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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabaj se encuentra dividido en 2 capitulos que describen

transformacionedel triterpenoidenaturalacido oleandlio (OA).

En el cajtulo I, se describe una ruta sintética de 5 pdseguemal) para obtener
compuestogon un fragmentguanidinioa partir delOA (16); asi mismo, se generaron
compuestoson el fragmentdioureido(11-15) empleando reacciones deoplamiento con
isotiocianatos comercialesomo intermedios sintéticos clave en la preparacion de los
derivados de tipo guanidin@abe mencionar queda@ompuesto$7-20 no fueron posibles
de sintetizar de manera experimental debido a la contingencia por CIMiDe suscito el

cierre de labores a partir de marzo 2020.

X/H}X NaN, PPh,
—_—
COOH  K,COs DMF THF:H,0
DMF:MeCN
HO' 2 n= 6, X =Br
3 n=4,X=Br 6 n=4
4 n=Ph, X=Cl 7 n=Ph

HoH 1. HgO,Et;N
B ———

Oy N N
\H/n r R 2. Bn-NH,, THF
8 n=6 11 n=6,R=Bn
16 n=6,R=Bn
9n=4 12 n=6,R=Cy
17 n=6,R=Cy
10 n=Ph 13 n=4,R=Bn

18 n=4,R=Bn
14 n=Ph,R=Bn

19 n=Ph,R=Bn
15 n=Ph,R=n-Bu

20 n=Ph,R=n-Bu

Esquemal. Metodologia pea la obtencién de los compuestos hibridb%-20) del 4cido oleandlico.




RESUMEN

En el capitulo Il se describdas perfilesfarmacocinétice y de toxicidadde los
compuestosl1-20 usando programade prediccion computacionagdicionaimente, se
presenta la relaén estructuractividad de los compuestd$-20 con estudioslockingen la
proteina RE, debido a quson responsables de controlar la transcripcion de ADN nuclear
necesaria para el desarrollo y la reproductiomana(clave PDB: 3ERT) (Figura 1y 2)

teniendo de referencia al farmadamoxifeno 7).

Figura 1. Diagrama 3D de la distribucién espacial de los compue$620 en el sitio de unidde la
proteina3ERT. Por PyMOL.

Figura 2. Diagrama 3D de la distribucién espacial de los compuesie$5 en el sitiode unionde la
proteina3ERT. Por PyMOL.

Palabras clave: acido oleandlico, guanidinas, tioureadpcking proteina3ERT,

agentesnticancerigenos.




RESUMEN

ABSTRACT

This Thesis is divided intwo chaptes which describe the transformatioof

biologically meaningful triterpnoidoleanolic acid

Chapter Idescribes five-step synthetic pathway¢hemel) to obtain guanidinium
compoundsderived from oleanolic acid 16-20); furthermore thioureas(11-15) were
generated usingpupling reactions with comertially available isaityanatess key sinthetic
intermediates in the preparation of guanidinio derivativeshould be mentioned that
compoundsl7-20 were not posible to synthesize due to the COYfDcontigency that led
to closure of Works from March 2020.

R —
COOH  K,CO,
DMF:MeCN

2 n=6,X=Br

3 n=4,X=Br

4 n=Ph,X=Cl

H H\R 1. HgO,Et;N
n Ts( 2. Bn-NH,, THF

8n=6 11 n=6,R=Bn
16 n=6,R=Bn
9n=4 12 n=6,R=Cy

17 n=6,R=Cy

10 n=Ph 13 n=4,R=Bn

18 n=4,R=Bn
14 n=Ph,R=Bn

19 n=Ph,R=Bn
15 n=Ph,R=n-Bu

20 n=Ph,R=n-Bu

Scheme 1Methodology for obtaining the hybrid compountl$-20) of the oleanolic acid.




RESUMEN

In chapter Il,it is describé the pharmacokinetiand toxicity profileof compounds
(11-20) using predictivesoftwares moreover it has been discasd thestructureactivity
relationship of compoundkl-20 with docking studies on the REProtein because they are
responsable for controlling nuclear DNA transcription necessary for human development and

reproduction(codePDB: 3ERT) (Figure 1 and 2) with reference to thelrug Tamoxifen
(77).

Figure 2. 3D bindingdiagram ofcompmundsl11-15in to the3ERT Protein ligand siteBy PyMOL.

Keywords: Oleanolic acid, guanidinegjibureas, doking, 3ERT Protein, anticancer

agents
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INTRODUCCION

El usode plantas nicinalesha sido documedado desde la antigliedagracias a
esto se han podidencontrar diversos metabolitos secundarios. El aislamiento e
identificacién de estas estructuras organi@dado lugarlalescubrimiento de su actividad
terapéuticaa partirdemodificacionegjuimicascon la finalidad dencrementasu actividact
ya sea en la preparacion de sustancias bioactivas 0 como materia prima para la sintesis de

nuevas sustancias con interés farmacolégico.

Dentro de la variedad existente de produc@isirales que producen los seres vivos,
se encuentrales compuestos terpénicoserpenoides; los cuales derivan a partir de la union
de 5atomosde carbono (unidades de isopreti@nen importantes aplicacionéBentro de
esta gama dmoléculaslos triterpenoidepentaciclicos procedentes de las familias de lupano
(21), oleanand2?) y ursand23) (Figura 3) han resultadgerexcelentes farmacoéforos en el
tratamiento del canceEntre los mas significativos se encuenttas acidos betulinico,

oleandlio y ursolicq los cuales se extraen facilimente de plahtas

Figura 3. Representacion de las estructugsstriterpenoides

1 Villarreak-Ibarra, E.;GarcialLopez, E.; Lépez, P.; Palmapez, D.; LaguesEspinoza, L.; OrtizGarcia, C.; OrandagardenasA.
Polibotanica 2014 37, 109-134.

2 Anulika, N. P; Ignatius, E. O.; Raymond, E. S.; Osasere, O. |; Abiola, Ant-HJ. Technol. Enhanc. Merg. Eng. Re2016 4, 2347
4289.

3 Shanmugam, M. KDai, X.; Kumar, A. P.; Tan, B. KH.; Sethi, G.; Bishayee, Lancer Lett2014 346, 206216.
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Se ha estudiadatensamental acido oleandlicdl) que junto a su isomero el acido
ursolico(24) (Figura 4), comparterdiversa propiedades bioldgic#s. Se ha mostrado que
funciona como un agente aiilamatorio, antiHIV, anti-diabético yantiproliferativd-
Cabe destaarqueel compuestd tiene la actividadie inhibir la angiogénesis, la invasion y
la metastasis de células tumordl@si como tambiéres capaz de induadim mecanismo de

apoptosis intrinseco a través de un efecto directo sobre las mitocdndrias

~ H
g

&

”

1

acido oleanolico acido ursolico

Figura 4. Representacion de las estructuras del acido oleandlico y su isémero el &cido ursolico.

Cancer, como un problema de salud publico

El cancer es una enfermedad extraordinariamente compleja, de naturaleza
multifactorial, con incidencia mundial, la cual essponsable de méas de diez millones de
muertesanualesen todo el mundo;esconsidera una de las principales causas actuales de
mortalidad y morbilidad.Esta enfermedad afecta a personas de diferente edad; sigembar
los pacientes de edad avanzada (>65 afios) cuentan con una esperanza de vida mas baja en
comparacion con ats grupos de edad, esto se dphbecipalmente, a qusu estado fisico
presentauna mayor fragilidady con cambios fisiol6gicos propios de laadd por

consiguiente las personas geriatricas no se benefician tanto de los avances en el tratamiento

4 Cheng, K. G.Su, C.H.; Huang, J. Y,; Liu, J.; Zheng, Y. T.; Chen, ZCkem. Biol. DrugDes 2016 1-12.

5 WalterPertino, M.; Lopez, C.; Theoduloz, C.; Schmétlesschmann, GMolecules 2013 18, 76617674.

6 Shyu, M.H.; Kao, T.C.; Yen, G.Ggric. Food Chen01Q 58, 61106118.

“Yan, S.; Huang, C.; Wu, S.; Yin, Mox. In Vit 201Q 24, 842848.

8 Gouverneur, A.; Salvo, F.; Berdai, D.; Moore, N.; FourRéglat, A.; Noize, PGeriatr. Oncol 2018 9, 1523.
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del cancer como los pacientes mas jovenes. Esto en parte, se debe a los déficits en la
tolerancia a los tratamientos (quimioterapia) y esta razon eseptwsjpacientes de edad
avanzada no son incluidos en ensayos clinicos aleatorios, lo que resulta en una falta de

conocimiento sobre la relacién beneficio/riesgo de las estrategias para los trataémientos.

Estaenfermedad muifactorial tiene diferentes requerimientos metabolicos, uno de
ellos es la glicolisis aumenta@pese a la existencae niveles normales de oxigeno)jue
se denomi na e ri-glngjaceododida comofecto Warburgse caracteriza por
un aumentceen la captacion y el consumo de glucosa, una dismimwenda fosforilacion
oxidativay un aumento en la produccién de lactato. Cosuministro ilimitado de glucosa
es capaz de producir energia a un ritmo mas rapido; teniendo uctongpavarias rutas
metabolicas,lo que conlleva la @umulacion de mutaciones y a su ada transformacion
malignaque se ha descrito como una enfedad de evolucion clonal. Lo anterfmmovoca
que la célula tumoral se insensibilice al control ambiental y I&dgiinas células pueden
adquirir caracteristicasdxicas y de crecimiento rapidgpueden desarrollar nuevos vasos
sanguineogangiogénesisketc. Este es un aspecto ampliamente aceptado de la gengracion

propagaciordel cancet?

Existen distintas mutacionesie pueden favorecer la formacién o proliferaciéon del
cancer, ya sea mediante mutaciones en oncogenes, en genes supresores de tumores y/o de
proteinas relacionadas con la transducciésaf@legjue pueden desembocar en cambios
metabdlicos. Por ejemplo, lamcogenes y factores de transcripcion, tales como AT,
HUBc-MYC, Ras, p53 y HIFL, queregulan positivamente diversos componentes de la via
glicolitical’ Debido a que existen mas de 100 tipos de canceres con fenotipos diferentes,
resulta crucial ideificar alteraciones esenciales y comunes en la fisiologia celular que nos
permita englobar caracteristicas inequivocas para la malignidad de las células tumorales.
Entre éstas podemos encontrar: potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida,
evason de la apoptosis, autosuficiencia en sefales de crecimiento, insensibilidad a sefiales

anti-crecimiento, invasion de tejidos y metastadiBodas estas mutaciones otorgan ventajas

9 Lobo, N. A.; Shimono, Y.; Qian, D.; Clarke, M. &nnu. Rev. Cell Dev. Bid2007, 23, 675699.
10vy, C.; Liu, Q.; Chen, C.; Wang, Bront. Genet.2020Q 10, 1-13.

1 Batra, S.; Adekola, K. U. A.; Rosen, S.; ShanmugamQNtology, 2013 27, 460-467.

12 Hanahan, D.; Weinberg, Rell., 2000 100, 57-70.
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selectivas que conllevan a la progresion de la enfermedad, el desacretionyiento tumoral

y su posterior diseminacion al resto de los 6rganos de la persona afé&adiagndstico

precoz y el tratamiento preciso reduciendo las reaccemhe=rsas, soel principal objetivo

en todo el mundo. A pesar del amplio arsenalgdsates quimioterapéuticos utilizados en la
actualidad, aun no se han conseguido resultados satisfactorios para todos los casos, siendo la
alta toxicidad y el desarrollo de quimiogsistencia los principales inconvenienteslas

terapias antitumoralés$.Es por ello que el desarrollo de nuevos farmacos selectivos, con

nuevos mecanismos de accidn y nuevas dianas terapéatacasarea de desarrollo.

Un tema que sgié como resultado de observaciones pioneras en el campo de la
muerte celular fue que, cuando falla la apsjst surge algin tipo de cantef lo que sugiere
que la maquinaria apoptética es un mecanismo supresor inherente de tumores. En este
sentido, lami t ocondri a fue identificada como el
eficiente de d@ales apoptéticas; una de eltas la expresion del citocromo @gemas de
que es uno de los érgdos que presentan una mayor diferenciacién entre células normales
y las células tumorald$!® Una nueva diana terapéutida interéss mediante la induccion
de apoptosis celular de manera selectiva la expresion del citocromo @fectando de

manera directa la respuesta mitocondrial.

Una nueva dianatapéutica: lanitocondria como objetivo

Las mitocondrias soan organulo celular multifuncional con pnominente estado
semiauténoma? Se consideran la parte central del metamb energético en el ser humano,
albergan a las enzima$an soporte estructurabmo a &s membranas (externa e interna) y

tienen participacion en diversos procesos como enckl de Krebspxidacién de acidos

13 Hanahan, D.; Weinberg, Rell, 2011, 144 646676,

4 Kometiani, P.; Liu, L.; Askari, AMol. Pharmacol, 2005 67, 929936.

15 evine, A. J.PuzioKuter, A. M. Science201Q 330, 13401344,

16 \Webb, B.A.; Chimenti, M.;Jacobson, MP.;Barber, DL. Nat. Rev. Cance®011 11, 671:677.

7 Spinazzi, M.;,Casam, A.; Pertegato, V.; Salviati, LAngelini, C.Nat. PROTOCO| 2012 7, 12351246.
18 Jemal, A.; Bray, F.Center, MM.; Ferlay, J, Ward, E.;Forman, DCA Cancer J. Clin2011, 61, 69-90.
19 LunaOrtiz, P.; FloresChavez, P.; MartineRosas, MRev. Mex. Anestesiolog2014 37, 283296.




| INTRODUCCION

grasos y a la biosintesis del centro catalitico hiemufre y parte del metabolismo de los
aminoacidog’ Tienen la particularidade ser uabueradiana terapéuticdebido a que son
centrales en lenuerte celulary en neoplasias, garticipan en la diferenciacion celular, en el
sistema inmune innato, en la deteccién de los niveles de oxigeno y de la hipoxia, en el
metabolismo del deio, produccion de RO3Z, en el metabolismo de esteroides vy, la
mitocondria es el Unico organulo que contiene ADN (aparte del nucleo celular) mitocondrial
independiente (ADNmt); el cual, codifica 37 genes, incluidos dos RNA ribosémicos (rRNA),

13 subunidaés de péptidos mitocondriales y 22 RNA de transferéacia.

Las células cancerosas exhiben cambios que les ayudan a escapar de la muerte celular,
mantaer su exacerbada proliferacigncambiar su metabolismo hacia la produccion de
energia a través de la gissis. Por lotanto,se conocercomo elementos claves en muchas
areas de la ciencia biomédicebido a quda alteracion de cualquier papel funcional de la

mitocondria contribuye diversas patologias, y entre esthsancer82°

La estructura de lmitocondria(Figura 5) es de dos compartimientos bien definidos
(matriz y espacio intermembrahaelimitadas por dos membranasterna y externa, con
caracterististicas morfolégicas, funcades y de permeabilidad muy diferentésPor
ejemplo, laIMM resulta impermeable a ioneebido a su alto contenido en el fosfolipido
cardiolipina(que aamenta la densidadedcarga negativa en la membrar@)esterol(que
puede disminuir la difusién pasi de H y otros iones, lo que provoca consecuentemente una
menor permeabilidad de'#) y a la gran cantidad de bombasansportadores especificos.

En cambio, la permeabilidad de la membrana exteasamenos selectiva, gracias a la
presencia de una prét@ denominada porina, la cual es dependiente de voltaje, permitiendo

el paso de iones y metabolitos con pesos moleculares inferiores a 6.¢000 Da.

20 5zeto, H. H.Schiller, PW. Pharm. Res2011, 28, 26692679.

21 James, AM.; Cochemé, HM.; Smith, R.A. J.;Murphy, M. P.Bio. Chem?2005 280, 2129521312.

22 i, N.; Zhan, X Wiley Online Library 2020 00, 1-28

23 Tornero, D.; Cefia, V.Jordan, JOFFARM, 2002 21, 98-102.

24 MorenoSanchez, R.; Rodrigud@nriquez, S.; MaritHernandez, A.; Saavedra, EEBS J, 2007, 274, 13931418,
25 Matilainen, O.Quiros, PM.; Auwerx, J Trends. Cell. Biol.2017, 27, 453463. 9
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Figura 5. Caracteristicas en la composicion lipidica de las membranas mitocondii@iagen creada en
BioRender, exclusivo para su uso en esta tesis.

