proponer las rutas de sintesis Ay
B (esquema 7), para obtener compuestos derivados de diosgenina (28) y de 5a-hidroxilaxogenina
(30) esterificados al aminoacido triptofano, con lo cual se prevé que aumentaréa la afinidad de los
compuestos.
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Esquema 7. Rutas de sintesis propuestas: A (rojo) y B (azul).

Para la obtencion del compuesto Trp5OHLaxo (50), planteamos dos rutas sintéticas, concluyendo
del estudio de acoplamiento molecular, que la obtencidén por la ruta B tuvo mayor prioridad
sintética y bioldgica. Tanto la ruta A, como la B, mostradas en el esquema 7, emplean como materia
prima la Dg (28), sapogenina esteroidal comunmente extraida de la planta de barbasco (Dioscorea
composita) con muy buenos rendimientos a diferencia de otras sapogeninas [44], raz6n por la cual
se utilizo; 28 cuenta con un doble enlace en C-5 con el cual se trabajara para la obtencién de un
grupo hidroxilo en posicion a del C-5y un carbonilo en C-6. Ademas, se prepara como materia
prima al FtTrp (56), que consiste en un derivado ftalamidato de tript6fano que es necesario dada
la presencia del grupo amino y carboxilico del a.a., ya que ambos son altamente reactivos, es
necesaria la proteccién del grupo amino para obtener una reaccién de esterificacion dirigida y
correcta con el &cido carboxilico, evitando de este modo la obtencién de subproductos no deseados.

La ruta A consta de 6 pasos para la obtencion de (50) e inicia con la proteccion del hidroxilo en C-
3, una epoxidacion del doble enlace para luego una oxidacion del mismo, la desproteccion del
hidroxilo en C-3 obteniendo asi Laxo (30), posteriormente se realiza la esterificacién en el
hidroxilo en C-3 del a.a. triptéfano (Trp) con el grupo amino protegido previamente (56), para
finalmente desproteger el grupo amino del a.a. para obtener el derivado 50. La ruta B, por su parte,
consta de 4 pasos, comenzando con una esterificacion directa del hidroxilo en C-3 de Dg (28) y
Trp con el grupo amino protegido (56), posteriormente la epoxidacion del doble enlace, la
oxidacion del mismo y finalmente una desproteccion del grupo amino del Trp para obtener 50,
evitando de este modo la proteccion por acetilacion de la ruta A al ser sustituida por la esterificacion
directa con el aminoacido objetivo, por lo que se realiza en menos pasos tornandola més viable
sintéticamente.
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3.4.1 Obtencidn y caracterizacion de diosgenina, Dg (28) como materia prima

Para ambas rutas, se utilizé como materia prima a la diosgenina, la cual suele extraerse de plantas
del género Dioscorea con buenos rendimientos, haciendo de este modo que la compra como
reactivo sea mas accesible que otro tipo de esteroides. Se utilizé Dg (28) grado reactivo, la cual
suele encontrarse con una pureza superior al 90%, sin embargo, se realiza una purificacion a traves
de columna para cromatografia y sistema de disolvente hexano/acetato de etilo en proporcion 9:1,
para asi evitar la formacion de subproductos por las impurezas presentes.

Figura 23. Estructura de Diosgenina, Dg (28) y numeracion de sus atomos de carbono.

Una vez obtenida la materia prima pura, se realizaron los estudios de caracterizacion
correspondientes para poder elucidar la estructura quimica, sirviendo esto de base para monitorear
las modificaciones posteriores al comparar los espectros entre materias primas y derivados
posteriores, siendo la resonancia magnética nuclear ideal para determinar la estructura a partir de
los espectros de 'H y 3C los cuales se muestran en las figuras 23 y 24, mismos que fueron
comparados con reportes bibliograficos [81]. En el espectro de *H (Figura 23) observamos sefiales
particulares, en 5.35 ppm podemos observar una sefial que corresponde al protén vinilico en H-6 y
a menor frecuencia, en la regién de 4.42 a 3.60 ppm encontramos sefiales traslapadas
correspondientes a los protones H-3 y H26eq, siendo la primera muy puntual para modificaciones
en las rutas propuestas, igualmente, otras sefiales caracteristicas son la que se encuentra en 4.41
ppm correspondiente al H-16, la sefial en 3.37 ppm que se asigna al H-26ax, asi como las sefiales
de los metilos 18, 19, 21, 27, caracteristicas de los metilos del nucleo esteroidal.
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Figura 24. Espectro de RMN de '*H de Dg (28) a 500 MHz.

Para el espectro de RMN de 3C (Figura 24) se observa una sefial en 141 y 122 ppm
correspondientes a los carbonos vinilicos C-5 y C-6, ademas de la sefial del C-3 que se encuentra
a 72 ppm, siendo estas 3 sefiales las mas relevantes dado que son estos carbonos en donde se
realizaran las modificaciones quimicas, mientras que el resto de sefiales son caracteristicas para los
carbonos de la estructura esteroidal, a 109 ppm la sefial del C-22 del espiroacetal, a 81 ppm del C-
16 y la sefial de C-26 a 67 ppm.
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Figura 25. Espectro de RMN de *C de Dg (28) a 125 MHz.




3.4.2 Sintesis y caracterizacion de FtTrp (56) como materia prima.

54 HO ° 55 56 O HOQ
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N
NH
o 4 ™ — ©[/é /
/ 5
° H

Esquema 8. Reaccidn para la obtencion de ftalamidato de tript6fano, FtTrp (56).

Como primera reaccion, se busca la obtencién del derivado aminoacidico protegido en su grupo
amino (56), el cual se obtiene de manera in situ y practicamente cuantitativo, obteniendo
rendimientos del 99 %. En el espectro de *C (Figura 26) podemos observar a 170 ppm las tres
sefiales caracteristicas de los grupos carbonilos del grupo protector y al grupo acido, a menor
frecuencia se encuentran las sefiales de los dobles enlaces y en particular a 55 ppm la sefial del
carbono base del grupo amino, constatando la identidad de esta materia prima para futuras
esterificaciones.
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Figura 26. Espectro de RMN de **C de FtTrp (56) a 125 MHz.
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3.4.3 Sintesis y caracterizacion de FtTrpDg (48)

HN
0N
N
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Figura 27. Ftalamidato de triptéfano de diosgenina, FtTrpDg (48).

El primer paso por realizar de la ruta de sintesis B es la proteccion del grupo hidroxilo en C-3, dado
que en pasos posteriores el uso de reactivos oxidantes puede dar lugar a derivados diferentes al
oxidar dicho grupo, existen diversos grupos protectores para este fin, dentro de los mas utilizados
estdn el anhidrido acético o anhidrido trifluoroacético. Los aminoacidos poseen dos grupos
funcionales reactivos caracteristicos tanto en esenciales como no esenciales, (un grupo amino y un
acido carboxilico), dada la naturaleza entre a.a. de formar enlaces peptidicos, se debe proteger
alguno de los dos grupos funcionales para hacer la reaccion selectiva hacia una esterificacion con
el grupo carboxilo, reaccién que requiere de un grupo hidroxilo proporcionado por la sapogenina
esteroidal. Como se muestra en el esquema 9, se usa el a.a. con el grupo amino protegido por medio
de anhidrido ftélico, es decir, ftalamidato de triptéfano FtTrp (56) (Esquema 9) que, a su vez,
actuara como grupo protector del hidroxilo en C-3 de la diosgenina (28), misma reaccion que se
realizd in situ utilizando como activador al DCC y como catalizador al DMAP, debido a la
naturaleza solida de los reactivos, obteniéndose con rendimientos del 87 %.

FtTrp (56)

_—
DCC, DMAP o)
28 Dioxano

HO
Esquema 9. Reaccion para la obtencion de FtTrpDg (48).

Posteriormente, el derivado esterificado esteroidal se purifica y es realizado el analisis estructural
por RMN, donde se observa en la figura 28 la comparacién de los espectros de RMN de la materia
prima Dg (28) y el compuesto FtTrpDg (48), conservandose las sefiales caracteristicas de Dg (28),
mientras que la sefial H-3 se desplaza a mayor frecuencia debido al efecto protector del éster
formado, asi mismo, podemos observar la aparicion de una sefial en 3.4 correspondiente del proton
a al carbonilo del éster y, en la region de mayor frecuencia, se observan las sefiales del grupo indol
a 6.2 ppm en laregion del vinilo y aromaticos, destacando dos grupos de sefiales a mayor frecuencia
correspondientes al anillo aromaético del grupo indol, y a menor frecuencia las sefiales del grupo
protector, asignando cada uno para confirmar su estructura.
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Figura 28. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de Dg (28) [Arriba, negro] y FtTrpDg (48) [Abajo, rojo].

3.4.4 Sintesis y caracterizacion de FtTrpEpxaDg (48a) y FtTrpEpxpDg (48b)
(49)

Esquema 10. Reaccion para la obtencion de la mezcla de epoxidos oy f de FtaTrpDg.

