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Sintesis de apalogos de esteroides sulfatados marinos con actividad
citotoxica, antiviral y de iphibicion de la enzima acetilcolinesterasa

Resumen:

En este trabajo de tesis se describe la sintesis de diferentes andlogos de esteroides
sulfatados marinos con el objeto de evaluar su actividad bioldgica y establecer correlaciones
estructura-actividad. Los esteroides sintetizados poseen grupos sulfato en C-2 y C-3 con
diferentes configuraciones y funciones oxigenadas en C-6 y fueron obtenidos a partir de la
sulfatacién de sus analogos hidroxilados. La reaccion de sulfatacién fue optimizada luego de
probar diferentes condiciones, entre ellas, la selecciéon del agente sulfatante, la relacién de
equivalentes entre el esteroide y el agente sulfatante, el tiempo y la temperatura de
reaccion y el método de calentamiento. Todos los analogos sintéticos se obtuvieron a partir
de un precursor comun, la 5o-colest-2-en-6-ona, que se sintetizd mediante sucesivas

reacciones de oxidacion y reordenamientos a partir del colesterol.

Se ensayo la actividad de inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa de los compuestos
sulfatados y sus analogos hidroxilados y se observd que el compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona disulfato resulté ser el mas activo de la serie. Por ello, este compuesto fue el
elegido como modelo para el estudio de la cinética de la reaccién de inhibicién. En base a la
cinética de la reaccioén, se realizé un estudio de docking molecular del compuesto y de su
andlogo desulfatado, el cual no inhibe a la enzima acetilcolinesterasa. Luego se realizaron
estudios de dindmica molecular verificdndose la estabilidad de los complejos enzima-
esteroide obtenidos en el estudio de docking. En el caso del andlogo inactivo, si bien se
comprobé la estabilidad del complejo, se observd la apertura de un canal secundario en la
superficie de la enzima que comunica con el sitio activo, lo que explicaria la razén por la que

dicho esteroide no inhibe a la enzima.

Debido a los antecedentes de citotoxicidad de los 6E-hidroximino esteroides, se
sintetizaron cuatro oximas novedosas a partir de los correspondientes 6-cetoesteroides
obtenidos previamente. Se estudid la citotoxicidad de las oximas sintéticas y de algunos
esteroides polihidroxilados sulfatados relacionados -para evaluar la influencia de grupos
hidroxilo, sulfato y carbonilo en C-6 en la actividad- frente a dos lineas celulares tumorales
de cancer de préstata humano, PC-3 (andrégeno independiente) y LNCaP (andrégeno

dependiente). Los resultados indicaron que el compuesto 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano



trisulfato fue el mas activo frente a la linea celular LNCaP y la oxima 2[,3a-dihidroxi-6E-

hidroximino-5a-colestano, frente a PC-3.

Por ultimo, se estudié la actividad antiviral y virucida de los compuestos sulfatados y sus
andlogos desulfatados frente a los virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) y Junin (JV),
responsable de la fiebre hemorrdagica argentina. La oxima 2f3,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-
S5a-colestano resultd ser el compuesto mds activo frente al virus HSV-1, mientras que los
compuestos 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato y 23,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-
2,3-disulfato fueron los mas activos frente al virus Junin. Ambos resultados ponen de
manifiesto la importancia de los grupos sulfato para la actividad antiviral de estos

esteroides.

Palabras claves: Esteroides polihidroxilados sulfatados - 6E-Hidroximinoesteroides -

Actividad citotdxica - Actividad antiviral - Inhibicion de |a acetilcolinesterasa.



Synthesis of analogs of marine sulfated steroids with cytotoxic, antiviral
and acetylcholinesterase enzyme iphibition activities

Abstract:

In this work we describe the synthesis of analogs of marine sulfated steroids in order
to evaluate their biological activities and establish structure-activity correlations. The
synthesized steroids depict sulfate groups at C-2 and C-3 with different configurations and
oxygenated groups at C-6, and they were obtained by sulfation of their hydroxylated
analogs. The sulfation reaction was optimized after selecting the sulfating agent, the relative
proportions between steroid and sulfating agent, the reaction time and the heating
conditions. The synthetic analogs were prepared from 5oa-cholest-2-en-6-one, which was

synthesized from cholesterol by successive oxidation and rearrangement reactions.

The sulfated and desulfated analogs were evaluated for their inhibition activity on
the acetylcholinesterase enzyme. Compound 2B,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-one disulfate
proved to be the more active. Therefore it was selected as a model compound to study the
kinetic of the inhibition reaction. Based on the kinetic results, a molecular docking study of
the compound and the inactive desulfated analog was performed, together with dynamic
molecular studies that confirmed the stability of the enzyme-steroid complexes obtained in
the docking study. Although the inactive analog complex was stable, we observed the
opening of a secondary channel on the enzyme surface that communicates with the active

site. This fact would explain why the desulfated steroid fails to inhibit the enzyme.

Taking into account the cytotoxic activities of 6E-hydroximino steroids, we prepared
four new oximes of the 6-ketosteroids previously synthesized. We evaluated the cytotoxicity
of the synthetic oximes and some related sulfated polyhydroxylated steroids on two human
prostate carcinoma cell lines, PC-3 (androgen independent) and LNCaP (androgen
dependent) in order to determine the influence of hydroxyl, sulfate and carbonyl groups on
C-6 on the activity. Compound 2pB,3a,6B-trihydroxy-5a-cholestane trisulfate showed
remarkable activity against LNCaP cell line while oxime 2[3,3a-dihydroxy-6E-hydroxymino-

S5a-cholestane was the most active against PC-3.

We also studied the antiviral and virucidal activities of the sulfated compounds and their
desulfated analogs against herpes simplex virus type 1 (HSV-1) and Junin virus (JV),

responsible for the argentine hemorrhagic fever. The oxime 2f,3a-dihydroxy-6E-



hydroxymino-5a-cholestane disulfate was the most active compound against HSV-1, while
compounds 2pB,3a-dihydroxy-5a-cholestan-6-one disulfate and 2B,3a,6B-trihydroxy-5a-
cholestane-2,3-disulfate were the most active against Junin virus. These results highlight the

importance of the sulfate groups for the activity of these steroids.

Key words: sulfated polyhydroxylated steroids - 6E-Hydroxyminosteroids — Cytotoxic activity

- Antiviral activity — Acetilcholinesterase inhibition.
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Prologo

A continuacién se presenta un resumen extendido de la tesis para facilitar su
comprension. Los principales protagonistas de este trabajo de tesis doctoral pertenecen a la
familia de los esteroides vy, si no se indica lo contrario, nos referiremos a 5a-esteroides.
Cuando se mencionen los 5B-esteroides, las estructuras explicitaran la configuracién del H-
5B, tal como se indica en la figura A. De manera analoga, al omitir dicho hidrégeno en la

estructura, la unién entre los anillos Ay B es trans.

oy a

D D
SO GO

H
Sa-esteroide 5p-esteroide

Figura A

En el capitulo N°1 se presenta una introduccion a los productos naturales marinos y, en
particular, a los esteroides polihidroxilados sulfatados aislados a partir de organismos
invertebrados marinos. El objetivo de este capitulo es el de destacar las caracteristicas
estructurales Unicas de los productos naturales marinos y la importancia de estos

compuestos debido a la diversidad d sus actividades bioldgicas.

Dada la gran versatilidad de los esteroides polihidroxilados sulfatados, se planteé como
objetivo de esta tesis la sintesis de diferentes andlogos sulfatados para evaluar sus
actividades citotdxica, antiviral y de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa y establecer

correlaciones estructura-actividad.

En el capitulo N°2 se presentan los antecedentes relacionados con la sintesis de
esteroides sulfatados y se describen los resultados de la sintesis de una serie de esteroides
con grupos sulfato en C-2 y C-3, con diferentes configuraciones, y funciones oxigenadas en C-
6 (Figura B), los cuales fueron obtenidos a partir de la sulfatacién de sus analogos

hidroxilados.
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Figura B

Este capitulo esta dividido en dos grandes secciones. En la primera seccidn se detalla la
sintesis de los intermediarios de reaccidén y los diferentes esteroides polihidroxilados (Figura
C), precursores de los compuestos sulfatados de la figura B, como asi también su andlisis
espectroscépico. La segunda parte de este capitulo detalla la obtencién de los compuestos
sulfatados a partir de sus andlogos hidroxilados. Se presenta una breve introduccién a la
reaccion de sulfatacion y se describen los resultados obtenidos en la optimizacion de la
reaccion de sulfatacidn de los esteroides polihidroxilados, como asi también las dificultades

que se presentaron y como se resolvieron para llegar con éxito a los productos deseados.
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Figura C

El capitulo N°3 se encuentra dividido en dos secciones. En la primera de ellas se describe
la sintesis de 6E-hidroximino esteroides andlogos de esteroides aislados a partir de
diferentes esponjas marinas (Figura D), asi como su analisis espectroscépico. En la segunda
parte se presenta el estudio de su citotoxicidad frente a dos lineas celulares tumorales de
cancer de prostata humano, PC-3 (andrégeno independiente) y LNCaP (andrégeno
dependiente). Se compard la citotoxicidad de las oximas esteroidales con la de algunos
esteroides polihidroxilados sulfatados relacionados estructuralmente con el objeto de

evaluar la influencia de grupos hidroxilo, sulfato y carbonilo en C-6 en la actividad citotdxica.
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Figura D
En el capitulo N°4 se estudié la actividad antiviral y virucida de los compuestos sulfatados
y sus andlogos desulfatados frente a los virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), virus del dengue
(DENV) vy virus Junin (JV), responsable de la fiebre hemorragica argentina, enfermedad
endémica en nuestro pais. Por ultimo, se estudié el mecanismo de accidon de los compuestos

activos que presentaron un indice de selectividad mas alto.

En el capitulo N°5 se estudid la capacidad de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa
de los compuestos sulfatados y de sus analogos hidroxilados. Esta enzima es la responsable
de la deficiencia selectiva e irreversible de las funciones colinérgicas, lo cual conduce al
deterioro en la memoria caracteristico de la enfermedad de Alzheimer. También se estudié
la selectividad en la inhibicidn frente a otra colinesterasa, la enzima butirilcolinesterasa asi
como la cinética de la reaccién de inhibicién con uno de los esteroides sulfatados, el cual fue
seleccionado como compuesto modelo. De acuerdo a los resultados obtenidos de la cinética
de inhibicion, se realizé un estudio de docking molecular del compuesto mas activo y de su
andlogo desulfatado, el cual no inhibe a la enzima acetilcolinesterasa. Luego se describen los
estudios de dindmica molecular llevados a cabo para verificar la estabilidad de los complejos

enzima-esteroide que reveld el estudio de docking.

Por ultimo, en el capitulo N°6 se presenta la parte experimental de esta tesis que incluye
las metodologias utilizadas en la sintesis de los compuestos y la caracterizacién completa de
las estructuras quimicas por RMN, espectroscopia infrarroja, espectrometria de masa,
microanalisis y puntos de fusion. Se incluyen las metodologias experimentales utilizadas en

los ensayos bioldgicos in vitro y en los estudios de docking y dindmica molecular.

Si bien en los capitulos N° 2 y 3 se describe la asignacion espectroscopica de las senales
mas relevantes, en el anexo de esta tesis se presenta la asignacion de los desplazamientos
quimicos de 'H y de *C de los esteroides sintetizados durante este trabajo de tesis. Las
asignaciones se realizaron a partir del analisis de los espectros de RMN *H y de B¢ y de los

espectros bidimensionales COSY, HSQC, HMBC Y NOESY.
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1.1 Productos Naturales Maripos

Los productos naturales son moléculas orgdnicas pequefias (PM < 3000 Da) producidas
por animales, plantas o microorganismos. Generalmente son estructuras complejas y de
gran diversidad debido al nimero de centros asimétricos, grupos funcionales y motivos
estructurales que poseen (Kim y Venkatesan 2013; Kinghorn y col. 2009). Sin embargo, su
complejidad y diversidad estructural no es lo Unico que los hace interesantes, sino el hecho
de que generalmente poseen interacciones especificas con macromoléculas biolégicas y en

consecuencia, actividad bioldgica (Ertl y Schuffenhauer 2008).

En la actualidad, mas del 50% de las drogas disponibles son productos naturales o
relacionados, ya sea porque son productos naturales modificados o poseen farmacéforos de
productos naturales, y sélo el 36% son consideradas exclusivamente sintéticas. Actualmente,
el 68% de las drogas anti-infectivas (es decir, antivirales, antiparasitarias, antibidticas) son
productos naturales o inspiradas en ellos, mientras que el porcentaje asciende al 79,8% en el

caso de los farmacos para el tratamiento del cancer (Khazirab y col. 2013).

Dentro de los productos naturales es posible distinguir entre metabolitos primarios y
secundarios. Los metabolitos primarios son responsables, fundamentalmente, del
crecimiento, desarrollo y reproduccion de los seres vivos. Entre estos se encuentran los
aminodcidos, lipidos, carbohidratos, nucleétidos y un gran nimero de moléculas pequefas
gue actuan como cofactores. En cambio, los metabolitos secundarios no estan involucrados
en los procesos primarios (crecimiento, desarrollo y reproduccién) pero pueden tener un rol
clave en la supervivencia del organismo que los produce. Estos pueden ser terpenos,
policétidos, pequenos péptidos, alcaloides y también metabolitos primarios modificados ya
sea por glicosidacion, esterificacion o por modificaciéon de su estado de oxidacion. Por lo
tanto, lo que distingue a los metabolitos secundarios de los primarios no es tanto su origen

biosintético sino la funcién que cumplen (Mc Clintock y col. 2013).

En los organismos marinos, los metabolitos secundarios surgen como una adaptacion a
las amenazas que sufren, en particular, aquellos animales con cuerpos blandos y estilos de
vida sedentarios. Estos se vieron forzados a evolucionar desarrollando la habilidad de
biosintetizar compuestos toxicos o de obtenerlos a través de los microorganismos que los
colonizan para detener depredadores, alejar competidores e inmovilizar presas (Haefner

2003). Debido a que estos metabolitos son liberados al agua para cumplir su funcién, en

-3



donde su concentracién disminuird por efecto de la dilucién en el medio, deben ser muy
potentes para ser efectivos. Ademas, los organismos marinos han desarrollado mecanismos
bioldgicos complejos exhibiendo actividad cruzada con la biota del phylum terrestre (Jimeno
y col. 2004). Por ello, los productos naturales marinos han atraido el interés de
investigadores involucrados en la busqueda de fdrmacos mas eficaces y especificos para el
tratamiento de muchas enfermedades humanas (Proksch y col. 2002; Mayer y Lehmann

2000).

A pesar de que los océanos comprenden mas del 70% de la superficie de la Tierra y son
una fuente natural con una enorme biodiversidad, sélo el 16% de los productos naturales
reportados en los ultimos 25 afios son de origen marino (Kong y col. 2010). Esto se debe a
que el estudio de los productos naturales marinos comenzé varias décadas después que el
estudio de los terrestres. Una de las razones de este retraso esta directamente vinculada con
la recoleccién de los organismos marinos, limitada al snorkel antes de que se desarrollara el
buceo y, por lo tanto, profundidades de entre 3 y 40 metros fueron accesibles recién en la
segunda mitad del siglo XX. Por otra parte, dado que los productos naturales marinos se
encuentran generalmente en concentraciones bajas en los organismos productores, recién
en la década del 70 el desarrollo de técnicas separativas mas eficientes como la
cromatografia liquida de alta resolucion, facilité el estudio sistematico del entorno marino
(Cragg y Newman 2013, Newman y Cragg 2004). Por otro lado, el desarrollo de los métodos
bidimensionales de resonancia magnética nuclear permitié que, a principios de los afios ‘80,
esta técnica se convirtiera en una herramienta muy poderosa para la elucidacién estructural
de productos naturales (Breton y Reynolds 2013; Shoolery 1984). Aun asi, el estudio de
organismos marinos no resultd una tarea sencilla, ya que a diferencia del entorno terrestre,
se disponia de muy poca informaciéon etno-medicinal que guiara en la seleccién de los
organismos a estudiar, con excepcion del sur de China. Esto se refleja en el hecho de que el
40% de los productos naturales aislados a partir de invertebrados marinos, en los ultimos 20
afos, provengan de organismos de las regiones marinas que bordean Japodn, Taiwan, Corea
del Sur y China (Costa Leal y col. 2012a). Actualmente, la busqueda estd guiada por estudios
ecoldgicos relacionados con la defensa quimica y la supervivencia de los organismos, ya que
los metabolitos secundarios responsables de estas estrategias podrian ser drogas

potenciales o inspirar la sintesis de otras similares (Pandey 2012).




Capitulo 1: Introduccion

1.2 Productos Naturales de Ipvertebrados Marinos

La biodiversidad de los organismos marinos es enorme. Segun la clasificacién de Margulis
y Schwartz (Margulis y Schwartz 1988), de los 33 phyla del reino animal sélo uno es
exclusivamente terrestre y los 32 restantes poseen especies que pertenecen al ecosistema
acuatico (Figura 1.1). Dentro de estos ultimos, aproximadamente el 60% corresponde a

animales invertebrados (Ausubel y col. 2010).

Phyla reino animal

Phyla acuaticos
yterrestres

(10)
30%

Phylum
exclusivamente
terrestre

(1)
3%
>95%del
phylumes
acuatico
(5) 15%

Figura 1.1: Subdivisién bdsica del reino animal. Entre paréntesis se indica la cantidad de
phylum que conforman cada sector del grafico.

Los invertebrados marinos se encuentran entre los grupos de organismos que mas han
contribuido a la incorporacién de compuestos novedosos a bibliotecas de productos
naturales, en las ultimas décadas (Blunt y col. 2008; Jha y Xu 2004). Estos organismos han
sido objeto de intensos estudios destinados a la busqueda de nuevos metabolitos dado que
éstos poseen estructuras quimicas muy distintas a los terrestres y sus motivos estructurales
son unicos y diversos (Costa Leal y col. 2012b). Considerando que la mayor parte de las
investigaciones se han centrado en el estudio de sélo el 1% de las especies que conforman la
biodiversidad del grupo de invertebrados marinos (Costa Leal y col. 2012a), éstos
constituyen una fuente promisoria de metabolitos con nuevas estructuras quimicas (Kong y

col. 2010).




1.2.1 Esteroides polioxigenados de invertebrados marinos

Los organismos marinos son extraordinariamente ricos en esteroides con estructuras
novedosas y poco convencionales. Sus patrones de oxidacion y grado de funcionalizacidn,
tanto en el nucleo esteroidal como en la cadena lateral, son poco comunes y no se han
encontrado estructuras equivalentes en el resto del reino animal. En particular, los
invertebrados marinos constituyen la fuente de esteroides con mayor diversidad estructural

(Salvador y col. 2013).

Entre los esteroides de origen marino con estructuras novedosas se destacan las
saponinas —oligoglicésidos esteroidales- y los esteroides polioxigenados. Las saponinas son
metabolitos secundarios muy comunes en plantas aunque muy raras en el reino animal,
excepto en estrellas, pepinos de mar y en algunas especies de esponjas (Tachibana 1988).
Las saponinas de estrellas de mar presentan una aglicona esteroidal, a diferencia de las
aisladas a partir de pepinos las cuales poseen un nucleo triterpenoidal. El término
asterosaponina se utiliza para designar los oligoglicosidos aislados de estrellas de mar, los
cuales poseen una aglicona Ag(”)-3B,6a-dihidroxiesteroidaI sulfatada en C-3 y una cadena de
5 6 6 azlcares unida al C-6 del esteroide (Figura 1.2a) (Maier 2008). En la figura 1.2b se
muestran dos ejemplos de asterosaponinas aisladas de distintas especies de estrellas de
mar. Estos compuestos son interesantes debido a la variedad de propiedades bioldgicas que
presentan, entre ellas, antifungica, citotdxica, hemolitica, antiviral, antibacteriana e

inmunomoduladora (Kalinin y col. 1996; Verbist 1993).

a)

b)

Tornasterosido A: R= [Fuc-1—>2)-Gal-(1—> 4)]-[Qui-(1— 2)]-Xyl-(1— 3)-Qui
Labidiasterésido A R= [Fuc-1—>2)-Qui-(1— 4)]-[Qui-(1— 2)]-Glc-(1— 2)-Glc

Figura 1.2: a) Aglicona caracteristica de asterosaponinas. b) Ejemplos de asterosaponinas.




Los esteroides polioxigenados se encuentran ampliamente distribuidos en invertebrados
marinos. Derivan del colesterol o algin esterol relacionado y tienen en comun el esqueleto
del 1,2-ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano que consta de cuatro anillos fusionados
(Figura 1.3a). En la figura 1.3b se representan los esqueletos esteroidales tipicos de una gran
cantidad de esteroides: (1) 5a-esterano, (I1) 5B-esterano y (I1l) A>-esterano. Estos metabolitos
presentan, principalmente, grupos carbonilo e hidroxilo en diferentes posiciones del
esqueleto esteroidal y de la cadena lateral. Los grupos hidroxilo a menudo se encuentran

glicosidados o sulfatados (Stonik 2001).

Colesterol

g o
N aa

Figura 1.3: a) Estructura del colesterol, numeracion de los carbonos y denominacién de los
distintos anillos. b) (1) Sa-esterano, (I1) 5p-esterano y (111) A>-esterano.

En los invertebrados marinos, estos esteroides pueden actuar como hormonas, por
ejemplo los ecdisteroides que son hormonas de la muda en los artréopodos (Figura 1.4,
compuesto 1) o los lincésidos, hormonas de crecimiento en las estrellas de mar (Figura 1.4,

compuesto 2).

0SO;Na

Figura 1.4: Ejemplos de esteroides polioxigenados que actian como hormonas en
invertebrados marinos.
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Sin embargo no es su Unica funcién ya que pueden actuar como medio de comunicaciéon
guimica inter o intra-especie, como es el caso de las feromonas sexuales de las lampreas
marinas (Figura 1.4, compuesto 3), o como sustancias de alarma o de defensa: algunos
esteroides son sustancias antifungicas, antimicrobianas, antivirales o citotdxicas (D’Auria y
col. 1993) que sirven para alejar depredadores, inhibir el crecimiento de microorganismos
patogénicos y como proteccidn de la incrustacion de otros organismos marinos como algas o

moluscos (Stonik 2001).

En el periodo 2000-2009, el 7,5% de los productos naturales novedosos aislados a partir

de invertebrados marinos, fueron esteroides (Figura 1.5) (Costa Leal y col. 2012b).

X
1 _ 180 B) 0 Othey 8 Amuno acad and Peptade
1 Cartednndnde Sierond
Algptuats 8 Alkalosd

1 0 Terpenced

A)

Number of new natural prodect

Cumulative number of new natural products

Year

Figura 1.5: Grafico del nimero de PN de invertebrados marinos aislados entre los afios 2000
y 2009, clasificados segun la familia de compuestos a la que pertenecen; y representados (a)
de manera acumulativa y (b) promedio afio a afio (Costa Leal y col. 2012b).

La atencion se ha focalizado particularmente en los esteroides polihidroxilados
sulfatados y polioxigenados debido a su potente actividad bioldgica. Estos han sido
encontrados en todos los phyla de invertebrados marinos. En la figura 1.6 se puede observar
qgue la mayoria de los esteroides fueron aislados a partir de organismos pertenecientes al

phylum Echinodermata y Cnidaria (Costa Leal y col. 2012b).
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Otros

Mollusca
3%

Figura 1.6: Porcentaje de esteroides aislados a partir de invertebrados marinos (agrupadas
por phylum) entre los afios 2000 y 2009 (Costa Leal col. 2012b).

Dentro del phylum Echinodermata, las estrellas de mar son la mayor fuente de
esteroides polioxigenados. Tipicamente, estos esteroides poseen grupos hidroxilo en las
posiciones 3, 6, 8B, 15, 16B y 26, siendo los esteroides penta- o hexahidroxilados los mas
comunes (Stonik 2001). También se han identificado algunos esteroles con 8 6 9 grupos
hidroxilo, como los compuestos 4 y 5 (Figura 1.7), aislados a partir de las estrellas de mar
Protoreaster nodusus y Acanthaster typicus, respectivamente. Estos compuestos mostraron
una alta actividad citotdxica frente a células JURCAT de linfoma humano (Anderson y col.

1989).

Figura 1.7: Ejemplos de esteroides polihidroxilados naturales

Los polihidroxiesteroides no son comunes en otras especies del phylum Echinodermata,
con la excepcién de sus analogos sulfatados, los cuales se encuentran mayormente en los

ofiuros, tal como se comentara mas adelante.