El transito de electrones a través lbs complejos de la cadetransportadora de
protones en la IMM genera un gradiente &tEguimico,esto se traduce en una diferencia de
g Ghmayor. Se alcanpavalores de 301 180 mV, encontrandose cargada negativamente en
la cara interna de IMM32527 _La magnitud de esta carga en las células cancerosas es mas alto

gue las no malignas, por fanto, hay una diana selectiva.

Ademas, las célas tumorales muestran una marcada disminuaiéel @imero de
sus mitocondriag;omo también en la actividad de las enzimas que participan en el ciclo de
Krebs y en la fosforilaciéon; consecuentemente, cualquier modificaciébn en estas enzimas
mitocondrialesiene un efecto directo en la formacion de ATPL mecanismo predominante
por el cual las moléculas contra el cancer orientadas a la mitocondria destruyen las células se

basa en la capacidad de estos farmacos parauimigrr los sistemas de produccion de

26 Happo, L.; Strasser, ACory, S.Cell. Sci, 2012 125, 10811087.
27 Grimm, S.Mitochondrion 2013 13, 189194.
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energia de las células tumorales, lo que aumenta la acumulacion de ROS vy la activacion de

las vias de sefializacién de muerte dependientes de mitocondria, activando la &Soptosis.

La induccion de la apoptosis intrinsecala mitocondria generan la membrana
mitocondrial su permeabilizacién liberando factores apoptogénicos al citoplasma como el
citocromo C, el factor inductor de la apoptosis (AIF), ATP y Smac/Diablo; esto conlleva a la
activacion de la caspa8do que poduce la consecuente activacdila caspasa, iniciando
asiel proceso apoptoticd.La estrategia de tratamientos dirigidos a las mitocondrias podria
ser prometedora para mejorar la eficacia terapéutica del cancer, al tiempo en que los efectos

secundans adversos son minimizados.

La importancia de las mitocondrias como objetivo emergente en perspectvaspa
agentes anticancerigense corrobora con los hallazgos recientes en la introduccién de
estructuras catidnicas, las cuales tienden a acumuarsé citosol debido a la atraccion
produci da por q(mayoddoricentracidnae cargachegatiga®n el interior de
la membrana mitocondriad$?>?® En conclusion,una estrategia para la farmacologia
mitocondrial, es realizar la sintesis de moléculas que se acumulen dentro de la mitocondria
de manera selectiyagenere el proceso apoptotico intrinsgbes decirgl uso de ligando
(que actuen como moléculas transportagarasjugados con estructuras bioactivas con la

finalidad de mejorar su eficacia, citotoxicidad y lograr la permeabilidad de la membrana.

El uso de especies cationicaen un fragmento wanidirio es poco exploradd.a
estructura de guanidina tiene una alta basicjdid = 13.6),por lo que a pH fisiologico es
protonado formando el cation guanidiffoEstetipo de compuestos catiénicos podrian
dirigirsea la IMM, debido a que poseen grandes superficdrefobicasy una carga positiva
deslocalizada; por lo tanto, presentan una mayor citoxicidgategtividad

8 Boukalova, S.; Rohlenova, K.; Rohlena,Neil, J.Nat, 2018 613-635.

2% Garcia, V.GonzalezMoles, M.A.; Martinez, A.Ad. OdontoestomatoR005 21, 287295.

30 Yin, H.; Zhou, Y.; Zhu, M.; Hou, M.; Hou, S.; Li, Z.; Zhong, H.; Lu, J.; Meng, T.; Wang, J.; Xia, L.; Xu, Y.; WMjtgchondrion
2013 13, 209224,

81 Berlinck, R.G.S.;Burtoloso, A.C. B.; TrindadeSilva, A.E.; Romminger, S.; Morais, R. P.; Bandeira,Mizuno, C.M. Nat. Prod.
Rep 201Q 27, 18711907. 11




| INTRODUCCION

Acido oleandlico (acidoi3hidroxi-olean12-en-28-0ico).

Con el fin de lograr la eficiencia en el tratamiento contra el cancer, los investigadores
se han centrado en estudios farmacoldgicos con compuestos bioactivos extraidos de plantas
o derivados semnsintéticos a partir de losompuestos naturaleEn particular, el acido
oleandlico es un triterpenoide pentaciclico biolégicamente attivoiial ha sido encontrado
en mayor prevalencia en plantas pertenecientes a la fadiggeceagrazon por lecual su
nombre procede de su aislamiento en este tipo de plaptasgemplo, la Oliva (Olea
europea).Su ruta biosintéticgFigura 6) en células vegetales comienza atipadel
isopentenil pirofosfatqel cual es un desado de la via del mevalonatggnerando el
precursor 2,3xidoes cual eno, el cual medi ante |l-a acci
amirina. El paso final es atravésidea o0 x i d a-amirinaande thanerd secudncial en tres
pasos en la posicion-g8 por una isoforma del citocromo P4%f&nerando, en primera

instancia, el eritrodiol que posteriormente produce al acido olearfblico.

2,3-oxidoscualeno B-amirina

CYP716A

CYP716A
-

-

Acido oleandlico Eritrodiol

Figura6.Rut a bi osi nt ®t {amiran sidetasa, IPFRA= isofe®enil pirofobfato.

32 pollier, J.;Goossens, APhytochemistry2012 77, 10-15.

12



[ INTRODUCCION |

Este producto naturdda mostrdo poseemuchas propiedades farmacoldgicas, tales
como efectos hepatoproteagf> actividad antinflamatoriat®® anticancerigen?3*3°
antrtumoral®® anti-hepatitis®* anti-HIV, 4% anti-hiperglicemico®*3* en actividades
cardiovasculare¥, se ha usado como insecticitfagiurético® y también tiene actividad

antioxidante 3

El tema en esta tesissbuscar ua estructura qupresentaun efecto positivo en el
tratamiento decancer, por lotanto se describe um eficiente transformaciodel acido
oleandlico a partidel grupo acido carboxilico que contigffriégura 7); obteniendaon ello

nuevas estructurasmon fragmento guanidinoon posibleactividad biologica.

Figura 7. Estructura del 4cido oleandlico.

Una de las limitantes en el desarrollo de nuevos farmacda &idta deaccion
farmacolégicadebido aproblemas en el poeso de absorciog/o inclusoen su propia
eliminaciénen el organismo; o bien, falta g@arametrogsencialepara suseleccioncomo
candidatos viablegste tipo de problemati@nduce a la necesidad de implemeoédculos
computaciones con el objetivde dar prediccionessobre la dsorcion, distribucion,

metabolismo eliminaciony toxicidad demoléculashioactivasADME).3®

33Cheng, K.; Liu, J.; Liu, X.; Li, H.; Sun, H.; Xie, Carbohydr. Res2009 344, 841-850.
3414, J.: Guo, W.; Yang, QWorld J. GastroenteroRP002 8, 493495.

35Hao, J.; Liu, J.; Wen, X.; Sun,.Bioorg. Med. Chenlett, 2013 23, 20742077

36 \Waterbeemd, H.; Gifford, BNat. Rev. Grug Discoy2003 2, 192204.
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El uso de diferentes programaemputacionales conocidos cod-AC (disefio de
farmacos asistido por computadora) nos proporcipregdicciones de las propiedades
farmacodidmicas y farmacocinéticas de los compuestos sintetizafiels.mismq se
realizaron estudiosin silico utilizando como herramienta el acoplamiento molecular
automatizado alockingcon la finalidad de ampliar la rei@n estructuractividad La
prediccion o calculo del modo de union de un ligando con su receptor es muy valiosa para el
entendimiento del modo de acciébn de moléculas con actividad biof8gicamo
consecuencia, el acopiento molecular es un auxiliar muy atil para el disefio de nuevas
estructuraspor lo que los derivados cationicos de OMasalizarorfrentea los sitios activos
de receptoest r og®ni co U ( REU) .

14
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Sintesis de sistemas guanidino déatido oleandlico

15



| ANTECEDENTES |

CAPITULO |

ANTECEDENTES

Cadamaodificacion que se emplean la estructura @l OA esesencialpara alguna
actividad bioldgica que se esté buscamutr ejemplocuando se habla acerdal cancer
existe una diversa variedad de estructuras sintez&dahan descrito algunos derivados
sintéticos del acido oleandlicgi@ura 8) que han mostrado ser eficaces en la prevencion y

tratamiento de algunos tipos de carfcer

4
~
~
~

27
CDDO-Im

Figura 8. Derivadossintéticos del OA con potente actividad antitumoral.

Sin embargo, el OA presenta como inconvenisutaita hidrofobicidad, ocasionando

que se dificulteel uso de sus derivadoemo farmacos citotoxicos.

37Xu, K.; Chu, E.; Li, G.; Xu, X.; Wang, P.; Song, J.; Zhou, S.; LeiPHarmazie2014 69, 483495.
Byve, VY. Zhang, T.; Yuartl.; Li, D.; Lou, H.; Fan, PJ. Med. Chem2017, 60, 63536363.
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Un método comun déerivatizacion del OA e formacion degrupos éster a partir
de la funcién &cido. Algunos esteres de uridifggyra 9) han mostradcexcelentes
propiedades antiproliferativas en diferentes lineas celuwtaresrosas, algunos de ell@8 (
y 29) con baja cittoxicidad frente a célulasanas;jnclusive el compuest@8 mostré un
aparente efecto apoptético y capacidad de generar modificaciones en el potencial de
membrana mitocondridlLa inducddn de un proceso apoptético es en particutatema de

interés, puedas células tumorales adquieren facilmente resistencia a dirigir la muerte.celular

HO
29
ICs50 4.79 UM (Hep-G2)
o
OH &NH
N \wOH N/&O
o o)
o]
HO \/ONO HO OH
30 o] 31

ICs5q 3.54 uM (Hep-G2) ICs50 3.96 M (Hep-G2)

Figura 9. Derivados de uridina con propiedades antiproliferativas.

De acuerdo con eéstudio realizado por Siewert y G&1 con respecto a diferentes
ésteres y amidas del acido maslinico, otro triterpeno natural, se ha determinddo que
presencia de alguresiduo ipofilico en la posicion €8 megora la actividad citotdxica
teniendo en cuenta ques residuos de éster al ser wmminosos parecen capaces de
interactuar bien con una diana intracelular ain desconocida hasta ahora, al tiempo que
conserva su capacidguhra desencadenar la apoptosiserds, la reladn estructura

actividad del triterpeno acido revela que su citotosdidepende delog P (o factor de

39 Siewert, B.; Pianowski, E.; Obernauer, A.; Cstk Bioorg. Med. Chem2014 22, 594625.
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hidrofobicidad) por lo que se sugiere qud momento de realizar las modificaciones
estructuralesuente con dos funcionalidades: por un lado que sea formadora de enlaces de
hidrogeno, como un donante de yiquetenga urgrupo carbonilpya quese demostré que
exhiben una actividad citotoxica mejordagsto nos indica en qugarte del esqueleto

triterpénico realizar las posteriores modificaciones

Por lotanto, la estrategiplanteaaes dirigir los agems terapéuticogn este casd e
OA a las mitocodrias de las células cancerosas el empleo de moléculas transportadoras
(tales como cationes lipofilicos), con la finalidad de mejorar su biodisponibilidad, su

selectividad y el perfil de toxicide:394142

Dirigiendo moléculas bioactivas a las mitocondrias: Empleo de
DLC.

En laultima década se han invegido compuestos con actividad antitumayaé
inducen la apoptosis a través de la desestabifizaaitocondrial. Existen multiples
variaciones para el disefio y desarrollo ideal de fasmaigidos a las mitocondrias, un
ejemplo eda seleccion ddigandq la cual se basa, entre otras cosas,la utilizacién de
péptidos penetrantes de células (CPPptigés de sefial mitocondria (MTS), el uso de
nanoparticulas y el uso de cationes lipofilicos con carga deslocalizada{Dld@lps estos
conjuntos de compuestos son denomind*os fAmit
los cuales ejercen cierto grade selectividad para producir una minima toxicidad en tejidos
normales'® En esta seccién, nos centraremos en las estrategias del uso de DLC; las cuales

ofrecen excelentes ventajas para dirigir y transmitir moléculas terapéuticas.

40 Mallavadhani, U. V.; Mahapatra, A.; Pattnaik, B.; Vanga, N.; SuriSsixena, AK. Med. ChemRes, 2013 22, 12631269.

41 Reily, C; Mitchell, T.; Chacko, B. K.; Benavides, G. A.; Murphy, M. P.; Dailésmar, V. M.Redox Biol.2013 1, 86-93.

42 Lju, Q.C.; Guo, T. T.; Zhang, L.; Yu.; Y.; Wang, P.; Yang, J. F.; Li, YEMr. J. Med. Chem2013, 63, 511-522.

43 Dhanasekaran, S.; Venugopal, D.;4yan, N.; Ravinayagam, V.; Mohammed,Saudi J. Bio. Scj.202Q 1-29.

44 Ralph, S.; Low, P.; Dong, L.; Lawen, Aeuzil, J.Recent. Pat. Anticancer Drug Discp2006 1, 327-346.

45 Neutzil, J.;Dong, L. F.; Rohlena, J.; Trusksa, Ralph, SP.Mitochondrion, 2013 13, 199208 18
46 Bjasutto, L.; Dong, L. F.Zoratti, M.; Neuzil, J.Mitochondrion, 2010 10, 670681.
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Los DLC son moléculascamgadas positivamente, es deqgugseen estructuras
electronicas deslocalizadas a traws la estabilizacion por resonancia de relécula
lipofilica.*” La carga positiva, por su parte, se distribuye eireh molecular hidréfobaor
lo que requiere unertradade entalpia mas baja para desolvatar estas especies cargadas. Su
movimiento a través de las bicapas lipidicasirere una energide activadén muchanenog
a comparacion des cationes hidréfilos como el 8&',*® reconociendague cualquier cation
es capaz de permear las membranas bioldgicas utilizando el gradiente de voltaje de
transmembranaa través de d IMM. El aprovechamiento del gradiente de voltaje
transmembranal éa caracteristica mas llamativa derdaitocondriasdebido aguepropician
gue estas estructuras tiendan a acumularse en la matozondrialobedeciendo la ley de
Nernst que predice una relacion de acumulacién de 10 veces por cada 60 mV de diferencia

de \ltaje tranmembrang®+°

El desarrollade cationes lipofilicos dirigidos a la mitocondseabasa en llevar a una
concentraciébn dramaticamente mas alta del compuesto en cuestibn dentro de las
mitocondrias, |0 que incrementa su potengipermite que se use menor cantidad del
compuesto; por laanto,minimiza el metabolismo extra mitocondrial que podria llevar a la

inactivacion del farmaco, a su excrecién o a desarrollar efectos secundarios'fRicos.

El uso de derivados de TP&e han descrito desde 1FPQ.a sintesis de estructuras
cationicas esnediante una cadena alquiligeor ejemplo, el acidtetulinico(32) queal
asociarsenediante un enlace éstawn un catiofipofilico (sales de fosfonjo(Figura 10)
dirige dichcs canpuestos a las mitocondriasmentando sespecificidady eficacia®°:°3

47 Qian, K.; Chen, H.; Qu, C.; Qi, J.; Du, Ko, T.; Xiang, Z.; KandawaSchulz, M.; Wang, Y.; Cheng, Zanomedicing.2019 1-
11

48 Jiang, Z.; Liu, H.; He, H.; Yadava, N.; ChambersThayumanavan, Bioconjugate Chem202Q 31, 13441353

49 ShosharBarmatz, V.BenHail, D. Mitochondrion, 2012 12, 24-34.

50 Trnka, J.; Elkalaf, M.Andel, M. PLoS One.2015 1-14.

51 Nedopekina, D. A.; Gubaidullin, R. R.; Odinokov, V. N.; Maximchik, P. V.; Zhivotovsky, B.; Bel’skii, Y. P.; Khazanov, V. A;
Manuylova, A. V.; Gogvadze, V.; Spivak, A.¥led. Chem. Commur2017, 8, 19341945.

52 gpivak, A. Y.; Nedopekina, D. A.; Khalitova, R. R.; Gubaidullin, R. R.; Odinokov, VBElskil, Y. P.; Khazanov, V A. Med. 19
Chem. Res.2017, 1-14.

53 Strobykina, 1. Y.;Belenok, M.G.; Semenova, M. N.; Semenov, V. V.; Babaev, V.Rizvanov,l. K.; Mironov, V. F.; Kataev, V.
E.J. Nat. Prod,. 2015 1-9.
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32
Derivados

Figura 10. Estructuras quimicas del mitterivado del 4cido betulinicp).