La epoxidacion es una metodologia que permite introducir grupos funcionales reactivos, por
ejemplo, hidroxilos y cetonas, siendo ampliamente utilizada y de la cual existen multiples formas
para su obtencion dependiendo el objeto de estudio puesto que, en esteroides, se pueden obtener
estereoisomeros del epdxido, siendo el uso de acidos de Lewis como el ion Fe** y KMnO, para
obtener una reaccion estereoselectiva, o bien, con el uso de peroxiacidos como m-CPBA que no
resulta estereoselectiva pero si mayoritaria para la formacion de epoxidos .
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Siguiendo con la ruta B, una vez protegido el hidroxilo en C-3, se comienza a trabajar con el doble
enlace a traves de una epoxidacion, usando como reactivo un peroxiacido, m-CPBA, con lo cual se
obtendra una reaccion concertada de epdxidos en mezcla de estereoisomeros en posicion a y f3,
siendo mayoritario ¢l epdxido a dada la disposicion espacial. Una vez realizada la reaccion, se
purifica, obteniendo por cromatografia en capa fina una sola mancha con un factor de retencion Ry
de 0.8, con sistema de disolventes 5:5 hexano/acetato de etilo, mancha que fue considerada como
la mezcla de ambos epoxidos, sin embargo, al realizarse el anlisis por RMN (figura 29), se
observan sefiales nuevas e inesperadas traslapadas, no correspondientes al producto, que al tratar
de elucidarse el espectro se determina como una mezcla de epoxidos no esperados, debido
probablemente a una segunda epoxidacion del doble enlace del triptéfano que da lugar a una mezcla
de 4 epoxidos distintos sumado a una probable formacion de los compuestos esperados
representados en la figura 30.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.!
f1 (ppm)

Figura 29. Espectro de RMN de *H de la mezcla de epoxidos a 500 MHz.

Figura 30. Mezcla obtenida de epoxidos de ftalamidato de triptéfano de diosgenina.
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Con este resultado se ve afectada la ruta B, dado que originalmente se consideraba la obtencion de
la mezcla de epdxidos a y B a partir del doble enlace de la diosgeninay, con la reaccion de oxidacion
posterior, se obtendria el hidroxilo en C-5 en posicion a y el carbonilo en C-6 independientemente
del epdxido, sin embargo, no era esperada la reaccion de epoxidacion del doble enlace del
triptéfano debido a la aromaticidad que presenta el grupo indol, formandose 4 compuestos con
isomeria distinta para cada doble enlace epoxidado, dichos compuestos se destacan como de interés
para estudios posteriores, sin embargo, la separacion y purificacion de cada uno de los epoxidos
distintos es poco viable debido a los altos costos que conlleva la separacion de estereoisomeros,
ademas de que la oxidacion posterior también afectaria al aminoacido, alejandonos de la obtencién
de uno de nuestros compuestos objetivo, razon por la cual se descarta la ruta B y el estudio de la
mezcla de epdxidos, optando por la ruta A para la obtencion del compuesto (50), sirviendo la ruta
B con la primer reaccion para la obtencion de (48), candidato probable a evaluacion biologica.

3.4.5 Sintesis y caracterizacion de AcDg (34)

Figura 31. Acetato de diosgenina, AcDg (34).

Parte de la ruta A ha sido ampliamente estudiada, debido al interés de la obtencion de
5a-hidroxilaxogenina (30) partiendo de Dg (28) ya que se obtienen mejores rendimientos a partir
de semi-sintesis organica con previa extraccion de materia vegetal, por lo que se retoman dichos
estudios para la modificacion del doble enlace, que al igual que con la ruta B, se debe realizar la
proteccién del hidroxilo en C-3 utilizando un grupo protector alterno cuya estructura no se vea
alterada con las posteriores modificaciones del doble enlace con reactivos oxidantes, siendo de los
mas utilizados &cido acético, anhidrido acético o formacién de anhidridos mixtos, sin embargo, la
mayoria de metodologias emplean catalizadores y disolventes, mientras que el uso de anhidrido
acetico reporta buenos rendimientos de reaccion del 85% a reflujo sin el uso de solventes ni
catalizadores, facilitando la purificacion del compuesto. Siguiendo esta metodologia, se monitorea
la reaccion por CCF, se purifica por medio de CC obteniéndose en rendimientos del 85 % y se
analiza la estructura del compuesto puro obtenido, acetato de diosgenina, AcDg (34).
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Figura 32. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de Dg (28) [Arriba, negro] y de
AcDg (34) [Abajo, rojo].

Se compararon los espectros de RMN de la materia prima Dg (28) y el compuesto obtenido, AcDg
(34) en la figura 31, notando la desaparicion de la sefial en la region de 3.4-3.5 ppm que corresponde
al H-3 en el caso de Dg (28), dicha sefial se desplaza a frecuencias mayores en 4.6 ppm debido al
cambio de grupo funcional realizado, por otro lado, se observa en 2.04 ppm una sefial caracteristica
que integra para 3-H correspondientes al metilo del grupo acetilo agregado, siendo el resto de
sefiales caracteristicas del resto de la estructura esteroidal que ambos comparten, confirmando de
este modo la obtencion del producto 34.

3.4.6 Sintesis y caracterizacion de EpxaAcDg (35a) y EpxBAcDg (35b)

B

Figura 33. EpxaAdcDg (35a) y EpxffAcDg (35b).

Se opta por utilizar el peroxiacido m-CPBA que, si bien, no permitira una reaccion estereoselectiva,
no es de interés la purificacion de cada estereoisomero para evaluacion biolégica al mostrar
energias de afinidad débiles en el estudio in silico, aunado al hecho de que la posterior oxidacion
dara lugar a un hidroxilo en posicion a en C-5y a un grupo cetonico en C-6, independientemente
del estereoisomero.
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Se purificd por técnicas cromatograficas obteniendo un rendimiento del 90% de la mezcla de ambos
epoxidos para su posterior caracterizacion, resultando necesario el analisis por RMN dado que
técnicas como analisis por infra rojo no distinguen estereoisomeros; se observa en el espectro de
resonancia (Figura 34), la pérdida de la sefial del proton vinilico correspondiente al doble enlace,
ademas de la aparicion de dos sefiales en 3.00 y 3.08 ppm correspondientes al protén H-6 ahora
base de oxigeno, cada una correspondiente al proton en posicion pseudo-axial y pseudo-ecuatorial,
efecto que se traslada al protén en C-3 ya que cuando el grupo epoxido se encuentra en la cara a
tiene un efecto protector con H-3, efecto minimizado cuando se encuentra en cara 3, denotando asi
la presencia de ambos epoxidos. El resto de las sefiales se conservan en ambos espectros, mostrando
que el resto de la estructura sigue intacta.
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Figura 34. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de AcDg (34) [Arriba] y mezcla de 35a y 35b [Abajo].

3.4.7 Sintesis y caracterizacion de Ac5OHLaxo (36)

OH
0

Figura 35. Acetato de 5a-hidroxilaxogenina, Ac5OHLaxo (36).
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Una vez obtenido el epoxido del doble enlace, se procede con la oxidacion para obtener el
compuesto 36, siendo caracteristico por un grupo hidroxilo en posicion o en C-5y un grupo
cetdnico en C-6. Esta reaccion es posible con un reactivo oxidante tal como reactivo de Jones o
trioxido de cromo CrOs, en donde se reporta ya el mecanismo de accion que consiste en la
protonacién del oxigeno del anillo epoxidico, seguida de un ataque nucleofilico por la cara a del
esteroide, dando lugar a grupos hidroxilos en C-5 y C-6, sufriendo este Gltimo, al ser alcohol
secundario, una oxidacion inmediata por el oxidante en dilucién acuosa, dando lugar al grupo
cetdnico en C-6 y al grupo hidroxilo en posicion o en C-5.

Una vez monitoreada la reaccion por CCF, se purifico el compuesto por CC con rendimientos del
89 % y se analizo la estructura del compuesto por medio de RMN (Figura 36), en el cual se puede
observar el desplazamiento de la sefial de C-5 a frecuencias menores cercanas a 80 ppm, mientras
que la sefial de C-6 se desplaza a frecuencias mayores de alrededor de 202 ppm, se encuentra
también la sefial de 3" alrededor de 170 ppm debido a la acetilacidn, mientras que el resto de las
sefiales se mantiene, por ejemplo, con los metilos 18, 19, 21y 27 que se mantienen en la regién de
13 a20 ppm.
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Figura 36. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de Dg (28) [Arriba, negro] y de AcSOHLaxo (36) [Abajo,
rojo].

53



3.4.8 Sintesis y caracterizacion de 50HLaxo (30)

OH
o}

Figura 37. 5a-hidroxilaxogenina, 50HLaxo (30).

