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RESUMEN

El presente trabajo contempla la sintesis y estudios computacionales de espiroimidazoles
esteroidales, los cuales contienen un grupo imidazol de tipo espiro sobre el C-17 de la estrona. Siguiendo
diferentes rutas sintéticas y empleando diversas metodologias se obtuvieron cuatro productos que

fueron caracterizados mediante espectroscopias de RMN (‘H y C) e IR.
HN

. o

NOH
NH,

H,N
NOH

Adicionalmente se presentan los estudios in silico, como modelos predictivos, asi como el acoplamiento
molecular sobre Topoisomerasa 1B como posible blanco farmacologico. Este ultimo ensayo se realizéd
sobre los compuestos derivados de estrona planteados en este trabajo y algunos previamente
sintetizados por el grupo de trabajo; fueron seleccionados aquellos con diferentes nucleos heterociclicos
de tipo espiro, que han mostrado resultados prometedores en ensayos in vitro de actividad
antiproliferativa frente a células cancerosas. El uso de estas herramientas predictivas tiene la intencién
de identificar una posible diana farmacologica, asi como realizar una mejora en el disefio de estos
compuestos como probables agentes anticancerigenos.




ABSTRACT

The present work describes the synthesis and computational studies of steroidal spiroimidazoles, bearing
the spiroimidazol ring at C-17 of the estrone framework. It was obtained four compounds through
different synthetic pathways and using various methodologies. All products were characterized by NMR
(*H and “C) and IR spectroscopies.

Furthermore, it was accomplished in silico studies as predictive model, and the molecular docking with
Topoisomerase 1B as possible pharmacological target. This essay was performed using the steroidal
compounds obtained in this work and some other previously reported by our investigation group; It was
selected those compounds with spiroheterocycles moieties that have shown promising results in
previous antiproliferative activity tests. The use of this predictive computational tools has the intention
of identify a possible pharmacological target and to improve the design of these type of compounds as
anticancer agents.




INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de enfermedad en todo el mundo y representa 12,7
millones de casos nuevos cada afio y se espera que este numero aumente a 26 millones para 2030, tan
solo en México esta anormal proliferacion celular es la tercera causa de muerte, provocando el

fallecimiento de 14 de cada 100 mexicanos [1].

Teniendo en cuenta el impacto en la salud humana y la economia, el cdncer presenta un gran
desafio para el mundo cientifico y existe la necesidad de descubrir nuevos agentes para el tratamiento
de este padecimiento. A pesar de la accesibilidad de varios medicamentos contra esta enfermedad,
problemas comunes como la resistencia a multiples medicamentos, menor eficacia terapéutica,
solubilidad, efectos secundarios adversos y/o problemas de baja biodisponibilidad requieren el

desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos.

El disefio de moléculas con actividad bioldgica, asi como novedosas rutas sintéticas ofrecen sin
lugar a duda una de las mayores esperanzas de éxito en el presente como en el futuro, en el contexto del
descubrimiento de nuevos farmacos, los esteroides han sido ampliamente investigados no solo por su
fascinante marco estructural, sino también por su asombrosa variedad de propiedades farmacoldgicas
debido a su excelente capacidad para penetrar las membranas celulares y unirse a los receptores
nucleares y de membrana, incluso un pequefio cambio en su estructura puede mejorar su respuesta

biologica [2-4].

Hasta ahora se han sintetizado y evaluado una variedad de esteroides con estructuras
interesantes por su actividad antitumoral, por ejemplo, inhibidores de aromatasa como formestano y
exemestano, el inhibidor de esteroides sulfatasa EMATE, y el degradador selectivo del receptor de

estrégenos (SERD) Fulvestrant (Figura 1) [5-8].
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Figura 1. Compuestos esteroidales anticancerigenos

Entre los diversos derivados de estos compuestos, los esteroides que contienen un atomo de
nitrogeno en un anillo condensado con una entidad esteroidal han atraido especial atenciéon como
farmacos prometedores en el tratamiento de varios tipos de cancer [9,10,11], puesto que los heterociclos
gue contiene 4tomos de nitroégeno poseen donantes y aceptores de enlaces de hidrégeno lo que permite
su interaccién con enzimas y receptores diana mediante fuerzas de atraccién intermolecular de enlaces
de hidrogeno, promueven la afinidad de unién, modulan el caracter lipofilico de las moléculas del
farmaco y ayudan a mejorar la solubilidad acuosa, lo que los hace excelentes sustituyentes en el nucleo

esteroidal proporcionando asi las propiedades farmacoterapéuticas deseadas [12-14].

Dentro de este marco, el grupo de trabajo se ha enfocado a la sintesis de derivados esteroidales
conteniendo diversos nucleos heterociclicos, desarrollando una versatilidad de metodologias, con el fin

de optimizar su actividad antiproliferativa [15-21].

De entre los heterociclos nitrogenados empleados, los imidazoles nos han inspirado al desarrollo
de nuevos compuestos con propiedades mejoradas, conjugando este nucleo heterociclico con una
estructura esteroidea, debido a que, han demostrado poseer un efecto sinérgico de ambos farmacéforos
biologicamente activos, dando lugar a propiedades unicas. De manera particular, los derivados de
estrona con un nucleo imidazol, han exhibido una mayor actividad antiproliferativa frente a diferentes
lineas de células cancerigenas, de acuerdo con los ensayos previos llevados a cabo por nuestro grupo,

obteniendo resultados prometedores (Figura 2) [22].
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Actividad Antiproliferativa (Glso, uM) de la Espiro[3-hidroxiestra-1,3,5(10)-trieno-17, 2"-benzimidazolina] frente a lineas
celulares derivadas de tumores sélidos humanos.

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr

3.3+0.5 4.5+0.7 3.6+0.6 1.6+0.6 3.7+0.4 4.31+0.9

Errores expresados como la desviacion estandar.

Figura 2. Resultados de los ensayos de compuestos de tipo espiroimidazol frente a células cancerigenas [22].

Tomando en consideracion la actividad biolégica y los antecedentes descritos, una de las
estructuras que es de nuestro interés como el objeto de investigacion del presente trabajo son los
espiroimidazoles esteroidales. Una vez identificados estos compuestos con actividad antiproliferativa
como nuevos agentes anticancerigenos, la seleccion y validacién de nuevas dianas terapéuticas es el
paso siguiente para poder llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular sobre un posible blanco

farmacolédgico asociado a céncer.

Las dianas terapéuticas son aquellas estructuras moleculares susceptibles de ser moduladas por
la accion de un farmaco, como resultado de esta interaccion se produce el efecto deseado. Inicialmente,
los fendmenos de proliferacién, diferenciacion, y apoptosis, fueron identificaron como los cambios clave
que afectan las transformaciones malignas de las células normales, ahora bien, ya que las ADN
topoisomerasas son responsables de cortar las hebras de ADN, desempefian funciones criticas en
muchos procesos bioldgicos que lo involucran especificamente las topoisomerasas de tipo 1I alteran el
numero de enlace en pasos de dos al romper ambas hebras de ADN inhibiendo la replicacion del ADN,
afectando asi la proliferacion celular [23,24]. De acuerdo con esto, hemos identificado como posible

diana para los compuestos de tipo esteroidal propuestos, a la topoisomerasa I B (TOPIIB) [25].

Debido a las interesantes propiedades de los compuestos de tipo esteroideo asi como a la
peculiar distribucién espacial implicita en una estructura espirdnica, la sintesis de espiroheterociclos
esteroidales se ha convertido en objeto de gran interés en el area de Quimica Organica, por lo que el
presente trabajo contempla el disefio, la sintesis y caracterizacion espectroscopica de espiroimidazoles
esteroidales, asi el uso de técnicas in silico de acoplamiento molecular sobre un posible blanco

farmacologico asociado a este tipo de enfermedad, TOPIIB.




ANTECEDENTES

Esteroides y su importancia farmacolégica

Los esteroides son compuestos organicos con importante actividad bioldgica ya que muchos de
estos son los constituyentes de plantas, animales y organismos vivos, se caracterizan por poseer un
esqueleto derivado del ciclopentalalfenantreno construido de cuatro anillos en una orientaciéon

altamente especifica (Figura 3).

Figura 3. Estructura y numeracion del ciclopenta[a]fenantreno descrito por la IUPAC.

En general, la estructura del nucleo del esteroide tiene 17 4tomos de carbono conectados con 4
anillos fusionados de una manera particular donde tres de estos son ciclohexanos (A, B y C) y uno es el
sistema de ciclopentano (anillo D) [26]. Por lo general contiene grupos metilo sobre las posiciones C-10
y C-13, mientras que en C-17 frecuentemente poseen una cadena lateral hidrocarbonada. La gran
mayoria de los compuestos esteroidales poseen un grupo oxigenado en C-3. Los dobles enlaces son
también grupos funcionales usualmente observados en moléculas esteroidales naturales; un ejemplo de

ello es el colesterol, con una insaturacion en la posicion C-5.
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Figura 4. Colesterol, esterol ampliamente distribuido en el reino animal.

