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p breast cancer and other hormone-
strategy to overcome the pathologlcal effects of estrogens is the use of aro-
malase inhibitors (Als), which bind to the enzyme and prevent the union with the natural substrate, decreasing
the amount of estrogens produced. Several Als have been developed, including inhit with a idal
backbone and a nitrogen heterocycle in their structure. Encouraged by the notable results presented by current
and clinical steroidal drugs, herein we present the synthesis of a spiro morpholi derivative as a
plausible aromatase inhibitor.

The morpholinone derivative was synthesized over a six-step methodology starting from estrone. The title
compound and its hydroxychloroac de derivative precursor were eval d for their profile
against gen-dependent and ind dent solid tumor cell lines: A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D and
WiDr. Both pounds exhibited a potent p activity in the micromolar range against the six
cancer cell lines, with the hydroxychloroacetamide derivative precursor being a more potent inhibitor (Glso =
0.25-2.4 uM) than the morpholinone derivative (Glsy = 2.0-11 pM). Furthermore, both compounds showed, in
almost all cases, better Gls, values than the idal anti er drugs and g:

Docking simulations of the derivatives were performed in order to explain the expenmental biological activity.
The results showed interactions with the iron heme (derivative 3) and important residues of the steroidal
binding-site (Met374) for the inhibition of human A correlation was found between in vitro assays and
the score obtained from the molecular docking study.

F_strogens play a plvolal role in the of
A

Py

1. Introduction

growth and progress of tumor cells, modulating the release of growth

Aromatase is an enzyme which belongs to the cytochrome P450
family, involved in the final step of the esn'ogen blosynthsls It cata-
lyzes the transformation of androg one
(TST) and 16-hydroxy one) into gens (; estradiol
and estriol) through the A-ring aromatization. Aromatase is the largest
producer of estrogens in post-menopausal women. It is present in many
human organs such as brain, bone, ovaries, placenta, testis, prostate and
adipose and breast tissue [ 1], however it has been found at high levels in
breast tumors and in the adipose tissue close to them [2].

In estrogen-dependent breast cancer, estrogens play a key role in the

* Corresponding authors.

factors in human breast cancer cell lines such as MCF-7, T-47D, and ZR-
75-1 [3]. Two strategies have been developed to block the adverse effect
of estrogens in breast carcinoma. The first method is based on the use of
estrogen receptor (ER) antagonists to block the binding of estrogens to
their receptors [4]. The second approach consist of the development of
aromatase inhibitors (Als) which ¢ with the ar

androstenedione, reducing the amount of estrogens levels [5]. Als can be
classified according to their structure as steroidal (type I) and non-
steroidal (type II) inhibitors. Steroidal inh s bind covalently to
the substrate site of the enzyme inactivating it, whereas non-steroidal
inhibitors bind non-covalently to the heme group of the enzyme
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RESUMEN

La presente tesis doctoral se encuentra segmentada en dos capitulos. En la primera parte se
describen las metodologias para la obtencién, pruebas bioldgicas y evaluacion in silico de
la morfolinona esteroidal y su intermediario inmediato como potentes inhibidores de la
aromatasa. Se realizd la evaluacion biologica, asi como se efectuaron los analisis por
Docking molecular de la morfolinona esteroidal y su intermediario la
hidroxicloroacetamida. Los resultados fueron muy contundentes pues describen que ambos
compuestos poseen actividad antiproliferativa frente a diferentes lineas celulares de
crecimiento de cancer, a su vez, los resultados in silico mostraron que pueden actuar como
agentes inhibidores de la aromatasa, por lo que esta informacion sugiere un mecanismo
biolégico en la que estos compuestos de estrona pueden actuar como agentes

anticancerigenos.

En la segunda parte se trata la preparacion y evaluacién in silico de compuestos hibridos de
estrona-cumarina como posibles inhibidores de la enzima 173-HSD1 para el tratamiento
del cancer de mama RH+. Los inhibidores de esta clase de enzimas comparten un modelo
de farmacdforo que consta de tres partes, un grupo cap, un grupo guelante de zinc y un
enlazador que conecta ambos grupos. La finalidad de realizar la sintesis de una familia de
estos derivados, es la de establecer la relacién entre su estructura y actividad. Para el grupo
Cap se seleccionaron distintas cumarinas, para el grupo quelante de zinc se utilizé un grupo
tiourea-esteroidal y para los enlazadores se utilizaron cadenas carbonadas de diferentes
longitudes, para determinar la distancia dptima entre ambos grupos. Adicionalmente, el
grupo cumarina también tiene como objetivo estructural el de evitar la actividad estrogénica

intrinseca que presentan los esteroides.



SUMMARY

This doctoral Thesis is divided into two chapters. The first part describes synthesis
methodologies, biological tests and in silico evaluation of a steroidal morpholinone as
potent aromatase inhibitor. The steroidal morpholinone and its intermediate,
hydroxychloroacetamide, were evaluated in biological tests and in molecular docking
analyses. The results were very compelling because they describe that both compounds can
act as antiproliferative agents against different cancer growth cell lines, while the in silico
results showed that they can act as aromatase inhibitors, so this information suggests a

biological pathway in which these estrone compounds may act as anticancer agents.

The second part deals with the preparation and in silico evaluation of hybrids compounds
strone-coumarins, as possible inhibitors of the 17p-HSD1 enzyme for the treatment of HR+
breast cancer. Inhibitors of this class of enzymes share a pharmacophore model that
consists of three parts, a cap group, a zinc chelating group, and a linker that connects both
groups. The purpose of performing the synthesis of a variety of this class of derivatives is
to establish the relationship structure-activity. For the Cap group it was used different
coumarins, as the zinc chelating group it was used a thiourea-steroidal group and for the
linkers we used carbon chains of different length to determine the optimal distance between
both groups. Furthermore, the coumarin group also has the structural objective of avoiding

the intrinsic estrogenic activity that steroids present.




RELACION DE COMPUESTOS PREPARADOS
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INTRODUCCION GENERAL

El cancer es la segunda principal causa de muerte en el mundo. Esta enfermedad que a
nivel fisiologico posee muchas implicaciones, a nivel celular siempre implica una division
descontrolada de células, es decir, una resistencia a la apoptosis. A pesar de que existen un
sinfin de terapias para el tratamiento de esta enfermedad; quimioterapia, radiacion,
quirdrgica, hormonoterapia, factores de crecimiento como inductores de la apoptosis e
inhibidores de la angiogénesis., es importante destacar que estos procedimientos tienen
diversos objetivos y que en muchas ocasiones estos tratamientos no se encuentran bien

dirigidos, por lo que las células sanas 0 no mutadas son altamente afectadas.’

Debido a lo anterior se hace necesario el uso de herramientas computacionales que ayudan
al quimico orgénico a disefiar y modelar moléculas especificamente dirigidas para una o
mas dianas en particular; lo cual a posterior disminuye significativamente los efectos

secundarios o toxicidad que un farmaco puede generar una vez que este sea administrado.?

El docking molecular o acoplamiento molecular es quiza la técnica mas importante
utilizada en la quimica computacional.® Ya que se fundamenta en elegir la mejor posicion
en la que un ligando puede orientarse con una determinada diana molecular y ademas
predice energéticamente afinidad de union entre estos dos.* Esta informacion, por lo tanto
predice si una molécula servird o no para un determinado blanco, por lo que le ahorra al

quimico tiempo y dinero en el proceso de sintesis.”

Debido a esto, se pueden seleccionar dianas terapéuticas con el fin de sintetizar agentes
antineoplasicos mas selectivos; por ejemplo seria posible desarrollar inhibidores para
determinadas enzimas que a nivel bioquimico se encuentran altamente implicadas en el
inicio y desarrollo del cancer como; anhidrasa carbonica, histona desacetilasa, sulfatasa,

proteina p53, aromatasa , 178-HSD, entre otras.®’

El manuscrito de este proyecto se divide en dos capitulos, los cuales implican precisamente
el desarrollo de agentes antiproliferativos e inhibidores de las Ultimas dos enzimas
mencionadas con anterioridad, en donde se trata la sintesis de dichas moléculas, evaluacion

bioldgica y su desarrollo con estudios in silico.



CAPITULO 1. SINTESIS, EVALUACION BIOLOGICAE IN SILCO DE LA
MORFOLINONA DE ESTRONA E INTERMEDIARIOS

Introduccion

El cancer de mama es una de las principales causas de muerte por enfermedad en mujeres,
sobre todo en aquellas que se encuentran post-menopadsicas. El principal tipo de cancer
que se expresa en mujeres es el positivo a receptores hormonales (RH+). Este céancer se

implica precisamente en la biosintesis de estrégenos.®

Una de las principales enzimas implicadas en el cancer RH+ es la aromatasa, la cual
pertenece al grupo de la familia de citocromo P450, a nivel celular se encuentra en la
mitocondria, mientras que a nivel anatémico se aloja en el tejido mamario.® La enzima
cataliza la demetilacion de la testosterona y la androstenodiona, ademés de aromatizar el
anillo A del cuerpo esteroidal, convirtiendo estos esteroides de esqueleto de 19 carbonos a

18 carbonos como el estradiol y la estrona, respectivamente.'%!

La inhibicion de la aromatasa evita la formacion de estradiol (E2), hormona que estimula el
crecimiento de tumores mamarios y endometriosis a través de la activacion del receptor de

estrogeno o (REa)."

Se han descrito numerosos inhibidores de la aromatasa, los cuales pueden clasificarse como
esteroideos o no esteroideos.'® Los primeros se unen de manera reversible al sitio activo de
la enzima mimetizando ya sea al sustrato o al producto.** Mientras que los no esteroideos se
unen a los sitios ortostéricos de la enzima, por lo que generalmente son del tipo no
competitivos o acompetitivos.” Aunque definitivamente los inhibidores esteroideos por su
gran afinidad con la aromatasa son el tipo de moléculas predilectas para disefiar inhibidores

dirigidos a dicha enzima.*®

Sin embargo, en muchas ocasiones debido a la enorme dualidad tanto para actuar como
agonista y antagonista, es necesario realizar una modificacion en el esteroide para que
puedan funcionar como inhibidores totalmente selectos hacia una determinada diana
molecular, en este caso la aromatasa.’’ Se ha demostrado que los anillos heterociclos

nitrogenados, son buenos modificadores y reguladores de la actividad del esteroide, pues



permiten que en conjunto sean moléculas mas selectas, que pueden actuar de manera

especifica y con un menor nimero de efectos secundarios frente a una diana molecular.®

Con el propdsito de desarrollar moléculas que puedan ayudar para el tratamiento del cancer
de mama (RH+), en este trabajo se ha desarrollado una molécula de estrona de
espiromorfolinona, con el fin de estudiar sus efectos antirpoliferativos contra diferentes
lineas de cancer, ademas de estudiar de forma in silico su efecto como posible inhibidor de

la aromatasa.



Antecedentes
Cancer RH+ y biosintesis de estrogenos

El cancer es una enfermedad cronica relacionada a nivel celular con la division
descontrolada de la células, lo cual a nivel fisiolégico implica la formacién de neoplasias o
masas anormal de tejido cuyo crecimiento excede el de los tejidos normales, y éste persiste

aln después de que finalizé el estimulo que genero el origen de la enfermedad.™

El cancer de mama se ha convertido en el cancer diagnosticado mas comdn superando al de
pulmon, ademas es la quinta causa principal de muerte en el mundo, con unos nimeros
alarmantes; 2.3 millones de casos clinicos y al menos 685,000 decesos en el afio 2020, sin
embargo, se estima que para el afio 2070 los casos puedan llegar a los 4.4 millones. Es
importante mencionar que en el caso de las mujeres representd aproximadamente el 24.5%
de todos los casos de cancer y el 15.5 % de las muertes por cancer, ocupando el primer
lugar en incidencia y mortalidad en la mayoria de los paises del mundo en 2020 (Figura
1)_20
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Figura 1. Aumento de casos clinicos del cancer de mama durante el tiempo.

Los estrogenos tienen un papel importante en el origen y crecimiento de tumores en tejidos
dependientes de hormonas como la mama y el endometrio. La mayor incidencia de cancer
de mama ocurre en mujeres posmenopausicas después del cese de la produccion ovarica de

estrégenos.?



Aproximadamente el 70 % de los tumores de mama expresan receptores hormonales (RH):
el receptor de estrdgeno-a (RE-a) y/o el receptor de progesterona (RP); estos son los
principales factores de transcripcion que impulsan la oncogénesis en los canceres de mama
RH positivos (RH+). Por tanto, la terapia endocrina es considerada la primera linea de

tratamiento en pacientes cuyo cancer de mama presenta receptores hormonales positivos.*

La expresion y activacion del receptor estrogenico es importante para el control del
crecimiento tumoral, por tanto, los farmacos que bloguean selectivamente el receptor
estrogénico (antagonistas como fulvestrant o moduladores como tamoxifeno) o aquellos
que bloquean la biosintesis de estrogenos (inhibidores de sulfatasa estrogénica, 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa y aromatasa) representaron durante afios la terapia inicial

en el tratamiento del cancer de mama metastasico con RH+.23

De las 2 formas antes mencionadas, bloqueo del receptor estrogénico o inhibicion de la
generacion de estrogenos, es esta Ultima, la forma de tratamiento contra el cancer de mama
la que puede tener mas versatilidad, ya que la formacién de estrégenos puede ser inhibida

en diversas etapas. *

El estradiol (E2) el cual se forma a partir de estrona (E1) promueve el crecimiento de
células de cancer de mama al interactuar con el RE-a, induciendo la transcripcion de genes
diana y provocando la produccion de factores de crecimiento que actlan de manera
autocrina/paracrina.”> También se ha informado que el estradiol evita la apoptosis en las
células de cancer de mama, y este efecto antiapoptdtico se ha relacionado con un efecto
postraduccional rapido (no gendémico) del estrogeno provocado a nivel de la membrana

plasmatica.?

Se requieren tres sistemas enzimaticos para la formacion de E2 a partir de precursores de
androgenos que se encuentran en los tejidos mamarios e incluyen la aromatasa (Cypl19),
que convierte androstenediona en E1, la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17p- HSD)
tipo 1, que reduce la E1 en E2, el cual como se mencionaba anteriormente es el estrogeno
biolégicamente activo que interactiia con el RE-a.?” Ademas, la sulfotransferasa esteroidal

(STS) que puede actuar sobre la estrona sulfatada (E1S), formado como resultado de la



actividad de la sulfotransferasa (SLUT), para formar E1, que posteriormente puede

convertirse en E2 (Esquema 1).28
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Esquema 1. Sistemas enzimaticos; 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, sulfotransferasa esteroidal y

aromatasa (Cyp19) para la formacion de E2 a partir de precursores de andrégenos.

La sulfatasa de esteroides (STS) es responsable de la hidro6lisis de los sulfatos de esteroides
de arilo y alquilo, por lo tanto, tiene un papel fundamental en la regulacion de la formacién
de esteroides bioldgicamente activos. La enzima se distribuye ampliamente por todo el

organismo y su accién esta implicada en procesos fisioldgicos y estados patolégicos.?

Gran parte de los estrégenos que se forman pueden convertirse en sulfatos de estrégeno por
la accién de la estrona sulfotransferasa y la fenol sulfotransferasa.*® La sulfatacion de los
estrogenos los cambia de ser moléculas hidrofébicas a hidrofilicas. Ademas, debido a que
los sulfatos de estrégeno no pueden unirse al RE-a, son biolégicamente inactivos. Las
concentraciones circulantes de E1S son mucho maés altas que las de los estrogenos no
conjugados.®® Los sulfatos de estrégeno se unen a la albimina y tienen una vida media
prolongada en la sangre (hasta 9 h) en comparacion con las vidas medias mucho mas cortas

de E1 y E2.* Las altas concentraciones circulantes de E1S junto con su vida media



prolongada han dado lugar a la opinidn de que E1S puede actuar como un reservorio para la

formacion de estrégenos biolégicamente activos a través de la accion de STS.*

La 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 y tipo 2 (178-HSD1 y 17B-HSD2) son
oxidorreductasas pertenecientes a la familia de la deshidrogenasa-reductasa de cadena corta

(SDR) que interconvierten cetonas a sus correspondientes alcoholes secundarios.*

La 17B-HSD1 cataliza la reduccion de la estrona al estrogeno mas potente 17-estradiol,
por otro lado la 17B-HSD2, cataliza la reaccion inversa, es decir, la inactivacion de E2 por
oxidacion a E1 (Esquema 2).* Por lo tanto, puede considerarse como un adversario
fisiologico de la enzima tipo 1. Estas enzimas pueden verse como "interruptores
moleculares”, ya que aumentan (se encienden) y disminuyen (se apagan) la ocupacién del

ligando y la transactivacién concomitante del RE-o, respectivamente.*®
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Esquema 2. Transformacion del E2 en E1 y en E1 en E2 mediante la 17p-HSD2 y 178-HSD1.
La aromatasa, estructura y reacciones

La familia de enzimas CYP450 cataliza reacciones que van desde el metabolismo de
xenobioticos hasta la biosintesis de esteroides. A pesar de la gran cantidad de enzimas que
hay en la familia CYP y su diferencia en la identidad de secuencia, adoptan un pliegue
terciario comun, que consta de 12 a 15 hélices (A a L) y 4 hojas (1 a 4) (figura 2). La
aromatasa (estrdgeno sintetasa, CYP19) es el Gnico miembro de su familia que comparte

una similitud de secuencia baja (<20 %) con otras enzimas CYP450.%" %
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Figura 2. Una vista general de la estructura de la aromatasa. Las hélices son de color rojo, las hojas son de

color amarillo. El grupo hemo y el NADPH estan coloreados de azul y el hierro del grupo hemo se muestra

-, 37
como una esfera magnética morada.

La aromatasa se expresa principalmente en los ovarios de las mujeres premenopausicas, en
la placenta de las mujeres embarazadas y, ademas, en el tejido adiposo periférico, el tejido
mamario y el cerebro.®® La enzima se sobreexpresa en o cerca del tejido del cancer de
mama Yy, por lo tanto, es responsable de la produccién local de estrégenos y de la

proliferacion del tumor del cancer de mama.*

La aromatasa humana cataliza la reaccion donde el anillo A de testosterona o
androstenediona se aromatiza produciendo estradiol o estrona, respectivamente. Ademas
también cataliza la desmetilacion del metilo 19. La reaccion tiene lugar en el sitio activo de
la aromatasa, requiere de 3 moles de oxigeno y 3 moles de NADPH por 1 mol de sustrato

(Esquema 3).%°
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Esquema 3. La reaccion neta catalizada por la aromatasa de andrégenos (androstenediona) a estrogenos

(estrona) que requiere 3 moles de oxigeno y 3 moles de NADPH.

La aromatizacion procede con tres pasos oxidativos consecutivos, en donde los primeros
dos pasos implican hidroxilaciones consecutivas del grupo metilo C-19. La primera
hidroxilacion da el intermedio hidroxi C-19 y la segunda hidroxilacion es un paso que
forma gemdiol C-19, el cual se deshidrata formando aldehido en C-19. El dltimo paso
implica la escision oxidativa del enlace entre C-10 y C-19 que da como resultado la

aromatizacion del anillo A con la posterior liberacién del &cido formico (Esquema 4).%?