Para la obtencion del compuesto de interés se requirié de una reaccion de esterificacion en el
hidroxilo en posicion C-3 por lo que se requirio eliminar la proteccién previa realizada, es decir, la
eliminacién de la acetilacion de dicho grupo hidroxilo mediante hidrolisis basica con el uso de
hidroxido de potasio, reaccion que da lugar debido a que el oxigeno realiza un ataque nucleofilico
al carbono base de carbonilo éster, siendo buen electrofilo, llevando a cabo una adicion del grupo
hidroxilo para después, el par electronico del oxigeno regresar a la formacién del doble enlace,
rompiendo el enlace de éster, finalmente llevandose a cabo un equilibrio acido-base con el que la
reaccion se desplaza a la formacion del producto 30, haciendo esta metodologia efectiva. De este
modo se obtiene el compuesto 50HLaxo (30) con buenos rendimientos del 83 %, siendo este
nuestro compuesto a esterificar posteriormente con FtTrp (56).

Una vez purificado, se realizaron los estudios de RMN, mostrandose el espectro en la figura 38
donde se mantiene la sefial del grupo cetonico en C-6 cercano a 215 ppm, mientras que se observa
la desaparicion de la sefial de 3° de alrededor de 170 ppm debido a la correcta desacetilacion del
OH-3, manteniéndose el resto de las sefiales intactas y constantes denotando que no se ha alterado
el resto de la estructura y se ha obtenido correctamente Sa-hidroxilaxogenina (30).
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Figura 38. Espectro de RMN de *C a 125 MHz de Dg (28) [Arriba, negro] y de
50HLaxo (30) [Abajo, rojo].
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3.4.9 Sintesis y caracterizacion de FtTrp5OHLaxo (47)

HN

4 @7
OH

(0]
Figura 39. Ftalamidato de triptéfano de 5a-hidroxilaxogenina, FtTrp5SOHLaxo (47).

Para la obtencidén del compuesto 47 se requirié de la preparacion previa de FtTrp (56) para
asegurar la esterificacion con el acido carboxilico y a su vez, evitar la formacion de enlaces
peptidicos entre moléculas de triptofano. Primeramente, se realiza la esterificacion utilizando
DMAP como catalizador y DCC como activador, a reflujo, obteniéndose con rendimientos del 78%
anadlogamente al caso de cuando se obtuvo el derivado FtTrpDg (48).

En la figura 40 podemos observar el espectro de RMN, donde encontramos las sefiales de los
protones del ftalamidato e indol en regiones de entre 6 y 8 ppm asignadas en la figura; encontramos
también el efecto en el desplazamiento a mayor frecuencia de H-3 respecto a Dg (28) debido a la
esterificacion, encontrando ademas las sefiales de 3°’ y 3’”’ correspondientes al esqueleto del FtTrp.
Se recalca la eliminacion de las sefiales que integraban para el proton vinilico en H-6 debido al
grupo cetdnico en C-6 propio de la 5a-hidroxilaxogenina, asimismo, se mantienen las sefiales de
los protones de C-16 y C-26 que indica un nucleo esteroidal intacto, aunado a las sefiales de los
protones correspondientes a los grupos metilos 18, 19, 21 y 27, constatando la obtencion del
derivado FtTrp5OHLaxo (47).
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Figura 40. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de FtTrp5OHLaxo (47).
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3.4.10 Sintesis y caracterizacion de Trp5OHLaxo (50)

-
=
=
=
=
=

OH
(6]

(50)

Figura 41. Triptofanato de 5a-hidroxilaxogenina, Trp5OHLaxo (50).

Para la obtencidn del compuesto final (50) realizamos la desproteccion del grupo amino del a.a.
partiendo del compuesto 47, es decir, la eliminacién del anhidrido ftalico con el reactivo hidrazina
obteniéndose con rendimientos del 92%.

NH2NH: para de este modo obtener el derivado de triptéfano, destacando la precipitacion del
ftalamidato de hidrazina. Es recuperado el producto cuantitativamente en la fase alcohdlica y

Se corrobora la estructura en el espectro de RMN de 'H (Figura 42), donde se observa la
desaparicion de las sefiales correspondientes al grupo Ft que aparecian en la region de 6.5 a 7 ppm,

conservando las sefiales del grupo indol, ademas, las sefiales caracterizadas para 3, 3*’ y 3°”” del

esqueleto del Trp se mantienen, con lo que se afirma la correcta esterificacion y desproteccion del

Trp; ademas, se observan nuevamente las sefiales de los protones de C-16 y C-26 que en conjunto
a las sefiales de los protones que integran para los grupos metilos 18, 19, 21y 27 indican un nucleo

esteroidal intacto, obteniéndose asi, con rendimientos del 92%, el derivado Trp50OHLaxo (50).
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Figura 42. Espectro de RMN de *H a 500 MHz de FtTrp5OHLaxo (50).
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3.5 Evaluacion bioldgica en modelo de rata Wistar

Tras combinar los estudios in silico y resultados de sintesis, seleccionamos al FtTrpDg (48) y
Trp50HLaxo (50) para la evaluacion bioldgica, los cuales fueron administrados a 4 grupos de
ratas: ratas control administradas con 6 dosis de SS1/24 horas; ratas con SOP inducido con valerato
de estradiol administradas con 6 dosis de SS1/24 horas; ratas con SOP inducido con valerato de
estradiol administradas con 6 dosis del compuesto 48/24 horas y ratas con SOP inducido,
administrados con 6 dosis del compuesto 50/24 horas. 72 horas después de la ultima dosis se realiza
el sacrificio y perfusion intracardiaca de SSI para la obtencion de ovarios y Gtero.

El estudio bioldgico se resume en dos etapas: la primera fue sobre el estado fisiologico de los
animales, en el que su estado general fue bueno, mismo que se reflejé en incremento de su peso
corporal, al momento del sacrificio no hubo anormalidades macroscopicas visibles como
hemorragia, mientras que el peso, volumen y densidad de los ovarios y Utero fue registrado; la
segunda etapa consistio en la técnica histoldgica de érganos extraidos para la evaluacion de efectos
en tejidos de Gtero y ovarios, y en particular estudio histologico en el caso de Utero.

De la primera etapa se obtienen los resultados mostrados en la tabla 6 tras la administracion de
FtTrpDg (48) a ratas con SOP. Se observé que el peso de las ratas no cambid6 significativamente
con relacion a las ratas control no enfermas, mientras que el peso de los ovarios (mg/kg) disminuyé
significativamente en las ratas con SOP; al administrar el compuesto FtTrpDg (48), el peso
incremento casi al nivel de las ratas sanas sin alcanzar la diferencia estadistica. Por otro lado, el
volumen de los ovarios disminuyo significativamente al administrar el compuesto 48 en
comparacion a las ratas con SOP y ratas control sanas. Ademas, la densidad de los ovarios
disminuyé significativamente en las ratas con SOP en comparacion con las ratas del grupo control,
mismo que aumentd significativamente con el derivado 48, incluso a mayor valor que en las ratas
control sanas, este resultado sugiere mayor nimero de células por unidad de volumen. Por otro
lado, el peso del Gtero aumentd en las ratas con SOP y disminuyé al administrar 48 a un valor
semejante al de las ratas sanas siendo posible indicador de mejoria.

Tabla 6. Efecto del FtTrpDg (48) (50 ug/Kg, ip) sobre ovarios y utero de rata Wistar con SOP.

Grupos Peso (g) Ovarios (mg/100 g)  Vol. Ovarios (ul) Densidad Utero (mg/100 g)

Control 216+5 32.5+1.9 125+17 0.26 188+25
SOP 220+13 18.5+2.1% 100+25 0.19% 213+69
SOP+(48) 217+7 19.6+3.3* 63+7* 0.31 188+19

* Disminucion -vs-control; ANOVA de una via; £+ EEM.




En la etapa 2, se observan los efectos de Trp5OHLaxo (50) (Tabla 7), donde el peso de las ratas
no se modifico tras la administracion de 50, sin embargo, el peso Gtero (mg/100g) disminuyd en
las ratas con SOP vs las ratas control, mismo que se restablecio tras la administracion de 50, siendo
un indicador de mejoria, resultado que fue similar al obtenido con el compuesto 48. También, el
peso de los ovarios tuvo la misma tendencia de 48 dado que disminuyd significativamente vs ratas
sanas y ratas con SOP, el peso aumento al administrar 50, sin embargo, no presento diferencia
significativa. Por otro lado, el volumen de los ovarios disminuyd significativamente en las ratas
con SOP y, con mayor efecto tras la administracion de 50, mientras que la densidad de los ovarios
disminuyé significativamente en las ratas con SOP y se restablecio con el compuesto 50. Este
efecto fue mayor que el obtenido al administrar el compuesto 48, sugiere que la densidad celular
es mayor y podria traducirse como mejoria de la enfermedad.

