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Lista de abreviaturas

CE: Electroforesis capilar

Cmax: Concentracion maxima

DCC: N, N'-diciclohexilcarbodiimida

Dg: Diosgenina

DMAP: 4-Dimethylaminopyridine

Ft: Ftalamidato

Ft-Trp-Dg: Ftalamidil-Triptofano de Diosgenina
Ft-Trp-Hg: Ftalamidil-Triptofano de Hecogenina
Ft-Trp-Slg: Ftalamidail-Triptofano de Solasodina
Hg: Hecogenina

HPLC: High Performance Liquid Cromatography
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LESQO: Laboratorio de Elucidacién y Sintesis en Quimica Organica
MCD: Minima cantidad detectable

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

Slg: Solosodina

tr: Tiempo de retencion

Trp: Triptofano

UV/Vis: Ultravioleta/Visible



Resumen
Los espirostanos como la diosgenina (Dg), la hecogenina (Hg) y la solasodina (Slg) se

utilizan para la estandarizacion de los medicamentos de origen herbal contra diversas
patologias como; cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades del sistema
respiratorio y en infecciones por bacterias, entre otras. La principal limitante con estos
derivados esteroidales es la escasa disponibilidad de protocolos para su deteccién in vivo
debido a su estructura quimica. Sin embargo, mediante una esterificacion de Steglich se le
puede conferir propiedades de deteccion como croméforos para cuantificacion por UV/Vis.
Adicionalmente, esta transformacion quimica permite el disefio, sintesis y caracterizacion de
nuevas estructuras moleculares con propiedades de interés quimico/biolégico con
caracteristicas para la deteccion por UV/Vis. Esta ruta de trabajo hace necesaria la validacién
de un método analitico que sea lineal, selectivo, preciso, repetitivo, exacto, sensible y
robusto.

Mediante un disefio bioinformatico de las estructuras en la herramienta Web;
SwissTargetPrediction, se determind el potencial biologico de los candidatos ftalamidil
triptofanatos esteroidales (Figura 1), por lo cual se procedié a realizar una esterificacion del
grupo OH del esteroide con un grupo cromoforo como el triptéfano. EIl proceso requirio
proteger la parte del nitrgeno con un grupo anhidrido ftalico para dirigir la reaccion.
Posteriormente se caracteriz6 cada una de las estructuras quimicas por RMN y por UV/Vis
se detectaron estos compuestos a 230 nm, y después continuar con la validacion del modelo
in vitro e in vivo usando HPLC-UV/Vis. En el modelo in vitro se utilizaron los bioconjugados
esteroidales puros, con diferentes escalas de concentracion en base a las diluciones
realizadas, para verificar en base a un modelo estadistico cual compuesto era el que cumplia
con ciertas caracteristicas para utilizarlo en un modelo bioldgico, en el modelo in vivo se
utilizaron ratas Wistar macho adultas de 250-300 g que fueron administradas con una dosis
unica de 1.0 mg/Kg del compuesto Ft-Trp-Dg por tener el mejor rendimiento en el ensayo in
vitro. Previamente se hizo la validacion del método analitico. Los datos obtenidos en el
modelo in vivo fueron relevantes usando muestras por triplicado que se obtuvieron a los 3, 6,
9, 12, 15 y 18 minutos donde la Cmax en suero ocurrio a los 12 minutos. De acuerdo con el
trabajo realizado se puede concluir que el método analitico de cuantificacion por HPLC
UV/Vis para los derivados ftalamidil-triptofanatos esteroidales fue validado dado que



cumplio con los parametros de linealidad, selectividad, precision, repetibilidad, exactitud,

sensibilidad y robustez.
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Figura 1. Moléculas de los derivados esteroidales que fueron objeto de estudio.



1. Introduccion
Los esteroides participan en diversos procesos bioldgicos, fisioldgicos y patoldgicos a través

de su union a receptores membranales o intracelulares. Lo mas destacado es que los
esteroides, asi como sus derivados, juegan un papel muy importante en el metabolismo, la
sefializacion, la inmunidad y la reproduccion. Adicionalmente, otras moléculas se han
desarrollado al paso de los afios por modificaciones estructurales que les permite tener
actividad bioldgica especifica (Hameedat et al., 2022; Li et al., 2023).
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Figure 2. Principales esteroides bioactivos.
En la naturaleza existen sapogeninas esteroidales como la Diosgenina (Dg), la Hecogenina
(Hg) y la Solasodina (Slg) (Figura 2) que se han usado como agentes terapéuticos en varias
enfermedades que afectan al humano (Li et al., 2022; Borges et al., 2023), también han sido
materia prima para obtener derivados con propiedades fisicoquimicas especificas para
aumentar afinidad y eficacia en los tratamientos terapéuticos (Semwal et al., 2022;
Chowanski et al., 2022; Borges et al., 2023). Especificamente, para estas tres sapogeninas

existen varios reportes de su potencial terapéutico, de los cuales a continuacion se precisan.
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1.1 Diosgenina

Figura 3. Fotografia de la planta Dioscorea, fuente natural de la diosgenina y estructura quimica de la diosgenina.

La diosgenina es una sapogenina espirostanica cuya molécula esta sustituida en la posicion
3 por un grupo hidroxilo en configuracién beta, también tiene un doble enlace en la posicion
5 y configuracién (R) en el C-25.La molécula se clasifica como un 3p-esterol y espiroacetal
(Figura 3). De manera natural se encuentra en los tubérculos de Dioscorea villosa L y se
utiliza como materia prima para la sintesis comercial de esteroides como la cortisona, la
pregnenolona y la progesterona. La diosgenina tiene propiedades neuroprotectoras,
anticancerigena, antiaterosclerotica, antiasmatica y hepatoprotectora. En el sistema nervioso
central, se ha descrito como agente que mejora la cognicién, también tiene propiedades
antiinflamatorias, mejora a pacientes con esclerosis multiple, mejora las lesiones en la
médula espinal, los accidentes cerebrovasculares, trombosis e incluso a pacientes con dolor
neuropatico (Semwal et al., 2022; Li et al., 2022).
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Figura 4. Diagrama con dianas celulares y mecanismos moleculares involucrados en el efecto anticancerigeno de la
diosgenina. Abreviaturas y simbolos: 1 : aumentado; | : disminuido (Semwal et al., 2022).
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Varios grupos de investigacion han realizado experimentos para valorar los efectos de la
diosgenina sobre la proliferacién, la migracion y la invasion celular (Figura 4) (Semwal et
al., 2022; Li et al., 2022), destaca una excelente respuesta frente a células cancerosas
humanas, mostrando alta actividad citotdxica sobre células cancerosas especificas con
efectos de bajos a nulos sobre células sanas. En pacientes con aterosclerosis hay depdsito e
infiltracion de lipidos en la capa intima de las arterias. Uno de los efectos reportados de
diosgenina es regular el metabolismo del colesterol en los macréfagos. Estudios in vivo con
diosgenina en ratas Wistar con dieta aterogénica o formadora de ateromas, la diosgenina
contrarrestd el efecto, disminuyeron los marcadores de inflamacion e inhibio el progreso de
la aterosclerosis. Adicionalmente, Junchao y colaboradores evaluaron el efecto
antiinflamatorio de la diosgenina en ratones con asma inducido con ovoalbumina y en cultivo
primario de células de la traquea obteniendo buena respuesta antiinflamatoria (Junchao et al.,
2017). En otras investigaciones se ha estudiado la interaccion de la diosgenina con el receptor
alfa a glucocorticoides. Los investigadores mostraron que la diosgenina suprimio
significativamente la secrecién de factores inflamatorios TNF-o, IL-1B, and IL-6. A nivel
intracelular, han sugerido que la accion de la diosgenina es a través de regular la via Raf-
1/MEK/MAPK/ERK (Figura 4) (Junchao et al., 2017). Dada la alta frecuencia de las
enfermedades que afectan al higado, Nie et. al publicaron el efecto de la diosgenina sobre el
factor de crecimiento transformante (TGF)-f1 en células estrelladas hepéticas y su respuesta
en el tratamiento de la fibrosis. Se ha reportado que la diosgenina inhibe la proliferacion de
TGF-A1 y reduce la expresion de diferentes receptores funcionales implicados en el dafio
hepéatico con mejora de la fibrosis hepéatica. En un modelo de higado graso en ratones, la
diosgenina protegié contra la acumulacion de lipidos, el estrés oxidativo, el dafio celular y la
inflamacién, en el mismo modelo aumentd la expresion de Sirtuin 6 y de los transportadores

de acidos grasos (Nie et al., 2023).
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1.2 Hecogenina

“‘\\\\\\\
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Figura 5. Fotografia de la planta de Agave sisalana, fuente natural de la hecogenina y estructura quimica de
hecogenina.