O O O
H
HO HO O
02 02
R ——_— —_—
NADPH NADPH
(@) (0] o}
Androstenediona 19-Hidroxiandrostenediona 19-Dihidroxiandrostenediona
-H20
O O
(@)
-HCOOH 0, ~
- -
-H,0 NADPH
HO 0
Estrona 19-Oxoandrostenediona

Esquema 4. Mecanismo en cascada para la aromatizacion del anillo-A durante la biosintesis de estrona.

Otro mecanismo postulado por Ghosh et al. es el que involucra la 2,3-enolizacién en el
anillo A, la cual podria iniciarse por dos residuos de aminoacidos AlazpsCO-HOThrs;o de la
enzima a través de un ataque nucleofilico. Uno de los pasos importantes involucrados en
esta cascada de mecanismos, es decir, el ataque electrofilico al grupo carbonilo C-3 por un

residuo de Aspsgg protonado, da como resultado la aromatizacién del anillo A del esteroide



sin hidroxilacion del C-19 (Fig. 3a 'y 3b). También se especula sobre la participacion de una

molécula de agua catalitica.*?
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Figura 3. a) Vista del primer plano para la aromatizacion del anillo-A a través del par AlazpsCO-HOThrsyg
junto con la posicion del atomo de hidrégeno del c-2® b) Cascada del mecanismo que representa la

abstraccion del 2p-H por funcion del par AlaspsCO-HOThrs;o y también muestra la naturaleza nucleéfila del

oxigeno de molécula de agua.

Un enfoque en el tratamiento del cancer dependiente de hormonas es interferir con la
produccion de hormonas endogenas. Al inhibir la enzima aromatasa, se reduce la
produccidn de estrogenos y se detiene o reduce el crecimiento del tumor. Los inhibidores
de la aromatasa (IA) tienen la capacidad de bloquear o inactivar la aromatasa, evitando asi
la biosintesis de estrogenos, lo que resulta en una disminucion de la proliferacion celular

(esquema 5).**
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Esquema 5. Mecanismo de accion de los inhibidores de la aromatasa.
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Inhibidores esteroideos y no esteroideos de la aromatasa

Los IA se pueden clasificar en dos tipos segun su modo de accion; tipo | (esteroides) y tipo
Il (no esteroides). En 1973, Harry y Angela Brodie trabajaron en la bioquimica de la
aromatasa para mejorar la terapia endocrina del cancer de mama y desarrollaron una serie
de IA esteroideos.”® Dedujeron que el derivado esteroideo de la 4-hidroxi-androstenediona
(4-OH-A) se consideraba mas potente como IA entre otros anadlogos sintetizados. La
aminoglutetimida se usé inicialmente para tratar la epilepsia, pero mas tarde, en la década

de 1970, se convirti6 en el primer inhibidor de la aromatasa no esteroideo (Figura 4).%
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Figura 4. Estructuras quimicas de inhibidores de la aromatasa no esteroideos (heterociclicos) clinicamente

aprobados (aminoglutetimida, fadrozol, anastrozol, letrozol y vorozol) y en ensayos clinicos; rogletimida.

Los agentes de tipo Il actian principalmente como inhibidores competitivos formando
complejos de coordinaciéon entre uno de los heteroatomos (O, N y S) presentes en la

estructura del inhibidor y el grupo hemo del CYP-450.%

La aminoglutetimida se considerd un prototipo de los inhibidores de la aromatasa de tipo Il
y se le denomind como el inhibidor de la aromatasa de primera generacion para tratar el
cancer de mama. En 1981, Richard Santan informé que la aminoglutetimida también inhibe
la enzima CYP11, que convierte el estrogeno en pregnenolona, lo que aumenta la toxicidad

en las vias endocrinas.*®

Posteriormente, se prohibio en el mercado y se reemplazé con IA de segunda generacion,
durante las décadas de 1980 y 1990, se desarrollaron los 1A de segunda generacion, como
el fadrozol. Sin embargo, se encontr6 que el fadrozol que contiene el grupo imidazol es 700
veces mas potente y mas selectivo que la aminoglutetimida, pero este farmaco también
mostro cierta actividad de inhibicion no selectiva hacia otros esteroides como la

progesterona y la aldosterona.*



En el afio 1992, la rogletimida se estudié ampliamente en ensayos clinicos y fracaso debido
a algunos efectos secundarios indeseables. Los farmacos sustituidos con triazol, como
vorozol, letrozol y anastrozol, se denominaron como IA de tercera generacion que

mostraron efectos secundarios reducidos y un perfil superior de toxicidad.>®

En 1995 y 1998, la Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA) aprobd
solo el anastrozol y el letrozol para el tratamiento endocrino del cancer de mama en etapa
temprana y avanzada en mujeres posmenopausicas. Ademas, los IA también tienen
importancia terapéutica para tratar trastornos como la endometriosis, los miomas uterinos,

el cancer de endometrio y la ginecomastia en los hombres.>

Los agentes inhibidores de la aromatasa del tipo | esteroideos, son inhibidores competitivos
que tienen una estructura similar con el sustrato o actian como inhibidores suicidas como
formestano [4-hidroxiandrostenediona (4-OHA)], y exemestano. Estos inhibidores poseen
un mecanismo que consiste en imitar al sustrato convirtiéndolo en un intermediario reactivo

que inactiva la enzima aromatasa uniéndose a ella de manera irreversible (Figura 5).>% *3
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Figura 5. Mecanismo de inhibidores irreversibles.”

Los inhibidores basados en mecanismos de mimetizacion provocan la inactivacion
dependiente del tiempo de la enzima aromatasa, cataliticamente activa. En ausencia del
cofactor NADPH, no se produce la inactivacion de la enzima aromatasa. Estos inhibidores
también se denominan "inhibidores irreversibles activados por enzimas, sustratos suicidas o
inactivadores suicidas". Estos inhibidores forman enlaces no covalentes con el sitio activo
de la aromatasa al competir con el sustrato (androstenediona) y reducir la cantidad del

producto formado.**



Los inhibidores esteroideos exhiben el mismo patrén de union hacia el CYP-450 como lo
muestra la androstenediona. Por lo que se han desarrollado varios inhibidores de la
aromatasa esteroidal mediante la sustitucién de varias posiciones del andamio de
androstenediona con diversos restos quimicos.” El esqueleto del anillo de androstano
forma la estructura bésica de los inhibidores de la aromatasa tipo I, que muestra afinidad
hacia el sitio de union del sustrato de la enzima. Las relaciones entre estructura y actividad

de estos inhibidores han sido bien revisadas en la literatura.®®

Se encontré que los inhibidores de la aromatasa esteroideos como la testolactona y la
metildienolona tienen un metabolismo desfavorable y una biodisponibilidad oral deficiente.
La basqueda de mejores agentes que no tuvieran estas desventajas condujo al
descubrimiento del exemestano. Este demostrd ser mas eficaz y de gran potencial como
tratamiento de primera linea del cancer de mama sobre los otros farmacos existentes
(Figura 6).>’

Testolactona Metildienolona

Exemestano

Figura 6. Inhibidores de la aromatasa esteroideos.

El andamio béasico de esteroides es la estructura mas privilegiada. Los esteroides han sido
dotados de un amplio espectro de actividades bioldgicas. Los quimicos medicinales han
explotado el esqueleto de esteroides modificandolo quimicamente para obtener muchos

agentes medicinales Utiles.>®

Una clasificacién clara de las moléculas de esteroides sobre la base de las variaciones
estructurales que acomparian a los cambios en la actividad inhibidora de la aromatasa no es
posible debido a la complejidad involucrada en sus estructuras. Pero se ha tratado de
clasificar las modificaciones quimicas sobre la base de los cambios efectuados en los

anillos individuales del esqueleto de esteroides (Tabla 1).%% ¢



Tabla 1. Clasificacion de inhibidores tipo |

Derivados Derivados Derivados Derivados Derivados
sustituidos del anillo | sustituidos del anillo sustituidos de la sustituidos del anillo modificados del
A B unién anular A-B D anillo D
2- Androstanos 6- Androstanos 10- Esteroides 15- Androstanos Modificando la
sustituidos sustituidos sustituidos sustituidos cadena lateral
3-Androstanos 7- Androstanos 19-Androstanos 16- Androstanos Afiadiendo
sustituidos sustituidos sustituidos sustituidos heterociclos
4-Androstanos N/A N/A 17-Androstanos Afiadiendo
sustituidos sustituidos heterociclos espiro

Inhibidores esteroideos de la aromatasa modificados mediante anillos heterociclos

nitrogenados

A pesar del éxito de los IA esteroides y no esteroides de segunda y tercera generacion,
todavia presentan algunos efectos secundarios importantes, entre los cuales destaca
principalmente el aumento de la pérdida Gsea. Por esta razon, es importante buscar otras
moléculas potentes y especificas con menores efectos secundarios. Sin embargo, los
derivados modificados de la cadena D, los 16 y 17-Androstanos que poseen
incorporaciones de heterociclos como los azoles u otros grupos forman potentes y
especificos inhibidores del P450, mejorando la especificidad de los inhibidores esteroideos

y disminuyendo los efectos secundarios que puedan generar.®

En 2011 Bansal y colaboradores sintetizaron derivados esteroidales con sustitucion en la
posicion 16 que actuaron como potentes agentes citotoxicos. La preparacion de los 16E-
arilidenosteroides incluye rutas sintéticas que inicia la condensacién alddlica catalizada por
una base de dehidroepiandrosterona (DHA) con 4-(3-cloropropoxi)-3-metoxibenzaldehido
que se llevd a cabo a temperatura ambiente para producir el producto aldélico esteroidal,
posteriormente se afiade el imidazol mediante fusion (Esquema 6). Con base a este
producto se generan posteriores derivados que resultaron en potentes inhibidores de la

aromatasa.
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Esquema 6. Ruta sintética de la formacidn de la sintesis de 1A de esteroides de imidazolio.

Los nuevos analogos de esteroides del imidazolilo exhibieron efectos citotdxicos
significativos cuando se examinaron contra tres lineas celulares de cancer; MCF-7 (mama),
NCI-H460 (pulmdn) y SF-268 del sistema nervioso central (SNC), a una concentracion de
100 mM vy efectos citotoxicos sensibles posteriormente en 60 lineas celulares de cancer
derivadas de nueve tipos de cancer (leucemia, cancer de pulmon, colon, SNC, melanoma,
ovario, rifion, prostata y mama). Ademas de que mostraron 13 veces mas potencia en

comparacion a la aminoglutetimida.®

En el 2018 Caporuscio y colaboradores establecieron una seleccion exitosa de
acoplamiento molecular de alto rendimiento (HTD, por sus siglas en inglés) e identificaron
inhibidores de la aromatasa altamente activos con nuevos motivos estructurales, como por

ejemplo los compuestos que contienen derivados de imidazol, morfolina y morfolinona.

En dicho proyecto se establecio una seleccion exitosa de HTD de una biblioteca de diversos
compuestos. Se identificaron inhibidores altamente activos con nuevos motivos

estructurales, como por ejemplo los compuestos que contienen sulfonamida, derivados de



imidazolil, derivados de morfolina y morfolinona. Estos ultimos 2 mostraron altas
interacciones con la aromatasa y alto reconocimiento de ligandos de proteinas,
particularmente en sitios activos altamente flexibles del Cyp19 (Figura 7). Esto indica una

muy alta probabilidad de que puedan ejercer como inhibidores de la aromatasa.®®
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Figura 7. Compuesto analizados por Caporuscio mediante HDT que tuvieron los mejores resultados como

agentes antiproliferativos frente a diversas lineas de cancer.



Objetivos

Objetivo general

El objetivo general del presente capitulo de la Tesis Doctoral es la sintesis de morfolinona
de estrona y sus intermediarios, evaluar su potencial como agentes antiproliferativos y de

forma tedrica su posible accion como un inhibidores de la aromatasa Cyp19.

Objetivos particulares
1. Realizar la sintesis de un heterociclo de espiromorfolinona en el C-17 de la estrona.
2. Efectuar la caracterizacion estructural de los compuestos preparados.

3. Realizar la evaluacion bioldgica de los compuestos preparados como agentes

antiproliferativos frente a diferentes lineas celulares de cancer humano.

4. Evaluar mediante docking molecular de los compuestos preparados para determinar su

posible actividad como inhibidores de la aromatasa.



Discusioén de resultados
Sintesis de la morfolina esteroidal

En la primera parte de este proyecto se emplearon metodologias reportadas en la literatura
para la obtencién de la morfolina esteroidal.®* La sintesis se inicié6 como se muestra en el
esquema 7 con la transformacion de estrona en bencilestrona (1). Esta reaccion se llevé a
cabo a reflujo durante 8 horas, empleando como disolvente CH3CN, 1 equivalente (eq) de
estrona, 1.49 eq de K,CO3 y 1.22 eq de BnBr obteniendo un rendimiento del 99%. En la
segunda etapa el compuesto 1 se transformé al epoxiespiroesteroide (2), la reaccion se
realiz6 bajo condiciones anhidras a temperatura ambiente durante 45 minutos utilizando
DMF como disolvente, 1 eq del compuesto 1, 1.62 eq de yoduro de trimetil sulfonio (SMl3)
y 2.2 eq de t-BuOK el rendimiento obtenido fue del 97%.

Como se describio para la obtencion del compuesto 2, primeramente, fue necesario realizar
una reaccion de sustitucion nucleofilica en el grupo hidroxilo del C-3 con la finalidad de
proteger dicho grupo para las siguientes reacciones. Después al compuesto 1 se le realiz
una reaccion de Corey-Chaykovsky para obtener de forma estereoselectiva el

epoxiespiroesteroide.

BnBr, K2C03
B ———

CH4CN DMF
99% BnO 97% BnO
Estrona 1 2

t'BUOK, S(CH3)3|

Esquema 7. Obtencidn del compuesto 2 a partir de estrona.

En el espectro de RMN de *H (Figura 8) se observan todas las sefiales caracteristicas para
este compuesto, a frecuencias altas (7.45-7.37 ppm) se observan las sefiales de los
hidrogenos aromaticos que integran para 8 H, a 5.02 ppm la sefial simple de los dos
hidrogenos del metileno unido al bencilo, en 0.85 ppm se encuentra la sefial simple del
metilo en la posicion del C-18, en 2.81 ppm la sefial que corresponde a los dos hidrdgenos

del metileno del C-6, entre 1.23-2.30 ppm las sefiales del resto del cuerpo esteroidal que




integra para 13 y las principales sefiales del epoxido aparecen como dos sefiales dobles a
frecuencias bajas (2.99-2.68 ppm) pertenecientes a cada uno de los protones del metileno
del epdxido (19a 'y 19b).
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Figura 8. Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz) del compuesto 2.

En el esquema 8 se muestra que la sintesis continud con la conversion del compuesto 2 en
la azida de estrona 3, éste proceso se realizo bajo condiciones anhidras durante 3 h usando
DMF como disolvente, 1 eq del compuesto 2, 4.22 eq de H3BO3; y 10 eq de NaNs, se
obtuvo un rendimiento del 91%. La cuarta etapa de la sintesis consistio en obtener el
aminoalcohol de estrona 4 a partir del compuesto 3. Esta reaccion se realizd bajo
condiciones anhidras durante 1 h a reflujo utilizando THF como disolvente, 1 eq de 3y 10

eq de LiAIH4 con un rendimiento final del 62%.

Para las reacciones antes descritas se realizd una apertura al epoxido de estrona mediante
una sustitucién nucleofilica dirigida por la azida de sodio obteniendo 3 el cual se redujo con
LiAlH, para obtener 4.

NaN3, H3BO3

DMF
95% BnO

Esquema 8. Obtencidn del compuesto 4 a partir de 2.



El espectro de RMN de *H (Figura 9) muestra un cambio significativo de 4 con respecto a
2, el desplazamiento de las dos sefiales dobles del metileno de C-19 se encuentra a
frecuencias mas altas de 3.33 ppm y 3.62 ppm.
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) del compuesto 4.

Obtencidn de la hidroxicloroacetamida esteroidal

En el esquema 9 se observa que la quinta etapa de la sintesis consiste en la formacion de la
hidroxicloroacetamida de estrona (5) a partir de 4, la reaccién se realiz6 a temperatura
ambiente durante 4 h en MeOH-CH,Cl,, 1 eq de 4, 1 eq (ACO)Cl, y 2 eq de Et3N. Esta
etapa tuvo un rendimiento del 51%. La reaccion consiste en una sustitucion nucleofilica del

aminoalcohol sobre el cloruro de cloro acetilo.
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Esquema 9. Obtencidn del compuesto 5 a partir de 4.

En el espectro de RMN *H (Figura 10) se observa la aparicion de una sefial simple que
corresponde a los dos hidrogenos del metileno alfa al carbonilo. Esta sefial se encuentra a

4.11 ppm.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) del compuesto 5.

Obtencion de la morfolinona esteroidal

En el esquema 10 se muestra la sexta etapa de la sintesis, la reaccion se realizo a
temperatura ambiente durante 6 h en DMF, 1 eq de 5y 3.86 eq de t-BuOK, la reaccion tuvo
un rendimiento del 46%. ElI mecanismo de esta etapa es una ciclacion intramolecular de la

hidroxicloroacetamida esteroidal mediada por una sustitucion nucleofilica.
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Esquema 10. Obtencion de 6 a partir de la ciclacion intramolecular de 5.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 11) se observa la aparicién de las sefiales de los
hidrogenos heterociclos, por ejemplo, las dos sefiales dobles de los hidrégenos de C-5" se
encuentran en 3.23 ppm y 3.64 ppm las cuales integran para 1 proton cada una, mientras
que la sefial cuaddruple correspondiente de C-2"se localiza a frecuencias mas altas, 4.26

ppm, la cual integra para dos protones.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) del compuesto 6.

Obtencion de la morfolina esteroidal

Para obtener el compuesto 6A a partir de 6 se realizaron varios ensayos los cuales se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Ensayos realizados para obtener el compuesto 6A a partir de la reduccién de 6.

No | Reductor/Reactivo | Equivalentes | Condiciones | Temperatura | Tiempo
(R/R) R/R
1 LiAIH, 2 Anhidras Ambiente 12 h
2 LiAIH, 4 Anhidras Ambiente 12 h
3 LiAIH, 5 Anhidras Ambiente 12 h
4 LiAIH, 10 Anhidras Ambiente 12 h
5 LiAIH, 10 No Anhidras Ambiente 12 h
6 LiAIH, 10 Anhidras 80 °C 12 h
7 LiAIH, 10 Anhidras 80 °C 24 h
8 LiAIH, 10 Anhidras 80 °C 48 h
9 LiAIH, 10 Anhidras 80 °C 72 h
10 LiAIH, 10 No Anhidra 80 °C 12 h
11 LiAIH, 10 No Anhidra 80 °C 24 h
12 LiAIH, 10 No Anhidra 80 °C 48 h
13 LiAIH, 10 No Anhidra 80 °C 72 h
14 NaBH, 10 Anhidra 80 °C 12 h
15 NaBH, 10 Anhidra 80 °C 24 h
16 NaBH, 10 Anhidra 80 °C 48 h
17 NaBH, 10 No Anhidra 80 °C 12 h
18 NaBH, 10 No Anhidra 80 °C 24 h
19 NaBH, 10 No Anhidra 80 °C 48 h

Nota: En todos los ensayos se utiliz6 THF como disolvente.