Tabla 7. Efecto de Trp50HLaxo (50) (50 pg/Kg, ip) sobre ovarios y Utero de ratas Wistar con SOP.

Grupos Peso (g) | Ovarios (mg/100 g) Vol. Ovarios (pl) Densidad Utero (mg/100 g)

Control 216%5 32.5%1.9 125+17 0.26 188+25
SOP 220+13 18.5+2.1* 100425 0.19* 213+69
SOP+(50) 21149 19.5+5.5* 50+12* 0.39 193+29

* Disminucion -vs- control; ANOVA de una via; + EEM.

En la segunda etapa se realiz6 la medicion de las capas celulares del Utero, previamente fue
necesario aplicar las técnicas histoldgicas de rutina para su analisis con microscopio, captura de
micrografias y mediciones de las capas de la mucosa luminal, endometrio y miometrio con el
software Motic 2.0. Fueron estudiados 4 grupos de ratas: ratas sanas control, ratas con SOP, ratas
con SOP+50 y ratas con SOP+48. Se analizaron las desregulaciones ocasionadas por SOP en el
utero (Figura 43), siendo el endometrio de prioridad dado que regula su crecimiento a través de
moléculas de tipo esteroidal y diversos receptores hormonales que usualmente se ven afectados por
el SOP. Complicaciones con el endometrio tales como exceso de estrogenos y falta de progesterona
ocasiona crecimiento anormal de esta capa de Utero en ratas enfermas con SOP.

58



Control

B
[ N

ratas con SOP y ratas con SOP administradas con los compuestos 48 0 50. Tincién con Hematoxilina-
eosina (H&E). Amplificacion 4X.

Las mediciones de cada capa de utero fueron evaluadas y comparadas para cada grupo,
enfocandose en las diferencias reportadas para el Gtero como la hiperplasia de endometrio en ratas
con SOP o anomalias tejidos anormales deslocalizados. Las mediciones se condensaron en la tabla
8y se aplicaron las pruebas estadisticas ANOVA 'y Tukey para afirmar las variaciones, encontrando
en el analisis ANOVA de una via que existian diferencias estadisticamente significativas entre los
4 grupos de ratas para todas las capas de Gtero; gracias a este resultado se aplica la prueba Tukey
para determinar en qué condiciones hubo diferencias. Obteniendo asi la grafica 10, donde los datos
corresponden al promedio y al error estandar de la media (EEM).

El espesor de la mucosa luminal tuvo un aumento estadisticamente significativo con Trp5OHLaxo
(50) en comparacion con las ratas control y con SOP, mientras que con FtaTrpDg (48) no hubo
cambios. En endometrio, la zona mas estimulada por esteroides, el espesor aumenté con 48
respecto a las ratas con SOP, restableciéndolo a valores del grupo control sano mientras que 50 no
demostré diferencias. El espesor del miometrio, la capa mas externa formada de células
musculares, presenta una ligera tendencia de disminucion al contraer SOP respecto a ratas control
sanas, en esta capa fue donde se observd mayor efecto, puesto que con el compuesto 48 existe un
aumento del grosor respecto al grupo con SOP e incluso respecto al grupo control sano, por lo que
se considera un efecto anabolico al sobreestimular dicha capa al aumentar su espesor a valores
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mayores del grupo control sano; mientras que con 50 muestra un aumento respecto al grupo con
SOP Unicamente, restableciéndolo a valores del grupo control sano.

Tabla 8. Espesor de las capas del utero (um) de ratas Wistar con SOP'y
administradas con derivados esteroidales: FtTrpDg (48) o TrpSOHLaxo (50).

Mucosa luminal Endometrio Miometrio Espesor total
Control 304 612+44 291+27 933+44
SOP 29+3 572+40 27317 874£52
SOP+(48) 36+4 63619 - 375428 -: - 1047439 --
SOP+(50) 4643 -7 - 566+28 337+15 .- 949+40

-2 Aumento -vs- control; ;- Aumento -vs- SOP; ANOVA de una via post Tukey; + EEM.

Un aspecto importante a considerar es la dosis administrada, para este experimento se usaron 50
Hg/Kg en dosis diarias por 6 dias, la dosis fue calculada con base en los estudios previos de nuestro
grupo de trabajo en los que moléculas relacionadas como Dg (28) y 260HDg (29) tuvieron efectos
inhibitorios [11] existiendo la posibilidad de mostrar mejores. Sin embargo, es necesario realizar
mas estudios sobre dosis-respuesta para tener la respuesta farmacoldgica mejor caracterizada.

Respecto al espesor total del Gtero, que abarca las 3 capas, denota una diferencia al administrar 48
y Unicamente respecto al grupo con SOP, lo que indica un efecto estimulatorio que restablece el
utero a valores del grupo control sano, siendo éste un indicador de mejoria, cambio principalmente
dado por la sobreestimulacion de las células musculares del miometrio probablemente por division
celular, sin embargo, no afecta a la mucosa luminal y reestablece el endometrio. Por su parte, el
espesor total de Gtero con 50 no denota diferencias significativas respecto al resto de grupos, sin
embargo, se observa entre cada capa que si tiene un efecto estimulatorio en la mucosa luminal, sin
embargo, no tiene efectos en endometrio aun siendo la zona mas susceptible a hormonas, mientras
que en miometrio no presenta un efecto sobreestimulante como lo hace 48, pero si un efecto
estimulatorio respecto al grupo con SOP, caracteristica que podria ser deseable.
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MIOMETRIO B MUCOSA LUMINAL
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Gréfica 10. Espesor de las capas de Utero (um): A) Miometrio, B) Mucosa luminal, C) Endometrio y

D) Espesor tota de Utero. -: Aumento -vs- control; -:- Aumento -vs- SOP;
ANOVA de una via post Tukey; + EEM.

Se estudiaron 9 proteinas como moléculas blanco probadas por los estudios de acoplamiento
molecular. La alta actividad bioldgica del derivado FtTrpDg (48) estimul6 el desarrollo del Gtero,
efecto que puede obtenerse por la activacion de multiples receptores en las células del 6rgano
blanco y la activacion de varias cascadas de sefializacion intracelular principalmente localizadas
en endometrio y miometrio; ademas, el peso humedo de Gtero sugiere restablecimiento tras la
administracion del compuesto y complementario a esto, 48 tuvo altas energias de afinidad para las
9 proteinas analizadas, es probable entonces que dicha estimulacion se deba a un acoplamiento
notorio con multiples receptores tales como el receptor de estrogenos a y B, interleucina-6, receptor
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de androgenos, receptor de progestdgenos y MARRS, ademas, es probable un acoplamiento con
los receptores CD95 y CSP-3, ocasionando posibles alteraciones en apoptosis, desencadenando un
aumento del espesor, sugiriendo una baja especificidad por los receptores.

Por su parte, los estudios de acoplamiento molecular para el derivado Trp50HLaxo (50)
mostraron buenas afinidades por los 9 receptores probados, siendo destacables con el receptor de
androgenos y el receptor MARRS principalmente, a diferencia de 48, denotandolo probablemente
como mas especifico de estas vias. Complementariamente, las mediciones del Gtero muestrearon
también efectos estimulatorios, pero menores que con 48, sugiriendo menor actividad bioldgica
pero mayor especificidad y afinidad para ciertas dianas de ciertas células activando vias de
sefializacion mas especificas, puesto que endometrio, siendo més susceptible a hormonas, no se vio
alterado, mientras que la mucosa y el endometrio si aumentaron su espesor.
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CONCLUSIONES

Con base en la literatura fueron propuestas dos rutas de sintesis A y B con 9 proteinas
blanco, que intervienen en la enfermedad del SOP. Ademas, los estudios in silico de
acoplamiento molecular aportaron las energias de afinidad para todos los compuestos de la
ruta A, siendo la ruta B la de mejores resultados, que incluye a los compuestos FtTrpDg
48, FtTrpEpxDg 49, FtTrp50OHLaxo 47 y Trp50OHLaxo 50 vs los ligandos de
referencia; estableciendo con mayor importancia los compuestos 48 y 50.

Con base en ADME complementamos los criterios para el estudio de acoplamiento
molecular y seleccionamos las moléculas para la sintesis quimica, lo que di6 paso a
establecer la ruta de sintesis prioritaria, teniendo en cuenta el potencial biologico tedrico.
La ruta principal de sintesis fue la ruta B, de donde 50 obtuvo los resultados méas cercanos
a los rangos requeridos para una administracion oral. Ademas, permitio descartar la via de
administracion oral de los derivados debido al tamafio e insolubilidad de los compuestos.