—

10

'



Es importante destacar que los esteroides juegan un rol primordial en la regulaciéon de procesos
fisiolégicos, las hormonas esteroides por ejemplo controlan los sistemas endocrinos y regulan las vias
metabdlicas. Estas hormonas influyen en funciones endocrinas como la diferenciaciéon sexual y la vida
reproductiva, también mantienen el metabolismo de la sal y los carbohidratos en el cuerpo humano.
Varios glucocorticoides, vitamina D, &cidos biliares, progestina y esteroles también se distribuyen en las
células. Ya que se encuentran con una gran diversificacién estructural presentan interaccién con
numerosas dianas terapéuticas, tanto en compuestos que presentan el nucleo esteroidal como en
derivados de estos, lo que hace a este tipo de metabolitos una familia inmensa con multiples y diversas

actividades biologicas, lo que incrementa su importancia a nivel farmacolégico [27].

En este contexto, las modificaciones quimicas de los esteroides se han convertido en una gran
herramienta sintética para los quimicos. El colesterol, el estigmasterol y el lanosterol y los productos que
se obtienen de ellos son moléculas cruciales en el tratamiento de diversos tipos de céncer. Los
derivados del estrogeno se utilizan en el tratamiento del cancer de mama. Las cortisonas son utiles
contra la artritis reumatoide. Los derivados de testosterona sirven como antileucemia linfocitica. Los
glucocorticoides son importantes agentes antiinflamatorios [28]. Numerosas moléculas de esteroides
aisladas de fuentes marinas demuestran propiedades citotoxicas [29]. Lo que es mé&s importante,
muchos esteroides se emplean como medicamentos clinicos activos. A menudo, sirven como moldes de
farmacos o enzimas debido a su capacidad para penetrar en las células, sus fuertes caracteres lipofilicos
y, sobre todo, su rigidez conformacional [30]. Aunque muchos de estos esteroides pueden aislarse de
forma natural o mediante métodos sintéticos, un facil acceso a los esteroides medicinalmente activos es

un tema esencial y muy exigente [31].
Compuestos heterociclos nitrogenados y su importancia bioldgica

Los compuestos heterociclicos ocupan una posicion central en la quimica orgénica y son de
particular interés y significativa importancia en la busqueda de nuevas moléculas bioactivas en la
industria farmacéutica [32]. Los heterociclos que contienen nitrégeno, en particular, exhiben una amplia
gama de actividades biolégicas debido en parte a sus similitudes con muchas moléculas naturales y
sintéticas con actividades bioldgicas conocidas, por ejemplo, vitaminas, hormonas y antibidticos.
Algunos alcaloides representativos y otros productos naturales que contienen nitrégeno muestran
diversas actividades bioldgicas, y varios de ellos incluso son medicamentos recetados como la
serotonina, la tiamina, que también se denomina vitamina B1, atropina, morfina, codeina, papaverina,

coniina, cafeina y nicotina [33].
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Figura 5. Productos naturales que contienen heterociclos nitrogenados.

Estos heterociclos que contienen nitrégeno no solo estan presentes como columna vertebral en
varios productos naturales biolégicamente activos utilizados como medicamentos tradicionales o
medicamentos recetados, pero algunos de sus derivados sintéticos en diferentes proporciones, hoy en
dia son medicamentos recetados y comercializables. Los méas famosos son el diazepam, la isoniazida, la
clorpromazina, el metronidazol, el acido barbiturico, el captopril, la cloroquinina, la azidotimidina y la
antipirina. Ademas, la mayoria de las vitaminas, &cidos nucleicos, enzimas, coenzimas, hormonas y

alcaloides contienen heterociclos basados en N como andamios [34].

Debido a que exhiben diversas actividades bioldgicas, los compuestos heterociclicos de
nitrogeno siempre han sido objetivos atractivos para los quimicos orgénicos. Dado que varios de ellos
prevalecen en los productos naturales, han recibido mucha atencion de la comunidad sintética,
especialmente de aquellos que se dedican a la sintesis total de productos naturales. Como resultado, la
gran cantidad de compuestos heterociclicos de nitrégeno han estado bajo investigaciones continuas
desde diferentes puntos de vista, por lo que han encontrado aplicaciones en la investigacién
farmacéutica y el descubrimiento de farmacos [35,36]. Recientemente, los heterociclos basados en N
han atraido mucho el interés de los quimicos, debido a la amplia gama de actividades bioldgicas y
abundantes aplicaciones en los extensos campos de la farmacia. Las bases de datos de la FDA han
revelado que alrededor del 60 % de los farmacos unicos de molécula pequefia comprenden heterociclos
basados en N, lo que demuestra la importancia estructural de los heterociclos basados en N en el disefio

y descubrimiento de fArmacos [37]. La prevalencia de heterociclos N en compuestos biologicamente
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activos se puede atribuir a su estabilidad y eficiencia operativa en el cuerpo humano y al hecho de que
los 4tomos de nitrégeno se unen facilmente con el ADN a través de enlaces de hidrogeno, un ejemplo
de ello son los derivados de pirimidina los cuales tienen varias aplicaciones terapéuticas en quimica
medicinal y el esqueleto de pirimidina de timina, citosina y uracilo son componentes esenciales de los
4cidos nucleicos, el ADN y el ARN. De hecho, las actividades anticancerigenas de los agentes
heterociclicos basados en N se deben en gran medida a su tendencia a la interaccion con el ADN a

través de enlaces de hidrégeno [38].

A través de distintas investigaciones se tiene conocimiento de que los esqueletos N-
heterociclicos presentan significativamente varias clases de aplicaciones terapéuticas y se utilizan como
componentes bésicos de una serie de nuevos candidatos a farmacos [39,40]. Se sabe que una gran
cantidad de compuestos heterociclicos que contienen nitrogeno exhiben una amplia gama de
actividades farmacolégicas que incluyen actividades anticancerigenas, antipaltdicas, antituberculosas,
antimicrobianas y diabéticas [41-47]. Una medida de su importancia en el disefio de heterociclos de
nitrégeno se puede ver en las més de 97 400 publicaciones sobre heterociclos de nitrogeno que han
aparecido entre 2009 y principios de 2020, como se ilustra en la Figura 6, de las cuales 12 615

publicaciones se informaron en el afio 2019 [48].

2020
2019
2018
2017
2016
2015
< 2014
2013
2012
2011
2010
2009

no

o

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Publicaciones

Figura 6. Publicaciones basadas en heterociclos nitrogenados entre 2009 y principios de 2020
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En particular, entre los afios 2018-2020 se han reportado 282 publicaciones con heterociclos
nitrogenados relacionados con la quimica médica. La utilidad de los compuestos N-heterociclicos es un
tema trascendental en el descubrimiento de moléculas nuevas con actividad farmacolégica donde el
papel excepcional del nitrégeno para interacciones variables con dianas biolégicas amplia el alcance del

desarrollo de farmacos.
Heterociclos nitrogenados esteroidales.

Los esteroides han atraido constantemente el interés de los investigadores en la sintesis y el
disefio de fA&rmacos por sus estructuras inflexibles exclusivas y su capacidad excepcional de unirse a
receptores hormonales particulares [49]. Basados en compuestos esteroidales reportados los cambios en
las posiciones C3, C16 y C17 de los esqueletos de esteroidales muestran ser variaciones estructurales
con las que se percibié un aumento en la viabilidad celular en relacion con la actividad citotoxica y

anticancerigena [50-53].

En este contexto los esteroides heterociclicos revelaron una bioactividad potente ya que la
incorporacién del anillo heterociclico fusionado en el esqueleto del esteroide mejora las propiedades
biologicas [54-60]. En investigaciones detalladas, los heterociclos esteroideos demostraron una potente
citotoxicidad contra las diversas células cancerosas [61-66]. Por otro lado, los esteroides naturales como
una clase vital de compuestos mostraron propiedades bioldgicas significativas [67], asi como los
alcaloides esteroideos naturales [68], se identifica que poseen notables actividades fisiologicas. Por lo
tanto, los esfuerzos del investigador se han centrado en la modificacion de nuevos esteroides
heterociclicos debido a los grandes impactos biolégicos y farmacéuticos, ya que estos esteroides se
muestran antitumorales, antiinflamatorios, anabodlicos, androgénicos [69], antiproliferativos [70],

antibacterianos, anti -actividades proliferativas, citotdxicas y anticancerigenas [71].

Hasta el momento, se han reportado interesantes heterociclos nitrogenados esteroidales y se
estan utilizando en ensayos clinicos contra diferentes tipos de cancer. Abiraterona y galeterona (Figura
7) son claros ejemplos de este tipo de farmacos utilizados en el tratamiento del céncer de prostata,
actuando como potentes y selectivos inhibidores de 17a-hidroxilasa/17,20 liasa para bloquear la sintesis

de androgeno [72].
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Arbiterona Galeterona

Figura 7. Heterociclos esteroideos usados en el tratamiento de cancer de préstata.

Shi y colaboradores desarrollaron una nueva familia de espirooxindoles con el mismo nucleo
esteroideo de la abiraterona y galeterona los cuales mostraron actividad inhibitoria del crecimiento

tumoral principalmente a través de mecanismos mediados por ROS [73].

