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RESUMEN

La diosgenina es una saponina esteroidal proveniente de leguminosas y
tubérculos, la cual ha mostrado efectos anticancerigenos en varias lineas celulares
cancerigenas, como es el caso de la MCF-7 (cancer de mama). En este trabajo se
establece una ruta de sintesis para la modificacion estructural de la diosgenina con
la incorporacion de un fragmento hidrofilico, que modula su solubilidad y mejora su
actividad citotoxica. La sintesis partié del 3-aminopropan-1-ol, sobre éste se realizé
una adicion de Michael con metilacrilato y con terbutilacrilato, para obtener los
derivados 2 y 3. El grupo focal OH se sustituyé por iodo (I) (compuestos 4, 5) y
posteriormente a azida (Ns) (compuestos 6, 7). Por otro lado, se sintetizo el acido 4-
0x0-4-(prop-2-in-1-iloxi) butanoico 8 mediante una reaccibn mecanoquimica, éste
compuesto fue unido a la diosgenina mediante una esterificacion de Steglich 9. Una
vez obtenidos los fragmentos 6, 7 (grupo focal azida) y el compuesto 9 con alquino
terminal, se realiz6 una reaccion click para obtener derivados de diosgenina con un
anillo triazolico (10, 11). El derivado 11 (grupo terbutilo) fue hidrolizado en TFA para
obtener un compuesto con terminales de &cido carboxilico 12. Todos los compuestos
fueron caracterizador por RMN de 'H y 3C, asi como por FT-IR, punto de fusion y
masas de alta resolucion HRMS ESI TOF. Con los derivados 10y 12, y la diosgenina,
se realizaron ensayos de viabilidad celular mediante la técnica de CV a 48 horas de
incubacion en la linea celular cancerigena MCF-7 y en fibroblastos humanos hFB,
como modelo de linea celular sana. Los resultados mostraron que el derivado 12 es
dos veces mas activo sobre MCF-7 que la diosgenina, con valores de ICso de
202.41+3.82 pM y 401.27+62.30uM, respectivamente. Con base a las propiedades
ADMET el compuesto 12 podria ser un buen candidato para una administracion via

intravenosa.
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ABSTRACT

Diosgenin is a steroidal saponin from legumes and tubers, which has shown
anticancer effects in several cancer cell lines, as is the case of MCF-7 (breast
cancer). In this work, a synthesis route for the structural modification of diosgenin was
established with the incorporation of a hydrophilic fragment, which modulates its
solubility and improves its cytotoxic activity. The synthesis was started on 3-
aminepropan-1-ol, over which Michael addition was carried out with methylacrylate
and with tertbutylacrylate, to obtain derivatives 2 and 3. The OH focal group was
replaced by iodine (I) (compounds 4, 5) and subsequently to azide (N3) (compounds
6, 7). On the other hand, 4-oxo-4- (prop-2-yn-l-yloxy) butanoic acid 8 was
synthesized by means of a mechanochemical reaction, this compound was coupled
to diosgenin by Steglich esterification 9. A click reaction was performed between
fragments 6, 7 (azide focal group) and compound 9 with alkyne end group, to obtain
diosgenin derivatives with a triazole ring (10, 11). Derivative 11 (tertbutyl group) was
hydrolyzed in TFA to obtain a compound with carboxylic acid terminals 12. All
compounds were characterized by * H and '3 C NMR, as well as by FT-IR, high
resolution mass spectrometry HRMS-ESI TOF and melting point. From derivatives
10 and 12, and diosgenin, cell viability assays were performed using the CV assay at
48 hours of incubation in the MCF-7 cancer cell line and in human fibroblasts hFB,
as a healthy cell line model. The results showed that derivative 12 is twice active on
MCF-7 as diosgenin, with IC50 values of 202.41 + 3.82 yM and 401.27 + 62.30uM,
respectively. Based on the ADMET properties, compound 12 could be a good

candidate for intravenous administration.
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INTRODUCCION

La herbolaria ha trascendido hasta hoy en dia y numerosas plantas e
infusiones sirven como base para la medicina moderna. En la actualidad las plantas
han adquirido un gran interés cientifico debido a la medicina natural. Por ello se han
realizado diversos estudios sobre éstas para conocer los compuestos que las
constituyen, su estructura y propiedades; ya que, son la base para mdultiples
farmacos, entre los que destacan los de tipo: hormonal, sedantes, antiinflamatorios,

diuréticos, entre otros.

Trabajos recientes indican que los productos naturales junto con otros compuestos
derivados o inspirados en ellos forman parte de aproximadamente el 35-40% del total
de medicamentos que se comercializan en la actualidad. En campos como el de los
antibioticos y los agentes anticancerigenos, mas del 75% de los farmacos son

derivados de sustancias de origen natural (Labrada, 2012).

Dentro de los productos naturales, la diosgenina juega un papel muy importante ya
gue se ha demostrado su potencial en el tratamiento de enfermedades como cancer,
diabetes o cardiovasculares. Lo que representa una alternativa para los pacientes
con algun tipo de enfermedad crénico-degenerativa; pudiendo tener acceso a un
farmaco de origen natural capaz de disminuir los efectos secundarios que se
presentan al suministrar algin medicamento alépata. Sin embargo, la diosgenina es
practicamente insoluble en medios fisiolégicos, presenta baja absorcion y un alto

porcentaje que se absorbe es rapidamente metabolizado. (Manda et al., 2013)

En este estudio elucidamos a la diosgenina para mejorar la solubilidad y por ende
sus propiedades de la diosgenina; en este trabajo se realizé un analisis teorico (Log
P, permeabilidad en CaCo2, toxicidad oral aguda y toxicidad en ratas y peces) con
el programa admetSAR de modelos de diosgenina modificada con fragmentos con
diferentes grupos terminales. Las moléculas que resultaron con un menor Log P,
mayor permeabilidad y menor citotoxicidad fueron seleccionados para llevar a cabo
su sintesis. Después se realizaron pruebas de citotoxicidad con CV. Nuestros
resultados demuestran que la solubilidad es importante ya que el compuesto 12

resulto tener mejor resultados que la Diosgenina.
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JUSTIFICACION

El cancer es la principal causa de muerte por enfermedad a escala mundial,
se le atribuyen 8.2 millones de defunciones ocurridas en el 2012 (OMS, 2015) y se
prevé que el nimero aumente en un 70% en las préximas 2 décadas (OMS, 2015).
Mas del 70% de las defunciones por cancer se registraron en paises de ingresos

bajos y medianos, como México.

Ante estos numeros alarmantes existe una gran diversidad en tratamientos quimicos
contra el cancer, muchos de éstos no son especificos en células cancerigenas y
afectan otros 6rganos. Por lo que se ha desarrollado una intensa busqueda tratando
de encontrar alternativas con menores efectos secundarios, dando como resultado
un alto nimero de nuevas propuestas, tal es el caso de la diosgenina (Raju & Rao,
2011), la cual ha mostrado tener efectos contra cancer en varios 6rganos (Patel et
al., 2012) e in vitro en lineas celulares como: cancer de mama (Li et al., 2005), células
mieloides en leucemia (Jiang et al., 2016) cancer de colén (Raju et al., 2004); sin
embargo, la Diosgenina, muestra un bajo nivel de absorcion via oral y una rapida
metabolizacion via intravenosa, lo cual la hace un producto de bajo rendimiento
terapéutico. Por ello, se requiere modificar su estructura quimica para tener una

alternativa que permita aumentar su solubilidad y mejorar sus propiedades.
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HIPOTESIS

El aumento en la hidrosolubilidad de la diosgenina mejorard su absorcion y

biodisponibilidad, por ende, potencializara su actividad bioldgica.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Modificar la estructura de la diosgenina con la incorporacion de un fragmento

hidrofilico para modular su solubilidad y potenciar su actividad bioldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefar fragmentos hidrofilicos con diferentes grupos funcionales.

2. Evaluar tedricamente la viabilidad de los fragmentos acoplados a la Diosgenina
de acuerdo con las Reglas de Lipinsky y las propiedades ADMET (Administracion,
Distribucién, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad) mediante los programas
MOLINSPIRATION y admetSAR.

3. Sintetizar los fragmentos que de acuerdo con sus caracteristicas (Log P,
permeabilidad y citotoxicidad) mejoren las propiedades de la diosgenina.

4. Acoplar el fragmento hidrofilo a la diosgenina a través de una reaccion click.

5. Corroborar la obtencion de los nuevos derivados de Diosgenina mediante
técnicas espectroscopicas (FT-IR, MASAS, RMN).

6. Evaluar la actividad citotoxica in vitro en lineas celulares cancerigenas MCF-7 y

fibroblastos humanos (hFB) como modelo de células sanas.
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MARCO TEORICO

5.1 MODELADO DE ESTRUCTURAS QUIMICAS

La simulacién por computadora es una herramienta que nos permite hacer
una prediccion rapida de las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas. Los
diferentes paquetes que existen pueden estar fundamentadas en las leyes de la
quimica clasica, la quimica cuantica o bien una mezcla de ambas. Ademas,
especificamente hablando de las propiedades de moléculas con aplicaciones como
farmacos, los softwares existentes suelen estar basados en el estudio de la relacion
estructura-actividad de miles de farmacos y compuestos bioactivos cuyo estudio se
ha publicado en revistas de alto impacto, generandose asi, mediante comparacion la

prediccién de propiedades con un alto numero de confiabilidad.

Las propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad
juegan un papel muy importante en el descubrimiento y desarrollo de medicamentos,
pesticidas, aditivos de comida y productos quimicos En la década pasada, muy
pocos medicamentos entre cientos de candidatos salian al mercado debido a la
cantidad de fallas que se tenia en la etapa clinica debido a que las propiedades
ADMET no eran las adecuadas (Cheng et al., 2012), es aqui donde comienza la
busqueda de programas que pudieran predecir con facilidad dichas propiedades de

los compuestos.

El programa admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsarl/predict/), nos permite

determinar propiedades tales como solubilidad del agua, absorcion intestinal
humana, viabilidad oral, transporte, toxicidad..., etc. La forma en que funciona el
programa es introducir la estructura desea, que dara como resultado las propiedades
ADMET de ésta, todo esto se logra gracias a la comparacion que se realiza de dicha

estructura con la base de datos del programa.

5.1.1 REGLAS DE LIPINSKI

Son usadas como primer paso para realizar una exploracion virtual y eliminar
rapidamente candidatos que no tienen las propiedades fisicoquimicas adecuadas
para una buena viabilidad oral. Han sido adoptadas en los ultimos afos por la
industria farmaceéutica para determinar un rapido perfil de los productos terapéuticos
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administrados oralmente que se transportan lentamente al sitio de accion (Bhal,
Kassam, Peirson, & Pearl, 2007); Usualmente nos ofrece una buena estimacién con
respecto a la permeabilidad y solubilidad in vivo (Lipinski, Lombardo, Dominy, &
Feeney, 1997), las cuales son propiedades muy importantes para la absorcion.

Las reglas son:

1. No méas de 5 enlaces de hidrogenos donadores (atomos de oxigeno
0 nitrégeno con uno 0 mas atomos de hidrégeno).

2. No més de 10 enlaces de hidrégeno aceptores (atomos de oxigeno
0 nitrégeno).
Masa molecular menor a 500 Da.

4. Un coeficiente de particion de octanol-agua de log P no mayor a 5.

No mas de una violacion.

La violacion de mas de 1 de estas reglas ha mostrado pobres propiedades
farmacolégicas para la administracion oral (Bhal et al., 2007)

(http://www.molinspiration.com/).

5.2 CANCER

El cancer es un término genérico para un gran grupo de enfermedades que
pueden afectar cualquier parte del cuerpo. Se caracteriza por un crecimiento rapido
de células anormales que crecen mas alla de su limite usual, el cual puede invadir
partes adyacentes del cuerpo y esparcirse a otros Organos, este proceso se
denomina metastasis. La metéstasis es la mayor causa de muerte por cancer (OMS,
2015).