En el phylum Cnidaria, los polihidroxiesteroides se encuentran especialmente en

octocorales y gorgonias. Generalmente, presentan grupos hidroxilo en las posiciones 3, 5, 6,




22 y 25 y también es comun la hidroxilacion del metilo angular 19 (Stonik, 2001). Por
ejemplo, el litosterol, aislado a partir del coral Litophyton arboreum (Figura 1.8, compuesto
6) presentd una fuerte actividad antituberculosa por inhibicion de Mpycobacterium
tuberculosis en un 90% con una dosis de 3,13 pug/ml (El Sayed y col. 2000). Este hallazgo es
importante ya que actualmente continda la bisqueda de nuevos compuestos
antituberculosos dado que la tuberculosis es la segunda causa mas comun de muerte en el
mundo y debido a la resistencia que la bacteria desarrolla frente a multiples drogas (Kim vy

Venkatesan 2013).

24

HO_ 19 @’
T
HO

6

Figura 1.8

1.2.1.1 Esteroides polihidroxilados sulfatados

La sulfatacidn es una transformacién biosintética esencial en la biota marina. Esto esta
relacionado con la alta concentracion de iones sulfato en el océano (es el cuarto ion mas
abundante después del CI, Na* y Mg?"). La sulfatacién incrementa la solubilidad de los
metabolitos y los torna anfibiéticos, lo cual es fundamental para su mecanismo de accidn: su
caracter hidrofilico garantiza su transporte en el agua y su cardcter hidrofdbico facilita su

unién a receptores de membrana de los organismos con los que interacciona (Stonik 2001).

Entre los metabolitos sulfatados, los esteroides constituyen uno de los grupos mas
numerosos. Los esteroides sulfatados estan ampliamente distribuidos en los organismos
marinos aunque, la mayor parte de ellos han sido aislados a partir de estrellas de mar y
ofiuros, dentro del phylum Echinodermata, y de algunas especies de esponjas (phylum

Porifera) (Maier y Murray 2006).

Entre los esteroides sulfatados, los esteroles monosulfatados son los mds simples y son
usuales en los equinodermos. El colesterol sulfatado es el componente predominante dentro
de este grupo de compuestos, pero también son abundantes otros A>-esteroles sulfatados.

Los A’-esteroles son adquiridos a través de la dieta y son posteriormente sulfatados por el
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organismo. Esto se debe a que los holotureos y estrellas de mar poseen glicdsidos que
pueden formar complejos con el colesterol y otros A’-esteroles de las membranas dando
lugar a la formacién de poros en las mismas. Por lo tanto, la sulfatacién es un mecanismo de

proteccion de estos organismos contra el deterioro de sus membranas (Stonik 2001).

Sin embargo, es comun que los esteroides sulfatados de origen marino presenten grupos
hidroxilo libres. Los esteroides polihidroxilados monosulfatados son abundantes en estrellas
de mar y generalmente contienen el grupo sulfato en la cadena lateral o en las posiciones 3,
6, 15 6 16 del nucleo esteroidal (Stonik 2001). Se presume que esteroides sulfatados como el
compuesto 7 (Figura 1.9) sean los precursores biosintéticos de las asterosaponinas (Minale y
col. 1993; Kicha y col. 1991), las cuales son los metabolitos mds caracteristicos y
predominantes en las estrellas de mar y los responsables en gran parte de la toxicidad de

estos organismos (Maier y Murray 2006).

~
~
%

HZ 7 Na0,;SO"

Figura 1.9: Ejemplos de esteroides polihidroxilados monosulfatados naturales

Dentro del phylum echinodermata, los ofiuros producen esteroides polihidroxilados
monosulfatados que cominmente poseen un grupo sulfato en posicidon 3a (Stonik 2001). Por
ejemplo, el compuesto 8 (Figura 1.9), aislado a partir del ofiuro Ophiarachna incarassata, es
un inhibidor de la quinasa pp 60", la cual es responsable de la regulacién del crecimiento
celular y la sefializacidn intercelular implicada en algunos tipos de cancer (Fu y col. 1994;
D’Auria y col 1987). Sin embargo, la mayoria de los esteroides sulfatados aislados a partir de
ofiuros son disulfatados y poseen un motivo estructural que se repite: un grupo sulfato en
posicion 3a y el segundo en el C-21 de la cadena lateral. Es comun que presenten un doble
enlace A’ e hidroxilos en posicién C-2(B) y C-4 (Maier y Murray 2006). En nuestro grupo de
investigacion se ha realizado un extenso estudio quimico de varias especies de ofiuros
recolectados en el Mar Argentino y en la zona de las Islas Georgias del Sur, obteniendo como

resultado la caracterizacidén de varios esteroides polihidroxilados disulfatados, de los cuales
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cuatro resultaron ser novedosos. Los compuestos 9-11 fueron aislados del ofiuro antartico
Astrotoma agassizi y el compuesto 12, a partir del ofiuro Ophioplocus januarii, recolectado
en San Antonio Oeste (Rio Negro) en la costa patagdnica argentina (Figura 1.10). Estos
esteroides polares presentaron actividad antiviral frente a virus patégenos en humanos,
como el virus sincitial respiratorio, herpes simplex, virus Junin (responsable de la fiebre
hemorragica Argentina) y el virus del dengue (Comin y col. 1999; Roccatagliata y col. 1998;

Roccatagliata y col. 1996).

0SO;Na 0SO;Na
21 21
24 24
N N
25 25
NaO;SO
9
HO™ 5%
0SO;Na
21
HO
Na0,SO" 1
OH

Figura: 1.10: Esteroides polihidroxilados disulfatados nuevos aislados en nuestro laboratorio

En el phylum Porifera, los esteroides polihidroxilados monosulfatados se caracterizan por
presentar un grupo sulfato en las posiciones 33, 2 6 6. Entre los esteroides polihidroxilados
disulfatados de esponjas, varios de ellos poseen grupos sulfato en las posiciones 2B y 3a
(Figura 1.11). Los compuestos weinbersteroles A (13) y B (14), aislados a partir de la esponja
Petrosia weinbergi, presentaron actividad antiviral contra el virus de leucemia felina (Sun vy
col. 1991) y, el compuesto 15 —aislado a partir de la esponja Halichondria sp. (Makar’eva y
col. 1985)-, contra el virus de inmunodeficiencia humana. El halistanol B disulfato (16)
aislado a partir de la esponja Pachastrella sp. recolectada en el sur de Africa, mostré
inhibicién de la sintesis de la proteina endotelina, cuya funcidn es la de contraer las venas y
las arterias y elevar la presién sanguinea. Por lo tanto, este compuesto es util como modelo

para el desarrollo de nuevas drogas antihipertensivas (Patil y col. 1996).
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R4=OH; R,=H

Figura 1.11: Ejemplos de esteroides polihidroxilados disulfatados naturales

Los esteroides polihidroxilados trisulfatados son metabolitos aislados en su mayoria a
partir de esponjas y equinodermos (Stonik, 2001). El halistanol trisulfato (17) (Figura 1.12) es
el esteroide sulfatado mas ampliamente distribuido en esponjas. Sus grupos sulfato se
encuentran en las posiciones 2B, 3a y 6a. Se han aislado varios compuestos con el mismo
nucleo esteroidal y que difieren solamente en su cadena lateral (Figura 1.12, compuesto 18).
Esta serie de compuestos presentan una variedad de actividades bioldgicas muy interesantes
como antibacteriana de amplio espectro (Marinho y col. 2012), hemolitica (Peng y col. 2005),
anti HIV (McKee y col. 1994), antitumoral (Jin y col. 2006) y actividad anticoagulante por

interaccion con el receptor de trombina (Kanazawa y col. 1992).

NaO;SO,

NaO,SO" . !
0OSO;Na

17- Halistanol trisulfato 18 19- Sfeciosterol sulfato C

0S0;Na

Figura 1.12

Otro ejemplo interesante es el compuesto 19 (Figura 1.12), aislado a partir de la esponja
Spheciospongia sp., que resultd ser un potente inhibidor de la quinasa PKCE (Whitson y col.
2008), la cual estd involucrada en el progreso de diversas enfermedades tales como
complicaciones metabdlicas o cardiovasculares de la diabetes, disfunciones del sistema
nervioso central (por ejemplo, el trastorno bipolar), Alzheimer, degeneraciones neuronales,
desérdenes cardiovasculares, arterosclerosis y cancer. Por esta razén, los inhibidores de esta
guinasa son compuestos de interés para el desarrollo de agentes terapéuticos para varias

enfermedades (Fields y Gustafson 2003).
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Los ejemplos aqui descriptos demuestran la gran variedad de actividades bioldgicas que
presentan los esteroides marinos. Por esta razon, los organismos marinos, en particular las
esponjas, contindan siendo una fuente de interés poco explorada y potencialmente rica en

nuevas drogas (Costa Leal y col. 2012b).
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Capitulo 2:

Sintesis de analogos de

esteroides sulfatados marinos







2.1 Introduccion

Dada la baja concentracién en que se encuentran los metabolitos secundarios en los
organismos marinos productores, la sintesis quimica se presenta como un camino
alternativo para el desarrollo de compuestos con actividad bioldgica. Ademas, debido a la
permanente necesidad de encontrar nuevos compuestos bioactivos, la sintesis es una
herramienta de gran utilidad ya que permite obtener compuestos andlogos de los naturales
para establecer correlaciones entre la estructura quimica y la actividad bioldgica. De este
modo, es posible identificar la subestructura (farmacdforo) que es esencial para la actividad

bioldgica de un compuesto.

A pesar de las variadas actividades biolégicas que presentan los esteroides sulfatados
marinos, hay muy pocos trabajos sobre sintesis de estos productos naturales y sus andlogos

bioactivos en la literatura cientifica.

En 1992 se publicé la sintesis del 3fB,6a-dihidroxi-5a-colestano disulfato (20) por
hidroxilacién anti-Markovnikov del doble enlace A de colesterol y posterior disulfatacién del

diol utilizando el complejo de Py.SOs.

l

1
*LLLLLH{L “-'1‘1111% .
e AT . P
THPO” % THPO” 2
H 6n : HO™ ™77

THPO H
H =
OAc

HO BN AcO
OMOM

a) i- NaBH, / BF3.Et,0 / THF / 0°C ii- H,0,/ KOH / 0°C  b) (Ac),0 /Py ¢) HCI 2N/ THF
/HAc 1:2:1 T. amb. 80 min.  d) i- SO5.Py (2,5 eq.) / CHCI5 / T. amb. ii- NaOH 0,8M / T.
amb. e) CICH,OCHs / CH,Cl, / C,HsN(iPr), ) HCI 2N / THF / HAc 1:1,7:1 45°C 90 min.

Esquema 2.1
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Con el objeto de preparar distintos derivados para evaluar la influencia de los grupos
sulfato en la actividad bioldgica, se sintetizaron los dos analogos monosulfatados, el

compuesto 3B,6a-dihidroxi-5a-colestano-3-sulfato (21) y el 6-sulfato (22).

Los esteroides monosulfatados se obtuvieron mediante una estrategia de varios pasos de
proteccion y desproteccion combinando grupos acetilo, metoximetilo y tetrahidropiranilo,

tal como se observa en el esquema 2.1. (Arnostova y col. 1992).

En el aflo 2006, Murphy y col. realizaron una busqueda de compuestos con actividad
proangiogénica, en una biblioteca de productos naturales y encontraron que el sokotrasterol
sulfato (analogo A de 17, Figura 1.12) era capaz de promover la angiogénesis in vitro e in
vivo y podria ser utilizado potencialmente para promover la neovascularizacién en pacientes
con enfermedades cuya secuela fuera la oclusién de vasos sanguineos. (Murphy y col. 2006).
En base a este antecedente, este mismo grupo desarrolld la sintesis del halistanol sulfato C
(Esquema 2.2, compuesto 24), un compuesto natural aislado de la esponja Epipolasis sp.

(Kanazawa y col. 1992), a partir de la 3B-hidroxi-5a-colestan-6-ona (23).

Na0,SO "
NaO,SO" ' a

0S0;Na

23- 3p-Hidroxi-5a-colestan-6-ona 24- Halistanol sulfato C

Esquema 2.2

Sin embargo, en este trabajo no se caracterizaron los intermediarios de la sintesis ni el
producto final y los rendimientos de los intermediarios se expresaron en base al producto de

reaccion sin purificar (Murphy y col. 2006).

En el afo 2009, se publicé un trabajo cuyo objetivo era la sintesis de andlogos sulfatados
en los carbonos 3 y 6, posiciones comunmente sulfatadas en los esteroides aislados de
esponjas y ofiuros. Se sintetizaron varios 3pB,6B-dihidroxiesteroides disulfatados con
diferentes cadenas laterales para evaluar su influencia en la citotoxicidad frente a diversas

lineas tumorales.
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DMF, 95°C (
X 2) Amberlite CG-120 ™ 25 R1= SO,Na

Esquema 2.3

La ruta utilizada (Esquema 2.3) consistid en el tratamiento del esteroide de partida (25)
con PCC para oxidar el grupo alcohol y luego, por un reordenamiento oxidativo de la cetona
B,y insaturada, se obtuvo la ene-diona 26 (Schlecht 2005, Fieser 1963). Esta al ser tratada
con NaBH; y NiCl,.6H,0 durante 20 minutos, dio lugar al esteroide dihidroxilado 27, el cual
fue disulfatado por tratamiento con SOs;EtsN a 95 °C y posterior pasaje a través de una
resina de intercambio catidnico para dar el compuesto 28. Los estudios de citotoxicidad de la
serie de analogos disulfatados (28) demostraron que la presencia de una cadena lateral de

tipo colestano era fundamental para que el esteroide fuera activo (Cui y col. 2009).

Dados los antecedentes de actividad antiviral de los esteroides sulfatados aislados de los
ofiuros Astrotoma agassizi y Ophioplocus januarii (Roccatagliata y col. 1998; Roccatagliata y
col. 1996), se sintetizaron en nuestro laboratorio, diferentes analogos sulfatados en el
esqueleto esteroidal y en la cadena lateral con el objeto de establecer correlaciones entre la

estructura quimica y la actividad antiviral.

La sintesis de 20-cetopregnanos sulfatados en C-3 (B) y/6 C-21 se muestra en el esquema
2.4. La sulfatacion de la 21-hidroxipregnenolona (29) a temperatura ambiente utilizando 2
equivalentes del complejo sulfatante dio lugar a la mezcla de los dos compuestos
monosulfatados 30 y 31. Cuando la reaccion se realizé utilizando 5 equivalentes del reactivo
sulfatante a 95 °C, se obtuvo la 3B,21-dihidroxipregnenolona disulfato (32) (Comin y col.

1999).
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OH 0SO;Na

21
o 21 o
1) 5 eq. SO;.NEt; DMF, 95°C
'
HO 5 . NaO,;SO 5
2) Amberlite CG-120 3
29 6 ) Amberlite 6 32 (69%)
1) 2 eq. SO;.NEt;
DMF, T.A.
2) Amberlite CG-120 OH OSO;Na
21 o 21 o
+
NaO.SO 5 30(72%) HO 5 31 (11%)
3 6 6
Esquema 2.4

Para la sintesis de 20-cetopregnanos sulfatados en C-3 (B) y C-6 (a), se realizo la reaccién
de hidroboracidn sobre pregnenolona. Luego se sulfaté el diol a 95 °C utilizando 5
equivalentes de SOz EtsN como agente sulfatante (Compuesto 33, Esquema 2.5) (Comin y
col. 1999).

20
20 o

1) B,Hg, THF '
—_—

HO 5% 2) H,0,, NaOH R ‘

Pregnenolona (:)R

1) NEt;.S0; (5 eq.) R=H
DMF, 95°C
2) Amberlite CG-120 ™ 33. R= SO,Na

Esquema 2.5

Por ultimo, en nuestro laboratorio se sintetizaron una serie de colestanos sulfatados en
C-2 (B) y/o C-3 (a) tal como se observa en el esquema 2.6. Para ello se partié del compuesto
comercial 34, el cual mediante las reacciones de tosilacion y eliminacién rindié el 5a-colest-
2-eno (35). Luego se epoxidd la olefina A’ y su posterior apertura nucleofilica en medio acido

dio el 2pB,3a-dihidroxi-5a-colestano (36), el cual se sulfatd utilizando 6,3 equivalentes de
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SOs.EtsN en DMF a 95 °C y por posterior intercambio idnico rindio la sal de sodio del 2f3,3a-
dihidroxi-5a-colestano disulfato (37). También se sintetizaron ambos dioles monosulfatados
utilizando diferentes reacciones de proteccidn/desproteccion para evaluar el rol de los

grupos sulfato en la actividad biolégica (Garrido Santos y col. 2003).

~ ) psciiy 1) m-CPBA, CHZCIZ RO @ig:g\/\(
N

2)sto41M THF, RO
2)|_.2co3 LiBr,

DMF, & 1) SO;.NEt; (6,3 eq.)~ 36-R=H
DMF, 95°C
2) Amberlite CG-120 ~ 37- R= SO3;Na

Esquema 2.6

La evaluacion de la actividad antiviral frente a virus patégenos en humanos (sincitial
respiratorio, herpes simplex, Junin y dengue) de los esteroides sulfatados naturales y sus
analogos sintéticos demostraron la importancia de la presencia de dos grupos sulfato en C-2

(B) y C-3 (a) para la actividad antiviral (Garrido Santos y col. 2003).

En el afo 2011 Sepe y col. publicaron la sintesis del solomonsterol A (compuesto 41,
esquema 2.7), un esteroide trisulfatado aislado a partir de la esponja Theonella swinhoei, el
cual es un agonista del receptor PXR (Festa y col. 2011). La funcién de este receptor es la de
detectar la presencia de sustancias toxicas o extrafias en el higado y tracto gastrointestinal y,
como respuesta, activar la expresion de proteinas encargadas de la detoxificacion y
eliminacion de dichas sustancias. El agonismo de este receptor puede contribuir a la
integridad de la barrera intestinal mediante la regulacion del metabolismo de los
xenobidticos. Ademds, dicho receptor posee actividad inmunomoduladora vy

antiinflamatoria.

En el primer paso de la sintesis (Esquema 2.7) se obtuvo el metil éster del acido 3a,6a-
dihidroxi-5B-colan-24-oico (38), el cual se ditosilé utilizando cloruro de tosilo en piridina. Por
tratamiento con acetato de potasio en DMF-H,0 (7:1) a reflujo se obtuvo el doble enlace A’
por eliminacion del tosilato 6a y en el mismo paso, via SN, se invirtid la configuracion del C-
3 para obtener el intermediario 39 (lida y col. 1988). Luego de hidrogenar la olefina A’ del
compuesto 39, se tosild el alcohol en posicidon 3B y se elimind generando un intermediario

A’. A partir de éste, el camino sintético contintia de manera analoga al planteado en el
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esquema 2.6 hasta obtener el éster metilico 40, el cual fue reducido utilizando LiBH,.
Finalmente, el solomonsterol A (41) se obtuvo por sulfatacién del triol utilizando 10
equivalentes de SO3 EtsN en DMF a 95 °C y posterior pasaje a través de Amberlite CG-120 (en

la forma sodio) (Sepe y col. 2011).

H
coo COOMe COOMe
1) CH,N, CH;CO0OK

R —_— [E—" .

HoO" ; Tso"
H = 2) p-TsCl/Py H T DMF/H,0 Ho
3g OH OTs ¢ 39 |1 H2PdiC
2) p-TsCl/Py
0SO;Na COOMe COOMe

1) LiBH, HO, B —

<@
-«

2)303.NEt3 (10 eq) Ho\“ 40 TsO
a1 DMF, 95°C
3)Amberlite CG-120

Esquema 2.7

Nuevos estudios demostraron que el solomonsterol A es capaz de atenuar la inflamacién
sistémica y disminuir significativamente el desarrollo de artritis reumatoidea en un modelo

de raton (Mencarelliy col. 2014).

En el afio 2012, el mismo grupo publicé la sintesis de diferentes andlogos del
solomonsterol A (41). A tal fin, se sintetizaron una variedad de compuestos con el mismo
nucleo esteroidal de 41, es decir, con grupos sulfato en las posiciones 2B y 3a y diferentes
cadenas laterales. En el esquema 2.8, se presenta la sintesis de estos andlogos que se
obtuvieron a partir del compuesto 40. El primer paso consistié en la sulfatacion del éster
metilico y posterior transformacién del éster al grupo amida (42) o mediante su reduccién
para obtener el alcohol 43. Ademas, sintetizaron el compuesto 37 (Esquema 2.6) y probaron
su actividad como agonista del receptor PXR. Se encontrd que el compuesto 37 resulto ser el
mas potente de la serie (Sepe y col. 2012). Actualmente se estad evaluando la eficacia de
dicho compuesto en modelos animales, junto con la determinacién de sus propiedades

quimico-fisicas.

-26 -



OH

0]
o/
RO NaO;SO
LiBH,
\ E—— \
RO' NaO;SO"

MeOH/THF/0 °C 43
C 40- R=H

41- R=SO;Na

o ,

_ R
l RRe 2O
NH J
s~ _OSO;Na

NaO3;SO COONa
Na0,SO" 42 %Oim

Esquema 2.8

2.2 Sintesis de precursores polihidroxilados de analogos sulfatados

En base a los antecedentes de actividad antiviral de los esteroides polihidroxilados
sulfatados sintéticos y naturales, aislados a partir de organismos marinos en nuestro grupo
de investigacién (Roccatagliata y col. 1996; Roccatagliata y col. 1998; Comin y col. 1999;
Garrido Santos y col. 2003), se proyectd la sintesis de diferentes esteroides sulfatados en los

C-2, C-3 y/o C-6 (Figura 2.1).

NaO,;SO " R4 NaO;SO
(L 36
NaO,SO" v R NaO,SO"
OSO;Na (o} OR

72- R4= R4= OSO;Na; R,=R3;=H
24 1= Rq 3 2= R3 77-R=H

73-R;= Ry= 0SO;Na; Ry= R,= H
L : e 76- R= SO;Na

74- R2= R4= OSO3Na, R1= R3= H
Figura 2.1
A continuacién se describira la sintesis de todos los precursores polihidroxilados de los

analogos sulfatados y en la segunda parte del capitulo, las reacciones de sulfatacién para dar

lugar a los compuestos enumerados en la figura 2.1
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2.2.1 Sintesis del compuesto 2[3,3a,60.-trihidroxi-5c1-colestano (43)

El primer objetivo de este trabajo de tesis fue la obtencidn del compuesto 24 (Figura 2.1)
cuyo precursor es el compuesto 2[3,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano (43). Para la obtencién de

43 se propuso el camino retrosintético que se presenta en el esquema 2.9.

HO HO,

HO™ v HO™
OH 43 0 44 O 45

l
oA

Colesterol

Esquema 2.9

Se planted la obtencién del compuesto trihidroxilado 43 por reduccién del compuesto
2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44), el cual provendria de la epoxidacion de la olefina 45
y posterior apertura nucleofilica en medio acido (Garrido Santos y col. 2003). La enona 45 se

puede sintetizar utilizando diferentes estrategias.

Una de ellas implica la formacién del grupo cetona en C-6 mediante la nitracién de la

olefina A>del colesterol acetilado (46). La secuencia sintética se muestra en el esquema 2.10.

HNO3/AcOH
o + AcO
C o, C
AcO Ro, | " NO
46 47 2 48 2
l Zn/AcOH
H,0%¢
-

2 pasos AcO

AcO 73% |
o “OH
50 49

Esquema 2.10
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En un primer paso se trata al acetato de colesterol (46) con una mezcla de HNO3/AcOH
obteniéndose el intermediario nitrado 48. El mecanismo se presume que transcurre a través
de una adicién al doble enlace via carbocation (47) y posterior eliminacion del hidrégeno
geminal al grupo nitro (Anagnostopoulos y Fieser 1954). En el segundo paso, se reduce el
nitroalqueno 48 con Zn/AcOH y se obtiene la oxima 49, la cual se hidroliza para obtener la

cetona correspondiente (Nightingale y Janes 1944; Dodson y Riegel 1948).

Finalmente, mediante la hidrdlisis del compuesto 50 se obtiene la 3B-hidroxi-5a-
colestan-6-ona (23), la cual mediante tosilacion y eliminacién rinde la enona 45, tal como se

observa en el esquema 2.11 (Murphy y col. 2006; Takatsuto e Ilkekawa 1987).