De acuerdo con edstudio realizdo por Ye y cok. sugiere gueestos analogos
sintetizados a partir dadompuesto32 mejoraron notablemente la accién citotoxica en
comparacioncon el compuesto de partida sirviendo asi, como prueba de concepto para
modificaciones estructurales de este ®@mootros triterpenog\demas, al unir un cation al
grupo acido resulta beneficioso ya gaste tipo de enlaces pueden hidrakzedacilmente
en la célula bajo la accion de enzimas, como las esterasaigenasla actividad
antitumoralde este tipo de @npuestogsta asociada con la via apoptotica mitocondrial por
la despolarizacién dg G, consecuentemente con la liberacién del citocromo C y la proteina
Smac de la membrana mitocondrial, esto ocasiona la activaciéon de la €hEszasa Y

caspasd, conduciendo a la apoptogigura 11).38°!
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Figura 11. Entradade cationes de trifenilfosfonio a las mitocondrias de células tumotategien creada en
BioRender, exclusivo para su uso en esta tesis.

Como los cationes alquiltrifenilfosfonio atraviesan facilmenteidaga lipidica por
ser altamente liposolubles, no necesitan de transportadores, por ende, se encuentran en las
mitocondrias de todos los tejidos, en contraste con los compuestos hidréfilos que necesitan
de transportadores para su expresion especifica.e8iis moléculas entran al torrente
sanguineo y se dirigen a las mitocondrias de las células, en especial a aquellas células

tumorales que presentan goGh, mayor que las mitocondrias normales

Estetipo de sales hdado lugar a una familia de compuestosonondriotrépicos
proporcionando un T Aomemudo senasuncef qoet faagment@a d o O .
cationicono exhibe ninguna actividdaoldgicasignificativa; sin embargo, su alta afinidad
por las membranas de fosfolipidos hace que sea profablalterela integridad de la

membran&® Su utilizacion se basa en aprovechar el mayor potencial eléctrico de

54| ocatelli, C.;Filippin-Monteiro, F.B.; CreczynskiPasa, TB. Eur. J. Med. Chem2013 60, 233239.
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transmembrana mitocdnal de las células cancerosastds cationes tienden a acularse
en el citosol debido la diferencia de potencial de laembranglasmética, que corresponde
aproximadamente entr80 y-60 mV (con la carga negativa en el interf3® Una vez en
el interior celular esta diferenciaragntade 100500 veceslentrode las mitocondrias de las
células cancerosas, donde se genera una magnitpdidée unos150 a-180 mV a través

de la membrana mitocondrial interna (carga negativa hacia la matriz mitocohdfitiy®

Estructuragle guanidina pu perspectiva a futuro.

De acuerdo con lo mencionadoteriomente el uso de cationes ha facilitado la
entrega eficiente de moléculas bioactivas; sin embargo, la informacion disponible es para
cationes de TPPpor lo que la existencia de otro tipo dgién es un tema de interés y con
expectativas prometedord®ara poder competir contra los cationes de*J/RBescritosen
primera instanciaepuede considerama estructura que tenga ciertos criterios de parentesco
de la cuala més importante es gsea un cation altamente estable en solucién adtosa.
este contextda mayoria de los derivados de guanidsearotonara facilmente debido a su
alta basicidad, generandd catiéon guanidinio Este ion es estable debido a la eficiente
estabilizacion pr resonancia de la carga y por la solvatacion demialgculasde agua
(Figura 12).

@
NH» NH, NH»
S ¢ S
HoN NH, H,oN NH»> H,N NH,

Figura 12. Formas resonantes dehtion guanidinio.

55 You, B. R.; Moon, H. J.Han, Y. H.;Park, W.H. Food Chem. Toxicql201Q 48, 13341340.
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El interés por la obtencion d#erivados de guanidina se ha incrementado en los
altimos afios, siendo muy adecuados para el desadelmtencialesnuevos farmacos
debido a su versatilidad coneatalizadores® como componentes de liquidos i6nicBsgn
miméticos de nucledtido$,comopéptidos.® como contrdaones en la quimica del recept
de anione$§® como super basé$,para la fijacion de C£? y como transportadores
moleculare$3%* La caracteristicanas relevantede ede tipo de compuestos esi alta
basicidad (Ka = 13.6¥° lo que indica quea pH fisiolbgico se protonformando el caéin
guanidinia Este cation ademas de ser estable, suele ser (til para la unifergetioon la

formacion de HBs enteraccione®nicas®®

Considerandtodo lo descrito anteriormente, se presenta una breve descripcion de las
principales transformacioneesarrolladas en el-28 del acido oleandlicdl) para obtener

los compuestos de interés.

Esterificacionen triterpenos

En el afio 2009, Cheng y e6f realizaon la sintesis de glucoconjugados a partir del
acido oleandtio (1) unidos por un espaciadde tipo éstercomoinhibidores de la&nzima
glucogeno fosforilasa. Esta sintesis consistidratar al compuestd conun bromuro de
alquilo (1,6dibromohexanp3.8 mmo) en DMF y como base se useCOs (6.8 mmol)a 40

°C, generando el compues2@on un 52 de rendimientoEsquema 3y el glucoconjugado

56 Noritake, S.; Shibata, N.; Nomura, Y.; Huang, Matsrev, A.; Nakamura, S.; Toru, T.; Cahard, ©rg. Biomol. Chem2009 7,
35993604.

57Rozas, I.SantesSanz, G.; Alkorta, I.Elguero, JJ. Phys. Org. Chen2013 26, 378385.

58 Trujillo, C.; Previtli, V.; Rozas, |.Theor. Chem. Acc2016 260-266.

% Xiao, J.; Chen, R.; Pawlicki, MTolbert, T.J. Am. Chem. Sq009 131, 1361613618

50 Jadhav, V. D.Herdtweck, E.Schidtchen, FP.Chem. Eur. J.2008 14, 60986109.

61 Nakase, I.; Takeuchi, T.; Tanaka, Gutaki, SAdv. Drug Delivery Rey2008 60, 598-607.

62 DiezCecilia, E.; Carson, R.; Kelly, B.; Schaeybroeck, S.Rbzas, |1Bioorg. Med. Cem. Lett.2015 25, 42874292.

63 pardonville, C.; Caine, B. A.; Dia-Fuente, M. N.; Herranz, G. MMariblanca, BC.; Popelier, PL.A. New J. Chem2017, 41, 23
1101611028.

54Berlinck, R. G. S.; Trindadsilva, A. E.;Santos M. F. C. Nat. Prod. Rep2012 29, 13691484
65 |shikawa, T.Superbases for Organic Synthe&809 John Wiley & Sons, Lt®3143
56 previtali, V.; Trujillo, C.;Amet, R; Zistetet, D M.; Rozas, IMed. Chem. Commur2018 9, 735743.
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(37) con un rendimiento del 88%a formacion d&7fue mediante lasterificacion adicional

de2 con derivadoglucosidica.

Esquema 2Transformacion dd a un compuesto glucoconjugadyy.
Donde a: KCO;, DMF, t.a 0 40°C. 5288% de rendimiento.

Se ensayaron otras condiciones de reaccion para mejorar el rendimiento de formacion
de ésteres triterpénicopor ejemplo, el cambio de equieates con los mismos reactantes.
Biedermann y cal®’ en el 201Gescribierorel éster @8) utilizando1,2-bromeetaro para el
acido betulinico32) teniendo un rendimiento del 81%. Su ruta de sintesis se basé en afadir
al bromuro de alquilo (10 eq),.ROz (1 eq) con el acido triterpénic82) en una mezcla
DMF:MeCN a 50°C durante3 h (Esquema 3.

COOH
BI"CHzCHzBr

J— .

HO K,COj

32 DMF:MeCN 38
50°C

Esquema 3Esterificacion del acido betulinic@2).

87 Biedermann, D.; Eignerova, B.; Hajduch, M.; Sarel§yhthesis201Q 22, 38393848.
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De acuerdo con la revision 8eusa y cal,?® la metodologia descrita pbiu y cols.,
obtienen rendimientos del &@®% para la esterificacion &2 con las cadenas dibromadas
1,3y 1,6 respectivament®in embargo, al realizar la répliceetodologicgara el compuesto
1 con 1,2dibromeetano, obtuvieron un rendimiento del 52%0Otra alternativa para
incrementar el rendimiento para el compuestdue al utilizar disolventesanhidros
Mallavadhani y cal*® sintetizaronanalogosdel acido ursolico 44) con activida anti
cancerigenanediante esterificaciones con diversas cadenasrddrlas. Su metodologia
consistid en la introduccién de bromuro de alquil@ eq), kCOs; anhidro (1.5 eq)en
Acetona:DMF durant&-8 h a 80°C. El rendimiento fue de 85%ompuest®9) enel caso

de la cadena 1;8ibromohexandEsquema 3.

BF(CHz)GBr

[E— .

K,COs3
Acetona:MeCN
80 °C 39

Esquema 4Esterificacion del acido ursdlica24).

Con los datos anteriormente citadose aprecia quda temperatura para la
esterificacion ha sido descrita entre-8M°C. Sin embargo, Spivak y &P en el 2016
esterificaonen el G28 del 4cido betulinic®@) auna temperatura de 3C durante3 h con
las cadenas dibromadas -tibromoetano, 144libromobutano y 1;8libromooctano @n
rendimientos del 75, 60 y 60% respectivamehte.afio después, Nedopekina yscol
realizaronla misma metodologia pero en el acido ursoélied) (eniendo redimientos del

69% con el reactiva,4-dibromobutano

68 Sousa, J. L. C.; Freire, C. S. R.; Silvestre, A. J. D.; Silva, A. Mdecules 2019 24, 355390.
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Formacon de alquitazida en triterpenos

La literatura sobre el uso déaNs para la rmacion de azidas es muy vasta.1887
Moriarty y cok.®® realizaronla sintesis deacetato de7"-azidacolest5-en3i -ol (41)
(Esquema 5, a partir de una solucion devgobenceno y acetato de colesterd@)(en
reaccion con Napen acido acétic¢6 h, 50 °C).

NaN3
AcO AcOH AcO
c 50°C,6h ¢ N3
40 41
45%

Esquema 5Sintesis de azidoesteroides.

Este tipo de @accidén, con el paso desl afios ha tenido sus variantégeras
modificaciones en cuanto el ust® concentracigntiempo, temperatura o el medio de
reaccion]o cual ha dado lugar a numerososcaittis con diferente metodologfar ejemplo,
OrtegaMufiozy cols.”® en el 2018lescribieron gtioconjugado§43-45) del OA (1) para su
evaluaodn contra la linea celular-84. Durante la sintesis se obtuvdardermediario 42)

con un rendimiento del 79¢&squema §. Su metodologiancluyd NaNs en DMF.

69 Moriarty, R. M.; Khosnghahi, J. SSynth. Commumil987, 17, 89-94.
70 OrtegaMufioz, M.; RodriguesSerrano, F.; ReyeBerbel, E.; MutSalud, N.; Hernandeidateo, F.; Rodriguekopez, A.; Garrido,
J. M.; LépezJaramillo, F. J.; SantoyBonzéalez, FACS Omega2018 3, 1145511468
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o o
OH
~ R
CI\AOK/CI NaNs o R\// ‘>\\ o
. ~

DMAP, DCM DMF Ns\)ko ’ H N‘\N’NJLO
a2 *T  43R=R1
‘ 144 R = R2
P R" OH 45 R = R3

: HO_ 0o

' HO '

: HO '

! o) 3

! R? OH 3

IA. s

i HO S 3

i OH '

3 |

HO OH OH 3

o) o !

HomOHMo s

OH oH !

Esquema 6Glicoconjugados dé& con intermediario azida triterpénio@?2).

El uso de Nablse puede replicar en una gran variedad de compuestos debido a que
es versatily conducea las moléculas deseadas con nemnelntosdiversosque dependen de
la variacién en concentracion, tiempo y temperatura. Por otro lado, la sintesis de compuestos
conun fragmentoazida pueden generarse a partir ttesoreactivospor ejemplo,Chen y
cols.®® (Esquema 7§ desciben una esterificaciora partir del OA {) con tazido6-
bromohexano para dar su correspondiente azida triterpdiica (

Esquema 7. Sintesis dezAada del OA 46) mediante otrauta metodologica
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Formacion de guanidas a partir de tioureas con agentes
desulfurantes

Como se ha mencionado con anterioridad, el grupo funcional guanidina desempefia
un papel importante en los procesos biologistendo uno de los mas reconocidose
transportador moleculd#®* De esta manerda sintesisparaeste tipo de compuestos ha
aumentado en la investigaaiy se hardesarrolladammuevos métodos sintéticos eficientes y
efectivos pargenerardiferentes tipos de cqmestos de guanidifdSe tiene el registren
1948 por Crowther y cel’? de la sintesis de compuestos antimalarios mmatieuso de
estructuras diguanidicas Figura 13), de la cuakslos compuestod7-52 tuvieron accion
profilactica contra las diferenrde malaras aviaresy humana. Estos 6 compuestos se

sintetizaron a partir de tioureas con un agente desulfurante: HgO.

H H H H H H H H H
N. N_ _N. N_ N_ _N. N_ N_ _N.
Iegdalisasalivani
ol NH NH o NH NH . NH NH
47 48 49
H H H H H H H H H
N. N_ _N____ N. N_ _N.___ N. N_ _N__
©/ R'R /©/ RR /©/ R'R
NH NH o NH NH ol NH NH
50 51 52
IR" =R’ = Me: 'R’ =R’ = Me: R =R’ = (CHy)g

Figura 13. Compuestos diguanidinicos antimalarios.

El uso de agentes desulfurantes en la formaadguadnidinas a partir de tioureas se

basa en el empleo de un metal de transigiggpermite laciclacion mediante la oxidacion

"I Chen, H. M.; Li, G.; Cao, L. Hl. Chin. Chem. So2008 55, 474478.
72 Crowther, A. F.; Curd, F. H. S.; Richardson, D. M.; Rose, B. Chem. Sac1948 16361645.
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de las moléculas azufradd$picamente, la sintesis de guanidinas implica el tratamiento de
aminas con carbodiimidd$ por su parte la carbodiimida es el producto resultante de una
desulfuracién oxidativaAlgunos reactivos quson utilizadosen la desulfuradin oxidativa
son: CuC4, CuSQ/Si0,, PbO, HgC4, Cul y CHsl;”® sin embargola mayoriade estos

mostraron la limitante de ser mateesdle partida inestables

Chen y cob.’* sintdizaron diglicsidos guanidiniso Esquema § usando de
meétodosel método A consistia en usar el agente Hg@IDMFy el métodoB fue con el
uso de HgCen CHC}. H resultado que obtuvieron fue que la guanidinilacion HgO
procedié de una manera mas suave y con rendimientos mas altos que cof &),
pero se requirierotiempos de reaccion mas largos. Esto, debitiedlo de la formacion de
una carbodiimida@ue posteriormente particigan la amingMétodo A = 16 h a t,anétodo
B =34 hat.a).

LB

, N
S S N
Gly\NJ\N,GIy o HN— I}R ] GIy\N)\N/GIy
H H N H H
53 54 R = 6-H 5 59 R = 6-H
55 R = 6-OCHj 60 R = 6-OCHj
--------------------------- 56 R = 6-CHj 61 R = 6-CHj
OAc 57 R = 6-Br 62 R = 6-Br
58 R = 4-CHj 63 R = 4-CH,

<
1
1
Pgo)
o
o
o

Esquema 80btencion dealiglicdsidosde guanidina utilizanddos métododiferentes
DondeA: HgCl,/DMF, EtN. B: HQO/CHC}, H,O

73 pulkaziach, K.; Antunes, S.; Perdriaun, C.; Kauffmann, B.; Pasco, M.; Doyau@&hard, GJ. Org. Chem 2018 83, 25302541.
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Tabla 1. Sintesis de djlucosidos de guanidina mediante Hg(ll).

Rendimiento (%)

Compuesto Método A Método B
59 71.5 75.5
60 50.5 65.2
61 66.7 69.1
62 48.9 55.0
63 72.5 75.8

El altouso de HgO como agentesiilfurante ewliversassintesisorganicasnuestra
un grado de efectividad pamoponersu aplicaciénen triterpenos. Otro ejemplo de su
aplicacion es en sintesis de guanidif@sy 67) como la realizadaor Thomas y cael’* en
el 2020(Esquema 9, la cud darendimientos moderadakel 40 al 65% con el uso de HgO
en cloroformo. ©n base en estos antecedentessino grupo de trabajo se basn la

metodologialescrita con anterioridgzhragenerar guanidinas acopladas al acido oleandlico.