La hecogenina se encuentra en plantas del genero Agave y Tribulus terrestres L (Figura 5) y
se le ha utilizado como sustancia precursora en la produccién de esteroides. La hecogenina
se encuentra principalmente en las hojas maduras de Agave sisalana. Al igual que otras
saponinas, la hecogenina tiene efectos nociceptivos, antiinflamatorios, antitumorales, mejora
la Ulcera géstrica y actla como antimicrobiano (Borges et al., 2023; Santos et al., 2012).
Varios estudios han reportado la capacidad de la hecogenina y sus derivados para actuar
como analgésico sobre las vias descendentes espinales. Ha sido efectiva en el dolor inducido
por varios agentes como calor, glutamato, capsaicina, TNF-o, PGE2, mentol, cinamaldehido
0 dopamina. Ademas, la hecogenina fue eficaz como analgésico cuando se administro
localmente o por via sistémica. La analgesia se evalu6 por la expresiéon de cFOS, un factor
de transcripcion indicador de la actividad nerviosa. Después de la administracion sistémica
de hecogenina hubo disminucion de cFOS en la médula espinal y disminucién de la
excitabilidad de las vias centrales implicadas en el dolor. Adicionalmente, en modelos in
vivo, la hecogenina actia sobre la inflamacién al suprimir la expresion de citocinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a (Figura 6). En el &mbito celular, reduce
la produccidn de superoxido proveniente de los neutréfilos, e influye en la migracion de estas
células y de los eosinofilos. Es establecido que la hecogenina puede actuar en diferentes
respuestas inflamatorias, tanto agudas como cronicas inhibiendo la secrecion de citoquinas
(Figuras 6a y b).

La hecogenina también actla contra el desarrollo de tumores. En células hepaticas humanas

HepG2 en cultivo, se ha reportado que la hecogenina tiene efecto citotoxico a
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concentraciones superiores a 100 uM. El efecto antitumoral ocurre por la interaccion con los
receptores activados por peroxisoma (PPARY) que se expresan en las células tumorales e

inducen apoptosis (Borges et al., 2023).

<
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Figura 6 a. Esquema que ilustra las propiedades analgésicas de la hecogenina (Hg). Hg reduce la expresion de c-fos, un
marcador de actividad neuronal; - Hg actia como antagonista no competitivo en los receptores opioides; - Hg minimiza
el dolor después de una lesion del nervio cidtico (Borges et al., 2023).
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Figura 6 b. Esquema que ilustra la relacion de la Hg en el proceso inflamatorio. -Hg reduce la produccion de superdxidos;
-Hg influye en la migracién de neutrdfilos y eosindfilos (Borges et al., 2023).
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1.3 Solasodina

Figura 7. Fotografia de la planta Solandcea sisymbriifolium, fuente natural de Solasodina y estructura quimica de
Solasodina.

La solasodina se extrae de la planta Solanacea que pertenece a la familia Solanum
sisymbriifolium. La solasodina es un metabolito que posee diversas propiedades
farmacoldgicas. La solasodina se ha usado como precursor en la sintesis de compuestos
esteroideos complejos para uso en las pildoras anticonceptivas (Fan et al., 2021). También
se ha usado como agente antifungico (Arumuganainar et al., 2023), inmunomodulador,
antiinflamatorio (Arora et al., 2022), antitumoral (Fan Y al., 2021), hepatoprotector y
anticonvulsivo (Chauhan et al., 2011). La solasodina es un glicoalcaloide que contiene una
estructura de colestano C27 con un nitrégeno basico y seis moléculas de azucares unidas al
esqueleto esteroidal. Ademas de las aplicaciones farmacologicas, la molécula se emplea en
la industria farmacéutica como precursor de la semisintesis de anticonceptivos y hormonas

esteroides anabdlicas, progesterona y cortisona (Arora et al., 2022).

Sin embargo, un aspecto importante de las moléculas bioactivas es conocer sus propiedades
farmacocinéticas y realizar estudios sobre su mecanismo de accién y de su seguridad
terapéutica. Para mejorar estos aspectos farmacéuticos, es posible agregar grupos funcionales
a la molécula que permitan su cuantificacion en fluidos corporales como sangre y orina.
Debido a la naturaleza compleja de la mayoria de las muestras de esteroides, los métodos
analiticos también deben ser selectivos para cuantificar de manera confiable los esteroides
objetivo y separarlos de otros compuestos e interferencias endogenas de estructura similar.
Otro objetivo es permitir una extraccion efectiva y un pretratamiento quimico mas simple

antes del analisis quimico de separacion por HPLC. Esto es especialmente importante ya que
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el pretratamiento de la muestra puede provocar la pérdida la molécula o de su analito
(Hameedat et al., 2022).

1.4 Cuantificacion de esteroides
Los métodos mas utilizados en el andlisis de esteroides son la cromatografia de gases,

espectrometria de masas o espectrometria de masas de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-MS), electroforesis capilar (CE) y HPLC UV/Vis. Cada técnica
cromatografica tiene caracteristicas especiales para poder ocuparlas. Aunque la
cromatografia de alta resolucion en masas es una técnica de alto costo en comparacion con
la HPLC de fluorescencia y la HPLC-UV/Vis, las cuales son técnicas muy utilizadas,
confiables y de menor costo (Hameedat et al., 2022; Li et al., 2023). Algunas caracteristicas
para tomar en cuenta son que, en la espectroscopia de masas y la espectroscopia de
fluorescencia, se necesita utilizar un paso de derivatizacion, que consiste en obtener una
molécula con estructura similar, esto debido a una débil ionizacion de los esteroides.
Considerando la espectroscopia UV/Vis, la region en el campo electromagnético de la luz
hace que pueda usarse para ser observado un compuesto debe tener caracteristicas de atomos
unidos mediante enlaces covalentes con enlaces simples y mdaltiples alternados, o sea

sistemas conjugados (Hameedat et al., 2022).

Como anteriormente se mencion0, existe una serie de caracteristicas esenciales que los
compuestos deben de tener para ser detectados y cuantificados por técnicas analiticas de alta
sensibilidad y bajo limite de deteccion. Consecuentemente se utilizara la técnica de HPLC-
UV/Vis para detectar nuestros derivados esteroidales bioconjugados de diosgenina (Dg),
hecogenina (Hg) y la solasodina (Slg), para lo cual les incorporaremos a su estructura quimica
otra molécula, la que nos daré otras propiedades como mejorar la permeabilidad al tener
compuestos nuevos con caracteristicas apolares e incorporaremos sistemas conjugados a la
molécula, dado que es una caracteristica principal para observar los compuestos en la region
UV/Vis del espectro electromagnético. Para esto, se hizo un disefio, modelamiento y sintesis

de los derivados esteroidales a partir de Dg, Hg y Slg.
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2. Antecedentes

2.1 Sapogeninas esteroidales
Las sapogeninas esteroidales son metabolitos de las plantas que se encargan de la respuesta

al estres biotico y abidtico. Se componen de una aglicona hidrofébica de un nucleo de ciclo
pentano perhidrofenantreno funcionalizado con una parte hidrofilica de tipo glucosidica, para
dar compuestos especificos. Las saponinas se clasifican como triterpenoides, esteroides o
glicoalcaloides esteroideos, segun la estructura de aglicona de la que se derivan (Semwal et
al., 2022; Li et al., 2022). Las saponinas y sus intermedios biosintéticos tienen diversas
actividades bioldgicas de interés para los sectores farmacéutico, cosmético y alimentario (Li
etal., 2023). También son importantes como materias primas para la produccién de farmacos
esteroidales, esto por sus amplias actividades farmacoldgicas que se han estudiado. Han
surgido diversos estudios sobre la biosintesis de saponinas esteroidales de las plantas, la
mayoria de ellos se centraron en la biosintesis de su esqueleto molecular (Figura 8) (Li et al.,
2023).