TsCl/Py LiBr, Li,CO3
—_— —_—
HO 90% TsO DMF/ ¢
fo) fo) 95% o)
23 45

Esquema 2.11

Mediante la ruta descripta es posible obtener el intermediario 45 en cinco pasos con un
rendimiento aproximado del 45%. No obstante, la nitracion de olefinas con acido nitrico estd
en desuso actualmente no sélo por sus rendimientos moderados y por la falta de
selectividad en la reaccién sino por la descomposiciéon de los alquenos en el medio de
reaccion (Ono y col. 2001). Sin embargo, es posible obtener 45 evitando dicha reaccién ya
que el compuesto 3f3-hidroxi-5a-colestan-6-ona (50) es comercial, aunque el costo de este

esteroide es tres veces mayor que el del colesterol.

También es factible sintetizar el intermediario 45 a partir del colesterol siguiendo la ruta
planteada en el esquema 2.12. Al igual que en la sintesis anterior, la olefina A? se obtiene
por tosilacién del hidroxilo 3B (compuesto 51) y subsecuente eliminacién, aunque se obtiene
la mezcla de isémeros A* y A® (compuestos 53 y 54, respectivamente). La formacién del
carbonilo en C-6, en este caso, se obtiene mediante una hidroboracién oxidativa del
colesterol tosilado (51) que genera el alcohol en posicidn 6a (52), el cual posteriormente es
oxidado (Thompson y col. 1970). En un trabajo realizado por Carvalho y col. se reporta la

hidroboracion oxidativa del colesterol en condiciones similares, dando lugar a la mezcla de
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1:1, con un rendimiento aproximado del 32%

alcoholes epimeros en C-6 en una relacién
para cada isdmero (Carvalho y col. 2010). Debido a la baja estereoselectividad de estas

reacciones, esta ruta fue descartada.
'TSC"PV 1) BoHg Rendimiento
i Thompson: no informa
2) Hy0,/0OH" TsO Carvalho: 60 = 32%
Colesterol OH 52 6P =34%
L|Br
L|2C03
DMF/¢
Cig:g\/\(cros @Sjg\/\(@gjg\/\’/
70% 2 10% z 85%
OH OH
54 53
Esquema 2.12

45
El método elegido para obtener la olefina 45 a partir de colesterol (Esquema 2.13) es un

camino sintético ampliamente utilizado, especialmente en el campo de los brasinoesteroides

(Aburatani y col. 1987) (esquema 2.13).
colesterol
C
d (D
w -
45 o) 57

a) MsCl, TEA, MEC; b) NaHCO3; H,0, MEC; c)CrO3; H,S0,, MEC; d) LiBr, p-TsOH, DMF
Esquema 2.13

2.2.1.1 Sintesis del compuesto 3o.,50-ciclocolestan-6[3-ol (56)
En primer lugar se sintetizd el mesil éster del colesterol (Compuesto 55) para

transformar al grupo alcohol en un buen grupo saliente para su posterior reordenamiento
La mesilacién del colesterol se realizé utilizando cloruro de mesilo en metiletilcetona, en
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presencia de trietilamina para remover el HCl que se generaba en el medio de reaccién. El

compuesto 55 se obtuvo cuantitativamente.

El tratamiento del mesil éster con una solucion acuosa de NaHCO; en metiletilcetona a =
90 °C produjo, a través de una reaccidn SN; homoalilica, el 3a,5a-ciclocolestan-63-ol (56). El
mecanismo de esta reaccion (Esquema 2.14) involucra la formacién de un carbocatién en C-6
(58) mediante la salida del grupo mesilo asistida por el doble enlace A’y el posterior ataque

nucleofilico de un grupo hidroxilo al intermediario 58 (Whitham y Wickramasinghe 1964).

OH-
Vo g % <:+%5

6
55

Esquema 2.14

El carbocatidn 58 esta estabilizado por deslocalizaciéon de la carga positiva entre los
carbono 3 y 6 (Hafez y col. 1949; Shoppee y Summers 1952; Sun y col. 2009). En principio,

ambas posiciones podrian ser atacadas indistintamente.

QO-C0)|
58 * —OH o,
Y 56
oL

Colesterol

Figura 2.2

-31 -



Sin embargo, el producto que se obtiene por el ataque nucleofilico al C-3 -producto
termodindmico- es minoritario, tal como se observd por CCD. Esto se explica en base a las
condiciones en las que se llevd a cabo la reacciéon, dado que a = 90 °C el carbocatién
reacciona mas rdpido para dar el compuesto 3a,5a-ciclocolestan-63-ol (56) —producto
cinético- antes que el producto termodindmico (colesterol) debido a la menor barrera
energética asociada a la formacién de 56 (Figura 2.2) (Hanack y Schneider 1967; Simonetta y

Winstein 1954; Hafez y col. 1949).

La reaccién es estereoselectiva, ya que el ataque nucleofilico ocurre por la cara B debido
a que el coeficiente orbital del orbital vacante en el carbocatién es mayor en dicha cara

(Whitham y Wickramasinghe 1964; Dodson y Riegel 1948).

En la figura 2.3 se observa el espectro de RMN *H del compuesto 3a,5a-ciclocolestan-6p-
ol (56) y ampliaciones de las sefiales asociadas al ciclopropano, al grupo alcohol y a los

metilos del esteroide.

OH

H-12B |
N b P b b, ”"' it MLLW%L
‘ 3:2 ‘ 3:0 ‘ 2:3 ‘ 2‘.6 : 2:4 I 2:2 I 2.0 I 18 l 16 ‘ 14 I 1;2 1.0 0.8 ‘ 0:6 ‘ 0.4 ‘ 0:2 ‘ 0:0
Me-19 Me-26 Me-18

“r

Me-27
H-4B
Me-21
/\\ }M I
330328 326324322320 1.05 0.95 0.85 0.75 0.65 0.55 050 045 040 035 030 025

Figura 2.3: Espectro de RMN *H del compuesto 56 en CDCls

En el espectro de RMN 'H se observan dos sefiales a 0,29 y 0,52 ppm, las cuales
correlacionan con un carbono a 11,72 ppm en el espectro HSQC. Estos valores de
desplazamiento quimico son caracteristicos de un metileno perteneciente a un ciclopropano

(Aburatani y col. 1987).
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La seiial correspondiente al H-4f se asignd en base a la correlacion observada entre la
sefal del Me-19 (1,05 ppm) vy la sefial a 0,52 ppm en el espectro NOESY (Figura 2.4). Por

consiguiente, la sefial a 0,29 ppm corresponde al H-4a.

La sefial a 1,06 ppm que correlaciona con un carbono a 24,39 ppm en el espectro HSQC
fue asignada al H-3a del ciclopropano. La estereoquimica de este hidrogeno se asigné a

partir de la correlacion NOE entre dicha sefial y la del H-4a (Figura 2.4).

| i
.

F2.7
H0.0 L
= Oy r0-2 -2.9
e - 4 3.0 o
R — > e 5
- _H- 0.8 | WPeRTE . £
= H-4B-H-1PB b H-4a; H-60 < s H
;" H'4B; Me-19 H_4a; H-3a 1.2 2t .
—-’g 14 22 Correlaciones
: = NOESY
OIG 0.5 0:4 0.3 olz 0.7 06 05 04 03 0.2 041

Figura 2.4: Espectros NOESY del compuesto 56 en CDCl;

Por ultimo, en la figura 2.5, se observan las correlaciones en el espectro HMBC de ambos

H-4 que permiten confirmar la posicién del ciclopropano en el anillo A del esteroide.

M i

=5 H-4{2H); 63 ==

= HAQH): 10T

L Ll

70

Correlaciones
HMBC

= H-4 (2H); (-6 ==

0.60 0.55 0.50 045 040 035 030 0.25 0.20 0.15

Figura 2.5: Espectro HMBC del compuesto 56 en CDCl;

La presencia del ciclopropano fue confirmada en el espectro infrarrojo por una banda
caracteristica a 3059 cm™, asociada al estiramiento C-H (Silverstein 1998), y dos bandas a
1024 cm™ y 884 cm™ correspondientes a la vibracion simétrica y asimétrica,

respectivamente, del anillo del ciclopropano (Josien y col. 1951).
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La presencia de una sefal a 3,25 ppm que correlaciona en el espectro HSQC con un
carbono a 73,95 ppm es caracteristica de un hidrégeno geminal a un grupo hidroxilo. La
estereoquimica 6 del grupo hidroxilo se infiere a partir del analisis de la multiplicidad de la
sefal a 3,25 ppm, la cual es un triplete con J=2,9 Hz. El valor de la constante de
acoplamiento indica que el H-6 debe estar en posicién ecuatorial, lo cual fue corroborado
mediante la correlacién entre el H-6a y el H-4a del ciclopropano, en el espectro NOESY

(Figura 2.4).

Figura 2.6: Geometria optimizada del compuesto 56 utilizando el método semiempirico AM1

El Me-19 no presenta una interaccién 1,3-diaxial con el grupo hidroxilo de C-6 debido a la
deformacion que genera el ciclopropano en el anillo B (Figura 2.6). Por lo tanto, se puede
concluir que el desplazamiento quimico del metilo en C-19 es debido, principalmente, al

efecto anisotrépico del ciclopropano.

2.2.1.2 Sintesis del compuesto 5c-colest-2-en-6-ona (45)

Para obtener la olefina A’ es necesario realizar la apertura del ciclopropano en medio
acido. Sin embargo, los 3a,5a-ciclo-esteroides son sensibles a pequefias cantidades de acido
p-toluensulfénico en presencia de un nucledfilo ya que pueden sufrir un retro-
reordenamiento para dar el producto A>, tal como se observa en el esquema 2.15 (Beynon y

col. 1937; Ford y Wallis 1937; Heilbron y col. 1936).

@ / B{ .
) w
LT T = [ S =S| =
+ Br
58

56 OH 59

Esquema 2.15
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En las condiciones de la reaccién de apertura del ciclopropano (p-TsOH/LiBr 1:2 en DMF
a reflujo, 4 hs), el grupo hidroxilo del compuesto 56 podria protonarse, generar el
carbocatién 58 y conducir al producto termodinamico, en este caso, el 3B-bromocolest-5-
eno (59) (Esquema 2.15). Por esta razén, fue necesario oxidar primero el alcohol 56 para
evitar la reversidon de la reaccidén en la condiciones de la apertura del ciclopropano. La
oxidacion se realizé utilizando el reactivo de Jones y se obtuvo el compuesto 3a,5a-

ciclocolestan-6-ona (57) con un 75% de rendimiento.

o]

" H_ﬂMM :
A W 'L___JJL .

27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 05 08 07 06 0S5

Me-19 Me-18
H_4u ME'26
H-2B Me-27
Me-21
J "L
| 1.I74 I 1.‘7'2 I 1.I7'0 I 1.(‘58 I 1.I66 | 1.(I54 I 1.62 1.60 D.;QS 0.§0 0.I85 O.IBD 0.I75 0.-70

Figura 2.7: Espectro de RMN H del compuesto 57 en CDCl;

En la figura 2.7 se presenta el espectro de RMN *H del compuesto 57.

En el espectro HSQC se observan dos sefiales a 0,72 y 1,68 ppm que correlacionan con un
carbono a 11,78 ppm y que corresponden a H-4B, H-4a y C-4, respectivamente. La
asignacion de la sefial correspondiente al H-4B se realiz6 nuevamente en base a la

correlacién NOESY entre la sefial a 0,72 ppm con la correspondiente al Me-19 a 1,00 ppm.

En este caso, las sefiales del metileno del ciclopropano aparecen desplazadas a o
mayores respecto del compuesto sin oxidar (56), como se observa en la tabla 2.1. El

incremento marcado en el desplazamiento quimico del H-4a en el compuesto 57 se debe al
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efecto anisotrépico del grupo carbonilo, el cual es mucho mayor que en el H-4B que estd

mas alejado, como se observa en la figura 2.8.

Tabla 2.1: Comparacidn de sefiales caracteristicas entre los compuestos 56 y 57.

O (ppm) 0‘ “
4 4
OH o)
56 57
H-4a 0,29 ppm 1,68 ppm
H-4B 0,52 ppm 0,72 ppm
C-4 11,72 ppm 11,78 ppm
H-19 1,05 1,00
C-19 20,05 19,82

Este efecto no influye apreciablemente en el desplazamiento quimico de C-4, ya que,

como se observa en la Tabla 2.1, presenta valores similares en ambos compuestos.

Figura 2.8: Geometria optimizada del compuesto 57 utilizando el método semiempirico AM1

La sefial a 1,52 ppm se asigno al H-3a en base a las correlaciones que posee con ambos
H-4 en el espectro COSY. La estereoquimica del H-3a se confirmd en base a la correlacién

NOESY con el H-4a.

encia sefal
alcohol

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 1e0 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 0 =

Figura 2.9: Espectro de RMN “*C del compuesto 57 en CDCl;
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En el espectro de RMN B¢ (Figura 2.9) se observa la ausencia de la seial a 73,95 ppm,
asociada al carbono unido al grupo hidroxilo, y una nueva senal a 209,95 ppm
correspondiente al carbonilo producto de la oxidacién del compuesto 3a,5a-ciclocolestan-

6B-ol (56).

En la figura 2.10 se pueden observar las correlaciones del carbono carbonilico en C-6 con
los H-4, H-7 y el H-3a lo que permite corroborar la posicion del grupo carbonilo respecto del

ciclopropano en el esteroide.

1) M J’LM_}N_JWM%JMM U‘L_h
H-7a; (-6 H-43; (-6 _
[ i 0 0 H30scs B o
H-7B; C-6 H-4ot: (-6

T T T T T T T T T T T T T T T
25 242322212019 1817 1615 14 1312 11 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6

Correlaciones
HMBC

Figura 2.10: Espectro HMBC del compuesto 57 en CDCl;

Finalmente, en el espectro IR |la banda del grupo carbonilo aparece a 1679 cm™ como

consecuencia de la presencia del ciclopropano.

En el espectro RMN 'H (Figura 2.7) se observa la sefial del H-7B (2,43 ppm) desplazada a
campos mas bajos que el resto de las sefiales debido al efecto inductivo del carbonilo
adyacente. El H-7a se encuentra mds protegido, a 1,88 ppm, debido a su posicion axial en el

ciclo.

No se observaron diferencias significativas en los valores de desplazamiento quimico de
los metilos 19 de los compuestos 56 y 57 (Tabla 2.1), ya que en ambos compuestos

predomina el efecto anisotrépico del ciclopropano.

-37 -



2.2.1.2.1 Reordenamiento de la 3a,50-ciclocolestan-6-ona (57)

Una vez sintetizado 57, se lo tratdé con acido p-toluensulfénico y LiBr (1:2) en DMF
anhidra, a reflujo. En este medio de reaccién el producto 5a-colest-2-en-6-ona (45) se

obtiene a través un mecanismo que consta de cuatro pasos (Esquema 2.16).
Nu-

3 |
)T =L T -~
-
+ Nu

o ("OH OH OH

57 4L

%] Br
- S D
Br" Nu
o 62

Esquema 2.16

45

En el primer paso se protona el compuesto carbonilico 57, aumentando su caracter
electrofilico. El compuesto activado es susceptible al ataque nucleofilico al C-3 por parte del
bromuro o, en menor medida por el p-toluensulfonato dada su menor nucleofilicidad, para
obtener el intermediario 3B-Nu-5a-colestan-6-ona (60). La estereoselectividad de este paso
nuevamente estd gobernada por los coeficientes orbitales en el C-3 (Dodson y Riegel 1948).
En un segundo paso se sustituye al grupo en posiciéon 3 mediante una reaccion SN, por
ataque del bromuro, dando a lugar a la 3a-bromo-5a-colestan-6-ona (62). La reaccion de
sustitucién bimolecular es la clave para la posterior formacidn de la olefina, ya que el bromo
en C-3 se encuentra en posicién axial y, en las condiciones de reaccidn, se elimina via una
reaccion E,, generando el alqgueno mas estable entre el C-2 y el C-3 (Corey y Sneen 1955;

Turnery col. 1957).

La mayor estabilidad de la olefina A? respecto de la A® se refleja en la diferencia de 2,1
kcal/mol en los calores de hidrogenacion, calculados para el colest-2-eno y colest-3-eno

(Turner y col. 1957). Ademds la presencia de un doble enlace A% genera una deformacién en
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la silla del anillo B del esteroide, como consecuencia de la coplanaridad del C-5 con la

olefina, que no ocurre en los alquenos AZ(Corey y Sneen 1955).

El rendimiento de esta reaccion fue de un 79%. La clave para obtener un buen
rendimiento es utilizar DMF anhidra, ya que en presencia de agua seria posible obtener la
3B-hidroxi-5a-colestan-6-ona que en las condiciones de reaccidon no se deshidrataria, ya que

para ello requeriria condiciones alin mas acidas.

En la figura 2.11 se observa el espectro de RMN 'H de la olefina 45 y ampliaciones de las

sefiales caracteristicas.

H-5a
0 H-7B

5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 48 46 44 42 4.0 3.8 36 34 3.2 3.0 28 2.6 2.4 22 2.0 1.8 16 14 1.2 1.0 0.8 0.6 04

Me-26
Me-27
Me-21
TIRT Me-19| | Me-18
it \|J| J- | \‘l
£y A MO UL
I 5.I80 I 5.I70 I S.IEU I 5.I50 - 5.;40 0.:95 | O.éS I 0.I75 l 0.I65 I 0.I55

Figura 2.11: Espectro de RMN *H del compuesto 45 en CDCls

Se observan claramente dos sefiales a 5,56 y 5,68 ppm que presentan correlacion en el
espectro HSQC con los carbonos a 124,68 y 125,09 ppm respectivamente, tipicas de sefiales
olefinicas. La posicidon del doble enlace se confirmé mediante el espectro HMBC (Figura
2.12). Ambos protones olefinicos correlacionan con los C-1 y C-4, sin embargo la sefial a 5,68
ppm presenta una correlacién con un carbono a 54,03 ppm, el cual corresponde al C-5, con
lo cual fue asignada al H-3. De manera analoga, la sefial a 5,56 ppm correlaciona con una
sefal a 40,20 ppm que corresponde a C-10, confirmando que esta sefial olefinica

corresponde al H-2.
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Figura 2.12: Espectro HMBC del compuesto 45 en CDCl;

En el espectro de RMN 'H, las sefiales adyacentes al grupo carbonilo (H-5a e H-78,
ambos a 2,35 ppm) se encuentran a campos menores que el resto de las seiales de protones
unidos a carbonos sp° de la molécula, debido a su efecto inductivo. Y lo mismo ocurre, pero

en menor medida, con la sefial del H-7aa 1,97 ppm (Figura 2.11).

En el caso del Me-19, las sefiales de *H y *3C se encuentran a campos mas altos que para
los compuestos 56 y 57, ambos 3,5-ciclocolestanos, lo cual se debe a la ausencia del efecto
anisotrépico del ciclopropano sobre el metilo en C-19 (Tabla 2.2). Cabe destacar que el doble

enlace A® se encuentra alejado para ejercer un efecto anisotrépico significativo sobre el Me-

19.
Tabla 2.2: Comparacion de sefiales caracteristicas del Me-19 en los compuestos 45, 56 y

57.
19%‘,‘1/ 19’\1'1\’“‘\%‘L 19%
SOMEeS
45 56 57

O OH O
H-19 0,70 ppm 1,05 ppm 1,00 ppm
C-19 13,66 ppm 20,05 ppm 19,82 ppm

El grupo carbonilo se evidencia mediante la senal a 212,23 ppm en el espectro de RMN
13C y en el espectro de IR por la presencia de una banda a 1710 cm™ debida al estiramiento
del grupo carbonilo. A diferencia del compuesto anterior (57, v C=0 a 1679 cm™) en donde
el carbonilo se encuentra conjugado con el ciclopropano, esta banda se encuentra a una

frecuencia mas alta debido a la falta de conjugacidn.
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2.2.1.3 Sintesis del compuesto 2[3,3a~dibidroxi-50-colestan-6-ona (44)

Para obtener el compuesto 44 se epoxidd la olefina del compuesto 45 con posterior

apertura nucleofilica del epdéxido 63 (Esquema 2.17).

m-CPBA H,SO, 1N HO
—_—

—> o>\‘
Na,CO;(ac.) THFTA. oo
CH,Cl,/5°C
o) 2~ o o)
45 63 a4

Esquema 2.17

2.2.1.3.1 Sintesis del compuesto 20,30-epoxi-50.-colestan-6-ona (63):

La epoxidaciéon se llevd a cabo en medio basico con acido m-cloroperbenzoico como
agente epoxidante a 02C (Garrido Santos y col. 2003). La temperatura baja y el medio bésico
son fundamentales en esta reaccidén ya que el grupo carbonilo podria reaccionar con el acido
m-cloroperbenzoico para dar una lactona en el anillo B producto de una reaccion de Baeyer-
Villiger. Por otra parte, la oxidacidn quimioselectiva del doble enlace en enonas no
conjugadas es mas rapida que la reaccion de formacion de la lactona, para la cual se
requieren peroxiacidos mas reactivos, mayores tiempos de reaccion y catalisis dcida (Krow
1993; House 1972a). Por ultimo, como la reaccién va generando acido benzoico, se agregd
carbonato de sodio acuoso para neutralizar el medio de reaccién y ademas, desplazar el

equilibrio de la misma (Smith 2002).

Aun trabajando en condiciones tales que favorezcan la reaccién de formaciéon de la
lactona, el carbonilo en posicidn 6 es poco reactivo. Por ejemplo, el carbonilo en posicién 3
de la dicetona 64 (Esquema 2.18) es mucho mas susceptible al ataque nucleofilico del
perdéxido debido al menor impedimento estérico que presenta en comparacién con el
carbonilo en C-6. Por esta razdn, la reaccidn ocurre sobre el carbonilo de C-3 de manera
regioeselectiva para dar la lactona 65 con un 63% de rendimiento (Ahmad y Khan 1981). En
particular, para obtener el 6-ceto-7-oxa-B-homo-5a-colestano a partir de un esteroide con
un grupo carbonilo en C-6, se requieren 48 hs de reaccion utilizando acido m-

cloroperbenzoico a 02C (Gan y col. 2012).
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Acido perbenzoico
» O

p-TsOH/CHCI,
o

Esquema 2.18

Por lo tanto, con acido m-cloroperbenzoico en medio bdsico, a baja temperatura y

durante un tiempo corto, ocurre selectivamente la oxidacion del doble enlace (Baran 1960).

En este caso, para obtener el compuesto 2a,3a-epoxi-5a-colestan-6-ona (63) la reaccion se

llevd a cabo durante 4 horas.

En la figura 2.13 se observa el espectro de RMN *H del epdxido 63 y ampliaciones de las

sefiales caracteristicas.

N il MMMM/MJA“ML

33 3231 3029 28 27 26 25 24 23 2221 201918 1716151413 121110092 0.8 0.7 0.6

Me 27
Me-19
3. 28 3 24 3.20 3 16 3 12 3.0 2.3 23 2.2 0 90 0. 80 7 0.:50

Figura 2.13: Espectro de RMN *H del compuesto 63 en CDCls

En el espectro de RMN *H se observan dos sefiales a 3,11 y 3,26 ppm, las cuales

correlacionan en el espectro HSQC con las sefiales a 50,04 y 52,53 ppm. En el espectro

HMBC, las correlaciones de las sefiales a 3,11 con la de C-10 (38,59 ppm) y 3,26 ppm con la

de C-5 (50,30 ppm) confirmaron su asignacién a H-23 e H-3pB, respectivamente. Finalmente,

la correlacién de las sefiales de ambos protones con la del Me-19 (0.70 ppm) en el espectro
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NOESY, confirmd que el epdxido se encuentra en la cara a del esteroide, tal como se

muestra en la figura 2.14.

La presencia del grupo carbonilo se evidencia con la sefial a 211,66 ppm y se corrobora
en el espectro IR mediante la presencia de una banda a 1704 cm™ debida al estiramiento del

grupo carbonilo.