N S N NH

< 2 HgO, NHy/MeOH Q

/\kN)J\ J CHél3 © /\kN)J\N/R
H

N N’R N

H H - H H H
64 R = n-Pr 66 R = n-Pr
65 R = n-Bu 67 R = n-Bu

Esquema 9Uso de HgO en sintesis daanidinas a partir de tioureas

74 Thomas, S. J.; Balénova, B.; Cinatl, J.; Wass, M. K.; Serpell, C. J.; Blight, B. A.; MichaellsMé&d. Chem202Q 15, 349-353.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

+ Generar nuevos DLCgrovenientes de sistemas guanidinio a partir del acido
oleandlico que actien comagentes mitocondriotropicog ejeran actividad

anticancerigena

Objetivos Rrticulares:

+ Investigar los efectasstructuras hibridadd OA sobre la apoptosis celular.

+ Dirigir especificamente al acido oleandlico a las mitocondigasélulas cancerosas
mejorandcsu citotxicidad y séectividad.

+ Caracterizar los productos obtenidos por medio de diversas técnicas espectroscopicas

como Resonancia Magnégi Nuclear de 1 y 2 dimensiones.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En la busqueda de compuestos con actividad antitumoralise&6un camino
sintético de 5 pasqgsara obteneestructuras catidnicas de guanal{16) acopladas al acido
oleandlico ). Como primer passe realizd la esterificacion del grupo carboxilo con
diferentes cadenas alquilicas (tljeromohexano y 1;dibromobutano), asi o la
introduccion de un compuest a r o m§ tidiclorop-xierid), dando origen a los
compuestog-4. Posteriormente se sustituyoé la funcién halégeno por asida, (as cuales
se redujeron bajo condiciones de Staudinger generando los comp@esosEl
acoplamiento de cada compuestm diferentes isotiocianatos en presencia dd Eirmo
las tioureasl1-15. Finalmente, se realizd una reaccion de desulfuracion oxidativa en
presencia de HgO generando una carbodiinmidemediariaque no pudo ser aislada, la cual

se tratd con bencilama dando origen a la guanidina deseb8léEsquema 10).

X/{ﬂ}x NaN,
K,CO3 DMF
DMF:MeCN
2 n=6,X=Br
3 n=4,X=Br 6 n=4
4 n=Ph,X=Cl 7 n=Ph

M 1. HgO,EtzN
—_—
n E R o Bn-NH,, THF

8n=6 11 n=6,R=Bn
9n=4 12 n=6,R=Cy
10 n=Ph 13 n=4,R=Bn

14 n=Ph,R=Bn

15 n=Ph,R=n-Bu

Esquema 10Sintesigara obteneta guanidinal6a partir del &cido oleandlico.
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Se evaluarompor RMN los derivados sintetizadosciando con la materia primh
con la finalidad de comparar los espectros obtenidos en cada etapacdenrey
posteriormente elucidda estructura de cada uno de ellos.

Acido oleandlico {)

El experimento deRMN de *H (Espectro 1) del compuestd; al igual que otro
compuesto triterpénico presentan una complejidad en la elucidacion'Hedo®! rango de
1-2 ppm debido aolapamiento de un elevado nimero de sefales alifébitesmbargo; se
pueden observar una sefial en 5.27 ppm que corresdgrd&da vinilico del G12. En 3.24
ppm aparece una sefmliltiple quecorresponde al protén base del oxigeleC-3 y junto a
esta sefial aparece otra en 2.53 ppncquesponde al proton detIB. Asi mismqg se puede
observar drecuencias bajas sefalpsrtenecientes a los grupos metitte la estructura
triterpénica por ejemploel protéon del €7 que se encuentra como un sefiapleen 1.13

ppm, seguido del protén deZ3 en 0.98 ppm.
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H-23
H-27

H-12
H-3

IDUE==-——

1.01 =
L= .
o

D —

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
ppm

Espectrol. RMN de*H del compues 1 a 500 MHz en CDGI

En el espectro d€C (Espectro 2 se pueen observadossefialesuna en 143.ppm
y otra en 1227 ppm que correspondea los carbonos vinilicosde C-13 y G12,
respetivamente. De igual manera otra sefial caracteridécaompestol es en 183.4 ppm
qgue corresponde ahrbono del acido carboxiliq€-28); asi mismose encuentra-G en

79.1 ppm y G5 en 55.3pm, confirmando asi la estructura quimica de la materia prima.

Estas sefiales son similares a las descritas en la béiaGr

75 Seebacher, W.; Simic, N.; Weis, R.; Saf, Runert, Q Magn. Reson. Chen2003 41, 636638.
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C-28 ci3 G2 “ “°
J ] |
GIO SIO 4IO 3.0 2‘0

i80 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70
ppm

Espectro2. RMN de**C del compuestha 125 MHz en CDG/

Los espectros de RMB continuacion son de la serie proveniente de la cadena de 6
carbonos (compuest@5, 8, 11y 16). La caracterizacion de los comptas3, 4, 6, 7, 9,
10,12, 13, 14 15n0 se logrd a completar debido a factores externos. La existencia de dichos
compuestos se comprueba en RMNHea 300MHz con sefiales representativas, sin

embargo, los espectros obtenidesvieron afectaron por laspension de labores.
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3 khidroxioleanl12-en28-oatode 6bromohexilo(2).

La obtencion del compuestd, se realip mediante la esterificacion delugo
carboxilo del G28 con 1,e&dibromohexanoNuestro grupo de trabajoedidid ensayar la
metodologia con el acido oleandlico tomando en cuenta los antecedentes de esterificacion en
triterpenos que se menciono con antétext al emplear condiciones adtas y el manejo de
los equivalentes Hsquema 1).4°1°2%7 En este caso la reaccion del acido oleandlico
transcurrié en menor tiempo con un rendimiento d&B¥% mejorando notablemente. Bajo
el ratamiento antes mencionado el acido oleandlirogndujo a la formacion del derivado

2 (Esquema 1).

Br(CH5)gBr (10 eq)

J— .

K,CO3 (1 eq)
DMF:MeCN
50°C.3h 2

Esquema 11Esterificacion del acido oleandlicd);

Adicionalmente, esta metodologia tiene la virtud de llevaba ta reaccion en 3 h,

con un rendimiento practicamente cuantitativo.
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El mecanismo de reaccidftsquema 12 para esta reaccioasta basado en el
comportamiento acido deidrogeno del acido carboxilicel cual puede presentar un valor
de pKa comprendidcentre 4 y 58’7 Al adicionar una base como el carbonato de potasio
(K2COs), € carbonatoes lo suficientemente fuerte como para desprotaiaacido

carboxilico del compuesth generando el ion carboxita68.

En la estructur®8 tenemos ain atomo cargaw negativamente, donde la cagma
distribuye por igual entrlvs dos atomos de oxigernéigura 14) resultando ser una especie
nucleofilica la cual procede mediante una reaccion de tigd &n el reactante 16
dibromohexano. Esto genewa ataque nucledifco a 180° al carbono unidd aucle6fugo.
El nucledugo (en este caso etdimurg es liberadalel lado opuesto al ataque péramer el
producto2.

HO o=
“H

Acido oleanélico (1)

Esquemal2. Mecanismo de reaccién de la atfieacion.

- %
R)LO_ D F/%g

Figural4 Desl ocal i zaci-n de | os electrones sobre

El espectro de RMN d#1 a 500 MHz, de la estructura haluro de algpiloveniente
del OA @) aport6 valiosa informacion para su caracterizaciespéctro 3. El proton

76 Rypkema, H.; Sinha, A.; FranciscoJJPhys. Chem2015 1-8.
w Clayden, J.; Greeves, NWarren, SEn Organic Chemistry.2012 New York: Oxford University Press [ri205207.
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vinilico den? se observa en %7 ppmcomo wa sefiatloble de doble@d) conJiz-11a= Jiz-

11ec 3.7 Hz La sefiaimultiple (m) del H-3 se desplaza ligeramente a frecuencias altas en
3.20 ppmesto se debe a la influencia de la densidad electronica del oxigeno perteneciente al
grupo hidgoxilo que ejerce a través del espadle.igual manera se observa ellB ca1 un
desplazamiento de 2.85 pplacual se aprecia como una sefi@ble de doblesd() conJis
19ax=13.9Hz, Jig10ec= 4.6 Hz constantes que de acuerdo cobuliagrama de Kaips se
confirmé que para el valor de= 13.9Hz corresponde al acoplamiento del8 con H19k«

dado que forma un angulo diedoercano a 180 gradopor lo que su austante de

acoplamiento es gran@ecomparacion del acoplamiertte H18 con H1%..

La sWbsistencia déas sefiales para lasmetilos de la estructura triterpéngmpuede
observar en frecuencias bajasr ejemplo el protén del €7 se encuentra como un sefal
simple(s) en 1.12 ppm, seguido del metilo-&3) en 0.98 ppmasi como tambiéms demas
sefialesimples(s) en0.91, 0.7, 0.72 ppm 3 x CHs) y en0.89ppmque lecorresponde una
integracion de 6H2 x CH).

Las nuevas sefalegue integran para 2 protones fueron relacionados a las
modificaciones quimica@H-31 y H36). Ambas sefialese encuentran a frecuencias altas
debido al desapantallamiento que ejaios grupos electronegativos que se encuertoa
proximidad a ellos. Eproton H31 se observa como una sefigdle de doblegtd) a 4.01
ppm, su multiplicidad se debe al GNecinal con unalki3> = 6.4Hz y, por otro lado a la
multiplicidadconJai-sigem= 2.4Hz. Pareel H-36, se observa como una seffigle (t) a 3.40

ppm con undss3s= 6.8 Hz.

Cada asignacion se verific@ acuerdo cola literatura empleada.
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H-23
H27, ™

H-36

H-12
Jﬁ M H-3 H-18 N UUU M LJUL

H
o
<
o

0.97{3

201

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
f1 (ppm)

Espectro3. RMN de'H a 500 MHz del compuesgoen CDC}.

En el espectro de RMN déC (Espectro 4 para el compuest? se observa ana
frecuencia alta la sefiaédcarbono paral carbonilo debrupo éster (G28) en 177.8 ppm.
En 144.2 y 122.6pm aparecen las sefiales tipicagndellas cualepertenecen a 108-13 y
C-12, respectivamente. Otras sefiales representativas para el esqueleto triterpénice son el C
3en79 ppmyeld8en41.4 ppm. La Bal en 64 ppm corresponde aBC y para el €36
se encuentra una sefal en 33.8 ppada agjnacion se verificdle acuerdo cola literatura

empleadd.
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C-36
18 \

3l ca1 G5

C-
7I0 60 SIO

Espectro4. RMN de'*C a 125 MHzlel compuest@ en CDC}.

C-12
C-28 C-13

l

40 30 20

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80
f1 (ppm)

En elespectro 5sepresenteel espectro completo yna ampliacion el fragmento
mas representiab parael experimento HSQC d2 En la ampliacion del fragmento se
aprecia ainafrecuencia alta las correlaciones de los protéhds8, H3, H-36 y H31, asi

comola correlacion del protén vinilico12 con sus correspondientes carbonos.

En elespectro 6del experimento HMBC se ilustran las zonas representativas del
compuest@® a tres enlacegon la cuakereafirma swcaracterizaidn. El espectro completo
a frecuencias baja®ws demuestra la complejidad del esqueleto triterpénico; sin embargo
puede apreciar la correlacion del protén del metilo 223Hcon los carbonos 5y 3& G
3); asi mismo se destaca la correlaciénpdetdn vinilico H12 con el €18. En el fragmento
1 podemos visualizar las correlaciones representativas del comudstola zona de
frecuencias altas tenemos la correlacion d8Hon G12, G13 y G28. Para el caso de-H
31 se correlaciona con-Z8 ypara el proton del metilo 27 con su respectiva correlacion con
C-13.
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Espectro completo. L12

]

] ‘ 10
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c3’ | B ¥z
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32 35
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C-28 — !
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AN
%‘ 1] ’ | 130
C-367 | | =g | %
340-338 |
C-18—= i Eoox [
| 285414 |,
‘ 50
c-5 — } 55 E
| 60 =
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C-31 !
402641 o | "
— R = B
' ! 75
= !
C-3 ' ‘ IR 50
3.21-79.1
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Espectro5. Regiones representativas del experimento de HSQC del comguesto
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H-23
N Espectro completo.
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3 khidroxioleanl12-en28-oatode 6azidohexilo(5).

El mecanismo de reaccion para el compuggEsquemal3d) esel deuna Si2, en la
gue se utiliz6 urtompuesto i6nico como la azida sédica (MaRl ion azida (N) es uwna
especie triatbmica lineal, nucleofilica en ambos extremos; la cual, es capaz de insertarse en
casi cualquier sitio electrofilico. La azida reacciona con el haluro de alguilog solavez,

esto es debido a que la alquilda 6) ya no es una espegaiecleofilica(Figura 15).”®

Figura 15. Estructura para el ion azidaiN

& Clayden, J.; Greeves, NWarren, S. EDOrganic Chemistry2012 New York: Oxford University Press 853354
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Dentro de 8 caracterizacion, elompuest® posee un Rcasi idéntico al compuesto
2y presento basicamente las mismas sefiateslespectro 7y 8 se muestran los espectros

deRMN de!H y 13C, respectivamente.

Es evidente que la mayoria de los nucleos no presarigeion significativeen sus
desplazamientos a excepcién del proton y carbonbeBgefial de FB6 como se observa en
el espectro 7se muestra como una sefial triple de dodl@20 ppm con un&szs= 7.0Hz,

J36-36gem= 1.6 Hz.

Para elespectro 8el desplazamiento de-86 se encuentra a 51.3 ppf@ada

asignacion se verificde acuerdo cola literatura emplead3.

DMF
T
H-23
H-27
H-31
H-12 .18
_AA g TaN!
2 I iy e b o %

52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 3.4 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 0.8 06
f1 (ppm)

Espectro7. RMN de'H a 500 MHz del compuesfoen CDC}.

& Cheng, K.; Liu, J.; Liu, X.; Li, H.; Sun, H.; Xie, Carbohydr. Res2009 344, 841-850.
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C-36
C-5 | C-18
C-12 C-31
C-28 ca|l

A1 T

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

Espectro8. RMN ¢ °C a 125 MHz del compuesien CDC}

Se exponen losdesplazamientde las sefiales que caracterizan al compugsto
(Tabla 2). Asi mismo, en logspectros 9 y 1&e corrobora la asignaci de las sefialate
acuerdo cotos experimentede HSQC y HMBGCrespectivamente.

Tabla 2. Sefales (en ppm) representativas del compuesto

Posicion 1H 1T
3 3.13 78.9
5 55.08
12 5.20 122.4
13 143.9
18 2.78 41.4
23 0.92
27 1.06
28 177.7
31 3.94 64
36 3.20 51.3
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Espectro9. Regiones representativas del experimento de HSQC del compuesto
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Espectrol0. Regiones representativas del experimento de HMBC del compiuesto
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3 khidroxioleanl12-en28-oatode 6&[(trifenil -
fosfaniliden)mino]hexilo(8)

Las azidatienen un ceacter electrofilico en el cuah nucleofilo puede atacar en el
Nz debido al efecto de resonancia involucrado entreréssnitrogeno$9. La reduccion de
la azida con hidrogenacion catalitica no fue la opcién més viable ya que se tendria el riesgo
de reducir también el doble enlace del OA, razdn por la ewalgenerar el compuestce
realizd6 empleando trifenilfosfina RPh), esta reaccion es conocida como reduc@on
reaccionde StaudingefEsquema 14. El mecanismo implica el ataque lddrifenilfosfina
sobre la azidagenerandoacomo intermediariola fosfazida70, la cuala través de un
intermediario de cuatro miemkzaiclico 71 elimina N2 para formaral compuesto i3

hidroxiolean12-en28-oatode 6&[(trifenil-fosfaniliden)mino]hexilo(8).