La ruta de sintesis B consto de 4 pasos, mientras que la ruta A consto de 6 pasos. En ambas
se buscd la obtencidn de los derivados 47 y 50, sin embargo, la ruta B permitia la obtencion
de los derivados 48 y 49. Exitosamente se realizd la obtencidon del compuesto 48, sin
embargo, la ruta B resultd inespecifica al generarse subproductos de la reaccion para la
obtencion del compuesto 49 como se observo en los espectros de RMN, esto debido a que
el reactivo oxidante utilizado para la epoxidacion del doble enlace en C-5 también ocasion6
la epoxidacion del doble enlace en la cadena lateral del aminoécido triptofano de 48, y
favoreciendo la obtencién de una mezcla de epdxidos que dificulté la obtencion del
compuesto 49 puro, y por ende, el resto de la ruta de sintesis, comprometiendo la viabilidad
de la misma, obteniendo 48 por dicha ruta y 50 por la ruta A.

Se seleccionaron los derivados para evaluacién bioldgica en SOP partiendo de los dos
criterios previamente establecidos, estudios in silico y ADME, sumando los resultados de
sintesis quimica, con lo cual, se permitio elegir al compuesto 48, debido a la viabilidad de
la reaccion de un solo paso, buenos rendimientos y buen potencial biol6gico tedrico; y al
compuesto 50, debido al potencial bioldgico tedrico y la obtencidn de este con una ruta de
sintesis A de buenos rendimientos.

La evaluacion bioldgica en modelo de rata Wistar mostré que la administracion del
compuesto 48 tuvo un efecto estimulatorio en el desarrollo del Gtero, principalmente en la
capa del miometrio seguido del endometrio, cuyo resultado se correlaciona con las buenas
afinidades por los 9 receptores del estudio de acoplamiento molecular, denotandolo con una
buena actividad bioldgica, pero con una baja especificidad por receptores.
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% La evaluacion biologica en modelo de rata Wistar mostré que la administracion del
compuesto 50 tuvo un efecto estimulatorio en el desarrollo del Utero, principalmente en la
capa del miometrio y la mucosa, sin alterar al endometrio, probablemente debido a la
activacion de rutas celulares especificas, cuyo resultado se correlaciona con las buenas
afinidades por los receptores estudiados pero sobresaliendo para el receptor RA 'y MARRS,
destacandolo con una buena actividad biolégica, menor a 48, pero con una mayor
especificidad a receptores, caracteristica deseable en un farmaco.

¢ El estudio complementario de diversos factores permitio la seleccion de nuevos derivados
de interés con posibles aplicaciones bioldgicas, siendo una semi-sintesis organica
importante, sin embargo, se vuelve fundamental dar un enfoque a los derivados a obtener,
donde entra el importante rol de la bioinformatica y los estudios de acoplamiento molecular,
que en fases finales del desarrollo del proyecto permitié el analisis total, complementario y
combinatorio que da lugar a mayor comprension de los resultados.




5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Estudios de acoplamiento molecular

Se prepararon proteinas blanco, obteniendo las estructura de Protein Data Bank o PDB, las cuales
se reportaron cristalizadas a diferentes ligandos, posteriormente se usé el programa Chimera,
limpiando a la proteina para dejar inicamente la zona de interés a trabajar, en nuestro caso usando
solo una de las maltiples y variables cadenas que poseen, ademas de minimizar las energias y afiadir
cargas de Geister, una vez esto, se usé la herramienta DockPrep para minimizar sus energias v,
finalmente, usando Autodock Tools 1.5.4 se generaron los formatos pdbqt para su uso en el
programa Vina.

Los ligandos fueron modelados en el programa ChemDraw Professional 15.1 y posteriormente
analizados en Chem3D 15.1, en donde se optimizd por método MM2 para encontrar la posicion
mas estable para cada uno de los derivados de la ruta Ay B.

En el programa AutodockTools, se generan cajas de busqueda (Grids) que se posicionan en el
interfaz del programa hasta que abarque al ligando en su totalidad, usando cajas de 70*70*70 y
con coordenadas variables para cada enzima.

El programa Vina examina las mejores posiciones y conformaciones de los ligandos por las cajas
de busqueda de la proteina preparada, nosotros seleccionando la mejor de las conformaciones con
base en su energia de afinidad, validandose para cada una de las proteinas con modelos de
acoplamiento molecular 2D y 3D con los diferentes ligandos naturales de cada proteina.

5.2 Sintesis quimica

5.2.1 Metodologia de purificacidn y caracterizacion

% Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas cromatogréaficas de gel de silice comercial grado 60 de 0.2 mm de espesor
Allugram Xtra SIL F254, mientras que, como fase movil, una mezcla de solventes para formar
sistemas de elucién de hexano y acetato de etilo. El revelado se realiz6 por tratamiento de acido
sulfarico al 50% y posterior calcinacion de las placas.

%+ Cromatografia en columna

Fue empleado, como fase sélida fija, gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel 60 de Macherey-
Nagel mientras que la fase movil se constituyd por sistemas de eluyentes en diferentes proporciones
de hexano y acetato de etilo, desde 95:5 hasta 5:5, buscando una polaridad creciente.

/7

% Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H a 500 megahertz (MHz) y de $3C a 125 MHz
se obtuvieron en un equipo Bruker, utilizando cloroformo, metanol deuterado y trimetilsilano como
referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresaron en partes por millon (ppm), las
constantes de acoplamiento se expresaron en hertz.
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5.2.2 Sintesis de compuestos

++ Diosgenina/ Dg (28)

HO
Figura 44. Diosgenina (28).

Diosgenina (Dg) comercial obtenida de Quimica Meyer con una pureza de + 92%, posterior
purificacion por cromatografia en columna (CC) utilizando como fase movil un sistema de
disolventes en proporcion 9:1 formada por hexano/acetato de etilo, obteniendo 28 pura con

rendimiento del 88%.

Caracterizacion

Formula molecular condensada: C27H4203. Peso molecular: 414.63 g/mol.
H

d (ppm): 5.35 (1H, dt, Je.7 = 5.4, J6.2 = Js-s = 2.0 Hz, H-6), 4.41 (1H, ddd, J16-15a = 7.6 Hz, J16-150
=6.4 Hz, Jie.17 = 8.7, H-16), 3.52 (1H, m, H-3), 3.48 (1H, m,, H-26e), 3.37 (1H, dd, Jgem = J26a-254
=10.8Hz , H-26a), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21-20 = 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, Jo7-
26 = 6.4 Hz, CHs- 27), 0.79 (3H, s, CH3-18).

13C

& (ppm): 140.8 (C-5), 121.4 (C-6), 109.3 (C-22), 80.8 (C-16), 71.7 (C-3), 66.8 (C-26), 62.0 (C-17),
56.5 (C-14), 50.0 (C-9), 42.2 (C-4), 41.6 (C-20), 40.2 (C-13), 39.7 (C-12), 37.2 (C-1), 36.6 (C-10),
32.0 (C-7), 31.8 (C-15), 31.6 (C-8), 31.4 (C-2), 31.3 (C-23), 30.3 (C-25), 28.7 (C-24), 20.8 (C-11),
19.4 (C-19), 16.3 (C-18), 17.1 (C-27), 14.5 (C-21).

++ N-ftaloidimidato de triptéfano / FtTrp (56)

54 HO ° 55 56 O HOQ
O
(6]
o e . N NH
o n HoN Trietilamina /
/ b
o N

Esquema 11. Obtencion de FtTrp (56).
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Se colocaron 722 mg (4.88 mmol) de anhidrido ftalico (54) con 500 mg (2.44 mmol) de L-
triptofano (55) en un matraz de bola provisto con agitacion y calentamiento por 4 horas, usando
como disolvente tolueno y trietilamina como catalizador. Se prepar6 el sistema para reflujo con
trampa adaptada de Dean Stark para poder eliminar el agua liberada de la esterificacion.

Para el tratamiento de la reaccion, se evapora el tolueno en rotavapor y se adiciona solucion 5% de
acido clorhidrico, formandose un precipitado a filtrarse, obteniéndose el compuesto 56 con un 99%
de rendimiento.

Caracterizacion
Formula molecular condensada: C19H14N204. Peso molecular: 334.13 g/mol.
H

d (ppm): 7.78 (m, 2H, H-fto), 7.68 (m, 2H, H-ftm), 7.0 (m, 2H, H-ftm), 6.65(m, 2H, H-fto), 6.22 (1H, s,
H-In2), 3.27 (2H, m, H-2), 4.17 (1H, m, H-3).

13C

& (ppm): 168.5 (C-1), 167.7 (C-ftCO), 156.9(C-Ini2), 154.9(C-fti), 131.3 (C-fto), 130.0 (C-ftm), 128.3
(C-Inm), 123.5 (C-In2), 115.5 (C-Ini1), 50.6 (C-2), 21.9 (C-3).

s (N-ftaloidimil) triptofanato de diosgenina / FtTrpDg (48)

HN

AN
DCC, DMAP N
FtTrp (56)
_— [e}

Dioxano 0~ "o

HO

Esquema 12. Obtencion de FtTrpDg (48).