LILL

30
M

A JA

40 Los

J
—_— 5 ,j H-3B; Me-19 H-2PB; Me-19 Lo
e e — B B l <

WL

k1.5

T T T T T T T T
340 335 330 325 320 3.15 3.0 3.05 3.00 295

T T T T T
3.30 3.25 3.20 3.15 3.10 3.05

O
Correlaciones Correlaciones
HMBC NOESY

Figura 2.14: Espectros HMBC y NOESY del compuesto 63 en CDCl;

Diastereoselectividad en la reaccion de epoxidacion:

La reaccion de epoxidacion rindid el epdxido en la cara a como producto mayoritario
debido a la induccién asimétrica que introduce el Me-19 en la cara B (Barton y Morrison
1961; Fieser y Fieser 1959). El rendimiento moderado del compuesto 63 (66%) se debe a la
formacién de una cantidad minoritaria de su diasteredmero, producto de la epoxidacién en
la cara B. A pesar de no haber sido aislado, el andlisis espectroscépico del producto crudo de
la reaccion evidencié su presencia. El espectro HSQC presentdé dos sefales minoritarias a
3,14 (m) (H-2a) y 3,22 (dd) (H-3a) ppm que correlacionaron con carbonos a 52,68 y 50,84
ppm, respectivamente. Ademds, en el espectro de RMN “C del producto crudo se
observaron dos sefales a campos bajos, una a 211,09 ppm, de mucha menor intensidad que

la sefial a 211.66 ppm correspondiente al carbonilo del epdxido a (63). A partir de la
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integracion de las sefiales correspondientes al protén a 3,14 ppm en el isémero B y del
protén a 3,11 ppm, en el isémero a, se estimd una relacion de = 85:15 para ambos epdxidos

lo cual explica el rendimiento moderado de esta reaccion.
2.2.1.3.2 Apertura nucleofilica del epoxido 63

La apertura nucleofilica del epéxido para obtener la 2f3,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona
(44) se realizdé en medio acido. La estereoselectividad de la reaccidn es consistente con una
apertura de epdxidos trans-diaxial clasica. La reaccidon es regioselectiva, con el ataque
nucleofilico del agua al C-2 del epdxido ya que de este modo se maximiza el solapamiento
orbital entre el HOMO del agua (nucledfilo) y el LUMO del epdxido, incluso a pesar de la

cercania del Me-19 (Horvath y col. 2006; Barton 1953, Fiirst 1949).

39 37 35 33 31 29 27 25 23 21 19 17 15 13 11 09 07 0L

H-3p et ] MeZ8
H-2 e- '
N o H-50; Me-27
3.é5 3.50 3.‘75 Z.éO 2.‘75 2.‘70 2.65 0.‘1:}5 O.éO U.éS O.ISO 0.75 0.‘70 0.I65

Figura 2.15: Espectro de RMN 'H del compuesto 44 en CD3;0D

En la figura 2.15 se muestra el espectro de RMN *H del diol y ampliaciones de las sefiales
caracteristicas. Se observan dos sefiales a 3,81 y 3,85 ppm, pertenecientes a los protones
geminales a los grupos hidroxilo, que correlacionan en el espectro HSQC con dos sefiales a

70,93 y 70,08, respectivamente.

En la figura 2.16 se observan las correlaciones HMBC que permitieron asignar las sefales

de los H-2(a) e H-3(B). La correlacion de la sefial a 3,85 ppm con la sefial de carbono a 52,76
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ppm (C-5) permitié asignar dicha sefial al H-3. Del mismo modo, la correlacién de la sefial a

3,81 ppm con la sefial de carbono a 42,15 ppm (C-10) permitid asignar el H-2.

VAVAN
35
- H-2c; C-10 [
I - +4s 4
e Lso
= H-3p; (-5 =
60
Les Correlaciones
HMBC
= 70

T T T T T T T T
4.00 395 3.90 3.85 3.80 375 3.70 3.65

Figura 2.16: Espectro HMBC del compuesto 44 en CD;0D

La asignacion de las sefales para H-2(a) e H-3(B) se confirmd con el espectro COSY
(Figura 2.17). En la figura 2.17 se pueden observar las correlaciones intensas del H-2a con los

protones del C-1y, de manera andloga, las de los protones de C-4 con el H-3p.

JAVAN

F1.3

1.4

1.5

i (H-3B; H-4a) CEEID) 1.6

& (H-20; H-1a) o

TEEED  (H-2a; H-1B) -

(H-3B; H-4B) C&E lig

2.0

- F2.1
Correlaciones a
COSY — L - _

4.’{)0 ‘ 39 39 385 38 375 3.7 I 3.;35
Figura 2.17: Espectro COSY del compuesto 44 en CDs0D

La configuracion de los hidréogenos en C-2 y C-3 se determind a partir de las
multiplicidades de ambas sefnales y se confirmd con el espectro NOESY. En la figura 2.18 se
observa una ampliacién de las correlaciones de las sefiales de H-2 e H-3, las cuales confirman
la posicién ecuatorial de estos hidrégenos, ya que tanto el H-2 como el H-3 correlacionan
con ambos hidrégenos pertenecientes a C-1 y C-4, respectivamente. De acuerdo a esto, para

gue puedan existir dichas correlaciones, su posicion espacial debe ser ecuatorial.
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Figura 2.18: Espectro NOESY del compuesto 44 en CD;0D

En cuanto al Me-19 (0,94 ppm; 15,57 ppm), éste presenta una interaccion 1,3 diaxial con
el grupo hidroxilo en C-2(B) (Figura 2.19), lo que explica el mayor desplazamiento quimico

del Me-19 respecto del epdxido de partida (0,70 ppm; 15,20).

-

o
OH

Figura 2.19
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2.2.1.4 Reduccion del compuesto 2[3,3a-dibidroxi-50-colestan-6-ona (44) con NaBH,

HO
[red]

HO" HO"
44 43

Esquema 2.19

Para la obtencién del compuesto 2[B,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano (43) se planted la
reduccion del diol 44, tal como se muestra en el esquema 2.19. En primer lugar se probd su

reduccién con NaBH, en metanol y se obtuvo un producto con un 87% de rendimiento.

El espectro de RMN *3C (Figura 2.20) presentd tres sefiales de carbonos unidos a
oxigenos a 72,21, 71,44 y 72,92 ppm que correlacionaron, en el espectro HSQC, con sefiales
a 3,79, 3,86 y 3,72 ppm, respectivamente. De acuerdo a estas tres sefales y a la ausencia de

la sefial del grupo carbonilo, se confirmé la obtencién de un triol.

N

74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 8

Figura 2.20: Espectro de RMN 3¢ del producto de reduccion con NaBH,4 de 44 en CD30D

En la figura 2.21 se presenta el espectro de RMN 'H del triol. Sin embargo, la
multiplicidad de la nueva sefial a 3,71 ppm debida a la reduccién del grupo carbonilo no

coincidia con la esperada para un hidréogeno geminal a un hidroxilo en C-6(a).
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Figura 2.21: Espectro de RMN *H del producto de reduccién con NaBH, de 44 (CD;0D)

Como se observa en la figura 2.22, el H-6 del compuesto esperado 43 se encuentra en
posicién axial, con lo cual la multiplicidad de dicha sefial deberia ser un ddd con dos Jux.ax
(acoplamiento con el H-5a y con el H-7a) y una Ji.ec (acoplamiento con el H-7B). En el
espectro de RMN 'H se observa claramente que la sefal a 3,71 ppm no presenta dicha

multiplicidad.

Figura 2.22

De acuerdo a esto, se concluyé que el compuesto obtenido no fue 43 sino su

diasteredmero, el triol 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano (Figura 2.23, compuesto 66).
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Figura 2.23

Esto se confirmé a través de la correlacién entre el H-5(a) (1,62 ppm) y el H-6 (3,72 ppm)
en el espectro NOESY. La estereoselectividad de la reaccidn de reducciéon del compuesto 44
con NaBH, se deberia a la induccién asimétrica que genera el Me-19 (Dauben y col. 195643;
Dauben y col. 1956b; Barton y Morrison 1961) que determina que el reductor ataque por la

cara opuesta al metilo, dando lugar al hidroxilo con configuracion B.

La asignacion de las tres seiales de los protones geminales a los grupos hidroxilo se
realizd a partir de las correlaciones observadas en el espectro HMBC (Figura 2.24). La sefial a
3,79 ppm se asignd al H-2 y la de 3,86 ppm al H-3 de acuerdo con sus correlaciones con los C-
10 (36,98 ppm) y C-5 (43,09 ppm), respectivamente. Por lo tanto, la sefial a 3,71 ppm
correspondia al H-6. Esta asignacion se comprobdé de acuerdo a la correlacion entre dicho

protéony los C-8 (31,29 ppm) y C-10 (36,98 ppm) del esteroide.
AN ANAN N AA

é} A
: 5  H6a;HTd
= H-60; C-8T Gy T,

2 JH-3P; Hdo

j @ H-2o; H-100 |
j H20;C10 0 (O H60 G107 2 oo pqp = O H-6ou H-5a

Lo " H-6og; H-7p°
= 0 H3B; S

;'46 H‘3B; H-4B L)

[2.4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.94 3.92 3.90 3.88 3.86 3.84 3.82 3.80 3.78 3.76 3.74 3.72 3.70 3.68 3.66 3.64 400 3.95 390 3.85 3.80 375 3.70 3.65 3.60

/\‘ : HH . Correlaciones
Correlaciones HH L 3 (’ % COSY

HMBC [ o

Figura 2.24: Espectros HMBC y COSY del compuesto 66 en CD:0D
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La asignacién de las tres sefiales de H-2, H-3 e H-6 se corroboraron también en el
espectro COSY a partir de las correlaciones correspondientes con los hidrégenos metilénicos

en C-2, C-4y C-7 (Figura 2.24).

La configuracién de los hidroxilos en C-2(B), C-3(a) y C-6(B) se determind a partir de las
correlaciones de los respectivos protones, en el espectro NOESY. Cada uno de ellos
correlaciona con ambos hidrégenos de su metileno adyacente, lo cual indica que se

encuentran en posicion ecuatorial.

La sefial del Me-19 a 1,11 ppm esta desplazada a campos menores que en el compuesto
carbonilico 44 (Tabla 2.3) debido a la existencia de una interacciéon 1,3-diaxial con el
hidroxilo en C-6(B), ademas de la interaccién 1,3-diaxial entre el Me-19 y el hidroxilo en C-

2(B), presente en ambos compuestos (Figura 2.23).

Tabla 2.3: Comparacidn de sefiales caracteristicas del Me-19 en los compuestos 44 y 66.

19

HO
3 (ppm) .
HO'
44 O 66 OH
H-19 0,94 1,18
C-19 15,57 18.33

2.2.1.5 Reduccion del compuesto 2[,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) con

sodio/etanol

En vista de los resultados obtenidos en la reduccion de la cetona 44 con NaBH, en
MeOH, se realizé la reaccién con Na en EtOH a reflujo en base a los antecedentes de
literatura (Tschesche 1932; Wagner y Wallis 1952; Murphy y col. 2006; Ramirez y col. 2005).
Esta reaccion posee un mecanismo (Esquema 2.20; House 1972b) con un primer paso en
donde se oxida el metal para formar un anién radical el cual, luego de sucesivos pasos de
protonacion y abstraccion de un electron a un segundo dtomo de sodio, genera un
carbanién. La carga negativa puede estar en posicion axial o ecuatorial (facilmente
interconvertible por inversidon del carbono), sin embargo el intermediario mas estable es
aquel que presenta el hidroxilo en posicién ecuatorial, dejando a la carga negativa en la

posicion axial (Barton y Morrison 1961; Shoppee y Summers 1952).
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Esquema 2.20

Por lo tanto, la reduccion de la 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) deberia dar el
producto mds estable, es decir, el triol buscado (43). Sin embargo, la reacciéon dio dos
productos. Luego de purificar el producto mayoritario (81% de rendimiento), se observé en
el espectro de RMN 'H que el producto no era un esteroide trihidroxilado (Figura 2.25). En
particular se observan dos sefiales a 3,43 y 3,65 ppm que corresponden a protones
geminales a hidroxilos con multiplicidades diferentes a las de los protones geminales a los

hidroxilos en C-2 y C-3 del diol de partida. Esto se observa en la ampliacién de la figura 2.25.

Ay )}MW‘/\J“W}M%’”M V/"“%J“WM JU \J';

3.83.73.63.5343.33.23.13.029282.726252423222.1 2;0 19181.71615141.3121.11.0090.80.70.60.5

A

370 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 050 085 080 075 070 065

Figura 2.25: Espectro de RMN *H del producto de reduccién con Na de 44 en CDCl;
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En el espectro de RMN B¢ (Figura 2.26) se puede corroborar la presencia de dos grupos
hidroxilos que dan a lugar a dos sefales a 70,88 y 75,67 ppm y también se observa la sefial
del grupo carbonilo a 213,30 ppm, lo cual demuestra que el compuesto dihidroxilado no se

redujo en las condiciones mencionadas.

| N

o 0 40

210 260 léO 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 50

]

215 SIO 75 65
Figura 2.26: Espectro de RMN 3C del producto de reduccién con Na de 44 en CDCls

Ademds, el desplazamiento quimico de la sefial de *C que se asign6 al carbono del Me-
19 -en el espectro HSQC- aparecia a un & mucho mayor al esperado. En la tabla 2.4 se
pueden observar los valores de B¢ y 'H del Me-19 para la cetona de partida: el 2f3,3a-
dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44), el triol obtenido por reduccién con NaBH,; (66) y el

producto obtenido por reduccidn con sodio (67).

Tabla 2.4: Comparacion de sefiales del Me-19 en los compuestos 44, 66 y 67.

Compuesto C (ppm) "H (ppm)
19y
HO %“m%
. 15,57 0,94
HO" 44
0 d
19y
HO V\%
. 18,33 1,18
HO! 66
oH @
Producto 67b 23,35 0,89

a-CD30D b-CDCls

En particular, se esperaba que el valor del desplazamiento de *C del Me-19 fuera menor

al del compuesto 2f3,3a,6B-trihidroxi-50-colestano (66) ya que éste posee dos interacciones
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1-3 diaxial con los hidroxilos en posicién 23 y 6B (Figura 2.27a), mientras que el compuesto

esperado 43 (2f3,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano) presenta sélo una (Figura 2.27b).

a) b)

Figura 2.27

Por comparacion con datos de literatura se concluyé que un valor de 6=23 ppm para el
Me-19 es tipico de esteroides con los anillos Ay B en configuracion cis (Goad y Akihisa 1997).
Esto pudo corroborarse con el espectro NOESY, en particular a partir de las correlaciones del

H-5B con el H-3B y el Me-19, como se puede observar en la figura 2.28.
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Figura 2.28: Espectro NOESY del compuesto 67 en CDCl3
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Esta nueva configuracién para el H-5 trae como consecuencia que los grupos hidroxilo
pasen de la posicién axial a una pseudoecuatorial y, por lo tanto, los H-2 e H-3a estén en

posicidn axial. Esto explica el cambio en la multiplicidad para ambos protones.

La asignacion de los H-2 e H-3 se realizd en base a las correlaciones de cada protén con

los respectivos metilenos vecinales de C-1y C-2 en el espectro COSY (Figura 2.29).

oy

=" *H-20;H-1B 1.0

L.

1.5

e H-20uH-1a

-2.0

N NS BV N

Correlaciones
e COSsY

T T T T T T T T
375 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 345 340 3.35 330 3.25

Figura 2.29: Espectro COSY del compuesto 67 en CDCl3

Es evidente que en el medio alcalino la epimerizacion en C-5 se ve favorecida frente a la
reaccion de reduccién del carbonilo de C-6. El resultado de la reaccidon se puede explicar
mediante la formacién de un enolato por abstraccién del protén de C-5 debido al aumento
del pH del medio por reaccién entre el sodio y el etanol. La protonacién del enolato genera
el diol epimero en C-5, el cual presenta una mayor estabilidad que el diol de partida. Esto se
debe a que en el compuesto 44 (5a-colestano) el grupo hidroxilo 2 presenta una fuerte
interaccion 1-3 diaxial con el Me-19 y, en menor medida entre el hidroxilo 3a y el H-5a. Al
epimerizar el H-5, la 2[3,3a-dihidroxi-53-colestan-6-ona (67) presenta ambos hidroxilos en
posiciones pseudoecuatoriales (Esquema 2.21) y por lo tanto, no presentan interacciones 1-3

diaxiales desfavorables (Velgova y col. 1971; Velgova y col. 1969, Rezabkova y col. 1968).

OH OH fo}
EtO/EtOH g
—_— O —_—
-~ =~ Ho
OH OH OH

Esquema 2.21
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Por ultimo, se comprobd la estabilidad extra que confiere el H-5B a la 23,3a-dihidroxi-
5B-colestan-6-ona (67) mediante un calculo computacional de un modelo simplificado. En
particular, se calcularon las energias de las decalinas cis y trans con hidroxilos en posicién 23
y 3a. El nivel de teoria utilizado fue HF 6-31G++. En la tabla 2.5 se observan los resultados

obtenidos.

Tabla 2.5: Andlisis de estabilidad de dos modelos simplificados de esteroides 5a (decalina
trans) y 5B (decalina cis).

E (Hartree)* AE (-Ecis*Etrans) Ncis/Nirans
(KJ/mol) (252C)
HO
HO™ 1 -651,3614051
(o]
Decalina cis
2,594 2,85

-651,3604171

Decalina trans

* HF 6-31G++

Teniendo en cuenta la relacion poblacional de Boltzmann a 252C, el 74% de la poblacién
se encuentra en la configuracion cis y el 26% en la configuracidon trans. Sin embargo el
isdmero trans no se aisld de la mezcla de reaccidén. Pero si se aislé el producto de su

reduccion, es decir, el triol 43, como producto minoritario.

Este triol era el producto que inicialmente se esperaba en la reduccion del diol 44, sin
embargo esta reaccién no es util para obtener dicho compuesto ya que se obtuvo con un
17.5% de rendimiento. Su estructura se corroboré posteriormente por comparacion de sus
espectros de RMN 'H y 3C con los del compuesto 2p3,3a,6a-trihidroxi-5a.-colestano (43),

cuya sintesis se describe a continuacion.

2.2.2 Cambio de estrategia para la sintesis del compuesto 2[3,30,60i-tribidroxi-50.-
colestano (43)
Debido a que no fue posible obtener con buen rendimiento el triol 23,3a,6a-trihidroxi-

S5a-colestano (43), se decidié cambiar la estrategia de sintesis a través de una ruta, cuya

retrosintesis se observa en el esquema 2.22.
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HOM Colesterol
HOY
43 OH 68 OH

45°

OIlu
OIln

Esquema 2.22

El compuesto 2[3,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano (43) se obtendria por epoxidacion de la
olefina 5a-colest-2-en-6a-ol (68) y posterior apertura nucleofilica del epdéxido en medio
acido (Garrido Santos y col. 2003). La olefina 68 se obtendria por reduccién de la 5a-colest-
2-en-6-ona (45), cuya sintesis ya fue descripta en este capitulo. Esta ruta difiere de la
planteada en el esquema 2.9 en que el hidroxilo en posicién 6a se obtiene por reduccién del

carbonilo de la olefina 5a.-colest-2-en-6-ona (45) tal como se observa en el esquema 2.23.

HO

—_— .
THF/T.A. HO

m-CPBA
Na,CO; (ac.) e}
CH,Cl,/5°C 63 44
Esquema 2.9 Na
EtOH
reflujo

m-CPBA H,s0, 1N HO

— > O _—
- Na,CO; (ac.) - THF/T.A. HO v
5 CH,CI,IT.A. 3 5
68 OH 2Ll 69 OH 43 OH

Esquema 2.23

2.2.2.1 Sintesis del compuesto 5c-colest-2-en-6c-ol (68)

El grupo hidroxilo en posicién 6a se obtuvo por reduccidn con sodio de la 5a-colest-2-en-
6-ona (45). Como se comentd anteriormente, esta reduccién al ser radicalaria (mecanismo
descripto en el esquema 2.20) genera el producto termodindmicamente mads estable
(Shoppee y Summers 1952), es decir aquel que posee el grupo hidroxilo en posicién

ecuatorial y por lo tanto, con configuracién 6a.
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En esta reaccién, la eleccidn del solvente fue importante. Cuando se utilizé etanol, los
rendimientos no superaban el 50%, en cambio con n-propanol los resultados mejoraron
notablemente (90% de rendimiento). Esto probablemente se deba a su mayor punto de

ebullicion.

En la figura 2.30, se observa el espectro de RMN 'H de 68, con ampliaciones de las

sefiales diagndsticas.

H-4o .
M | W

T T T e S B T T T —T T

e e e e e e =
6,260 58565452504846444240383634323028262422201816141.21.00806040.:

Me-26 Me-18

Me-21
H-3 H-2

H-6p
!vi \ Lq m M H-9a
5:8 5:7 5:6 5.5 3‘.5 3:4 3:3 O.é : ‘ : I

5 090 085 080 0.75 0.70 0.65

Figura 2.30: Espectro de RMN *H del compuesto 68 en CDCls

En la ampliacidn del espectro se observan las sefiales olefinicas correspondientes a los H-
2 e H-3 que presentan los mismos valores de desplazamiento quimico que en el compuesto
carbonilico de partida. Esto se confirmé mediante las correlaciones en el espectro HMBC de

los H-2 e H-3 con los C-10 (35,59 ppm) y C-5 (48,79 ppm), respectivamente (Figura 2.31).
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Figura 2.31: Espectro HMBC del compuesto 68 en CDCl;

Estas correlaciones fueron claves para la asignacidén ya que en el espectro COSY (Figura
2.32) ambos H-2 e H-3 presentan correlaciones con los protones correspondientes a los

metilenos en C-1y C-4.

La ausencia de la sefial de *C a 212,23 ppm correspondiente a la cetona de partida y la
presencia de una nueva sefial a 71,76 ppm que correlaciona con un protén a 3,44 ppm en el

espectro HSQC, confirmaron la reduccion del compuesto 45.

Mk | I I

—= H-6B; H-7a. & H-6p; Me-19 = 10
H-3; H-1a _ [ -
H-2; H-4B H-6p; H'Sq o .. H-6; H-8B = |,
=3 H-6p; H-4p =
H-3; 1B S H-LHIB y6B H-7B & = H-6B; H-7Bj& [2°
H—Z; H 4(1 @ H-3, H'4a tes [

—————
46 44 42 40 38 36 34

T T T T T T
6.0 3.5 50 4.5 4.0 35

|'fHHC:;H

Correlaciones

Correlaciones NOESY
cosY

Figura 2.32: Espectros COSY y NOESY del compuesto 68 en CDCl;
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En cuanto a la configuracidn del grupo hidroxilo en C-6, la multiplicidad de la sefial del
hidrégeno geminal en el espectro de RMN *H (Figura 2.30) -ddd con J=4,6; 10,3 y 11,2 Hz-,
indica que su posicidon debe ser axial, y por tanto, el grupo hidroxilo, ecuatorial
(configuraciéon a). Se confirmé la ubicacidon del grupo hidroxilo en la cara a del esteroide
mediante las correlaciones NOE entre el H-6 (3,44 ppm) y los hidrégenos del Me-19 (0,76
ppm) vy el H-8(B) a 1,40 ppm (Figura 2.32).

2.2.2.2 Sintesis del compuesto 20,30-epoxi-50-colestan-60-ol (69)

Para obtener este triol con dioles vecinales trans en C-2 y C-3, se epoxidé la olefina 5a-
colest-2-en-6a-ol (68) (Esquema 2.24). En este caso la reaccidon fue similar a la de
epoxidaciéon de la 5a-colest-2-en-6-ona (45), con la diferencia de que la reaccion se llevo a
cabo a temperatura ambiente ya que en este caso, debido a la ausencia del grupo ceto no

existia competencia con la reaccion de Baeyer-Villiger.

m-CPBA/Na,CO;
—_—

CH,CI,/H,0 T.A.

W
I,

OII-
I
o
I

68 69

Esquema 2.24

En la figura 2.33 se presenta el espectro de RMN H del producto de la epoxidacién y

ampliacidn de las sefales caracteristicas.

H-4at

| M Md] u'-'l.l' |

36 3.534333.2313.02928 2;7 2625242322212019181.716151413 1;2 111009080706050.

Figura 2.33: Espectro de RMN *H del compuesto 69 en CDCls
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Figura 2.33: Espectro de RMN H del compuesto 69 en CDCl;

Se puede notar la ausencia de las sefales olefinicas y dos sefiales nuevas a 3,12y 3,24
ppm que correlacionan con carbonos a 50,69 y 52,39 ppm en el espectro HSQC, debidas al
grupo epoxido. La asignacién de las sefiales a 3,12 ppm al H-2(B) y 3,24 ppm al H-3(B) se

realizd en base a las correlaciones en los espectros COSY y HMBC, tal como se observa en la

figura 2.34.

M A M,

2R H-GB; H-7cx /’AH
== H6B; H-5a H
w Correlaciones
g <= H-3B;H-4B [ :’1. | - cosY
s ¥ comommiy | 45 z £ f
H-6p; H-7B H-2B;H-1B |* -H HE@,H/'
= H-3B;H-4a |5
M SN M
|
H—GB?C-J# :
H/_\\ .
TRT ST I ) e
H-2B; (-1 L H ' E)H
© H-3B; (-5 -

H-6pB; C-5

Figura 2.34: Espectros COSY y HMBC del compuesto 69 en CDCl3
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De acuerdo con la estereoselectividad de la reaccion, se obtuvo el epdxido en la cara a
debido a la induccidn asimétrica que introduce el Me-19 (Barton y Morrison 1961; Fieser y

Fieser 1959).