Figura 8. Estructura Quimica de la sintesis de espirooxiindoles.

En otro estudio Zhao y colaboradores llevaron a cabo el disefio, sintesis y evaluacion bioldgica
de nuevas B-triazolinenonas esteroidales las cuales demostraron actividad antiproliferativa contra un

panel de células cancerosas de diferentes origenes [74].

o) o)
== —/\R S " )R
N=N X N=N X
HO

Figura 9. B-triazolinenonas esteroidales

HO
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Mientras que en 2015, Jakimov y colaboradores describieron una serie de derivados
seleccionados de 17a-picolilo y 17(E)-picolinilideno androstano los cuales demostraron inducir la muerte

apoptotica en células de cancer de mama MDA-MB-231 [75].

HicHS ¢ \\

CH N/
2

N

N~

HO

N
o\

Figura 10. Algunas estructuras de 17a-picolilo (1-2) y 17 (E) picolinilideno (3-4) derivados de androstano

sustituidos y formestano.

Fundamentalmente los derivados de esteroides que contienen nitrogeno son farmacos clinicos
comunes en la quimioterapia del céncer [76, 77]. Como casi todos los farmacos contra el céncer, su uso
clinico se ha visto limitado por la toxicidad en los tejidos normales [78]. Por lo tanto, es un objetivo
importante de la quimioterapia contra el cancer amplificar la inhibiciéon selectiva de las células tumorales
y, al mismo tiempo, disminuir la toxicidad para los tejidos normales [79]. Un enfoque para mejorar la
selectividad es fusionar diferentes heterociclos que contienen nitrégeno unidos al nucleo esteroidal ya

que el aducto citotoxico formado puede dirigirse a tumores especificos.

Estudios previos muestran que las modificaciones que permiten interacciones adicionales entre
una molécula pequefia y el receptor parecen ser determinantes clave para el disefio de nuevos
compuestos esteroidales heterociclos ya que se sabe que diferentes sustituyentes pueden tener
diferentes interacciones hidrofobicas, tamafios y efectos electrostaticos que pueden influir en la
interaccion de un ligando con su receptor objetivo, estas consideraciones racionales proporcionaron el
impetu para las modificaciones sistematicas de los restos atados a C-17, C-16 y C-3 del esqueleto

esteroidal [80, 81].
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Imidazoles.

El imidazol es un resto heterociclico de cinco miembros, conocido también como 1,3-diazol,
contiene dos atomos de nitrogeno, N-H llamado nitrégeno pirrolico y otro de tipo piridinico (Figura 11).
Es el nucleo bésico de algunos productos naturales como histidina, purina, histamina y estructuras

basadas en ADN, etc.
H
( N
\ J
\ /

Figura 11. Estructura del imidazol.

Debido a que el anillo de imidazol se encuentra ampliamente en productos naturales y
moléculas con actividad farmacéutica, aunado a su caracteristica estructural rica en electrones, que
permite que los grupos de imidazol se combinen con varios receptores y enzimas en sistemas bioldgicos,
esta molécula heterociclica se ha convertido en un sintén importante en el desarrollo de nuevos
farmacos [82]. En la actualidad, existe una gran cantidad de compuestos que contienen imidazol con un
alto potencial médico como farmaco clinico los cuales se han utilizado ampliamente para tratar diversos
tipos de enfermedades, como antibacterianas [83], antifingicas [84], antiinflamatorias [85], antivirales
[86], antiparasitario [87], anticancerigeno [88], antihistaminico e inhibidor enzimético debido a la notable
actividad farmacolodgica de los imidazoles [89, 90], incluidas sus interesantes propiedades
anticancerigenas. Por lo que se cree que el desarrollo de nuevos compuestos con la conjugaciéon de un
motivo heterociclico darfa lugar a f&rmacos con propiedades mejoradas tomando importancia dentro de

la quimica orgénica y medicinal [91].

Estudios in silico y Acoplamiento Molecular.

Durante varios afios, el proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos estuvo
basado en métodos experimentales, lo que elevaba el tiempo y los costos requeridos. El uso de
metodologias in silico para el disefio racional y descubrimiento de candidatos a fArmacos prometedores
y seguros esta desempefiando un papel cada vez mas importante, ya que es posible modelar y predecir

propiedades farmacolodgicas limitando el uso de modelos animales, haciendo asi que el proceso de
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desarrollo de candidatos a farmacos novedosos se acorte a la vez que se mejoran algunas propiedades

como la actividad biologica, y esto a su vez, derive en la disminucion de los efectos secundarios.

Aunado a esto muchas moléculas activas no logran ingresar al mercado debido a sus perfiles
farmacocinéticos desfavorables por ello es importante considerar la evaluacion de estas propiedades en
las primeras etapas de la evaluacion biologica del candidato, derivando en una mejor comprension de
las conexiones entre la estructura molecular y propiedades farmacocinéticas como absorcién,
distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad (ADMET), actualmente varios servidores en linea se

encuentran disponibles para llevar a cabo el pronéstico de las propiedades ADMET.

Sin embargo, el disefio de nuevos farmacos es un proceso complejo en el cual la identificacién
de objetivos proteicos juega un papel clave en multiples &reas del descubrimiento de farmacos, ya que
permite la priorizaciéon de compuestos para el descubrimiento de nuevos inhibidores frente a un
conjunto de objetivos terapéuticos, asi como la estimacién de sus efectos no objetivo. Una vez
identificadas las dianas moleculares se hace uso del acoplamiento molecular o Acoplamiento molecular
el cual es una técnica computacional empleada para predecir el modo de unién del ligando de interés
con la proteina, las interacciones proteina-ligando tienen un papel fundamental en varias rutas

metabdlicas [92, 93].

El uso de estas metodologias ha demostrado ser util para la identificacion de compuestos
activos, la seleccion de candidatos para pruebas experimentales y la optimizacién de compuestos, es por
ello que se busca emplear estos modelos con el fin de crear modelos predictivos que puedan ayudar al
disefio racional de compuestos derivados de estrona conteniendo un nucleo imidazol (Figura 2), de los

cuales se busca posean actividad antiproliferativa frente a células cancerigenas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

* Sintetizar una serie de compuestos derivados de estrona conteniendo un grupo imidazol de tipo espiro,
sobre el anillo D de la estructura esteroidal, a través de diversas metodologias sintéticas, asi como llevar

a cabo los correspondientes estudios in silico y de acoplamiento molecular.
Objetivos particulares

v" Realizar estudios In silico como modelos predictivos que puedan ayudar en la optimizacién del

disefio racional de compuestos a sintetizar.

v Realizar estudios de acoplamiento molecular de los compuestos a sintetizar para evaluarlos

como inhibidores de la enzima topoisomerasa [1B.

v' Sintetizar diversos compuestos de tipo esteroidal partiendo de la materia prima estrona
agregando un nucleo espiro de tipo imidazol sobre el C-17, con la aplicacion de distintas rutas
sintéticas.

v’ Caracterizar los productos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscopico.

Figura 12. Derivados de estrona con un nucleo de imidazol tipo espiro.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Sintesis de espiroimidazoles esteroidales

Con base en lo descrito en los antecedentes y considerando la importancia quimica,
farmacolédgica y medicinal de los compuestos esteroidales que contienen heterociclos nitrogenados; nos
interesamos en la sintesis de derivados esteroidales con un anillo de imidazol de tipo espiro al anillo D
bajo diferentes metodologias; empleando estrona como materia de partida, ya que este ha demostrado
una mejor actividad biolégica frente a células de tipo cancerigenas de acuerdo a ensayos realizados

previamente por el grupo de investigacion.
Obtencién de 2H-imidazoles a partir de estrona.

Se propuso la obtencién de 2H-imidazoles mediante una ruta de reaccion de dos pasos, de la
cual se esperaba en primera instancia la formacién de un intermediario dicetonico (2) generado por la
oxidacién de difenilacetileno (1) en presencia de DMSO y un medio 4cido (CH;COQOH), a partir de un
segundo paso de reaccién se contemplaba la descomposicién del acetato de amonio (3) en las
condiciones de reacciéon para generar amoniaco in situ (4), el cual posteriormente se esperaba
reaccionara con el grupo cetona (9) en el C-17 de la estrona proporcionando un intermediario diamina
(6) que después de una reaccién de condensacién pudiera dar como producto final la estrona con un
nucleo de 2H-imidazol sobre C-17 (7), descrito en el (Esquema 1), basados en la metodologia descrita

por Kumar y colaboradores [94].