71 8

Esquemal4. Reduccién de Staudinger a partir Bpara generar iminagsforano 8).
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En elespectro 11de RMNdeH confirmalas sefiales en la region de los aromaticos
der.20 a 7.65 ppmsefales con una multiplicidad multipke con una integracion
correspondiente a 15H; concordando la presencia de los tres grupos fenké¥zdebs
cambios en cuanto al desplazamiento de las sef@hlesala comparacion de su antecesor
el compuest®, fueron significativos y se mantuvieron similat@abla 3). Sin enibargo, el
desplazamiento para H €@H>N=P) con2.70ppmse muestra comana sefial tripleon una
Jse35= 7.2Hz; estedesplazamiento es debido a que un atomo de nitrégeno es ligeramente
menos electronegativo a comparacion de la especie &su vez (comparandolo con el
compuest@) que el Br (valores de electronegatividaed,la escala de Pauling para el atomo
de nitrégeno 3.0 y del bromo de 2.8tro factor que puede responder ante este

comportamiento es | o qQque se conoce como | a i

@)

O b N,
8

Y 36 PPhg

H-23
H-27, ™
.

H-12

898 1=—
;
"

4.14
J 2134

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Espectroll RMN de'H a 500 MHzdel compuest8 en C:OD:CDCls.
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Tabla 3. Sefiales (en ppm) representativas del compuesto
Posicion H 13C

3 3.12 79.8
5 56.6
12 5.23 123.7
13 144.8
18 2.86 41.9
23 0.95

27 1.13

28 179.3
31 4.01 65.4
36 2.70 42.73

De la misma manera enedpectro 120eRMN de'3C, se pueddistinguir el cambio
en el desplazamiento a frecuencias relativamente bajas par@&laCi2.73 ppm y la
aparicion drecuencias altas de sefiales dar@maticosLos espectros 13 y 14orrobora
la asignadn de cada efial de acuerdo coros experiment® de HSQC y HMBC,

respectivamente.

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

Espectrol12. RMN de'*C a 125 MHz del compueseen CR0D.
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3 khidroxioleanl12-en28-oato de &3-feniltioureido)hexilo
(11)

La sintesis de la tioured 1) a partir del compuest8, estuvofavorecida poras
condicioneglel disolvente (MeOH) y la base (TEpdra generarna aminan situ73, la que
posteriormente reacciona cehisotiocianato de fenild§squemals).

El mecanismo propuesto comienzan el MeOH atacado nucleofilicamental
fosforo dePPh. Este ataque proporciona que los electrones del enlaapten un protén
delmedio de reaccion, formando el intermedidi2oPara la formadin de la correspondiente
amina 73 ocurre la ruptura del enlace NR(OCH)Phs, liberando al medio de reaccion
P(OCH)2Phs y generando una amina primaiiasitu no aislada73. EI comportamierd
nucleofilico de las aminags debido apar de electrones no enlazanasel &tomo de

nitrogeno(Figura 16).

R’Q‘H

-
-

H

Figura 16. Estructura de la amina.

El par de electrones disponibles en el intermedi@Baeacciona con etarbono

electrofilico del isotiocianato de fenilo, esto es, debido a qasoeiode carbono central
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posee una cargaarcialpositiva al encontrarse entre dos atomos de nelgotronegatividad

respecto de este

~N

Esquemals. Propuesta de mecanismo de reaccion para la formacion de la tidirea

Para el caso del compuedth enel espectrol5deRMN de'®C se muestra el crudo
de reaccion debido a que por factores externos el complejo tioureidoudw ser
caracterizado de manera completa. Sin embargo, podemos observar en frecuencias bajas las
sefales del esqueleto triterpénico, asi mismo se observa en 143.53ggmnalpara €13

y unapara G12 en 122.19 ppm

También se confirma la presencia@@aromdicos en la region comprendidatre
124.54137.08ppm, en los cuales se incluyen las BirRgsidualesademas se observa el C
28en 177.68 ppny el CG3 en78.8ppm La presencia de una sega 170.2 ppmpodria

pertenecerlaarbono cuaternario da tiourea confirmado la existencia del compuesto
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C-12
C-13 o
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Espectrol5. RMN detH a 500 MHz del compuesid en CDCh4.

3 khidroxioleanl2-en-28-oatode 6(2-bencil3-
fenilguanidinio)hexilo(16)

Como se ha descrito con anterioridid, guanidinas son moléculas basicas que se

protonana pH fisiol6gico Figura 17), siendo utiles como moléculas transportadoras.
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! = e
R\ /)I\\ /R - R\ /R
NT SN N~ N
H H H H
A B

Figura 17. Estructura canénica del ion guanidinio.
Donde A) es la forma protonada de la estructura de guanidina y B) guanidina

Para la sintesis de guanidinas acopladas al acido oleasélmmpleda técnica de
desulfuracién oxidativa coHgO. El mecanismo de reacci@e basa en el empleo de un
metal de transicionen este caso el Ky (ll), conocido por ser una especie conocida

peroxometalica

El Hg?* posee dos electrones menos eflima capa de valenciapr lo tanto tiene
la capacidad de aceptar electroreegdezsuperficial del tipo Lewis a su ez oxidanddas
moléculas azufradasSimultaneamente, gdar electrénico de uno de los nitrogenos del
compuestd 1 lo ingresaal sistema generando que los electrones del enlaean atraidos
electrostaticamente para quedar adsorbidos$ gticeactivo del catalizadof4. Este proceso
se refite con el segundo nitroger® ocasionando la eliminacidiel azufre coordinado al
HgO, esto se debe al incremento en la densidad elmetrén el &tomo de azufrea salida
del azufe con el complejo peroxometalifarma comointermediario una carbodiimidé
no aisladague poseen carbono electrofilico susceptible a una adicién nucleofilica por parte

de la bencilamingara generar la gmidina deseadkb6 (Esquema 16.
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\\\ <SIHgO
oM N/)\)f:i@

H

Carbodiimida (76) Guanidina 16

Esquemal6. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencién de guanidinas.

La obtencion de la guanidiris fue corroborada por sus espectros de RMRNHIg
13C. Los espectromostrados sodel crudo de reaccidtebido a la contingencia por COD

19 que suscito el cierre de labores a partir de marzo 2020.

En elespectrol6 deRMN de'H, se observa al prén vinilico del G12 a 5.25 ppm,
asi como la integraciérapa 10 protones en el rango dé-7.5ppm que corresponden@s
grupcs fenilo ybencilo.Por su parte, en ebpectro 17deRMN de'3C, podemos observar a
frecuencias bajas las sefales del esqueleto triterpénico, asi mismo se observa en 143.85 ppm

unaseial paraC-13 y para €12 en 122.51 ppm.

También se confirma la presencia dar@madicos en la region comprendidatre
125.67131.94ppm. Para el @8 se encuentra en 177.82 ppren 79.07 la sefial paral’
Se observda presencia denanuevasefal a $6.19 ppm la cuglertenece probablemente al

carbono cuaternario de la guanidina
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ppm

Espectrol6. RMN detH a 500 MHz del compuesi® en CDC}.
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Espectrol7. RMN de*C a 125 MHz del compuesi® en CDC}.
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Tomando a cuenta lo anterior y basandoress los espectrosostradosse puede

considerar queestrata de la guanidina acoplaacido oleandlico.

Conforme aumenta el nimero de pasos en kestnde una sustancia, aumenta
tambiénla formecion de sibproductos y como consecuenelaendimiento disminuye. Esta
ruta de Spasos permitié obtener el compuefital aunqueel rendimiento global fue bajo,
razon por la cuats deseable optimizar la sinte$ls: otro lado,en elespectro 18de RMN
de'3C, seapilan los espectrael compuestd 1y 16, esto con la finalidad de hacer hincapié
en la distincion de las sefales de cada uno; cabe sefialar que coense con la
caracterizacioncompleta de loscompuestos debido a la situaciée dontingen@ del
presente aficgin embargplos espectros emitidos muestia efectividad de la reaccigoor

lo que dichos compuestos deberanodgeto de estudios posteriores.
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Espectrol8 RMNapiladosde *C a 125 MHz de losampuestod1y 16 en CDC}.
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CONCLUSIONES

El trabajo experimental nos permitid sintetizar nuevas moléculas potencialmente

bioactivas.

Se permitié disefiar una metodolod@&5 pasopara obtener la guanidinkd a partir
del acido oleandlicdos cuales@ compuestos que no habian sido antes descritos en

la literatura

Sedisefiarortompuestos tioureidos con rendimientos moderadamente buenos a partir

de compuestos inminofosforanos, los cual@Benen reportes en la literatura.

Los nuevos sistemas hithos del acido oleandlico fueron desarrollados con rutas
eficientes para la preparacion de cada intermediario, obteniendo buenoseaetodimi

en cada paso de reaccion (80%).

Cadaestructurafue caracterizadenediantetécnicas espectroscopicds RMN con
experimentos de 1D y 2D.

Esta ruta sintética dara origen a nuevas estructuras cationicas derivadas del acido

oleandlico como candidatos a ensayos como agentes anticancerigenos.
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Caracterizacionin silico de nuevos derivados del OA
como potenciales agentes anticancerigenos.
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ANTECEDENTES

El desarrollo e investigacion de nuevos farmacos es un proceso complejo.
Historicamente el descubrimiento de nuevé&macosen la industria farmacéuticse ha
basado en la sintesis de productos a#sr sin embargo, el desarrollo de estas moléculas
bioactivasimplica una inversion considerable de dinero y tierffpino de los nuevos
métodoses el uso dprogramas computaciates, edoscuaks sdienela ventaja de realizar
en menor tiempo sintaciones de procesos bioldgicassi como también etalculo de

algunas propiedadéarmacoldgicas.

Su evoluciéristéricapuede remontarse a los estudios de Corwin Hansch quien, en
la década de los sesenta, inicio el desarrollo del método de relaciondsituangstructura
actividad (QSAR)8! este tipo de herramientas o programas de prediccién son conocidos
como: Disefio de farmacos iaido por computadora (DiFAC); el cudgrma parte de un
esfuerzo multidisciplinario y esta conformado por una serie adpliigas cientificas que
abarcan modelado molecular, quiamdormatica, quimica tedrica y quimica
computaciona¥? Sus objetivos principales sondescubrir moléculas activas, optimizar
moléculas activadas ya conocidaseleccionarde un grupo dado de astturas, a los

candidatos que tengan mayor o menor probabilidad de convertirse en farmacos ¥xitosos.

Sin embargo, a pesar de ser herramientas Utilgs;alticaincorrectaal usarlos
contribuye a crear falsasxpectatias de que los métodos dedmputo pueden disefar
f 8rmacos por s2 sol os. Esta falsa pllgincepci - n
medicamento se ha disefigoa r est os medi o g*83A cdntmuacidms puest a
presenta ejemplos representativos de farmacos disefiados por estograbthal. Se dele
aclarar qudos métodos de odputo no disefian de foarautomatizada los medicamentos,

como se menciond con anterioridad son simulaciones y deben validarse quartaagios

80 saldivarGonzalez F.; PrietaMartinez,F. D.; MedinaFranco, JL. Edu. Quimica2017, 28, 51-58.

81 Hansch, C.Muir, R. M.; Fujita, T.;Maloney, P P.; Geiger, E.Streich, M.J. Am. Chem. Socl963 85, 28172824.

82 MedinaFranco, JL.; Fernandezle-Gortari, E.;Naveja, JJ.Edu. Quimica2015 1-7.

83 prietaMartinez, FD.; MedinaFranco, JL. TIP Revista Especializadan Ciencias Quimic8ioldgicas 2018 21, 124134.
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parametrosidecuados, para que posteriormeiatie resultados confiables; asi como también

deben estar integrados con pruebas experimenitales.

Tabla 4. Ejemplos de farmacos desarrollados por métodos DiFAC.

Nombre Farmacéutica que lo

desarroll6

Captropil Bristol MyersSquibb Inhibidor de la ECA
(Antihipertensivo)

Oseltamivir Gilead Sciences Inhibidor de la
neuroaminidasa (Antiviral)

Dorzolamida Merck Inhibidor de la AGU
(Glaucoma)
Aliskiren Novartis Inhibidor de renina

(Antihipertensivo)

Boceprivir ScheringPlough Hepatitis C (Antiviral)

De los métodosm vitro a los métodos silico

La tecnologia se desarrolla de una manera exponencial, emalauna de las
aplicaciones para los quimicos se ha centrado en darle una mayor importancia a los métodos
computacioales para descubrir y disefiar estructuras quimicas que tengan las propiedades
adecuadas para entrar en el proceso de desarrollo de @edarm

Estos métodos son Utileomo se ha mencionado, pero no solo son capaces de
descubrimoléculasu optimizar a los farmacos ya existentesio tambiénson empleados
para la predicén deposibles actividades biologicastr® aplicacion es para lagaliccion
de propiedades farmacocinéticas como: absorcién, distribucion, metabolismo, eliminacién y
toxicidad de moléculas bioactivasntie esta amplia variedad geogramaslos mas

sobresalienteson: Molinspiration, PASS, Swiss Target Prediction, SWNB8VE, CLC-
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Pred, GLORYxAdmetSar Dichos programas son decaso libre yson herrenientas muy
utiles,los cualese basan en el analisis de similitud en dos dimensiones en la que compara a

la moléculade estudio con otrasoléculagjue ya se tienen en lase de das.

Otras de ssiaplicaciones esobre las propiedades farmacodiiéas, puesentender
el modo de accidon de moléculas activas a nivel moleculae tigan interés cientifico y
préctico. Una de las aplicaciones es proponer cambios especifa®gstiucturas quimicas
para ayudar a incrementar su afinidad con la diersgpéutica yen principio, aumentar su
actividad biologica?® El acoplamiento molecular automatizado tiene como finalidad buscar
la conformacion yosicién optima de un ligando dentro de un blanco molecular o la posicion
y conformacién mas favorable de 2 macromoléctids’> 8 Los estudios de actgmiento
molecular odockinghantenidoéxito en el desarrollo de nuevos farmacos; por ejemplo, el
farmaco Crizotinib que fue desarrollado por Pfizer y ha sido aprobado por la FDA para el
tratamiento de pacientes con cancer de pulmon, de la misma mafé&raaglo Rilpivirina
con aplicacion tiviral con el virus de VIH, elcual fue desarrollado por Jasss
Pharmaceutical®’ 86 Ege estudio,se basa@nla estimacion energética del modelo de union
entre dos moléculas; que generalmente, consisten en inbereE@roteindigando®’ por
otro lado, al ser simulaciones de union, los datos obtenidos deben de ser complementadas
con pruebas biofisicas o biolégicas.

En el presente capitulo, sgaluaronlas propiedades farmacolégicas de los nuevos
derivados guaidinios del OA usando métodwssilico. Cabe mencionar que, para el estudio
dockingde todos estosompuestos se necesitd la busquddaun receptoen especificp
puesto quecomo se describié en @APITULO | la actividad de estas estructuras cationicas
estan bsadas en el potencial eléctrico ocasionasulacumubcion en el citosol de células
cancerosas por gb G, de la mitocondria; es decir, son estructurasrgueuentan con una
dianaen especifico, por lo queddeccionde unase baso en lusqueddibliografica descrita

a continuacion.

84 MedinaFranco, J. L.; Lope¥allejo, F.; Castillo, R.Edu. Quimica.2006 28, 51-58.
85 Sdor, T.; Bernard, P.MedinaFranco, JL.; Maggiora, GM. Med. Chem.2007, 7, 851-860.
86 Talele, T.T.; Khedkar, S. 4 Rigby, A. C.Curr. Top. Med. Chen201Q 10, 127141

87 prietoMartinez, FD.; Arciniega, M.;MedinaFranco, JL. TIP Revista Especializaden Ciencias Quimic8iologicas 2018 21,
65-87.
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Como se ha desonitanteriormente, los cationes de T#&hsportarias moléculas
bioactivas a las mitocondrias. Por su parte, los receptores de estRgdero sus dos
isoformasU 'y b, nor mal me nh er neocntai verddstsgliofysmm 11 7ab
responsables de contaolla transcripcion de ADN nuclear necesaria para el desarrollo y la
reproducciéon humanasi mismo, estan asociados con la membrana plasmatica ynse ha
encontrado en las mitocondrias de algunos tipos de c&ulas irregularidadeen la
actividad de REpueden conducir a una serie de afecciones que incluyen canceres de mama,

ovario, colon, préstata y endometfi°

Los REU ysonfproteinamtracelulares; por su parte, el E2 tiene un efecto sobre la
apoptosis. El RE ligando, se une como hoimzdoa los elementos de respuesta al estrégeno
(ERE) en el ADN nucleay regula la transcripcion mediante la interaccion con modués
de transcripcion y el reclutamiento de la maquinaria de transcripcion géretamasse
han encontrado secuencias similares en el Afitdcondrial®? Al igual queotro miembro
de la familia del receptor de hormonas nucleares (NHR), los RE presdmtanios
funcionales que cumplen funcionespecificaslos dominiosprincipalesson: dominio N
terminal (NTD), dominio de enlace de ADN (DBD), dominio de enlace de ligandos (LBD).
Dentro de NTD y LBD, hay dos dominios de funcion de activacién (AF): Aliciona de
manera independiente de la hormona) y AF2 (requiere la presencia de hormona/esteroide),

los cuales son los responsables de redalactividadde transcripcios®

ElI subtipo ERU Ilam- |l a atenci-n debido
erdocrina por la unién a xenoestrogenos o SERNe han resato las estructuras

88 salisbury, J. Pyilliams, J C.;Bioinformatics 2009 3, 303307.