No hubo cambio alguno en la materia prima en todos los ensayos presentados en la tabla 2,

con excepcion de 6, 13 y 19 en donde se produjo una degradacion del compuesto 6. Debido




a esto fue necesario implementar una metodologia diferente para poder obtener la morfolina

esteroidal, optando por usar el aminoalcohol como materia prima.

Debido a lo anterior se llevo a cabo la formacion del compuesto 6A a partir de 4,(esquema
11) siendo ademas la Ultima etapa de la sintesis realizada actualmente, en condiciones
anhidras a 40 °C durante 24 h en DMF, 1 eq de 6, 10 eq de K,CO3 y 10 eq de CICH,CH,CI.
La reaccion tuvo un rendimiento del 35%. Esta reaccion es una doble sustitucion
nucleofilica del aminoalcohol hacia el dicloroetano para obtener el heterociclo de

morfolina.

DMF
35%

Esquema 11. Obtencion del compuesto 6A a partir de 4.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 12) se observa la aparicién de la sefial de los
hidrogenos en C-3" que se encuentra a 3.65 ppm. Esta sefial que integra para 2 protones es
la mas importante del compuesto 6A ya que evidencia la reduccion del carbonilo que se
encontraba en esa misma posicion. Ademas, las dos sefiales dobles de los hidrégenos de C-
5" ahora se encuentran en 3.10 ppm y 4.00 ppm, cada una integra para 1 proton, mientras
que la sefal de los hidrégenos de C-2"se localiza a 4.35 ppm, esta sefial integra para dos

protones.
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Figura 12. Espectro de RMN de *H (CDCl;, 300 MHz) del compuesto 6A.

Es importante mencionar que después de la pandemia, se intent6 replicar la formacion de
compuesto 6A, sin embargo, al parecer la metodologia antes descrita para su formacién no
fue reproducible, por lo que se optd por dejar el proyecto en cuanto a la sintesis hasta la

formacion del compuesto 6.
Ensayos antiproliferativos de los intermediarios de la morfolina esteroidal

Para estudiar la actividad antiproliferativa de los compuestos sintetizados, los derivados
esteroideos 5 y 6 se examinaron frente a un panel de seis lineas celulares de tumores sélidos
humanos representativas: A549 (células de pulmon no pequefias), HBL-100 (mama), HelLa
(cuello uterino), SW1573 (pulmdn de células no pequefias) como lineas celulares sensibles
a farmacos, y T-47D (mama) y WiDr (colon) como lineas celulares resistentes a farmacos.
Las lineas celulares se eligieron para los ensayos debido a que los canceres de mama,
pulmon y colorrectal son los tipos de cancer mas comunes en hombres y mujeres en todo el
mundo; mientras que el cancer de cuello uterino fue el cuarto cancer mas comin en mujeres
informado en 2020.% % %7 Ademas, las lineas seleccionadas nos permiten evaluar su accion
antiproliferativa tanto en carcinomas dependientes de estrogenos (A549 y T-47D) como en
lineas independientes de estrogenos (HBL-100, HeLa, SW1573 y WiDr).

La actividad antiproliferativa se expresa como el valor Glsg, la concentracion a la que el

compuesto inhibe el 50% de la proliferacion celular. Los agentes anticancerigenos



esteroideos abiraterona y galeterona también se probaron para comparar sus valores

antiproliferativos.

Los valores de Glsy obtenidos de los derivados esteroideos 5 y 6 revelan que ambos
compuestos son potentes agentes antiproliferativos con la mayoria de los valores en el
rango micromolar bajo (0,25-11 puM). Los compuestos probados tenian mejores valores de
Glso que los agentes anticancerigenos en casi todas las lineas celulares de cancer. Sin
embargo, el derivado de hidroxicloroacetamida 5 mostro ser mas potente que el derivado de
espiromorfolinona 6 con valores de Glso por debajo de 5 uM en las seis lineas celulares
(0.25-2.4 uM), siendo mas selectivo para la linea de cancer de pulmon SW1573. Cabe
sefialar que ambos compuestos tienen valores notables frente a las lineas celulares
resistentes a farmacos T-47D y WiDr (Tabla 3).

Tabla 3. Valores de los ensayos antiproliferativos de los intermediarios de morfolina esteroidal

frente a 6 lineas celulares de cancer humano.

Compuesto HBL-100 T-47D A549 SW1573 WiDr Hela
(MAMA) (MAMA) | (PULMON) | (PULMON) | (COLON) (CUELLO
UTERINO)
5 2.4 +£0.65 1.8 +0.61 12 +£0.27 | 025 £0.098 | 1.9 +0.14 1.7 £0.28
6 11 +3.1 2.0 £0.32 3.5 +£0.15 80 + 17 41 +11 46 £2.2
Abiraterona >100 24+45 95+8 85+8.9 42 7.7 79+05
Galaterona 10+0.9 21+0.1 39+13 39+05 27+0.2 53+04

Ensayos in silico

Las propiedades moleculares y fisicoquimicas de los derivados esteroideos se obtuvieron
mediante los programas online de Molinspiration y AdmetStar. Estos servidores calculan y
predicen las caracteristicas de los compuestos mediante una base de datos que se alimenta
de forma constante. Los datos proporcionados permiten determinar de manera objetiva la

biodisponibilidad, dianas moleculares y celulares.®®




Los compuestos 5-7 (Figura 13) fueron analizados mediante el servidor en linea de

Molinspiration, el cual nos proporciona datos de la biodisponibilidad de estos compuestos
que se muestran en la tabla 4.

Figura 13. Derivados esteroides evaluados en los ensayos in silico (compuesto 5-7).

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de los compuestos 5-7.

Compuesto | LogP MW nON | nOHNH
5 5.65 467.22 3 1
6 3.92 431.25 2 1
7 4.15 417.27 4 2

Los resultados de la tabla 4 son de suma utilidad para determinar la funcion farmacol6gica
0 actividad biologica que pudiera cumplir un compuesto quimico una vez que es ingerido,
es decir; nos ayuda a identificar si un farmaco en particular cumple con la regla de los cinco
de Lipinski, la cual consta de los siguientes 4 puntos:®

e Peso molecular menor de 500 uma.
e Numero de donadores de puente hidrégeno igual o menor a 5.
e Numero de aceptores de puente hidrégeno igual a menor a 10.

e Log P calculado menor a 5.

Los compuestos 5-7 cumplen con todos los requisitos de la regla de Lipinski, solo el Log P
del compuesto 5 es mayor (5.65), los otros 2 compuestos poseen valores de LogP de 3.92-
4.15. Los valores de nON (aceptor de puentes de hidrdégeno) son de 4-2, los nOHNH




(donador de puentes de hidrogeno) de 2-1 y el peso molecular (MW) es de menos de 500 en
los 3 compuestos. Estos resultados sugieren que los compuestos serdn permeables mediante
un transporte pasivo, sin embargo, este no es el caso de los esteroides hormonales, pues se
sabe que estos compuestos no entran a un sistema celular a través de un transporte pasivo.
Incluso estudios recientes indican que es muy posible que los esteroides hormonales, como
la estrona y testosterona, entren a la célula mediante un transporte activo primario que se
basa en un sistema de lanzaderas, en donde los esteroides son transportados a traves de

proteinas dependientes de ubiquinonas.”

Las propiedades farmacocinéticas y biofarmacéuticas mediante servidor ADMEStar, los

resultados se encuentran en la tabla 5.

Tabla 5. Propiedades farmacocinéticas y biofarmacéuticas de los compuestos 5-7.

Compuestos 5 6 7
Propiedad
GIA Media Media Media
Permeabilidad BBB No No No
Inhibidor de CYP1A2 Si Si Si
Inhibidor de CYP2C19 Si Si Si
Inhibidor de CYP2C9 Si Si Si
Inhibidor de CYP2D6 Si Si Si
Log Kr (permeabilidad -1.17 -2.28 -2.04

en piel) cm/s

En la tabla 5 se muestra que los compuestos 5-7 poseen una GIA lenta, parametro que se
refiere a su absorcion por administracion oral. También en la tabla se muestra que ninguno
de los compuestos atraviesa la barrera hematoencefalica (permeabilidad BBB) lo que es un

pardmetro positivo para estos compuestos.’*



El dato mas interesante sobre los compuestos estudiados es que pueden interaccionar con
todos los receptores relacionados con el citocromo p450 (CYP), esto sugiere claramente
que esta puede ser una diana de interés para estas moléculas.

Docking molecular

En la validacion del modelo se obtuvo un valor de RMSD de 0.2912 + 0.018 A y una
energia de union de -8.3711 Kcal/mol. En la figura 2A la molécula de TST (ligando
cristalografico) se une con su oxigeno 17B-hidroxilo y recibe un enlace de hidrogeno de la
amida del esqueleto -NH de Mets74. En los compuestos 5 y 6 la interaccion con Metsz, se
llev a cabo con el grupo carbonilo de la amida abierta y ciclica, respectivamente (Figura
3A y 3B). Las energias de union de ambos compuestos (-10.1244 y -9.7851,

respectivamente) resultaron inferiores en comparacion con la TST.”

Ademas, estos compuestos presentaron interacciones hidrofobicas con los aminoacidos que
rodean el sitio activo de la enzima (Trpaas, Phexs, Pheiss, lleiss, Vals;o y Metszy), al
interactuar con esta region, impiden la unién del sustrato endogeno y este no puede ser
catalizado. Estas interacciones podrian explicar su mecanismo de accion frente a linea
celular de cancer de mama (RH+), HBL-100 y T-47D, impidiendo la conversion de

androstenediona a estrona a través de la inhibicidn de la enzima aromatasa.

Cabe destacar que el acoplamiento molecular revelé una correlacion con los ensayos
antiproliferativos en células cancerosas dependientes de estrogenos (Tabla 3). El derivado
de hidroxicloroacetamida 5 obtuvo una mejor puntuacion (-10,12 kcal/mol) que el derivado
de espiromorfolinona 6 (9,79 kcal/mol). Estos resultados concuerdan claramente con la

actividad antiproliferativa mostrada por estas moléculas.

En la Figura 14 y 15 se observan a los ligandos sintetizados en el bolsillo de unién a
esteroides de la aromatasa, estos posibles inhibidores, utilizan de manera Optima la
hendidura del sitio activo especifico de androgenos y se ha reportado que las interacciones
con la grieta hidrofoba rodeada por Thrsy Y Valszo podrian aumentar la afinidad de union.
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Figura 14. Representacion 2D de la TST (A) y los compuestos 5 (B) y 6 (C) en la estructura cristalina de la

aromatasa obtenida con el programa MOE.




Figura 15. Representacion 3D de los compuestos 5 (A) y 6 (B) en la estructura cristalina de la aromatasa

obtenida con el programa MOE.



Conclusiones

Se llevdo a cabo la obtencién, aislamiento y caracterizacion espectroscépica de la
morfolinona esteroidal y sus intermediarios (1-6). Los compuestos 5 y 6 fueron evaluados
como agentes antiproliferativos frente a 6 diferentes lineas celulares obteniendo resultados

muy prometedores sobre todo del compuesto 5.

También se realizaron ensayos in silicos de los compuestos 5-7 con citocromo p450, los
resultados demostraron que esta proteina puede ser una diana molecular de estos
compuestos y que las sefiales de apoptosis activadas por el citocromo puede ser la ruta por

la cual los compuestos 5-6 actlan como agentes antiproliferativos.

Los estudios de acoplamiento molecular de los compuestos 5 y 6 con la aromatasa, sugieren
que los derivados interaccionan con el sitio activo de la enzima, ademas la energia de unién
mas favorable que posee el compuesto 5 con la aromatasa concuerda con los resultados
antiproliferativos de dicho compuesto, por lo que es posible que este compuesto sea un

mejor agente inhibidor que la propia morfolinona esteroidal.



CAPITULO 2. SINTESIS Y EVALUACION IN SILICO DE HIBRIDOS
DERIVADOS DE ESTRONA-CUMARINA COMO POTENTES INHIBIDORES DE
LA 17p-HSD1

Introduccion

El cancer de mama RH+ tiene demasiadas implicaciones en cuanto a las diferentes vias que
intervienen en la biosintesis de estrégenos. Pues son demasiadas las enzimas que se
encuentran involucradas en cada paso de la esterogénesis; sulfatasa, aromatasa, sulfatasa
transferasa, 17p-HSD, entre otras. Esta Ultima enzima, la 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, cuya funcion principal es la de interconvertir cetonas en sus debidos
alcoholes secundarios, también participa en la biosintesis de estrogenos transformando la
estrona (E1) en estradiol (E2)."”

Es por lo anterior que se han reportado un gran niimero de inhibidores para la 178-HSD, los
cuales por su estructura se clasifican como esteroideos y no esteroideos. Y como en el caso
de los inhibidores de la aromatasa, también los esteroideos para esta enzima son mucho

més versatiles, ya que poseen una alta afinidad por el sitio activo de la enzima.”

Aunque estas moléculas poseen dos grandes defectos para su uso; el primero es que son
precursores del desarrollo de tumores, especialmente benignos, y la otra es su dualidad
como agonista y antagonista.” Por lo que una manera de poder contrarrestar estas dos
limitaciones es la de generar hibridos de los esteroides con otro tipo de moléculas,
eliminando el efecto estrogénico, produciendo de esta manera farmacos multidiana capaces
de modular diferentes dianas simultaneamente.”® Las moléculas hibridas disminuyen
significativamente los efectos secundarios que generan las moléculas monodianas, ya que

son mucho mas especificas y no interacttan con cualquier tipo de molécula.”

En este capitulo se propone el disefio de moléculas con 2 tipos diferentes de fragmentos
farmacofdricos: la cumarinas como grupo polar, cadenas hidrocarbonadas como

enlazadores y la estrona como grupo de reconocimiento enzimatico.




Antecedentes
17p-HSD; estructura, funcion y diferentes isoformas

Es importante destacar que alrededor de 40% de todos los canceres humanos; cancer de
mama, prostata, ovario y Utero, son sensibles a las hormonas esteroides y, por lo tanto, son
posibles objetivos para la modulacion de las actividades intracrinas, lo cual se refiere a la

sintesis de esteroides en tejidos periféricos.”

En el capitulo anterior de esta tesis doctoral se abordo el tema de cancer de mama, y de
manera particular el desarrollo de agentes antiproliferativos esteroideos, los cuales
mediante estudios de docking molecular, se comprobo que pueden funcionar como potentes

inhibidores de la aromatasa para el tratamiento del cancer de mama.”

Por lo tanto, es concebible que los inhibidores selectivos de 173-HSD sean igualmente
efectivos, lo cual seria de alta importancia pues dichas enzimas estan al igual que la

aromatasa, altamente implicadas en la regulacién de esteroides a nivel fisioldgico.®

Como se menciono en el capitulo anterior una de las principales enzimas pertenecientes a la
familia de las deshidrogenasa-reductasa son las enzimas 17pB-hidroxiesteroide
deshidrogenasa, cuya funcion principal es la de interconvertir cetonas en sus debidos

alcoholes secundarios.®!

Las hidroxiesteroides deshidrogenasas (HSD) catalizan las reacciones de éxido-reduccion
de forma estereoespecifica de alcoholes o carbonilos utilizando NADPH o NAD" como
cofactor.®? Entre los diferentes HSD (3a-, 3p-, 11B-, 17B- y 200-HSD) que se encuentran en
el ser humano, estan los 173-HSD, como ya habiamos mencionado, que estan involucrados
en la formacién y degradacion de las hormonas esteroideas y, por lo tanto, en su

regulacion.®®

Las 17B-HSD catalizan la Gltima reaccion de la biosintesis de la mayoria de los estrégenos
y androgenos activos, como el estradiol (E2), el 5 androstene-3p,17p-diol (A5-diol), la
testosterona (T) y la dihidrotestosterona (DHT) (Esquema 12).%
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Esquema 12. Conversiones de hormonas esteroideas catalizadas por; 17p-HSD1, 173-HSD2 y 173-HDS14.

Al ser capaces de convertir las hormonas esteroides inactivas 0 menos activas en otras mas
potentes y viceversa, las 17p-HSD desempefian un papel clave en la regulacion y funcion

hormonal en el ser humano.®

En la actualidad, se han caracterizado 14 isoformas de la 173-HSD de diferentes mamiferos
y, con la excepcion de 17B-HSD5, 17p-HSD12 y 173-HSD13 que son aldo-ceto reductasa
(AKR), todos son miembros de la familia de la deshidrogenasa/reductasa de cadena corta
(SDR).% Las 17p-HSD humanas difieren en las especificidades de sustrato y cofactor de
nucleotido, la compartimentacion subcelular y los patrones de expresion especificos de
tejido. En consecuencia, las 17p3-HSD se agrupan en gran medida en enzimas oxidativas in
vivo (17B-HSD tipos 2, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 14) que catalizan la inactivacion dependiente de
NAD" de los ligandos del receptor y enzimas reductoras in vivo (17p-HSD tipos 1, 3, 5, 7)
que son dependientes de NADPH, cuyas reacciones conducen a ligandos de receptores de

esteroides (Tabla 6).%




Tabla 6. Diferentes isoformas de la 17p-HSD.

Enzima Tipo Cofactor Sustrato
17B-HSD1 SDR NADPH Estrogenos
17B-HSD2 SDR NAD* Estrogenos,

Andrégenos
17B-HSD3 SDR NADPH Andrégenos
17B-HSD4 SDR NAD* Estrogenos
17B-HSD5 AKR NADPH Andrdgenos,

Eicosanoides
17B-HSD6 SDR NAD* Estrogenos
17B-HSD7 SDR NAPH Colesterol
17B-HSD8 SDR NAD* Andrdgenos
17B-HSD9 SDR NAD* Estrogenos
17p-HSD10 SDR NAD* Acidos biliares
17B-HSD11 SDR NAD* Andrégenos
17p-HSD12 AKR NAPH Acetil CoA
17B-HSD13 AKR NAD* Androgenos
17p-HSD14 SDR NADPH Estrogenos,

Andrégenos

Los SDR constituyen una gran familia de proteinas de oxidorreductasas, presentes en todas
las formas de vida. Los miembros de esta familia son principalmente enzimas oligoméricas
y, por lo general, muestran una longitud de cadena de subunidades de aproximadamente
250 a 350 residuos de aminoacidos.®® Las enzimas SDR comparten pocos motivos de
secuencia distintos, con una identidad de residuos general tipica del 15 al 30 %, que
comprende la unién del cofactor de nucleétido conservado y los residuos del sitio activo.®

En la mayoria de las enzimas SDR caracterizadas hasta la fecha, un residuo de Tyr
altamente conservado funciona como un catalizador &cido/base general, facilitado por la
reduccion del pKa de Tyr-OH a través de un residuo de Lys vecino, la unién del carbonilo

del sustrato se ve favorecida por un lado mediante el aminoacido de Ser (Figura 16).%



Figura 16. Vista estéreo de los sitios activos superpuestos de 173-HSD1 (cédigo PDB - 1FDT) y 17p-
HSD14 (cédigo PDB = 1YDE). Los atomos de C y partes de la estructura secundaria de 173-HSD1 estan
coloreados en verde y 17B-HSD14 estan coloreados en amarillo. La malla perfila la forma del bolsillo de

unién al ligando de 17B-HSD1. El cofactor cocristalizado NADPH vy el sustrato de estradiol de 173-HSD1 se
unen dentro del bolsillo. La numeracion de los residuos en la figura se basa en la secuencia de 17p-HSD1 y
los nimeros de residuos correspondientes en 173-HSD14 son Y154, K158, S141. Los residuos cataliticos

estan claramente en conformaciones muy similares en las dos enzimas 17p-HSD.