En un matraz de bola se afiadieron 500 mg (1.2 mmol) de Dg (28) disolviéndose en 15 ml de
dioxano, posteriormente se afiadié 802 mg (2.4 mmol) de FtTrp, 495.19 mg (2.4 mmol) de DCCy
100 mg (0.8 mmol) de DMAP con agitacion, a reflujo por una hora. Posteriormente se filtra al alto
vacio para eliminar residuos sélidos utilizando como co-disolvente acetato de etilo (AcOEt), se
eliminan los solventes en rotavapor y se disuelve en AcOEt para posteriores lavados con agua y
finalmente secar la fase organica con Na>SOs. Posteriormente se realiza la purificacion con CC
utilizando un sistema de solventes 8:2 hexano/acetato de etilo, obteniendo un rendimiento del 87%.

Caracterizacion
Formula molecular condensada: CasHs4N2Og. Peso molecular: 730.95 g/mol.
H

8 (ppm): 7.78 (m, 2H, H-fto), 7.68 (m, 2H, H-ftm), 7.0 (m, 2H, H-ftm), 6.65(m, 2H, H-fto), 6.22 (1H, s, H-
In2), 5.37 (1H, d, Jo.7 = 5.2 Hz, H-6), 4.17 (1H, m, H-3""), 4.60 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H
, ddd, Jgem = 10.95 HZ Jage.250 = 4.48 Hz, H-26€q), 3.42 (2H, m, H-3"""), 3.37 (1H, dd, Jgem = Josa2sa = 10.8
Hz,H-26ax), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21.20= 7.2 Hz, CHs-21), 0.79 (3H, d, Jo7-25= 6,4 Hz, CHs-
27), 0.79 (3H, s, CHs-18).
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13C

8 (ppm): 168.5 (C-3%), 167.7 (C-ftCO), 156.9(C-Ini2), 154.9(C-fti), 140.8 (C-5), 131.3 (C-fto), 130.0 (C-
ftm), 128.3 (C-Inm), 123.5 (C-In2), 121.4 (C-6), 115.5 (C-Ini1), 109.3 (C-22), 80.8 (C-16), 73.8 (C-3), 66.8
(C-25), 62.0 (C-17), 50.6 (C-3°), 56.5 (C-14), 50.0 (C-9), 42.2 (C-4), 41.6 (C-20), 40.2 (C-13), 39.7 (C-
12), 37.2 (C-1), 36.6 (C-10), 32.0 (C-7), 31.8 (C-15), 31.6 (C-8), 31.4 (C-2), 31.3 ( C-23), 30.3 (C-24), 21.9
(C-3'"), 28.8 (C-24), 20.8 (C-11), 19.4 (C-19), 16.3 (C-18), 14.5 (C-21), 17.1 (C-26).

%+ Mezcla de Epoxidos de (N-ftaloidimil) triptofanatos de diosgenina (49)

Esquema 13. Obtencion de la mezcla de epdxidos de (N-ftaloidimil) triptofanatos de Diosgenina.

Se prepard una solucion de 500 mg (0.684 mmol) de FtTrpDg (48), se disolvieron en 5ml de
CHCl, y se adicionaron posteriormente 300 mg (1.73 mmol) de m-CPBA, se mezcla a temperatura
ambiente con agitacion y se monitorea por CCF hasta la desaparicion de la materia prima
(aproximadamente 2 horas). Se extrae con 25 ml de AcOEt y se realiza una serie de lavados con
salmuera, solucion saturada de NaHCOs y agua; finalmente, la fase organica se secé con Na;SO4
y se evaporé el disolvente. El crudo de reaccion se purificd por CC utilizando un sistema 8:2
hexano/acetato de etilo, mostrando una conversion del 85 % de la materia prima a la mezcla de
productos observada.

s+ Acetato de diosgenina / AcDg (34)

HO 28

Esquema 14. Obtencion de AcDg (34).
En un matraz redondo se disolvié 1 g de Dg (28) (2.5 mmol) en 20 ml de anhidrido acético y se
colocé a reflujo por 1 hora. Posteriormente se adiciona agua fria a manera de choque térmico para

formar un precipitado blanco, se realizan lavados con una solucion saturada de NaHCOs y luego
con agua destilada. Tras la purificacion, se obtiene un sélido blanco con un rendimiento del 85%.

Caracterizacion
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Formula molecular condensada: C29H4404. Peso molecular: 456.67 g/mol.

H

& (ppm): 5.37 (1H, d, Js-7 = 5.2 Hz, H-6), 4.60 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, m, H-16), 3.47 (1H, ddd,
\]gem =10.95 Hz J26e-253 =4.48 HZ, H'26eq), 3.37 (1H, dd, Jgem = J26a-25a =10.8 HZ,H'26ax), 2.03 (3H,

s, CH3CO0-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21-20 = 7.2 Hz, CH3-21), 0.79 (3H, d, J27-25= 6,4
Hz, CHs-27), 0.79 (3H, s, CH3-18).

13C

8 (ppm): 170.4 (CH3COO-3), 40.8 (C-5), 121.4 (C-6), 109.3 (C-22), 80.8 (C-16), 73.8 (C-3), 66.8
(C-25), 62.0 (C-17), 56.5 (C-14), 50.0 (C-9), 42.2 (C-4), 41.6 (C-20), 40.2 (C-13), 39.7 (C-12),
37.2 (C-1), 36.6 (C-10), 32.0 (C-7), 31.8 (C-15), 31.6 (C-8), 31.4 (C-2), 31.3 ( C-23), 30.3 (C-24),
28.8 (C-24), 21.4 (CH3C0O0-3), 20.8 (C-11), 19.4 (C-19), 16.3 (C-18), 14.5 (C-21), 17.1 (C-26),
21.4 (CH3COO0-3)

s Mezcla de 50, 6a y 54, 6 de epdxido de acetato de diosgenina / EpxaAcDg (35a) y
EpxpAcDg (35b)

Esquema 15. Obtencion de EpxoAcDg (35a) y EpxffAcDg (35Db).

Se prepard una solucién de 500 mg (1.09 mmol) de AcDg, se disolvieron en 5 ml de CH2Cl, y se
adicionaron posteriormente 300 mg (1.73 mmol) de m-CPBA, se mezcla a temperatura ambiente
con agitacion y se monitorea por CCF hasta la desaparicién de la materia prima (aproximadamente
1.5 horas). Se extrae con 25 ml de AcOEt y se realiza una serie de lavados con salmuera, solucién
saturada de NaHCOs y agua. Finalmente, la fase orgéanica se sec6 con Na>SOs y se evapord el
disolvente. El crudo de reaccion se purificé por CC utilizando un sistema 8:2 hexano/acetato de
etilo obteniendo un sélido blanco con un 90% de rendimiento.

Caracterizacion
Formula molecular condensada: C29H440s. Peso molecular: 472.67 g/mol.
H

§ (ppm): 4.76 (1H, m, H-3), 4.32 (1H, m, H-16), 3.49 (1H, dd, Jzee266= 10.9Hz, Joee-25 = 5.6 Hz,
H26e), 3.35 (1H, dd, J2ea26e = 10.9 Joea2s = 6.5 Hz, 26a), 3.09 (1H, m, 6), 2.04 (3H, s, CHsCO,-3),
1.08 (3H, d, Ja1.20= 7.1 Hz, CHa-21), 0.97 (3H, d, J27.25 = 6.8 Hz, CH3-27), 0.88 (3H, s, CH3-18),
0.82 (3H, CHs-19).

13C

8 (ppm): 170.4 (CHsCOO-3), 109.3 (C-22), 80.8 (C-16), 73.8 (C-3), 66.8 (C-25), 62.0 (C-17), 61.5
(C-5), 60.0 (C-6), 56.5 (C-14), 50.0 (C-9), 42.2 (C-4), 41.6 (C-20), 40.2 (C-13), 39.7 (C-12), 37.2
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(C-1), 36.6 (C-10), 32.0 (C-7), 31.8 (C-15), 31.6 (C-8), 31.4 (C-2), 31.3 (C -23), 30.3 (C-24), 28.7
(C-24), 21.4 (CHsCOO0-3), 20.8 (C-11), 19.4 (C-19), 17.1 (C-26), 16.3 (C-18), 14.5 (C-21).

¢ Acetato de Sa-hidroxilaxogenina / Ac5OHLaxo (36)

Acetona

Esquema 16. Obtencion de Ac5OHLaxo (36).

En un matraz de bola se colocaron 500 mg (1.05 mmol) de la mezcla de epoxidos de acetato de Dg
(35a y b), se disolvieron en 2 ml de acetona con agitacion, posteriormente se afiadieron 210 mg
(2.10 mmol) de CrOs disueltos en 0.25 ml de agua con lo que el matraz se calentd ligeramente
cuidando de no pasar los 55°C, se mantiene en agitacion por 45 minutos monitoredndose la reaccion
por CCF hasta la desaparicion de la materia prima. EI crudo de reaccion es vertido en un matraz
Erlenmeyer con agua fria a manera de choque térmico, el sélido precipita, se filtra y se evapora el
solvente. El crudo de reaccion se purifica en CC utilizando como fase mdvil un sistema 6:4
hexano/acetato de etilo, obteniendo rendimientos del 89 %.