A M,
|1 Fo.5
— H-6B; Me-19
’ H
H-6p; H-8p H o
H-68; H-4B H-3B;H-4p Correlaciones
l2.0 NOESY
H-6B; H-7B H-2B; H-1B

= H-3B; H-4a |2

T T
3.5 3.4 332 3.2 31 20

Figura 2.35: Espectro NOESY del compuesto 69 en CDCl3

A partir de las correlaciones entre el H-3 y ambos H-4 en el espectro NOESY, se
comprueba que el H-3 debe ser ecuatorial para poder estar espacialmente cerca de los dos
hidrégenos en C-4 y por lo tanto, presentar configuracién B (Figura 2.35). Con lo cual, el H-2
al estar también ubicado en la cara B del esteroide se encuentra en posicidén axial. Esto
explica que exista una Unica correlacién entre el H-2 y el H-1 ecuatorial a 1,90 ppm en el

espectro NOESY (Figura 2.36).

Figura 2.36

2.2.2.3 Apertura nucleofilica del epoxido 69

A continuacién se realizd la apertura nucleofilica en medio acido del 2a,3a-epoxi-5a-

colestan-6a-ol (69) (Esquema 2.25). La estereoselectividad de la reaccion es consistente con
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una apertura de epoxidos trans-diaxial cldsica con el ataque nucleofilico del agua al C-2 del

epoxido, como se explicé anteriormente.

HO
z THF/T.A. HO z
OH OH
69 43

Esquema 2.25

En la figura 3.37 se presenta el espectro de RMN 'H del triol 43, en donde se observan
dos multipletes a 3,81 y 3,84 ppm v el doble triplete a 3,38 ppm del hidrogeno geminal al
hidroxilo en C-6(a). Estas tres sefiales correlacionan con las senales de BBca 70,47; 69,93 y

69,29 ppm, respectivamente en el espectro HSQC.

&H

M AL L ¥, \\_,«J%

40393837363534333231302928272625242322212019181.7161514131.21.11009080.7 0605

Me-19 Me-26
Me-27
e || Mes

_,/\/L_WL, A )

3.90 3.85 3.80 375 3.70 340 3.35 3.30 325 1.05 1.00 095 0.90 0.85 0.80 075 0.70 0.65 0.60

Figura 2.37: Espectro de RMN *H del compuesto 43 en CD;0D

La asignacion de las sefiales de H-2 e H-3 se determind a partir de las correlaciones entre
el H-2 (3,81 ppm) y el C-10 (36,72 ppm) y el H-3 (3,84) y el C-5 (45,92 ppm), en el espectro
HMBC, tal como se comentd en las asignaciones de los compuestos anteriores con idéntica

funcionalidad en C-2 y C-3.
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En cuanto a la configuracion de los nuevos grupos hidroxilos, al igual que en la apertura
del compuesto 2a,3a-epoxi-5a-colestan-6-ona (63), debido a la regio- y estereoselectividad
del ataque nucleofilico al epdxido, se obtuvieron los grupos hidroxilos en las posiciones C-
2(B) y C-3(a). Esta configuracién implica, posiciones axiales para ambos hidroxilos lo cual se
corrobora a partir de la multiplicidad y constantes de acoplamiento de las sefales a 3,81 y
3,84 ppm. Ademas, en el espectro NOESY cada uno de estos protones correlaciona con
ambos hidrégenos pertenecientes a los metilenos adyacentes, es decir que el H-2
correlaciona con ambos H-1 y el H-3, con los dos H-4. Para que ocurran estas correlaciones,
los H-2 y H-3 deben ser ecuatoriales, confirmando las configuraciones en C-2(B) y C-3(a) para

los dos hidroxilos.

2.2.3 Sintesis de los compuestos 2[3,3[3-dibidroxi-50.-colestan-6-ona (70) y 2a,30i-

dibidroxi-50.-colestan-6-ona (71)

Para la obtencién de cada uno de estos compuestos se realizd una dihidroxilacién
asimétrica de Sharpless (Becker y col. 1995) en la cual se adiciona OsO4 al doble enlace de la

colest-2-en-6-ona (45).

AD-mix HO HO..

T.A/M4ddias o + HO™

0 45 0 70 O 71

Esquema 2.26

La reaccidn fue llevada a cabo utilizando las mezclas comerciales AD-mix-a y AD-mix-f.
La mezcla contiene Os (VIII) en forma de K,0s04(OH);, en cantidades cataliticas y K[Fe(CN)e]s
el cual, en el medio basico generado por el K,COs3 de la mezcla, reoxida al Os (VI) luego de la

reaccion de dihidroxilacion.

Las mezclas AD-mix o y AD-mix B se diferencian en el ligando (L) que induce la asimetria
en la reaccion de dihidroxilacion: 1,4-Bis-(9’-O- dihidroquinil)-ftalazina [(DHQ)2-PHAL] (AD-
MIX-a) y 4-bis-(9’-O-dihidroquinidil)-ftalazina [(DHQD)2-PHAL] (AD-mix-B). Por ultimo, se
agrega metanosulfonamida al medio de reaccién para acelerar la hidrélisis del éster de

osmio (VI).
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Esquema 2.27

Esta reaccion se realiza en fase heterogénea (Esquema 2.27) utilizando una mezcla de t-
butanol/H,0 (1:1) para aumentar la diastereoselectividad de la reaccion. Esto se debe a que
la hidrolisis del éster de osmio (VI) y la consecuente liberacion del diol y el ligando ocurren
en la fase orgdnica y la reoxidacion del Os (VI) en la fase acuosa. De esta forma se evita la
oxidacién del Os (VI) a Os (VIIl) en la fase orgédnica lo cual podria conducir a la formacion de
un complejo de Os (VIII) carente de ligando que podria adicionarse a otro doble enlace y, por

lo tanto, dihidroxilarlo sin la induccién asimétrica del ligando.

Al utilizarse la mezcla AD-MIX-a, se obtuvo un 65% del diol con configuracién 23,33 (70)
y un 35% del diasteredmero 2a,3a (71), mientras que utilizando la mezcla AD-mix-B, la
diastereoselectividad se invierte obteniéndose un 57% del diol con configuracién 2a,3a (71)
y un 31% del 23,38 (70), ademds de recuperar un 12% de alqueno 45 que no reacciond. En
ambos casos el exceso diasteromérico es de un = 30% y es tipico para dioles cis disustituidos
(Ramirez y col. 2000; Jeong y col. 1992). Es importante aclarar que para la dihidroxilacién
asimétrica de Sharpless de alquenos cis disustituidos, se sugiere la utilizacion del ligando

DHQ-IND o DHQD-IND (IND: indolin-1-carboxilato) cuya inducciéon asimétrica conduce a
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selectividades de entre 20 y 80% de exceso diastereomérico (Wang y Sharpless 1992; Wang
y col. 1994). Sin embargo, en el caso de la sintesis de los esteroides dihidroxilados, a pesar
de haber obtenido un exceso diastereomérico bajo, esto no fue un problema ya que era de
interés obtener ambos diasteredmeros para realizar posteriores estudios de correlacion

estructura/actividad.

En la figura 2.38 se observan los espectros de RMN 'H de ambos compuestos
dihidroxilados puros. Se pueden observar dos diferencias significativas que, de manera
sencilla, permitieron determinar a qué compuesto correspondia cada espectro. Los
desplazamientos quimicos de las sefales del H-5a y el Me-19 de ambas moléculas poseen la
informacién suficiente para la asignacion. Tal como se ve en la figura 2.39, en el isébmero
2B,3B, el Me-19 (0,98 ppm) presenta una interaccién 1,3-diaxial con el hidroxilo en C-2(B), lo
que no ocurre en el otro diasteredmero (Me-19 a 0,74 ppm). Sin embargo, el isémero 2a,3a
presenta un desplazamiento quimico para el H-5(a) mucho mayor al del isémero 28,38

debido a la interaccion 1,3-diaxial entre el H-5(a) y el grupo hidroxilo en C-3(a) (2,67 ppm vs.

2,21 ppm).
A)
H-5c
o' H'7B \I/
s S - R O_ ____J"LM,JMKM\JLM *_r)\‘ N\\“A"M e h-_

B)
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] 1 (
A) | H-2a H-3a Me-19 ‘\ | M i|

‘; ‘II‘ n‘r“'n‘-'r‘l.‘ ||I ll\ I‘ll\ | II‘ || I‘I
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Figura 2.38: Espectros de RMN *H de los compuestos 70 (A) y 71 (B) en CDCl;
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La asignacion de los espectros de RMN 'H a cada diastereémero se confirmé con los
espectros NOESY (Figura 2.39). Las correlaciones mas importantes que determinaron la
configuracion de los dioles cis fueron las siguientes: la correlacién entre el H-3 (3,63 ppm) y
el H-5(a) (2,21 ppm) determiné que dicho espectro correspondia al diol 23,38 y, de manera

andloga la correlaciéon entre el H-2 (3,75 ppm) con el Me-19 (0,74 ppm), al diol 2a,3a.

Una vez asignados los espectros a cada diasteredémero, la asignacién de las sefiales de los
H-2 e H-3 se realizé facilmente en base a la multiplicidad de las mismas. En el caso del
isomero 2B,3B, los H-2(a) e H-3(a) estdan en posicién ecuatorial y axial, respectivamente
(Figura 2.39) y, por el contrario, en el isdmero 2a,3a, el H-2(B) es axial y el H-3(B), ecuatorial.
De este modo, las sefales que presentan un doble triplete corresponden a los protones

axiales y los multipletes, a los ecuatoriales.

B
= L2
= " H-2o;H-1aa = H-3o0;H-1a L. H
— 1.6 -~
i | - H3o; W4,  HO .
% H-200H-1B — H-30; H-5a0 22 3
4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 37 3.6 35 34 3a 'J‘v/\L
—J_j — H-2B; Me-19
é FLo
. = e H-2B;H1B
~ Pibido = o8 h0-cor
H-33; H-0-(-3* s
=" *no pudieron asignarse |~
| ‘ ‘ . . ‘ Iog H intlercamlhia_blgs

T T T
4.4 43 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 33

Figura 2.39: Espectros NOESY los compuestos 70 y 71 en CDCl;

Esta asignacion pudo corroborarse en base a correlaciones HMBC (Figura 2.40).
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Figura 2.40: Espectros HMBC los compuestos 70 y 71 en CDCl;

Por ultimo, es interesante notar que la diferencia en los valores de los desplazamientos
quimicos de los H-2 e H-3 en los dioles cis es mucho mayor que en el diol trans (44) (Tabla
2.6). Esto se debe al efecto anisotrépico que ejercen los enlaces C-C en las moléculas. De
acuerdo a los conos de proteccidon y desproteccion magnética de dichos enlaces (Figura
2.41), los protones en posicidén axial se encuentran protegidos (8-) y, por lo contrario, los

protones ecuatoriales, desprotegidos (0+) (Balci 2005).

hitp://www.chem.wisc.edu/areas/reich/nmr/05-hmr-02-delta.htm

Figura 2.41

En los isémeros cis, uno de los grupos hidroxilo estd en posicidn axial y el otro es

ecuatorial, mientras que en el diol trans ambos hidroxilos estan en posicidn axial y por tanto,
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ambos hidrégenos geminales (ecuatoriales) presentan & muy parecidos como se puede

observar en la tabla 2.6.

Tabla 2.6: Comparacién de los H-2 e H-3 de los diastereémeros 44, 70 y 71.

H-2 (ppm)® H-3 (ppm)’ A3 (ppm)°
HO %ﬂﬂﬂ%
4,03 (ec) 3,63 (ax) 0,40
HO
70 O
HO,,. %
3,75 (ax) 4,03 (ec) 0,38
HO"
71 O
HO %“%
3,81 (ec) 3,85 (ec) 0,04
HO™
4 0

a-CDCl; b-CDs;0D
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2.3 Sintesis de esteroides polihidroxilados sulfatados

La reaccion de sulfatacion es una transformacién simple que ocurre en un solo paso. Sin
embargo, es un desafio sulfatar moléculas de PM medio o bajo ya que la introduccion de un
grupo sulfato altera drasticamente las propiedades fisicoquimicas de las moléculas. La mayor
parte de los compuestos sulfatados son solubles en agua, con lo cual se dificulta su
aislamiento y un problema muy comun es que estén impurificadas con sales inorganicas
(Raghuraman y col. 2007). Por otro lado, la labilidad de los grupos sulfato en medio acido y
calor dificulta las transformaciones en presencia de dicho grupo (Jandik y col. 1996; Liang y
col. 2009). De acuerdo con esto, la introduccién de los grupos sulfato es generalmente el

ultimo paso en una ruta sintética y de este modo fue planteado en este trabajo de tesis.

A continuacién se presentard una breve introduccién acerca de la reaccién de
sulfatacién. Luego, se detallaran los resultados obtenidos en la busqueda de la optimizacién
de la sulfatacién de los esteroides polihidroxilados, como también las dificultades que se

presentaron y como se resolvieron para llegar con éxito a los productos deseados.
2.3.1 Breve introduccion a los metodos de sulfatacion

A principios del siglo XX, la obtencién de compuestos sulfatados se realizaba por adicion
de H,S0, al doble enlace de olefinas (Gilbert 1962). En el afio 1966, Mumma reporté la
primera sulfatacién de un alcohol alifatico utilizando dicliclohexilcarbodiimida (DCC) y H,SO4

(Esquema 2.28, Mumma 1966).

H ~
N:S NH ~~" S0O;H

(o] N\\ =N O/ O?/O H H
‘\ ” S N___N
HO \0 O/ \c/ \O
— 6

R_ O, diciclohexilurea

HO OH

Esquema 2.28

Pese a que la sulfatacion mediada por DCC posee buenos rendimientos para la sintesis de
monoalquil sulfatos, tiene como inconveniente la formaciéon de diciclohexilurea como

subproducto, la cual es dificil de separar del producto sulfatado (Mumma y col. 1970).
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Ademas, el método de sulfatacion utilizando DCC/H,SO4 no puede aplicarse a moléculas

sensibles al medio acido.

Existen otros reactivos sulfatantes, entre ellos, el SOs (liquido o gaseoso), H,SO4 fumante,
acido clorosulfénico y acido sulfamico, los cuales son muy reactivos y por ello pueden dar
lugar a productos secundarios y pérdida de regioselectividad en las reacciones. Por ejemplo,
el SOs3 puede, incluso, reaccionar con hidrocarburos alifaticos para dar sulfonas, asi como
productos de eliminacidn y oxidacion, ademas de derivados sulfatados, sultonas, sulfonatos
de éster y acidos sulfénicos. Por lo tanto, la dificultad en su manipulacién y su altisima
reactividad condujo a que no se lo utilizara mas como tal, sino en forma de complejos que se
obtienen por reaccién del SO3 con una base de Lewis, la cual puede ser una amina, amida o
un éter (Esquema 2.29)(Gilbert 1962). Estos aductos, faciles de sintetizar, son sdlidos a
temperatura ambiente y estables a altas temperaturas; son menos reactivos que el SOsy por
lo tanto mucho mas selectivos, lo cual permite controlar las condiciones de reaccién para

obtener los productos deseados.

A i
]

0:? + l;l—R O:ﬁ: [;]—R
o R OR

Esquema 2.29

2.3.2 Sulfatacion de esteroides
-Monosulfatacién

Inicialmente, la sulfatacion de esteroles se llevaba a cabo utilizando el complejo de
trioxido de azufre-piridina (SOs.Py) como agente sulfatante, en cloroformo (Gilbert 1962). En
estas condiciones, la reaccion se realizaba a temperatura ambiente, con tiempos de reaccion
variables segun el esteroide. Por ejemplo el colesterol y su andlogo hidrogenado se sulfatan
en dos horas (McKenna y Norymberski 1957), mientras que el estradiol-3-benzoato necesita
de 68 horas de reaccién en dichas condiciones (Holden y col. 1950). A fin de disminuir los
tiempos de reaccidn, se comenzé a trabajar a reflujo. A modo de ejemplo, los compuestos
7a- y 7B-hidroxi-5a-colestano reaccionan cuantitativamente en sélo 2 horas en las

condiciones mencionadas (Apothekery col. 1954).
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o

H Ph)J\ N R
(0] (o] R, 2
- A%: Colesterol Estradiol-3-benzoato 7B-hidroxi-50—colestano
- Colestanol R4=OH; R,=H
7o~hidroxi-5a—-colestano
R1= H; R2= OH

Lanosterol

/s

Figura 2.42: Ejemplos de esteroides cuya monosulfatacion ha sido reportada

También se observd que los tiempos de reaccién disminuyen al trabajar con solventes
ternarios. Se ha reportado la sulfatacién cuantitativa del colesterol y el lanosterol en sélo 20
minutos de reaccidn, utilizando SOs.Py en una mezcla de benceno, piridina y anhidrido
acético entre 50 y 60°C (Sobel y Spoerri 1941). Actualmente se utilizan complejos de tridxido
de azufre con aminas en solventes altamente polares, como DMF o DMA, que permitan

trabajar a temperaturas mas altas (Raghuramany col. 2007).
-Polisulfatacion:

Cuando el objetivo es la sintesis de compuestos altamente sulfatados, en teoria la
sulfatacién podria ser llevada a cabo aplicando las condiciones de la reacciéon de
monosulfatacion y aumentando la proporcién del agente sulfatante. Sin embargo, en la
practica, la obtencidon de un compuesto polisulfatado es mdas dificil debido al caracter
negativo que adopta la molécula por cada sulfato presente en la misma. Incluso trabajando a
temperaturas altas, los tiempos de reaccion son largos aun en presencia de un exceso del
agente sulfatante tal como se puede observar en la tabla 2.7. En los ejemplos mencionados
se trabaja a 95 °C con excepcidon de las entradas N° 3 y N° 7, cuyos compuestos se
sintetizaron a temperatura ambiente. El ejemplo de la entrada N° 7 refleja la dificultad en la
polisulfataciéon ya que en las condiciones ensayadas, se obtuvo un 25% de productos
monosulfatados y sélo un 2% y 1% de los productos di- y trisulfatados, respectivamente

(Makar’eva y col. 1987).
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Tabla 2.7: Polisulfatacién de esteroides polihidroxilados: condiciones y rendimientos

Reactivo

Equiv.

Producto de sulfatacion/% Rto. I T(°C) Tiempo
sulfatante  utilizados
1
SOg.N(Et)3 8 95 3 hs
NaO3SO 60%
OSOsNa
2
Na0,SO SO3.N(Et)3 6,3 95 13 hs
\ 93%
NaO,SO"
3
Na0;SO ) X
92% SOs.Py 6 T.A ON
NaO,SO" v No caracterizado.
OSO;Na
O
4
Q:Sjg SO3.N(Et)3 5 95 3hs
NaO3;SO Y 83%
OSO3Na
0SO;Na
O
5 SOs.N(Et)3 5 95 8 hs
69%
NaO;SO
6 0SO;Na
NaO;SO SO3.N(Et)s 10 95 ow?
NaO;SO% 90%
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R; = SO3Na; Ry=R;=H 17%  S0s.Py 3,2 TA 10 dias
R; = SO3Na ; Ry=R,=H 8%
R1=R3= SO3Na; R2=H 2%
R;=R,=Rs= SO;Na 1%

OR,

1-TA=Temperatura ambiente, 2-ON=Toda la noche, 3-OW=Todo el fin de semana

Esto demuestra que para obtener mejores rendimientos es necesario utilizar un exceso
de reactivo sulfatante y, generalmente, altas temperaturas. Por ultimo, los tiempos de
reaccidon son variables y van desde las 3 horas hasta los diez dias: las reacciones de
trisulfatacion son las que requieren tiempos mas largos para completar la reaccién (Cui y col.
2009: entrada N° 1; Garrido Santos y col. 2003: entrada N° 2; Murphy y col. 2006: entrada N°
3; Comin y col. 1999: entradas N° 4 y 5; Sepe y col. 2011: entrada N° 6, Makar’eva y col.
1987: entrada N° 7).

2.3.3 Sintesis de triterpenos sulfatados utilizando SO,.N(CH,CH,),

Los primeros compuestos que se intentaron sulfatar durante este trabajo de tesis fueron
varios triterpenos pentaciclicos hidroxilados naturales (Figura 2.43) aislados a partir del
arbusto Chuquiraga erinacea S. Don. Subsp. erinacea (Asteraceae). El objetivo de su
sulfatacion era aumentar su solubilidad en agua para evaluar su actividad inhibitoria de la
enzima acetilcolinesterasa. Este trabajo se realizé en colaboracién con la Dra. A.P. Murray

del Departamento de Quimica Orgdnica de la Universidad Nacional del Sur.

La reaccién de sulfatacion se llevé a cabo en DMF y se utilizd el complejo sintético de
trioxido de azufre-TEA (SOs.N(CH,CHjs)s,) sintetizado en nuestro laboratorio (Descripcion en
el capitulo 6: Parte experimental). En la tabla 2.8 se detallan las condiciones de reaccion para
cada uno de los compuestos monohidroxilados y los rendimientos obtenidos de las
correspondientes sales de Na'. Estas fueron obtenidas por elucién de las sales de

trietilamonio a través de una resina de intercambio catidnico en la forma sddica.
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Figura 2.43

Tabla 2.8: Condiciones utilizadas y rendimientos de la sulfatacion de los triterpenos
naturales monohidroxilados.

Compuesto Lupeol Pseudotaraxasterol a/B amirina
mmoles triterp:mmoles SO3.N(Et); 1:6,5 1:6 1:6
Temperatura (°C) 60 60-63 60
Tiempo (horas) 51 5 3
Rendimiento 13% 28.6% 42.5%

El lupeol fue el primer triterpeno con el que se probd la reaccién de sulfatacién. En un
principio, se hizo reaccionar al compuesto con una relacion triterpeno/reactivo sulfatante
(2:1). Se siguid el curso de la reaccién por CCD cada 30 minutos. El resultado siempre
indicaba que la sulfatacion no se habia completado. Por esta razén, se agregd mas reactivo
sulfatante hasta una relacién final de 1:6.5. Finalmente, luego de 51 hs la reaccidén tampoco

se completé.

En las reacciones de sulfatacién del pseudotaraxasterol y la mezcla de a/B amirina, se
procedid a sulfatarlas utilizando 6 equivalentes de reactivo sulfatante, desde el comienzo de
la reaccién durante 5y 3 horas, respectivamente, pero en ambos casos se observd que la

reaccion tampoco se completaba.

En la tabla 2.9 se muestran los resultados para la sulfatacion del calenduladiol, triterpeno

dihidroxilado. En este caso dado que se debia disulfatar, se calentd a 65 °C. No se trabajé a
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una temperatura mayor porque al contar sélo con unos pocos mg de muestra, era preferible
no completar la reaccién y evitar la descomposicién del producto. Nuevamente los
rendimientos obtenidos no fueron buenos. Por RMN 'H se comprobd que el triterpeno

monosulfatado era una mezcla de los compuestos monosulfatados en posicién 33 y 168.

Tabla 2.9: Condiciones utilizadas y rendimientos de la sulfatacion del triterpeno natural
dihidroxilado calenduladiol.

Compuesto Calenduladiol
mmoles triterp:mmoles SO3.N(Et)3 1:6
Temperatura (°C) 65
Tiempo (horas) 2
Rendimiento 21%

monosulfatados
10.3% disulfatado

Los cuatro triterpenos naturales poseen un hidroxilo en posicidon 3 y dos grupos metilos
en C-4. El bajo rendimiento de las reacciones de sulfatacion podria atribuirse al impedimento
estérico de los metilos en el carbono adyacente. La presencia de éstos podria afectar a la
reactividad del hidroxilo ya que el grupo sulfato es muy voluminoso, comparable a un grupo
t-butilo (Bordwell y Osborne 1959). Posiblemente en todos los casos, trabajando a
temperaturas mas altas, los rendimientos hubieran mejorado. Sin embargo, por temor a que
elimine el sulfato en la posicién 3 para dar el correspondiente triterpeno A’y debido a que

se contaba con poca masa, no se continud con la optimizacién de las reacciones.