Desde el siglo pasado, el cancer es considerado una enfermedad comudn que
paulatinamente se convirti6 en un problema importante de salud publica a nivel
mundial. Ademas de ocasionar una gran peérdida de vidas humanas cada afo, es
responsable de enormes cargas economicas, sociales y emocionales. Datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refieren al cancer como la primera causa
de muerte en el mundo (Rios, Rivera, Cervantes, & Martinez, 2012), se le atribuyen

8.2 millones de defunciones ocurridas en 2012 (OMS, 2015). Entre los principales
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tipos de cancer se encuentran: pulmonar (1.59 millones de defunciones); hepatico
(745 000 defunciones); gastrico (723 000 defunciones); colon rectal (694 000
defunciones); mama (521 000 defunciones); esofagico (400 000 defunciones),
cervicouterino (266 000 defunciones).

5.2.1 ACTIVIDAD TUMORAL
El cancer se forma a partir de una sola célula. La transformacion de una célula
normal a células tumorales, es un proceso de varias etapas, suele consistir en la
progresion de una lesion precancerosa a un tumor maligno. Estos cambios son el
resultado de interacciones entre los factores genéticos de una personay 3 categorias
(OMS, 2015) de agentes externos:
e Carcindgenos fisicos: como las radiaciones ultravioletas e ionizantes.
e Carcindégenos quimicos: como los asbestos, los componentes del humo
de tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el
arsénico (contaminante del agua de bebida).
e Carcindgenos bioldgicos: como las infecciones causadas por
determinados virus, bacterias o parasitos.
Entre los factores que determinan el desarrollo del cancer se encuentran:
1. Laedad ya que el mecanismo de reparacion celular es menos efectivo en
una persona adulta (OMS, 2015).
Uso de tabaco, alcohol, dieta no saludable e inactividad fisica.
3. Infecciones crénicas teniendo mas relevancia en paises tercermundistas.
Como: virus de hepatitis B (HBV), virus de hepatitis C (HCV) y algunos
tipos del virus del papiloma humano (HPV) incrementan el riesgo de
cancer en higado y cervical respectivamente. Infecciones con VIH

incrementan el riesgo de cancer cervical.

5.2.2 CANCER DE MAMA

Existen al menos 200 tipos de cancer que los humanos pueden padecer. El
cancer puede surgir en cualquiera de los 60 6rganos que tiene el cuerpo humano,
pero cada tipo de cancer es Unico, ya que no necesariamente es definido por el

organo que afecta, sino mas bien por el tipo de célula del tejido en cuestion.
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El cancer de mama es un crecimiento anormal de los tejidos del pecho. El tipo de
tumor mas frecuente se da en las glandulas productoras de leche. El cancer de
mama tiene una etiologia compleja que incluye factores genéticos, biol6gicos,
conductuales, ambientales y sociales. Se clasifica en 3 categorias: histopatoldgico,
se extienden a tejidos circundantes de la mama, biolégico, se encuentran localizados
anicamente en el tejido mamario, y molecular. La clasificacion histopatolégica se
subdivide a su vez en cancer invasivo y no invasivo. La clasificacion bioldgica es la
expresion de los receptores hormonales (tales como estrogeno y progesterona). Los
subtipos moleculares principales son tipo luminal (el subtipo A y B), HER2
amplificado y basal, todos éstos tienen un distintivo biolégico y fisiolégico (McLaren
& Ng, 2014).

Las lesiones de la mama tienen un marcado predominio femenino. La estructura mas
compleja de la mama femenina, el volumen y la extrema sensibilidad a las influencias
enddcrinas predisponen a este Organo a cierto numero de enfermedades. Los
tumores constituyen la lesion mas importante, aunque no la mas comun de la mama
femenina. En la mama femenina pueden aparecer una gran variedad de tumores.
Estos tumores pueden abarcar todo el espectro de las neoplasias que pueden brotar
del epitelio escamoso estratificado, estructuras glandulares y tejido conectivo
mesenquimal. Algunos de los tumores son los papilomas cutdneos, carcinomas
epidermoides de la piel, adenomas, papilomas de los conductos, carcinomas de
origen en los conductos glandulares, y practicamente cualquier variedad de tumor
mesenquimatoso benigno o maligno como fibroma y fibrosarcoma, tumor de células
granulares, condrosarcoma, lipoma y liposarcoma, sarcoma osteogénico, angiomay
angiosarcoma. (SSA, 2011). Asi, al no haber una causa Unica, se hace fundamental
la prevencion mediante conductas y habitos que han mostrado tener un efecto
protector como dar leche materna, realizar ejercicio, llevar una dieta baja en grasas
y alta en frutas y verduras y no consumir tabaco ni alcohol, acciones que deben
realizarse junto con otras que promuevan la deteccién temprana de tumores en las

mamas como son la autoexploracion y el cribado (INEGI, 2015).
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5.2.4. LINEAS CELULARES CANCERIGENAS
Las lineas celulares son un grupo de células individuales que son idénticas
genéticamente a una sola célula progenitora como resultado de divisiones mitéticas,

existe dos tipos principales:

1. Continua, las que son de un solo tipo de célula, diploide de
aproximadamente 50 generaciones.
2. Continua establecida, es un tipo celular, aneuploide tedéricamente de

infinitas generaciones (Pina & Lopez, 2015)

Estas lineas celulares surgen de un cultivo primario el cual proviene de un érgano o
tejido que presente células cancerigenas, conservando con ello el cariotipo

caracteristico del organismo que dio origen (Pina & Lépez, 2015).

La linea celular de cancer de mama MCF-7 fue derivada de una corte preural tomado
de una paciente con metastasis de cancer de mama de 69 afos de edad; 2 afios
después la muestra fue estudiada en un laboratorio la cual mostraba tener diferente
linea celular, la cual marcaba 88 cromosomas presentando receptores en los
estrogenos y por ende tiene una respuesta proliferativa a los estrogenos. A partir de
este punto mostro tener un gran potencial, dando como resultado ser un buen modelo

in vitro para el estudio de los mecanismos tumorales.

5.3 DIOSGENINA

La diosgenina es una saponina esteroidal encontrada generalmente en las
plantas, de las familias: Dioscorea, Costus y Trigonella. Es un compuesto esteroidal
proveniente del metabolismo secundario, mostrando importancia en funciones
biolégicas de plantas y animales, actuando como regulador en el desarrollo y
procesos fisioldégicos en animales. También es utilizada en la sintesis de nuevas
drogas hormonales (Li et al., 2005) con poder antiinflamatorio, entre las que destacan

la prednisolona, la hidrocortisona, la cortisona y al prednisona (figura 1).
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Figura 1. Obtencién de hormonas a partir de diosgenina

5.3.1 FUENTES

La diosgenina se encuentra en forma natural en una gran variedad de plantas
entre las que se puede mencionar magueyes (género agave), izotes (género yuca),
samandoca (samuke carnerosana), en muchas plantas de la familia Costus
speciosus, 1-3% peso (Bajaj, 1999), Trigonella de 1-2 % peso (Nagata & Ebizuca,
2002) y muchas especies de Dioscorea, 13% peso (Bajaj, 1999), las especies
primordiales son D. floribunda, D. composita y D. spiculifera, D. deltoidea, D.
nipponica y D. zingiberensis (Tomlinson & Akerele, 2015, S. Mirunalini, 2011). Sin
embargo, su principal fuente de obtencidén es el barbasco mexicano (dioscorea
composita hemsl) (Bonilla, 1985).
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5.3.2 ESTRUCTURA QUIMICA

Recientemente se descubrié que muchos metabolitos secundarios tienen
importantes funciones ecoldgicas en las plantas, dentro de las cuales destacan la
proteccion vegetal, la atraccion de agentes polinizadores y mimetizadores (Taiz &
Zeiger, 2006).

Las saponinas son un grupo de metabolitos secundarios que tienen una amplia
distribucion en plantas y en algunos organismos marinos. EI nombre saponina
proviene de la palabra en Latin sapo (soap en inglés) y hace alusién a las
propiedades detergentes de esta familia de compuestos y a su capacidad para
formar espumas estables al agitar sus disoluciones acuosas. El comportamiento en
agua se explica por su naturaleza anfifilica, resultado de la combinacién de
elementos hidrofébicos e hidrofilicos en la misma estructura (Labrada, 2012). Son
heterésidos que constan de una parte glucidica (con uno o mas azucares) hidrofilica
y de una aglicona (parte no glucidica) hidrofébica (figura 2). Las Saponinas se
clasifican en 2 grupos segun sea la naturaleza de la aglicona (figura 4); esteroides

neutros (diosgenina) y triterpénicos acidos (Ac. Oleandlico) (Lopez Luengo, 2001)

HO  OH

Figura 2 Estructura quimica de un diosgenina O-glucosidica
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a) Diosgenina b) Ac. Oleanolico

Figura 3 Estructura quimica de saponinas

La diosgenina es una saponina esteroidal que deriva de un esqueleto hexaciclico de
27 atomos de carbono, que es el nucleo espirostano (Lépez Luengo, 2001) con una
cadena lateral espiroacetalica unida en los carbonos 16 y 17 del esteroide con un
doble enlace entre los carbonos 5- 6 y con un grupo hidroxilo en la tercera posicién
(Deshpande & Bhalsing). La cadena espiroacetéalica consiste en un anillo de cinco
miembros (E) y otro de seis (F), ambos heterociclicos. Los compuestos que

presentan el anillo F (Figura 3) abierto se conocen como furostanos. (Bonilla, 1985)

5.3.3 BENEFICIOS A LA SALUD

La diosgenina actia como un intermediario inicial para la sintesis de
esteroides y anticonceptivos. Aunque, es también usada como un medicamento para
el tratamiento de enfermedades como leucemia, hipercolesterol, sindrome de
climaterio y cancer de colon a nivel experimental; también ha sido probada para el
uso en el mantenimiento de los niveles de colesterol en la sangre, con la produccién
de dehidroepiandrosterona (DHEA). El suministro sostenido de diosgenina ha
mostrado capacidad de prevenir significantemente la pérdida de huesos. Se ha
encontrado que tiene un perfil farmacol6gico muy impresionante y puede ser usado
como un medicamento alternativo para tratar diversos desordenes (tabla 1) entre los
gue destacan: estrés oxidativo, reproduccion y quimioterapia de cancer; aunque sus
efectos especificos nos dan un gran valor para futuros tratamientos e investigaciones
(Patel, Gadewar, Tahilyani, & Patel, 2012). En la Figura 4, se resumen los efectos de

la diosgenina en diferentes sistemas (Patel et al., 2012).
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Tabla 1. Beneficios de la diosgenina

Beneficio Resultados

Contra microorganismos Se, m?stré u-na actividad- débil antimicrobiana contra
Céandida albicans, C.albicans, C. glabrata.
Virus de la hepatitis C, donde los niveles del RNA
Virus viral 'y las proteinas virales disminuyeron
significativamente inflamaciones.
Se ha demostrado que pueden disminuir los niveles
de colesterol total (CT) en plasma total, y LDL
Enfermedades (lipoproteinas de baja densidad), incrementando el
cardiovasculares radio de HDL (lipoproteinas de alta densidad)
suprimiendo el colesterol absorbido e
incrementando el colesterol secretado.
Se investigaron los efectos anti-tromboticos, donde
se logro la inhibicion de agregados plaquetarios, la
trombosis y la activacion prolongada de tiempo de
tromboplastina parcial (ATPP), tiempo de
Desordenes en la sangre , ] )
protombina (PT) y tiempo de trombina (TT), de una
manera dependiente. El tiempo de sangrado y de
coagulacion se prolong6 lo que indica que tiene
actividad anti-trombotica.
El suplemento de diosgenina  disminuyo
notablemente la actividad de la lactasa y maltasa
comparada con un control de diabéticos. Asi mismo
Glucosa en sangre decrecié significativamente la actividad de la
transaminasa comparada contra un control normal y
diabético. Demostrando propiedades hipoglicemias
las cuales son benéficas para la diabetes.
Efectos supresivos de la diosgenina sobre el
Sisterna inmune alérgeno-inducido Th2 i-ntestinal, respondié a un
aumento en la regulacion de las células T del

sistema inmune en sitio inflamado.
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Ademas de las actividades que se describen en la tabla 1, se pueden observar otras
actividades citadas por (Kim & Park, 2018).