Ph—— Ph DMSO/CH3COOH Ph Condensacion

Ph
100°C, aire
1 20 2H0  HO
7

o H,N
A NH,
NH,0Ac ———> NHs + —
AcOH
3 c 4 2 H,0
HO
5 HO 6

Esquemal. Ruta propuesta para la obtenciéon de estrona con un nucleo de 2H-imidazol.
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Esta metodologia describe una reaccidn one-pot para la obtencion de 2H-imidazol
tetrasustituidos a partir de alquinos disustituidos y cetonas diversas. Sin embargo, para el caso de
esteroides al ser una estructura de mayor peso molecular y reactividad distinta a la de una cetona
convencional, ya que se sabe que los grupos funcionales en los anillos contiguos al anillo D de la estrona
afectan directamente la reactividad de este, no fue posible ensayar una metodologia en un solo paso por
ello se llevaron a cabo algunas pruebas experimentales para corroborar la formacion de los
intermediarios. Sobre esta se logrdé con éxito la obtencion de 1,2-difeniletanodiona 1b mediante la
oxidacion de difenilacetileno, basados en la metodologia descrita por Yusubov y col. [95], usando DMSO
y I a 125°C (Esquema 2), esta reaccién condujo a la obtencion del producto dicetonico esperado 1b
como un soélido amarillo con un rendimiento del 86%, el cual se confirmé mediante RMN® C, 'H e IR

(Espectros 1,2y 3).

o
1a 1b

Esquema 2. Reaccién de oxidacién de difenilacetileno para la obtencién de 1,2-difeniletanodiona 1b.

193.58

133.89
131.93
— 128.86
—128.01

139 137 135 133 131 129 127 125
f1 (ppm)

C=0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro 1. Espectro de ®C RMN (125 MHz, CDCls) de 1,2-difeniletanodiona 1b.
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Mediante el espectro de *C del compuesto 1b se puede confirmar que se llevo a cabo la

oxidacion del difenilacetileno ya que observamos la presencia de una sefial a 193.6 ppm perteneciente a

los grupos carbonilo, ademés de las sefiales correspondientes a los anillos aromaticos en 128.0 ppm a

133.9 ppm.

—7.95
—7.93
—7.83
—7.81
—7.80
766
—7.64
—7.63

T T T T T T T T T T
8.00 795 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55
)

JUUL A JL }L

T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55

Espectro 2. Espectro de '"H RMN (500 MHz, CDCls) de 1,2-difeniletanodiona 1b.

0.5 0.0

En el espectro de RMN de 'H del producto 1b podemos observar dos sefiales triples en 7.64

ppm, vy 7.81 ppm y a 7.94 ppm un doblete. Por otro lado el espectro de IR nos es de utilidad para

corroborar la presencia de los grupos carbonilos ya que observamos la banda de tensién caracteristica

de los enlaces C=0 a un nimero de onda de 1655.75 cm™ lo que confirmo el producto esperado.
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como se describe en el esquema 1. De acuerdo con el mecanismo de reaccién planteado, se empled en
un inicio acetato de amonio para generar amoniaco en el medio de reaccién, el cual mediante una
adicion nucleofilica reaccionaria con el grupo cetona en el C-17 de la estrona proporcionando un
intermediario diamina, sin embargo es més probable que bajo estas condiciones se obtenga el grupo

imina el cual igualmente fue de utilidad para corroborar los intermediarios obtenidos y si la metodologia

En un segundo paso de reaccién se plante6 la formacion del intermediario diamino de estrona 6,

PRI
3200
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3000 2800 2600 2400 2200
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Espectro 3. Espectro IR de 1,2-difeniletanodiona 1b.

P I S N R
1400 1200

planteada era viable para la formacién de esteroides con 2H-imidazoles (Esquema 3).

o

HO
2a

NH,CI
—_—

HO

2b

P R
1000

NH

Esquema 3. Esquema general para la obtencién del imino de estrona.
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De esta manera la reaccion se llevd a cabo en DMSO a 125°C , monitoreando la reaccién por
cromatografia de capa fina (CCF) por 48 h, pasado este tiempo no se observd cambio alguno en la
materia prima, por lo que se decidié probar distintas condiciones de reaccion con las que se pudiera
llevar a cabo la transformacién quimica (Tabla 1) ademés de estas se opto por el uso de cloruro de
amonio (NH4Cl) en lugar de acetato de amonio ya que por experiencia previa en el laboratorio se ha

notado una mejora en la reactividad.

Disolvente Temperatura (°C) Catalizador Tiempo de reaccion (h)
DMSO 125°C 48
CH;iCN 75° BF;OEt, 48
DMSO 125°C BF;0Et; 48
CH;OH 50°C BF;OEt, 48
THF 55°C BF;0Et, 48

Tabla 1. Condiciones de reaccion empleadas para obtener el imino de estrona.

La reaccion se monitoreo por CCF durante 48 h, durante este periodo de tiempo no se observo
reaccién bajo ninguna de las condiciones. Por otro lado, el producto diceténico (1b) se usdé como
materia prima para la obtencion de 1,2-Diimino-1,2-difeniletano 1c, como se presenta en el esquema 4,
esta prueba tiene la finalidad de verificar que se lleve a cabo el ataque nucleofilico del amoniaco,
generado in situ por la presencia de NH4Cl, hacia el carbonilo de la dicetona, para ello se ensayaron

diferentes condiciones de reaccion las cuales se describen en la tabla 2.

i g
NH,CI O
_—
O 0 NH

1b 1c

Esquema 4. Esquema general para la obtencion de 1,2-Diimino-1,2-difeniletano 1c.

Disolvente Temperatura Catalizador Tiempo de reaccion (h)
DMSO 90°C BF;OEt, 24
CH3CN 65°C BF;OEt, 24
DMSO 90°C 48
CH3CN 65°C 48

Tabla 2. Condiciones de reaccion empleadas para obtener el 1,2-Diimino-1,2-difeniletano 1c.
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De manera similar a la prueba experimental realizada a partir de estrona en presencia de cloruro
de amonio, el ataque nucleofilico esperado por el amoniaco generado in situ hacia los carbonilos de la
dicetona no procedié bajo ninguna de las condiciones de reaccion, con esto podemos observar que la
metodologia no es factible ya que no es posible formar los intermediarios para llevar a cabo una

reaccién one-pot basados en este tipo de mecanismo para moléculas esteroidales.
Obtencion de nitronas a partir de diamino glioxima

Fundamentados en la metodologia de Moghimi y col. [96], para la preparacion de nitronas a
partir diaminoglioxima, la cual describe su uso en una serie de ensayos usando diferentes aldehidos y

cetonas. Este trabajo evaluo la aplicabilidad de esta técnica usando estrona como materia de partida

Esquema 5.
HON
NH,
HN
o NOH N. O
HzN)H(NHZ ®0
NOH
3a 3b

Esquema 5. Esquema general para la sintesis de nitronas de estrona.

Como primer paso para la sintesis de nitronas de estrona se efectué la obtencién de
diaminoglioxima (DGA), ya que esta no se encuentra disponible comercialmente, la cual posteriormente
se usd para el acoplamiento con estrona, esta se llevé a cabo usando glioxal e NH;-OH como materias
de partida, como se describe de manera general en el esquema 6, empleando la metodologia descrita
por Johnson y col. [97]. Obteniendo un precipitado color blanco el cual se filtré con una cantidad
minima de agua fria y se dejo secar para obtener un solido blanco con un rendimiento del 70% el

producto se caracterizd mediante IR (Espectro 4).

(0] NOH
H 50% aq. NH,OH (10.0 eq) HNHZ
H)S( > H-5N
95 °C, 72-96 h 2
(0] NOH
4a 4b

Esquema 6. Metodologia sintética para la obtencion de diaminoglioxima.
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Mediante el espectro 4 de IR podemos confirmar la presencia de los grupos amina primaria, se
perciben las bandas de tensiéon caracteristicas de los enlaces N-H a un niumero de onda de 3447.29 y

3345.53 cm! asi como las bandas flexion a 1633.01 y 1575.36 cm’™.

100

95

3345.532

I

Bandas de tension

1296.241

%Transmittance

1108.178
N-H

G NOH

Bandas de flexién 1450.416

NH,
H2 N N-H 1633.016

1575.369
s NOH

741 ,BPS
946.744—

ata g sV ag s leg g

s legay Ve ggoe Peggon Bia g g | PR, LR LI M| 1 1 1
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Wavenumber

Espectro 4. Espectro de IR de diaminoglioxima (DGA).

Para llevar a cabo la reaccion de formacion de nitronas, en un inicio la metodologia utilizada
describe el uso de MeOH/H;O como disolvente y p-TSA como medio catalizador, sin embargo bajo
estas condiciones la reaccién empleando estrona no procedié. En un paso subsiguiente se ensayaron

diferentes condiciones de reaccion con el fin de encontrar las mas adecuadas estas se describen en la

tabla 3.
Disolvente Temperatura Catalizador Tiempo de reaccion (h)
H,O/MeOH ta p-TSA 24
CH3CN 70°C BF;OEt, 48
THF 50°C BF;0Et, 48

Tabla 3. Condiciones de reaccion ensayadas para la formacion de nitronas de estrona 3b .
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Todas las pruebas se monitorearon por CCF la cual no mostro cambio alguno en la materia
prima por lo que se llegd a la conclusién de que bajo las condiciones ensayadas la reaccion no procedid

tampoco fue posible obtener el precipitado descrito por Moghimi y col. [96].