OR;

F RHLC o ,
OR, Hor,
HO
G R;
z Ry Ri=H=Ac
Rz=H= Ac
Ra=H=0H=Ac
R0

Figura 8. Diagramas estructurales de saponinas esteroides aisladas de plantas. ( A ) saponinas de espirostanol, ( B )
saponinas de furostanol, ( C ) saponinas de colestano, ( D ) saponinas de pregnano, ( E ) saponinas de isospirostanol, ( F
) saponinas polihidroxiladas, ( G ) saponinas de pseudoespirostanol y ( H ) saponinas de penogenina. Las saponinas
furostanol y espirostanol son los dos tipos mds comunes de saponinas esteroides en las plantas, mientras que otros
tipos de saponinas esteroides son exclusivos de diferentes plantas (Li et al., 2023).
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Las saponinas de penogenina también son raras en las plantas (Figura 8), sin embargo, si la
diosgenina se hidroxila en C-17, C-23, C-24 y C-27 puede formar penogenina o hidroxi-
penogenina saponina, como la polifilina D, Paris VI y Paris VI aisladas de las especies de
Paris. Las saponinas esteroides tienen una amplia gama de funciones y actividades
farmacologicas debido a sus conexiones con diferentes esqueletos de aglicona y diferentes
nimeros de cadenas de azUcar, ademas de haber varios tipos diferentes de saponinas
esteroides en la misma planta. Por lo tanto, la distribucion y las formas existentes de
saponinas esteroidales en las plantas son diversas y pueden estar relacionadas con las
diferentes funciones de las saponinas esteroidales en diferentes plantas. Especificamente,
para las plantas, las saponinas esteroides pueden ayudarlas a hacer frente a las tensiones
bioldgicas y abidticas como los patdgenos, los herbivoros y la sequia (Szakiel et al., 2011).
Moisés et al. propuso que las saponinas en las plantas se producen como respuesta al estrés
biolégico (Moisés et al., 2014). En las reacciones de estrés, como cuando son atacadas por
insectos herbivoros o durante la infeccion por patégenos, el aumento del contenido de
saponina en las plantas suele estar mediado por hormonas, como el acido jasmonico y el
acido salicilico (Szakiel et al., 2011; De costa et al., 2013). En los humanos, las saponinas
esteroidales aisladas de plantas tienen una variedad de usos farmacoldgicos, que incluyen
actividad antibacteriana, actividad antitumoral, actividad antiinflamatoria, efectos
hipoglucemiantes y reductores de lipidos, por lo que son una importante materia prima
industrial para la produccién de medicamentos con principios activos esteroidales (De costa
etal., 2013).

2.2 Bioconjugados esteroidales
A lo largo del tiempo, se ha optado por nuevos estudios con diferentes moléculas con fin

terapéutico para uso humano. A medida que aparecen nuevas enfermedades o cambian las ya
existentes, son necesarias diversas estrategias para obtener agentes terapéuticos mas seguros,
efectivos y especificos. La bioconjugacion es un enfoque biotecnoldgico novedoso en el cual
dos fracciones quimicas se unen para lograr resultados notables. La bioconjugacion se ha
identificado como una técnica simple y altamente importante para obtener moléculas
potentes al unir caracteristicas estructurales especificas (Bansal et al., 2022).
Adicionalmente, el uso de esteroides es una base privilegiada con varias propiedades

medicinales significativamente notables en el proceso de descubrimiento y desarrollo de
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nuevos farmacos. Las moléculas esteroidales se prefieren por su rigidez y buena capacidad
de atravesar las membranas bioldgicas. Especificamente, se ha utilizado la modificacion o
alteracion en la estructura bésica del anillo dando como resultado la formacion de derivados
esteroidales con una amplia gama de actividades terapéuticas (Bansal et al., 2022). La
conjugacion de los esteroides resulta en varias estructuras biologicamente activas que puede
dar a la molécula final ventajas de acuerdo con sus nuevas caracteristicas como lipofilicidad,
estabilidad y especificidad de objetivo con disminucidn de efectos adversos. La exploracion
cientifica de estos bioconjugados esteroideos han sido extensamente explorados por la
utilidad contra diversos trastornos que afectan al humano, y se les considera relevantes con
potencial efecto terapéutico como anticancerigenos, antiinflamatorios, anticoagulantes, y

agentes antivirales, entre otros (Bansal et al., 2022).

A continuacion, se mencionan algunos trabajos realizados para valorar el efecto bioldgico de

bioconjugados esteroidales.

2.2.1 Bioconjugado de Arginil-Diosgenina

i

"
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Figura 9. Estructura quimica del biocojugado Arginil-Diosgenina.

Se disefd, sintetizo y evalud la actividad bioldgica del conjugado de arginil-diosgenina (Arg-
Dg) (Figura 9) el cual se caracteriza por ser soluble en agua. Este conjugado se caracterizé
utilizando espectroscopia IR, RMN y HPLC-MS, seguidos de la evaluacion de su actividad
biolégica. Hubo comparacion entre el compuesto de Dg y el biocojugado Arg-Dg donde hubo
menor citotoxicidad contra las células L929 y mayor actividad antiproliferativa contra las
células del higado. Se midié la seguridad del bioconjugado utilizando el ensayo Alamar Blue
de alta sensibilidad que indic6 que la actividad metabdlica celular aumentaba a
concentraciones bajas. Ademas, el bioconjugado promovié la formacion de tubos con células

endoteliales y mejoro la diferenciacion de osteoblastos con efectos sinérgicos de la actividad
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de la fosfatasa alcalina. Los resultados del trabajo realizado mostraron que el bioconjugado
Arg-Dg puede tener aplicaciones biomédicas por la remodelacion de tejidos dseos, asi como
aplicaciones terapéuticas por su asociacion a rutas bioldgicas de proliferacion celular y

citotoxicas (Liao et al., 2018 revisar).

2.2.2 Bioconjugados de diosgenina-acido betulinico

Figura 10. Estructura quimica del bioconjugado de Diosgenina/Acido betulinico

Para la conjugacion de la diosgenina con el &cido-betulinico (Figura 10) se hizo por
procedimiento de sintesis que incluye la cicloadicion dipolar 1,3 de Huisgen con el
catalizador cobre y una desbencilacion catalizada por paladio mediante hidrogendlisis. Con
esto bioconjugado se midio la citotoxicidad en células cancerosas de leucemia linfoblastica
T humana, células HelLa de cancer de cuello uterino y células HTC116 de cancer de colon.
También se hicieron mediciones para comparar los pardmetros cinéticos de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) vy calculados in sillico, lo cual dio como
resultado datos importantes de los distintos conjugados que fueron de interés para este
estudio, lo cual permitié deducir las mejoras en la actividad por las lineas de investigacion

que se realizaron (Ozdemir et al., 2020).
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2.2.3 Metotrexato de diosgenina
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Figura 11. Estructura quimica del bioconjugado de diosgenina/metotrexato

Se disefid y sintetizo una serie de bioconjugados de metotrexato-diosgenina para mejorar la
internalizacion pasiva de metotrexato (MTX) en células resistentes al transporte. Se
investigaron los efectos inhibitorios de estos conjugados sobre el dihidrofolato reductasa
(DHFR), ademas se estudiaron los efectos antiproliferativos en células MDA-MB-231, una
linea celular de cancer de mama resistente al transporte. Los resultados sugirieron que la
conjugacion de MTX con diosgenina puede ser una forma eficaz de superar su resistencia al
transporte de MTX en las células cancerosas. Se obtuvieron mejores resultados con la
conjugacion de diosgenina vs el MTX solo, esto respecto a la actividad anti proliferativa y
de inhibicion de la enzima DHFR (Brangrong et al., 2016).

2.3 Cromatografia HPLC

La técnica de cromatografia se acredita a Mikhail Semenovich Tswett, un investigador ruso
en el afio 1906. Mikhail usé columnas de carbonato de calcio para separar pigmentos de hojas
verdes en la que obtuvo varias bandas con diferentes colores, como eluyente usé éter de
petréleo. Dado que separ6 compuestos que tenian colores denomind a la técnica
“cromatografia”, este término deriva de “chrom” (color) y “graphe” (escribir), escribir en
colores. El proceso no depende de que los compuestos a separar posean color, pero si pueden
dar color por reaccién quimica, esto para que pueda visualizarse su ubicacion (Garcia et al.,
2016; Abelaira et al., 1992; Passaro et al., 2016).