Un namero limitado de experimentos nos han llevado al entendimiento de la eficacia
preclinica de la diosgenina como un agente quimiopreventivo/terapéutico contra el
cancer de varios organos. El estudio utilizando modelos in vitro sugieren que la
diosgenina suprime el crecimiento de las células cancerigenas asociadas con la
proliferacion, diferenciacion, apoptosis, inflamacion y oncogénesis (Raju & Rao,
2011).

Diosgenina

[ ) T T
Sistema Sistema Sistema

. . i 4 Efectos de i
nmune oxidativol |inflamatori Sistema Céncer Procesos Virus

1 |
Glucosa
en sangre

reproductivo metabolicol |microorgan

(0] .
ISMOos

Figura 4. Efectos benéficos de la diosgenina

5.3.2.1 EFECTO DE LA DIOSGENINA SOBRE EL CANCER

El crecimiento de las células y el efecto de algunos medicamentos sobre
éstas, pueden ser evaluadas por métodos tradicionales como la morfologia, los
métodos de observacibn o por tecnologia biomédica. Al ser un metabolito
secundario, esta, muestra muchas funciones biolégicas en plantas y animales,
actuando como un regulador en el desarrollo y procesos fisiol6gicos en el sistema de
los animales (Li et al., 2005). Se han realizado algunos reportes sobre las acciones

gue tiene la diosgenina sobre el cancer (tabla 2).
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Tabla 2. Estudios de la diosgenina en cancer

Autor Estudio

(Corbiere, Liagre, Terro, Efecto anti proliferativo por diosgenina a través de la

& Beneytout, 2004) activacion de p53, emitido mediante apoptosis inducida y
modulacién de la actividad de la caspasas-3 en diferentes
células de cancer en humanos.

(Li et al., 2005) Estudio electroquimico de cancer de mama, células MCF-
7, y evaluacion de los efectos de la diosgenina.

(Liu, Wang, Ju, Wong, & Diosgenina induce el paro del ciclo de la célula y

Wu, 2005) apoptosis en células K562 de leucemia, con la ruptura de
la homeostasis del Ca?*.

(Raju, Patlolla, Swamy, Inhibicibn de la formacion de focos inducidas por

& Rao, 2004) azoximetano en ratas F344 e induce apoptosis en células
de cancer de colén HT-29.

(Selim & Al Jaouni, Efectos anticancerigenos y apoptoticos sobre la

2015) proliferacion celular de diosgenina aislada de Costus

Speciosus.

5.3.3.1 MODIFICACIONES ESTRUCTURALES EN LA DIOSGENINA Y SU
EFECTO EN LA CITOTOXICIDAD

Debido a la alta actividad como anticancerigeno que presenta la diosgenina,
se han realizado diferentes estudios para modificarla estructuralmente, con el
objetivo de incrementar su actividad y/o modular su balance hidréfilo/hidréfobo y con
ello mejorar sus propiedades ADMET. En la tabla 3 se muestran algunos de los

estudios mas recientes.
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Tabla 3. Estudios sobre la modificacion de la diosgenina

Autor

(Kaskiw et
al., 2009)

(Soto-castro
et al., 2017)

(Masood et
al., 2017)

(Singh et al,
2014)

(Hamid et al,
2017)

Modificacién

Acoplamiento

de

diferentes grupos en el

hidroxilo de la

posicion 3

de la diosgenina.  2-

amino-2-deoxi-B-D-

glucopiranosil

y/o a-L-

rhamno-piranosil-(1->4)-

2-amino-2-deoxi-3-D-

glucopiranosil.

Sintesis del

(25R)-6p-

penilami-nospirostan-33,

5a-diol.

Acoplamiento

diferentes

de

analogos

triazolicos en la posicion

3 del hidroxilo.

Sintesis de

analogos

mediante la apertura del

anillo espiroacetalico.

Sintesis de analogos de

diosgenina,
en el C-7.

modificada

Efecto

Sintesis de analogos estructurales de

diosgenina: para evaluar su actividad
en células cancerigenas MCF-7 y
HelLa. Como resultado los anélogos
con disacaridos son menos activos
gue los monosacaridos y en general la

actividad decrece.

Sintesis de agente antiproliferativos
en células cancerigenas MCF-7,
mostrando como resultado actividad
antiproliferativa utilizando los métodos
de MTTy CV.

Sintesis de analogos de diosgenina
para evaluar su actividad cancerigena
en lineas celulares de mama, colon e
higado las cuales mostraron tener
muy buena actividad utilizando MTT.
Sintesis de analogos para examinar la
respuesta inflamatoria, los cuales
resultaron idéoneos como candidatos
para el tratamiento inflamatorio.

6 de los analogos mostraron actividad
citotoxica contra cancer de prostata,
siendo el compuesto 16 el que mejor
resultados arrojo considerandose un

buen candidato para posibles mejoras.
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5.3.3. RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD

Las hormonas esteroidales afectan el metabolismo de las células blancas.
Para poder ejercer su efecto, penetran la célula 'y se asocian en el citoplasma con un
receptor especifico, formando un complejo hormona-receptor que migra al nucleo
celular, donde interacciona con el DNA de una manera especifica e induce la
transcripcion de ciertos genes involucrados directamente en su accion en la célula
blanca. De esta manera, el complejo hormona-receptor actia como un inductor que
se une a un represor de ciertos genes o a una region especifica en el cromosoma
adecuado (Bonilla, 1985).

En los ultimos diez afios se han publicado varios trabajos relacionados con el
aislamiento de saponinas esteroidales de numerosas especies de plantas. Ademas,
se reporta la evaluacion de la actividad citotoxica de los nuevos compuestos frente

a diversas lineas de células cancerigenas para poder comprobar su eficacia.

Usando modelado molecular para determinar la relaciébn de las caracteristicas
estructurales necesarias en la diosgenina para la obtencion de un efecto sobre la
velocidad de proliferacion, su distribucion y apoptosis se encontré6 que la
conformacion espacial y la capacidad de transferir electrones son factores
determinantes. Dichos estudios mostraron que la actividad anticancerigena esta
relacionada con el doble enlace en la posicidbn 5-6 de la diosgenina. Aunque la
conformacion estructural de los carbonos 5 y 25 también mostrd ser importante para
su actividad bioldgica (Raju & Rao, 2011). La estructura espirostanica del aglicén es
importante para la actividad citotdxica de las saponinas esteroidales comparada con

la saponina furostanica (Labrada, 2012).

Muchas clases de esteroides exhiben propiedades antitumorales con uniones a
receptores y al ADN. Las hormonas esteroidales han demostrado tener propiedades
contra neoplasias de colén, mama y otras lineas celulares. Los dimeros esteroidales
has sido utilizados para la catélisis de muchos tipos de reacciones, especialmente
para el area de farmacologia por ejemplo la cefalostatina es el dimero mas poderoso

anticancerigeno que ha sido probado, es por ello el interés en la sintesis de nuevos
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compuestos y sus analogos como potenciales agentes antitumorales (Shawakfeh et
al., 2008).

A finales del siglo pasado se reportaron algunos compuestos naturales glicosilados
con 100 veces mayor actividad anticancerigena que el Taxol (Wang et al., 2012). En
su mayoria las moléculas naturales y sus analogos muestran una actividad anti-
inflamatoria, algunos de estos son establecidos como agentes clinicos para
enfermedades cronicas. Los componentes de las plantas son un factor significante
en el desarrollo de antiinflamatorios en la industria farmaceéutica, los cuales sirven

como buenas fuentes para futuras modificaciones.
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MATERIALES Y METODO
6.1 INSTRUMENTACION Y EQUIPO

6.1.1 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Los espectros de masas de alta resolucion (HRMS, High Resolution Mass
Spectroscopy) fueron adquiridos por la técnica de ESI-TOF (Electrospray lonization
Time-Of-Flight) en un espectrémetro Agilent Technologies MS TOF. Los datos se
expresaron como relacion m/z de los fragmentos correspondientes. El i6n molecular

se designé como [M*H].

6.1.2 ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La adquisicién de los espectros de *H y 13C se realizaron en un equipo JEOL
ECA* 500(MHz) y en un equipo BRUKER 400(MHz), respectivamente, utilizando el
disolvente deuterado pertinente. Los desplazamientos quimicos (&) estan dados en
partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) estan expresadas en
Hertz (Hz). Para la asignacion de las sefiales se utilizan las siguientes abreviaturas:
s= sefial simple, d= sefial doble, dd= sefial doble de dobles, t= sefal triple, m= sefal

multiple.

6.1.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un equipo Varian 600-IR por
medio de la técnica Reflectancia Total Atenuada (ATR) en un rango de 600- 3800
cm. Los datos se expresan en nimeros de onda v (cm™) para los principales

maximos de absorcion.

6.1.4 PURIFICACION DE PRODUCTOS

En funcion del tipo de compuesto y el grado de impurezas, el método de
purificacion se desarrolld en etapas de cristalizacion simple, precipitacion y/o
columnas cromatograficas de silice, las cuales, nos ayudaron a fraccionar el extracto
obtenido. En las columnas el orden de elucion empleado fue de polaridad creciente,
iniciando con hexano (hex) e incrementando con proporciones de acetato de etilo

(AcOEt) o metanol dependiendo de la polaridad de los fragmentos.
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6.1.5 PUNTO DE FUSION
El punto de fusion se determind en un equipo Electrothermal 9100 y se reporta

sin correccion.

6.2 REACTIVOS Y DISOLVENTES

Tanto los reactivos como los disolventes se obtuvieron de fuentes comerciales
como Sigma-Aldrich Corporation y FERMONT. Los disolventes se usaron sin previa
purificacion, salvo que se indique lo contrario. La DMF se sec6 con CaH: (hidruro de
calcio) (5% w/v) durante una noche, se filtré y se destilo a presion reducida para su
uso. El CH2Cl2 fue secado mediante la destilacion sobre CaHz. La diosgenina de

grado puro fue donada por la Dra. Rosa Luisa Santillan Baca.

6.4 METODOLOGIA

6.4.1 SINTESIS DE LA DIOSGENINA MODIFICADA
La metodologia para realizar la modificacion estructural de la diosgenina se
resume en el diagrama de flujo presentado en la figura 5.

DESARROLLO
EXPERIMENTAL

v

Diseifio de Reg|as de

MOLINSPIRATION- Determinar la gl
admetSAR > viabilidad > fragmento < Lipinsky
y
Sintesis de Cromatografia FT-IR, RMN,
e <€— fragmentos | P! en columna > HRMS

A

\
Acoplanmiento de
los fragmentos
con la diosgenina

:

Ensayos o, | ensayos
biolégicos 77| citotoxicos

> Ccv

Figura 5. Diagrama de flujo del método empleado en la investigacion
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Sintesis fragmentos derivados del 3 amino propanol
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Figura 6. Ruta de sintesis de nuevos derivados de diosgenina
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6.4.2 PROCEDIMIENTO DE SINTESIS Y CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

6.4.2.1 METODOLOGIA GENERAL DE ALQUILACION O ADICION DE MICHAEL

En un matraz de bola de 50 mL provisto con un agitador magnético, purgado con
atmosfera de Argon (Ar) y manteniéndolo en oscuridad, se disolvieron 40 mmol de
3-aminopropan-1-ol 1 diluido en 30 mL de metanol. La disolucion se dejo bajo
agitacion y se agregaron 80 mmol del acrilato correspondiente. La mezcla se
mantuvo en agitacion por 24h. Una vez concluida la reaccion el disolvente y el

acrilato remanente se removieron a vacio.