Posteriormente, en el laboratorio de la Dra. A.P. Murray se utilizé el complejo comercial
S03.N(CHs)s; para sulfatar el calenduladiol. Utilizando 6 equivalentes del complejo a 90 °C
durante 18 horas, se obtuvo el compuesto disulfatado con un 90% de rendimiento (Vela
Gurovic y col. 2010). Este resultado nos impulsaria, mas adelante, a utilizar dicho reactivo

para sulfatar los esteroides polihidroxilados.
2.3.4 Sintesis de esteroides sulfatados utilizando SO,.N(CH,CH,),

En un principio, se utilizd el reactivo sintetizado en nuestro laboratorio para obtener el
compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72) a partir de la 2p3,3a-dihidroxi-

5a-colestan-6-ona (44) (Esquema 2.30).
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HO

1) SO3.N(Et)s/DMF  Na0,SO,

2) Amberlite CG-120 o
) Amberlite Na0,SO0"

44 ° 72

HOY

Esquema 2.30

Se utilizaron las mismas condiciones que las reportadas para el compuesto 2pB,3a-
dihidroxi-5a-colestano (37) (Tabla 2.7, entrada N° 2, Garrido Santos y col. 2003). Las

condiciones de reaccién y los resultados obtenidos se presentan en la tabla 2.10.

Tabla 2.10: Condiciones utilizadas y rendimientos de la sulfatacién del compuesto 44.

Esteroide utilizado: 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44)

Sulfatacion N2 1

Relacidn diol: SO3.N(Et)s 1:6,8
Temperatura (°C) 95-98
Tiempo (horas) 32
Calentamiento Convencional
Rendimiento 30,3% diol

42% monosulfatados
15% disulfatado

Como se puede observar en la tabla, los rendimientos obtenidos no fueron satisfactorios,
obteniéndose la mezcla de monosulfatados como productos principales. Por lo tanto, como
alternativa para mejorar el rendimiento de la reaccion es que se decidid probar el

calentamiento mediante microondas.
2.3.4.1 Sintesis de esteroides sulfatados utilizando microondas

Si bien los métodos de calentamiento tradicional (banos y mantas calefactoras) son los
mas utilizados en sintesis orgdnica, el calentamiento se produce lentamente y, en
consecuencia, pueden generarse gradientes de temperatura dentro del balén de reaccién o
incluso sobrecalentamientos locales que pueden dar a lugar a descomposicion de los
reactivos y/o productos. Por el contrario, en un reactor de microondas la temperatura
aumenta uniformemente ya que la radiacion atraviesa las paredes del tubo de reaccidn. Este

calentamiento se produce de manera rdpida y es posible reproducir perfiles de
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calentamiento que no son faciles de obtener mediante el calentamiento convencional.
Incluso, en tubos de reaccidn sellados es posible trabajar a altas presiones y acceder a
temperaturas mayores que la temperatura de ebullicién del solvente a presién atmosférica

(Lidstrom y col. 2001).

En muchos ejemplos de literatura, se observa que en las reacciones que involucran
calentamiento por microondas disminuye drasticamente el tiempo de reaccidn.
Simultdneamente, aumenta el rendimiento de la reaccidon por una disminucidon en la
formacién de productos secundarios no deseados, en comparacion con los métodos de

calentamiento convencionales (Kappe y Dallinger 2009).

En particular, en la sintesis de compuestos polisulfatados, Desai y col. postularon que los
intermediarios idnicos sulfatados, ademds, pueden acoplarse con el campo eléctrico de la
radiacion de microondas, dando a lugar a un aumento significativo en la velocidad de

reaccion (Raghuraman vy col. 2007).

La primera vez que se probd esta reaccidn se utilizd un microondas doméstico. Las
condiciones se encuentran detalladas en la tabla 2.11. En la sulfatacién N° 2 la reaccidén se
llevé a cabo en dos etapas. Entre la primera etapa (10 equivalentes de reactivo sulfatante,
30 minutos a potencia maxima) y la segunda (8,7 equivalentes de reactivo sulfatante, 15
minutos a potencia maxima), la reaccidon fue finalizada para observar los resultados
obtenidos por CCD. Dado que en la primera etapa la reaccién no se habia completado, se
procedid a continuar en una segunda etapa. Los resultados obtenidos luego de la segunda
etapa fueron alentadores ya que, si bien el compuesto disulfatado se obtuvo con un
rendimiento moderado, fue el producto mayoritario a diferencia de la sulfatacion N° 1. Al
realizar el calentamiento con un microondas doméstico no era posible controlar de manera
precisa las condiciones de reaccidon ni tampoco conocer la temperatura de reaccion. Por ello,
se probd la sulfatacién en un reactor de microondas (Sulfatacion N° 3) en las condiciones
gue se observan en la tabla. Sin embargo, el rendimiento del producto disulfatado fue muy
bajo (23%). La diferencia entre los rendimientos de las sulfataciones N° 2 y N° 3
probablemente se deba a que en la N° 2 se trabajé con un exceso mayor de reactivo
sulfatante para verificar si era posible completar la reaccion. Mientras que al utilizar el
microondas para sintesis, se utilizaron las cantidades reportadas previamente (Garrido

Santos y col. 2003).
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Tabla 2.11: Condiciones utilizadas y rendimientos de la sulfatacién del compuesto 44
utilizando microondas.

Esteroide utilizado: 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44)

Sulfatacién N22 Sulfatacion N23
Rel. diol: SO3.N(Et 1°)1:10
3.N(Et)3 ) 171
2°)1:8,7
Temperatura (°C) no medida 160-165
Tiempo 1°) 30 min potencia maxima .
. . L. 35 minutos
2°) 15 min potencia maxima
Calentamiento Microondas® Microondas”
Rendimiento 8.1% diol Nd
25,7% monosulfatados Nd
65,0% disulfatado 23,2% disulfatado

? Microondas doméstico. *"Microondas para sintesis. nd: no se determind

Con estos resultados, era necesario continuar optimizando la reaccién de sulfatacion.
Con el objeto de mejorar el rendimiento de esta reaccidon, se probaron diferentes
condiciones de sintesis en el reactor de microondas. Para esto se utilizé el diol 2B,3a-
dihidroxi-5a-colestano (37) (Garrido Santos y col. 2003) como esteroide modelo. El
seguimiento de la reaccion de sulfatacién se realizdé por CCD. Las condiciones probadas se

presentan en la tabla 2.12.

Tabla 2.12: Optimizacion de la reaccion de sulfatacion utilizando microondas vy el
esteroide modelo 37.°

Esteroide utilizado: 23,3a-dihidroxi-5a-colestano (36)

Sulfatacion Sulfatacion Sulfatacion Sulfatacion Sulfatacion

N° 4 N°5 N° 6 N°7 N° 8
Rel. diol: SO3.N(Et); 1:6 1:6 1:6 1:6 1:10
Temperatura (°C) 190 150 150 160 150
Tiempo (min.) 5 5 7 5 7

®En todos los casos, el calentamiento fue en un microondas para sintesis

La reaccidn llevada a cabo a 190 °C (Sulfatacién N° 4) no se completd y se obtuvo sélo de
manera minoritaria el diol 37 y la mezcla de compuestos monosulfatados. Ademas, por CCD
se observd una mancha muy intensa en el punto de siembra. De aqui se concluye que 190 °C

es una temperatura muy alta que conduce a la descomposicién del producto.
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Las CCD de las sulfataciones N° 5 y 6, realizadas ambas a 150 °C y con diferentes tiempos
de reaccién, revelaron sélo los productos mono- y disulfatado. En la N° 5 se observaron por
CCD ambos productos en relacién =1:1 pero en la N° 6, que cuenta con 2 minutos mas de

reaccion, se observé mayoritariamente el producto disulfatado.

Por ultimo, se probdé aumentar en 10 °C la temperatura de reaccién (Sulfatacion N° 7) y la
relacidn entre el reactivo sulfatante y el esteroide (Sulfatacién N° 8) respecto de la N° 6, para
verificar si la reaccion se completaba. Efectivamente, esto se observé con el aumento del

reactivo sulfatante, rindiendo exclusivamente el producto disulfatado.

Por lo tanto, se probaron las condiciones de la sulfatacién N° 8 con el compuesto 2f3,3a-
dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44). Sin embargo, el rendimiento fue de un 55%. Este
rendimiento, si bien es moderado, nos alentd a cambiar el reactivo sulfatante a fin de

obtener mejores resultados.
2.3.5 Sintesis de esteroides sulfatados utilizando SO,.N(CH,),

Dado el antecedente en la mejora del rendimiento de la sulfatacién de los triterpenos
pentaciclicos con el complejo comercial SO3.N(CHs)s, se decidié utilizar dicho reactivo para la
sulfatacion de los esteroides. En la tabla 2.13 se presentan las condiciones de reaccién con

calentamiento convencional (Sulfatacién N° 9) y con microondas (Sulfatacion N° 10).

Tabla 2.13: Condiciones utilizadas y rendimientos de la sulfatacién del compuesto 44
utilizando el reactivo comercial SO3.N(CHz)s .

Esteroide utilizado: 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona

Sulfatacion N29 Sulfataciéon N210
Relacién diol: SO3.N(Me); 1:6,5 1:8
Temperatura (°C) 95-100 150
Calentamiento Convencional Microondas®
Tiempo de reaccién 15 hs 7 minutos
Observaciones monosulfatados mayoritarios

92% disulfatado
diol y disulfatado minoritarios °

® Microondas para sintesis

En la sulfatacién N° 9 se utilizaron las condiciones reportadas para la sintesis del
compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestano disulfato (37) (Garrido Santos y col. 2003) pero se
observé por CCD que los compuestos monosulfatados eran los mayoritarios (Sulfatacién

N29). En la sulfatacion N° 10 se utilizd el calentamiento con microondas en las condiciones
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previamente optimizadas en la Sulfatacién N28 (Tabla 2.12). En este caso, como se
esperaban mejores resultados con el SO3.N(Me)s, se decidié bajar la relacién de equivalentes
entre el esteroide y el reactivo sulfatante de 1:10 a 1:8. En estas condiciones (Sulfatacién 10,
tabla 2.13) finalmente fue posible obtener el compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona-

2,3-disulfato (72) con un excelente rendimiento (92%).

En la figura 2.44 se presenta el espectro de RMN 'H del compuesto 72 y el de su analogo
desulfatado (44). Ambos espectros son similares y las Unicas sefales que varian
significativamente son las de los hidrégenos geminales a los grupos sulfato. También se
observan variaciones en los desplazamientos quimicos de los metilenos en C-1 y C-4, como
se puede observar en el anexo de la tesis. En cuanto a las demds sefales, incluso las
correspondientes al Me-19 y al H-5a, no presentan variaciones significativas. Por ultimo, la
asignacion del compuesto 72 se realiz6 de manera andloga a la comentada para el

compuesto 44.

Me-19 —

Me-19 —

H-3B
H-2a H-5at

I
A.'HUH‘ J hocorre JFLI.I\.

| N
ﬂm”d»’\,uﬁ \JW"\‘,*M'U'\'\NJJWU,J I'JMLW”MM‘W} U

47 45 43 41 39 37 35 33 314 29 27 25 23 21 18 17 15 13 11 09 07
Figura 2.44: Espectro de RMN 'H de los compuestos 44y 72 en CD;0D

Utilizando las condiciones de la sulfatacion N° 10 se obtuvieron los esteroides

disulfatados 73 y 74 a partir de los correspondientes alcoholes 70 y 71. En las entradas N° 11
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y N° 12 de tabla 2.14, se detallan las condiciones de reaccién y los rendimientos para cada

uno de ellos.

Tabla 2.13: Condiciones utilizadas y rendimientos de la sulfatacién de los compuestos

polihidroxilados sintetizados durante este trabajo de tesis.

esteroide/

Esteroide de partida Producto de la 50,.N(CHy) Tiempo  Temp .
(Sulfataciéon N°) sulfatacion® (r’r31.moles?)3 (min) (°C)
HO % NaO;SO Wﬂ‘“‘%
(11)
HO NaO.SO 1:8 7 150 79,5
3
o o
Compuesto 70 Compuesto 73
HO,, T, Na0sSO, <
(12I-:0“‘ NaO.SO" 1:8 7 150 77,6
3
o (o)
Compuesto 71 Compuesto 74
HO . Na0,SO T,
(13)
HO\\‘ Nao3so\“ - 115 9 150 76
OH 0S0;Na
Compuesto 43 Compuesto 24
(12)0  Na0;SO Lo,
HO™ R 1:20 7 150 38
L NaO;SO"
Compuesto 66 Compuesto 75
HO ““\1.‘% Na0,SO T,
(15)
HO™ Na0,S0" 1:8 7 150 84
H
o (0]
Compuesto 67 Compuesto 72

%Las sales de amonio se convirtieron a las correspondientes sales de sodio por pasaje a través de

una resina de intercambio catidnico en la forma sodio.

Cabe destacar que la sulfatacion de la 23,3a-dihidroxi-5B-colestan-6-ona (67) no rindio el

diol sulfatado correspondiente (72°) sino que se obtuvo la 28,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona

disulfato(72) con un 88% de rendimiento, tal como se observa en el esquema 2.31.




"

; Me-19

*8 9
3
-

HO. 8 eq. SO;.NMe; &
150°C/ 7 min.
- Me-19
e 5
® {j?ifk
9

Esquema 2.31

Es decir, la reaccion de sulfatacion estuvo acompafiada por la epimerizacidn del H-5. Esto

podria deberse a que en el isdmero con el H-5a (72) la distancia entre los dos grupos sulfato

en posicion axial es mayor que la que hay cuando ambos grupos se encuentran en posicion

pseudoecuatorial, disposicién que tendrian en isémero 72°.

En el caso de las trisulfataciones (Sulfatacion N° 13 y 14) se aumentd la cantidad de

reactivo sulfatante de 1:8 a 1:15 y 1:20, respectivamente, dado que era necesario sulfatar
tres grupos hidroxilo. Se utiliz6 una mayor relacion para la sulfatacion del compuesto
2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano (66) (Sulfatacion N° 14) debido a que se esperaba que la

trisulfatacion se viera dificultada dado que el Me-19 del producto 76 posee dos

interacciones 1,3-diaxial con los grupos sulfato en C-2(B) y C-6(B) (Figura 2.45).

0S0; |  (CHy
osof
6

H
0SO; H H
76

Figura 2.45
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Sin embargo, en el caso particular del compuesto 28,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano (66),
al intentar sulfatarlo en las condiciones que se indican en la tabla (Sulfatacién N° 14), se
obtuvo una mezcla de productos en donde el mayoritario era el 23,3a-dihidroxicolest-5-eno
disulfato (75), producto de la eliminacién del grupo sulfato axial en posicién 6. En la figura
2.46 se presenta el espectro HSQC del producto de eliminacién. Se observan las seiiales de
los protones geminales a los grupos sulfato en C-2(B) (4,78 ppm) y C-3(a) (4,72 ppm) que
correlacionan con las sefiales de los carbonos a 75,86 y 76,13 ppm, respectivamente. Asi
mismo, se observa una correlacién entre un 'H a 5,35 ppm y un B¢ a 123,61 ppm de la
olefina. En el espectro de RMN 13¢ se evidencian ambos carbonos olefinicos, siendo la sefial

a 138,86 ppm la correspondiente al C-5.

| | Jk
| |
1 J} bu.- : S\ MM’M4H\'Ji'I| | -

" _ % 20
j - 40
i H-2oy H-3B = 60
1 [=] a0
| |-—d IH_S . o -120

5.0 4.5 4.0 X5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 2.46: Espectro HSQC del compuestos 75 en CD;0D

La olefina A’ se asigné en base a correlaciones en el espectro HMBC (Figura 2.47). Se
observa que los protones correspondientes al Me-19 (1,17 ppm), al H-3B y al H-1B (2,15
ppm) correlacionan con el C-5 a 138,86 ppm, mientras que el H-4a, con el C-6 a 123,61 ppm.
Estas correlaciones permitieron determinar la posicion del doble enlace entre los C-5 y C-6.
Por ultimo, la eliminacién del sulfato en C-6 para dar la olefina en posicion 5,6 es coherente
con los datos de estabilidad de olefinas esteroidales que indican que las A’ son las mas

estables (Turnery col. 1957).
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Figura 2.47: Espectro HMBC del compuesto 75 en CDs0OD

La asignacidon de los protones geminales a los grupos sulfato se realizd en base a
correlaciones en el espectro COSY (Figura 2.48). El H-2(a) presentd correlaciones con ambos
H-1 (1,57 y 2,15 ppm) y, andlogamente, el H-3(), con ambos hidrégenos correspondientes a
C-4 (2,28 y 2,80 ppm).

[

M ‘ I‘m M
___J'l \N J/ L___j k'\\«j \ T

-::l: 14
é — H'5; H'?G— H'2a, H'1(1 (B} Lis
% — H-5; H'7B 2.0
} H-20; 1B <= 2L s 22
H-3B; H-40. L.,

H-5; H-4p H-3B; H-4B “— 28 Correlaciones

CcosyY

T T T T T T T T T T T f T T T
545 540 5.35 530 525 5.20 5.15 510 505 500 495 4.90 4.85 4.80 475 470 4.65

Figura 2.48: Espectro COSY del compuesto 75 en CDs0D

2.3.5.1 Sintesis del compuesto 2[3,30,6(-trihidroxi-50-colestano trisulfato (76):

Con el objeto de evitar la eliminacién del grupo sulfato axial en C-6, se desarrollé una
nueva estrategia partiendo del compuesto 2f,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72).
La clave residia en partir del compuesto carbonilico disulfatado 72, el cual se obtiene en
condiciones de sulfatacion enérgicas (150 °C) y luego, sulfatar el hidroxilo 6B en condiciones
mas suaves. La sintesis propuesta se muestra en el esquema 2.32. Comprende la reduccién

del compuesto disulfatado 72 con NaBH; en metanol, para dar el 2f3,3a,6B-trihidroxi-5a-
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colestano-2,3-disulfato (77) y luego sulfatar el grupo hidroxilo en C-6(B), para obtener el

compuesto 2f,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (76).

Na0,SO
NaBH,
MeOH, T.A, NaO;SO

OH 77

o
72

1) 5 eq. SO;.Me;N
60°C 60 min.
microondas

2)Amberlite CG-120

NaO3SO\C
NaO;SO"

Esquema 2.32

OSO;Na 76

En principio, la reduccion del carbonilo del esteroide disulfatado 72 se realizé mediante
el agregado de una solucién metandlica de NaBH, a la solucién del esteroide. Sin embargo,
no se observd reaccion utilizando la cantidad de miliequivalentes de NABH, necesarios para
la reducciéon del compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) (Tabla 2.15). Realizando
agregados adicionales de la solucion de NaBH; en metanol, la reaccién tampoco se

completaba.

Tabla 2.15: Comparacién de condiciones utilizadas y rendimientos de la reduccién de los
compuestos carbonilicos 44 y 72 con NaBHj,,

Compuesto carbonilico meqg NaBH, % Rendimiento

1,3 87
1,3 0
=2,6 97
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Finalmente, se logré la reducciéon de la cetona del compuesto 2pB,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona disulfato (72) trabajando con un exceso del reductor mediante el agregado

de NaBHj, solido a la solucion del esteroide disulfatado (Tabla 2.15).

La explicacion de la baja reactividad del compuesto 2pB,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona
disulfato (72) frente al reductor podria atribuirse a la repulsién electrostatica entre el BH; y
el esteroide que posee dos cargas negativas debido a los grupos sulfato. En particular, el
sulfato 3a se encuentra en la misma cara por la que se acerca el BH4, dada la induccién

asimétrica del Me-19 (Dauben y col. 1956a, Dauben y col. 1956b, Barton y Morrison 1961).

Si bien el producto de reduccion se obtuvo con excelente rendimiento (97%), el
aislamiento del compuesto 77 presentd cierta dificultad. Las primeras veces que se realizé
esta reduccion, al finalizar la reaccion y destruir de manera cldsica el exceso de NaBH,
(medio acido y exceso de metanol), se observaba la desulfatacién parcial de los grupos
sulfato en C-2(B) y C-3(a) durante su purificacion. Por lo tanto, para obtener el compuesto
77 con buen rendimiento se requirid un cuidadoso control del pH del medio durante su

aislamiento.
El producto de la reduccion, el alcohol 77, mostrd en el espectro de RMN 'Hla presencia de
un nuevo multiplete a 3,53 ppm que correlacionaba en el espectro HSQC (Figura 2.49) con

una nueva senal a 69,74 ppm, tipica de un carbono unido a un grupo alcohol.
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[-80
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Figura 2.49: Espectro HSQC del compuestos 77 en DMSO-ds
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Ademas, se observaron dos multipletes a 4,30 y 4,37 ppm que correlacionaban con los
carbonos a 73,16 y 76,38 ppm correspondientes a C-2(B) y C-3(a). Por otro lado, se confirmé
la reduccién del carbonilo por la ausencia de la sefial a aproximadamente 210 ppm en el

espectro de RMN “*C.

La configuracion B del grupo alcohol se confirmd a partir de la correlacion entre las

sefiales correspondiente al H-6 (3,53 ppm) y el H-4a (1,44 ppm), en el espectro NOESY.
2.3.5.2 Sulfatacion del 2[3,30,6[-trihidroxi-5a~colestano-2,3-disulfato (77)

El préximo paso consistia en la sulfatacion del compuesto 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-
colestano-2,3-disulfato (77). Es necesario realizar este paso en condiciones muy suaves ya
que el grupo sulfato en C-6(p) se elimina facilmente para dar la olefina entre los C-5 y C-6. De
hecho, un sustituyente en posicidon 6B (axial), que pueda actuar como buen grupo saliente,
es muy susceptible a la eliminacidon para dar un doble enlace A°. Este comportamiento
también se observd al intentar sintetizar el compuesto 6B-mesiloxi-2B,3a-dihidroxi-5a-
colestano disulfato a partir de 77. AGn a temperatura ambiente se obtuvo el esteroide A’

como producto final de la reaccién (Esquema 2.33).

NaO;SO, NaO,SO NaO;SO,
—_— —_—
" MsCI (8 eq "
NaO;SO" NaBH/ Moo a0,50" Py, T INao,sO" 75
72 © 77 OH
+’ NO REACCIONA

MsCI (2 eq)
Py, T.A.

Esquema 2.33

En la literatura hay antecedentes de sulfatacién de grupos hidroxilo en C-6(B) realizados
a 95 °C durante 3 hs, con rendimientos de alrededor del 60% (Tabla 2.7, entrada N° 1, Cui y
col. 2009). En nuestro caso, se decidio trabajar a una temperatura menor a la reportada por
Cui y col. para minimizar la reaccion de eliminacidon y obtener mejores rendimientos. De
acuerdo a esto, la reaccién se llevd a cabo utilizando 5 equivalentes del complejo
S03.N(CHs)3 y calentando a 602C durante 1 hora en un reactor de microondas El tiempo de
reacciéon fue mucho mayor al que se utilizé en las sulfataciones anteriores (7 minutos)
debido a la menor temperatura de reaccién. Una vez obtenido el producto de la sulfatacién,

se lo transformd en la correspondiente sal de sodio utilizando una resina de intercambio
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cationico. En estas condiciones, se obtuvo el compuesto trisulfatado 76 con muy buen
rendimiento, seglin se observd por CCD. Sin embargo, luego de su purificacién por
cromatografia en fase normal, el rendimiento fue de un 42% y se obtuvo aproximadamente
un 50% de un compuesto o mezcla de compuestos con el mismo Rr que el del compuesto de

partida 2[3,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-2,3-disulfato (77).

Es factible que el compuesto 2[3,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (76) se haya
desulfatado en contacto con la silica, debido a su caracter acido (Liang y col. 2009). Por esta
razon se repitio la reaccion y se purificd el producto por HPLC utilizando silica de fase reversa
(columna AQUA 5u C18 125A de Phenomenex). De este modo, fue posible obtener

satisfactoriamente el compuesto 76, con un rendimiento del 88 %.