A lo largo de varios afios ha habido diversas contribuciones para la mejoria de esta técnica.
El desarrollo notable se dio entre los afios 1930-1950. De acuerdo con (Passaro et al., 2016)

destacan Martin y Synge (1952) al inventar la cromatografia de particion, y James al
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desarrollar la técnica de cromatografia de gases. En breve, la cromatografia es un método
para separar componentes de una mezcla. Existen dos fases; la fase fija o estacionaria y la
fase en movimiento o mavil, la cual fluird en direccion especifica. La primera puede ser un
solido, un liquido retenido sobre un solido o un gel, mientras que la segunda puede ser un
liquido o un gas (Meyer et al., 2004; Gary, 2009).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una de las técnicas de cromatografia
mas utilizadas debido a su capacidad de separar analitos de distinta naturaleza presentes en
una mezcla. Su aplicacion industrial abarca la farmacéutica, la bioquimica, los alimentos, los
productos de la industria quimica, la medicina clinica, incluso la quimica forense (Garcia et
al., 2016)

La HPLC es uno de los métodos de cromatografia para la separacion y analisis de los
componentes quimicos de una mezcla. En este método participan dos fases, la mévil y la
estacionaria (inmiscibles entre si). La fase movil es liquida y su funcion es llevar la muestra
a través de todo el equipo, cruzando la fase estacionaria que puede ser sélida o una pelicula
liquida soportada en un sélido inerte, la cual es representada por una columna con nimero
de carbonos especificos para cada analisis. Las distintas fuerzas quimicas y fisicas que acttan
entre la mezcla a analizar y las dos fases determinan la retencion y separacion de cada uno
de los componentes de la mezcla. Los componentes con mayor afinidad con la fase
estacionaria se desplazaran con menor velocidad que aquellos que presentan menor afinidad
(Suarez et al., 2018).

El propdsito del analisis por HPLC de cualquier farmaco es confirmar su identidad y
proporcionar resultados cuantitativos para conocer el progreso del farmaco en la terapia de
una enfermedad, para este trabajo se requieren parametros cualitativos y cuantitativos para
poder medir parametros de la validacion del método analitico, hablando de su tiempo de
retencion (tr) y la concentracion observada en el cromatograma del equipo, tanto para medir
sus limites de deteccion superior e inferior, un claro ejemplo de las mediciones cualitativas

y cuantitativas se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Andlisis cualitativo; mide el tR especifico de cada compuesto en el cromatograma de HPLC, bajo condiciones
idénticas. Andlisis cuantitativo,; se puede identificar en esa drea bajo el pico de la curva la concentracion de la muestra de
interés por parte de nuestro analito de estudio.

Se han observado diferentes metodologias para evaluar parametros farmacocinéticos de
derivados esteroidales como la diosgenina, la charantina y la hidroxicalcona (Salunkhe et al.,
2021). EI método para poder conseguir datos farmacocinéticos en esos estudios fue aceptado,
sin embargo, tiene algunas limitaciones, las cuales con este trabajo proponemos superar y
potenciar optimizando la relacion costo/beneficio por la utilizacion de HPLC con detector
UV/Vis dada su mayor accesibilidad y rentabilidad ecoldgica, ademas de tener buena
sensibilidad, y poder utilizar mezclas capaces de tener buena separacién por la alta resolucion
del equipo.

2.4 Procesos de Administracion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicologia
(ADMETX)

Al realizar un estudio in vitro y posteriormente hacer un estudio in vivo, es necesario tomar
en cuenta una serie de parametros de gran interés por la respuesta del cuerpo a la
administracion de una sustancia biologicamente activa. El estudio de los procesos ADMETX
implica seguir la ruta de un farmaco en el organismo en los procesos de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion. También puede integrarse el parametro de seguridad
del farmaco, o sea, la toxicidad hacia el sistema vivo. Conocer los pardmetros cinéticos

permite decidir la dosis, la forma farmacéutica y la via de administracion a usar en el sistema
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vivo. En farmacia experimental, el analisis cinético contribuye a entender los fenomenos
fisicoquimicos, bioquimicos y metabdlicos del farmaco en el organismo, su tiempo de vida
media y la duracion de la accion, asi como sus posibles interacciones. Desde el punto de vista
clinico, la farmacocinética orienta el uso racional y eficaz de los farmacos. Los procesos
parametros cinéticos son base para el desarrollo de las mejores formulaciones, el
establecimiento de las dosis, los intervalos de dosis y la duracion de los tratamientos, y desde
luego la adaptacion individualizada de la posologia. También permite el seguimiento

farmacoterapéutico, incluso con un enfoque farmacogenético (Verstuyft et al., 2022).

2.5 Modelamiento in silico

La prediccion de parametros y comportamientos de las moléculas en diferentes condiciones
ambientales por medio de las herramientas bioinformaticas son conocidas como método in
silico. Estos estudios pertenecen a una rama de la biologia computacional cuyo objetivo es
explorar y experimentar con los procesos bioldgicos por medio de simulaciones por softwares
especializados en computadora. Dicho enfoque digital ha permitido visualizar las estructuras
tridimensionales de péptidos, observar el rol y la funcion de diferentes moléculas y proteinas
0 bien de una célula completa hasta llegar a predecir respuestas a estimulos a través de la

modelacion de experimentos in silico (Fuentes et al., 2021).

Un ejemplo de la aplicacion de esta tecnologia es en el area farmacéutica, ya que ayuda no
solo a predecir la eficacia de posibles moléculas para uso terapéutico sino también provee
modelos del comportamiento farmacocinético de dichos compuestos, es decir, su perfil
ADME (Fuentes et al., 2021).

La informacidn sobre la interaccion de los farmacos por estudios clinicos (en seres humanos)
permite tener un avance muy importante, sin embargo, se requieren otras formas de estudio
menos riesgosas Y costosas, por lo que los estudios preclinicos in silico se utilizan de forma
predictiva para anticipar y disponer de informacién antes de la administracion de un farmaco
a los seres humanos, también permiten el disefio de nuevas moléculas potencialmente utiles

en la clinica humana (Fuentes et al., 2021).
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2.6 Validacion del método analitico
La validacion de un método analitico es un paso importante para la idoneidad de un método,

esto se refiere a que los resultados que son entregados por un método sean confiables. Una
gran ayuda es el fundamento estadistico, el cual busca que el método sea el adecuado para
fines previstos. La validacion se basa en la habilidad por parte del personal, asi como tener
en cuenta ciertos factores que pueden modificar los resultados de esta, para lo cual se busca
que la validacion se efectie en forma metddica, ordenada, trazable y confiable. Es importante
que el laboratorista tenga claridad de los requerimientos del método para establecer el alcance
de la validacion del método. En este trabajo de tesis se persigue obtener con los siguientes
parametros: linealidad, selectividad, precision, repetibilidad, exactitud, sensibilidad vy
robustez del método analitico (Duffau et al., 2010). Previamente han desarrollado trabajos
similares de validacién en base al equipo que se utiliza como el HPLC (Zhang et al., 2015;
Mehmood et al., 2022; Veeran et al., 2021), sin embargo, en este trabajo, la diferencia es el
uso del detector UV/Vis.
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3. Justificacion
La resistencia a los farmacos en los tratamientos actuales y la aparicion de nuevas