6.4.2.1.1 (METIL 3-[(2-MET-BUTOXICARBONIL-ETHIL)-(3-HIDROXI-PROPIL)-
o) 4 3 AMINO]- PROPIONATO) 2
o e n“""Ton De acuerdo con el método general reaccionaron 5.010 g
2
/i (66.6 mmol) de 3-aminopropanl-ol disueltos en 50 mL de
0" Yo metanol y 14.5 mL (159.71 mmol) de acrilato de metilo

|
durante 24 h. Obteniendo un 99% de rendimiento, 16.29

g.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 3.69 (t, 2H, J= 5.3 Hz, H-1), 3.66 (s, 6H, H-7)
2.76 (t, 4H, J = 7.1 Hz, H-4), 2.60 (t, 2H, J= 5.9 Hz, H-3), 2.48 (t, 4H, J = 7.1 Hz, H-
5), 1.66 (td, 2H, J = 6.0, 5.0 Hz, H-2).

FT-IR (cm™): 3431(OH, st), 2952, 2940, 2830 (C-H aliph, st), 1734.16 (C=0, st).

6.4.2.1.2 TER-BUTIL 3-[(2-TERT-BUTOXICARBONIL-ETIL)-(3-HIDROXI-PROPIL)-
AMINO-PROPIONATO) 3

8 4 3
j\oﬁ\/\N/\/lOH De acuerdo con el método general reaccionaron 3.010 g
76 Sf : (39.9mmol) de 3-aminopropan-1-ol en 30 mL de metanol
0" ~o y 12.3 mL (95.9 mmol) de acrilato de terbutilo durante 24
/i\ h. Obteniendo un 99% de rendimiento, 13.09 g.

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) &(ppm): 3.72 (t, 2H, J=5.6 Hz, H-1), 2.73 (t, 4H, J=7.3
Hz, H-4), 2.61 (t, 2H, J=5.6 Hz, H-3) 2.38 (t, 4H, J= 7.3 Hz, H-5), 1.67 (td, 2H, J=10.7,
5.6 Hz, H-2), 1.43 (s, 18H, H-8).
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13C-NMR (126 MHz, CDCls) &(ppm): 171.8 (C6), 80.7 (C7) 63.2 (C1), 53.0 (C3), 49.4
(C4), 33.3 (C5), 28.4 (C2) y 28.1 (C8).

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para C17H33sN1Os+H* 332.2432; encontrado 332.2438.
FT-IR (cm™1): 3442 (OH, st), 2976, 2933, 2825 (C-H, st), 1724 (C=0, st).

6.4.2.2 METODOLOGIA GENERAL DE YODACION DE GRUPO HIDROXILO

En un matraz de bola de 150 mL provisto con un agitador magnético, bajo
atmosfera inerte, se agregaron en el siguiente orden: 4 mL de CH2Cl2 seco,
trifenilfosfina (PhsP) (1.50 mmol), imidazol (1.50 mmol) y después de 5 min iodo (1.5
mmol). Finalmente, el fragmento con punto focal hidroxilo (1 mmol) se diluy6é en 1
mL de CH2Cl2 seco y se agrego a la mezcla de reaccion. La reaccion se mantuvo en
agitacion por 1 h. El producto se purific6 en una columna flash con polaridad
ascendente, Hexano-AcOEt y 1% de NH4"OH.

6.4.2.2.1 (METIL 3-[(2-MET-BUTOXICARBONIL-ETIL)-(3-IODO-PROPIL)-AMINO]-
PROPIONATO 4

7 . . De acuerdo con el método general reaccionaron en 20 mL

\O/ll\/\N/\/\I de CH2Cl2 seco: 1.572 g (6 mmol) de PhsP, 0.408 g (6

6 s * 5 mmol) de imidazol y 1.524 g (6 mmol) de iodo hasta su

o/<) completa disolucion. Se agregdé 0.988 g (4 mmol) del

| compuesto 2 previamente disuelto en 4 mL de CH2Cl2

seco. Se mantuvo en agitacion por 3 h. Se filtrd para quitar el sélido precipitado (6xido

de trifenilfosfina) y se purificé por columna hasta una polaridad de 40Hex:60AcOEt¢.

Obteniendo un 70% de rendimiento, 1.0 g.

IH-NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 3.66 (s, 6H, H-7); 3.18 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H-1);
2.73 (t, 4H, J = 6.9 Hz, H-4), 2.48 (t, 2H, J=6.4 Hz, H-3), 2.44 (t, 4H, J = 6.9 Hz, H-
5), 1.90 (m, 2H, J = 6.5 Hz, H-2),

13C-NMR (126 MHz, CDCls) 8(ppm): 173.0 (C6) 53.6 (C3), 51.6 (C7), 49.4 (C4), 32.7
(C5), 31.0 (C2) y 5.1 (C1),

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para CiiH21N10a4li+H* 358.0509; encontrado
358.0510.
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6.4.2.2.2 (TERT-BUTIL 3-[(2-TERT-BUTOXICARBONIL-ETIL)-(3-10DO-PROPIL)-
AMINO]- PROPIONATO) 5
8>L )OJ\/\ 3, De acuerdo con el método general reaccionaron en 52 mL de
A N’\Z/\I CH2Cl2 seco: 4.716 g (18 mmol) de PhsP, 1.224 g (18 mmol)
r de imidazol y 4.572 g (18 mmol) de iodo hasta su completa
/T\ © disolucion. Se agreg6 3.972 g (12 mmol) del compuesto 3
disuelto en 10 mL de CH2Cl2 seco. Se agitd por 3 horas. Se
filtré para quitar el sélido precipitado (6xido de trifenilfosfina) y se purificd por columna

hasta una polaridad de 80Hex:20AcOEt. Obteniendo un 70% de rendimiento, 3.70 g.
FT-IR (cm-1): 2975, 2930, 2817 (C-H aliph, st),1724 (C=0, st);

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) 8(ppm): 3.20 (t, 2H, J= 6.7 Hz, H-1), 2.68 (t, 4H, J=7.1
Hz, H-4), 2.47 (t, 2H, J= 6.4 Hz, H-3), 2.34 (t, 4H, J=7.1 Hz, H-5), 1.91 (m, 2H, H-2),
1.42 (s, 18H, H-8).

13C-NMR (126 MHz, CDCls) &(ppm): 172.1 (C6), 80.4 (C7), 53.6 (C3), 49.5 (C4),
33.9 (C5), 31.3 (C2), 28.2 (C8) y 5.3 (C1),

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para Ci7H32N10O4l1i+H*, 442.1448; encontrado
442.1454.

6.4.2.3 AZIDACION DE LOS FRAGMENTOS YODADOS

En un matraz de bola de 50 mL provisto con un agitador magnético se
agregaron 6 mmol del fragmento yodado, 4 mL de DMF seca y 12 mmol de azida de
sodio bajo atmosfera inerte, la mezcla se mantuvo en agitacion a 70 °C por 20 h. El
producto final se filtr6 y se lavé con agua, posteriormente se secd con Na2SOas
anhidro, se concentr6 y pasé por una columna flash con polaridad ascendente,

Hexano-AcOEt y 1% de NH4*OH, para quitar la DMF remanente.
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6.4.2.3.1 (METIL 3-[(2-MET-BUTOXICARBONIL-ETIL)-(3-AZIDO-PROPIL)-AMINO]-
PROPIONATO 6

! De acuerdo con el método general reaccionaron 2.380

0 3
7 /u\/\
~o NN
4
6 2

5

/ﬁ de azida de sodio en 5 mL de DMF. Obteniendo un 92%
(e} (0]
|

g (6.66 mmol) del compuesto 4 con 0.867 g (13.3 mmol)

de rendimiento, 1.67 g.

FT-IR (cm™): 2953, 2829 (C-H, st), 2096 (N3, st), 1735.91 (C=0, st).

1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8(ppm): 3.66 (s, 6H, H-7), 3.30 (t, 2H, J=6.6 H, H-1), 2.73
(t, 4H, J = 6.9 Hz, H-4), 2.46 (t, 2H, J = 6.6 Hz, H-3), 2.42 (t, 4H, J= 6.9 Hz, H-5), 1.68
(m, 2H, H-2).

13C-NMR (126 MHz, CDCl3) 8(ppm): 172.9 (C6), 51.7 (C7), 50.7 (C3), 49.3 (C4),
49.2 (C1), 32.5 (C5) y 26.4 (C2).

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para C17H32N4O4+H*, 273.1485, encontrado 273.1557

6.4.2.3.2 (TERT-BUTIL 3-[(2-TERT-BUTOXICARBONIL-ETIL)-(3-AZIDO-PROPIL)-
AMINO]- PROPIONATO) 7

5 De acuerdo con el método general reaccionaron 3.580 g
j\ JJ\/\ /\/\N (8.20 mmol) del compuesto 5 con 1.060 g (16.0 mmol) de
’ 5 ? azida de sodio en 9 mL de DMF. Obteniendo un 82% de

/T\ 0 rendimiento, 2.34 g.
FT-IR (cm™): 2976, 2932, 2819 (C-H, st), 2094 (N3, st), 1725 (C=0, st).

1H-NMR (500 MHz, CDCls) &(ppm): 3.30 (t, 2H, J=6.7 Hz, H-1), 2.68 (t, 4H, J=7.1
Hz, H-4), 2.44 (t, 2H, J=6.7 Hz, H-3), 2.32 (t, 4H, J=7.1 Hz, H-5), 1.68 (m, 2H, J=6.7
Hz, H-2), 1.42 (s, 18H, H-8).

36



13C-NMR (126 MHz, CDCl3) &(ppm): 172.0 (C6), 80.4 (C7), 50.6 (C3), 49.4 (C4),
49.4 (C1), 33.8 (C5), 28.2 (C8) y 26.9 (C2).

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para C17H32N4O4"H*, 357.2496, encontrado 357.2497.

6.4.2.4 ACIDO 4-OX0-4-(PROP-2-IN-1-ILOXI) BUTANOICO 8
Se tritur6 1.50 g (2.6 mmol) de KOH en un
mortero, se agregd 1 mL de alcohol propargilico

hasta la formacion de una pasta, posteriormente

se adicionaron 1.960 g (1.96 mmol) de anhidrido
succinico, y se triturd hasta que ya no se apreciaba el alcohol propargilico por TLC.
Posteriormente se agregd H20 acidulada con HCI (1:1) hasta llegar a pH de 2; una
vez alcanzado el pH deseado se realizaron extracciones con CH2Cl2 3 x 20 mL, se
concentrd y recristalizé con Hexano, obteniendo un 30% de rendimiento, 0.8121 g.
Una vez realizada la reaccion, se escal6 2 veces: se triturd 3.00 g (5.3 mmol) de KOH
en un mortero, se retird6 del mortero; se agregd en el mortero 2 mL de alcohol
propargilico, lentamente se incorpord el hidréxido de potasio (tres cuartas partes)
hasta la formacién de una pasta se retiré del mortero. En pequefias proporciones se
incorpor6é 3.92 g (3.92 mmol) de anhidrido succinico y el resto de alcoxido de
propargilo, obteniendo un 30% de rendimiento, 1.62 g. NOTA: El cambio en el orden
de adicion se debe a que la reaccién es altamente exotérmica y al escalar, el calor

liberado es suficiente para quemar tanto reactivos como productos.

FT-IR (cm™): 3400-2500 (COOH, st), 3288 (C-H alquino, st), 2917, 2849 (C-H aliph,
st), 1729 (C=0 ester, st), 1691 (C=0 acido, st).

1H-NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): 11.41(br s, 1H, COOH), 4.72 (s, 2H, H-3), 2.70
(m, 4H, H-5, H-6), 2.51 (d, 1H J = 1.8 Hz, H-1).