En muchos SDR parece estar operativo un sistema de relevo de protones, que involucra el
2-OH" de la nicotinamida ribosa, una molécula de agua conservada y un carbonilo de la
cadena principal de un residuo de Asn o Ser. La transferencia de hidruro entre el cofactor y
el sustrato se produce en la cara Si de la posicién C-4 de la nicotinamida. A pesar de su bajo
nivel de conservacion, las enzimas de esta familia muestran un patron de plegamiento
conservado/sandwich, en el que una hoja central esta flanqueada por varias hélices, lo que

representa un motivo tipico de plegamiento de Rossmann (Figura 17).%*



Figura 17. Diagrama de cinta para 17p-HSD1 humano (cddigo PDB = 1FDT). Las B-hebras estan coloreadas
en magenta, las a-hélices y las regiones de bucle en rosa. 173-HSD1 se muestra en complejo con NADPH
(amarillo) y estradiol (rojo). Los atomos C de la cadena lateral del residuo catalitico Tyr155 estan coloreados

en verde.

En consecuencia, las enzimas SDR son en su mayoria deshidrogenasas/reductasas
dependientes de NADPH que actGan sobre un gran conjunto heterogéneo de sustratos que
incluyen esteroides, retinoles, prostaglandinas, polioles y xenobi6tico. La enorme
variabilidad de sustrato observada entre diferentes proteinas de esta familia se logra a través
de un segmento C-terminal altamente variable, creando sitios activos Unicos y propiedades

de unién a ligandos.*

Como se ha mencionado con anterioridad las familias de hormonas esteroides, los
esteroides sexuales estrogénicos y androgénicos estan involucrados en varias enfermedades,
como sabemos el estrogeno E2 es el mas potente, pues controla la diferenciacion, el
crecimiento, las funciones de los tejidos reproductivos femeninos, estd involucrado en el

crecimiento de los cénceres de mama y endometrio sensibles al estrégeno.*®

Las hormonas sexuales actuan a traves de receptores nucleares especificos, como los
receptores de estrogenos y andrdgenos, ademas se sabe que desempefian funciones clave en
la regulacion del crecimiento de los canceres de mama y préstata en humanos.** La
inhibicion de las 17B-HSD reductoras es una estrategia atractiva para reducir el nivel de
hidroxiesteroides, como el E2, disminuyendo asi sus efectos mitogénicos sobre los

receptores de esteroides. Ademéas del uso clasico de los inhibidores de 17p-HSD para



reducir el nivel de estrogenos y andrdogenos activos, investigaciones recientes se centraron
en el desarrollo de inhibidores de 173-HSD oxidativos para ayudar a mantener altos niveles
de E2.%

Ademaés, desde el punto de vista de la investigacion, los inhibidores de 17p-HSD también
son herramientas Utiles para dilucidar el papel de estas enzimas en sistemas biologicos
particulares. Debido a la amplia familia de 17B-HSD, discutidos anteriormente, los
inhibidores para este tipo de enzimas se clasifican dependiendo de la isoforma al cual van
dirigidos y si son esteroideos o no esteroideos.®

Inhibidores no esteroideos de la 17 f-HSD de tipo 1

La primera isoforma de la familia de 17p-HSD reportada en la literatura, el tipo 1 o
estradiol deshidrogenasa de placenta humana, cataliza la transformacién reductora del

estrégeno menos potente, E1, en el mas potente, E2.%

Derivados de pirimidinona

En una solicitud de patente, Vihko e Isomaa informaron sobre el uso de tiofenepirimidinona
como inhibidor de la 17B-HSD de tipo 1 para la prevencion o el tratamiento del cancer de
mama. Este compuesto fue identificado como el inhibidor méas potente en una seleccion de
aproximadamente 1000 compuestos disponibles en una biblioteca comercial de moléculas
pequefias. En el ensayo enzimatico, se midid la transformacién de E1 (20 nM) en E2 en
celulas MCF-7 intactas que expresan de forma estable 173- HSD1. A una concentracion de
1 uM, el compuesto del tiofenepirimidinona inhibid el 80 % de la reduccion de E1 mientras
que el inhibidor de referencia apigenina, un fitoestrégeno, proporcion6 un 48% de
inhibicion (Figura 18).%

Genisteina y enterolactona

Brooks y Thompson determinaron que la isoflavona genisteina y la enterolactona inhibian
la produccion de E2 a partir de E1 (50 nM) mediante la actividad de 178-HSD que se
encuentra en las células MCF-7. La mayor reduccion de la produccion de E2 ocurre entre
59-84%. Ademas, estos productos naturales también disminuyeron la proliferacién de

células MCF-7, un efecto que se obtendria al modular la produccion de E2 (al inhibir tanto




la reduccion de 17B-HSD de E1 como la transformacion de la aromatasa P450). Tomados
en conjunto, estos resultados sugieren que la modulacion de la actividad enzimética
esteroidogénica puede ser un mecanismo a través del cual estos compuestos ejercen su

efecto protector contra el cancer de mama (Figura 18).%°

Compuestos similares a gosipol

Se sabe que el producto natural gosipol, un binaftilo polifenolico aislado de la semilla de
algodon, inhibe todas las isoenzimas del lactato deshidrogenasa humana, que contiene un
pliegue de Rossmann como las 17B-HSD. Siete compuestos relacionados con el gosipol se
probaron como inhibidores de la 17B-HSD tipo 1 purificada de la placenta humana. El
ensayo enzimatico se realizd a pH 9.2 utilizando NAD* como cofactor para evaluar la
oxidacion de E2 (25 uM) en E1. La lactona gosilica y la iminolactona gosilica fueron los
compuestos mas prometedores que inhibieron el 80-90 % de la actividad enzimatica a 25
uM (Figura 18).*%°

Organoestafos

Los organoestafios poseen propiedades lipofilicas e idnicas que promueven su acumulacion
en lipidos y su unidon a macromoléculas respectivamente. Después de haber determinado
que el cloruro de trifenilestafio era el principal compuesto organoestanico encontrado en la
sangre humana, Lo y colaboradores investigaron el efecto in vitro de dicho compuesto
sobre las actividades de las enzimas esteroidogenicas. Para la 173-HSD1 obtenida de
placenta humana, se obtuvo un valor de 1Cso de 10.5 uM para la transformacion de E1 (0.5
uM) en E2 (Figura 18)."

Derivados de flavanona

Owen y Ahmed derivaron una representacion aproximada del sitio activo de la 17p-HSD1,
que se utiliz6 como modelo para racionalizar la actividad inhibitoria de una serie de
inhibidores basados en Flavanona. Se lleg6é a la conclusion de que la capacidad de los
inhibidores para adaptarse al sitio activo abarrotado es el factor principal en su actividad
inhibidora. Este modelo se propone como un buen punto de partida para el desarrollo de

nuevos inhibidores (Figura 18).1%2
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Figura 18. Inhibidores no esteroideos de la 173-HSD1.
Inhibidores no esteroideos de la 17 f-HSD de tipo 1

Shields-Botella y colaboradores resumieron la accion del acetato de nomegestrol sobre las
actividades de 17B-HSD tipo 1 en dos lineas celulares de cancer de mama humano
dependiente de hormonas (MCF-7 y T-47D). Para la reduccion de E1 (5 nM) por 17p-HSD
tipo 1, el nomegestrol inhibio esta transformacion en un 35-85 % a 0.5 y 5 uM en células T-
47D intactas, mientras que el efecto inhibitorio fue significativo solo a 50 uM en MCF -7
(Figura 19).1%

E2 C6-derivados

Tremblay y colaboradores ampliando su trabajo sobre los inhibidores de 173-HSD de tipo 1
condujeron a un derivado de estrona que lleva una cadena lateral de N-metil, butil
tiaheptanamida en la posicion 6. Probaron estrategias para modificar el perfil bioldgico
(estrogenicidad y potencia inhibitoria) de este compuesto. El estudio confirm6 que la
configuracién S de la cadena lateral en la posicion 6 condujo a una inhibicién mucho mejor
que la configuracién R. La sustitucion del 3-OH por un d&tomo de hidrégeno, asi como la del
grupo amida por un metilo fue claramente desfavorable para la inhibicion de la 173-HSD

tipo 1.1




Derivados E2 como inhibidores de doble sitio

Poirier y colaboradores informaron del modelado y el analisis cristalografico de un
complejo entre la 173-HSD1 y el potente inhibidor hibrido derivado del E2, que interactua
con los sitios de unién del sustrato (E1 o E2) y del cofactor NADPH. Ellos publicaron los
detalles completos del estudio de sintesis quimica y relacion estructura-actividad que hacen
posible la creacion de esta nueva familia de inhibidores de sitio dual. En estos derivados de
E2, el resto adenosina del cofactor NADPH se reemplaz6 por un grupo arilo sustituido y el

enlace éster por un grupo metileno.

Los derivados E2 con uno o mas grupos de heterociclos se acoplan a la estructura 3D de
17B-HSD1, lo que demuestra que las interacciones del inhibidor con la triada catalitica
compuesta por Tyriss, LySise Y Serisx son de total anclaje, asi mismo estos inhibidores
pueden ser del tipo competitivos, aunque también es muy importante indicar que el linker
formado por los grupos metilenos pueden acercarse a un bolsillo hidrofébico formado por
los residuos Leugs Yy Valigs. LO anterior sugiere, que la interaccién que involucra este tipo
de compuestos con las enzimas 178-HSD1, forman o pueden formar un gran numero de
interacciones lo que hace que puedan funcionar como muy potentes inhibidores de dicha

enzima.%®

E1l o0 E2 C16-derivados

Poirier y colaboradores introdujeron una cadena lateral corta (grupo R) en la posicion C-16
de E1 o E2 para generar potencialmente una interaccion con un aminoécido de la triada
catalitica o con otro de los aminoacidos que rodean el residuo del cofactor NADPH. Los
compuestos, se ensayaron como inhibidores de la reduccion de E1 (0.1 uM) mediante 17f-
HSD1. Se obtuvieron muy buenas actividades inhibitorias especialmente para 16-
fenilmetil-E2 (ICso = 0,79-1,0 uM). Para los derivados arilo (R), la potencia inhibitoria
aumento significativamente lo que sugiere que la presencia de un grupo 16p-metileno mas
flexible permite un mejor posicionamiento del resto arilo (menos interacciones estéricas

con la enzima residuos de aminoacidos).

Algo muy importante que se destaca de los inhibidores esteroideos de la 173-HSD1 a

diferencia de los no esteroides, es lo que se observo en el estudio de Poirier y colaboradores




en cuanto a los inhibidores de doble sitio derivados de E2, y es que pueden actuar con el
bolsillo hidrofobico de las enzimas 17p-HSD1, esta caracteristica fortalece la union entre el
ligando y la enzima, lo cual ademés de potenciar su papel como inhibidores disminuye la

posibilidad de generar efectos secundarios.

Ademas de los inhibidores esteroideos para la 17B-HSD1 mencionados anteriormente,

también existen otros tipos de inhibidores de esta misma clase, por ejemplo; los E1 C-16 y
Cl17-derivados, E1 C-3 o C15-derivados, E1 C2-derivados. Todos estos inhibidores

esteroideos, poseen grupos como anillos de heterociclos nitrogenados, diversos grupos
100

funcionales, entre otros grupos quimicos (Figura 19).

NH,

Derivados E2 como inhibidores
R=H; X=OH; Y=S; Z=CONBuMe; 6B de doble sitio
R=0CHj; X=0H; Y=CH,; Z=CONBuMe; 6a
E2 C6-Derivados

X=0; R=Alquil
X=H; R=Aril
E1 O E2 C16-Derivados

Figura 19. Inhibidores esteroideos de la 17p-HSD1.

Como se habia tratado con anterioridad existen diversas isoformas de la enzima 173-HSD1,
(tabla 6), por lo que en la tabla 7 se muestran los diversos inhibidores utilizados para todas

las variantes de dicha enzima.



Tabla 7. De los diferentes tipos de inhibidores de la diversas isoformas de la 17p-HSD.

Tipo de 17p-HSD

No esteroideo

Esteroideo

2

*Pirrolidinonas

*C18-esteroides espiro-

3 —lactonas

*Derivados de

Estratrieno

*18p-Acido
glicirretinico

* Hidroxifenil cetonas

*Derivados de
androsterona

*Benciletiocolanolona

*organoestarios
4 *Acidos grasos *Derivados de la E1
5 *Dionas *Derivados del E2
6 *Lactonas *Esteroides sustituidos
en C17
7 *Pirimidinas *Derivados de DHT
8 / /
9 / /
10 *Acidos grasos *Derivados de DHT
*Derivados de E1y E2
11 / /
12-14 / *Derivados de DHT

Nota: La / representa que no se han identificado inhibidores para dichas isoformas de la 173-HSD.

En 2005 Poirier y colaboradores para obtener compuestos capaces de controlar la
formacion de E2, unieron dos compuestos mediante una cadena lateral de metileno: un
resto de adenosina que interaccion6 con el sitio de union del cofactor y un derivado de
estrona que interactu6 con el sitio de unién del sustrato. Cuando se probaron como
inhibidores de 17B-HSD1, los compuestos hibridos inhibieron la actividad reductora (E1 en
E2) con valores 1Cs que oscilaron entre 52 y 1000 nM. Ellos determinaron que la longitud
Optima de la cadena lateral era de ocho grupos metileno en una 16[-orientacion, este
compuesto denominado como EM-1745, dio mucho mejores resultados que el compuesto
derivado E2 con doble sitio de inhibicion (Figura 19), cuya longitud de cadena es de 4

metilenos.

Ademas, también indicaron que la presencia de los dos componentes (E2 y adenosina) son

esenciales para una buena inhibicion, ya que 16B-nonil-E2 y 5-nonanoil-O-adenosina, dos



compuestos que tienen solo uno de los componentes, no inhibieron la enzima. Por altimo,
el andlisis de estructura 3D del compuesto EM-1745 (Figura 20) acomplejado con 17p-
HSD1 mostrd interacciones clave con sitios de union de sustrato y cofactor de dicha

enzima.l®

Figura 20. Compuesto EM-1745 sintetizado por Poirier y colaboradores utilizado como inhibidor del 1783-
HSD1.

En el afio 2018 Boutin y colaboradores disefiaron compuestos derivados de androstano, que
poseen un alta inhibicion (ICso = 235 uM y E2, ICs0 = 610 uM) frente a 17p-HSD1 y 17p-
HSD10. Algunos de estos compuestos son inhibidores duales en menor medida, y otros
parecen selectivos para una de las isoformas de la enzima en particular. Sin embargo, cabe
destacar que algunos de estos compuestos poseen grupos tiourea, grupo que no se habia
reportado hasta la fecha que pudiera inhibir este tipo de enzimas (Figura 21). Aunque en los
ensayos de Docking molecular realizados no es muy claro en qué zona de la enzima

interacciona la tiourea.%®

CF3

Figura 21. Uno de los compuestos sintetizado por Boutin y colaboradores que inhibe tanto a la 178-HSD1
como a la 17B-HSD10.



Objetivos
Objetivo general

El objetivo general del presente capitulo de la Tesis Doctoral es el de sintetizar una familia
de derivados de tiourea de estrona con fragmentos de cumarina y evaluar de forma teorica

su potencial como inhibidores de la 178-HSD1 mediante Docking molecular.

Objetivos particulares

1. Realizar la sintesis de una familia de derivados de tiourea de estrona con fragmentos de

cumarina.
2. Caracterizacion estructural de los compuestos preparados.

3. Evaluacién mediante Docking molecular de los compuestos preparados para determinar
su posible actividad como inhibidores de la 178-HSD1.




Discusioén de resultados

La metodologia utilizada se divide en 3 partes, la preparacion del aminoalcohol esteroidal
(4), esquema 13, el cual ya fue mencionado en el capitulo anterior, generar el isotiocionato
de cumarina, esquema 14, y finalmente la sintesis de las tioureas las cuales se obtuvieron a

partir del compuesto 4 y los isotiocianatos.

Estrona (E1)

a) BnBr, K,CO3, CHyCN a reflujo, 99%; b) t-BuOK, S(CHa)sl, DMF a 0 °C, 97%; c) NaNa, HyBO3, DMFa reflujo, 91%; d) LiAlH,, THF a reflujo, 66%.

Esquema 13. Ruta sintética para la formacién del aminoalcohol esteroidal 4 a partir de estrona.

HO\©/OH R R4
a N L atler b S
. + Br Br /ﬁ\
HO o "o Br™\ /O o” "o

O O
79 10aR;=Me,R;=H,n=3
R1Mo/\ 10bR;=Me,Ry=H,n=4
R 10c Ry =Me,R;=H,n=6
2 11aR;=Me,R,=Cl,n=3
B _ 11b Ry =Me, Ry =Cl,n=4
:;';'_“;:'52:: Mc R;=Me,R,=Cln=6
C)R*;ME'RZ;CI 12aR;=Ph,R;=H,n= 3
1 2 12b R, =Ph,R,=H,n= 4
12¢R;=Ph,R;=H,n= 6
lc
R, R4 R4
R
xR e -Re p Re
-~
o o WA
SCN™ [0 0~ 0 H,N™ 'O (O 2] Ny o 0" o
19a-21c 16a-18c 13a-15¢

a) H,S04, 0°C; b) K,CO3, CH5CN anhidro, 65 °C; ¢) NaNg, DMF; d) PPhg, THF; e) Et;N, CSCl,, CH,Cl, 35 °C.
Esquema 14. Ruta sintética para la formacion de los isotiocianatos de cumarina 19a-21c.

En el esquema 15 se observa la sintesis de las 3 diferentes hidroxicumarinas 7-9, mediante

el método de Pechmann; el cual describe la condensacion de resorcinol (1,3-



dihidroxibenceno) con diferentes B-cetoésteres (1 equivalente) y utilizando H,SO4 como
catalizador a temperatura ambiente. Dicha reaccion gener6 un grupo hidroxilo fendlico en
la posicion C-7 el cual funcionaliza la cumarina, lo que permite la posterior insercion del

linker. 107. 108,109
0o o Ry
HO OH R
\©/ " RI)K(U\OEt H,80, (ac) 60%
R, HO ()
Resorcinol B-Cetoésteres Compuesto 7-9
a) R=CH3 Ry=H 7) Ry= CHj3, R,= H (93%)
b) R;=Ph,R,=H 8) R,=Ph,R,=H (80%)
¢) R;=CH;, R,=Cl 9) R,= CHj3, Ry= CI (62%)

Esquema 15. Sintesis de los compuestos 7-9.

Los rendimientos obtenidos para las cumarinas 7, 8 y 9 fueron 93%, 80% y 62%,
respectivamente. Es importante mencionar que el rendimiento de la cumarina 9, decayo
bastante comparado con las otras 2, sin embargo, se ha reportado que con el uso del acido
trifluoroacético se han sintetizado diversas cumarinas, incluyendo la que posee el Cl en R,

con muy altos rendimientos (80-90 %) y excelente regioselectividad.