Dado que las metodologias planteadas hasta este punto no dieron los resultados esperados se
llevaron a cabo algunos ensayos experimentales bajo los cuales se buscé determinar la reactividad de la
estrona frente a distintos nucleofilos e igualmente se evalué la reactividad del carbonilo de cetona
estando la molécula esteroidal protegida en el hidroxilo de C-3 y sin proteccion, estas pruebas se

describen a continuacién.
Sintesis de 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno

Se realizd la reaccion de proteccion sobre el OH del C-3 de la estrona con un grupo bencilo
como se muestra en el esquema, usando cloruro de bencilo en CH3;CN y K,CO; como base a 60°C y
agitacion, se monitoreo mediante CCF por ocho horas hasta que se observé menor cantidad de materia
prima, la reaccién fue extraida con una mezcla de salmuera: AcOEt (3 X 40 ml), el producto se recuperd
en la fase orgénica a la cual se le agrego Na,SO, para eliminar los restos acuosos esta se llevo a
evaporacion obteniendo un precipitado color blanco, el cual se separ6 mediante columna de
cromatografia Hex:AcOEt 9:1, finalmente el producto fue secado en una bomba de alto vacio dando
como producto final un solido de color blanco con un rendimiento del 85% este se confirmo6 mediante

espectroscopias de RMN 'H y *C e IR (Espectro 5,6 y 7).

v

K,CO3, CH;CN

60°C ©/\O

B5a 5b

Esquema 7. Esquema general de la sintesis de 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno 5b.

En el espectro de RMN de 'H podemos observar las sefiales caracteristicas del esqueleto
esteroidal entre 0.83 a 2.82 ppm asi como las sefiales correspondientes a los anillos aromaticos de 6.72 a

7.44 ppm.
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Espectro 5. Espectro de 'H de RMN (500 MHz, CDCl;) de 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno 5b.

El espectro 6 de RMN de" C por otro lado corrobora la sefal caracteristica del grupo carbonilo a 156.9

ppm, ademads de las sefiales propias del anillo aromético de grupo bencilo entre 112.4 y 137.9 ppm.
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Espectro 6. Espectro de *C de RMN (125 MHz, CDCls) de 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno 5b
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Mientras que en el espectro 7 de IR de la estrona con un grupo bencilo (5b) se observan las
bandas de tension correspondientes a los enlaces C=C a un numero de onda de 1603.68 ademas de las
bandas de tension de los enlaces C-H de a 2871.19 a 3029 cm’!, por otro lado no se observa la banda de
tension a 3335 cm™ perteneciente al OH de la estrona con lo cual comprobamos que se obtuvo el

producto esperado.

Posteriormente usando el 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno como materia de partida, se
realizaron diversas pruebas experimentales con el fin de comparar la reactividad de la estrona protegida

en el C-3 y sin proteger los resultados de estos se presentan a continuacion:

En el esquema 8 se describe la reaccion general para la formacion del grupo imino sobre C-17 a
partir de 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno 5b, NH4Cl en DMSO y BF;-OEt, como catalizador, la reaccion
se mantuvo en agitacion y calentamiento (125°C) por un tiempo de reaccion de aprox. 24 h, la reaccion
se monitoreo mediante CCF, bajo estas condiciones no se observo una mejora en la reactividad de esta

en comparacion con el uso de estrona.

NH,CI
DMSO, 125°C

BnO

Esquema 8. Esquema general que describe la reacciéon para la formacién del grupo imino de estrona (6b).

En el esquema 9 podemos observar la reaccion general para la formacién de nitronas sobre C-
17 usando como materia prima el compuesto 5b, esta reaccién se llevd a cabo mediante la DGA
previamente sintetizada, ademas de BF3;-OFEt; como catalizador en CH3;CN a temperatura ambiente y
agitacion por un tiempo aproximado de 48 h durante el cual se monitoreo el progreso por CCF. Bajo las
condiciones descritas no se observo cambio en la materia prima por lo que no existe una diferencia
significativa en comparacion con el uso de estrona sin proteger el OH de C-3.

HON
o NOH >S/NH2

HN )
HN oy NH2 N. ©

NOH ®0

CH;CN, BF; OEt.
BnO 3 3.VEL

BnO
5b 7b

Esquema 9. Esquema general para la obtencion de nitronas (7b) a partir de la estrona (5b).
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Sintesis de 17-((2-aminoetil)Jamino)-estrona 8b

En otro sentido se efectud la sintesis de 17-((2-aminoetil)amino)-estrona 8b Esquema 10, esta
reaccién se realizd con la finalidad de corroborar la susceptibilidad del grupo cetona de la estrona al
ataque nucleofilico de un compuesto con caracteristicas electrofilicas de menor peso molecular e
impedimento estérico a los ensayados en las metodologias planteadas previamente, esta reaccion se
llevd a cabo usando estrona como materia prima la cual se disolvié en CH;CN, agregando una cantidad
catalitica de BF3-OEt, y posteriormente etilendiamina. El crudo de reaccion fue lavado con salmuera:
AcOEt (3 x 20 ml) y se separ6é mediante columna de cromatografia con un sistema Hex-AcOEt 70:30, se
obtuvo un soélido blanco con un rendimiento del 18%, y se caracterizo mediante RMN 'H y "C
(Espectros 8 y 9). Mediante los cuales se confirmé que el producto obtenido fue 17-((2-aminoetil)amino)-
estrona 8b en el cual la etilendiamina se unié de un solo lado quedando con la cadena abierta mientras

que el producto con el heterociclo fusionado no se formo a pesar de aumentar el tiempo de reaccién.

///NHZ

HN
HO : {
NH, 8b

S e

( HZN /(IS:bNH
HN\A

2 \/\NH HO No se observé

HO 2

Esquema 10. Reaccién general para la sintesis de 17-((2-aminoetil)amino)-estrona 8b.
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Espectro 8. Espectro de *C RMN (125 MHz, CDCl;) de 17-((2-aminoetil)amino)-estrona 8b.

En el espectro de RMN de “C de la 17-((2-aminoetil)amino)-estrona 8b observamos la
desaparicion de la sefial caracteristica de carbonilo de cetona a 220 ppm, mientras que a 49.9 ppm, 52.4

ppm aparecen las seflales pertenecientes a la cadena lateral en C-17 y a 5 ppm la sefial de C-17.
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Espectro 9. Espectro de 'H RMN (500 MHz, CDCl;) de 17-((2-aminoetil)amino)-estrona 8b.
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De acuerdo con el espectro de RMN de 'H de 8b, podemos observar las sefiales correspondientes al
esqueleto esteroidal asi como a las de los metilenos de la cadena lateral unida al esteroide de 0.84 ppm
a 4.06 ppm, mientras que de 6.52 ppm a 7.09 ppm observamos las correspondientes sefiales al anillo

aromatico.

Como se puede corroborar en los espectros de RMN a partir de estrona y etilendiamina fue
posible corroborar la posibilidad de llevar a cabo reacciones de tipo nucleofilicas sobre el grupo cetona
de la estrona sin necesidad de proteger el hidroxilo del C-3, a pesar de ello la reaccién tuvo un
rendimiento bajo (18%) por lo que es posible que bajo distintas condiciones o el uso de catalizadores
diferentes se pudiera lograr un mejor rendimiento, igualmente notamos que el segundo ataque
nucleofilico por parte de la amina terminal no se llevd a cabo por lo que no se obtuvo el anillo
heterociclo de tipo espiro sobre C-17, como en un principio se planted, por lo que pudiera ser que el
tamafio de la molécula elegida como electrofilo asi como el impedimento estérico que generan los
grupos unidos a él jueguen un papel importante para la sintesis de productos de tipo esteroidal partiendo

de estrona con anillos nitrogenados.
Estudios in silico y de acoplamiento molecular.

De acuerdo a estudios realizados por el grupo de investigacién, se encontréd que compuestos
derivados de la estrona sustituida con heterociclos nitrogenados sobre C-17 presentaron un efecto
significativo sobre lineas celulares de cancer (Esquema 11 compuestos C3-C5) [22], como se aprecia en
la tabla 4, para ello se emple¢ un panel de 6 lineas celulares de tumores sélidos humanos: A549 (células
de pulmoén no pequetias), HBL-100 (mama), Hel.a (cérvix) y SW1573 (células de pulmédn no pequerias),
como lineas sensibles a farmacos, asi como T-47D (mama) y WiDr (colon), como lineas resistentes a

multifarmacos.

Tabla 4. Actividad antiproliferativa (Glso, uM) de derivados esteroidales frente a lineas celulares derivadas de tumores solidos
humanos [22].

Compuesto A549 HBL-100 Hela SW1573 T-47D WiDr
C3 3.3%£0.5 4.5%0.7 3.6+0.6 1.6£0.6 3.7x04 43109
C4 4416.6 >100 25+49 24188 3616.6 78117
C5 2.1x0.4 3.6%£1.0 1.7£0.2 0.52%0.1 2.9+.02 2.8%£0.5

Los errores se expresan como la desviacién estdndar.