89Cotterill, J. V.; Palazzolo, L.; Ridgway, @rice, N.; Rorije, E.; Moretto, A.; Peijenenburg, Bgerini, L.Toxicol. Appl. Pharmacaql.
2019 378 1-9.

90 Forsare, C.Bendahl, PO.; Moberg, E.Jorgensen, .. T.; Jansson, SLarsson, AM.; Aaltonen, K.;Rydén, L.Int. J. Mol. Sci,
202Q 21, 28852898

91 Kovacs, T.;Szab6Meleg, E.;Abraham, I M. Int. J. Mol. Sci,202Q 21, 31773192.

92 psarraA. M. G.; Sekeris, CE. Biochim. Biophys Act22008 1-11 .

93 Kumar, R.;Zakharov, MN.; Khan, S.H.; Miki, R.; Jang, H.Toraldg G.; Singh, R.Bhasin, S Jasuja, RJ. of Amino Acids2011, 65
1-7.

%4 puranik, N. V.; Srivastava, P.; Bhatt, G.; Jaary, D. J. S.Limaye, A.M.; Sivaraman, Nat., 2019 9, 1-11.
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tridi mensionales del domini o DBD vy del LBD.
distingue varias moléculas segun sus estructuras y/o propiedades quimicas, ademas, es la
primerae st ructura cristalogré8fica de-LBDW(FIREU | i ga
18)est § constituidoHpPRY yYoeeah®oiges!| Ua (Bl EI
una conformacion dependiente del ligando, la cual es la responsable de la adtfrgar@

18b y 18c). Al unirse al estrogeno, el LBD se transforma en una conformacion activa, en la

que H12 descansa sobe H3 y H11, formandohemaidura para acomodar la unién del co

regulade. La interaccion de LBD con un antiesgénico inhibe la actiacion del receptor

14, esto esporque H12 migra de su posicion natural provocando la distorsion de la

indentacion de union al eegulador®®

Figura 18. Estructura de la proteina RELBD.
(a) Hélices coloreadas de maaeliferente para una mejor distincién. (b) Conformacion de un RE activo. (c)
Conformacion de un RE inactivo. La diferencia entre b y ¢ radica en la conformacién de H12, mostrada en
rojo.

Por otro ladose demostro que en una cavidad elipse&mmpactael ligando E2y
se encuentr&n un entorno altamente hidrofobo; dentro de pstket(formado por 22
residuos), los grupos hidroxilos del E2 en los anillos A y D generan una interaccion por

puentes de hidrogeno conu3b3 de H3, Arg394 de Hbuna molécla de agua ayuda en la
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interaccion con His524 dé11.8” Debido al papel central de la sefializacion de estrégenos en
diversas enfermedades que van desde el cancer hasta el envejecdmteradesarrollado

varios ligandosisnt ®t i cos a ERU.

Los SERM son compuestemtéticos utilizadopara modular la actividad de RE; por
ejemplo,en la(Figura 19) se muestral tamoxifenq77) y el raloxifeno(78), loscualeshan
tenido éxito en el tratamiento y prevencifemto del cancerde mama como de la
osteoporosi§®>% ademas, estos SERM se muestran como agonistas, antagonistas o con
efectosneutros sobre los RE dependiendo del subtipo de RE especifico y del tipo celular en
el que esté presente el Rior consiguiente, se pueden utilizar para tratar una variedad de

trastornos que conlleva a diversas patologizes’*®

HO

)
3Q,
B

{»

Tamoxifeno Raloxifeno

Figura 19. Estructuraorganicadel Tamoxifeno7) y Raloxifeno18) pertenecientes a Moduladores
Selectivos del RE.

Sin embargo, a pesar dee los SERMienenventajasla administraciom largo plazo
de tamoxifeno(77) conduce al desarrollo de cancer de endometrio y resistencis a lo
farmacos, por lo que la busqueda de nuevdMEEon menos efectos adverassa teniendo

mas la atencion de compariias farmacéutfcas

95 Jordan, VC. J. Natl. Cancernst, 2007, 99, 350:356.

9 Shiau, A. K.; Barstad, DLoria, P.M.; Cheng, L.; Kushner, P. J.; Agard, D. &reene, GL. Cell,, 1998 95, 927-937.
97Hsu, H. C.;Chu, N. M.;Kao, S.H. Int. J. Mol. Sci.2017,18, 17131730

%8 Pang, X.; Fu, W.; Wang, J.; Kang, D.; Xu, L.; Zhao, Y.; Liu, A.Du, G H. Oxid. Med. Cell. Longey2018 1-11
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Una caracteristicamportante es qukws SERM en especial el compuesto sintético
77, tienen una similituetspaciah los cationes de TPyPalos compuestos de guanidina del
OA (Figura 20).

Figura 20. A) Alineamiento flexiblgarala estructuradel Tamoxifen@7 (verdg y cationde TPP debcido
betulinico35 (rosadq. B) Alineamiento flexiblgarala estructuradel Tamoxifen@7 (verde y cationde
guanidinadel acidoolearblico 19 (qzul). Visualizactn del programaBIOVIA Discovery studio

Salisbury y ca & realizaroracoplamients de moléculas comerciales de TdoRla
estructura cristalogréafica de E dbteniendaesultados positivogue relacion@ue podrian
servir como ptentesSERM mitocondrialesEn conclusion y de acuerdo cermencionado,
se llevé a cabo un acoplamiento molecylara considerar posiblestémacciones de un
conjunto de cationes dpianidinaen los sitb s a c t i vLBB usahdo lafsEUCtura de
la proteinacristalizada d8SERT (pocketantagonistg)la cual fue obtenidaesdeProtein

Data Bank(PDB); para el uso del acoplamiento molecular, se elsgrogramaAutodock
Vina
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OBJETIVOS
Objetivo General

Establecer una relaciéon estructa@ividad de los compuest@$-20 como agentes
anticancerigenaaplicando los estudiate dockingmolecular.

Objetivos Particulares:

Evaluar las energias de acoplamie(@ocking scorg de los compuestos con los
sitios de unioren la protein8ERT.

Evaluar en MOLINSPIRATION cada compuesto para extraer caracteristicas
fisicoquimicas.

Evaluar erlPASScada compuesto para extraer las posibles actividades biol§gicas
posibles efectos adversos o toxicoldgjcars la cuakeharauna comparacion entre
suprobabilidadde actividad y probabilidad de inactividad.

Evaluar erSwissTargePrediction cada compuesto para extraeptssible actividad

de cada uno con algun tipetarget

Evaluar enSwissADME y AdmetSar cada compuestpara obtener informacion
sobre las propiedades farmacocinéticésxicologicas es decir, predecir parametros
ADME.

Evaluar erCLC-Pred cada compuesto para obtener prediccionin silico sobre su

efecto citotoxico en lineas de células cancerosas lasélormales.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los métodosin silico son necesarios para reducir el tiempo y el costo de una
experimentaciérin vitro, ex vivoe in vivo de agentes anticanceros@®r consiguiente
teniendo como objetivo la identificacion de learacteristicas moleculares responsables del
espedfico reconocimiento biolégicse muestran los resultadaistenidosde losprogamas
computacionales des compuestogFigura 21) identificadosdel 11-20. Cabe mencionar

que los compuestds/-20 no fueon sintetizadoslebido a la contingencia por COD®.

Compuesto 14

Compuesto 17 Compuesto 19

Compuesto 20

Figura 21. Compuestos evaldos como posibles agentes anticancerigenos.
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Prediccion de perfiles farmacocinéticos

En el presente analisimrmacologico se combinan lossultados déos ensayos,
basandose en la premisa de obtener una mayor coincidencia de resultados que den soporte a
los compuesto$1-20; es decir, que posean un perfil farmacocinético adecuado, siendo mas
confiable su selecciébn o por el contrario, eikclel compuesto(andlisis de consenso
farmacoldgico) Los resultados estaranjstos a comparacion con el farmaco de referencia

Tamoxifeno 7).

Uno de los pardmetros de vital importancia es laralisoque presente el compuesto,
ya que de él depender&asis del farmacg con ello la eleccidn de las formas farmacéuticas
(p. €j., comprimidos, capsulas, soluciones) para que puedan ser administradas por diversas
vias (p. €j., oral, bucal, sublingual, rectetic). Es conocid en el area farmacéutica que
durante la absorcion dena sustancieen elorganismg una fraccion de esta sustans&
adherirda proteinaen el fluido extracelularsi el farmaco es de caracter acido se adherira a
la proteina conocida como albumina; por el contrario, si el farmat® esracter basico, se
unird a lah -glicoproteina por consiguientéa parte que no se adhiere a estas protedaas
conocecomo fraccion de farmaco librég cual sera aquel que se acople a los tejidos para
ejercer su funciénLa absorcion es dependiente de las caracteristicas fisicogaioomo
liposolubilidad, polaridad y carga eléctrica de las moléculas (area superficial), el tamafio de

la molécula o la similitud con sustancias endégenas.

Las membranas celulares son barreras biolégicas que inhiben selectivamente el flujo
de las molécualsde los farmacogsjepende de su permeabilidadsicaiones de guanidina,
al poseer l@arga deslocalizada a pH fisiologiatraviesan facilmente la bicapa lipidjwar
ser altamente liposolubles; por lo tantwo necesitan demoléculas transportadsa
concluyendo que pueden atravesar las membraoasdifusion pasiva. Dentro de los
parametros fisicoquimicos que peedperturbar la difusion pasivastanaquellos que
afectan la facilidad de movimiento del farmaco al interd® la membrana. El parametro
LogP es usado en investigacion para calcular la permeabilidad de la membrana celular; es

importante el tamafio de taolécula, debido a quentre mayor tamafio molecularayor
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dificultad de movimiento. Otro parametro de interéglesimero de enlaces rotablgue

nos indica la flexibilidagbara que interaccione con otras dianas TPSA que nos indica el

area polar superficiakl cual se expresa como la suma de todos los atomos polares presentes
en la moléculaUn total de 10 compuestos sintetizados fuengmesados al servidor web
Molinspiration SwissADME y Adm&éAR para obtenempropiedadesfisicoquimicas

moleculares. Los regaldos obtenidos se exponen a continuaiéila 5).

Tabla5. Calculos de Propiedadesateculares de los derivados del acidoanélico (L1-20) con el farmaco
de referencia’7, empleando el programa Molinspiration

Compuedos LogP TPSA (\[e} MW NON noHNH nrobt Vol
A Atomos  g/mol
77 | 558 3270 29 38752 3 1 8 38415 1
11 9.07 102.68 49 691.08 4 3 9 696.99 2
12 9.33 102.68 49 697.13 4 3 9 715.58 2
13 8.65 102.68 47 663.02 4 3 7 663.39 2
14 9.01 102.68 51 711.07 4 3 6 701.19 2
15 9.14 102.68 49 691.08 4 3 8 696.75 2
16 9.50 82.95 56 764.15 4 3 11 780.60 2
17 9.54 82.95 56 770.20 4 3 11 799.19 2
18 9.24 82.95 54 736.10 4 3 9 747.00 2
19 9.46 82.95 58 784.14 4 3 8 784.80 2
20 9.39 8295 56 764.15 4 3 10 780.36 2
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Como se observa @bla 5), los compuesto$1-20 difieren en tamafioon 77y por
lo tantola similitud de los radtados; sin embargdps 10 compuestos presantbuenas
puntuaciones de similitud con otros farma@es. pued®bservar que tienen un TPSA en un
rango aceptabld ao ser >140 y <60, lo que signifigaelos compuestoendran una buena
absorcion por via orgporotrolado, noson capaces deravesala barrera hematoencefalica
(<60) y no son lo suficientemente polarés que podria generar que sean impermeables a
través de las membranas biologi¢ag40) Otros de los pardmetros aceptables para los
compuestosan el No. de aceptores de puentes ddréfjeno (hONjjueson <10 y el numero
de donadores de puentes de Hidrogeno (nOHN#H son <5.Y para finalizar, los
compuestos presentan un vald0 para nrotb, lguepodriasignificar que los compuestos
en teoriano entrariamm un grado de libertad para interaccionar con ¢an@ets, para el caso

deloscompueste 16y 17 se tiene urvalor de 11 en este parametro.

Losvalores dads para nViol.hace hincapiéa las violaciones de la reglaldginski,
eskt postulado nos indica sad moléculas tendran problemas de permeabilidad o de
absorcion el cualno debe tener un LogP >&un MW >500. No obstantgara el caso de
los productos naturalessto2 parametroslel postulado de Lipinskio aplican, esto se debe
a que,a pesar dgue el parametro LogP muestesultados >5 (los resultados de todos los
compuestogienen un promedio de 9.210 significa que ocurra una bioacumulacién en
lipidos & los compuestos; por su parte, lo que sucederia es appsol@iorseriamas lenta,
pero serealizarade manera completa. Lo que sucede en los casos para los farmacos que
provengan de productos naturales, en el momento de formulacion o en el proceso de
estandarizacion se debe realizar con mayor cantiéad molécula bioactiva para que sea
capaz de absorberse con mayor fuerza y ejerza su aeniéhcaso de que se quiera realizar
por administracion via oral. Si se dosifica en otra forma farmacéusimaparametro no

aplica.

Otro programa predictoel Bioactivity scoreguntuacion de bioactividadTabla 6)
muestrgparamoléculas organicasa posibilidad egue si el Bioactivity score es >0; entonces
la molécula es activai estaen-5,0-0.0, entones esmoderadamente activasy <-5.0; es

inactiva.Los resultadodel score estan relacionadda aimilitud con algun farmaco de cada
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compuesto y con el proceso especifico de cada uno. Los resideadbtuvierormediante

el programa Molinspiration.

Tabla 6. Bioactivity £ore de los compuest@4-20y 77.

Compuedo Ligando Modulada Inhibidor  Ligando Inhibidor  Inhibidor

GPCR de canal guinasa  receptor proteasa de
ionico nuclear enzimas
77 0.33 0.05 0.05 0.66 0.06 0.36
11 -0.50 -1.44 -1.26 -0.67 -0.33 -0.48
12 -0.43 -1.35 -1.35 -0.71 -0.26 -0.44
13 -0.31 -1.14 -1.01 -0.39 -0.20 -0.23
14 -0.76 -1.75 -1.54 -1.04 -0.48 -0.79
15 -0.43 -1.31 -1.34 -0.69 -0.25 -0.43
16 -1.35 -2.63 -2.41 -2.19 -0.97 -1.62
17 -1.29 -2.63 -2.44 -2.15 -0.95 -1.60
18 -1.00 -2.19 -1.98 -1.73 -0.69 -1.23
19 -1.78 -2.98 -2.92 -2.65 -1.29 -2.07
20 -1.30 -2.61 -2.45 -2.13 -0.94 -1.58

Se debe analizar los resultados de una manera objetiva, @st la finalidad de

relucirque 77 es una molécula mas pequefia que los commudstivados de un esqueleto
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triterpénico y por lo tanto en estos parameirogiene un rango de bioactividad >l0os
resultados muestran que; para ligando GPCR, se observa que los compl2éteaen
moderadamente activad| sin embargo, los compuestti3 12, 1511y 14, apesarde tener

la actividad moderada relevan mejores resultados que los demas compuestos.