13C-NMR (101 MHz, CDCls): 178.5 (C-7); 171.4 (C-4); 77.3 (C-2); 75.12 (C-1); 52.33
(C-3); 28.81 (C*-5); 28.59 (C*-6).
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6.4.2.5 COMPUESTO 9

Se  utilizé la esterificacion de
Steglich: en un matraz de bola de 50
mL provisto con un agitador

magnético en un bafio a 0°C se

adiciono diosgenina 0.100 g (0.24
mmol), compuesto 8 0.075 g (0.48
mmol) y DMAP (4-Dimetilaminopiridina) 0.018 g (0.15 mmol) bajo atmosfera inerte,
junto con 5 mL de CH2Clz2 seco. La DCC (N,N'- diciclohexilcarbodiimida), 0.118 g
(0.55 mmol), se agrego previamente disuelta en 2 mL de CH2Cl2 seco en atmosfera
inerte. Se agitd por 12 h, posteriormente la urea precipitada se filtr6. Al crudo en
CH2Cl2, se realizaron lavados con 0.5N HCI (4cido clorhidrico) 5 mL X 3 y con
solucion saturada de NaHCOs (bicarbonato de sodio) 5 mL X 3, posteriormente se
secO con NazSOg4 anhidro y el disolvente se removio a vacio y se purifico por columna
hasta una polaridad de 95Hex:05AcOEt. Obteniendo un 90% de rendimiento, 0.121
g. Pf: 101-102 °C.

FT-IR (cm-1): 3287 (C-H alquino, st) 2984, 2849 (C-H alifatico, st), 2128 (C-C alquino,
st), 1731 (C=0, st).

'H-NMR (400 MHz, CDCI3) & (ppm): 5.36 (t, 1H, H-6), 4.70 (br s, 2H, H-32), 4.61
(m,1H, H-3), 3.44 (d,1H, J=9.1 Hz, H-16a), 3.34 (t, 1H, J=10.9 Hz, H-168), 2.64 (d,
2H J = 5.8 Hz, H*-29), 2.60 (d,2H, J=5.8Hz, H*30), 2.47 (t, 1H J= 2.47 Hz, H-34)
1.00 (s, 3H, H-19), 0.96 (d, 3H, J=6.7Hz, H-21), 0.78 (s, 6H, H-18, H-27).

3C-NMR (101 MHz, CDCl3): 171.6 (C*-31), 171.4 (C*-28), 139.6 (C-5), 122.4 (C-6),
109.3 (C-22), 80.8 (C-16), 77.5 (C-34), 75.1 (C-33), 74.4 (C-3), 66.8 (C-26), 62.3 (C-
17), 56.4 (C-14), 52.2 (C-32), 49.9 (C-9), 41.7 (C-4), 40.3 (C-20), 39.9 (C-13), 38.1
(C-12), 37.0 (C-1), 36.8 (C-10), 32.1 (C*-7), 31.9 (C*-15), 31.45 (C*-2, C*-8), 30.36
(C-25), 29.37 (C*-23), 29.0 (C*-29), 28.9 (C-24), 27.8 (C*-30), 20.9 (C-11), 19.4 (C-
19), 17.2 (C-27), 16.4 (C-18), 14.6 (C-21).

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para CssHasN4O2"H1, 553.3537, encontrado 553.3527.
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6.4.2.6 METODOLOGIA GENERAL DE FORMACION DE ANILLOS TRIAZOLICOS
(REACCION CLICK)

En un matraz de bola de 50 mL provisto con un agitador magnético se
disolvieron en una mezcla de MeOH/H20 (2:1) CuS0O4.5H20 (0.20 equivalente),
ascorbato de sodio (AsNa), (0.41 equivalente), y acido benzoico (PhCO2H) (2.0
equivalente), (se observo una coloracién naranja que indica la reduccion de cobre).
Posteriormente se agrego el alquino (compuesto 9) (0.9 equivalentes) y la azida
correspondiente (1 equivalente). Se dejo en agitacion a 40°C y se monitore6 por TLC
hasta que se complet6 la reaccion. Finalmente se agregaron 5 mL de CH2Cl2 y se
realizaron lavados con NH4CI (cloruro de amonio) 5 mL X 3, solucion saturada de
NaHCOs3 5mL X 3 y H20 5mL X 2. Posteriormente se sec6 con Na2SO4 anhidro, se
concentrd a vacio y se purificd por columna hasta una polaridad de 50Hex:50AcOEt

6.4.2.6.1 COMPUESTO 10
\, De acuerdo al método general
© \, reaccionaron 0.672 g (5.50 mmol)
ﬂ de PhCO2zH, 0.227 g (1.15 mmol)
\”/\/L f de AsNay 0.092 g (0.57 mmol) de

CuS04.5H20 en 20 mL de MeOH:
H20 (2:1). Se agregaron el compuesto 9 1.370 g (2.48 mmol) y el compuesto 6 0.749

g (2.75 mmol) junto con 5 mL de DMFy 7 mL de CH2Clz, para su completa disolucién.
Se dejo en agitacion por 24 horas dando por terminada la reaccion cuando no se
observé materia prima por TLC. Por TLC se observo una conversion al 100%, ya que
no se aprecia materia prima, sin embargo, se obtuvo un 50% de rendimiento, 1.05 g
después de la columna. Pf: 89-90°C.

FT-IR (cm™1): 2947, 2902, 2847 (C-H aliph, st), 1729 (C=0, st).

1H-NMR (500 MHz, CDCl3s) 8(ppm): 7.74 (s, 1H, H-34), 5.34 (t, 1H, H-6), 5.22 (br s,
2H, H-32), 4.57 (m, 1H, H-3), 4.39 (d, 1H, J=7.8 Hz, H-160), 4.34 (t, 1H, J = 7.1 Hz,
1H, H-16B), 3.66 (s, 4H, H-41), 3.35 (m, 1H, H-26), 2.722 (t, 2H, H*-37), 2.71 (t, 4H,
J=6.7Hz, H-38), 2.62 (d, 2H, J=5.3 Hz, H*-29), 2.59 (d, 2H, J= 5.3 Hz, H*-30), 2.422
(t, 2H, H*-35), 2.40 (t, 4H, J=6.7 Hz, H-39), 1.24 (s, 2H, H-27), 1.00 (s, 3H, H-19),
0.96 (d, 3H, J=6.7Hz, H-21), 0.77 (s, 6H, H-18).

39



a: No se muestran las sefiales de J porque se encuentran traslapadas con H-38 y H-
39.

13C-NMR (126 MHz, CDCIl3z) &(ppm): 173.0 (C40), 172.3 (C*-31), 171.6 (C*-28),
142.6 (C-33), 139.7 (C-5), 124.2 (C-34), 122.5 (C-6), 109.4 (C-22), 80.9 (C-16), 74.4
(C-3), 66.9 (C-26), 62.1 (C-17), 58.1 (C-32), 56.5 (C-14), 51.7 (C-41), 50.4 (C-37),
49.9 (C-9), 49.2 (C-38), 48.0 (C-35), 41.7 (C-4), 40.3 (C-20), 39.8 (C-13), 38.1 (C-
12), 37.0 (C-1), 36.8 (C-10), 32.6 (C-39), 32.5 (C-7), 32.1 (C-15), 31.9 (C*-28), 31.5
(C-25), 30.4 (C*-29), 29.8 (C*-23), 29.4 (C*-30), 29.2 (C-24), 27.8 (C-36), 20.9 (C-
11), 19.4 (C-19), 17.2 (C-27), 16.4 (C-18), 14.6 (C-21).

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para CasHesN4O10+H!, 825.5021, encontrado
825.5007.

6.4.2.6.2 COMPUESTO 11

De acuerdo al método general
reaccionaron 0.654 g (5.35
mmol) de PhCO2H, 0.221 ¢
(1.11 mmol) de AsNay 0.088 g
(0.55 mmol) de CuS04.5H20
en 20 mL de MeOH: H20 (2:1). Se agregaron el compuesto 9 1.318g (2.38 mmol) y
el compuesto 7 0.944 g (2.74 mmol) junto con 5 mL de DMF. Se dej6 en agitacion

por 20 horas una vez terminada la reaccion por TLC se pas6é por una columna flash.
Por TLC se observo una conversién al 100%, ya que no se apreciaba materia prima,
sin embargo, se obtuvo un 52% de rendimiento, 0.75 g después de la columna. Pf:
80-81°C

FT-IR (cm-1): 2927, 2902, 2849 (C-H aliph.), 1725 (C=0).

'H-NMR (500 MHz, CDCI3) &(ppm): 7.72 (s, 1H, H-34), 5.35 (t, 1H, H-6), 5.23 (br s,
2H, H-32), 4.57 (m, 1H, H-3), 4.39 (d, 1H, J=10 Hz, H-160), 4.37 (t, J = 7.2 Hz, 1H,
H-168), 3.38 (m, 1H, H-26), 2.70, (t, 4H, J=6.8 Hz, H-38), 2.63 (d, 2H, J=5.6 Hz, H*-
29), 2.59 (d, 2H, J=5.6 Hz, H*-30), 2.41 (t, 2H, J=6.1 Hz, H*-35), 2.32 (t, 4H, J=6.8
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Hz, H-39), 2.04 (t, 2H, J=6.5 HzM H*-37), 1.42 (s, 18H, H-42), 1.24 (s, 2H, H-27),
1.02 (s, 3H, H-19), 0.95 (d, 3H, J=6.7Hz, H-21), 0.78 (s, 6H, H-18).

13C-NMR (126 MHz, CDCI3) &(ppm): 172.0 (C-31), 172.0 (C-40), 171.6 (C-28), 142.6
(C-33), 139.7 (C-5), 124.1 (C-34), 122.5 (C-6), 109.4 (C-22), 80.9 (C-41), 80.6 (C-
16), 77.5 (C-3), 66.9 (C-26), 62.1 (C-17), 58.1 (C-32), 56.5 (C-14), 50.4 (C-37), 49.9
(C-9), 49.2 (C-38), 48.1 (C-35), 41.7 (C-4), 40.3 (C-20), 39.8 (C-13), 38.1 (C-12), 37.0
(C-1), 36.8 (C-10), 33.6 (C-39), 32.1 (C-7), 31.9 (C-15), 31.5 (C*-2, C*-8), 30.4 (C-
25), 29.8 (C*-29), 29.5 (C-23), 29.2 (C*-30) 28.9 (C-24), 27.8 (C-36).

HR-ESI-TOF (m/z): calculado para CsiHgoN4O10+H!, 909.5974, encontrado
909.5947.

6.4.2.7 COMPUESTO 12
En un matraz de bola de 50 mL provisto

OH

con un agitador magnético reaccioné el

oPH

R
@. OW 2o s Nﬂo compuesto 10 0.200 g (2.06 mmol)

38

9 07 3y
0 N 37

Ney s junto con 5 mL de acido trifluoroacetico
(TFA) y 2 gotas de agua por 2 h. Una vez concluida la reaccion de acuerdo a la placa
de TLC, se realizaron lavados con acetona 3 mL X 5y CH2Cl2 2 mL X 2 para retirar
el cido remanente mediante decantacién y se dejé en la campana para su secado
completo. Obteniendo un 90% de rendimiento, 0.2077 g. Para poder llegar al
rendimiento obtenido se tuvieron que realizar pruebas a diferentes cantidades de
TFA; se probaron 200 mg de compuesto 10 en las siguientes cantidades de TFA: 1.5
mL, 5 mL y 3 mL de acido, obteniendo el mayor rendimiento en la proporcién 200 mg
del compuesto 10 en 5 mL de TFA. Pf: 159-160°C.

FT-IR (cm™): 3400- 2600 (OH, st), 1722 (C=0, ester st), 1667 (C=0, st).