—

33

'



Basados en los resultados obtenidos de los estudios in vitro, se llevo a cabo la evaluacion in silico
del perfil farmacodindmico, farmacocinético y toxicoldgico de dichas moléculas; asi como de los
compuestos de tipo esteroidal propuestos en este trabajo de tesis. Adicionalmente, se realizaron estudios
de acoplamiento molecular para predecir su posible modo de unién y afinidad sobre TOP IIB. Cabe
mencionar, que este tipo de estudios in silico permiten mejorar sistemdticamente las propiedades de las
moléculas en etapas tempranas de su desarrollo, lo cual amplia la probabilidad de éxito de estas, motivo

por el cual este método tiene un rol muy importante en el disefio racional de farmacos.

s
S/@ HN N)X\N/%N HN/@
H =/

NH

HO
c1 C2

o D

NH

HO

C5

Esquema 11. Derivados de estrona sustituidos con heterociclos nitrogenados sobre C-17.

Por otro lado, se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular de estos compuestos

sobre la Topoisomerasa 11, (codigo PDB.3QX3).

Validacién del acoplamiento molecular con TOPIIB

La validacion es un proceso previo que se lleva a cabo con el fin de asegurar que la prediccién del modo

de unién del ligando cristalografico con el blanco farmacolégico se lleve a cabo con éxito, este arrojo un
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puntaje de -7.2 kcal/mol y un RMSD= 0.9094 A, (el valor de RMSD tiene que ser menor a 2 A, para que

el modelo sea vélido).

‘Arg
03

®

O polar = *» sidechain acceptor () solvent residue “+» ponconserved

Q acidic  + sidechain donor O metal complex - X nonpresent
basic  =~*backbone acceptor -~ solvent contact 2 inconsistent

(O greasy = backbone donor - metalfion contact ©X arene-arene

e, PrOXinoity ligand O receptor @H arene-H

" contour exposure exposure @+ arene-cation

Figura 14. Modelo de validacién del ligando cristalogréfico en el sitio activo de TOPIIB

En la figura 14 se observa que se conservan las interacciones con los &acidos nucléicos,
desoxiadenilato (DA), desoxiguanilato (DG), desoxicitidilato (DC) y desoxitimidilato (DT), del sitio de
union de la proteina. Los sitios de union del ADN son las interacciones mas importantes debido a que
las topoisomerasas de tipo II (Top2) son un grupo de enzimas implicadas en el proceso de transcripcion
del ADN, muchos farmacos anticancerosos y antimicrobianos clinicamente activos actian inhibiendo
este proceso afectando asi la proliferacion celular, la reducciéon de afinidad de la enzima por el ADN,
hace probable que se produzcan menos complejos de escision y, por lo tanto, comprometan la accion

del farmaco [98].

Por otro lado, el ligando etopdsido interactia con los residuos de aminodcidos, Arginina 503,
Leucina 502, Glutamina 778, Metionina 782, Glicina 478 y &cido aspértico 479 [99], por lo que la
interaccion de las moléculas esteroideas elegidas con estos restos pudiese aumentar la probabilidad de

interaccién con el sitio de inhibicion de la enzima.
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Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con Cl1

El compuesto C1 presenta interacciones de tipo aceptor por puente de hidrogeno con el
nucleétido DG C10 y con DG B13 interacciéon de tipo aceptor por puente de sulfuro como se puede

observar en la figura 15 con un puntaje de -5.95 kcal/mol.

™~
/
Ser
A4z
Asp
ASE
© polar * sidechain acceptor () solventresidue @Gy arene-arene
© acidic  +- sidechain donor O metal complex @IH arene-H
Q basic - backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
) greasy = backbone donor - metalfion contact
proximity ligand CDreceptor
contour exposure exposure

Figura 15. Diagrama de interaccion 2D y 3D de C1 con el sitio activo de TOPIIB.
Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con C2

Como se observa en la figura 16, el compuesto C2 presenta interacciones de donador por
puente de hidrogeno con el nucledtido DT B15, DT C9, de tipo aceptor por puente de sulfuro con DG

B13 e interaccion de tipo -1t con DG B13 la pose elegida arrojo un puntaje de -6.96 kcal/mol.

O polar » sidechain acceptor () solventresidue  ©X5r arene-arene

O acidic <+ sidechain donor ) metal complex ©H arene-H
Q basic ---# backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy -~ backbone donor . metalfion contact

proximity ° ligand Oreceptor

contour exposure exposure

Figura 16. Diagrama de interaccién 2D y 3D de C2 con el sitio activo de TOPIIB.
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Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con C3

Como se puede ver en la figura 17 para el compuesto C3 se predijeron interacciones de donador
por puente de hidrogeno con el residuo de aminoécido Histidina (His) 775, de tipo m-hidrogeno con DT

C9 y 1-1t con DA B12 con un puntaje de -6.4397 kcal/mol.

aH

O polar «# gidechain acceptor () solventresidue  [GXG) arene-arene
O acidic #+ sidechain donor O metal complex [©H arene-H
Q basic - backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
O greasy =+ backbone donor . metalfion contact

proximity * ligand Oreceptor

contour exposure exposure

Figura 17 Diagrama de interaccion 2D y 3D de C3 con el sitio activo de TOPIIB.

Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con C4

Como se puede ver en la figura 18 para la molécula C4 esta presenta interacciones de aceptor
por puente de hidrogeno con el resto de aminoécido Arginina (Arg) 729 y de tipo T-hidrogeno con DG

B13 con un puntaje de -6.21 kcal/mol.

HNH ’

®

) polar «# sidechain acceptor () solventresidue @)% arene-arene

O acidic  + sidechain donor metal complex ©H arene-H [ "GN
O basic =+# backbone acceptor solvent contact @1+ arene-cation N
(O greasy = backbone donor -~ metalfion contact
proximity ligand Oreceptor A
contour exposure exposure

Figura 18. Diagrama de interaccion 2D y 3D de C4 con el sitio activo de TOPIIB.
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Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con C5

La estructura C5 presenta interaccion con el resto de aminoécido Acido aspartico (Asp) 479 de
tipo aceptor por puente de hidrogeno y de tipo -H con DT C9 con un puntaje de -5.80 kcal/mol.

O paolar ~#suechain acceptor O solventresidue @ arene-arene
Q acidic +- gidechain donor & metal complex ©IH arene-H
Q) basic -+ packbone acceptor solvent contact @1+ arene-cation
O greasy -+ backbone donor - metalfion contact

proximity ligand O receptor

contour exposure exposure

Figura 19. Diagrama de interaccién 2D y 3D de C5 con el sitio activo de TOPIIB.

Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con C6

En la figura 20 se pueden observar las interacciones mostradas por la molécula C6 con el resto
de aminoécido Treonina (Thr) 783 como aceptor por puente de hidrogeno, con los nucleétidos CD B14,
DT B15 como aceptor por puente de hidrogeno, interaccién donadora por puente de hidrogeno con DG

B13 asi como m-H con Alanina (Ala) 779 la pose elegida arrojo un puntaje de -6.50 kcal/mol.

N .
- His775
i \ -

O polar * sidechain acceptor () solventresidue  [©)E arene-arene » - \
© acidic  + sidechain donor O metal complex ©H arene-H - /
Q© basic - backbone acceptor solvent contact @+ arene-cation
@) greasy =+ backbone donor - metalfion contact

proximity ligand Oreceptor

contour exposure exposure

Figura 20. Diagrama de interaccion 2D y 3D de C6 con el sitio activo de TOPIIB.
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Modelo de acoplamiento molecular de TOPIIB con C7

Como se observa en la figura 21 el compuesto C7 mostro interaccion de tipo Tt-Tt con el

nucleétido DG B13 y la pose elegida presenta un puntaje de -6.94 kcal/mol.

) polar * sidechain acceptor () solvent residue [CIE; arene-arene
©Q acidic  + sidechain donor O metal complex ©@H arene-H

basic -+ backbone acceptor solvent contact @1+ arene-cation
@] greasy =+ backbone donor - metalfion contact

proximity ligand Oreceptor

contour exposure exposure

Figura 21. Diagrama de interaccion 2D y 3D de C7 con el sitio activo de TOPIIB.

Evaluacion in silico de propiedades

Para llevar a cabo la evaluacién in silico, de las propiedades farmacodinédmicas, farmacocinéticas
y toxicologicas de los compuestos C1-C7, se hizo uso de los servidores en linea Epigenetic target Profiler
[100], AdmetSAR [101, 102], CLC-Pred [103] y PASS online [104]. Los resultados obtenidos se muestran

a continuacién en forma de tablas para cada una de las estructuras propuestas C1-C7.