Parael moduladorde canal idnicoasi comeel inhibidor de la quinasa se encuentra
gue todos los compuestos sonderadamente activos( en el caso de los compuesid;
11, 15y 12 se observa una actividad moderadffaiacia el ligando del receptor nuclear,
obteniendo una mejor bioactividad en comparacionlosremas compuestos que también
tienen una actividadnoderada. Por otra parteos 10 compuestos presentan actividad
moderadaX§, para inhibidor de proteasa e inhibidor de enzimas, en etlqe@npuestd.3
reflejaun mejor resultado en ambos parametEssos parametros fisicoquimicos son la base
para teneunbuen desarrollo farmacocinétigmr su lado el desarrollo farmacocinético y la
biodisponibilidad de los compuestos deai@ormacion relevante del funcionamiento de las
moléculasbioactivas para su posterior dosificacion y administrae@cuadasiempe y

cuanddos compuestosumphlnla ectividad farmacoldgica deseada.

Para el calculo diaspropiedades biofarmacéuticas y farmacocinéti¢abla 7) se
utilizé el servidor SwissADME y se complementé con AdmetSAR.idemtificacion e
interpretacion destos parametramnocidos como ADMEmplican la utilizacién y manejo

de conceptos béasicos para comprender las caracteristicas de los compuestos.

Tabla?. Prediccion de propiedades farmacocinéticas parg los compuestakl-20.
Donde: GIA = Absorciémastrointestinal, BBB = Bloothrain barrier (barrera hematoencefalica)-p =
permeabilidad a glucoproteinas

GIA Alta Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja

Permeabilidad, Si No No No No No No No No No No
BBB
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Substrato Rgp |  Si Si Si No No No Si Si Si Si Si

Inhibidor de No No No No No No No No No No No
CYP1A2

Inhibidor de Si No No No No No No No No No No
CYP2C19

Inhibidor de No No No No No No No No No No No
CYP2C9

Inhibidor de Si No No No No No No No No No No
CYP2D6

Inhibidor de Si Si No Si No No Si Si Si Si Si
CYP3A4

LogKp -3.84 -3.03 -2.89 -3.37 -3.25 -3.34 -2.64 -2.53 -2.98 -2.86 -2.96
(permeabilidad

en piel) cm/s

Los compuestod1-20 muestran una GIA lentain embargose ha estimado que
algunos @ los farmacosprovenientes de productos naturades desarrollo tienen escasa
biodisponibilidad debido a la baja solubilidad acuoea Ip que se puede considerar el
incremento de solubilidad en el tracto gastrointestinal si en el proceso de estarddasizaci
anade el excipiente ideal, pej. formacion de sales, nanoparticulas, capsulas llenadas con
liquido, técnicas de formulacion convencional con surfactantes y/o agentascadis y

dispersiones solidas. O bien, el disefio de otra forma de adnuidistfarmacéutica.

En cuanto a la permeabilidad a la barrera hematoencefalica, los 10 compuadstos
atraviesan. Lo cual es buedebido a que los compuestos no fueron disefiados para actuar a
nivel del SNC estos compuestos al compararlos ¢6se encuetran en una mejor posicion
debido a quée’7 tiene la probabilidad de atravesar la barrera hematoencef&dicaporto
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desde 1978 por Kaiser Kupferols. que especificamente ocurre toxicidad ocular y Ashford

y cols. se lo atributo a la dosis emplea@d&®e menciona que los compuesids12, 16al 20
formarian parte de sustratos de la glucoproteina P, esto significa que posiblemente tendrian
resistencia farmacolégied igual que’7. Los compuesto$3, 14y 15indican que tiene baja

afinidad por la glucomteina.

Todos los compuestos tienen un valor de Kpguperior a2.5 cm/s por consiguiente
tienen un escaso potencial de penetracion cut&éstas compuestos modraninhibir a
CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 lo que se puede interpretar en que no son
inhibidores para las isoformas del citocromo P450 y por lo tanto no tendran interacciones
farmacoi farmaco. Para el caso de los compued®sl4 y 15 no son inhibidores del
CYP3A4,para los compuestdd, 13, 16al 20 podrianinhibir CYP3A4indicandda potencia
de detener la oxidacién de esteroides, acidos grasos, xenobidticos, asi conesik \sin
degradacion de hormongsestos compuestos si tendrian interacciones farinéwnacq
significando queen una duplicacion terapéutieata interaccidffen general las estructuras
de tipo esteroidalenen un caracter inhibitorigpdria reducir los efecta® uno o de ambos
farmacostambién podria haber una implicacién de que alguno de los dos farmacos llegue a
concentraciones téxicas debido a que nosse metabolizand&sin embargo, el hecho de
que sean inhibidores de CYP3Ad es una razon para excla este grupo de biomoléculas
puesto que se deben disefar terapias adecuadas para evitar el uso concomitante de otros
farmacos,actualmentese encuentrama existencia de farmacoga comercializadosde

caracter inhibitorippor ejemploel clotrimazol.

El clotrimazol(79) (Figura 22) es un derivado imidazélico usado como medicamento
antimicético en afecciones de micosis dérmicas superficiales y vageste$armag es un
potente inhibidor espdiao del citocromo P450 y sinngbargo, se encuentra en venta
publica®su uso se debe a que el beneficio prdpasdo es mayor que su riesgademas,
es administrado en una dosis y forma farmacéutica adecuadee(ea o en forma de gotas

Oticas).Otro claro ejemplo es el propio tamoxifen®’), el cual tiene un efecto inhibidor

99 LasseVega, M.C.; Zapater, P.Such, J.; Sok/era, J.;PayaA.; Horga, JF.; MateoPérez, M Gastroenterol. Hepatql2002, 25,
247-250.

100 Khabnadideh, S.; Rezaei, Z.; Khaléfezhad, A.; Pakshir, K.; Roosta, A.; BaratzademA[AMC,, 2008 7, 215218.

77



[ RESULTADOS |

CAPITULO II

para CYP2C19, CYP2D6 YP3A4y a pesar de los efectos adversos, los beneficios del

farmaco son muy superiores a sus inconvenientesigangjora lasupervivencia de los
pacientes.

79

Figura 22. Estructura quimica del Clotrimazor 9).

Los resultados fueron complementados con otros pardmetros farmacocinéigsos
como la absorcién en intestino humanmermeabilidad en células Ca2¢ asi como la
biotransformacion de farmacos midiendo su actividad como sustrato a familias del citocromo

P450(Tabla 8) permitiendo comprender el comportamiento de los compuestos mediante la
relacion estructuractividad (SAR)

Tabla 8. Propiedades farmacocinéticas de los compuekte20y 77

Modelo Compuesto  Resultado  Probabilidad
(%)
Absorcion
77 + 99.7
11 + 99.2
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12 98.5

13 99.2

Absorcién en intestinoumano 14 99.2
15 99.2

16 99.0

17 99.1

18 99.1

19 99.1

20 99.1

77 54.2

11 82.5

12 82.4

13 81.7

Caco?2 14 83.4

15 83.1

16 84.2

17 84.4

18 83.7
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19

84.6

20

84.9

- Metabolismo |

77 + 75.4
11 + 72.3
12 + 71.9
13 + 72.5
3A4 (Sustrato) 14 + 71.9
15 + 72.4
16 + 73.5
17 + 73.6
18 + 73.3
19 + 73.1
20 + 73.0
77 + 66.6
11 - 81.0
12 - 83.8
13 - 80.7

80



[ RESULTADOS |

CAPITULO II
2D6 (Sustrato) 14 80.7
15 80.7
16 79.2
17 79.2
18 79.2
19 79.2
20 79.2
77 83.7
11 80.8
12 82.0
13 80.8
2C9 (Sustrato) 14 80.8
15 80.8
16 81.0
17 80.8
18 80.8
19 79.2
20 80.8
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Los resultados arrojan que estos compuestos tienen altas probabilidades de una buena
absorcion en el intestino humano. Por giaate, mostraromlta probabilidadde no tener
permeabilidaden células Cac@, es decir para lgpermeabilidad gastrointestinal.inS
embargo, este parametro que resulta de su LogP se puede estandarigdrusajale

normativas de la tecnologia farmacéatic

En la parte de metabolismo o biotransformacién de farmacos, todos los compuestos
finales son sustratos de la isoformad3@on unagprobabilidadde 73% siendo unauena
probabilidad. Al decir que son sustratos significee los compuestos seran metalzalizs
porel CYP3A4 Al compararlo cory7, podemos observar que los parametros son similares
y aceptablesAdemasdentro de la evaluacidmediante el programa SwissTargetPrediction
se obtuvo el resultado en que todos los computstidsian afinidaghama unirsea receptores
estrogénicasAdemas se muestran los resultados deidmlad mediante prueba de AMES
que nos indicai es 0 no carcinogénico, asimo lahepatotoxicidadle cada compuesto
(Tabla 9).

Tabla 9. Prediccién de toxicidad.

Modelo Compuesto Resultado Probabilidad
77 - 72.0
11 - 84.8
12 - 73.8
13 - 86.0
Mutagénesis de AMES 14 - 67.00
15 - 59.0
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16 75.0
17 70.0
18 77.0
19 57.0
20 56.0
77 81.4
11 85.7
12 914
13 85.7
Carcinogénesis 14 85.7
15 85.7
16 88.5
17 88.5
18 88.5
19 88.5
20 88.5
77 92.5
11 65.0
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12 65.0
13 55.0
Hepatotoxicidad 14 52.5
15 50.0
16 52.5
17 67.5
18 55.0
19 55.0
20 55.0

En el apartado dex@idad se puede apreciar que todos los compuestos no presentan

mutagénesisal igual que 77, de acuerdo cora prueba de AMESy tampoco son

carcinogénicosPara nuestro farmaco de referencia es conocido que uno de los efectos

adversos es su hepatoxicidd8lo queconcuerda con la prediccién dada por el programa,

porotro ladq solo los compuestdsty 18 se colocaron enna probabilidad mediajientras

gue el resto de los compuastaparentemente no son hepatioids.

Conociendo la fase farmacocinética (MB) de los resultadoanteriorespodemos

intuir que los compuestos pesar de presental problema de absorcion en Gl, tienen

parametroen rangos aceptableshoraes necesaricorroborar que las moléculagercen

una funcionalidad actividad en la diaa terapéutica. Para estimar las multiples actividades

biologicas de las sustancias quimicss, puede realizar estudios prelinicos, pruebas

clinicas 6biosimulaciones predictivasn(silico). Estas simulaciones tienen la ventaja de

101 9shorne, CK. J. Med, 1998 339, 16091618.
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disminuir el tiempo,costo y que se pueden utilizar estructuras virtuales de moléculas
bioactivas con las de la diana terapéutiazs resultados obtenidos por el programa PASS
Online, nos brindé un perfil de actividad sobre mdultiples blancos terapéuticos en las que
nuestroscompuestos pudieran incluirse basandose en el principio de la relacion estructura
actividad (SAR) de otras moléculas registradas en su base de datos. Se evalud6 la actividad
biolégica de los compuest®$-20(Tabla 10) y dentro de las diversas actividadesstnadas

en el programa se seleccionaron 3 actividades representativas para el cancer.

Tabla 10. Actividades biolégicas relacionadas con el cancer de los compuek&y 77. Pa =
Probabilidad de actividad. Pi = Probabilidad de inactividad

Modelo Compuesto Pa (%) Pi (%)i
77 640 2.0
11 91.6 0.2
12 92.5 0.2
13 91.1 0.2
Antagonista de la integridad d 14
la membrana
15 82.3 0.5
16 92.0 0.2
17 91.5 0.2
18 914 0.2
19 69.6 14
20 84.0 0.5
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77 23.0 1.19
11 85.4 0.2
12 85.1 0.2
13 85.7 0.2
Estimulante del Factor de 14 85.7 0.2
Trangripcion (en especial el
factor NFTB) 15 85.3 0.2
16 83.5 0.2
17 82.8 0.2
18 83.8 0.2
19 85.2 0.2
20 84.4 0.2
77 31.1 1.2
11 73.0 1.2
12 71.8 1.3
13 73.0 1.2
Agonista de Apoptosis 14 73.3 1.2
15 70.3 14
16 68.2 1.7
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17 65.1 2.0
18 68.3 1.6
19 69.3 15
20 69.0 0.5

Los resultados mostraron que todos los compuestos se presentan como
anticancerigenos en una probabilidad aceptablecluso con resultados favorables con
respecto &7, mogrando que la actividad biol6gica mafin es como antagonisteeda

integridad de la membrana.

A pesar de que estos compuestos estan disefiados para inducir apoptosis por via

intrinseca, se debe aclarar queresultados que arroja PASS Online detaljae este tipo

de estructurago se han reportado en su basedatos significando que Pa para alguna
actividad no hace refemeia a la probabilidad de éxitppr el contrario, se refiere a que
nuestros compuestos se pareeelos yareportados en la base datos arrojando una
probabilidad de actividad o inactividad?or consiguiente, estos resultados fueron
complementados por las predicciones de Ar€d. Estas predicciones nos proporamiaa
citotoxicidad de los compuestos en varias lineas celularesrigeras; que posteriormente,

se puede evduar en el cribado experimental.

Los compuestos demostraron citotoxicidad en una amplia variedad de lineas
celulares, dentro de las cuales fueron seleccionadas las provenientes en los tejidos de ovario,

tejido henatopoyeético y linfoide, y para tejido pancreatigabla 11).
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Tabla 11. Prediccidn del efecto citotéxico de los compuestos quindit@®y 77 en lineas de células
cancerosas

| Tejido =~ Compuesto Linea  Pa(%)  Pi(%) |
celular
- sKOov3 517 20
77 OVCAR-8 26.0 11.6
OVCAR-3 22.8 10.0
11 OVCAR-5 37.0 6.2
12 OVCAR-5 31.2 9.2
Ovario A2780 18.9 6.4
13 OVCAR-5 354 6.3
14 A2780 21.7 5.3
15 A2780 22.0 5.2
16 A2780 38.0 2.0
17 A2780 31.5 2.7
18 A2780 38.1 1.9
19 A2780 44.8 1.3
20 A2780 30.4 3.0
77 HL-60 201 13.8
11 H9 37.1 2.5
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12 H9 37.5 24

13 H9 37.3 1.1

Tejido hematopoyético y 14 Ho 36.6 2.7
linfoide 15 HO 36.8 2.6

16 H9 32.0 5.0

17 H9 32.3 4.7

18 H9 32.2 4.7

19 H9 34.1 3.7

20 H9 34.1 3.7

77

11

12 PANC-1 27.2 4.5

13 PANC-1 30.0 3.7

Péncreas 14 PANC-1 26.6 4.7
15 PANC-1 21.8 6.6

16 PANC-1 26.0 5.1

17 PANC-1 24.1 5.6

18 PANC-1 26.0 5.0
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19 PANC-1 22.0 6.5

20 PANC-1 24.0 2.9

La eleccion de los tejidos se bas6 en quéeterde tejidoovarico esta relacionado
con las irregularidademn la actividad de RE; por su parte para el tema de leucemia y cancer
de pancreas es por la mortalidad existetcandolos en los tipos de cancer con mayor
frecuencia. Los resultados sameresantes debido a quemuestran que para el tejido
ovaricotienen una mayaritotoxicidad, en compac&n con los otros dos tejidd3e acuerdo
con los resultados los compues@gxcepcion del compuestd, presentan un efecto en la
linea celular PAIC-1 (carcinoma pancreatico). Los compuedt?»sl3y 14 tuvieron valores

dePamas alts en comparacion cdos demagFigura 23).

O\/\/\/\N)L O\/\/\N)L
H H
12 13 14
PANC-1 PANC-1 PANC-1
Pa=27.2% Pa =30.0% Pa= 26.6%

Figura 23. Compuestos coprobableefecto citotoxico en la linea celular cancerigena PANC

Para el caso del cancer retatado a problemas relacionados taoeerie blanca, los
compuestos tienen probabilidad de actividad en la linea celular H9 (Leucemia), en la que los

compuestodl, 12y 13 presentan unprobabilidad dectividad mas alt@-igura 24).
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O\/\/\/\NJ\ 0\/\/\/\Nk
H H H o H
1 12 13
H9 H9 H9
Pa=37.1% Pa=237.5% Pa =37.3%

Figura 24. Compuestos coprobableefecto citotdxico en la linea celular cancerigena H9.

Los compuestod1-20 mostraron que podrian ejercactividad para dos lineas
celulares en tejido ovariccA2780 (carcnoma ovarico) YOVCAR-5 (adenocarcinoma
ovarico). Los 10 compuestos presentan activigia A2780sin embargplos compuestos
representativos para la linea celular A2780 dalbel18y 19, mientras que, para la linea

celular OVCARS5 los compuestos quegsentan citotoxicidad sadrl, 12y 13 (Figura 25).