En la Figura 2.50 se muestra el espectro de RMN 'H del compuesto trisulfatado 76. En
una de las ampliaciones del espectro se observan las sefiales de los hidréogenos geminales a
los grupos sulfatos, todas con la misma multiplicidad debido a su posicién ecuatorial. Su
asignacion se realizé de manera andloga a la descripta para el compuesto 2f3,3a,6-

trihidroxi-5a.-colestano (66)

H20

|

3.2 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 0.8 06

1]
i ’Jﬂlhw%f\uﬂuﬂlﬂ‘uﬂ“ llJJN l'L}V\NJ iW’JULﬂ L_

Me-19 Me-26 Me-18

Me-27

H-3B H-2at H-60c Me-21 “
I o

" 485 475 465 455 445 435 13 12 11 1.0 09 08 07 06 05

Figura 2.50: Espectro de RMN *H del compuestos 76 en CD;0D
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2.4 Conclusiones

Si bien la sintesis de los compuestos sulfatados presentd dificultades, una vez que se
conoce y comprende la sensibilidad de los grupos sulfato al medio acido, la labilidad de un
buen grupo saliente en C-6(B) y la capacidad de epimerizaciéon del H-5 de acuerdo a la
configuracion de los grupos en C-2 y C-3, este tipo de compuestos se pueden obtener de
manera sencilla, utilizando reactivos muy accesibles. Por otra parte, la optimizacion del
calentamiento con microondas redujo drasticamente los tiempos de reaccidon (7-9 minutos

vs. 3 hs a 10 dias).

Entre los compuestos polihidroxilados, esta es la primera vez que se reportd la sintesis
de los compuestos 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44), su analogo disulfatado 72 y su
epimero en C-5: el diol 2B,3a-dihidroxi-5B-colestan-6-ona (67) (Richmond y col. 2013;
Richmond y col. 2011), asi como la sintesis del compuesto 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano
(66) y sus andlogos di- y trisulfatados (compuestos 77 y 76, respectivamente) (Richmond y
col. 2013). Por ultimo, si bien el compuesto 2B,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24)
habia sido sintetizado previamente, su estructura no fue caracterizada por métodos
espectroscopicos (Murphy y col. 2006). Durante este trabajo de tesis se caracterizaron por
primera vez todos los intermediarios de su sintesis y el producto final 24 (Richmond vy col.

2013).

Si bien la sintesis de los dioles 2B,3B-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (70) y 2a,3a-dihidroxi-
5a-colestan-6-ona (71) ya se encontraba reportada (Thompson y col. 1982; Wiechert y col.
1966), durante este trabajo de tesis se sintetizaron por primera vez sus andlogos sulfatados

(73 y 74) (Richmond y col. 2013).

RO Na0,SO NaO,;SO,,,

RO™ Na0,SO NaO,SO"
44-R=H © 73 0 74 ©
72-R=SO;Na

Na0,SO
NaO,SO RO Vs
. ROY NaO,SO"
Na0,SO"
a%s OH OSO;Na
66- R=H
75 77-R=SO;Na 76

Figura 2.51: Compuestos nuevos sintetizados durante el trabajo de tesis.
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Capitulo 3:

Sintesis de analogos de

6-hidroximinos esteroides marinos

y actividad citotoxica
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3.1 Introduccion a los 6-hidroximino esteroides

3.1.1 Oximas esteroidales de origen marino

Si bien un gran nimero de esteroides con estructuras inusuales e interesantes han sido
aislados de organismos terrestres y marinos, recién en el aiio 1997 se aislaron por primera
vez dos oximas esteroidales a partir de un organismo marino (Rodriguez y col. 1997). Ambos
compuestos, (24R,6E)-24-etilcolest-6-hidroximino-4-en-3-ona (78) y 6E-colest-6-hidroximino-
4-en-3-ona (79) (Figura 3.1), se obtuvieron a partir de esponjas marinas de las especies
Cinachyrella (C. alloclada y C. apion) pertenecientes a la familia Tetillidae (subclase
Tetractinomorpha, orden Spirophorida), y presentaban la funcionalidad 6-hidroximino-4-en-

3-ona.

N-oH
79 80

Figura 3.1: Oximas esteroidales aisladas a partir de esponjas marinas.

Cabe destacar que, si bien anteriormente se habian aislado varias colest-4-en-3,6-dionas
a partir de distintas esponjas (Figura 3.2) (Aiello y col. 1993), estas especies carecen de la
capacidad de biosintetizar selectivamente una oxima en posicién 6, como ocurre en el caso

de las especies C. alloclada y C. apion (Rodriguez y col. 1997).

R 28

Raphidostila incisa Anthoarcuata graceae Cynachyra tarentina

Figura 3.2: Colest-4-en-3,6-dionas aisladas a partir de esponjas marinas.

En el afio 2005 se aislé una tercer oxima a partir de un organismo marino, sin embargo

dicha funcionalidad se encontrd en la posicion 3. El compuesto (3E)-colest-3-hidroximino-4-
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en-6-ona (compuesto 80, figura 3.1) se aislé a partir de la esponja marina Cinachyrella

australiensis recolectada en el mar de China Meridional (Xiao y col. 2005).

Las estructuras de las tres oximas esteroidales naturales fueron elucidadas en base a
datos espectroscépicos de RMN, IR y espectrometria de masa y posteriormente, la
estructura de 78 fue confirmada mediante sintesis quimica, tal como se mencionara mas

adelante.

La evaluacién de la actividad citotoxica de las oximas de origen natural frente a
diferentes lineas celulares condujo a resultados interesantes: el compuesto 78 no mostré
citotoxicidad frente a las lineas celulares tumorales P-388 (leucemia humana), A-549
(pulmén humano), HT-29 (colon humano) y MEL-28 (melanoma humano), mientras que el
compuesto 79 presentd una ICso de 3,0 uM frente a las lineas tumorales P-388, A-549 y HT-
29 y de 6,1 uM frente a la linea tumoral MEL-28. Como ambos compuestos se diferencian
solo en la cadena lateral, esto indicaria que una cadena lateral de tipo colestano es

fundamental para la actividad citotdxica (Rodriguez y col. 1997).
3.1.2 Sintesis de 6-hidroximino esteroides

Inicialmente los 6-hidroximino esteroides fueron sintetizados como derivados cristalinos
de cetonas esteroidales en C-6 para caracterizarlas por su punto de fusién (Windaus 1920;
Vanghelovici y Visiliu 1935). Luego se sintetizaron derivados de 6-hidroximino estigmastanos
como precursores de aza andlogos de homobrasindlidos (Okada y Mori 1983; Anastasia y col.
1986) y afios mas tarde, se sintetizaron derivados de 6-hidroximino androstanos por su
capacidad de inhibir competitivamente la enzima aromatasa de placenta humana,
responsable de la biosintesis de estrégenos, clave para el control de cancer de mama

(Holland y col. 1992).

Dado el potencial de estos compuestos como agentes antitumorales (Zeelen 1990), se

han sintetizado una gran cantidad de oximas para evaluar su actividad bioldgica.

Entre los trabajos de sintesis publicados, es importante destacar el trabajo de Holland
(Holland y col. 1992) ya que, al haber sido el primero en sintetizar esteroides con la
funcionalidad 6-hidroximino-4-en-3-ona, inspird la sintesis de muchas otras oximas
esteroidales en posicion 6 mediante algunas variaciones en su camino sintético (Deive y col.

2001; Poza y col. 2007). La sintesis de Holland (Esquema 3.1) consistia en epoxidar el
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compuesto 3[B,17B-diacetoxi-androst-5-eno (81) y luego oxidarlo para obtener una a-
hidroxicetona (compuesto 82). El tratamiento con cloruro de tionilo del alcohol 82 rendia un
cloruro intermediario que luego era eliminado para generar la cetona o,B- insaturada 83. El
tratamiento con hidroxilamina condujo a la oxima en posicion 6 con configuracién E
(compuesto 84) y finalmente la oxidacién de la posicién alilica con MnO, rendia la 6E-

hidroximino-androst-4-en-3-ona (85).

OAc OAc OAc
m-CPBA/CH,Cl, CroO,/H,0
—> —
AcO AcO N AcO =
o1 o 52 OHY i) SOCI,/Py
ii) KOH/MeOH
OH OH
NH,OH
o | HO | HO
N, N, fo)
85 OH 84 “OH 83
Esquema 3.1

En base a esta ruta sintética se sintetizé el producto natural 78 a partir de B-sitosterol.
Los datos espectroscdpicos y cromatograficos del producto sintético coincidieron con los del
compuesto de origen natural. De este modo pudo corroborarse su estructura, la cual era
inusual entre los metabolitos de origen natural aislados hasta ese momento (Rodriguez y col.

1997).

En el afio 2008, el grupo de Cui desarrolld una nueva ruta sintética para obtener el
compuesto 78 (Esquema 3.2), la cual era mas corta y presentaba mejores rendimientos que
las desarrolladas hasta entonces (Cui y col. 2009, Cui y col. 2008). Por otra parte, esta ruta
sintética resultaba versatil para la sintesis de una variedad de oximas a las cuales nos
referiremos mds adelante. El paso clave de esta ruta consistia en oxidar el grupo alcohol del
B-sitosterol con PCC y mediante un reordenamiento oxidativo obtener como producto una
4-en-3,6-diona (compuesto 86) (Fieser 1963; Schlecht 2005). La reduccidn de esta diona con
NaBH4; en presencia de diferentes acidos de Lewis permitia obtener cetonas en C-6 con
distintos grupos oxigenados en C-3 y/o un doble enlace A% las cuales por tratamiento con

hidroxilamina, generaron diferentes oximas (Compuestos 78-79 y 87-89).

-99 -



NaBH,/MeOH
—> —_—
CH2C|2 o COC|26H20 HO

o]
NH,OH
p-sitosterol NaBH,/MeOH EtOH
NiCl,.6H,0 Ri
NH,OH
EtOH
<— HO
N 89-R=R,
87- R=R, Noo “OH
PCC Reactivo
CH,Cl, \/\)\( de Jones
i
Q;Sj:> W\( 0 78- R=R,
N\OH 79- Ri=R2
88' RI R2

Esquema 3.2

Recientemente, se han sintetizado varias oximas esteroidales para evaluar su
citotoxicidad in vitro frente a diversas lineas tumorales humanas (Deive y col. 2001; Poza y
col. 2007; Huang y col. 2013). Estos estudios revelaron la importancia de la presencia de
sustituyentes oxigenados en el anillo A y de una cadena lateral de tipo colestano para

incrementar la actividad citotdxica de los compuestos.

3.2 Sintesis de 6 £-hidroximino-colestanos

En base a los antecedentes mencionados, en este trabajo de tesis se sintetizaron 6E-
hidroximinas esteroidales con diferentes grupos funcionales en el anillo A con el objeto de
evaluar la citotoxicidad de las mismas. Las oximas sintetizadas (Figura 3.3) se obtuvieron a
partir de las cetonas correspondientes, cuya sintesis se encuentra detallada en el capitulo 2.
Todos las oximas se sintetizaron utilizando la misma técnica (Cui y col. 2008), tal como se

detalla en el capitulo 6.
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Figura 3.3: Oximas esteroidales sintetizadas durante este trabajo de tesis
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3.2.1 Sintesis del 6£-hidroximino-5a.-colest-2-eno (90)

La primera oxima sintetizada fue el 6E-hidroximino-5a-colest-2-eno (90) a partir del
compuesto carbonilico 5a-colest-2-en-6-ona (45). El compuesto carbonilico 45 fue elegido
como modelo para probar las condiciones de la reaccién. En las condiciones ensayadas
(NH,OH.HCI/ NaAcO en etanol a temperatura ambiente) la cetona 45 rindid la oxima 90 con

un 98% de rendimiento.

NH,OH.HCI

AcONa
EtOH - T.Amb |
o N
45 90 OH
Esquema 3.3

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 S0 40 30 20 10 0

Me-26 Me-18
-C=N- c-3 C-2 Me-27 Me-21 Me-19
164 160‘ ‘ 7156A . 152> "132 ' ‘1287 . 4124‘ ' '120'
AW\ J

24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12

Figura 3.4: Espectro de RMN “*C de la oxima 90 en CDCl;
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La presencia del grupo hidroximino se confirmé por RMN *C a partir de la sefial a 160,46

ppm, caracteristica del carbono cuaternario de la oxima (Figura 3.4).

En la figura 3.5 se observa el espectro de RMN H' del compuesto 90 y ampliaciones de

las zonas mas significativas del espectro.

i | L
b0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
Me-18

Me-26 Me-19

Me-27
-C=N-0-H H-7p
H-3 H-2
Me-21

— T T T T T T e T T U
5.75 5.65 5.55 545 3.453.403.35

0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 0.65

Figura 3.5: Espectro de RMN *H de la oxima 90 en CDCl;

Alrededor de 9,50 ppm se observa un singulete ancho caracteristico del protdn
intercambiable de la hidroximina (Silverstein, 1998). Los valores de desplazamiento quimico
de las sefiales olefinicas de H-2 (5,57 ppm) e H-3 (5,67 ppm) no presentan diferencias
significativas respecto de los correspondientes hidrogenos en el compuesto carbonilico. En
el espectro de RMN *3C (Figura 3.4) se observan ampliadas las sefiales de los carbonos
olefinicos, las cuales tampoco difieren en sus desplazamientos quimicos de las

correspondientes al compuesto de partida.

Con respecto al desplazamiento quimico del metilo 19, se puede concluir que el grupo
hidroximino no ejerce efectos electrénicos diferentes al de un grupo carbonilo en esa
posicion ya que dicha sefial, tanto para 'H como para '°C, presenta valores de
desplazamiento quimico similares a los del compuesto 5a-colest-2-en-6-ona (45), tal como

se observa en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Comparacion de sefiales caracteristicas en los compuestos 45 y 90.

3 (ppm)

C-6 212,23 160,46
H-7a 1,97 1,25
H-78 2,35 3,38

c-7 47,17 29,75
H-5a 2,35 2,18
H-19 0,70 0,73
C-19 13,66 12,91

La configuracidon de la oxima se determind a partir del andlisis de las sefiales de los
protones adyacentes al grupo hidroximino en el espectro de RMN 'H. En este caso se
observa un doble doblete a 3,38 ppm que corresponde al H-73. La asignacidn de esta sefal
fue confirmada mediante su correlacion con el carbono cuaternario de la oxima (C-6) en el

espectro HMBC y su correlacion con el Me-19 en el espectro NOESY.

Figura 3.6: Geometria optimizada de la oxima 90 utilizando el método semiempirico AM1.
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La desproteccién del H-73 indica que la configuracion de la oxima es E. Esta
desproteccion es debida al efecto electrénico que ejerce la proximidad del oxigeno de la
oxima sobre dicho protén. En la figura 3.6 se puede observar la posicidon del hidroxilo de la

oxima respecto del H-78 y del H-7a.

Ademas, tal como se observa en la tabla 3.1, el H-5a se encuentra mas protegido en la

oxima debido al menor efecto inductivo que ejerce este grupo respecto del grupo carbonilo.

Por dltimo, el espectro FT-IR del compuesto 90 presentd una sefial a 1666 cm™ debida al

estiramiento C=N, caracteristico del grupo funcional oxima.
3.2.2 Sintesis de 2,3-dibidroxi-6 £-hidroximino-50.-colestanos 91, 92 y 93.

A continuacién se presentan las sintesis de tres 2,3-dihidroxi-6E-hidroximino-5a.-
colestanos nuevos obtenidos con el fin de evaluar la influencia de grupos hidroxilo en C-2 y
C-3 y de su estereoquimica en la citotoxicidad de los compuestos. Las oximas se sintetizaron
a partir de las cetonas correspondientes con rendimientos excelentes, tal como se muestra

en el esquema 3.4.

R1s NH,OH.HCI
Ry AcONa |
R;"3 a8 _— S
> = R
R H 4
4 o EtOH - T.Amb N‘OH
70- R1=R3= OH ; R2=R4= H 91- R1=R3= OH : R2=R4= H Rto.=96%
71- R,=R;= OH ; R;=R;=H 92- R,=R,=OH;R;=R;=H Rt0.=98%
44- R=R,= OH ; R,=R;=H 93- R;=R;=OH; R,=R;=H Rt0.=90,5%
Esquema 3.4

En todos los casos, el producto de la reaccion reveld una unica mancha por CCD. Luego
de su purificacion cromatografica se obtuvo exclusivamente la oxima con configuracién E,
con excepcion del 2a,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano (92), el cual estaba
impurificado con su isdmero Z en cantidades minoritarias. Esto se dedujo a partir del
espectro de RMN B, ya que al ampliar la regién entre 65 y 160 ppm aparecian duplicadas

las senales correspondientes a C-2, C-3 y C-6 (Figura 3.7).
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Figura 3.7: Espectro de RMN “C de la mezcla de isémeros E y Z del compuesto 92 en DMSO-ds

En el espectro de RMN *H de la mezcla de ambos isémeros (Figura 3.8) sélo se observé
una sefial duplicada a alrededor de 10 ppm, correspondiente al protéon del hidroxilo de la
oxima. Si bien estas sefiales son potencialmente intercambiables, al realizar el espectro en
DMSO-dg, esto no se observé. La integracion relativa de estas dos sefiales permitié estimar

gue ambos isdmeros se encontraban en una relacion = 98,3:1,7. La recristalizacién de la

mezcla rindié el isémero E puro, el cual fue caracterizado por RMN.

0
1008 ¢
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Figura 3.8: Espectro de RMN "H de la mezcla de isémeros E y Z del compuesto 92 en DMSO-dj
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-Comparacién de los espectros de RMN *H de las oximas dihidroxiladas:

En la figura 3.9 se muestran los espectros de RMN 'H correspondientes a los tres
isdmeros de las oximas dihidroxiladas: 23,3B (compuesto 91), 2a,3a (compuesto 92), y 23,3a
(compuesto 93). Se observa el singulete caracteristico del protén de la hidroximina
(Silverstein, 1998) y el doble doblete que corresponde al H-73 a = 3,2 ppm. En el espectro
del compuesto 2B,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano (93), no se observa el
hidréogeno intercambiable de la oxima ya que el espectro fue realizado en CDs;0D, a

diferencia de los otros dos que fueron realizados en DMSO-ds.

Las mayores diferencias en los espectros de RMN *H de los tres isémeros se observan en
el desplazamiento quimico del Me-19 y en las multiplicidades y desplazamientos quimicos de
los hidrégenos geminales a los grupos hidroxilo debido a las distintas configuraciones de C-2
y C-3. El desplazamiento quimico del H-5a en los isémeros 2B,3a (2,43 ppm) y 2a,3a (2,29
ppm) es mayor que en isémero 23,33 (1,92 ppm). Esto se debe a que el H-5a presenta una
interaccion 1,3 diaxial con el hidroxilo en C-3(a) en los isomeros 2B,3a y 2a,3a, la cual no

existe en el isdmero 2[3,3P.

H-0-N=(

o -

[ ML

b H-3B H-200 H_Z/P H-5a
M

10.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

Figura 3.9: Espectros de RMN *H de los compuesto 91 y 92 en DMSO-ds y del compuesto 93
en CDs0D
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De manera similar, el valor de desplazamiento quimico del Me-19 es mayor en los
isomeros 2,3B (0,82 ppm, compuesto 91) y 2,3a (0,92 ppm, compuesto 93) que en el
isdmero 2a,3a (compuesto 92), cuyo valor es de 0,63 ppm. Esto se debe a la interaccion 1,3
diaxial que existe entre el Me-19 y el grupo hidroxilo en C-2(B), presente en los isémeros 91

y 93.

En los espectros de los compuestos 2[,3B-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano (91) y
20,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano (92) se observaron ademas las sefiales de los
protones de los hidroxilos de C-2 y C-3, (una seial a 4,42 ppm correspondiente al H-O-C(2) y
a 4,03 ppm, correspondiente al H-O-C(3), en el compuesto 91y a 4,25 ppmy 4,11 ppm, en el
compuesto 92) los cuales fueron asignados a partir de las correlaciones con los protones
geminales a los grupos OH, en el espectro COSY. A modo de ejemplo se muestra la
asignacion en el compuesto 2a,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano (92) de acuerdo a
las correlaciones COSY (Figura 3.10). Las seiales de los protones a 4,25 ppm vy 4,11 ppm se
asignaron a partir de sus respectivas correlaciones con las sefales a 3,48 y 3,76 ppm. Estas
sefiales, correspondientes a los H-2(B) (3,48 ppm) e H-3(B) (3,76 ppm), fueron previamente
asignadas en base a su correlacién con los protones pertenecientes al C-1 (1,49 y 1,30 ppm)

y C-4 (1,66 y 1,55 ppm), respectivamente.

Correlaciones
COSY

H7a

Figura 3.10: Espectros de COSY del compuesto 92 en DMSO-dg
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La posicidon de la oxima se confirmd a partir de las correlaciones de C-6 (157,54 ppm) con
los protones adyacentes, H-5a (2,29 ppm) y ambos H-7 (3,15 y 1,13 ppm), en el espectro
HMBC (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Espectro HMBC de la oxima 92 en DMSO-d;

3.2.3 Sintesis de 2[3,30.-dibidroxi-6 £-hidroximino-5c.-colestano-2,3-disulfato (94)

Se sintetizo el analogo disulfatado del compuesto 93 a fin de determinar la influencia de
los grupos sulfato en la actividad citotdxica. Para la obtencion de esta oxima es posible

plantear dos caminos retrosintéticos (Esquema 3.5).

El camino retrosintético A, en el cual se sulfata directamente el diol, no es viable ya que
el grupo hidroxilo de la oxima podria atacar nucleofilicamente al agente sulfatante (Hoiberg
y Mumma 1969; Al-Horani y Desai 2010) e incluso revertir al grupo carbonilo en las
condiciones de la reaccion de sulfatacion, tal como ha sido descripto en la literatura (Huang
y col. 2013). Por lo tanto fue necesario partir de la cetona disulfatada 72 para obtener la

oxima 94.
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HO

HO"

Na0;SO

NaO;SO"
72 0

Esquema 3.5

Para la sintesis de 94 se probaron las condiciones experimentales utilizadas para la
obtencién de las otras oximas previendo la posibilidad de que los grupos sulfato no
resistiesen el medio levemente d4cido y se hidrolizaran. Sin embargo, esto no ocurrid
posiblemente porque la reaccién se llevé a cabo en 2 horas y a temperatura ambiente. La

oxima sulfatada se obtuvo con un rendimiento del 98 %.

En la figura 3.12 se observa el espectro de RMN 'H y ampliaciones de las sefiales

diagnésticas del compuesto 94.

Na0,S0

Na0,$0"

|
M U\ JJ }\ ‘LJL
5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 2.6 2.4 2.2 2.0 18 1.6 1.4 1.2 1.0 08 0.6 0.

Me-26

H-3B H-2a

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.95 4.80 4.85 4.80 4.75 470 0.98 0.96 0.94 082 0.80 0.88 0.86 0.84 0.82 0.80 0.78 0.76 074 0.72 0.70 0.68

Figura 3.12: Espectro de RMN *H de la oxima sulfatada 94 en CD;0D
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No se observa la sefial tipica del H-7f3 ya que ésta se encuentra superpuesta con la sefal
del solvente deuterado (CDsOD). La asignacién de la misma se realizd a partir del espectro

HSQC, tal como se muestra en la figura 3.13.

| " ! \J“
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i %ﬁ M‘ Fs0
— CD;OD 5
j H-2ar; C-2 ~
—4| & H-3B; C-3

Figura 3.13: Ampliacion del espectro HSQC de la oxima 94 en CD;0D.

En el espectro HSQC, la senal a 3,32 ppm correlaciona con el C-7 a 30,41 ppm, el cual a su

vez correlaciona con la sefial a 1,29 ppm, correspondiente al H-7a.

%j i _ 1.5
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— = H-5a;C-19 s
NaO,SO Correlaciones  — = H-50;C-4 2
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NaO;SO E
N\ =: F35
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Figura 3.14: Ampliaciones de los espectros COSY y HMBC de la oxima 94 en CDs;0D
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En este caso no se pudieron utilizar las correlaciones HMBC para asignar los H-2a e H-3
ya que las seiales de C-2 y C-3 se encuentran superpuestas a 75,49 ppm. Sin embargo, en el
espectro HMBC se observd la correlacidn entre el H-5a (2,42 ppm) y el C-4 (24,11 ppm)
(Figura 3.14), cuyos protones correlacionan en el espectro COSY con la seial a 4,77 ppm,
permitiendo asignarlo al H-3(B). También, los H-1B (2,12 ppm) e H-la (1,59 ppm)

permitieron asignar al H-2a (4,75 ppm), por su correlacidon en el espectro COSY (Figura 3.14).

3.3 Actividad citotoxica de los 6-bidroximino esteroides frente a lineas tumorales

de cancer de prostata humano (PC-3 y LNCaP)

En Argentina, el cdncer constituye la primera causa de muerte de adultos entre 35 y 64
afos y la segunda en los nifios y jévenes de 5 a 34 aiios y los mayores de 64 afos de edad. En
particular, el cdncer de prdstata es el segundo de mayor incidencia en nuestro pais, luego del
cancer de pulmén -en varones- y causd 3937 muertes durante el afio 2010 segun los datos
arrojados por el Ministerio de Salud de la Nacion. Esta es la razon por la que es importante
continuar con la busqueda de nuevos compuestos citotéxicos frente a lineas de cancer de

prostata.