IH-NMR (500 MHz, CDCls) 8(ppm): 11.9 (br s,1H, H-40), 8.13 (s, 1H, H-34), 5.32 (t,
1H, H-6), 5.13 (br s, 2H, H-32), 4.25 (m, 3H,1H, H-3), 3.39 (M, 1H, H-26), 2.9 (M, 4H,
H-29 H-30), 0.97 (s, 3H, H-19), 0.90 (d, 3H, J=6.7Hz, H-21), 0.72 (s, 6H, H-18, H-27).
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13C-NMR (126 MHz, CDCI3) &(ppm): 172.6 (C-40), 172.2 (C-31), 171.7 (C-28), 142.3
(C-33), 139.3 (C-5), 125.2 (C-34), 122.4 (C-6), 108.9 (C-22), 80.5 (C-16), 74.0 (C-3),
66.3 (C-26), 62.3 (C-17), 57.9 (C.32), 56.3 (C-14), 50.2 (C-37), 49.9 (C-9), 48.9 (C-
38), 47.4 (C-35), 38.4 (C-13), 38.0 (C*-12), 36.7 (C-10), 31.4 (C-31), 30.3 (C*-27),
29.0 (C*-30), 27.8 (C-36).

HR-ESI-TOF (m/z): Calculado para CasHesN4O10+HY, 797.4695, encontrado
797.4698.

6.4.2.8 COMPUESTO 13
Se hizo reaccionar 150 mg (0.18

mmol) del compuesto 10 con 0.44g
(5.87 mmol) de etanolamina en 5 mL
de metanol a 40°C por 48 h en

atmosfera inerte.

Una vez dada por terminada la reaccion se concentré a vacio y se purificé por
columna hasta una polaridad de 50 hex:50 AcCOET. Ya separadas las fracciones
estas se mandaron a caracterizar y se obtuvo que el compuesto se separa en el
enlace éster que une a la diosgenina con el compuesto 8, resultando la obtencion de
diosgenina pura.

6.4.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

6.4.3.1 LINEAS CELULARES, CULTIVO Y MANTENIMIENTO.

Se emplearon células de cancer de mama (MCF-7) y fibroblastos humanos
(hFB). Los hFB fueron donados por la Dra. Sandra Telpalo Carpio del ITESM,
Campus Monterrey y la linea MCF-7 fue donada por el Grupo Estratégico de

Ingenieria Celular y de Biorreaccion de la misma institucion.

Las lineas celulares se cultivaron en el medio DMEM-F12 sin rojo fenol (cat. Sigma
Aldrich, cat. D2906) adicionado con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF, cat. 35-010-
CV, Mediatech). Las células crecieron en condiciones de humedad relativa a 5 % de

CO2y 37 °C en una incubadora Nuaire.
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6.4.3.2 PREPARACION DE STOCKS DE COMPUESTOS
El mismo dia del ensayo se resuspendieron los compuestos y se hicieron

las diluciones a probar:

1. Se pes6 0.005 g de compuesto en un microtubo y se adiciono en la cantidad

respectiva de DMSO para obtener un stock a 100 mM.

2. Una vez preparado el stock se depositaron 2 uL en 1998 uL de medio. Se
resuspendio vy filtré para esterilizar. Esta cantidad fue para 3 pozos con 100
pL para cada una placa de MCF-7 y una placa de hFB, se realizaron 3 réplicas

de la primera concentracion a probar y para iniciar las diluciones seriadas.

3. Se hicieron diluciones seriadas tomando 0.700 mL de la primera dilucion y

depositando en 0.700 mL de medio.

4. Se repitié de forma seriada hasta obtener 6 diluciones, contando desde la

primera (2 pL en 1998 uL de medio).

5. Se prepararon 2 mL de control con la maxima concentracién de DMSO. Es
decir, se colocé 2 pL de DMSO en 1998 pL de medio. Este fue el control de

células sin compuesto, pero con el disolvente.

6. A 3 pozos de cada placa se colocaron 100 uL de DMSO puro como control

de efecto toxico.

6.4.3.3 TRATAMIENTO DE LAS CELULAS CON LOS COMPUESTOS.

Las células fueron alimentadas en placas de 96 pozos, con 2x10* células por pozo
con 100 pL de medio de cultivo. En los bordes de las placas se colocé 200 pL de
PBS para controlar la evaporacion. A las 24 horas de cultivo, se retird el medio y se
adicionaron 100 pL de medio con el compuesto respectivo, a las siguientes
concentraciones: 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 uM. Como controles se adicionaran
medio, medio con DMSO y DMSO al 100%. Se hicieron 3 réplicas de cada
tratamiento y se corrieron 3 ensayos independientes.

Posteriormente las concentraciones se incrementaron para poder determinar la ICso.
Las concentraciones fueron: 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625 yM. La primera

concentracion se obtuvo al diluir 10 pyL del stock en 1990 pL de medio.
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6.4.3.4 DETERMINACION DE CONCENTRACION CELULAR RESPECTO AL
CONTROL POR CRISTAL VIOLETA.

A las 48 horas, después del registro fotografico, se elimind el medio y se lavo 4 veces
con agua corriente de la llave. Al término, se eliminé el exceso de agua colocando la
placa hacia abajo sobre una toalla de papel por 5 min. Luego, a los pozos se les
adicion6 50 pL cristal violeta al 5% (en metanol). Se dejoé actuar por 25 min y al
término se retird el CV. Se hicieron 4 lavados con agua corriente. El exceso de agua
se retird colocando las placas hacia abajo sobre una toalla de papel. Por ultimo, se
adicionaron 200 pL de metanol a cada pozo de la placa. Se homogenizaron y la placa
fue leida en un espectrofotdmetro de placas. La lectura se hizo a 541 nm en el

Tecnoldgico de Mérida).
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RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ANALISIS
Con los fragmentos propuestos (figura 7) y con base en las reglas de Lipinsky
incluidas en el programa MOLINSPIRATION (tabla 5)

(http://www.molinspiration.com/) se determinaron: los enlaces de hidrégeno

donadores, los aceptores, la masa molecular, el LogP y las violaciones para las
reglas de Lipinsky. Las propiedades ADMET (Absorcion, Distribucion, Metabolismo,
Excrecidbn y Toxicidad) se determinaron mediante el programa admetSAR
(Immd.ecust.edu.cn/admetsarl) con la finalidad de evaluar su actividad bilégica. En
la tabla 4 se resumen algunas de estas propiedades que consideramos mas
importantes ya que estas nos indican como actuaria tedricamente el profarmaco en

el organismo.

R- N% s~ 7 = WM\/\/—}

(H (e) \_>\NH2

Figura 7. Fragmentos propuestos
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Los resultados obtenidos para Log P en las 5 estructuras propuestas nos indican que
los compuestos que presentan un indice mayor a cinco poseen mayor solubilidad
lipofilica mientras los que se tienen un indice menor a uno serian mas hidrofilicos,
los compuestos mayoritariamente fueron lipofilicos c>a>f>b>e>d, tal como reporta
delgado et al., (2003).

Respecto al peso molecular de los compuestos propuestos, ninguno rebaso el orden
de las 1000 umas, con lo cual no se condiciona el paso de estos a traves de la

membrana biologica.

Otros dos parametros importantes dentro de las reglas de Lipinsky son los
hidrogenos donadores y aceptores de cada una de las moléculas. Los compuestos
propuestos presentaron un bajo nimero de hidrégenos donadores, en el caso del
compuesto c y f hubo ausencia de esta propiedad. En lo que respecta al nUmero de
hidrégenos aceptores solo la diosgenina presento un indice bajo con tan solo 3, las
demas moléculas presentaron nimeros = 11, estos parametros cumplen con lo
establecido por Lipinsky por ello las moléculas pueden ser administradas via oral ya
que al tener hidrogenos donadores y aceptores se forman enlaces con la membrana

plasmética.

Tabla 4. Calculo tedrico de los fragmentos propuestos basados en las Leyes de

Lipinsky
Leyes de Lipinsky
R. Lipinsky/
P y a b c d e f
fragmentos
Hidrégenos
1 2 0 4 2 0
donadores
Hidrégenos
3 12 14 12 12 14
aceptores
Peso molecular  414.63 797 909.22 883.14 795.03 825.06
Log.p 5.93 5.30 8.25 3.75 4.27 5.91
Violaciones 1 3 3 2 2 3
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Con el programa admetSAR se determind la permeabilidad en células CaCo-2 y
toxicidad de cada una de las moléculas propuestas, siendo las mas toxicas d y e.
Con relacion a la permeabilidad el d es el que posee mayor permeabilidad, sin
embargo, al ser muy toxica, se decidié que el compuesto idoneo es el b por las

caracteristicas mostradas tanto en su permeabilidad como en su toxicidad.

Tabla 5. Propiedades ADMET de los compuestos propuestos

Propiedades ADMET de MOLINSPIRATION/admetSAR

a b c d e f

Permeabilidad

0.587 0.646 0.586 0.714 0.683 0.5629
Caco-2 cm/s
Toxicidad oral

0.615 0.610 0.657 0.596 0.590 0.6334
aguda mg/kg
Toxicidad aguda

1.746 2.780 2.681 2.777 2.814 2.780
en ratas mol/kg
Toxicidad en

0.905 1.104 0.850 1.214 1.139 0.896
peces mg/L

La toxicidad oral aguda indica que mientras mas alto el valor se considera mas téxica,
siendo éste caso similar en los 6 compuestos propuestos; asi mismo podemos

distinguir claramente entre toxicidad de ratas y en peces.

Con base en los resultados obtenidos por los programas molinspiration y admetSAR
se eligieron 3 fragmentos para su respectiva sintesis (figura 8), los compuesto b, d y
f, a los cuales se les disefio una ruta de sintesis, usando 3-aminopropan-1-ol como

punto de partida.

Se establecieron reacciones de adicién de Michael sobre el 3-aminopropan-1-ol con
diferentes acrilatos (metil acrilato, terbutilacrilato) para tener diferentes grupos
funcionales y el mismo punto focal (OH) (compuestos hidroxilados); el punto focal es

completamente susceptible de modificacion, lo que permitio pasar de hidroxilo a iodo
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(compuestos iodados) y posteriormente a azida (compuestos azidados), siendo este

altimo el grupo adecuado para formar triazoles via click.

Por otro lado, la diosgenina fue esterificada con el acido 4-oxo-4-(prop-2-in-1-iloxi)
butanoico en el hidroxilo de la posicidon 3, para adicionar un alquino terminal que

permita ser acoplado con la azida de los fragmentos (Figura 8).

o MeOH/H,0
R.OJJ\/\N/\/\N3 PhCO,H

+ f
o
OT]/\)LO/\% 0o CuS0,4.5H,0

Asc. Na

Figura 8. Esquema de reaccion click

Con base en la metodologia descrita se evaluaron tanto tiempo de reaccién como

rendimientos en la sintesis de los compuestos previamente seleccionados.

7.1.1 COMPUESTO HIDROXILADOS

Los compuestos 2 y 3 se obtuvieron mediante la adicion de Michael del metil acrilato
y terbutil acrilato sobre el 3 amino-1-ol, respectivamente, quedando un grupo
hidroxilo (OH) como punto focal. Después de remover el disolvente se obtuvo un

rendimiento del 99%.