El grupo hidroxilo de las cumarinas le confiere un caracter nucledfilico, lo cual hace
posible que reaccionen con electrofilos como los haluros de alquilo. Debido a lo anterior se
realiz6 la alquilacién de las cumarinas con los diferentes a,m-dibromoalcanos (8
equivalentes) en medio bésico, generando los productos O-alquilados (10a-12c) con

rendimientos de moderados a altos (Esquema 16).



R, Ry
X R, AN R,
+ BrHBr K>CO, H
HO 0o~ ~o n CH,CN anh. Br{ JO 0" "o
8 R Ph, Ry H 10b R,=CHy, Ry=H  n=4 (85%)
9 R]Z CH3, R2: Cl 10c R]= CH3, R2= H n=6 (86 A))
11a Ri=Ph,R,=H  n=3 (88%)
11b R=Ph,R,=H  n—4 (82%)
1le R=Ph,R,-H  n=6 (80%)
12a R;=CH;,R,=Cl n=3 (80%)
12¢ R,=CH;,R,=Cl n=6 (82%)

Esquema 16. Sintesis de los compuestos 10a-12c.

El K,CO3 es la base utilizada que generd al ion fendxido, este alcoxido actia como
nucleofilo en una reaccion tipo Sy2 sobre el dihaluro de alquilo. El utilizar exceso de dicho
reactivo permitié que se obtenga una monoalaquilacion con muy buenos rendimientos. La
reaccion se llevo a cabo a 65 °C durante 4 o 5 h (dependiendo del dibromoalcano) en
CH3CN anhidro.

Posteriormente, el atomo de bromo terminal se sometid a sustitucion nucleofilica con NaN3
(5 equivalentes), esta reaccion se llevé a cabo a 40 °C utilizando un disolvente polar
aprotico como la DMF, pues esto favorece la reaccion Sy2, los productos obtenidos (13a-

15c¢) tuvieron excelentes rendimientos; 87-95 % (Esquema 17).

R, Ry
R xR
\ 2 NaN:;
Brﬁo 0N DMFanh Nsﬁo 0 o

10a R=CH,R,~H n=3 (90%) 132 R=CHy,R,=H n=3 (95%)
10b R=CHy, R=H n=4 (85%) 13b Ry=CHy, R=H n=4 (95%)
10c R~ CHy,R=H n=6 (86%) 13¢ R=CHy,R,=H n=6 (90%)
11a R=Ph,R=H  n=3 (88%) 14a R=Ph,R,~H  n=3 (90%)
11b R=Ph,R,=H  n—4 (82%) 14b R,=Ph,R,=H  n=4 (90%)
1le R=Ph,R,=H  n=6 (80%) l4c R=Ph,R,=H  n=6 (95%)
12a R;=CHy, R,=Cl n=3 (80%) 152 R;=CHy, R,=Cl 13 (95%)
12b R;=CH;, R=Cl n=4 (78%) 15b R;=CHy, R=Cl  n=4 (87%)
12¢ R;= CHs, Ri=Cl n=6 (82%) 15¢ R;= CH;, Ri=Cl n=6 (89%)

Esquema 17. Sintesis de los compuestos 13a-15c.



La reaccion posterior implica la reduccion de las azidas en aminas, para lo cual se utilizé
trimetilfosfina (1.4 equivalentes), la cual ataca el nitrégeno terminal de las azidas,
formandose asi una fosforazida. Esta se descompone en nitrdgeno gaseoso y un
iminofosforano, el cual se hidrolizo para formar los correspondientes aminoderivados con

muy altos rendimientos 72-92 % (Esquema 18).

R, R,
R
o Ra PPh, Xy 2
—_—
THF/H,0 H

N ho o o 0 u,N{To 0 Yo
13a R]z CH3, R2= H n=3 (95%) 16a R1: CH3, R2: H n=3 (92%)
13b Rj=CH3,R,=H n=4 (95%) 16b R;=CH;,R,=H n=4 (88%)
13¢ Rl: CH3, R2= H n=6 (90%) 16¢ R1: CH3, R2: H n==6 (83%)
14a R,=Ph,R,=H  n=3 (90%) 17a R,=Ph,R,=H  n=3 (86%)
14b R=Ph,R,=H  n=4 (90%) 17b R=Ph,R,=H  n=4 (80%)
14c Ry=Ph,R,=H n=6 (95%) 17¢ Ry=Ph,R,=H n=6 (79%)
152 R;=CHy, R,=Cl n=3 (95%) 182 R;=CHj, R,=Cl n=3 (78%)
15b R;=CH;, R,=Cl n=4 (87%) 18b R,= CH;, R,=Cl n=4 (75%)
15¢ R;=CH;, Ry=Cl n=6 (89%) 18c R;=CHy, R,=Cl n=6 (72%)

Esquema 18. Sintesis de los compuestos 16a-18c.

La Gltima reaccion de la etapa para la formacion de los isotiocianatos de cumarina fue el
tratamiento final de los aminoderivados con CSCl; (3 equivalentes), para poder realizar esta
reaccion de sustitucion fue necesario utilizar una base como la EtsN (2 equivalentes) y usar
DCM (Esquema 19), los productos obtenidos se obtuvieron con rendimientos moderados
62-80 %.
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axto o oM sent o 00
16a R;=CH;, R,=H n=3 (92%) 19a R,=CH;, R=H n=3 (75%)
16b R=CH3,R=H n=4 (88%) 19b R=CH3,R=H n=4 (71%)
16c R;=CHy,R,=H n=6 (83%) 19c Rj=CH;,R)=H n=6 (69%)
17a R=Ph,R,=H  n=3 (86%) 20a R=Ph,R=H  n=3 (80%)
17b R=Ph,R,=H  n=4 (80%) 20b R;=Ph,Ry=H  n=4 (73%)
17¢ R=Ph,R,=H  n=6 (79%) 20c Ri=Ph,R,=H  n=6 (65%)
182 R;=CHy, R,=Cl n=3 (78%) 21a R;=CH;, R,=Cl n=3 (72%)
18b R;=CH3, R=Cl n=4 (75%) 21b R;=CHy, R,=Cl n=4 (62%)
18¢ R;=CH;3,R,=Cl n=6 (72%) 21c R=CH;,R,=Cl n=6 (66%)

Esquema 19. Sintesis de los compuestos 19a-21c.

Por ultimo, como se muestra en el esquema 20 se sintetizaron las tioureas mediante una
reaccion de adicion entre el aminoalcohol y los isotiocianatos de cumarina, para lo cual se
hizo reaccionar 1eq de los isotiocianatos (19a-21c) y 1 equivalente del compuesto 4 usando
como base y disolvente piridina durante 1 h a 60 °C. Las tioureas obtenidas tuvieron

rendimientos relativamente bajos de 29-48%.

Ry

R,
m Piridina a 60 °C
_ >

0 Yo

18a-21c¢ BnO 22a-24¢

Esquema 20. Ruta sintética para la formacion de las tioureas 22a-24c a partir de los isotiocianatos de

cumarina y el aminoalcohol.

En el espectro de RMN de *H se observa que las sefiales caracteristicas para el cuerpo de
cumarina de las tioureas 22a-22c se localizan a 2.25-2.21 ppm como una sefial simple para
los protones del grupo metilo, otras sefiales multiples para 1H aromaético en 7.29-7.28,
7.15-7.03, 7.01-6.91 ppm y por ultimo una sefial simple para 1H aromatico en 5.98-5.88

ppm.

Las sefiales importantes que indican la union del grupo cumarina y estrona a través de la

cadena hidrocarbonada se encuentran como sefiales multiples en 4.16-4.02 y 3.70-3.50



ppm, ambas sefiales integran para dos protones correspondientes a los grupos metileno

enlazados a un atomo de oxigeno y nitrégeno, respectivamente.

Las sefiales importantes de *C-RMN para el cuerpo de cumarina se encuentran a 110-113.2
ppm, las cuales corresponde al grupo metilo. Para el cuerpo de estrona las principales
sefiales son 84.06-88.20 ppm para el C-17, 14.34-14.11 ppm para C-18 y la principal sefal
que determina la naturaleza de la molécula se encuentra a 182.85-183.15 ppm que es el C-

20 o el carbono de la tiourea (Figura 22-24).
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Figura 22. Espectros de *H-RMN (500 MHz, CDCl,) y de *C-RMN (125.77 MHz, CDCls) del producto 22a.
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Figura 24. Espectros de "H-RMN (500 MHz, CDCl;) y de *C-RMN (125.77 MHz, CDCls) del producto 22c.

Las sefiales caracteristicas del cuerpo de cumarina de fenilo 23a-23c se localizan a 7.69-
7.58, 7.57-7.49, 7.47-7.42 ppm que corresponden a sefiales multiples para los protones del

grupo fenilo.

Las sefiales importantes que indican la union del grupo cumarina y estrona a través de la
cadena hidrocarbonada se encuentran como sefiales multiples en 4.29-3.97 y 4.15-3.70
ppm, ambas sefiales integran para dos protones correspondientes a los grupos metileno
enlazados a un 4tomo de oxigeno y nitrégeno, respectivamente. Las sefiales mas relevantes
del *C-RMN para el cuerpo de cumarina se encuentran a 130.68-124.07 ppm, la cual
corresponde al grupo metilo. Par el cuerpo de estrona las principales sefiales se encuentran
en 98.66-88.39 ppm para el C-17, 14.01-13.28 ppm para C-18 y la principal sefial que
determina la naturaleza de la molécula se encuentra a 183.25-175.23 ppm que es el C-20 o

el carbono de la tiourea (Figura 25-27).
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Figura 27. Espectros de *H-RMN (500 MHz, CDCls) y de *C-RMN (125.77 MHz, CDCls) del producto 23c.

Las sefiales caracteristicas para el cuerpo de cumarina de las tioureas 24a-24c se localizan
como sefiales mdaltiples para 1H aromatico en 7.45-7.10, 7.08-6.85 y 6.92-6.75 ppm.
Ademas otra dato que demuestra la presencia del cuerpo de cumarina es la ausencia de la
sefial para 1H aromatico (C-107), ya que éste carbono aromatico es el que se encuentra

enlazado con el atomo de cloro.

Las sefiales importantes que indican la union del grupo cumarina y estrona a través de la
cadena hidrocarbonada se encuentran como sefiales mdltiples en 4.22-4.02 y 3.78-3.21
ppm, ambas sefiales integran para dos protones correspondientes a los grupos metileno
enlazados a un atomo de oxigeno y nitrégeno respectivamente. Las sefiales importantes de
3C-RMN para el cuerpo de cumarina se encuentra a 121-110.05 ppm. Par el cuerpo de
estrona las principales sefiales son 86.44-82.01 ppm para el C-17, 14.02-13.77 ppm para C-



18 y la principal sefial que determina la naturaleza de la molécula se encuentra a 182.77-

180.02 ppm que es el C-20 o el carbono de la tiourea (Figura 27-30).
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Figura 28. Espectros de *H-RMN (500 MHz, CDCls) y de *C-RMN (125.77 MHz, CDCls) del producto 24a.
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Figura 29. Espectros de *H-RMN (500 MHz, CDCl,) y de *C-RMN (125.77 MHz, CDCls) del producto 24b.
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Figura 30. Espectros de *H-RMN (500 MHz, CDCls) y de *C-RMN (125.77 MHz, CDCls) del producto 24c.



Docking molecular

17beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (175-HSD1)

La validacion del modelo de la enzima de la 17p-HSD1 se realizé mediante la union entre
la testosterona como ligando cristalogréafico y el bolsillo de union de la propia 17p-HSD1,
en donde se obtuvo un valor de RMSD de 0.2898 + 0.016 A. De todas las poses obtenidas,
alrededor de 100, la que se muestra en la figura 31 fue la elegida ya que es la que presenta
un menor RMSD y una energia de union de -8.3711 Kcal/mol. La molécula de testosterona
que se utilizada en el modelo de validacion interacciona con las cadenas laterales
hidrofébicas de numerosos residuos de aminoécidos como lleiss, Pheiss, Pheg:, Trpaga,
Vals7o y Metszs, los cuales se encuentran en la hendidura del sitio activo. En cuanto a la
unién con la Metsz4 esta también ocurre mediante un puente de hidrogeno entre el oxigeno
17B-hidroxilo de la testosterona y la amida del esqueleto -NH de la Metsz,. Dichas

interacciones, son la base molecular de la especificidad androgénica de la 17-HSD1.'*°

7
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Figura 31. Representacion del modelo de validacién en 2D y 3D de la testosterona interaccionando con la
17p-HSDL1.

Para determinar el modelo de unidn entre los compuestos 22a-24c y la 173-HSD1 humana,
se sometieron a un modelo de acoplamiento molecular in silico mediante el programa de
MOE, el cual arroja un gran namero de posibles poses de union entre cada uno de los
diferentes compuestos y la 17B-HSD1, por lo que se selecciond solo una pose por

compuesto.



Es importante mencionar que en las tioureas analizadas la porcién correspondiente al grupo
protector bencilo unido al esteroide en el carbono 3, interacciona muy cerca del sitio de
union de la 17B-HSD1, lo hace en una region proximal que tiene un andamio hidrofébico lo
suficientemente grande para que una molécula de tamario esteroidal pueda interaccionar en
dicho sitio. La importancia de este sitio en el cual se encuentra el aminoacido Phejsg €s la
de participar directamente en la actividad enzimética, esto mediante interacciones entre

anillos arométicos que son fundamentales para el reconocimiento proteina-ligando.***

Los compuestos con el linker mas pequefio, 3 carbonos; 22a, 23a y 24a interaccionan con
la 17B-HSD1 de la siguiente forma; la porcién de la cumarina interacciona con el bolsillo
hidrofobico que corresponde con los aminoacidos; Glyg, Glyis, lleis, Alag;, Glyg, ¥ Glyias,
mientras que la porcion correspondiente a la tiourea y parte del esqueleto esteroidal
interaccionan con una region hidrofilica que se encuentra conectada al bolsillo hidrofébico,
algunos de los aminoacidos de dicha regidén son; Seris, Tyriss, LySise ¥ Proigz. ES
importante indicar que los 2 primeros corresponden a 3 de los aminoacidos que componen
la triada catalitica de la 178-HSD1. Ademas, mediante el oxigeno esteroidal del 17p-
hidroxilo, se forma un enlace de hidrégeno hacia la amida del esqueleto —NH de la Tyr;ss.
Esto Gltimo es muy importante ya que indica que la unién entre los compuestos 22a, 23a y

24a y la 17B-HSDL1 es bastante fuerte pues estan involucrados enlaces por puentes de
112

hidrégeno (Figura 32).




Figura 32. Mapa 2D y 3D de los compuestos 22a (A, AG=-11.1769 kcal/mol) 23a (B, AG=-10.4205
kcal/mol) y 24a (C, AG=-10.5847 kcal/mol) interaccionando con la estructura cristalina de la 173-HSD1

obtenida mediante el programa MOE.

Los compuestos de linker de 4 (22b, 23b y 24b) y 6 (22c, 23c y 24c) carbonos interacttan
basicamente de la misma forma que lo hacen tanto en su porcion esteroidal, de cumarina y

del grupo protector (Figura 33 y 34).
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Figura 33. Mapa 2D y 3D de los compuestos 22b (A, AG=-11.4435 kcal/mol) 23b (B, AG=-10.8395
kcal/mol) y 24b (C, AG= -11.7535 kcal/mol) interaccionando con la estructura cristalina de la 17p-HSD1

obtenida mediante el programa MOE.




Figura 34. Mapa 2D y 3D de los compuestos 22¢ (A, AG= -12.1547 kcal/mol) 23c (B, AG=-11.6253

kcal/mol) y 24c (C, AG=-12.2651 kcal/mol) interaccionando con la estructura cristalina de la 17p-HSD1

obtenida mediante el programa MOE.

De las interacciones que presentan todas las tioureas la mas importante en definitiva es la
que involucra el puente de hidrogeno con la Tyr;ss debido a su implicacién en la actividad
catalitica de la aromatasa. Es sabido que los compuestos esteroidales que tienen cadenas
laterales de longitud variable en el anillo D presentan una orientacion hacia el sitio activo,
en donde su anillo A mira hacia el extremo de reconocimiento del sitio de unién. Este tipo
de inhibicion enzimatica describe a complejos, en este caso las tioureas esteroidales, cuya
actividad inhibitoria no depende de la concentracion de sustrato, por lo que estos

inhibidores pueden ser del tipo no competitivo o acompetitivo.'*®

Por ultimo, es importante destacar que ninguna de las tioureas presento una interaccion con
la Mets;4, a diferencia del Docking de validacion con la molécula de testosterona, sin
embargo, cabe mencionar que la interaccion con dicho aminoécido no es determinante para

gue exista una actividad inhibitoria de la molécula, pues como se ha descrito todas las



tioureas interaccion con el bolsillo hidrofébico de la enzima, la regién hidrofilica y con 2 de
los aminoécidos de la triada catalitica de la 17p-HSD1, lo cual es suficiente para que los
compuestos 22a-24c pueden actuar como inhibidores de la 17p-HSD1.




Conclusiones

Se llevé a cabo la obtencidn, aislamiento y caracterizacion espectroscopica de las tioureas
esteroidales 22a-24c con rendimientos de bajos a moderados. Estos compuestos seran
sometidos a pruebas bioldgicas para evaluar su efecto antiproliferativo y como inhibidores

enzimaticos de la enzima 17p-HSD1.

Las pruebas de acoplamiento molecular muestran que todas las tioureas interaccionan de
manera precisa con la 17p-HSD1, pues se internalizan en el bolsillo hidrofébico de la
enzima, la porcion de cumarina, mientras que también parte del cuerpo esteroidal y de la

tiourea interaccionan con region hidrofilica.

Por ultimo, el hecho de que las tioureas interaccionen con 2 de los amino&cidos de la triada
catalitica y en especial con la Tyriss en forma de enlaces de puente de hidrégeno, demuestra
la muy probable actividad inhibitoria que presentan estos compuestos frente a la 17p-
HSD1. Ademas de que la disposicién en la que ocurren las interacciones determina que las

tioureas posiblemente actien como inhibidores de tipo no competitivo o acompetitivo.



PARTE EXPERIMENTAL
Meétodos generales

La cromatografia en capa fina (c.c.f.) se realiz6 con placas cromatogréficas de gel de silice
sobre aluminio (E. Merck Silica gel 60 F254) las cuales tienen con un espesor de 0.25 nm.
Para visualizar los compuestos se expusieron a luz UV (A = 254 nm), ademas de revelar las
placas en diferentes mezclas quimicas como; ninhidrina etanolica (0.1%), vainillina (10%
en EtOH con H,SO, al 1%).

Para la cromatografia en columna se utilizé como fase estacionaria relleno gel de silice (E.
Merck Silica gel 60; particulas de 40—63 um), y como fase movil diferentes mezclas de
solventes segln sea el caso. La elucidon se efectud por gravedad o con una pequefia presion

ejercida por una bomba de aire.