Caracterizacion
Formula molecular condensada: C29H4406. Peso molecular: 488.67 g/mol.
H

8 (ppm): 5.02 (M, 3H, H-3), 4.41 (m, 1H, H-16), 3.47 (ddd, J= 10.8, 4.5, 1.7 Hz, 1H, H-26eq.), 3.36
(dd, J = 10.9, 10.9 Hz, H-26ax.), 2.77 (dd, J= 12, 12.9 Hz, 1H, H- 7), 2.01 (s, 3H, CHsCOO-3),
0.97 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-21), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.79 (d, J =6.4 Hz, 3H, H-27), 0.76 (s, 3H, H-
18).

13C

§ (ppm): 212.05 (C-6), 171.14 (CHsCOO-3), 109.26 (C-22), 80.48 (C-16), 80.10 (C-5), 70.71 (C-
3), 66.83 (C-26), 62.02 (C-17), 56.03 (C-14), 44.28 (C-9), 42.46 (C-10), 41.77 (C-7), 41.59 (C-
20), 41.05 ( C-13), 39.54 (C-12), 36.74 (C-8), 32.30 (C-4), 31.51 (C-15), 31.32 (C-23), 30.23 (C-
25), 29.48 (C-1), 28.74 (C-24), 26.24 (C-2), 21.32 (CH3COO-3), 21.17 (C-11), 17.07 (C-27), 16.36
(C-18), 14.40 (C-21), 13.93 (C-19).
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¢ 5Sa-hidroxilaxogenina / 5OHLaxo (30)

Esquema 17. Obtencion de 50HLaxo (30).

Se coloco en un matraz 1.0 g (2.04 mmol) de acetato de 5a-hidroxilaxogenina (36) y 30 ml de una
solucién de KOH al 10% en etanol. Mediante agitacion, la reaccion es llevada a cabo a temperatura
ambiente y monitoreada por CCF hasta la desaparicion de la materia prima (aproximadamente 1
hora). El crudo de reaccion se recuperd con metanol, se evaporo el solvente en rotavapor y se filtro
al alto vacio. Se realiz6 CC para purificar el compuesto, utilizando como sistema de solventes 5:5
hexano/acetato de etilo, obteniendo rendimientos del 83%.

Caracterizacion

Formula molecular condensada: C27H420s. Peso molecular: 446.63 g/mol.

H

d (ppm): 4.33 (m, 1H, H-16), 3.82 (m, 3H, H-3), 3.38 (ddd, J=10.8, 4.5, 1.7 Hz, 1H, H-26eq.), 3.26
(dd, J=10.9, 10.9 Hz, H-26ax.), 2.72 (dd, J= 12, 12.9 Hz, 1H, H-7), 0.90 (d, J= 6.8 Hz, 3H, H-21),
0.83 (s, 3H, H-19), 0.75 (d, J= 6.4 Hz, 3H, H-27), 0.76 (s, 3H, H-18).

13C

§ (ppm): 214.05 (C-6), 109.63 (C-22), 80.56 (C-16), 79.71 (C-5), 66.83 (C-26), 66.74 (C-3), 62.0
(C-17), 56.06 (C-14), 44.31 (C-9), 42.40 (C-10) 41.77 (C-7), 41.51 (C-20), 41.02 (C-13), 39.40
(C12), 36.74 (C-8), 32.30 (C-4), 31.32 (C-23), 31.27 (C-15), 30.23 (C-25), 29.74 (C-1), 28.74 (C-
24), 26.24 (C-2), 21.03 (C-11), 16.64 (C-27), 16.03 (C-18), 14.40 (C-21), 13.96 (C-19).

% (N-ftaloidimil) triptofanato de 5a-hidroxilaxogenina / FtTrp5OHLaxo (47)

SN
DCC, DMAP N
FtTrp (56)
—

Dioxano (e) (o)

HO =
OH

Esquema 18. Obtencion de FtTrp5OHLaxo (47).

En un matraz de bola se afiadieron 500 mg (1.12 mmol) de 5a-hidroxilaxogenina (30) disolviéndose
en 15 ml de dioxano, posteriormente se afiadio 802.39 mg (2.24 mmol) de FtTrp (56), 462.17 mg
(2.24 mmol) de DCC y 100 mg (0.8 mmol) de DMAP, con agitacion a reflujo por una hora.
Posteriormente se filtra al alto vacio para eliminar residuos solidos utilizando como co-disolvente
AcOEt, se eliminan los solventes en rotavapor y se disuelve en AcOEt, se realizan lavados con
agua destilada y posteriormente se seca la fase organica con NazSOa.
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Se realiza la purificacion por CC utilizando un sistema de solventes 5:5 hexano/acetato de etilo,
obteniendo un rendimiento del 78%.

Caracterizacion
Formula molecular condensada: C46Hs4aN20s. Peso molecular: 762.94 g/mol.
H

o (ppm): 7.78 (m, 2H, H-fto), 7.68 (m, 2H, H-ftm), 7.0 (m, 2H, H-ftm), 6.65(m, 2H, H-fto), 6.22
(1H, s, H-In2), 5.02 (m, 3H, H-3), 4.41 (m, 1H, H-16), 4.17 (1H, m, H-2), 3.47 (ddd, J=10.8, 4.5,
1.7 Hz, 1H, H-26eq.), 3.42 (2H, m, H-3""*), 3.36 (dd, J=10.9, 10,9 Hz, H-26ax.), 3.27 (2H, m, H-
3°),2.77 (dd, J =12, 12.9 Hz, 1H, H- 7), 0.97 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-21), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.79
(d, J = 6.4 Hz, 3H, H-27), 0.76 (s, 3H, H-18).

13C

§ (ppm): 212.05 (C-6), 168.5 (C-3°), 167.7 (C-ftCO), 156.9(C-Ini2), 154.9(C-fti), 131.3 (C-fto),
130.0 (C-ftm), 128.3 (C-Inm), 123.5 (C-In2), 115.5 (C-Ini1), 109.26 (C-22), 80.48 (C-16), 80.10
(C-5), 70.71 (C-3), 66.83 (C-26), 62.02 (C-17), 56.03 (C-14), 50.6 (C-3°"), 44.28 (C-9), 42.46 (C-
10), 41.77 (C-7), 41.59 (C-20), 41.05 (C-13), 39.54 (C-12), 36.74 (C-8), 32.30 (C-4), 31.51 (C-
15), 31.32 (C-23), 30.23 (C-25), 29.48 (C-1), 28.74 (C-24), 26.24 (C-2), 21.9 (C-3"""), 21.17 (C-
11), 17.07 (C-27), 16.36 (C-18), 14.40 (C-21), 13.93 (C-19).

s (25R)-3-triptofanato de 5a-hidroxi espirostan-6-ona / Trp5OHLaxo (50)
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Esquema 19. Obtencion de Trp50HLaxo (50).

En un matraz de bola se afiadieron 500 mg (0.655 mmol) de FtTrp5OHLaxo (50) con 0.5 ml de
NH2NH2 y 5 ml de EtOH, con agitacion a reflujo constante por 2 horas, monitoreandose con CCF,
posteriormente se filtra por gravedad para obtener estructuras cristalinas puras, finalmente, se
elimina el etanol remanente para obtener el producto cuantitativamente con rendimientos de
alrededor del 92%.

Caracterizacion
Formula molecular condensada: CagHs2N2Og. Peso molecular: 632.84 g/mol.
H

& (ppm): 7.0 (m, 2H, H-ftm), 6.65(m, 2H, H-fto), 6.22 (LH, s, H-In2), 5.02 (M, 3H, H-3), 4.17 (1H,
m, H-3""), 4.41 (m, 1H, H-16), 3.47 (ddd, J = 10.8, 4.5, 1.7 Hz, 1H, H-26eq.), 3.42 (2H, m, H-3"""),
3.36 (dd, J = 10.9, 10.9 Hz, H-26ax), 2.77 (dd, J=12, 12.9 Hz, 1H, H-7), 2.01 (s, 3H, CHsCO0-3),




0.97 (d, J=6.8 Hz, 3H, H-21), 0.83 (s, 3H, H-19), 0.79 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-27), 0.76 (s, 3H, H-
18).
13C
3 (ppm): 212.05 (C-6), 168.5 (C-3), 156.9(C-1ni2), 128.3 (C-Inm), 123.5 (C-In2), 115.5 (C-Inil),
109.26 (C-22), 80.48 (C-16), 80.10 (C-5), 70.71 (C-3), 66.83 (C-26), 62.02 (C-17), 56.03 (C-14),
44.28 (C-9), 42.46 (C-10), 41.77 (C-7), 41.59 (C-20), 41.05 (C-13), 39.54 (C-12), 36.74 (C-8),

32.30 (C-4), 31.51 (C-15), 31.32 (C-23), 30.23 (C-25), 29.48 (C-1), 28.74 (C-24), 26.24 (C-2),
21.17 (C-11), 17.07 (C-27), 16.36 (C-18), 14.40 (C-21), 13.93 (C-19).