En la tabla 5 se muestran los resultados de las propiedades farmacocinéticas ADMET a través
del servidor admetSAR. Para este proyecto se calcularon los siguientes parametros: absorcion intestinal
humana, permeabilidad sobre células Caco-2, probabilidad de sustrato de la glicoproteina P, sustrato de
los CYP 450 3A4, toxicidad de Ames (genototoxicidad) y carcinogénesis. Dichos parametros son
calculados por la comparacién de la molécula de interés con otras que se encuentran en una base de

datos con resultados experimentales
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Tabla 5. Prediccion de propiedades ADMET con el programa AdmetSAR

Modelo Probabilidad
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
Absorcion
Absorcién en intestino humano 1.000 0.987 1.000 0.989 1.000 0.929 1.000
Permeabilidad Caco-2 0.529 0.659 0.659 0.538 0.639 0.688 0.715
No sustrato de glicoproteina P 0.583 0.737 0.737 0.525 0.505 0.776 0.901
Metabolismo
CYP450 3A4 no sustrato 0.750 0.695 0.695 0.691 0.739 0.671 0.729
Toxicidad
No toxico AMES 0.830 0.800 0.800 0.761 0.860 0.590 0.870
No carcinogénico 0.820 0.830 0.850 0.661 0.830 0.830 0.840

Los resultados obtenidos de los compuestos C1-C7 muestran una alta probabilidad de absorcion
intestinal con un valor de entre 0.929-1.00. Por otra parte la permeabilidad sobre células Caco-2 se
utiliza principalmente como modelo de la barrera epitelial intestinal, estas son una linea de células
inmortalizadas de adenocarcinoma colorrectal humano, respecto a este pardmetro se encontrd una
probabilidad media entre 0.529-0.715. Asimismo, se predijeron probabilidades de medias a altas 0.505-
0.901 de que los compuestos no sean sustratos de la glicoproteina P, este pardmetro estd asociado a
multirresistencia a farmacos, ya que algunas células tumorales expresan gran cantidad de P-gp (proteina
de eflujo). De manera adicional se calculé la probabilidad de no ser sustrato del CYP450 3A4 que es la
isoforma mé&s abundante en el cuerpo humano, ya que el citocromo P450 presenta interacciones
adversas en farmacos, debido a los cambios en la actividad de la enzima CYP este puede afectar el
metabolismo y el aclaramiento de diversos farmacos por ello se incluye el modelo CYP450 34 no
sustrato en la parte de metabolismo donde se obtuvieron valores de probabilidad de 0.695-0.750 siendo

C4 el de mas baja probabilidad.

Igualmente se incorporaron algunos parametros de toxicidad con una probabilidad discreta de
presentar toxicidad entre ellos se encuentra la toxicidad AMES, este test es un ensayo biolégico para
evaluar el potencial genotdxico de compuestos quimicos puesto que el cancer esté vinculado a menudo
con el dafio del ADN, la prueba también sirve como un ensayo rdpido para estimar el potencial

cancerigeno de un compuesto.
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En la tabla 6 se resumen los resultados de la actividad bioldgica de los compuestos C1-C7
ensayados en el servidor en linea PASS, [104] se muestran las actividades relacionadas a céncer, asi
como a inhibiciéon de isomerasas que actuan sobre la topologia del ADN. Se presenta la probabilidad de
actividad como P.a y la probabilidad de inactividad como P.i con ello se busca predecir la probable
bioactividad que tendran los compuestos como agentes anticancerigenos. En donde se observd que
todos los compuestos ensayados presentan una probabilidad similar de ser activos en los blancos

seleccionados.

Podemos destacar que los compuestos C1-C7 presentan una probabilidad discreta de ser
inhibidores de ARN polimerasa lo cual podria tener una implicaciéon en la accion antitumoral de
candidatos a farmacos, ademads de presentar una probabilidad discreta de ser probables antineoplésicos
de cancer tiroideo. Como se menciona anteriormente las probabilidades son bastante discretas, esto no
implica que los compuestas no pudieran presentar la actividad sino mas bien que en la base de datos de
PASS no se encuentran moléculas estructuralmente similares con las actividades buscadas, por ello es

necesario corroborar mediante ensayos bioldgicos.

Tabla 6. Prediccion de la actividad biolégica con el programa PASS
Modelo Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
Inhibidor de la

ARN

polimerasa 0.363 0.084 0237 0231 0441 0.028 0.310 0.138 0.394 0.058 0.381 0.069 0426 0.036
dirigido por

ARN

Tratamiento de

trastornos

asociados a

céancer

Tratamiento del

cancer de 0.135 0.131 - - - - 0.134 0.133 0.159 0.107 - - 0.323 0.036
proéstata

Anticancerigeno - - 0.249 0.186 0267 0.074 - - 0.203 0.116 - - 0.287 0.064
Antineoplésico

(cancer de - - - - 0.242  0.064 - - - - - - 0.248 0.058
cerebro)

Antineoplésico

(cancer de 0.176  0.111 - - 0.212 0.088 0.168 0.118 0.230 0.080 - - 0.254 0.070
mama)

Antineoplésico

(cancer de - - - - 0.127  0.126 - - 0.132  0.119 - - 0.176  0.082
pulmén)

Antineoplésico

(cancer 0.202 0030 0.160 0.098 0.209 0.025 0.177 0.059 0.197 0.034 0.167 0079 0211 0.024
tiroideo)

0.282 0.123 - - 0.278  0.047 - - 0.250 0.172 - - 0.308 0.086
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Por ultimo, se presenta la tabla 7 que contiene las predicciones in silico del efecto citotdxico de
compuestos quimicos en lineas celulares no transformadas y cancerosas para lo cual se hizo uso de
CLC-Pred (Cell Line Cytotoxicity Predictor) el cual un servicio web que proporciona una prediccion de
la citotoxicidad de un compuesto quimico para evaluar la relevancia de la inclusion de la sustancia en la

deteccién experimental.

De los resultados obtenidos para las 7 estructuras planteadas C2, C4, C5 y C6 no presentan
probabilidad de poseer un efecto citotéxico esto se traduce en que no podrian impedir que las células
cancerosas se dividan y crezcan, y pueden disminuir el tamafio de los tumores como futuros fa&rmacos
segun lo obtenido mediante CLCL-Pred, en cambio C1, C3 Y C7 podrian poseer un posible efecto sobre
lineas celulares de carcinoma de pecho, carcinoma de pulmoén y glioblastoma con una probabilidad de

ser activos (p.a.) intermedia de entre 0.523-0.557.

Tabla 7. CLCL-Pred prediccién del efecto citotéxico de los compuestos en lineas celulares de

cancer.
Compuesto Tejido Linea celular P.a P.i
C1 Pecho Carcinoma de 0.523 0.047
pecho
C2 - - - -

Carcinoma de
C3 Pulmoén pulmodn de células 0.538 0.007
no pequefias

C4 - - - -
C5 - - - -
C6 - - - -
Cerebro Glioblastoma 0.529 0.010
7 Pulmén Carcinoma de 0.557 0.048
Pulmén
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Sintesis de compuestos de tipo esteroidal

Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotémetro Nicolet FT-IR 380 (¥max cm-1).
Los espectros de RMN se registraron en un instrumento Bruker Ascend de 500 MHz Los
desplazamientos quimicos se reportan en ppm (8) y los espectros fueron referenciados de acuerdo con
los valores de los picos residuales de cada disolvente: CDCls (7.26 y 77.1 ppm), CDsOD (3.31 y 49.0
ppm) y DMSO (2.54 y 40.4 ppm) para RMN 'H y *C respectivamente. Las constantes de acoplamiento
(J) se expresan en hercios (Hz). La cromatografia en columna se realizd usando gel de silice Merck 60
(malla 230-400). La CCF se realiz6 usando placas comerciales de gel de silice 60 F254. Para su revelado
se empleo luz UV de onda corta (254 nm, utilizando una ldmpara modelo UVG-54, y su carbonizaciéon
con 5% de H,SOy (ac), 10% de vainillina en EtOH que contenia 1% de H,SO4 o con 0,1% de ninhidrina
en EtOH.

Sintesis de 1,2-difeniletanodiona 1b

En un matraz de fondo redondo se colocaron 0.5 g de difenil acetileno (2.80 mmol, 1 eq), en 5 ml
de DMSO, este se puso bajo agitacion hasta observar disuelta toda la materia prima, posteriormente se
agregaron 1.07 g de I, (4.2 mmol, 1.5 eq), la mezcla permanecié en agitacion y a 125 °C por un tiempo
aproximado de 5 horas. Pasado el tiempo de reacciodn, la mezcla se purifico a través de un proceso de
percolacién empleando como fase estacionaria gel de silice y como fase mévil la mezcla de disolventes
Hex:AcOEt 9:1, el producto obtenido se lavd con una solucion de salmuera: AcOEt (2X20 ml) para
eliminar los restos de DMSO, finalmente el producto se obtuvo como un sélido color amarillo el cual se
dejo secar en bomba de vacio, obteniendo un rendimiento del 86%. IR (cm™): 1655.75 (CO), 1576,
1488.60 (CH aromatico). RMN 'H (500 MHz, CDCls) o: 7.64 (t, 4H, J=7.82 Hz, H-aromaticos), 7.81 {t,
2H. J=7.13 Hz, H-aromaéticos), 7.94 (d, 4H, J= 7 Hz, H-aromaticos). RMN *C (125 MHz, CDCl;) :
193.58 (CO), 133.89, 131.93, 128.86, 128.01 (C-aromaticos).
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Sintesis de Diaminoglioxima 4b

En un matraz de dos bocas se colocé NH,OH (3.33 ml, 10.9 mmol, 1 eq.) a 95 °C se agito

durante 30 min, pasado este tiempo se agregaron 0.5 ml (109 mmol, 10 eq) de glioxal, la reaccién

NOH

NH
H,N 2

NOH
4b
prosiguid a 95 °C con refluyjo durante 72 h pasado este tiempo la mezcla se dejo enfriar hasta

temperatura ambiente y se dejo bajo agitacién hasta observar la formacién de un solido blanco
aproximadamente 72 h mas, el sélido obtenido se filtr6 mediante un embudo Buchner con una minima
cantidad de agua fria el s¢lido obtenido se secéd en una bomba de vacié consiguiendo un polvo blanco

con un rendimiento del 70%. IR (cm™) 3447.29 y 3345.53 (NH).
Sintesis de 3-benciloxiestra-1,3,5(10)-trieno 5b.