Los puntos de fusién se midieron en un aparato manual de Electrothermal y no estan

corregidos.
RMN y espectro de masas

Los espectros de RMN se registraron en equipos de Bruker Avance-300 (300.1 MHz para
'H y 75.5 MHz *C); Bruker Avance-500 y Bruker Ascend 500 (500.13 MHz para *H y
125.77 MHz para *3C). Como disolventes deuterados se han empleado CDCls;, CDsOD,
(CD3)2CO, (CD3),S0O; los espectros se han calibrado usando las sefiales del disolvente
como referencias internas. Los desplazamientos quimicos (d) se expresan en ppm, y las
constantes de acomplamiento (J) en Hz. La asignacion de las sefiales de los espectros de *H
se ha realizado usando tanto experimentos monodimensionales (*H, **C), como
bidimensionales: COSY (*H-'H, Correlated Spectroscopy), HSQC (*H-'3C, Heteronuclear
Single-Quantum  Correlation) y HMBC (*H-*C, Heteronuclear Multiple Bond
Correlation). Las abreviaturas empleadas en la descripcion de la multiplicidad de las
sefiales son: s (singulete), d (doblete), t (triplete), c (cuartete), q (quintete), m (multiplete)
dd (doble doblete), ddd (doble doblete de doblete), dt (doblete de triplete), td (triplete de
doblete), sa (singulete ancho), da (doblete ancho), ta (triplete ancho).




Los espectros de masas se han realizado en un espectrometro Qexactive, usando como
fuente de ionizacion el electrospray (ESI). La inyeccion de la muestra (MeOH) se llevo a
cabo usando UHPLC sin columna (50 pL, tiempo de adquisicion de 3 min. a 0.200
mL/min); la adquisicién efectué con una resolucion de 60,000. La temperatura del capilar
fue de 350 °C, y el voltaje, de 3.5 kV. Los espectros se registraron en modo positivo, y

calibrados con la disolucion de calibracion de ion positivo ESI (PierceTM LTQ Velos).
Medidas de antiproliferacion in vitro

Las medidas de antiproliferacion in vitro se llevaron a cabo en el grupo del Dr. José Manuel
Padron (Universidad de la Laguna, Espafia). Para ello se emplearon pequefias
modificaciones sobre el protocolo original del Instituto Nacional del Cancer de EE.UU.

(NCI, National Cancer Institute), mediante el método de la sulforrodamina B (SBR).

Los compuestos puros se disolvieron en DMSO, empleando una disolucion madre de 40.0
mM, y una concentracion inicial en el pocillo de 100 uM, con un tiempo de incubacion de
48 h. Las células se inocularon en una placa de 96 pocillos, con una densidad de 2500
(A549, HBL-100, HeLa y SW1573), 5000 (T-47D y WiDr) o 7000 (Bj-hTERT)
células/pocillo. Las células de control se expusieron a una concentracion equivalente de
DMSO (0.25% V/V, control negativo). Para aquellos compuestos que exhibieron una
actividad superior al 50% en la inhibicion del crecimiento celular, se calcul6 el valor de
Glso (Growth Inhibition 50%), con un rango de concentraciones de hasta 0.001 — 100 puM,

segun la actividad exhibida. Las medidas se expresan como el promedio + SD.

Para evaluar los cambios fenotipicos inducidos por los compuestos en estudio y
relacionarlos con mecanismos de accion, se realizé6 microscopia de células vivas utilizando
el sistema de imagenes de células sin marcaje CX-A (Nanolive S.A., Suiza). En primer
lugar, las células tumorales se tripsinizaron y, después de contar, se sembraron 100.000
ceélulas en una placa con fondo de vidrio de 35 mm de didmetro (IBIDI, Alemania).
Después de 24 h, se cambi6 el medio por RPMI 1640 sin rojo fenol y las células se trataron
con los diferentes compuestos a una concentracion de 200 nM. Inmediatamente después, las
placas se colocaron en el CX-A y se tomaron imagenes de un area de 236 um x 236 pum

cada 3 minutos durante 20 h.




Materias primas y productos

Bencil estrona (1)

BnO

A una solucién de estrona (1 g, 3,7 mmol) en CH3CN anhidro (15 mL) se le afiadié BnBr
(0,77 g, 4,51 mmol) y K,CO3 (0,78 g, 5,55 mmol) bajo atmosfera de Ar. La mezcla se agitd
y calentd a reflujo durante 8 h, se vertié en AcOEt y filtraron las sales. La fase organica se
extrajo con salmuera (3 x 25 mL), se sec sobre Na,SO, anhidro, se filtrd y se concentro
hasta sequedad. La cromatografia en columna (20:1 Hexano-AcOEt) dio el compuesto 1
como un polvo blanco (1,32 g, 99 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.45 — 7.37 (m, 4H,
Ar-Hm), 7.34 — 7.31 (m, 1H, Ar-Hp), 7.20 (d, 1H, J;,=8.5 Hz, H-1), 6.80 (dd, 1H, J,,=8.5
Hz, J,4,=2.8 Hz, H-2), 6.70 (d, 1H, J,4=2.8 Hz, H-4), 5.04(s, 2H, CH,Ph), 2.90 (m, 2H, H-
6), 2.50 (m, 1H, H-16a), 2.15 (m, 1H, H-16b), 1.26 (m, 1H, H-7b), 0.92 (s, 3H, H-18). *C
NMR (125 MHz, CDCls) § 157 (C-3), 137.9 (C-5), 137.4 (Ar-Cipso), 132.4 (C-10), 128.7
(Cm), 128 (Cp), 127.5 (Ar-Co), 126.5 (C-1), 115 (C-4), 112.5(C-2), 77.4, 77.2, 76.9, 70.1
(CH,Ph), 50.5 (C-14), 48.1, 44.1 (C-9), 38.5 (C-8), 36 (C-16), 31.7, 29.8 (C-7), 26.7, 26,
21.7 (C-15), 14 (C-18).

Oxirano de estrona (2)

BnO

Se agregdé SMesl (0,63 g, 3,09 mmol) y t-BuOK (0,47 g, 4,24 mmol) a una solucién de 1
(0,69 g, 1,91 mmol) en DMF anhidra (10 mL) bajo Ar. La reaccion se agitd a 0 °C durante
20 minutos y luego a temperatura ambiente durante 45 minutos. Después de este tiempo, se

afiadié agua fria y el producto se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavo con salmuera




(3 x 25 mL), se seco sobre Na,SO, anhidro, se filtrd y se concentrd hasta sequedad. La
cromatografia en columna (20:1 Hexano-AcOEt) dio el compuesto 2 como cristales blancos
(0,69 g, 97%). *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.43 (d, 2H, J=7.3 Hz, Ar-Ho), 7.38 (m, 2H,
Ar-Hm), 7.32(t, 1H, J=7.3 Hz, Ar-Hp) , 7.21 (d, 1H, J=8.6 Hz, H-1), 6.79 (dd, 1H, J,,=8.6
Hz, J,4=2.8 Hz, H-2), 6.74 (d, 1H, J,,=2.6 Hz, H-4), 5.04 (s, 2H, CH,Ph), 3.62 (m, 1H, H-
19a) , 3.33 (d, 1H, Jgem=12.1 Hz, H-19b), 2.51 (dd, 1H, J4n=19.0, J4=8.6 Hz, H-16a)
2.15 ( m, 1H, H-16b), 0.91 ( s, 3H, H-18). *C NMR (125 MHz, CDCls) & 157.0 (C-3),
138.0 (C-5), 137.3 (Ar-Cipso), 132.5 (C-10), 128.7 (Cm), 128.0 (Cp), 127.6 (Co), 126.5 (C-
1), 115.0 (C-4), 112.5 (C-2), 83.6, 70.0 (CH,Ph), 58.5 (C-19), 50.5 (C-14), 48.2, 44.1, 38.4,
36.0 (C-16), 31.7, 29.8, 26.7, 26 (C-11), 21.7, 14.0 (C-18).

Azida de estrona (3)

BnO

A una solucién de 2 (1,50 g, 4,01 mmol) en DMF anhidra (25 mL) se afiadié NaN3 (2,60 g,
40,08 mmol) y H3BO;3 (1,04 g, 16,91 mmol) bajo Ar. La mezcla se calento a reflujo durante
3 h, se vertid en agua y se extrajo con AcOEt (4 x 25 mL). La fase organica se lavo con
salmuera (3 x 25 mL), se secd sobre Na,SO, anhidro, se filtr6 y se concentr6 hasta
sequedad. La cromatografia en columna (19:1 Hexano-AcOEt) dio el compuesto 3 como
cristales blancos (1,52 g, 91%). *H NMR(500 MHz, CDCls) § 7.43 (d, 2H, J=7.3 Hz, Ar-
Ho), 7.38 (m, 2H, Ar-Hm), 7.32(t, 1H, J=7.3 Hz, Ar-Hp) , 7.21 (d, 1H, J=8.6 Hz, H-1),
6.79 (dd, 1H, J,1=8.6 Hz, J,4=2.8 Hz, H-2), , 6.74 (d, 1H, J4,=2.6 Hz, H-4), 5.04 (s, 2H,
CH,Ph), 3.62 (m, 1H, H-19a) , 3.33 (d, 1H, Jgen=12.1 Hz, H-19b), 2.51 (dd, 1H, Jux=19.0,
Jup=8.6 Hz, H-16a) 2.15 ( m, 1H, H-16b), 0.91 ( s, 3H, H-18). *C NMR (125 MHz,
CDCl3) 8 157.0 (C-3), 138.0 (C-5), 137.3 (Ar-Cipso), 132.5 (C-10), 128.7 (Cm), 128.0
(Cp), 127.6 (Co), 126.5 (C-1), 115.0 (C-4), 112.5 (C-2), 83.6, 70 (CH,Ph), 58.5 (C-19),
50.5 (C-14), 48.2,44.1, 38.4, 36 (C-16), 31.7, 29.8, 26.7, 26 (C-11), 21.7, 14.0 (C-18).




Aminoalcohol de estrona (4)

BnO

Se agrego LiAlIH, (0,18 g, 4,8 mmol) a una solucién de 3 (0,2 g, 0,48 mmol) en THF
anhidro bajo Ar. La mezcla se calentd a reflujo durante 1 h, posteriormente el agente
reductor se elimind por filtracion a través de una almohadilla de Celite® y el filtrado se
concentrd hasta sequedad, se disolvio con MeOH vy se precipité con CH,Cl,. EI compuesto
se filtro y se lavo con éter dietilico enfriado para dar el compuesto 4 como un so6lido blanco
(0,12 g, 66%). *H (500 MHz, MeOD) & 7.07 (d, 1H, J.,=8.4 Hz, H-1), 6.54 (dd, 1H,
J»1=8.4 Hz, J,4=2.6 Hz, H-2), 6.48 (d, 1H, J;,=2.6 Hz, H-4), 3.04 (s, 2H, CH,-NH,), 2.78
(m, 2H, H-6), 2.33 (m, 1H, H-11a), 2.12 (m, 1H, H-9), 1.98 (ddd, 1H, J4x=14.3 Hz,
Jur=9.2 Hz, Jy4=5.3 Hz, H-16a), 1.88 (m, 1H, H-7a), 1.78 (m, 1H, H-15a), 1.76 (m, 1H,
H-16b), 1.74 (m, 1H, H-12a), 1.49 (m, 1H, H-11b), 1.46 (m, 1H, H-15b), 1.45 (m, 1H, H-
8), 1.44 (m, 1H, H-14), 1.40 (m, 1H, H-12b), 1.30 (m, 1H, H-7b), 0.95 (s, 3H, H-18). °C
(125 MHz, MeOD) 6 156 (C-3), 138.7 (C-5), 132.2 (C-10), 127.2 (C-1), 116.1 (C-4), 113.8
(C-2), 81.9 (C-17), 51.1 (C-14), 47.5 (C-13), 46.7 (CH,-NH,), 44.9 (C-9), 41.1 (C-8), 33.6
(C-16), 32.6 (C-12), 30.6 (C-6), 28.6 (C-7), 27.4 (C-11), 24.2 (C-15), 14.6 (C-18).

Hidroxicloroacetamida de estrona (5)

o)
HOA\\\N )\\/C'
H

BnO

A una solucién de 4 (0,18 g, 0,46 mmol) en una mezcla MeOH-CH,CI, anhidro (1:1, 10
mL) se agrego EtsN (0,09 g, 0,92 mmol) y C,H,CI,0 (0,05 g, 0,51 mmol). La reaccién se

agitod a temperatura ambiente durante 4 h, se vertié en AcOEt y después de neutralizd hasta




un pH de 7 con NaHCOs. La fase organica se lavé con salmuera (3 x 25 mL), se seco sobre
Na,SO,4 anhidro, se filtrd y se concentrd hasta sequedad. La cromatografia en columna (14:
6 Hexano-AcOEt) dio el compuesto 5 como un polvo blanco (0,11 g, 51%). *H NMR (500
MHz, CDCl3) 6 7.44-7.36 (m, 4H, Ar-H), 7.32 (m, 1H, Ar-Hp), 7.19 (d, 1H, J; ,=8.5 Hz, H-
1), 6.75 (dd, 1H, J,1=8.5 Hz, J,4=2.7 Hz, H-2), 6.72 (d, 1H, J4,=2.7 Hz, H-4), 5.03 (s, 2H,
CHgPh), 4.11 (s, 2H, CH.CI), 3.62 (dd, 1H, Jgem=13.5 Hz, Jcrann=7.6 Hz, CHzNH), 3.32
(dd, 1H, Jgem=13.5 Hz, Jcppnr=2.1 Hz, CHz,NH), 2.85 (m, 2H, H-6), 2.34 (m, 1H, H-11a),
2.19 (m, 1H, H-9), 1.94 (ddd, 1H, Jgem=14.5 Hz, Jy4=9.6 Hz, Jy1=6.7 Hz, H-16a), 1.88
(m, 1H, H-7a), 1.72 (m, 1H, H-153a), 1.72 (m, 1H, H-12a), 1.60 (m, 1H, H-16b), 1.51 (m,
1H, H-11b), 1.50 (m, 1H, H-14), 1.50 (m, 1H, H-8), 1.48 (m, 1H, H-12b), 1.39 (m, 1H, H-
15b), 1.34 (m, 1H, H-7b), 0.93 (s, 3H, H-18). **C NMR (125 MHz, CDCl3) & 166.8 (C=0),
156.9 (C-3), 138.1 (C-5), 137.4 (Ar-Cipso), 132.7 (C-10), 128.7 (Ar-C), 128.0 (Ar-Cp),
127.6 (Ar-C), 126.4 (C-1), 115.0 (C-4), 112.4 (C-2), 83.5 (C-17), 70.1 (CH,Ph), 49.7 (C-
14), 46.1 (C-13), 45.8 (CH;NH), 43.7 (C-9), 42.9 (CHCI), 39.7 (C-8), 34.9 (C-16), 31.7
(C-12), 29.9 (C-6), 27.4 (C-7), 26.3 (C-11), 23.3 (C-15), 14.0 (C-18).

Morfolinona de estrona (6)

A una solucion de 5 (0,10 g, 0,21 mmol) en DMF anhidra (5 mL) se agreg6 t-BuOK (0,92
g, 0,81 mmol). La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 6 h, se vertio en agua y
se extrajo con AcOEt (4 x 10 mL). La fase organica se lavé con salmuera (3 x 15 mL), se
secO sobre Na,SO, anhidro, se filtré y se concentré hasta sequedad. La cromatografia en
columna (1: 1 Hexano-AcOEt) dio el compuesto 6 como un polvo blanco (0,04 g, 46 %).
'H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.52 (sa, 1H, NH), 7.45-7.38 (m, 4H, Ar-H), 7.33 (m, 1H,
Ar-Hp), 7.20 (d, 1H, J;,=8.5 Hz, H-1), 6.79 (dd, 1H, J,1=8.6 Hz, J,4=2.7 Hz, H-2), 6.73
(d, 1H, J42=2.7 Hz, H-4), 5.03 (s, 2H, CH,Ph), 4.28 (d, 1H, Jgem=17.6 Hz, H-2a), 4.20 (d,
1H, Jgem=17.6 Hz, H-2’b), 3.64 (d, 1H, Jgem=11.9 Hz, H-5’a), 3.22 (dd, 1H, Jgem=12.2 Hz,




Jsoni=3.5 Hz, H-5"b), 2.87 (m, 2H, H-6), 2.31 (m, 1H, H-11a), 2.18 (m, 1H, H-9), 1.98
(m, 1H, H-16a), 1.92 (m, 1H, H-16b), 1.89 (m, 1H, H-7a), 1.80 (m, 1H, H-12a), 1.76 (H-
15a), 1.55 (m, 1H, H-8), 1.55 (m, 1H, H-12b), 1.53 (m, 1H, H-11b), 1.47 (H-15b), 1.40 (m,
1H, H-14), 1.32 (m, 1H, H-7b), 0.95 (s, 3H, H-18). *C NMR (125 MHz, CDCls) § 169.8
(C-3"), 156.9 (C-3), 138.0 (C-5), 137.3 (Ar-Cipso), 132.5 (C-10), 128.7 (Ar-C), 128.0 (Ar-
Cp), 127.6 (Ar-C), 126.4 (C-1), 114.9 (C-4), 112.4 (C-2), 82.9 (C-17), 70.0 (CH,Ph), 64.9
(C-2°), 50.7 (C-14), 47.1 (C-5"), 46.1 (C-13), 43.8 (C-9), 39.3 (C-8), 33.5 (C-12), 31.4 (C-
16), 29.8 (C-6), 27.5 (C-7), 26.3 (C-11), 23.1 (C-15), 13.6 (C-18).

Procedimiento general para la preparacion de las cumarinas 100a-c

Para preparar la cumarinas el resorcinol (1.0 g, 9.08 mmol, 1.0 equivalentes) se mantuvo en
agitacion durante 5 min a una temperatura de O °C, posteriormente se afiadio el
correspondiente [3-cetoéster (1.1 equivalentes) por goteo. Después la mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion durante 4 h a temperatura ambiente. Una vez transcurrido dicho
tiempo la reaccion se vertio en agua/hielo, el precipitado generado se filtr6 y lavé con agua
fria. Los tres productos que se generaron, dependiendo del B-cetoéster que se utilizd, se

purificaron en cromatografia de columna (hexano-AcOEt 7:3).

7-Hidroxi-4-metilcumarina (7)

AN

HO O O

Se utiliz6 acetoacetato de etilo (1.27 mL, 9.98 mmol, 1.1 equivalentes) obteniendo el
compuesto 7 como un solido blanco (1.49, 93 %). Los datos espectroscdpicos coinciden

con los descritos en la bibliografia.***




7-Hidroxi-4-fenilcumarina (8)
Ph
N

HO O O

Se utilizd benzoilacetoacetato de etilo (1.72 mL, 9.98 mmol, 1.1 equivalentes) obteniendo
el compuesto 8 como cristales amarillos (1.72, 80 %). Los datos espectroscopicos coinciden

con los descritos en la bibliografia.'*®

3-Cloro-7-hidroxi-4-metilcumarina (9)

\CI

HO O O

Se utiliz6 cloroacetato de etilo (1.72 mL, 9.98 mmol, 1.1 equivalentes) obteniendo el
compuesto 9 como cristales blancos (1.18, 62 %). Los datos espectroscopicos coinciden

con los descritos en la bibliografia.**®
Procedimiento general para la preparacion de las cumarinas O-alquiladas 10a-12c

En una disolucion de cumarina (7-9, 1.0 equivalente) en CH3CN anhidro (15 mL) se afiadi
K,CO3 seco (1.6 equivalentes) y el correspondiente dibromado (8.0 equivalentes), la
reaccion se mantuvo en ambiente de Ar a una temperatura de 65 °C durante 5 h.
Posteriormente la reaccion se concentré a sequedad y el producto se purificé en
cromatografia de columna (Hexano— Hexano:AcOEt 8:2).