Los compuestos 2 y 3, puros, son oleosos y amarillentos, éstos se caracterizaron
mediante espectroscopia de RMN de 'H y 13C; apoyando a ésta con FT-IR y HRMS

ESI-TOF, compuesto 3, las cuales ayudaron a confirmar las estructuras.
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Tabla 6. Sefales caracteristicas de RMN de 'H y 13C para los compuestos 2 y 3 con
OH focal

Posicion Compuesto 2 Compuesto 3
OH (ppm OH (ppm
(muItiE)FI)iF():idzad) oc (ppm) (multi;Tizide) oc (ppm)
1 3.69 (1) 62.6 3.72 (1) 63.2
2 1.66 (td) 28.5 1.67 (td) 28.4
3 2.60 (1) 52.7 2.61 (1) 53.0
4 2.76 (1) 49.3 2.73 (t) 49.4
5 2.48 (1) 32.1 2.38 (1) 33.3
6 -- 172.9 -- 171.8
7 3.66 (1) 51.7 - 80.7
8 - - 1.43 (s) 28.1

En la tabla 6, se presentan los desplazamientos de los compuestos 2 y 3 donde se
puede resaltar para RMN de H que los grupos funcionales hidroxilo (OH) en la
posicion C-1 desplazan las sefiales de H-1 hasta3.7 ppm, a diferencia del grupo
funcional éster en la posicién C-6 que desplaza H-5 a 2.4 ppm. Los desplazamientos
de RMN 13C para carbonilo del grupo éster se encuentran en 172.9 ppmy 171.8 ppm
para 2 y 3, respectivamente. La principal diferencia entre 2 y 3 esta en el carbono en
51.7 ppm asociado al metil éster y en 28.1 ppm asociado a los metilenos del terbutilo.
Para complementar la caracterizacién de los compuestos 2 y 3, se empleé la técnica
espectroscopica de FT-IR y la técnica HRMS ESI-TOF para el compuesto 3, los datos

se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Datos de FT-IR para los compuestos 2y 3

Compuesto FT-IR (cm™)

2 1734(C=0); 3431(OH); 952, 2940, 2830 (C-H)

3 1724 (C=0); 3442 (OH); 2976, 2933, 2825 (C-H)
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En la tabla 7 se muestran los datos espectroscopicos de FT-IR que muestran las
principales sefales de los compuestos 2 y 3 donde se puede observar en 1734 cm
y 1724 cm la vibracion de tension del grupo C=0 del éster, y en 3431 cm™ y 3442
cm™la vibracién del OH.

Para el compuesto 3 se calcul6 un valor de m/z correspondiente a 332.2432, mismo
gue se corroboro con el obtenido mediante HRMS-ESI-TOF, de 332.2438.

7.1.2 COMPUESTOS IODADOS

Una vez que la obtencion de los compuestos 2 y 3 con un grupo focal OH, fue
corroborada, el hidroxilo fue sustituido por iodo en presencia de yodo metalico,
imidazol y trifenilfosfina, formando los compuestos 4 y 5 con rendimientos del 70%.
Los compuestos 4 y 5, puros son oleoso y amarillentos. Estos se caracterizaron
mediante RMN de 'H y 13C, apoyando con FT-IR y HRMS ESI-TOF para corroborar

la estructura.

Tabla. 8. Sefales caracteristicas de RMN de *H y 13 C para compuesto iodo focal

Posicion Compuesto 4 Compuesto 5
~ ®%  (ppm) Sc(ppm) B (ppm) Oc(ppm)
(multiplicidad) (multiplicidad)

1 3.18 (1) 5.1 3.20 (t) 5.3

2 1.90 (m) 31.0 1.91 (m) 31.3
3 2.48 (t) 53.6 2.47 (t) 53.6
4 2.73 (1) 49.4 2.68 (1) 49.5
5 2.44 (1) 32.7 2.34 (1) 33.9
6 -- 173.0 -- 172.1
7 3.66 (s) 51.6 - 80.4
8 - - 1.42 (s) 28.2

En la tabla 8 se muestran los desplazamientos para los compuestos 4 y 5. La
obtencién del compuesto 4 se corroboré mediante RMN de *H por el desplazamiento
de H-1 de 3.69 ppm a 3.18 ppm. Para el compuesto 5 el H-1 paso de 3.72 ppm a
3.20 ppm. En RMN de *2 C el corrimiento mas caracteristico fue el de C-1 de 62.6
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ppm a 5.1 ppm para 4, y de 63.2 ppm a 5.3 ppm en el caso de 5. Ademas, en FT-IR
(tabla 9) se nota la clara ausencia de la banda de los hidroxilos. Con la técnica HRMS
ESI-TOF (tabla 9) se determina el valor de m/z correspondiente al del compuesto,
corroborandose la estructura de los compuestos.

Tabla 9. Datos de FT-IR y HRMS para los compuestos 4y 5

Compuesto FT-IR (cm™) HRMS (m/z) [M+H]

Calculado para C11H21N104 +H

4 -
358.0509, encontrado 358.0510

. 1724 (C=0); Calculado para C17H32N104 +H
2959-2854 (C-H). 442.1448, encontrado 442.1454

7.1.3 COMPUESTOS AZIDADOS

Una vez que la obtencion de los compuestos 4 y 5 fue corroborada, el grupo
focal iodo, fue transformado a azida con NaNs en DMF a 70 °C, formando los

compuestos 6y 7.

Los resultados muestran que los compuestos 6 y 7, puros son oleosos y amarillentos
éstos se caracterizaron obteniendo un rendimiento del 92% y 82% para 6 y 7,
respectivamente. Ambos compuestos se caracterizaron por técnicas

espectroscopicas.
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Tabla. 10. Sefales caracteristicas de RMN de H y 2 C para compuestos con azida

focal
Posicion Compuesto 6 Compuesto 7
OH (ppm) &c (ppm)  Ow (ppm) dc (ppm)
(multiplicidad) (multiplicidad)
1 3.30 (1) 49.3 3.30(t) 49.4
2 1.68(m) 26.4 1.68(m) 26.9
3 2.46(t) 50.7 2.44(t) 50.6
4 2.73(t) 77.0 2.68 (1) 49.4
5 2.42(t) 325 2.32(t) 33.8
6 -- 172.8 -- 172.0
7 3.66(s) 51.7 - 80.4
8 = = 1.42(s) 28.2

En la tabla 10 se muestran los desplazamientos de 'H para los compuestos 6y 7. La
obtencion de estos compuestos se corroboro por el desplazamiento de H-1 de 3.18
ppm a 3.30 ppm para 6, y de 3.20 ppm a 3.30 ppm en el caso de 7. 3 C se observa
un desplazamiento del C-1 de 5.10 ppm a 49.3 ppm, para 6, y 5.3 ppm a 49.4 ppm,
en el caso de 7. Ademas, en FT-IR (tabla 11) muestra claramente presencia de Ns
en 2095 cm. Con la técnica HRMS ESI-TOF (tabla 11) se determind el valor de m/z

correspondiente al peso molecular.

Tabla 11. Datos de FT-IR y HRMS para los compuestos 6 y 7

Compuesto FT-IR (cm-1) HRMS (m/z) [M+H] ‘
2953, 2829 (C-H)
Calculado para C11H21N4O4 +H
4 2096 (Ns3)
273.1557, encontrado 273.1553
1725 (C=0)
2976, 2932, 2819 (C-H)
Calculado para C17H32N404 +H
5 2094 (Ns3)
357.2497, encontrado 357.2497
1725 (C=0)
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7.1.4 ACIDO 4-0X0-4-(PROP-2-IN-1-ILOXI) BUTANOICO 8

El compuesto 8 fue sintetizado mediante molienda en mortero, como se
describe en la metodologia, primero se formd el alcoxido del alcohol propargilico al
triturar éste con KOH. Posteriormente se adiciona el anhidrido succinico y se trituro
para llevar a cabo la esterificacion por apertura del anillo. A diferencia de la
metodologia de sintesis reportado por (Ni et al., 2014), el nuevo método de sintesis
es mas econoémico y “verde” ya que se dejan atras compuestos como el DMAP y la

trietilamina y el uso de disolventes anhidros.

El compuesto 8 puro es un sélido blanco cristalino, obteniendo un rendimiento del
30% tras una cristalizacion en Hexano. Los datos espectroscopicos se detallan en

las tablas 12 y 13.

Tabla. 12. Sefiales caracteristicas de RMN de H y 13 C para compuesto 8

Posicion Compuesto 8

OH (ppm) OS¢ (ppm)

(multiplicidad)
1 2.51 (1) 75.1
2 - 77.3
3 4.72 (s) 52.3
4 -- 171.4
5* 2.70 (dd) 28.8
6* 2.70(dd) 28.6
7 11.41 (brs) 178.5

Enlatabla 12, se presentan los desplazamientos de RMN *H del acido 4-oxo-4-(prop-
2-in-1-iloxi) butanoico en donde se puede resaltar las sefiales asociadas al alquino
en 2.51 ppm y debido al éster, el H-3 es el mas desplazado. En RMN de 3 C se
tienen dos sefales asociadas a carbonilos, 178.5 ppm y 171.4 ppm ademas del
desplazamiento caracteristico de los carbonos de grupos alquinos de C-1y C-2 en
77.3 ppmy 75.1 ppm, respectivamente. Mediante espectroscopia FT-IR (tabla 13) se
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evidencia la presencia de COOH en 3300-2600 cm™ del alquino en 2944.65 cm, el
(C=0 éster) en 1691.48 cm'y el (COOH) en 1729.64 cm-2.

Tabla 13. Datos de FT-IR para el compuesto 8
Compuesto FT-IR (cm™)

1691.48 (C=0 ‘éster);
11 1729.64 (C=0 OH)
2944.65 (CH alquino), 3300-2600(COOH)

7.1.5 COMPUESTO 9

Una vez sintetizado el compuesto 8 se esterifico con la diosgenina através de
una esterificaciéon de Steglich, ya que nos permite trabajar con &cidos labiles y
compuestos estéricamente demandantes, se necesita menos cantidad de alcohol e

impide la formacion de carbocationes como en el caso de la esterificacion de Fisher.

El compuesto 9 puro es un sdlido blanco, se obtuvo con un rendimiento del 90%. La
caracterizacion se condensa en las tablas 14 y 15, para RMN y FTIR

respectivamente.
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Tabla 14. Sefales de *H y *3C de diosgenina y el compuesto 9

Posicion Diosgenina Compuesto 9
% (ppm) dc(ppm)  ®  (ppm) Oc(ppm)
(multiplicidad) (multiplicidad)

3 3.51 71.9 4.61 74.4

5 -- 141.0 -- 139.6

6 5.30 121.6 5.36 1224

9 0.94 50.3 0.94 49.9
14 1.08 56.7 -- 56.4
16 4.38 81.0 3.40 80.8
17 1.78 62.3 -- 62.3
19 1.04 19.6 1.00 194
21 0.92 14.7 0.96 14.6
22 -- 109.5 -- 109.3
26 3.37 67.0 3.40 66.8
27 0.76 17.35 0.78 17.2
28 -- -- -- 1714
29* -- -- 2.64 29.0
30* -- -- 2.60 27.8
31 == == == 171.6
32 -- -- 4.70 52.2
33 -- -- -- 75.1
34 -- -- 2.47 77.5

De acuerdo con los datos de la tabla 14 se corroboré que la reaccion de esterificacion
se llevo a cabo. Existen diferencias marcadas entre las sefiales de la diosgeninay el
compuesto 9. Es muy notorio el desplazamiento que tiene el H-3 en donde se
encuentra posicionado el grupo OH y como éste es desplazado al momento de
realizarse la esterificacion de 3.51 ppm a 4.61 ppm. Ademas de las sefiales

correspondientes a los metilenos del fragmento del succinico, H-32 en 4.70 ppmy el
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singulete en 2.47 ppm designado al alquino terminal. En RMN 3C observamos los
desplazamientos que ocurren en C-3 y se observa la aparicion de los carbonos C-
28, C-31- C-32, C-33, C-34. En FT-IR (tabla 15) el grupo éster esté caracterizado por
la ubicacion del carbonilo en 1731 cm?y el alquino en 3287 cm. Finalmente, con
HRMS ESI-TOF (tabla 15) el ion molecular obtenido de 553.3577 correspondiente al

esperado para M+H.