5.3 Evaluacion biologica

5.3.1 Ratas Wistar

Fueron utilizadas ratas hembra de la cepa Wistar, reproducidas en el bioterio Claude Bernard-
BUAP. Las ratas se mantuvieron a una temperatura de 23°C, humedad del 50%, libre acceso a
alimento y agua con ciclos de luz-obscuridad de 12 horas. Se siguieron los protocolos y
lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z0O0-1999) debido a la
bioética que conlleva la experimentacion en animales, destacando la capacitacidn previa sobre el
cuidado, manipulacion y técnicas quirdrgicas de ratas para fines del proyecto.

5.3.2 Seguimiento de ciclo estral

Fueron realizados frotis vaginales cada 24 horas para el monitoreo completo del ciclo estral. Los
frotis fueron tefiidos con la técnica de Hematoxilina/Eosina rapida y observadas en microscopio
Optico de campo claro marca Zeizz Axiostar plus, acoplado a una camara fotografica Canon de 8
megapixeles para capturas remotas a una PC por medio de la aplicacién Camera Window, con lo
cual se tomaron fotografias. Las etapas se dividen en 4, siguiendo los siguientes criterios
(Anexo D):

«»+ Estro: Gran cantidad de células epiteliales.

%+ Metaestro: Gran cantidad de leucocitos y disminucion de células epiteliales.

+ Diestro: Casi totalidad de leucocitos con pocas células epiteliales y pocas nucleadas.

¢+ Proestro: Aumento de las células nucleadas, en mayoria, con una disminucion de leucocitos.

5.3.3 Induccién del SOP

Tras el sequimiento del ciclo estral de la rata y la confirmacion de un ciclo regular, se seleccionaron
aleatoriamente ratas para formar dos grupos, uno al cual se administro valerato de estradiol a dosis
Unica de 4 mg/0.4 ml por via subcutanea, usando aceite de maiz comercial marca Mazola como
vehiculo; y a un segundo grupo se administré con dosis Unica de 0.4 ml de aceite de maiz por via
subcutanea.
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5.3.4 Confirmacion del SOP

Se realizo la confirmacion de SOP por medio de citologia vaginal para determinar variaciones en
el ciclo estral, usando como indicador el estro o proestro persistente por 4 dias, tras 60 dias de
evolucion desde la aplicacion de la dosis.

5.3.5 Preparacion de FtTrpDg (48) y Trp50OHLaxo (50) para su inyeccién como suspension

Tras la obtencion y purificacion de los compuestos, se obtuvo un sélido blanquecino del cual se
toma 1 mg de cada uno por separado y se disuelven en 10 ul de alcohol etilico absoluto,
posteriormente, se agita vigorosamente hasta alcanzar la homogeneidad y se afora cada solucién a
20 ml con SSI, obteniendo una concentracion de 50 ul/ml. Ambas fueron preservadas en obscuridad
a 4°C previo uso.

5.3.6 Administracion de FtTrpDg (48) y Trp50OHLaxo (50)

Tras confirmar el SOP, se monitore0 el ciclo estral para ver posibles cambios previos y posteriores
a la administracién de los compuestos 48 y 50, asi, se formaron 4 grupos de estudio y se eligio
aleatoriamente la distribucidn; se procedié a la administracion de los derivados a una concentracion
de 50 pg/kg cada 24 horas por 6 dias, administrados via intraperitoneal.

5.3.7 Obtencion de ovarios y Utero

Se realiza el seguimiento del ciclo estral (4 dias) posteriores y se procedid a la eutanasia para
obtencidn de los érganos de interés: ovarios y Utero. Se colocaron las ratas una a una en camara
saturada con CO2 medicinal como anestesia, posteriormente se perfundieron por via intracardiaca
con solucidn salina isotonica (SSI) por 10 minutos y posteriormente PBS-paraformaldehido al 4%
por 5 minutos. Se disecan y extraen ovarios y Utero, registrando el peso y volumen humedo de cada
Organo. Para su conservacién, se mantuvieron a temperatura ambiente en PBS-paraformaldehido
por 24 horas y posteriormente se conservaron en alcohol al 70% hasta su inclusion en parafina.

5.3.8 Técnica histoldgica

Se obtuvo aproximadamente 1 cm de la regién media de uno de los cuernos uterinos, seleccionado
al azar para mantener aleatoriedad y no sesgar el resultado. Posteriormente se deshidrataron, por
etapas, en alcohol a concentraciones crecientes de 70% a 100% y luego sumergidas en xileno por
1 hora, seguido de una inclusién en parafina liquida a 52°C.

Para realizar los cortes histoldgicos se realizaron bloques de parafina con las muestras para su
posterior corte en microtomo de deslizamiento marca Leica SM2010R, cortes de 5um en intervalos
de 100 um del 6rgano, los cuales, una vez obtenidos se colocaron en un portaobjetos hasta realizar
las tinciones.
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5.3.9 Tincidn de las muestras por Hematoxilina/Eosina (H&E)

Los cortes histoldgicos en portaobjetos se desparafinaron para luego tefiirse con H&E que consto
de una serie de pasos mostrados en el Anexo E, obteniendo de este modo una coloracion rosa para
colageno, rojo para musculo, azul obscuro o purpura para nicleos y rojo intenso para eritrocitos.

5.3.10 Fotografias y mediciones

Los cortes histologicos fueron observados en microscopio Optico de campo claro marca Zeizz
Axiostar plus y fotografiados mediante una camara fotografica acoplada marca Motic modelo X2
a un aumento de 4X conectada via wi-fi a una PC y analizadas mediante el programa Motic Image
Plus 2.0 previamente calibrado para mediciones de Utero en ratas Wistar, realizando y registrando
las mediciones de cada capa de Utero, expresadas en micrometros.

5.3.11 Pruebas estadisticas

En todas las comparaciones se usa la prueba de anélisis de una varianza (ANOVA) de una via,
tomando en cuenta una diferencia en los grupos cuando la probabilidad entre ellos fue igual o
menor a 5%; post ANOVA, se realiz6 prueba de Tukey para determinar las variaciones especificas
entre cada grupo; los datos se expresaron como el error estandar de la media (+ EEM), utilizando
los softwares Microsoft Excel Office 365 y Minitab 18.
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6. ANEXOS
ANEXO A: Mecanismo de accion propuesto para la obtencion de FtTrp (56).

i H,0

J

Esquema 20. Mecanismo de accion propuesto para la formacién de ftalamidato de triptéfano.
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ANEXO B: Mecanismo de accion propuesto para la obtencion de FtTrp5OHLaxo
(49).

- J

Esquema 21. Mecanismo de accion propuesto para la esterificacion de 5a-hidroxilaxogenina
y ftalamidato de tript6fano.
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ANEXO C: Mecanismo de accion propuesto para la obtencion de Trp50OHLaxo (50).

J

Esquema 22. Mecanismo de accion propuesto para la desproteccién del grupo amino del triptéfano
(FtTrp) esterificado.
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ANEXO D: Ciclo Estral de rata Wistar

METAESTRO
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Figura 45. Micrografias de citologia vaginal de ratas Wistar tefiidas con H&E. Amplificacion 4X.
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ANEXO E: Tincion Hematoxilina-Eosina (H&E)
PROCEDIMIENTO

1. Desparafinacion e hidratacion

Xilol 1 10 min
Xilol 2 3 min
Alcohol-Xilol 1 min
Alcohol Absoluto 1 min
Alcohol Absoluto 1 min
Alcohol 96° 1 min
Alcohol 96° 1 min
Agua destilada 5 lavados

>

o
*

X/ X/ X/ X/ X/ X/ X/
L X X X I X R KA

2. Tincion
+»» Hematoxilina 4 min
% Agua destilada 5 lavados
¢+ Alcohol-acido 4 lavados
¢+ Carbonato de Litio 10 lavados
% Agua destilada 5 lavados
++» Eosina 3 min
% Agua destilada 5 lavados
«» Alcohol 96° 1 min
«+» Alcohol 96° 1 min
«»+ Alcohol 100° 1 min
«»+» Alcohol 100° 1 min
«» Alcohol-Xilol 1 min
«» Xilol 2 1 min
< Xilol 1 1 min

3. Fijacion con resina

INTERPETACION

COLAgRNO0: ..ttt e Rosa

MUSCULO: .t e Rojo

NUCLIEOS: .t e Azul oscuro o purpura

EritrOCItOS: o ut et Rojo intenso
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