enfermedades son justificaciones suficientes para desarrollar nuevas moléculas para las
terapias farmacoldgicas. Este trabajo de tesis se estudiaron nuevas moléculas de
bioconjugados esteroidales con potencial efecto bioldgico, de acuerdo con sus dianas
moleculares, ademés se determind su absorcion por espectrofotometria UV/Vis y HPLC-
UV/Vis, al realizar modificaciones en su estructura quimica a compuestos esteroidales, con
las cuales podran ser detectados en la region UV/Vis del espectro electromagnético de la luz.
Para que las moléculas puedan ser detectadas en esta region del espectro de luz, se necesita
que se tengan sistemas conjugados, 0 sea atomos unidos mediante un enlace covalente con
enlaces simples y multiples alternados. Al utilizar el equipo de HPLC-UV/Vis podemos
realizar diversos analisis de acuerdo con los datos recabados, inicialmente se tiene planeado
hacer la validacién del método analitico, con el fin de obtener datos estandarizados para el
procedimiento por HPLC-UV/Vis. La importancia de la validacion del método analitico es
que podamos mostrar la linealidad, selectividad, precision, repetitividad, exactitud / error
sistematico, sensibilidad y robustez que el procedimiento analitico debe tener y ser apto para
el propésito indicado, en sintesis, que el método analitico sea confiable y reproducible. Para
los compuestos bioconjugados existe relevancia de los datos que se obtienen como su
concentracion. Para esto se utiliza el limite de deteccion inferior (LDI) y limite de deteccion
superior (LDS), donde al tener los datos de cada compuesto esteroidal, se puede hacer una
comparacion de este método in vitro vs el método in vivo. Para esto ultimo se utilizaron ratas
de la cepa Wistar por su extenso empleo en ensayos preclinicos, ademas de permitir la
deteccion de los biconjugados en liquidos corporales como el suero por HPLC-UV/Vis. En
resumen, los resultados obtenidos en esta tesis contribuiran a la estandarizacion metodolégica
para la deteccion y la cuantificacion de bioconjugados esteroidales in vitro e in vivo que

contribuirén al desarrollo de nuevas moléculas con potencial uso terapéutico.
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4. Hipotesis
Utilizar los bioconjugados ftalamidil-triptofanatos esteroidales de diosgenina, hecogenina y

solasodina probara que es posible cuantificarlos por el método HPLC-UV/Vis. Al hacer
mediciones usando diluciones con los mismos bioconjugados permitira conocer los limites
de deteccion inferior, asi como superior y en un modelo in vivo con el mejor bioconjugado
por sus mejores propiedades de deteccidén por HPLC-UV/Vis mostrara que es posible evaluar

el comportamiento del compuesto en un sistema vivo completo.

5. Objetivo general
Validar el método HPLC-UV/Vis para cuantificar compuestos ftalamidil-triptofanatos

esteroidales.

5.1 Objetivos especificos
e Analizar los tiempos de retencion (tR) de los compuestos ftalamidil-triptofanatos

esteroidales puros in vitro.

e Analizar los tiempos de retencion (tR) de los compuestos ftalamidil-triptofanatos
esteroidales in vivo.

e Analizar los compuestos ftalamidil-triptofanatos esteroidales en modelos in vitro e in
vivo para establecer su limite de deteccion inferior y superior por HPLC-UV/Vis.

e Estudiar el area bajo la curva de los compuestos ftalamidil-triptofanatos esteroidales

a dosis de 1.0 mg/kg.
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6. Metodologia
Para validar el método analitico se requiere verificar cada pardmetro que lo caracteriza, esto

con el objetivo de cumplir con las caracteristicas para la aceptacion del proceso analitico.
Para eso se debe de hacer una guia del proceso que se debe llevar a cabo, considerando desde
el andlisis in silico de las moléculas, hasta el anélisis estadistico con los resultados obtenidos

en los modelos in vitro e in vivo (Figura 13).
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Figura 13. Esquema de la metodologia de trabajo realizado en esta tesis.
6.1 Andlisis in silico
Para esta etapa del proyecto se realizo la bldsqueda en las plataformas bioinformaticas de
SwissTargetPrediction (Swiss Institute of Bioinformatic) para conocer los comportamientos
que tendrian los nuevos compuestos en estudio. En esta fase de la investigacion se obtuvieron
las dianas bioldgicas para cada compuesto que se obtenian como resultado de esta busqueda,
para lo cual se utilizaron los codigos “smiles” de los nuevos bioconjugados esteroidales Ft-
Trp- Dg, Ft-Trp-Hg y Ft-Trp-Slg. Los codigos “smiles” se obtienen dibujando la estructura
quimica en un apartado de la plataforma que se llama “MARVIN JS” y con esto obtener
todos los resultados de interaccion con las dianas bioldgicas que nos proporciona la
plataforma. Este proceso da cuenta de las proteinas que son de interés terapéutico por su
unién con las nuevas moléculas y por lo tanto, hacer un estudio dirigido por el alto interés
clinico.
6.2 Sintesis
Para la sintesis de los bioconjugados esteroidales, se realizé una esterificacion de Steglich,
para lo cual se utiliza como materia prima cualquier espirostano como la diosgenina, la
hecogenina o la solasodina. Se utiliza un Mmol de cada esteroide, 1.5 Mmoles de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo de acoplamiento y 1.5 Mmoles de 4-

dimetilaminopiridina (DMAP) como catalizador de la reaccion, ademas de 1.5 Mmoles de
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ftalamidato de triptéfano como aminoacido. Las reacciones realizadas por triplicado.
Posteriormente, los componentes de la reaccion se separaron por cromatografia en columna
para obtener el producto puro.

6.3 Caracterizacion quimica

Los bioconjugados se caracterizaron por RMN a 500 MHz en un equipo Bruker. Como
disolvente se usé cloroformo deuterado con TMS como sefial de referencia, y los
desplazamientos se expresaran en ppm.

6.4 Datos técnicos del equipo de HPLC-UV/Vis

Equipo: HPLC marca Varian Polaris ProStrar; modelo 210 con bombas mecanicas Varian

Polaris ProStar; modelo 210.

Detector: UV/Vis, marca Varian ProStar modelo 350

Inyector: manual con “Loop” de 20 pL, marca Rheodyne

Columna de carbono: C8 marca Varian ProStar.

Solventes: Agua grado HPLC 50% - Acetonitrilo grado HPLC 50%

Sistema de registro: Star Chromatography Workstation Version 6.0.

6.5 Analisis in vitro

Los bioconjugados esteroidales se midieron de forma secuencial, con el fin de obtener el
limite de deteccion superior y limite de deteccion inferior de cada uno de los nuevos
compuestos. Para esto se utiliz6 como solucién madre una mezcla de 1 mg de compuesto en
1 mL de acetonitrilo para poder ser detectados en el HPLC-UV/Vis. Posteriormente se
realizaron diluciones de 1:10 hasta llegar a tener los resultados ya mencionados de los limites

de deteccidn, para que se pueda escoger un compuesto para el analisis in vivo con los criterios

de mejor comportamiento en los datos obtenidos in vitro.

6.6 Analisis in vivo
Después de elegir el compuesto con mejor comportamiento de acuerdo con los datos que se

obtuvieron in vitro, se procedio a medir el compuesto en un sistema vivo. EI modelo animal
empleado fue la rata Wistar macho adulta con peso de 250 — 350 g. Adicionalmente, se hizo
un estudio parasitoldgico en fresco para descartar posible parasitosis que pudiera influir en

los resultados. EI compuesto bioconjugado se administr6 como suspension que estuvo
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compuesta por una mezcla de 900 pL de SSI y 100 uL de etanol absoluto, El etanol sirvio
como co-solvente para que haya una correcta mezcla del compuesto (1 mg). La
homogenizacion de la muestra se realizo6 en el vortex durante un minuto, para posteriormente
realizar la administracion por via intraperitoneal (Ip) a una dosis de 1 mg/Kg del modelo

bioldgico.
Esquema del procedimiento usado en el ensayo in vivo:

Pesar | mg de compuesto,

Compuestode  |__, Preparacion de la solucion (Ft-Trp-X) =— agregar 100 pL de EtOH
prueba absoluto y 900 uL de SSIL.
Agitar en vortex
Obtener sangre a los o
3,6.9,12,15,18 minutos | Administrar las
/ ratas macho adultas
Dosis: | mg/Kg, Ip

Centrifugar a 3000 rpm x

10 min \
A | mL de suero, agregar 4

Separar el suero —> ml de CH,Cl,, agitar en
vortex por un minuto

1

Extraer la fase transparente

Depositar en el inyector (inferior)

Figura 14. Diagrama de trabajo usado con los compuestos esteroidales en el ensayo in vivo en ratas.