Tabla 15. Datos de FT-IR y HRMS para el compuesto 9

Compuesto FT-IR (cm-1) HRMS (m/z) [M+H]
3287 (C-H alquino)  calculado para CsaH490s
9 2984, 2849 (C-H) +H 553.3537, encontrado
1731 (C=0) 553.3527

7.1.6 DERIVADOS TRIAZOLICOS

Una vez que los compuestos 6 y 7 fueron sintetizados con un grupo focal N3
y que se derivatiz6 la diosgenina con el acido 4-oxo-4-(prop-2-in-1-iloxi) butanoico 9,
se realizo la reaccion click entre éstos, formando los compuestos 10 y 11 en

presencia de CuS04.5H20, PhCO2H y ascorbato de sodio.

Los compuestos 10 y 11 fueron obtenidos con rendimientos del 50% y 53%

respectivamente.
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Figura 9. Sefales caracteristicas de RMN de 'H para la diosgenina, compuesto 9, compuesto 10 y

compuesto 11.

En la figura 9 se pueden observar las sefales caracteristicas de la diosgenina,

compuesto 9 y 10, en donde podemos corroborar la formacion del anillo triazélico

debido a la sefal en 7.74 ppm, asociada en éste. Ademas, la sefial en 3.66 ppm

asociada a los metilenos del metil éster, aunado a la ausencia de la sefial en 2.47

ppm, asignada al alquilo en el compuesto 9. De manera similar para el 11, la sefial

asignada al anillo triazolico se encuentra en 7.72 ppm acompafiada de la sefial en

1.42 ppm asociada a los metilos del terbutilo, evidencia la obtencién de los

compuestos esperados.
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Tabla 16. Sefales de 3C del compuesto 10y 11

Posicion Compuesto 10 Compuesto 11

oc (ppm) Oc (ppm)

74.4 77.5
5 139.7 139.7
6 1225 122.5
14 56.5 56.5
16 80.9 80.6
17 62.1 62.1
22 109.4 109.4
26 66.9 66.9
28* 171.6 171.6
31* 172.3 172.0
32 58.1 58.1
33 142.6 142.6
34 124.2 124.1
40 173.0 172.0
41 51.7 80.9
42 -- 28.9

En la resonancia de 13C (tabla 16), la formacion del anillo triazélico se evidencia por
el corrimiento de las sefales correspondientes al alquino (C 34) de 77.3 ppm a 124.2

ppm para 10,y de 77.5 ppmy 124.1 ppm, para 11
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Tabla 17. Datos de FT-IR y HRMS para el compuesto 10y 11

Compuesto FT-IR (cm™) HRMS ESI-TOF (m/z) [M+H]
- 1729 (C=0); Calculado para CasHesNsOs +H
2947, 2902, 2847 (C-H) 825.5021, encontrado 825.5007
1 1725 (C=0); Calculado para Cs2H77NsOs +H

2927,2902, 2849 (C-H) 909.5974, encontrado 909.5947

Los datos de FT-IR se resumen en la tabla 17 y es posible ver que los 3 diferentes
carbonilos de éster dan una sola banda en 1729 cmt y 1725 cm™ para 10 y 11,
respectivamente. Finalmente, la obtencion de los compuestos se corroboro por
masas de alta resolucién donde los datos del ion molecular correspondiente no

varian en mas de 3 ppm con el técnico.

7.1.7 HIDROLISIS DE 11

Una vez sintetizado el compuesto 11 con grupo terminal terbutilo, este se
hidroliz6 con acido trifluoroacético, y dos gotas de agua en agitacion durante 2 horas
a temperatura ambiente. Después de los lavados para remover el TFA se obtuvo un

rendimiento del 90%.
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Tabla 18. Sefales de *H y *3C del compuesto 12

Posicion Compuesto 12

OH (ppm)  &c (ppm)
(multiplicidad)
3 4.25 (m) 74.0
6 5.32(t) 122.4
19 0.97 (s)
21 0.90 (d)
22 -- 108.9
26 3.39 (m) 66.3
27 0.72 (s) 30.3
28 -- 171.7
30 2.9 (m) 29.0
31 == 172.2
32 5.13 (s) 57.9
33 -- 142.3
34 8.13 (s) 125.2
35 4.4 (m) 47.4
40 11.9 (brs) 172.6

Como puede verse en la tabla 18, las sefiales de 'H asociados a los metilos del grupo
terbutilo en 1.42 ppm desaparecen dando lugar a una nueva sefal en 11.9 ppm
asociado al proton del &cido y generando un desplazamiento en la sefial del anillo
triazolico a 8.13 ppm probablemente debido a interacciones entre los nitrégenos de
anillo y las terminales del acido. Con la hidrolisis las sefiales en 3C asociadas al
carbono cuaternario del grupo terbutilo en 28.9 ppm desaparece, sin que el resto de
las sefales se modifiquen significativamente. Los datos de FT-IR se condensan en
la tabla 19 y es posible ver el carbonilo de éster en 1724 cm para 12. Finalmente,

la obtencion de los compuestos se corrobord por espectrometria de masas de alta
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resolucion donde los datos del ibn molecular correspondiente no varian en mas de 3

ppm con el tedrico.

Tabla 19. de FT-IR y HRMS para el compuesto 12

Compuesto FT-IR (cm-1) HRMS (m/z) [M+H]
3400-2600 (COOH) Calculado para CasHesN4O10 +H 797.4695,
1724 (C=0) encontrado 797.4698

7.2 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Con el objetivo de determinar la viabilidad de proponer diferentes vias de
administracion de los compuestos, se realizaron pruebas de solubilidad (tabla 19)
para los compuestos 10, 12 y la diosgenina utilizando la relacién 2 pug/40 pL en las
cuales se hicieron pruebas con DMSO, agua a pH 7.0, etanol/agua pH 7.0 y
DMSO/Acetona.

Se eligieron DMSO, solucién de fosfatos a pH 7.0, etanol, acetona y mezcla de
etanol/agua y DMSO/ Acetona. Por un lado, el DMSO es uno de los disolventes mas
empleados para pruebas bioldgicas in vitro. La solucion de fosfatos es el medio en
que se diluyen las disoluciones de DMSO para pruebas bioldgicas in vitro. Por otro
lado, el etanol y acetona son disolventes que suelen emplearse para pruebas
antiinflamatorias in vivo en piel de animales, en la tabla 20 se muestran los

resultados.

Tabla 20. Pruebas de solubilidad en diferentes medios de los compuestos 10,12 y

diosgenina
Compuesto DMSO pH 7.0 Etanol/pH 7.0 DMSO/Acetona
10 +++ - + +++
12 +++ +++ +++ +++
Diosgenina + - - -

(- nada soluble, * poco soluble, **‘medianamente soluble, *** muy soluble)
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Se puede observar claramente como la diosgenina es muy poco o nada soluble en
los diferentes medios, mientras que el compuesto 12 al tener terminaciones COOH
presenta una mejor solubilidad en todos los medios, por lo que potencialmente puede
ser un profarmaco de aplicacion tépica, oral (con base en las reglas de Lipinsky) e

intravenosa, debido a su solubilidad en agua pH 7.

7.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Con la finalidad de evaluar el efecto de las modificaciones esteroidales en la
diosgenina sobre la actividad bioldgica, se llevé a cabo un estudio de viabilidad
celular mediante CV (cristal violeta) en la linea celular cancerigena MCF-7 y en hFB,
como modelo de células sanas. Para estas pruebas se utilizaron los compuestos 10,
12 y la diosgenina.
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En las figuras 10, 11 y 12 se muestran los resultados, de los tres ensayos
independientes por triplicado, de la actividad sobre los fibroblastos y las células MCF-
7 de los compuestos 10, 12 y diosgenina. Como puede observarse el compuesto 12
presenta mayor actividad sobre ambas lineas celulares, mientras que el compuesto
10 resulta ser mas toxico para los hFB, pero inactivo en la linea celular MCF-7.
También se puede ver que la modificacion realizada sobre la diosgenina la hace mas
hidrofila, por 1o que tiene un efecto positivo en cuanto a actividad, ya que la actividad
del derivado 12 es casi 2 veces mayor que la de la diosgenina. En la figura 13, se

muestra una foto de las células tras la exposicion con el compuesto 12.

Figura 13. Fotos de las células tras la exposicion del compuesto 12 a) Control hFB b) hFB +
500 puM (398.22ug/m) ¢) MCF-7+500uM (398.22ug/mL)

Por otro lado, para el compuesto 10 el efecto del compuesto depende de la
linea celular y de la concentracion, observandose efectos sobre la linea de hFB a
concentraciones mayores a 15.625 pM. En la linea MCF-7 el efecto antiproliferativo
se da a concentraciones mayores de 125 uM. En cuanto a la diosgenina se observa
un efecto dependiente de la linea celular y la concentracion, si bien en los hFB se
observa un incremento en la toxicidad dependiente de la concentracion, en la linea
MCF-7 se obtuvo diferencia significativa, con respecto al control en el rango de 500
a 62.5 uM.
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Tabla 21. Valores de concentracion inhibitoria media ICso para los diferentes

compuestos en células MCF-7 y hFB

12 hFB 251.77 50.61
MCF-7 202.41 3.82
10 hFB 96.95 37.38
MCF-7 > 500 -
Diosgenina hFB > 500 -
MCF-7 401.27 62.30

En la tabla 21 se pueden observar los valores de concentracion para alcanzar una
inhibicion de la proliferacion del 50 % en las lineas celulares MCF-7 y hFB cuando
interactian con la diosgenina y los compuestos 10 y 12. Como puede verse el
compuesto 12 tuvo una mejor actividad con respecto a la diosgenina sobre la linea
celular cancerigena MCF-7; la concentracion necesaria para inhibir en 50% el
crecimiento de las células es practicamente la mitad de lo requerido de diosgenina.
También puede verse que el compuesto 10 no presenta actividad sobre las células
cancerigenas, lo que pudiera estar asociado a la falta de solubilidad, sin embargo,
ocurre lo contrario con las células sanas hFB, por lo que para explicar su
comportamiento son necesarios estudios del mecanismo de accion sobre ambas

lineas celulares.

67



CONCLUSIONES

De acuerdo a las Reglas de Lipinsky y con ayuda del programa de simulacion
admetSAR se logré seleccionar los fragmentos idoneos con base en sus
propiedades de solubilidad, permeabilidad en CaCo: y toxicidad oral aguda, a partir
de lo cual se establecio la ruta de sintesis adecuada para obtener los compuestos
planteados 12. Cada uno de estos compuestos y sus intermediarios se
caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas de FT-IR, RMN y HRMS.

La obtencién del compuesto 13, uno de los mas favorables de acuerdo a las
simulaciones, no fue obtenido debido a que en el Gltimo paso de reaccion se favorece

la hidrolisis en el hidroxilo de la diosgenina.

Se establecié una nueva ruta de sintesis a través de mecanoquimica para el
compuesto 8 (4cido 4-oxo-4-(prop-2-in-1-iloxi) butanoico), impactando en una

disminucién del tiempo de reaccion y disminuyendo el uso de disolventes.

La incorporacion del fragmento hidrofilo en la diosgenina permiti6 modular la
hidrosolubilidad de ésta, con lo cual se mejoraron las propiedades de la actividad
citotoxica de la diosgenina, ya que de acuerdo con la evaluacion de la actividad
citotoxica de los compuestos 10 y 12 en la linea cancerigena MCF-7, mostro que el
derivado 12 es dos veces mas activo sobre MCF-7 que la diosgenina, con valores de
ICs0 de 202.41+3.82 pM y 401.27+62.30uM, respectivamente, mientras que el

compuesto 10 no muestra mejora ya que su ICso es >500 puM.

La mayor actividad obtenida del compuesto 12, es decir, el mas hidrdfilo,
corroboro que los programas admetSAR y molinspiration son herramientas
adecuadas para predecir la viabilidad de modificaciones estructurales en

compuestos bioactivos.
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1617
single pulse decoupled gated NOE
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Anexo 35. RMN 3C Compuesto 12
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