7-(3’-Bromopropoxi)-4-metilcumarina (10a)




Se utiliz6 la cumarina 7 (0.5 g, 2.8 mmol, 1.0 equivalente), 1,3-dibromopropano (2.24 mL,

22.4 mmol, 8.0 equivalentes) y K,COs3 (627.2 mg, 4.48 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo

el compuesto 10a como un sélido blanco (740.2 mg, 90 %).'°

7-(4’-Bromobutoxi)-4-metilcumarina (10b)

~N
(@) (@) @)

Se utiliz6 la cumarina 7 (0.5 g, 2.8 mmol, 1.0 equivalente), 1,4-dibromobutano (2.72 mL,
22.4 mmol, 8.0 equivalentes) y K,COj3 (627.2 mg, 4.48 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo
el compuesto 10b como un so6lido blanco (732.4 mg, 85 %). Los datos espectroscopicos

coinciden con los descritos en la bibliografia.**°

7-[(6’-Bromohexil)oxi]-4-metilcumarina (10c)

AN
Br\/\/\/\
O (0] O

Se utilizé la cumarina 7 (0.5 g, 2.8 mmol, 1.0 equivalente), 1,6-dibromohexano (4.24 mL,
22.4 mmol, 8.0 equivalentes) y K,COj3 (627.2 mg, 4.48 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo

el compuesto 10c como un sélido blanco (809.1 mg, 86 %).
7-(3’-Bromopropoxi)-4-fenilcumarina (11a)

Ph
A
Br” "0 o Yo

Se utilizo la cumarina 8 (0.5g, 2.1 mmol, 1.0 equivalente), 1,3-dibromopropano (1.76 mL,

16.8 mmol, 8.0 equivalentes) y K,CO3 (464 mg, 3.31 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo

el compuesto 11a como un sélido amarillo (662.3 mg, 88 %).'*°




7-(4’-Bromobutoxi)-4-fenilcumarina (11b)

Ph
AN
Br
\/\/\O (@) O

Se utilizé la cumarina 8 (0.5g, 2.1 mmol, 1.0 equivalente), 1,4-dibromobutano (2.0 mL,
16.8 mmol, 8.0 equivalentes) y K,CO3 (464 mg, 3.31 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo
el compuesto 11b como un solido amarillo (639 mg, 82 %). Los datos espectroscopicos

coinciden con los descritos en la bibliografia.**
7-1(6°-Bromohexil)oxi]-4-fenilcumarina (11c)

Ph
N
Br\/\/\/\
0] O O

Se utilizé la cumarina 8 (0.5 g, 2.1 mmol, 1.0 equivalente), 1,6-dibromohexano (2.6 mL,
16.8 mmol, 8.0 equivalentes) y K,CO3 (464 mg, 3.31 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo

el compuesto 11c como un sélido amarillo (697 mg, 80 %).'*°

7-(3’-Brompropoxi)-3-cloro-4-metilcumarina (12a)

\CI

Br” "o o o

Se utiliz6 la cumarina 9 (0.5 g, 2.3 mmol, 1.0 equivalente), 1,3-dibromopropano (1.92 mL,
18.8 mmol, 8.0 equivalentes) y K,CO3; (508 mg, 3.63 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo

el compuesto 12a como un sélido blanco (576 mg, 80 %).




7-(4’-Bromobutoxi)-3-cloro-4-metilcumarina (12b)

\CI

Br\/\/\
(@] (@] @]

Se utilizé la cumarina 9 (0.5 g, 2.3 mmol, 1.0 equivalente), 1,4-dibromobutano (2.24 mL,
18.8 mmol, 8.0 equivalentes) y K,CO3; (508 mg, 3.63 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo
el compuesto 12b como un solido blanco (623 mg, 78 %). Los datos espectroscopicos
coinciden con los descritos en la bibliografia.''’

7-1(6°-Bromohexil)oxi]-3-cloro-4-metilcumarina (12c)

\CI

Br\/\/\/\
O O O

Se utiliz6 la cumarina 9 (0.5 g, 2.3 mmol, 1.0 equivalente), 1,6-dibromohexano (2.88 mL,
18.8 mmol, 8.0 equivalentes) y K,CO3 (508 mg, 3.63 mmol, 1.6 equivalentes) obteniendo

el compuesto 12¢ como un sélido blanco (699 mg, 82 %).'*’
Procedimiento general para la preparacién de los azidoderivados 13a-15c

En una disolucion de cumarina alquilada, 10a-12c, (500 mg) en DMF (12 mL) se agregd
NaNj3 (5.0 equivalentes), la reaccion se calentd a 40 °C durante 2 h. Después se diluyé con
AcOEt (40 mL), se lavé con salmuera (10 x 25 mL) se sec6 sobre Na,SO,4 anhidro, se filtro
y se concentrd hasta sequedad. El producto se purifico en cromatografia de columna
(Hexano: AcOEt 7:3).

7-(3’-Azidopropoxi)-4-metilcumarina (13a)

N 3/\/\0 o” ~O




Se empleo la cumarina 10a (500 mg, 1.68 mmol, 1.0 equivalente) y NaN3 (549 mg, 8.44
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 13a como un sélido blanco (413 mg, 95

96).118

7-(4’-Azidobutoxi)-4-metilcumarina (13b)

AN
N

Se emple6 la cumarina 10b (500 mg, 1.61 mmol, 1.0 equivalente) y NaN3 (524 mg, 8.06
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 13b como un sélido blanco (419 mg, 95
%). Los datos espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia.**®

7-1(6°-Azidohexil)oxi]-4-metilcumarina (13c)

N
N\/\/\/\
3 0 o~ o

Se empled la cumarina 10c (500 mg, 1.47 mmol, 1.0 equivalente) y NaN3 (481 mg, 7.4
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 13c como un sélido blanco (400 mg, 90

%).118
7-[(3’-Azidohexil)oxi]-4-fenilcumarina (14a)

Ph
AN
Ny~ "0 0" o

Se empleo la cumarina 11a (500 mg, 1.39 mmol, 1.0 equivalente) y NaN; (452 mg, 6.96
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 14a como un so6lido blanco (401 mg, 90

9%).117




7-[(4-Azidohexil)oxi]-4-fenilcumarina (14b)

Ph
X
N

Se empled la cumarina 11b (500 mg, 1.34 mmol, 1.0 equivalente) y NaN3z (436 mg, 6.7
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 14b como un solido blanco (404 mg, 90

%).117
7-[(6’-Azidohexil)oxi]-4-fenilcumarina (14c)

Ph
AN

N\/\/\/\

3 o) 0~ o

Se empled la cumarina 11c (500 mg, 1.25 mmol, 1.0 equivalente) y NaN; (406 mg, 6.25
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 14c como un sélido blanco (432 mg, 95

%).118

7-[(3’-Azidohexil)oxi]-3-cloro-4-metilcumarina (15a)

\CI

N 3/\/\0 o” ~O

Se empleo la cumarina 12a (500 mg, 1.51 mmol, 1.0 equivalente) y NaN3 (491 mg, 7.55
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 15a como un solido blanco (421 mg, 95

%).118




7-[(4’-Azidohexil)oxi]-3-cloro-4-metilcumarina (15b)

\CI

N

Se empleo la cumarina 12b (500 mg, 1.45 mmol, 1.0 equivalente) y NaNs (471 mg, 7.25
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 15b como un solido blanco (388 mg, 87

9p).118

7-[(6’-Azidohexil)oxi]-3-cloro-4-metilcumarina (15c¢)

\CI

Na o~
3 0 0~ o

Se emple6 la cumarina 12¢ (500 mg, 1.34 mmol, 1.0 equivalente) y NaN3 (436 mg, 6.7
mmol, 5.0 equivalentes) obteniendo el compuesto 15¢ como un sélido blanco (405 mg, 89

%).118
Procedimiento general para la preparacion de las aminocumarinas 16a-18c

A una disolucién de la correspondiente azida 13a-15c (400 mg) en una mezcla 4:1
THF/H,O (16 mL) se agregd PPhs (1.4 equivalentes), y se mantuvo a t.a. durante 24 h.
Transcurrido ese tiempo se coevaporé el disolvente con MeOH y se concentrd a sequedad.

El residuo se purificé mediante cromatografia en columna (DCM: MeOH 20:1).

7-(3’-Aminopropoxi)-4-metilcumarina (16a)




Se utilizé la cumarina 13a (400 mg, 1.54 mmol, 1.0 equivalente) y PPh3 (565 mg, 2.16
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 16a como un sélido blanco (330 mg, 92

96).116

7-(4’-Aminobutoxi)-4-metilcumarina (16b)

AN
H2N\/\/\
(0] (@) (@]

Se utiliz6 la cumarina 13b (400 mg, 1.46 mmol, 1.0 equivalente) y PPh; (536 mg, 2.04
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 16b como un solido blanco (318 mg, 88

%).116

7-[(6’-Aminohexil)oxi]-4-metilcumarina (16c¢)

~N
HoaN o~~~
O O O

Se utilizé la cumarina 13c (400 mg, 1.33 mmol, 1.0 equivalente) y PPh; (488 mg, 1.86
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 16¢ como un sélido blanco (304 mg, 83

%).116
7-(3’-Aminopropoxi)-4-fenilcumarina (17a)

Ph




Se utilizé la cumarina 14a (400 mg, 1.24 mmol, 1.0 equivalente) y PPhs (455 mg, 1.74
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 17a como un sélido amarillo (315 mg, 86

%).115
7-(4’-Aminobutoxi)-4-fenilcumarina (17b)

Ph
AN
HQN\/\/\
(@] O (@]

Se utiliz6 la cumarina 14b (400 mg, 1.19 mmol, 1.0 equivalente) y PPh; (437 mg, 1.67
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 17b como un sélido amarillo (295 mg,
80 %).'%°

7-[(6’-Aminohexil)oxi]-4-fenilcumarina (17c¢)

Ph
AN
HoN o~~~
O O O

Se utilizé la cumarina 14c (400 mg, 1.10 mmol, 1.0 equivalente) y PPhs (404 mg, 1.54
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 17¢ como un sélido amarillo (293 mg, 79

%).115

7-(3’-Aminopropoxi)-3-cloro-4-metilcumarina (18a)

Cl




Se utilizé la cumarina 15a (400 mg, 1.36 mmol, 1.0 equivalente) y PPh3 (501 mg, 1.91
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 18a como un sélido blanco (284 mg, 78

96).116

7-(4-Aminobutoxi)-3-cloro-4-metilcumarina (18b)

\CI

H-N

Se utiliz6 la cumarina 15b (400 mg, 1.30 mmol, 1.0 equivalente) y PPh; (477 mg, 1.82
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 18b como un solido blanco (275 mg, 75

%).116

7-[(6’-Aminohexil)oxi]-3-cloro-4-metilcumarina (18c)

\CI

H2N\/\/\/\
O (@) (@)

Se utilizé la cumarina 15¢ (400 mg, 1.19 mmol, 1.0 equivalente) y PPh3 (437 mg, 1.67
mmol, 1.4 equivalentes) obteniendo el compuesto 18c como un sélido blanco (265 mg, 72

%).116
Procedimiento general para la preparacion de los isotiocianatos 19a-21c

En una solucion de la correspondiente cumarina 16a-18c (250 mg, 1.0 equivalente) en
DCM (6 mL) se afiadio Et3N (2.0 equivalentes) y la solucidn resultante se agité durante 10
min a 35 °C. Posteriormente la reaccion se enfria a t.a. y afiade por goteo el tiofosgeno (3.0
equiv.), la reaccién se llevé a 35 °C durante 20 min. Después se concentra a sequedad y el

residuo se purifica mediante cromatografia en columna (Hexano: AcOEt 8:2).




7-(3’-1sotiocianatopropoxi)-4-metilcumarina (19a)

N
SCN” "0 o Yo

Se utilizé la aminocumarina 16a (250 mg, 1.07 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.30 mL,

2.14 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.25 mL, 3.21 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 19a como un sélido blanco (221 mg, 75 %).*

7-(4’-1sotiocianatobutoxi)-4-metilcumarina (19b)

AN
SCN

Se utiliz6 la aminocumarina 16b (250 mg, 1.01 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.28 mL,
2.02 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.24 mL, 3.03 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 19b como un sélido blanco (207 mg, 71 %).*®

7-[(6°-1sotiocianatohexil)oxi]-4-metilcumarina (19c)

AN
SCN\/\/\/\
O (@) O

Se utiliz6 la aminocumarina 16¢ (250 mg, 0.91 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.25 mL,
1.82 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.22 mL, 2.73 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 19¢ como un sélido blanco (199 mg, 69 %).'®




4-Fenil -7-[(3’-isotiocianatohexil)oxi]Jcumarina (20a)

Ph
A
SCN” "0 o o

Se utilizé la aminocumarina 17a (250 mg, 0.85 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.23 mL,

1.70 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.20 mL, 2.55 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 20a como un sélido blanco (229 mg, 80 %).**°

4-Fenil -7-[(4’-isotiocianatohexil)oxi]Jcumarina (20b)

Ph
AN
SCN

Se utilizé la aminocumarina 17b (250 mg, 0.81 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.22 mL,

1.62 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.19 mL, 2.43 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 20b como un sélido blanco (208 mg, 73 %).'*

4-Fenil -7-[(6’-isotiocianatohexil)oxi]Jcumarina (20c)

Ph
AN
SCN _~ ™~
(@) (@) @)

Se utilizé la aminocumarina 17c (250 mg, 0.74 mmol, 1.0 equivalente), EtzN (0.20 mL,
1.48 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.17 mL, 2.22 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 20c como un sélido blanco (183 mg, 65 %).'°




3-Cloro-4-fenil -7-[(3’-isotiocianatohexil)oxijcumarina (21a)

\CI

SCN” "0 0" Yo

Se utilizé la aminocumarina 18a (250 mg, 0.93 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.25 mL,
1.86 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.21 mL, 2.79 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 21a como un sélido blanco (207 mg, 72 %).*

3-Cloro-4-fenil -7-[(4’-isotiocianatohexil)oxi]cumarina (21b)

\CI

SCN

Se utilizé la aminocumarina 18b (250 mg, 0.89 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.24 mL,
1.78 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.20 mL, 2.67 mmol, 3.0 equivalentes)

obteniendo el compuesto 21b como un sélido blanco (179 mg, 62 %).'®

3-Cloro-4-fenil -7-[(6’-isotiocianatohexil)oxilcumarina (21c)

\CI

SCN\/\/\/\
(@) (@) @)

Se utiliz6 la aminocumarina 18c (250 mg, 0.81 mmol, 1.0 equivalente), EtsN (0.22 mL,
1.62 mmol, 2.0 equivalentes) y tiofosgeno (0.18 mL, 2.43 mmol, 3.0 equivalentes)
obteniendo el compuesto 21¢ como un sélido blanco (188 mg, 66 %).'®




Procedimiento general para la preparacion de las tioureas 22a-24c

En una solucién del correspondiente isotiocianato de cumarina 19a-21c (150 mg, 1.0
equivalente) en piridina (4 mL) se afiadié el compuesto 4 (1.0 equivalente), la solucion
resultante se agit6é durante 1h a 55 °C. Transcurrido ese tiempo se coevaporo la piridina con
tolueno y se concentré a sequedad. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna (Hexano: AcOEt 1:1).

Tiourea 1 (22a)

Se empled el isotiocianatocumarina 19a (150 mg, 0.54 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (211 mg, 0.54 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 22a como un
s6lido blanco (162 mg, 45 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.43-7.38 (d, 2H, J=7.3 Hz,
Ar-Ho), 7.37-7.34 (m, 2H, Ar-Hm), 7.33-7.30 (m, 1H, Ar-Hp), 7.29-7.28 (m, 1H, 4°), 7.15-
7.03 (m, 1H, 67), 7.01-6.91 (m, 1H, 7°), 6.81-6.75 (dd, 1H, J,1=8.7 Hz, J,4=1.9 Hz, H-1),
6.75-6.71 (dd, 1H, J,,=8.6 Hz, J,4=1.7 Hz, H-2), 6.70-6.64 (s, 1H, H-4), 5.98-5.88 (s, 1H,
107), 5.04-4.94 (s, 2H, CH,-Ph), 4.16-4.02 (m, 2H, H-21), 3.50-3.70 (m, 2H, H-23), 2.86-
2.72 (m, 2H, H-19), 2.25-2.21 (s, 3H, 117) 1.75-1.63 (m, 2H, H-22), 0.95-0.84 (s, 3H, H-
18). 1*C NMR (125 MHz, CDCl3) & 182.9 (C-20), 171.2 (C-17), 161.8 (C-4"), 161.7 (C-3),
156.6 (C-3), 154.7 (C-27), 154.2 (C-8"), 137.8 (C-5), 137.3 (Ar-Cipso), 133.5 (C-10), 127.8
(C-6), 126.1 (Cm), 126 (Cp), 125.4 (Ar-Co), 114.7 (C-4), 113.2 (C-10"), 113 (C-2), 112.2,
111.3, 101.1 (C-3), 84.1 (C-17), 69.8 (CH,Ph), 66.1 (C-23), 61.7, 60.4, 49.8 (C-14), 46.2
(C-21), 43.4 (C-9), 39.4 (C-8), 33.6 (C-16), 31.5, 29.6 (C-7), 28.5, 27.3, 23.3, 21 (C-15),
18.5, 14.3 (C-18).




Tiourea 2 (22b)

Se empleo el isotiocianatocumarina 19b (150 mg, 0.52 mmol, 1.0 equiv.) y el compuesto 4
(204 mg, 0.52 mmol, 1.0 equiv.) obteniendo el compuesto 22b como un solido blanco (137
mg, 37 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.55-7.51 (d, 2H, J=7.5 Hz, Ar-Ho), 7.37-7.34
(m, 2H, Ar-Hm), 7.29-7.27 (m, 1H, Ar-Hp), 7.26-7.25 (m, 1H, 4°), 7.20-7.18 (m, 1H, 6"),
7.15-7.05 (m, 1H, 77), 6.99-6.89 (dd, 1H, J,1=9.0 Hz, J,4=2.1 Hz, H-1), 6.82-6.72 (dd, 1H,
J»1=8.8 Hz, J,,4=1.9 Hz, H-2), 6.70-6.68 (s, 1H, H-4), 6.25-5.95 (s, 1H, 107), 5.15-4.98 (s,
2H, CH,-Ph), 4.42-4.22 (m, 2H, H-24), 4.05-3.78 (m, 2H, H-21), 2.86-2.72 (m, 2H, H-19),
2.18-2.22 (s, 3H, 117), 1.85-1.78 (m, 2H, H-23), 1.77-1.60 (m, 2H, H-22), 0.90-0.82 (s, 3H,
H-18). *C NMR (125 MHz, CDCl;) & 183.2 (C-20), 173.1 (C-1"), 162 (C-4), 160 (C-3),
158.3 (C-3), 156.8 (C-2), 153.1 (C-8"), 141.2 (C-5), 138.4 (Ar-Cipso), 130.1 (C-10), 128.2
(C-67), 125.2 (Cm), 126.9 (Cp), 124 (Ar-Co), 112.1 (C-4), 110.2 (C-10"), 109.3 (C-2),
109.2, 108.4, 100 (C-3), 86.8 (C-17), 71.3 (CH,Ph), 70.1 (C-23), 60.5, 60.4, 54.2 (C-14),
51.3 (C-21), 47 (C-9), 37.4 (C-8), 35.2 (C-16), 30.2, 28.5 (C-7), 28, 27.2,22.2, 21.1 (C-15),
18.1, 14.1 (C-18).