La muestra sanguinea se obtiene por medio de puncion cardiaca tratando de extraer minimo
6 mL de sangre por rata, esto realizandolo por triplicado en cada tiempo marcado en los
minutos (3,6,9,12,15,18), posteriormente, después de seguir el procedimiento de la
separacion del suero y la adicién de un solvente de caracteristicas compatibles con el
compuesto esteroidal como lo es el CH,Cl, para que se tuviera una correcta mezcla y se
pudiera administrar al equipo del HPLC-UV/Vis, una vez depositada la muestra en el
inyector y a la hora de obtener los cromatogramas con los datos que arroja el software, se
requiere hacer un andlisis estadistico de los datos para analizarlos apropiadamente y crear
una grafica donde muestre el comportamiento obtenido a los diferentes tiempos de obtencidn
de las muestras. Finalmente se debe validar el método analitico siguiendo la serie de criterios

planteados previamente.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Ensayo in silico: SwissTarget Prediction
Se obtuvieron los siguientes graficos donde se predijeron las dianas de interés bioldgico de

cada compuesto por medio de la plataforma de SwissTarget Prediction. Con estos datos se
puede tratar la probable interaccion de los bioconjugados esteroidales con las proteinas diana
considerando el mayor porcentaje de probabilidad.

a) e O L
6.7% B

6.7% 13.3%

O rhctear receptoe O secreted protein O Unelasstied proten

7% [T Trasscription facior [] Phosphatase [ Cther membrane protein

e [l Cthernuclearprotein B Frizzed famiy G protein-coupled receptar [ Kinase
6.7% [T Enzyme B Cylochome PA5D B Phosphodiesterase
13.3%
13.3%
6.7%
b)
6.7%
y

6.7%
B Huclear receptor B Phosphatase O] Cytechromsa P450
[ Enzyme [ FamiyAG prolein-coupled recepior [0 Phosphodiesterase
[ Proleasa B Frizzled family G proteinCoupled recepler [ Kinase

26.7%

c)

6790 6.7% 20.0%
. J B ,\
9 y \ 6.7%

e ° M Membrane receptor 1 Enzyme [ Transferase
[ Unclassified protein -~ T Family A G protein-coupled receptor [ Primary active transporter
L1 Nudlear receptor B Kinase

13.3% 20.0%

13.3%

Figura 15. Probabilidades de interaccion con las dianas bioldgicas para a) Diosgenina, b) Hecogenina y c) Solasodina.

En la figura 15 se muestran las posibles dianas bioldgicas con su probabilidad de interaccion
segun la plataforma de SwissTargetPrediction. Se puede ver que los mayores datos
colectados para cada espirostano de Dg, Hg y Slg fueron similares. Las proteinas de
interaccion fueron cinasas, el receptor nuclear y citocromos de la familia p450. Para observar
la potencial interaccion con otras proteinas o la disminucion de la interaccion con los
bioconjugados, se realiz6 nuevamente el analisis por STP. Los resultados se muestran en la
figura 16.
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| 6.7% B Unclassified protein - [ Kinase [ Membrane receplor

6.7% B Unclassified protein - [ Membrane receptor [ Family A G protein-coupled receptor
O Prolease [ Kinase

46.7%

c)

80.0% 6.7%

] B Family A G protein-coupled receptor [ Kinase [ Unclassified protain

||II
/" 13.3%

Figura 16. Probabilidades de interaccion entre las dianas bioldgicas y los bioconjugados esteroidales a) Ft-Trp-Dg. b) Ft-
Trp-Hg y c) Ft-Trp-Slg.

De acuerdo con la adicion estructural en el compuesto esteroidal, se hizo evidente la posible
interaccidn con cinasas, con receptores acoplados a proteina A y G y a receptores de la
membrana celular. Estos resultados confirman lo reportado previamente (Shalayel et al.,
2023; Liagre et al., 2005).

Para analizar las interacciones entre los bioconjugados y sus proteinas diana, se construyo el
diagrama de frecuencia acumulada, el cual representa de manera grafica las proteinas que
tienen mayor interaccion haciendo una relacion de los 3 compuestos derivados esteroidales,
asi como los 3 bioconjugados ftalamidil triptéfanatos esteroidales que se estudian en este

trabajo.
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Figura 17. Diagrama de frecuencia acumulada de los compuestos esteroidales puros con las dianas moleculares
identificadas por SwissTargetPrediction
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Figure 18. Diagrama de frecuencia acumulada de los bioconjugados esteroidales con las dianas moleculares identificadas
por SwissTargetPrediction

Primero se realizaron los diagramas de frecuencia acumulada de los compuestos esteroidales
puros y posteriormente de los bioconjugados, para observar de manera bioinformatica las
posibles interacciones con mayor frecuencia en modo de porcentaje hacia proteinas
especificas.
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Frecuencia %

Figura 19. Diagrama de frecuencia acumulada de los compuestos esteroidales con las dianas moleculares identificadas
por SwissTargetPrediction.

Posteriormente, haciendo un analisis de los resultados obtenidos, mezclando compuestos
esteroidales puros y bioconjugados esteroidales, de acuerdo con el diagrama de la figura 19,
se puede observar que la probabilidad de interaccion con multiples dianas bioldgicas,
especificamente, para el receptor a efrinas fue del 50 % (receptores Eph). Mientras que, para
el receptor a tirosina, proteinas de la familia del citocromo p450, proteina reparadora del

ADN, la fosforilasa de glucégeno hepatico y una cinasa fue cercana al 30 %.

Estos datos sugieren los potenciales efectos que tendrian nuestros nuevos compuestos
esteroidales y con ello poder identificar el posible uso en posteriores proyectos. Para seguir
con el trabajo, decidimos realizar la sintesis de los bioconjugados esteroidales planteados

anteriormente y caracterizarlos quimicamente para confirmar su pureza.

7.2 Sintesis y caracterizacion quimica de los bioconjugados
Se requirio una sintesis principal, ya sea con Diosgenina (Dg), Hecogenina (Hg) o Solasodina

(Slg), dado que los 3 se ocuparian como materia prima para realizar la sintesis del nuevo
compuesto con cualidades diferentes por su estructura quimica. Para esto se realiz6 una
esterificacion por Steglich (Figura 20). Esta esterificacion se realiza utilizando los grupos de
unién del acido carboxilico con un grupo alcohol, para lo cual se utilizd la reaccion
diciclohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo de acoplamiento y 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) como catalizador. En esta fase del proceso se obtenia el nuevo producto con su

unién al grupo aminoacidico y el grupo protector. En cuanto a los agentes protectores, los
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mas utilizados son el anhidrido acético o anhidrido trifluroacetico, o el anhidrido ftalico, el
cual se utilizo en este trabajo para que no hubiera posibles interacciones por ser una zona de
alta reactividad en el grupo amino del amino&cido, ya que por su naturaleza quimica es facil
que se formen enlaces peptidicos, donde se hace la union del compuesto esteroidal con el
grupo de un aminoacido (Triptéfano) el cual tiene caracteristicas importantes que le daran a

la nueva estructura, asi como el grupo protector (Ftalamidato).

(¢]
FtTrp (e}
—_—
DCC, DMAP o N o

CH,Cl,

Figura 20. Esquema de la reaccion de esterificacion de Steglich.

7.2.1 Caracterizacion quimica del Ft-Trp-Dg
En los modelos de sintesis quimica, es recomendable utilizar herramientas Utiles para

caracterizar la estructura quimica del nuevo. Se utilizan herramientas analiticas como la
espectroscopia infrarroja y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Para ello se
obtuvieron espectros con un equipo RMN de 500 MHz, los cuales se realizaron para poder
hacer elucién de la posicién de cada parte del nuevo compuesto, asi como para diferenciar
en qué posicion se encontraban los distintos atomos que eran de interés y verificar que se
haya formado el nuevo compuesto esteroidal como se predijo tedricamente. Esto lo
mostramos en las figuras 21, 22, 23, 24, 25 y 26 con un modelo de H, haciendo una
comparacion entre los espectros de los compuestos esteroidales (Dg, Hg y Slg) con los
bioconjugados esteroidales (Ft-Trp-Dg, Ft-Trp-Hg, Ft-Trp-Slg) con el fin de diferenciar los
cambios que se tienen al hacer la reaccion de Steglich y la comparacién de los atomos que

siguen permaneciendo en la estructura del esteroide.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz de Dg. Las sefiales representativas se pueden observar en la region de 0.7 a
5.4 ppm, marcdndose las que se identifican de mejor manera de acuerdo a su estructura quimica por medio de la absorcion
de H en cada parte del compuesto, como lo es en el 1H 3, 6, 16, 18, 19, 21, 26 y 27.

o

Me
19
MH
18
s °
]
Q o
21
Ft In
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8.0 7.5 7o 8.5 5.0 5.5 SI.EI 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 EII.S 0.0

.5 4.0
fL (ppm]

Figura 22. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz Ft-Trp-Dg. En comparacion con la estructura precursora (Dg), se pueden
observar las mismas sefiales caracteristicas antes mencionados en los 'H de interés energético, sin embargo, ya se pueden
observar las nuevas sefiales del bioconjugado esteroidal, que aparecen en la region de 7 — 8 ppm, especificamente las del
grupo indol representado con las letras (In) y del Ftalamidato representado con las letras (Ft).
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Figura 23. Espectro de RMN de H a 500 MHz de Hg. Las sefiales representativas se pueden observar en la region de 0.7 a
5.4 ppm, marcdndose las que se identifican de mejor manera de acuerdo a su estructura quimica por medio de la absorcion
de 1H en cada parte del compuesto, como lo es en el 1H 3, 16, 18, 19, 21, 26 y 27, que, a diferencia de la Dg, este compuesto
no cuenta con un doble enlace en la region del carbono 5 a 6, por lo cual no muestra esa sefial.