LA L
O\/\/\/\NJ\N O\/\/\N)\N
H OH A H H
16 18 19
A2780 A2780 A2780
Pa =38.0% Pa =38.1% Pa =44.8%

S S S
o\/\/\/\N)LN/@ O\/\/\/\N)LN/O O\/\/\NAN@
H H H H H H
11 12 13
OVCAR-5 OVCAR-5 OVCAR-5
Pa =37.0% Pa=31.2% Pa =35.4%

Figura 25. Compuestos citotdxicos para las lineas celulares cancerigenas A2780 y €8/CAR

91



| RESULTADOS |

CAPITULO Il

Dockingmolecular

El cancer es una enfermedad de proliferacion descontmbdaciEulagjue contibuye
al crecimiento y diseminacion legar anormal. Por su parte, el cancer de ovario es uno de
tumores mas frecuentes en la mdféren el cual, 8 tratami@to es sumamente costoso y
complejo!®® Actualmente, EERU ( r e ¢ e p t no alfa)jlega wn papelitalgea la
regulacion déa proliferacion celular inducida pestrégenos de forma autocriffAEn este
momento, se usan diversastiestrogen® para bloquear los efectos del estrogeno en las
células cancerosaspongamos como ejemplal tamoxfeno (77), el cual ha sido
cocristalizado coBER U ( C3ERTY.*°Shlau y cab.1°°brindaron la informacion necesaria
para conocer lasinteracciones proteifgando del farmaco de referencia/q) con la
finalidad deidentificar alos aminoacidos mas importantes para el reconocimiento del sitio

activo; lo que incide en el disefio racional de nuevos agentesstnoijjénicogFigura 26).

His 524
e
Gly 521 Gly 420
e P Glu 419
lie J% %'m\
Met 421 Mot 343
e The 347¢l‘ OHT
AIaJS:“E P E 8. %”:'e\u 428
C19 C16

Leu 346

Leu 391

Asp 351

Glu 353 Arg 394

e T

Leu 387

Figura 26. Interaccién 2D de Tamoxifen@q) en RE (Clave: 3ERT).

102 NovoaVargas, A.Ginecol. Obstet. Mex2014 82, 613622.
103 Hannibal,C. G.; Cortes, R.; Engholm, G.; Kriigéjaer, S.Acta Obstetri@ et Gynecologica Scandinavic2008 87, 13531360.

104 Ananth, A. H.; Manikandan, N.; Rajan, R. K.; Elancheran, R.; Lakshmithendral, K.; Ramanathan, M.; Bhattachagjeslaf,;
S.Chem. Biodiversity202Q 17, 2-14.
105ghjay, A. K.; Bastard, D.; Loria, P. M.; Cheng, L.; Kushner, P. J.; Agard, DGreene, GL. Cell,, 1998 95, 927-937.
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Los estidios de dockingen la proteina 3ERT con una resolucion de 1.90 A se
realizaron para los compuestbs20 por presentaestructura quimica con predicciones
farmacocinéticas favorablgsreviamente mencionadas en el estudio DiHASS. parametros
del estutb de docking fue validado mediante ure-docking por triplicadq usando el
promedio de loRMSDsde las mejoreposes del ligando antagonisi#&) con respecto al
ligando cocristalizado, obteniendo asi RMSDde 1.682 + 0.213 A; el cual indica un
resultalo favorable para analizar el acoplamiento moleculdosieompueswhibridos del

acido oleandlicqFigura 27).

Figura 27. Redockingdel compuest@7 (azul) y del ligando cocristalizado (rosado) en la prote3&RT con
unRMSD de 1.682 +0.213 By PyMOL.

Actualmente, se conocen las interaccioees3D Figura 28) y 2D (Figura 29) de
los aminoacidos de la actividad antagonista del Tamoxifércef la protein@ERT, de la
cual destaca el anillo A con sus interacciones por puentes de H con loacdos Glu353
y Arg394. Por otro ladeestan las interacciones de tipo van der Waals sobre Met343, Leu346,
Thr347, Ala350, Trp383, Leu387, Leu384 y Leu525 en el anillo C. En el caso de la cadena
dimetilaminoetilo se estabiliza por contactos de van detdaa Thr347, Ala350 y Trp383;

mientras que en el grupo amonio interacaipor puente salino con Asp351.
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Figura 28. Diagrama de 3D de las interacciones polares del compu&stmel sitio de unién déa proteina
3ERT. By PyMOL.

Interactions

D van der Waals D Pi-Cation
D Salt Bridge D Alkyl
Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

Figura 29. Diagrama de 2D de las interacciones polares del compugsgnel sitio de union déa proteina
3ERT. By BIOVIA Discovery studio.
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El antiestrégeno tamoxifen(@7) antagoniza la transcripcion denes que redgren
la region AF2 parala transactivacion mediada pBE. A continuacion(Figura 30y 31) se
muestran los modode union de los compuestd$-20 en el sitio de uniémle la proteina

3ERT en compaifiaelligando cocristalizad¢77).

Figura 30. Distribucion espacial de los compuesfids20 con77 (azukcyan) erel sitio de unién déa
proteina3ERT. By PyMOL.
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Figura 31. Modos de unién de todosd compuestos en el sitio de uniorB&RT, donde 77 (azulcyan) A=
conpuestol6; B= compuestd 7; C= compuestd8; D= compuestd 9y E= compuest®0. By PyMOL.

En estecaso seobservanlas poses para losompueste guanidinios 16-20) con
respecto al compuesity, en dondese aprecia que la estructura de la guanigaracada
compuestotiene una distribucion espacial analoga a los 3 anillos aromaticd&7,de
propiciandoque el esqueleto triteépico se amoldalrededor de la proteingjerciendo

diferentes interacciones

Se muestraias representaciones 2D y 3D de las iteracciones proteidggando
(Figura 32 a 36) de los compuestdss-20, ademas d&as mejoregnergias dacoplamiento
(kcal/mol) para dichoxompuestogTabla 12). En los diagramas 2Dse resumerias

interacciones de los compuestos con los aminoacidosidtyga la uniéel compuest@?.

96



CAPITULO Il

GLU
CYs A:353
VAL A:530 LEU
A:533 LEU A:391
A:349 . LEU
A:387 ARG
A:394
LEU
;346
6f¥
‘ MET
A:421
TRP A:522THR + HIS
3 LEU A GLY
A:383 T AB4T ALAp3ga, MET "AS2E pa20
LEU A350 " oo A:388 AT
338 sl . MET \n:424/
i Ga2d A:343 -
A:380 LEU
A GLU
(2 A:419
Interactions
D van der Waals |:| Pi-Sulfur
:] Carbon Hydrogen Bond I:] Alkyl
D Pi-Sigma D Pi-Alkyl

| RESULTADOS |

Figura 32. Diagrama de 20mediante el uso del progranBiOVIA Discovery studioy 3D (mediante el uso

del programaPyMOL) de las interacciones del compue&tbcon la proteina8ERT.
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ARG LEU
A:394  A:349
A:347 ALA
ASP LEU
LYS CYs A:351 TRP A:391
A:529 LEU A:530 A:383
A:536
GLU VAL
A:380 A:533
Interactions
:] van der Waals |:] Alkyl
:] Pi-Sigma |:] Pi-Alkyl
:] Pi-Sulfur
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Figura 33. Diagramade 2D(mediante el uso del progranBlOVIA Discovery studioy 3D (mediante el uso

del programa PyMOJ.de las interacciones del compuegfbcon la protein@8ERT.
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LEU
GLU  A:391 LEU
CYS : ;
A\{%g A530 gy A353 ARG, A346
LYS 2 A:349 A:394
TYR Y ) LEU
MET
A:526 A:387  A:421
MET ILE
A:388 A:424 GLU
MET A:419

A:343LEU

A:525
ALA GLY
THR A:350 &
LEU ET A:347 GLY HIS
A:536
@F @ gl A521 A:524
Interactions
[:] van der Waals :] Pi-Alkyl

[:] Pi-Sulfur
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Figura 34. Diagrama de 2D (mediante el uso del programa BIOVIA Discovery stydib)(mediante el uso

del programa PyMOJ.de las interacciones del compue&tcon la protein@88ERT.
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GLU
Gy  A:19
A:420
MET . HIS ILE
A:421 a:504 A:424
LEU
GLY MET A:387
GLU
A:353
ARG
A:394
TYR
A:526 LEU
A:349
Q'L.EU LEU
ALA A:39
TRP  CYS A:350 A:346
A:383 A530 agp
A:351
LYS MET
A:529 VAL A:343
LEU A:533
A:536
GLU
A:380
Interactions
:I van der Waals D Amide-Pi Stacked
D Pi-Sigma |:| Pi-Alkyl
l:| Pi-Sulfur
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Figura 35. Diagrama de 2D (mediante el uso del programa BIOVIA Discovery stydib)(mediante el uso

del programa PyMOJ.de las interacciones del conngstol9 con la protein@8ERT.
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GLU
A:380

Interactions

[: van der Waals D Alkyl

D Conventional Hydrogen Bond :l Pi-Alkyl

Figura 36. Diagrama de 2D (mediante el uso del programa BIOVIA Discovery stydiB)(mediante el uso
del programa PyMO).de las interacciones del compuegtbcon la proteinsBERT.
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Tabla 12. Score e interacciones geinaligando de los compuestd$-20y 77 con los aminoacidos de la
proteina3ERT.Ddénde:N/A = No Aplica

Docking Interacciones Interaccion

- .. Interaccién
Caodigo Estructura quimica score van der puente uente H
(kcal/mol) WEELS salino P
(0]
| O P Met343, Leu346,
Ala350, Trp383,
77 O -10.0  Leu387,Leu3sd,  Asp35l (2'33;933
Leu525, Thr347 y 9
OH Trp383

Met343, Leu346,
Ala350, Trp383,
Leu387, Leu384,
-11.4 Leu525, Thr347, N/A N/A
Trp383, Asp351,
Glu353, Arg394

16

Met343, Leu346,
Ala350, Trp383,
Leu387, Leu384,
-11.5 Leu525, Thr347, N/A N/A
Trp383, Asp351,
Glu353, Arg394

17

Met343, Leu346,
Ala350, Leu387,
-12.1 Leu525, Thr347, N/A N/A
Asp35], Glu353,
Arg394

Met343, Leu346,
Ala350, Trp383,
Leu387, Leu384,
-13.5 Leu525, Thr347, N/A N/A
Trp383, Asp351,
Glu353 y Arg394

18

19

Met343, Ala350,
Trp383,Leu387,
Leu384,Leu525,
121 57 Tpaes, N/A Leu346
Asp351, Arg394

20

Las energias de acoplamie(ifabla 12) para los compuestd$ al 20tomando como
referencia &7; sonde-11.4,-11.5,-12.1,-13.6 -12.1y -10 kcal/mol, respectivamente. La
diferencia energética descompuestse 16-20, se atribuye principalmente sas estructura
triterpénica, presentando mas interacciones de van der Waals que el comfjliesto
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Este resultado demuestra en términos energéticos que cuanto mas negativo sea el
valor de energia de int@@on proteindigando, mejor sera la afinidad de unién con el
receptort®® Sin embargo, esto no se debe de interpretar de manera dinedtaamividad
bioldgica pero cona interaccion ddos residuos esenciales del sitio activo para asegurar
dicha activdad.

En la comparacion de las interacciones de los compuesRiscon77, se demuestra
que para los compuestdks, 17 y 19 tienen los mismos contactos con los aminoacidos
principales de la proteina; pero dichas interacciones son de diferente natiralazd caso
del compuestd.8, no cuenta con &interacciones en los aminoécidos Trp383, Leu384,
Trp383 y par&0 con el aminoacido Glu353in embargatiene una interaccion por puentes
de H con Leu346. Es necesario mencionar que a pesar de que msestwdl8y 20 no
presentar ciertos contactds aminoacidgssi muestran mayores interaccioges respecto

al compuestd?.

Por su parte, para todos los compuegtmias sus interacciones son de tipo van der
Waals osus derivados como interaccioramsida-pi, sulfuropi y pi-alquil, entre otrad®’
mientras que el compuest@forma un puente salino con Asp351 y puentes de H con Glu353
y Arg394, estos resultados coinciden con la estructura quimica de los compuestos ya que no

presentan un grupo donador detpnes en la posicignfenilo de las guanidinas

A pesar de estas 3 diferencias de interaccion, sendaladuarlos compueste en
pruebas anticancerigenas que, su diefio y sintesis se debieranas propiedades que
presentan sus 2 estructuras popasado; pues tantel &. Oleandlico y loscationes
guanidinio cuentanonactividad antiproliferativéver CAPITULO |) y la afinidad de unién
a ERU fue basada en el programa SwissTargetP

106 Bassyouni, F.Hefnawi, M.E.; Rashed, A. ERehim, M.A. Drug Des, 2017, 6, 1-6.
107 Zauhar, R. J.; ColberG. L.; Morgan, R. SWelsh, W.J. Biopolymers.200Q 53, 233248
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Como se ha descrito anteriormente; RE son responsables de controlar la
transcripcion de ADN nuclear necesaria para el desarrollo y la reproduccién h@naaa
sustentado que d@lamoxifeno(77) reducea la proteina quinasa activada por mitogenos en
tratamientos de primera linea para pacientes con cancer de mama metdS8t4Sideste
tipo de proteinaséneun papel importante en cuanto a la transicion de sefiales que regulan
la dvision y diferenciacion celularDentro de esta familia de quinasas receptoras, cabe
resalta la quinasa de crecimiento epidérmico (EGFR); la cual es importante en el cancer. Su
activacion puede deberse a una sobreexpresion, mutaciones que resultamaermrct

constitutiva o la ex@sion autocrina del ligandé®

La expresion de EGFR se ha estudiado en el cancer de mama, asi cor@o peanebi
el cancer de ovarjt en elcancer de pulmoh?y en el cancer de prostata. Por lo tanto,
aguellos compuestos queasecapaces de inhibir la activacion de las EGFR son de interés
potencial como nuevos agentes terapéuticos antitumorales. Las tioureas y analogos (ureas),
son compuestos organicos que contienen atomos de azufre y nitfégesh@aso particular
de las uresies oxigeno en lugar de azufiey cuales han mostradctividad farmacoldgica
como inhibidores contra laproteinas tirosina quinasa (PTK) y NADH oxidasa, que
desempefian papslecriticos en aspectos de tumggoesis!® Por consiguienteos
compuestod1-15 fueron candidatos a ensayies acoplamiento moleculaobre la proteina
3ERT,; a pesar de que dichos compuestos no presentasimiliud estructural 77 no
significa que no tengan una distribuciéspacial analogademaslos resultados en cuanto
a sus prediccionefarmacéuticas fueron favorablesmypostraron una bioactividaafin al
farmaco de referenci@T). A continuacionse muestran los modos unififigura 37y 38)

de los compuestdss-20 en el sitio activo de la proteiB&RT en companfiade77.
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CAPITULO Il

Figura 37. Distribucién espacial de los compuesidsl5con77 (azukcyan) erel sitio de unién déa
proteina3ERT. By PyMOL.

Figura 38. Modos de union de todos los compuestos en eldsitimion dSERT, donde 77 (azukcyan); F=
compuestd 1; G= compuestd 2; H= compuestd.3; | = compuestd 4y J= compuestd 5. By PyMOL
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CAPITULO Il

Se observanlas poses para logompuests tioureidos (11-15) con respecto al
compuestd’7, se aprecia que la estructurae forma la tiourea para cada compudisioe
una distribucion espacial similar77, propiciando que el esqueleto triterpénico se amolde
alrededor de la proteina ejerciendo diferentes interaccigrigera 38). El analisis de
docking nos brinddlas representaciones 2D y 3D de las interaccioneteipaligando
(Figura 39 a 43) de los compuestod41-15, asi mismo,de las mejores energias de
acoplamiento (kcal/moljTabla 13).
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Figura 39. Diagrama de 2D (mediante el uso del programa BIOVIA Discovery stydiB)(mediante el uso
del programa PyMQ) de las interacciones del compuegtiocon la proteinsBERT.
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Figura 40. Diagrama de 20mediante el uso del programa BIOVIA Discovery stugdi8p (mediante el uso

del programa PyMOJ.de las interacciones del compue&tbcon la protein@8ERT.
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CAPITULO Il

Figura 41. Diagrama de 20mediante el uso del programa BIOVIA Discovery stugdi8p (mediante el uso
del programa PyMOJ.de las interacciones del compue&con la protein@8ERT.
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