Tiourea 3 (22¢)

Se empled el isotiocianatocumarina 19c¢ (150 mg, 0.47 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (184 mg, 0.47 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 22¢ como un
s6lido blanco (133 mg, 40 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.68-7.60 (d, 2H, J=7.8 Hz,
Ar-Ho), 7.51-7.44 (m, 2H, Ar-Hm), 7.38-7.33 (m, 1H, Ar-Hp), 7.31-7.29 (m, 1H, 4°), 7.28-
7.19 (m, 1H, 6°), 7.17-7.11 (m, 1H, 7), 7.08-6.97 (dd, 1H, J,1=8.9 Hz, J,4=2.2 Hz, H-1),
6.95-6.89 (dd, 1H, J,1=8.7 Hz, J,4=2.1 Hz, H-2), 6.82-6.77 (s, 1H, H-4), 6.30-5.91 (s, 1H,
10%), 5.22-5.12 (s, 2H, CHz-Ph), 4.15-4.21 (m, 2H, H-26), 4.19-3.87 (m, 2H, H-21), 2.89-
2.79 (m, 2H, H-19), 2.25-2.20 (s, 3H, 11°), 2.21-2.05 (m, 2H, H-25), 1.88-1.81 (m, 2H, H-
23), 1.82-1.75 (m, 2H, H-24), 1.72-1.61 (m, 2H, H-22), 0.85-0.79 (s, 3H, H-18). *C NMR
(125 MHz, CDCI3) & 183 (C-20), 175.8 (C-17), 163.2 (C-4"), 161.9 (C-3), 159.4 (C-3),
156.4 (C-27), 155.3 (C-87), 140.1 (C-5), 138 (Ar-Cipso), 129.3 (C-10), 128.1 (C-6"), 126
(Cm), 124.3 (Cp), 124 (Ar-Co), 117.1 (C-4), 115.8 (C-10"), 110.1 (C-2), 109.3, 108.3,
102.2 (C-3°), 84.9 (C-17), 71.4 (CH,Ph), 70.6 (C-23), 62.1, 61, 53.4 (C-14), 53 (C-21),
46.9 (C-9), 37.9 (C-8), 35.2 (C-16), 31.3, 29.3 (C-7), 28.4, 28, 24.7, 22.1 (C-15), 19, 14 (C-
18).

Tiourea 4 (23a)

Se empled el isotiocianatocumarina 20a (150 mg, 0.44 mmol, 1.0 equivalente) y el

compuesto 4 (172 mg, 0.44 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 23a como un




sélido blanco (154 mg, 48 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.62-7.59 (m, 2H, Ar-Ho),
7.55-7.50 (m, 2H, Ar-Hm), 7.47-7.43 (m, 1H, Ar-Hp), 7.39-7.36 (d, 2H, J=6.9 Hz, Ar-Ho),
7.31-7.29 (m, 2H, Ar-Hm), 7.22-7.19 (m, 1H, Ar-Hp), 7.15-7.10 (m, 1H, 4°), 7.05-7.01 (m,
1H, 67), 6.96-6.92 (m, 1H, 7°), 6.88-6.80 (dd, 1H, J,1=8.4 Hz, J,4=2.1 Hz, H-1), 6.74-6.69
(dd, 1H, J1=8.7 Hz, J,4=1.9 Hz, H-2), 6.59-6.53 (s, 1H, H-4), 6.17-6.09 (s, 1H, 10°), 5.25-
5.15 (s, 2H, CH»-Ph), 4.29-4.11 (m, 2H, H-21), 3.82-3.69 (m, 2H, H-23), 2.99-2.71 (m, 2H,
H-19), 2.44-2.19 (s, 3H, 11°) 1.89-1.77 (m, 2H, H-22), 0.91-0.87 (s, 3H, H-18). *C NMR
(125 MHz, CDCl3) & 183.3 (C-20), 172.1 (C-1"), 164.5 (C-4"), 163 (C-3), 159.1 (C-3),
152.4 (C-27), 150.8 (C-8"), 139.8 (C-5), 136.8 (Ar-Cipso), 134.9 (C-10), 130 (C-6"), 129.8
(Cm), 127.9 (Cp), 126.8 (Ar-Co), 125.1 (Cm), 124.9 (Cp), 123.1 (Ar-Co), 118.1 (C-4),
115.4 (C-107), 113.1 (C-2), 112.1, 110.9, 105.8 (C-3"), 88.4 (C-17), 72.2 (CH,Ph), 68.2 (C-
23), 63.8, 62.1 51 (C-14), 49 (C-21), 44.2 (C-9), 40.3 (C-8), 34.3 (C-16), 32.8, 31 (C-7),
29.1,28.8, 24.5, 22.1 (C-15), 19, 14 (C-18).

Tiourea 5 (23b)

Ph

Se empled el isotiocianatocumarina 20b (150 mg, 0.43 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (168 mg, 0.43 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 23b como un
sélido blanco (136 mg, 41 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) § 7.61-7.58 (m, 2H, Ar-Ho),
7.52-7.49 (m, 2H, Ar-Hm), 7.47-7.42 (m, 1H, Ar-Hp), 7.41-7.35 (d, 2H, J=7.2 Hz, Ar-Ho),
7.33-7.27 (m, 2H, Ar-Hm), 7.25-7.21 (m, 1H, Ar-Hp), 7.17-7.10 (m, 1H, 4°), 7.08-6.99 (m,
1H, 67), 6.91-6.82 (m, 1H, 7°), 6.80-6.75 (dd, 1H, J,,=8.7 Hz, J,4=1.9 Hz, H-1), 6.68-6.63
(dd, 1H, J,1=9.1 Hz, J,,=2.01 Hz, H-2), 6.58-6.52 (s, 1H, H-4), 6.35-6.31 (s, 1H, 10°),
5.29-5.17 (s, 2H, CH,-Ph), 4.08-3.97 (m, 2H, H-24), 3.92-3.77 (m, 2H, H-21), 3.05-2.88
(m, 2H, H-19), 2.53-2.26 (s, 3H, 117), 1.89-1.81 (m, 2H, H-23), 1.79-1.62 (m, 2H, H-22),
0.92-0.84 (s, 3H, H-18). **C NMR (125 MHz, CDCls) § 178.4 (C-20), 172 (C-1"), 166.1




(C-4'), 164.9 (C-3), 158.5 (C-3), 153.2 (C-2°), 149.2 (C-8"), 142 (C-5), 138.3 (Ar-Cipso),
137.6 (C-10), 132.1 (C-6"), 130.1 (Cm), 128.2 (Cp), 127.7 (Ar-Co), 126.3 (Cm), 125.1
(Cp), 124.1 (Ar-Co), 119.9 (C-4), 117.3 (C-10°), 115.4 (C-2), 113, 111.5, 110.1 (C-3"),
90.2 (C-17), 74.9 (CH,Ph), 69.2 (C-23), 64.5, 62.3, 49 (C-14), 48 (C-21), 45 (C-9), 39.8
(C-8), 36.2 (C-16), 36, 34.2, 31.1, 28.2 (C-7), 27.3, 26.1, 23.5, 21.8 (C-15), 18.8, 13.3 (C-
18).

Tiourea 6 (23c)

Ph

Se empled el isotiocianatocumarina 20c (150 mg, 0.40 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (157 mg, 0.40 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 23c como un
sélido blanco (117 mg, 38 %). *H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.69-7.61 (m, 2H, Ar-Ho),
7.57-7.52 (m, 2H, Ar-Hm), 7.51-7.45 (m, 1H, Ar-Hp), 7.44-7.38 (d, 2H, J=6.9 Hz, Ar-Ho),
7.36-7.28 (m, 2H, Ar-Hm), 7.26-7.18 (m, 1H, Ar-Hp), 7.16-7.08 (m, 1H, 47), 7.06-6.92 (m,
1H, 67), 6.90-6.81 (m, 1H, 7°), 6.79-6.74 (dd, 1H, J,,=8.6 Hz, J,4,=1.9 Hz, H-1), 6.70-6.65
(dd, 1H, J,1=8.8 Hz, J,4=2.01 Hz, H-2), 6.59-6.53 (s, 1H, H-4), 6.46-6.38 (s, 1H, 10°),
5.42-5.29 (s, 2H, CH,-Ph), 4.29-4.22 (m, 2H, H-26), 4.15-3.96 (m, 2H, H-21), 3.28-2.91
(m, 2H, H-19), 2.65-2.44 (s, 3H, 117), 2.38-2.23 (m, 2H, H-25), 1.99-1.86 (m, 2H, H-23),
1.78-1.68 (m, 2H, H-24), 1.65-1.52 (m, 2H, H-22), 0.93-0.87 (s, 3H, H-18). **C NMR (125
MHz, CDCls3) 4 175.2 (C-20), 172.1 (C-1"), 167.1 (C-4"), 162.1 (C-3), 160 (C-3), 155.9 (C-
27), 150.2 (C-87), 142.5 (C-5), 137.4 (Ar-Cipso), 136 (C-10), 132 (C-67), 130.3 (Cm), 129.1
(Cp), 128.3 (Ar-Co), 127.1 (Cm), 126.8 (Cp), 125.4 (Ar-Co), 120.5 (C-4), 118.7 (C-10"),
116.3 (C-2), 113, 111.3, 108.8 (C-37), 98.7 (C-17), 81.3 (CH,Ph), 75.23 (C-23), 62.3, 57.4,
48 (C-14), 45.4 (C-21), 41.4 (C-9), 37 (C-8), 35.2 (C-16), 34.5, 32.1, 29.8, 28.2 (C-7), 28.1,
27.6, 25.4, 23.8, 22.9, 21 (C-15), 18, 14 (C-18).




Tiourea 7 (24a)

Se empled el isotiocianatocumarina 21a (150 mg, 0.48 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (188 mg, 0.48 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 24a como un
sélido blanco (142 mg, 42 %). *H NMR (500 MHz, CDCl3) & 7.44-7.39 (d, 2H, J=7.1 Hz,
Ar-Ho), 7.38-7.35 (m, 2H, Ar-Hm), 7.30-7.27 (m, 1H, Ar-Hp), 7.25-7.23 (m, 1H, 4°), 7.20-
7.12 (m, 1H, 67), 7.08-6.93 (m, 1H, 7°), 6.82-6.77 (dd, 1H, J,1=8.4 Hz, J,4=1.9 Hz, H-1),
6.76-6.70 (dd, 1H, J,,=8.4 Hz, J,4=1.9 Hz, H-2), 6.62-6.57 (s, 1H, H-4), 5.25-4.99 (s, 2H,
CH,-Ph), 4.22-4.04 (m, 2H, H-21), 3.45-3.21 (m, 2H, H-23), 2.92-2.71 (m, 2H, H-19),
2.33-2.26 (s, 3H, 11°), 1.70-1.63 (m, 2H, H-22), 0.94-0.87 (s, 3H, H-18). *C NMR (125
MHz, CDCls) 3 180 (C-20), 172.1 (C-17), 162.1 (C-4"), 159.8 (C-3), 157.8 (C-3), 156 (C-
27), 154 (C-8), 139.2 (C-5), 138 (Ar-Cipso), 135 (C-10"), 134 (C-10), 128.1 (C-6"), 125.9
(Cm), 125.1 (Cp), 122.4 (Ar-Co), 113 (C-4), 111.1 (C-2), 110.4, 109.8, 99.5 (C-3), 82 (C-
17), 72.4 (CH,Ph), 69.3 (C-23), 64.1, 62.3, 48 (C-14), 46.1 (C-21), 44.8 (C-9), 41.6 (C-8),
36.9 (C-16), 32.3, 30.2 (C-7), 29.1, 28.1, 24.9, 22.3 (C-15), 18, 14 (C-18).

Tiourea 8 (24b)

Se empled el isotiocianatocumarina 21b (150 mg, 0.46 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (180 mg, 0.46 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 24b como un
s6lido blanco (100 mg, 29 %). *H NMR (500 MHz, CDCls) & 7.51-7.45 (d, 2H, J=6.6 Hz,
Ar-Ho), 7.42-7.37 (m, 2H, Ar-Hm), 7.35-7.25 (m, 1H, Ar-Hp), 7.22-7.09 (m, 1H, 4°), 7.08-




6.98 (M, 1H, 6), 6.94-6.84 (m, 1H, 7°), 6.80-6.75 (dd, 1H, J,1=8.7 Hz, J,4=2.01 Hz, H-1),
6.73-6.63 (dd, 1H, J»1=8.7 Hz, J,4=2.02 Hz, H-2), 6.54-6.48 (s, 1H, H-4), 5.32-5.08 (s, 2H,
CH,-Ph), 4.19-4.02 (m, 2H, H-21), 3.78-3.64 (m, 2H, H-24), 3.23-2.99 (m, 2H, H-19),
2.39-2.33 (s, 3H, 11°), 1.82-1.67 (m, 2H, H-22), 1.62-1.43 (m, 2H, H-23), 0.91-0.84 (s, 3H,
H-18). *C NMR (125 MHz, CDCls) & 182.7 (C-20), 174.1 (C-1), 164.2 (C-4"), 159.3 (C-
3), 158.9 (C-3), 157.2 (C-2), 155 (C-8"), 144 (C-5), 140 (Ar-Cipso), 139.2 (C-10"), 137.2
(C-10), 129 (C-6"), 127.1 (Cm), 126.1 (Cp), 124.7 (Ar-Co), 120 (C-4), 115.3 (C-2), 113.2,
109.1, 99 (C-3°), 86.4 (C-17), 75.1 (CH,Ph), 73.1 (C-23), 67.1, 66, 49.3 (C-14), 45 (C-21),
44.3 (C-9), 42.2 (C-8), 39.8 (C-16), 35.2, 34 (C-7), 29.4, 28.1, 27.9, 27.4, 24, 22.5, 20.3 (C-
15), 17.5, 13.9 (C-18).

Tiourea 9 (24c¢)

Se empled el isotiocianatocumarina 21c (150 mg, 0.43 mmol, 1.0 equivalente) y el
compuesto 4 (168 mg, 0.43 mmol, 1.0 equivalente) obteniendo el compuesto 24¢c como un
sélido blanco (105 mg, 33 %). *H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.48-7.44 (d, 2H, J=7.02 Hz,
Ar-Ho), 7.41-7.36 (m, 2H, Ar-Hm), 7.35-7.22 (m, 1H, Ar-Hp), 7.18-7.07 (m, 1H, 4°), 7.06-
6.90 (m, 1H, 67), 6.88-6.74 (m, 1H, 7°), 6.71-6.65 (dd, 1H, J,1=8.4 Hz, J,4=1.7 Hz, H-1),
6.60-6.54 (dd, 1H, J,1=8.7 Hz, J,4=2.01 Hz, H-2), 6.52-6.47 (s, 1H, H-4), 5.34-5.18 (s, 2H,
CH,-Ph), 4.18-4.10 (m, 2H, H-21), 3.68-3.52 (m, 2H, H-26), 3.05-2.85 (m, 2H, H-19),
2.42-2.35 (s, 3H, 117), 2.27-2.17 (m, 2H, H-22), 2.05-1.92 (m, 2H, H-25), 1.65-1.41 (m,
2H, H-24), 1.33-1.21 (m, 2H, H-23), 0.92-0.85 (s, 3H, H-18). *C NMR (125 MHz, CDCl5)
§ 181.4 (C-20), 173.2 (C-17), 163.2 (C-4"), 158.8 (C-3), 157.1 (C-3), 156.1 (C-2"), 155 (C-
8"), 142 (C-5), 139.4 (Ar-Cipso), 138 (C-10"), 136.2 (C-10), 127.1 (C-6"), 126.3 (Cm), 125
(Cp), 123.8 (Ar-Co), 117.1 (C-4), 112.1 (C-2), 111.9, 108.2, 97.3 (C-3"), 84.1 (C-17), 73.3




(CH,Ph), 71.5 (C-23), 66.2, 64.7, 48.6 (C-14), 46.4 (C-21), 42.1 (C-9), 40.1 (C-8), 38.7 (C-
16), 31.9, 31 (C-7), 28, 27.6, 25.1, 23.8, 21.5 (C-15), 18, 13.8 (C-18).

100




Docking Molecular

Las estructuras cristalinas de las enzimas aromatasa y 17p-HSD1 fueron obtenidas de la
pagina de Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) mediante los codigos PDB: 5JKW vy
1FDT, respectivamente. El ensayo de acoplamiento molecular se llevo a cabo gracias a el
software  Molecular  Operating  Environment  (https://www.chemcomp.com/MOE
v2020.0901).

Para iniciar el ensayo de acoplamiento primeramente se prepararon las moléculas
implicadas, para lo cual se descartaron las que “no intervienen” en las interacciones
quimicas como el H,O y SO%,. Posteriormente se seleccionan las cadenas proteicas de
“mayor calidad”, estas fueron la cadena A en aromatasa y la cadena B en 173-HSD1. Los
atomos de hidrdégeno, las cargas y la minimizacion de energia se ajustaron con el campo de
fuerza AMBER10:EHT y R-field de solvatacion de MOE.

Los ligandos utilizados (5 y 6, 22a- 24c) se construyeron mediante el software ChemDraw
Professional 16.0. La ionizacion y minimizacion de energia, las cuales son necesarias de
realizar para que las interacciones sean lo mas precisas posibles, estas llevaron a cabo con
el campo de fuerza AMBER10:EHT.

Para determinar la mejor posee se us6 el método de Triangle Matcher, las puntuaciones se
calcularon con la funcién London dG y la seleccion de las 100 mejores poses se realizo
utilizando la funcion de puntuacion GBVI/WSA dG (Generalized-Born Volume
Integral/Weighted Surface area). Los parametros obtenidos se utilizaron posteriormente
para realizar la validacion del acoplamiento. EIl sitio de union se determina usando la
posicién del ligando cristalogréafico, el cual se conoce como sitio ortostérico. La unién del
ligando con la diana molecular genera alrededor de 100 repeticiones con 100 poses. Para
seleccionar la mejor de dichas poses se considera lo siguiente: las interacciones mas
importes que deben de incluir puentes de hidrogeno, union con el bolsillo hidrofébico e
interaccién con algunos de los aminoacidos que esté implicado en la actividad catalitica de
la enzima, se selecciona también la pose que mas se superpone con el ligando
cristalografico y por ultimo se considera aquella que posee una menor energia de unién
(AG).
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