Ft

Figura 24. Espectro de RMN de H a 500 MHz Ft-Trp-Hg. En comparacion con la estructura precursora (Hg), se pueden
observar las mismas sefiales caracteristicas antes mencionados en los 'H de interés energético, sin embargo, ya se pueden
observar las nuevas sefiales del bioconjugado esteroidal, que aparecen en la region de 7 — 8 ppm, especificamente las del
grupo indol representado con las letras (In) y del Ftalamidato representado con las letras (Ft).
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Figura 25. Espectro de RMN de 1H a 500 MHz de Slg. Las sefiales representativas se pueden observar en la region de 0.7 a
5.4 ppm, marcdndose las que se identifican de mejor manera de acuerdo a su estructura quimica por medio de la absorcion

de H en cada parte del compuesto, como lo es en el 1H 3, 6, 16, 18, 19, 21, 26 y 27.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz Ft-Trp-Slg. En comparacion con la estructura precursora (Slg), se pueden
observar las mismas sefiales caracteristicas antes mencionados en los 1H de interés energético, sin embargo, ya se pueden
observar las nuevas sefiales del bioconjugado esteroidal, que aparecen en la region de 7 — 8 ppm, especificamente las del

grupo indol representado con las letras (In) y del Ftalamidato representado con las letras (Ft).
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Se visualizaron las sefiales caracteristicas de los bioconjugados esteroidales, las cuales son
marcadas desde los metilos que sobresalen en la estructura del espirostano, hasta la parte de
union del grupo protector marcado como (Ft), también el grupo del amino&cido que tiene un

indol en su estructura quimica marcado como (In).

Se compard el compuesto esteroidal (Dg), (Hg) y (Slg) vs sus bioconjugados (Ft-Trp-Dg),
(Ft-Trp-Hg), (Ft-Trp-Slg) para ver si se conservaron ciertas sefiales caracteristicas de la

estructura.

Con base en los resultados de RMN, podemos deducir la posicién de diferentes partes de la
estructura quimica de nuestros compuestos esteroidales, asi como la similitud entre si de las
partes del espirostano con las partes del bioconjugado esteroidal, persistiendo las sefiales
caracteristicas de cada compuesto. Se pueden apreciar sefiales significativas de comparacion,
las cuales son los grupos metilos de los carbonos 18, 19, 21 y 27 que resaltan al inicio del
espectro. También sefiales representativas de hidrogeno 6 en Dg y Slg por tener el doble
enlace en la parte del carbono 5 — 6, excepto el de Hg, ya que no se encuentra un sistema
conjugado en esa posicién, y, por ultimo, al final del espectro se encuentra la sefial
caracteristica del grupo OH en 7.3 ppm cuando se encuentra sin union del grupo protector y

el grupo aminoacidico.

7.3 Deteccion por espectrofotometria UV/Vis vs HPLC-UV/Vis
La importancia de realizar el andlisis por espectroscopia UV/Vis radica en los pocos

experimentos en los que se utilizan esta herramienta. Existen pocos estudios con nuevas
estructuras para deteccion in vivo, sin embargo, tienen menos costo en comparacion con otras
técnicas. Se utiliza esta region espectral de la luz porque podemos detectar compuestos con
caracteristicas especificas, como son estructuras de compuestos que contengan grupos
conjugados, grupos de doble enlace y grupos aromaticos. Por esta razon, se trabajé con
longitud de onda de 230 nm, ya que ahi fue donde hubo la mayor absorcion de luz de los

nuevos compuestos y da buena ventana de deteccion en un detector de HPLC-UV/Vis.

7.4 Eleccion del derivado esteroidal
Para elegir el compuesto derivado esteroidal, consideramos que el compuesto hubiera tenido

mejor limite de deteccion superior (LDS) y mejor limite de deteccion inferior (LDI). Estos

parametros son muy importantes en los ensayos in vivo dado que debe considerarse la
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concentracion del compuesto en cdmo actuard en un sistema vivo. En otras palabras,
podemos decir que es la cantidad de bioconjugado disponible en circulacion sistémica. El
resultado dependera de las caracteristicas quimicas del compuesto. Se usaron los resultados
del andlisis in vitro para guiarnos en seleccionar el biconjugado a probar en los ensayos in
vivo y obtener los mejores resultados. Para llevar a cabo una buena seleccién del derivado se
necesita estudiar la normalidad de los datos. En la figura 27 se muestra que de acuerdo a la
prueba de Anderson Darling no hubo distribucion normal de los datos en ninguno de los
compuestos bioconjugados de Ft-Trp-Dg y Ft-Trp-Slg ya que no se ajustan a una distribucion
normal por tener un valor de p menor a 0.05.Sin embargo, el bioconjugado Ft-Trp-Hg tiene
un valor de p mayor a 0.05, pero es muy poco el valor que esta por encima de ese rango
permitido, no existe significancia importante, por lo cual se deben de tener en cuenta mas

criterios para determinar la normalidad en los datos

Prueba de normalidad de Anderson-Darling Prueba de normalidad de Anderson-Darling
a) A-cuadrado 0.67 b) A-cuadrado 1.66
Valor p 0.052 Valor p <0.005
Media 219.11 Media 252.89
Desv.Est. 130.97 Desv.Est. 214.96
Varianza 17153.59 Varianza 46206.02
Asimetria 0.42895 Asimetria 1.15826
Curtosis -1.69340 Curtosis -0.53721
N 9 N 12
Minimo 74.90 Minimo 96.80
Ter cuartil 91.20 1er cuartil 98.82
Mediana 188.00 Mediana 157.00
3er cuartil 379.50 3er cuartil 501.13
Maximo 390.50 Maximo 605.00
Intervalo de confianza de 95% para la media Intervalo de confianza de 95% para la media
118.44 319.78 116.32 389.47
Intervalo de confianza de 95% para la mediana Intervalo de confianza de 95% para la mediana
88.59 379.77 98.86 496.04
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
88.47 250.91 152.27 364.97
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Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.80
Valor p 0.026
Media 324.32
Desv.Est. 179.04

Varianza 32054.14
Asimetria -0.27186

Curtosis -1.80399
N 12
Minimo 56.00
ler cuartil 158.90
Mediana 343.95
3er cuartil 499.72
Maximo 510.90
Intervalo de confianza de 95% para la media
210.57 438.08
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
160.05 499.30
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
126.83 303.98

Figura 27. Tablas de andlisis estadistico de los bioconjugados esteroidales con el modelo de normalidad de Anderson-
Darling para los bioconjugados esteroidales a) Ft-Trp-Dg, b) Ft-Trp-Hg y c) Ft-Trp-Slg.

Con base en los resultados anteriores, se deben usar métodos estadisticos no parametricos.
Dado el nimero de concentraciones obtenidas, el mas adecuado es la prueba de Kuskal-
Wallis, como se muestra en las figuras 28, 29 y 30, haciendo énfasis al comportamiento de

cada compuesto.
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Figura 28. Prueba de Kuskal-Wallis para el compuesto Ft-Trp-Dg.
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Figura 29. Prueba de Kuskal-Wallis para el compuesto Ft-Trp-Hg.
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Figura 30. Prueba de Kuskal-Wallis para el compuesto Ft-Trp-Slg.