A una solucion de estrona (0.6 g, 2.22 mmol, 1 eq) en 15 ml de CH;CN, se afiadio K,COs (0.46 g,

3.33 mmol, 1.5 eq), la solucion se mantuvo a reflujo hasta observar una mezcla homogénea después de

5b

ello se adiciono por goteo cloruro de bencilo (0.3 ml, 2.4 eq). La mezcla de reaccién se mantuvo a 60 °C
por aproximadamente 8 h, una vez concluida se lavd con una solucién de salmuera: AcOEt (3X40ml) la
fase orgénica se seco mediante MgSO,y se evaporo el disolvente con ayuda del rotavapor dando como
resultado un solido blanco el cual se purifico con cromatografia en columna utilizando como eluyente
una mezcla de Hex: AcOEt 8:2, el producto final se coloco en bomba de vacié hasta obtener un polvo de
color blanco con un rendimiento del 85%. IR (cm™) 1224.24, 1160.15 (C-C), 1603.68, 1497.04 (C=C),
1732.83 (CO), 2923.65 (CH). RMN 'H (500 MHz, CDCl;) o: 7.38 ppm (m, 4H, Jou=7.4 Hz, H-
aromaticos), 7.30 ppm (m, 1H. Joe=7.3 Hz, H-aromaticos), 7.20 ppm (m, 1H, Joe= 7 Hz, H-aromaticos),
6.77 ppm (m, 2H, Jow= 6 Hz, H-aromaticos), 1.37 a 2.89 ppm (m, 19H, esqueleto esteroidal), 0.89 ppm
(s, 1H, CHs). RMN C (125 MHz, CDCl;) &: 156.9 ppm (CO), 137.9 ppm (C-2 aromatico), 137.3 ppm (C-
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3 aromatico), 132.4 ppm (C-5 aromatico), 128.6 ppm (C-10 aromatico), 127.9 ppm (C-6", C-4" aromatico),
127.5 ppm (C-1 aromético), 126.4 ppm (C-5" aromético), 114.9 ppm (C-1". C-3’ aromético), 112.4 ppm
(C-2 aromético), 50.4 ppm (C-14), 48.0 ppm (C-13), 44.0 ppm (C-9), 38.4 ppm (C-8), 35.9 ppm (C-16),
31.6 ppm (C-12), 29.7 ppm (C-6), 26.6 ppm (C-7), 25.9 ppm (C-11), 21.65 ppm (C-15), 13.92 ppm (C-
CHa).

Sintesis de 17-((2-aminoetil)amino)-estrona 8b.

En un matraz de dos bocas se colocaron 0.05 g de estrona (0.185 mmol, 1eq) en 5 ml de CH3;CN

///NHZ
HN

HO
8b

la solucién se dejo en agitacion durante aproximadamente 15 minutos hasta volverse homogénea,
pasado este tiempo se adiciono una cantidad catalitica de BF;.OEt; por goteo, se dejo reaccionar por
unos minutos para después agregar 0.2 ml (2.77 mmol, 1.5 eq) de etilendiamina la mezcla de reaccion
prosigui6o por 48 h a una temperatura de 60 °C, posteriormente el crudo se lavo con una soluciéon de
salmuera: AcOEt (3X20 ml), el sélido obtenido se purifico mediante columna cromatografica Hex:AcOEt
70:30, recuperando como producto final un solido blanco con un rendimiento del 18%. RMN 'H (500
MHz, CDCl;) 6: 0.84 (s, 3H, CH;) 1.18-2.46 (m, 14H, C-H esteroidal), 2.54 (m, 2H, NH,), 2.57 (m, 1H,
NH), 2.71 (m, 2H, CH, alifaticos), 2.81 (m, 1H, C17) 2.85 (m, 2H, CH, alifaticos), 6.52 (m, 1H, C4-
aromatico), 6.57 (dd, 1H, C2-aromatico), 7.13 (dd, 1H, Cl-aromatico). RMN ¥C (125 MHz, CDCl;) &:
12.9 (CHs), 20.6 (C-15), 24.9 (C-11), 25.5 (C-7), 25.9 (C-16), 28.5 (C-6), 30.6 (C-12), 34.9 (C-8), 37.3 (C-20),
42.9 (C-9), 47.0 (C-13), 49.4 (C-19), 52.4 (C-14), 59.4 (C-17), 111.8 (C-2), 114.3 (C-4), 125.5 (C-1), 131.0(C-
10), 137.0 (C-5), 152.5 (C-3)

Acoplamiento molecular.

Los ligandos elegidos (compuestos esteroidales C1-C7) fueron preparados y minimizados a
través de ChemDraw v.18. Posteriormente las proteinas se prepararon mediante MOE 2020.01, se eligié
trabajar sobre la cadena B de la proteina por lo que la cadena A se elimind, ademas de los residuos de
Mg y solo se conservo uno de los dos ligandos, para la minimizacion se utilizod el modelo Amber10: EHT,

para este estudio se obtuvieron 50 poses de las cual se eligid la menor energia Para el acoplamiento
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molecular de nuevos ligandos se debe asegurar que la prediccién de su modo de union con el blanco
farmacologico se lleve a cabo con éxito. Por tal motivo, se realizé la validacién de su acoplamiento.
Tanto para el acoplamiento molecular del ligando de interés, asi como el proceso de validacién, se hizo

uso de MOE 2020.01.
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CONCLUSIONES

Sintesis de compuestos de tipo esteroidal
A partir de los resultados presentados en este trabajo de tesis se obtienen las siguientes conclusiones:

[.  Se efectuaron diversos ensayos sintéticos con el fin de obtener los compuestos de tipo
esteroidal partiendo de la materia prima estrona agregando un nucleo espiro de tipo
imidazol sobre el C-17, con lo que se logrd tener como productos los compuestos 1b,
4b, 5b, 8b.

I[I.  Los compuestos obtenidos fueron caracterizados confirmando los productos obtenidos

mediante espectroscépicos de RMN 'H, RMN *C, e IR.
Acoplamiento molecular.

Se realizaron los modelos de acoplamiento molecular (acoplamiento) mediante el programa
MOE, este es util en la prediccion de la orientacion del enlace de las estructuras de tipo esteroidal con
distintos nucleos heterociclicos nitrogenados sobre C-17 de la estrona (C1-C7) , sobre la Topoisomerasa
[IB la cual se podria ser un blanco de candidatos a firmacos anticancerigenos , con ello se busca
predecir la afinidad y la actividad de los compuestos planteados y de esta manera poder tener un disefio
racional de farmacos los resultados se presentan mediante diagramas de interaccién 2D y 3D en las
figuras de la 3 ala 8 . Por otra parte se efectuaron predicciones de tipo in silico de propiedades ADMET,
efectos citotoxicos y actividad biologica mediante predictores en linea las determinaciones se

encuentran contenidas en las tablas 1-3.

A partir de los diagramas de interaccion obtenidos y las tablas mencionadas se presentan las

siguientes conclusiones:

[.  Los resultados de acoplamiento molecular exhiben interaccion con nucleétidos del
fragmento de DNA presente en la enzima TOPIIB , y ya que esta glicoproteina se
encuentra implicada en el proceso de transcripcion celular y se observa acoplamiento
con nucleodtidos tiene posibilidades de ser una buena diana terapéutica, que al ser
inhibida podria manifestar actividad antiproliferaria frente a células cancerigenas, siendo

los compuestos C1, C2 y C6 los que muestran una mejor interaccion con nucleétidos.
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II.

IIL.

IV.

Las predicciones de actividad bioldgica predichas mediante PASS revelaron posibles
actividades relacionadas a blancos de cancer, las cuales correlacionan con los
planteados en este proyecto observando una probabilidad de intermedia a discreta,
ademas de predecir algunas propiedades farmacocinéticas relevantes para identificar los
compuestos como agentes anticancerigenos con una probabilidad moderada a discretas
presentadas en la tabla 1.

Las estructuras C1, C3 y C7 mostraron citotoxicidad in silico sobre células de tipo, MCF7
(Carcinoma de pecho), HOP-18 (Carcinoma de pulmén de células no pequetias) , SF-
539 (Glioblastoma) y A549 (Carcinoma de pulmén) respectivamente.

Se concluye que la presencia de grupos nitro y especies ionicas tienen posibilidad de
mejorar los resultados de acoplamiento molecular.

Finalmente basados en los estudios in silico realizados concluimos que los compuestos
de tipo esteroidal con diferentes nucleos nitrogenados pudieran tener potencial como

agentes antiproliferativos frente a células de tumores cancerosos.
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