En el compuesto de Ft-Trp-Dg al haber mayor rango de deteccion en el area de mV/s hay
mayor exactitud de los datos, se puede visualizar de igual manera, el comportamiento que se
tiene por parte de la concentracion de Ft-Trp-Dg, ya que existe valor minimo de 0.000001,
el cual fue detectado en el equipo, y un valor maximo de 0.001 el indica que hubo buena
deteccidn de sus limites. En el caso del analisis de Ft-Trp-Hg no mostré las caracteristicas
mencionadas, ya que tiene menor rango de mV/s y menor concentracion obtenida por el
equipo. En contraste, con el compuesto Ft-Trp-Slg hubo un resultado inesperado, ya que tuvo
una tendencia parecida a Ft-Trp-Dg, pero la diferencia es que en la herramienta de minitab,
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nos da por autocorreccion, la eliminacion de uno de los datos obtenidos, lo cual hace que nos
indique ese comportamiento, por lo cual, a manera de eleccion, el compuesto con mejor

comportamiento estadistico es el Ft-Trp-Dg.

En seguimiento de observar el compuesto con los mejores rendimientos por sus limites de
deteccion, se muestra en la figura 31, existe el pico mas grande y esto es influenciado por la
mayor concentracion detectada en el equipo de HPLC UV/Vis, mostrando la Cmax de cada
compuesto que en Ft-Trp-Dg mg/mL fue a 0.001 mg/mL, en Ft-Trp-Hg a 0.0001 mg/mL y
en Ft-Trp-Slg a 0.001 mg/mL.

Figura 31. Deteccion mdxima de los compuestos esteroidales conjugados. a) Ft-Trp-Dg, b) Ft-Trp-Hg, c) Ft-Trp-Slg. LDS de
cada bioconjugado esteroidal identificados por medio de sucesivas diluciones donde los compuestos no sufrian saturacion
con la columna cromatografica, identificados para uso del posterior andlisis estadistico.

Cuando hay saturacién de la columna cromatografica se deformaréa el registro y apareceran
distintas sefiales en el cromatograma, y su deteccion es incalculable por nuestro programa.
Por esta razén se hicieron diluciones del compuesto para que no hubiera saturacion de la
columna cromatogréafica. En la figura 32 se observa la maxima deteccion permitida del
equipo, la cual fue en el compuesto Ft-Trp-Dg de 0.01 mg/mL, en Ft-Trp-Hg de 0.001 mg/mL
y en Ft-Trp-Slg 0.01 mg/mL.
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Figura 32. Cromatogramas con deformaciones por pasar el LDS de los 3 bioconjugados esteroidales. Cuando un compuesto
llega a saturar la columna cromatografica, tiende a mostrar varias sefiales donde se dispersa el compuesto administrado
al equipo de HPLC UV/Vis.

Considerando los resultados previos se eligié el compuesto Ft-Trp-Dg para realizar el ensayo

in vivo en las ratas.

Los limites de deteccion inferiores se pueden observar en la figura 33 y en base a estos
resultados, se midio la concentracion minima que pudo ser detectada por el equipo de HPLC-
UV/Vis, los cuales fueron representados en base a datos por el modelo estadistico de analisis
antes mencionado.
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Figura 33. Cromatogramas con deteccion de los LDI de los 3 bioconjugados esteroidales. LDl de cada bioconjugado
esteroidal por medio de sucesivas diluciones (estas sefiales mostradas fueron las minimas detectables por parte del equipo
de HPLC UV/Vis) para tener datos relevantes con lo cual se plantea hacer una comparacion de cual compuesto tuvo mejor
LDI de acuerdo a los datos recolectados, para su posterior andlisis estadistico.

7.5 Modelo bioldgico
El modelo in vivo permite conocer la concentracion del bioconjugado en los liquidos

corporales de un sistema vivo. También la permanencia en él y las respuestas farmacoldgicas.
Utilizamos ratas Wistar machos adultos jovenes de 250-350 g de peso. Administramos 1.0
mg/Kg por via intraperitoneal. Esperamos obtener el valor de Cméax en un intervalo t de 10-
15 minutos considerando lo reportado en la literatura para otros compuestos esteroides de

estructura quimica similar (Suarez et al., 2018).
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7.5.1 Resultados obtenidos en el ensayo in vivo
El ensayo fue por triplicado y los resultados se presentan como promedio y desviacion

estandar.
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Figura 34. Grafica mVs/S vs tiempo. Compuesto Ft-Trp-Dg evaluado en el suero de ratas Wistar. La Cmax se obtuvo a los
12 minutos.

Con el ensayo in vivo realizado en las ratas obtuvimos que el valor de Cmax ocurri6 a los 12
minutos. Estos resultados sugieren la velocidad de ingreso del compuesto al sistema y la
eliminacién. Adicionalmente, estan presentes el proceso de distribucion y de redistribucién
a los tejidos periféricos. Desde luego, se requieren mas estudios para precisar estos

fenémenos cinéticos.
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7.6 Validacién del método analitico

Linealidad: se realizaron mediciones por triplicado de los bioconjugados esteroidales Ft-Trp-
Dg, Ft-Trp-Hg y Ft-Trp-Slg.

Selectividad: las sefiales de elucion de estas fueron representativas, teniendo un tiempo de
retencion 11.5 minutos en base al tiempo en el que salia cada compuesto en nuestros

cromatogramas en el ensayo in vitro y nuestras sefiales fueron medibles.

Precision: hubo alto grado de precision al realizar diluciones de nuestros compuestos,
verificando que el tiempo de elucion no fuera diferente entre ellos. Hubo concordancia entre

los mismos de manera aceptable.

Repetitividad: los ensayos pudieron ser repetitivos, no influyo el dia, el tiempo o los reactivos

utilizados.

Exactitud y error sistematico: con el ensayo in vivo pudimos verificar la exactitud de nuestros
tR de cada compuesto, analizando y validando que otras sefiales pudieron ser medibles en

nuestros cromatogramas, verificando que no hubiera interferencias.

Sensibilidad: se obtuvieron los limites de deteccion superior e inferior en el ensayo in vitro,
obteniendo buenos resultados con los 3 compuestos probados. EI comportamiento por medio
del analisis estadistico que tuvo un rendimiento mas adecuado al comparar los resultados de
los 3 bioconjugados esteroidales de acuerdo a su LDS, LDI, anélisis de normalidad de los
datos, fue para el compuesto Ft-Trp-Dg.

Robustez: se hicieron ensayos que permitieron trabajar la robustez, sin embargo, se necesitan
mas para poder determinar una robustez valida que implica el uso de otros equipos de HPLC,
como el HPLC acoplado a masas, o de fluorescencia.

Con base en los resultados anteriores, este método de deteccion y cuantificacion por HPLC-
UV/Vis es confiable y reproducible.
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. Conclusiones

Se valido el método analitico HPLC-UV/Vis para cuantificar compuestos bioconjugados
ftalamidil-triptofanatos esteroidales.

El tiempo de retencion de los compuestos ftalamidil-triptofanatos esteroidales fue de 11.5
minutos en modelo in vitro e in vivo por HPLC-UV/Vis.

La cuantificacion de los compuestos ftalamidil-triptofanatos esteroidales se realizd
eficientemente considerando los limites de deteccidn inferior y superior en modelos in
vitro e in vivo, obteniendo mejores rendimientos con el compuesto Ft-Trp-Dg.

Se determind que no habia normalidad en los resultados, por lo que se utiliz6 un modelo
estadistico para datos no paramétricos para saber el comportamiento de los datos y
referenciar cual compuesto era util para en el ensayo in vivo.

El compuesto Ft-Trp-Dg fue el que tuvo mejor comportamiento, por lo que fue usado en
el modelo bioldgico de rata.

La evaluacion en la rata Wistar mostré que el compuesto administrado por via
intraperitoneal puede cuantificarse en suero obteniendo un pico de concentracién maxima
a los 12 minutos.

Este estudio puede escalarse a mas parametros farmacocinéticos como la velocidad de
absorcién, velocidad de distribucién, velocidad de redistribucién y velocidad de
eliminacién, mismos que son de interés en los ensayos preclinicos para caracterizar

nuevas moléculas.
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