En este trabajo de tesis se evalud la citotoxicidad de las oximas y de algunos de los
esteroides sulfatados sintetizados frente a las lineas tumorales de cdncer de prostata PC-3 y
LNCaP, las cuales se diferencian en que LNCaP es una linea andréogeno dependiente,
mientras que PC-3 no lo es. Este trabajo se realizé en colaboracién con el Dr. Juan Carlos

Calvo (IBYME-CONICET).

3.3.1 Antecedentes de actividad citotoxica de 6-hidroximino esteroides y analogos

sulfatados

Actualmente, no existen antecedentes de citotoxicidad de 6E-hidroximino esteroides

frente a la linea LNCaP.

A partir de los estudios de citotoxicidad realizados con 6E-hidroximino esteroides frente
a la linea celular de cancer de préstata humano PC-3, se determind que el tipo de cadena
lateral es importante para la inhibicién (Tabla 3.2). Una cadena de tipo colestano (79) es mas
activa que una del tipo estigmastano (95), y ésta a su vez es mas activa que una del tipo del

sitosterol (78) (Figura 3.15) (Cuiy col. 2008):
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Tabla 3.2: Influencia de la cadena lateral en la actividad citotoxica frente a PC-3

Actividad citotodxica in vitro frente a PC-3

Compuesto ICso uM*®
78 >180
79 84,6
95 100,1

?Método de MTS - Cui y col. 2008

Por otra parte, se estudié la influencia de un doble enlace A* y un grupo oxigenado en
posicion 3 (Cui y col. 20093, Cui y col. 2009b). En la tabla 3.3 se observan los ICsq para los
compuestos sintéticos 79 y 87-89 (Figura 3.16), los cuales poseen la cadena lateral de
colestano y se diferencian en las funcionalidades del anillo A. Su sintesis se detallé en el

esquema 3.2.

A partir de estos dos trabajos se concluye que en presencia de un doble enlace A?, el
estado de oxidacion de la funcién oxigenada en C-3, sea un carbonilo (compuesto 79) o un
hidroxilo con configuracion 3 (compuesto 89), no influye en la citotoxicidad del compuesto,
ya que ambos presentan ICso similares. En ausencia del doble enlace, el compuesto pierde
actividad si posee un grupo carbonilo en posicion 3 (compuesto 88), mientras que en su
forma reducida (hidroxilo en posicion 3[3) (compuesto 87) aumenta su citotoxicidad, incluso

respecto de su analogo con un doble enlace A? (compuesto 89).
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Figura 3.16

Tabla 3.3: Influencia de un doble enlace A* y un grupo oxigenado en C-3 en la
citotoxicidad frente a PC-3.

Actividad citotoxica in vitro frente a PC-3

Compuesto ICso uM*®
88 >190
79 84,6
87 49,8
89 78,2

?Método de MTS —° Cui y col. 2009a; Cui y col. 2009b

Por otro lado, se estudid la citotoxicidad de distintas oximas sintéticas con un grupo
sulfato en C-3p o C-6B (compuestos 95-97), las cuales resultaron activas frente a distintas
lineas celulares. Los resultados indicaron que las oximas eran ligeramente mas activas
cuando el grupo hidroximino se encontraba en C-6 (compuesto 96) que cuando se
encontraba en C-3 (compuesto 95). Ademas, las células son menos sensibles a las oximas

cuando éstas poseen un doble enlace A* (compuesto 97) (Figura 3.17, Huang y col. 2013).

HO_ ~

N Na0;SO i
0SO;Na N.
* 95 96 OH  g7.p4
HelLa (cérvico-uterino) 12,5+1,0 uM 9,6+1,0 uM 253%2,1uM
SMMC 7404 (higado) 10,2+0,8 M 12,910,8 uM 62,2+4,8 pM
MGC 7901 (estébmago) 33.3+2,7 yM 6,5+0,4 uM >100 puM
Sk-Hep-1 (higado) 21 uM
H-292 (pulmén) 63 uM
Na0,SO 98 ® ) &3u

PC-3 (préstata) 35 M

Hey-18 (ovario) 33 uM

Figura 3.17: Actividad citotéxica de esteroides sulfatados sintéticos, frente a lineas celulares
tumorales

0SO;Na
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En cuanto a la citotoxicidad de esteroides sulfatados frente a la linea celular de cancer de
prostata PC-3, Cui y col. sintetizaron tres esteroides disulfatados en C-3(B) y C-6(B) con
diferentes cadenas laterales y determinaron que el compuesto 3f,6B-dihidroxi-5a-colestano
disulfato (98) presentd actividad citotdxica frente a la linea PC-3, entre otras lineas

tumorales (Cui y col. 2009c). Los resultados se pueden observar en la figura 3.17.

3.3.2 Resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad frente a PC-3 y LNCaP
de 2,3-dibidroxi-6 £-hidroximino-50.-colestanos y analogos sulfatados

Se evalud la actividad citotdxica in vitro de los 2,3-dihidroxi-6E-hidroximino esteroides
91, 92 y 93 con el objeto de determinar el efecto de los grupos hidroxilo en C-2 y C-3 y sus
configuraciones, en la actividad citotdxica frente a las lineas celulares de cancer de préstata

PC-3 y LNCaP.

Tabla 3.4: Citotoxicidad de 2,3-dihidroxi-6E-hidroximino esteroides y andlogos sulfatados
frente a PC-3 y LNCaP.

ICso (LM)° ICso (LM)°
Compuesto PC-3  LNCaP Compuesto PC-3  LNCaP
HO Ty, NaO;SO. :Ii%
HO@N 393+2,6  >100 Na0,SO" 21,2+1,7 20,7+1,8
91 OH 37
HO,, %L‘»._ NaO3SO %"“«1
HO" 31,0£2,4 262%24 Na0,SO" >100 35,1417
N. OH
92 OH 77
HO “m%h NaO3;SO %”‘m
. NaO,SO"
\ + + 3 + +
HO T 10,8+2,6 448+26 SsoNa 157514 79%16
‘OH 7
93 6
NaO,SO" 129+1,7 139+18 NaOsSO Y 203+1,4 21,8+15
N OSO,Na
94 OH 24
NaO5SO %“%L
N2OLSO" 16,7+1,7 203+1,8
72 o

*Método de MTS
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De acuerdo con los datos de la tabla 3.4, las oximas 91, 92 y 93 resultaron activas frente
a PC-3. Sin embargo, los cis hidroximino esteroides 91 y 92 fueron menos activos que el
isdmero trans (compuesto 93), poniendo en evidencia la importancia de la configuracion de

los grupos hidroxilo en C-2 y C-3 en la actividad citotdxica frente a esta linea tumoral.

La sustitucién con grupos hidroxilo en C2(B) y C-3(a) determina un marcado incremento
en la citotoxicidad frente a la linea PC-3, en comparacion con los antecedentes mencionados
de 6E-hidroximinocolestanos con un grupo hidroxilo o cetona en C-3 (compuestos 87 y 88,
figura 3.16). Mientras los valores de ICso de los compuestos 87 y 88 son 49,8 y >190 uM,
respectivamente (Tabla 3.2, Cui y col. 2009a, Cui y col. 2009b), el 2B,3a-dihidroxi-6E-

hidroximino-5a-colestano (93) posee un valor de 10,8 uM.

La sulfatacién de los grupos hidroxilo (compuesto 94) no influye de manera significativa
en el grado de citotoxicidad frente a la linea tumoral PC-3, ya que los compuestos 93 y 94
poseen ICsq similares (10,8 uM y 12,9 uM, respectivamente). Sin embargo, la oxima
disulfatada (94) presenta una mayor citotoxicidad que su andlogo dihidroxilado (93) frente a
la linea LNCaP. Estos resultados son consistentes con los antecedentes de citotoxicidad de

hidroximino esteroides sulfatados frente a diversas lineas celulares (Huang y col. 2013).

El antecedente que indicaba que el compuesto 3B,6B-dihidroxi-5a-colestano disulfato
(compuesto 98, figura 3.17) posee actividad citotéxica frente a la linea PC-3, entre otras
lineas tumorales (Cui y col. 2009c), nos impulsé a comparar la actividad citotdxica del 6E-
hidroximino esteroide sulfatado 94 con los esteroides 24, 37, 72, 76 y 77 que poseen grupos
sulfato en C-2 y C-3 y diferentes funcionalidades en C-6. A partir de los resultados de la tabla
3.4, se observa que los compuestos 24, 37, 72 y 76 fueron activos frente a ambas lineas
tumorales, mientras que el compuesto 77, que posee un grupo hidroxilo en C-6(B), fue

inactivo frente a PC-3 (ICs0>100 uM) y moderadamente activo frente a LNCaP (ICs0=35,1 uM).

Por ultimo el compuesto 76 que posee tres grupos sulfato en C-2(B), C-3(a) y C6(B)
presentd una actividad citotéxica mayor que los compuestos 24, 37 y 72 frente a la linea
tumoral LNCaP (ICso= 7,9 uM). Sin embargo, la actividad citotoxica frente a PC-3 no tuvo

diferencias significativas entre los analogos 24, 37,72 y 76.
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3.4 Conclusiones

Se sintetizaron cuatro 6E-hidroximinas esteroidales nuevas a partir de las
correspondientes cetonas en C-6, con muy buenos rendimientos. La evaluacién de la
citotoxicidad de cuatro 2,3-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestanos y cinco esteroides
sulfatados en C-2(B) y C-3(a) nos permitié establecer algunas correlaciones entre las

estructuras quimicas y la actividad citotéxica.

Respecto de la citotoxicidad de los 6E-hidroximinosteroides evaluados frente a PC-3, los
compuestos 2B,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano (93) y su analogo disulfatado (94)
resultaron 5 veces mas potentes que la oxima esteroidal mas activa reportada hasta el
momento (Compuesto 87, figura 3.16) (Cui y col. 2009b). Por otra parte, el compuesto
2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (76) resultd ser 2,2 veces mas activo frente a PC-3
que los esteroides sulfatados reportados en la literatura (Huang y col. 2013). En cuanto a la
linea LNCaP, estos son los primeros datos sobre actividad de 6E-hidroximino y esteroides
polihidroxilados sulfatados, siendo el compuesto 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano trisulfato

(76) el mas activo de la serie.

Si bien en la literatura se informa la actividad citotéxica de oximas esteroidales con
grupos sulfato (Huang y col. 2013), nuestro trabajo es el primero en donde se evalua la
influencia del grupo sulfato en un 6E-hidroximinosteroide sulfatado en comparacién con su
analogo hidroxilado (Compuesto 93 y 94). Los resultados indicaron que los grupos sulfato
son importantes para que los compuestos presenten una mayor citotoxicidad frente a la

linea tumoral LNCaP.
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Capitulo 4:

Actividad antiviral de analogos
sipteticos de esteroides

polibidroxilados sulfatados
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4.1 Introduccion

El tratamiento con vacunas ha logrado erradicar el virus de la viruela y controlar
importantes virus patdégenos como los de la poliomielitis, el sarampion, las paperas y la
rubeola. Sin embargo, otras enfermedades virales que no pueden ser tratadas con vacunas
requieren del uso de drogas para su tratamiento. Este es el caso del sindrome de
inmunodeficiencia humano (HIV), la hepatitis C, la mayoria de los virus respiratorios, las
diferentes variedades de virus herpes asi como los virus que producen fiebres hemorragicas.
Por esta razén es necesaria la busqueda de drogas mas efectivas y selectivas frente a estos
virus (De Clercg 2002). Por otra parte, los pacientes infectados con HIV son muy sensibles a
infecciones generadas por virus oportunistas pertenecientes a la familia Herpesviridae como
herpes simplex (HSV), citomegalovirus humano (HCMV), virus de Epstein-Barr, herpes zoster
(VZV) y el virus del papiloma humano (HPV). El aumento en la frecuencia y gravedad de las
infecciones generadas por estos virus en personas infectadas con HIV se debe a la disfuncion
en la respuesta inmunoldgica a estos patdgenos (Tugizov y col. 2011). Por esta razén es que
paralelamente a la busqueda de compuestos antivirales frente al virus HIV, es necesario
buscar compuestos inhibidores de los virus patdégenos oportunistas en pacientes
inmunodeprimidos, cuyo numero estd en aumento dada cantidad de quimioterapias
agresivas, el aumento en el numero de trasplantes de drganos y de pacientes infectados con

HIV (Abad Martinez y col. 2008).

El virus HSV, ademas de ser uno de los tipicos virus oportunistas en pacientes infectados
por HIV (Abad Martinez y col. 2008), es uno de los virus patogénicos mas comunes. HSV-1
afecta al 40-80% de la poblacion mundial y, aproximadamente, al 90% de las personas de
entre 20 y 40 afos, mientras que el serotipo 2 afecta al 8-40% de la poblacién (Gupta y col.
2007). La mayoria de los tratamientos contra el virus herpes simplex estan basados en
analogos del nucledsido guanina, como el aciclovir. Sin embargo, su uso prolongado genera
resistencia en el virus. Por esta razéon es muy importante desarrollar nuevas drogas

antivirales que actien por un mecanismo diferente al del aciclovir (Lopes y col. 2013)

Una enfermedad endémica en nuestro pais es la fiebre hemorragica argentina, la cual es
causada por el virus Junin (JV), que es transmitido por el roedor Calomys musculinus. Esta
enfermedad afecta generalmente a personas que viven o trabajan en zonas fértiles de la

pampa humeda que comprende parte de Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba y La Pampa
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(Figura 4.1). La enfermedad comienza con sintomas similares a los de una gripe pero, en
ausencia de tratamiento, pueden surgir complicaciones tales como manifestaciones
hemorrdgicas, neuroldgicas, tendencia a infecciones bacterioldgicas y, en casos terminales,
problemas renales. La mortalidad, en ausencia del tratamiento, es del 15-30% pero si se
trata a tiempo, este porcentaje desciende al 1% (Enria y col. 2008). El tratamiento consiste
en el suministro de plasma inmune en dosis que se encuentran estandarizadas de acuerdo a
la cantidad de gamma globulinas presentes. Sin embargo este tratamiento es eficaz cuando
la transfusion se realiza durante la primera semana de la enfermedad (Enria y Maiztegui

1994).

/

I 1958 - 1984
[ 11984 - 2006

SANTA FE

Figura 4.1: Regiones de Argentina en donde la poblacién esta afectada por la fiebre
hemorragica argentina

Aun asi, el tratamiento con plasma requiere disponer de stock suficiente y conlleva la
posibilidad de contraer alguna enfermedad debido a la transfusién. Ademas, es necesario
encontrar un tratamiento que pueda aplicarse en los casos de pacientes en estadios mas
avanzados de la enfermedad (Enria y col. 2008). Por estas razones, es imprescindible

continuar con la busqueda de nuevas drogas antivirales frente a este virus.
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4.1.1 Antecedentes de esteroides naturales y sintéticos con actividad antiviral

Dentro del amplio espectro de actividades bioldgicas que poseen los esteroides
polihidroxilados y polisulfatados de origen natural, hay varios antecedentes en la literatura
de esteroides activos frente al virus de inmunodeficiencia humana, HIV (Akihisa y col. 2001;
Rudi y col. 2001; Bifulco y col. 1994; McKee y col. 1993; Sun y col. 1991). Un estudio de
inhibicidn sobre HIV-1 y HIV-2 realizado con mds de 20 esteroides polisulfatados aislados a
partir de esponjas marinas, ofiuros y estrellas de mar demostrd que los esteroles con grupos
sulfato en las posiciones 2, 3 y/6 6 resultaron ser los mas activos, a diferencia de aquéllos
con grupos sulfato en el anillo D (McKee y col. 1994). El compuesto halistanol trisulfato F

(compuesto 17, figura 4.2) es un ejemplo de este tipo de compuestos.

En el afio 2011, se probd la actividad inhibitoria de varios polihidroxiesteroides aislados
del octocoral Isis hippuris, frente al citomegalovirus humano (HCMV), causante de la
mononucleosis infecciosa, determinandose que el compuesto 99 era el mas activo (Chen y
col. 2011). Por otra parte, el compuesto dihidroxilado 100, aislado a partir de la planta
Euphorbia chamaesyce, posee un potente efecto inhibitorio del virus de Epstein-Barr,

causante de la mononucleosis infecciosa aguda (Tanaka y col. 2000).

Na0;SO

NaS;0S0" Y
OSO;Na

17- Esteroide aislado de la esponja marina
Pseudoaxinissa digitata
CE5p =3,7 uM
(Virus de inmunodeficiencia humano VIH-1)

99- Esteroide aislado del octocoral
Isis hippuris
CE5( =3,8 uM (Citomegalovirus humano)

100- Esteroide aislado de la planta
., Euphorbia chamaesyce
HO™ ™ ‘OH (Virus de Epstein-Barr)

Figura 4.2: Ejemplos de esteroides polioxigenados con actividad antiviral frente a diferentes
virus
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La mayoria de los estudios de actividad antiviral de esteroides naturales y sus derivados
frente a virus de la familia Herpesviridae se realizaron con el virus del herpes simplex (HSV-1
y HSV-2). Los estudios de actividad antiviral de derivados de brasinosteroides (compuesto
101, figura 4.3) frente a HSV-1 han demostrado que el mecanismo por el cual actian no
involucra la inactivacion directa del virus sino que podrian afectar un paso tardio de su
multiplicacién (Michelini y col. 2004; Wachsman y col. 2004, Wachsman y col. 2000). En la
figura 4.3 se muestran otros ejemplos (compuestos 102-104) de esteroides polihidroxilados

naturales con marcada actividad frente al virus HSV (Niedermeyer y col. 2005; Peng y col.

2010).
HO,,
HO™ H
OH OH
. . . Esteroides aislados a partir de la Esteroide aislados a partir del
2:(:51' DeerZVZdTVI d%a‘:i'“‘;slter:"lde estrella de mar Asterina pectinifera basidiomicete Ganoderma
s0 = 22,8 uM (VHS-1); S1 =5. 102- R= OH (q) CEsg = 0,2 uM (VHS-1) pfeifferi

103- R= OH (B) CEgp = 0,05 uM (VHS-1) 104~ CEso = 2,5 uM (VHS-1)

Figura 4.3: Ejemplos de esteroides polioxigenados con actividad antiviral frente a HSV

Los esteroides sulfatados también presentan actividad antiviral frente a HSV. En nuestro
laboratorio se realizdé un extenso estudio quimico de varias especies de ofiuros recolectados
en el Mar Argentino y en la zona de las Islas Georgias del Sur, obteniendo como resultado el
aislamiento y la caracterizacion de varios esteroides polihidroxilados sulfatados
(Roccatagliata y col. 1998, Roccatagliata y col. 1996, Roccatagliata y col. 1995), los cuales

fueron evaluados frente a diferentes virus.

0SO;Na

105- R= SO;Na 12
106- R= SO;Na, A2
107- R= SO;Na, 24-Me, A%2®)

Figura 4.4: Esteroides polihidroxilados disulfatados aislados a partir del ofiuro O. januarii
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Los esteroides disulfatados (Figura 4.4), aislados a partir del ofiuro Ophioplocus januarii,
resultaron poco activos frente a HSV-1 a las concentraciones ensayadas (CEsp > 40 pg/ml)

(Roccatagliata y col. 1996).

También se ensayd la actividad antiviral frente a HSV-2 de tres esteroides
polihidroxilados disulfatados aislados a partir del ofiuro antdrtico Astrotoma agassizii
(compuestos 9, 10 y 110) y dos derivados del compuesto disulfatado 9 obtenidos por
acetilacién o solvélisis (Compuestos 108 y 109) (Figura 4.5). Los compuestos resultaron
activos frente al virus, a diferencia de los encontrados en O. januarii. Una de las diferencias
con los esteroides sulfatados de O. januarii se encuentra en la estereoquimica del H-5. Por lo
tanto, estos resultados indicaron que la presencia de un doble enlace A’ o la configuracién
trans de los anillos A/B es una caracteristica favorable para la actividad. Por otra parte, los
esteroides sulfatados en C-21 y C-2(B) (compuestos 9, 108 y 110) o C-3(a) (compuesto 10)
con grupos hidroxilos adicionales en el anillo A en C-2(B) o C-3(a) fueron los mas efectivos

frente a HSV-2 (Comin y col. 1999; Roccatagliata y col. 1998).

OR
/ . 9- R= SO;Na, Ry=H, A%* 109- R= Ry= H, A%
CE5,=83,0 £ 9,0 uM citotoxico
RO 108- R= SO;Na, Ry= Ac, A2 110- R= SO;Na, R;=H
. /0303Na CEg= 33,8 £ 3,9 uM CEsy= 35,3+ 2,7 uM
R10\ 2
N
HO 10- CE5y= 39,0 + 8,8 uM

NaO,SO"

Figura 4.5: Esteroides polihidroxilados disulfatados aislados a partir del ofiuro O. agassizii, derivados
semisintéticos y su actividad antiviral frente a HSV-2

También se ensayd la actividad frente a HSV de una serie de 20-cetopregnanos sintéticos
(compuestos 30-33), analogos de esteroides marinos (Figura 4.6). Los resultados
demostraron que los compuestos con esqueletos tipo pregnano no fueron activos a las

concentraciones ensayadas (CEso> 80 ug/ml) (Cominy col. 1999).
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OR,

30' R1= SOsNa, R2= H
31-Ry= H, R,= SO;Na
32-Ry= R,= SO;Na

R,0 Na0,SO

33 OSOsNa

Figura 4.6: 20-ceto pregnanos sintéticos inactivos frente a HSV.

Como parte de estudios previos de correlacidn estructura-actividad, se sintetizaron 5a-
colestanos funcionalizados en C-2 (B) y C-3 (a) con el fin de evaluar la influencia de grupos
hidroxilo, sulfato y acetato en la actividad antiviral (Garrido Santos y col. 2003). En la tabla
4.1 se presentan los resultados obtenidos en este estudio. Se observa que la presencia de un
grupo acetato en C-2 (compuesto 113) o C-3 (compuesto 111) disminuye la actividad del
compuesto. Por otro lado, la actividad del compuesto disulfatado 37 no presenta diferencias
significativas a la del monosulfatado en C-2 (compuesto 112), mientras que el andlogo
monosulfatado en C-3 (compuesto 114) no es activo en las concentraciones ensayadas

(CEsp>25 pg/ml).

Tabla 4.1: Evaluacién de la actividad antiviral frente a HSV-2 de diferentes colestanos sintéticos

Compuesto (Nro.) Compuesto
} |
R,0 %“u%‘ Vero HSV-2 RO % Vero HSV-2
(CCso) (CEso) (CCs0) (CEso)
R,O™ R,0™

(37) R1=R,=S03Na >100 39,3+2,5 (36) R1=R,=H >100 >100

(111) R;=SO3Na (113) Ri=Ac
>100 >100 71,1 >45,6

R2=AC R,= SOgNa

(112) R1=SO3Na (114) R1=H
59,2  38,115,7 75,0 >49,3

R2=H R2= SO3Na

CCso e CEsp expresados en uM

A partir de estos resultados se podria concluir que la sulfatacién del C-3 no es esencial
para la actividad. Sin embargo, hay que destacar que el indice de selectividad (CCso/CEso) del
compuesto 112 es igual a 1,6, con lo cual la reduccién en el nimero de placas virales
también estd asociada a la citotoxicidad del compuesto monosulfatado. Con lo cual, el

sulfato en C-3, si bien no mejora la actividad antiviral del compuesto disulfatado 37,
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disminuye su citotoxicidad. De este modo, se puede concluir que la presencia de ambos

grupos sulfato es importante para que el esteroide sea activo y selectivo frente al virus.

En cuanto a los antecedentes de esteroides sulfatados con actividad antiviral frente al
virus Junin (JV), se evalud la actividad antiviral de un grupo de compuestos naturales y

sintéticos. Los resultados se observan en la figura 4.7.

37- CE5g > 25 pg/mi

Na0,SO
0SO;Na
NaO,SO"
N
10- CEsp = 67,4 ng/ml + 8,8
HO

105- R= SO;Na CEsp > 40 pg/ml
106- R= SO;Na, A2 CEs, > 40 pg/ml
107- R= SO;Na, 24-Me, A24?8) CEsq > 40 pg/ml

12- 54.0 + 2.1 % de inhibicién
(40 pg/ml)

NaO,SO"

Figura 4.7: Esteroides naturales y sintéticos y su actividad antiviral frente a JV.

En todos los casos, con excepcién del compuesto 12, al comparar con los datos de
actividad obtenidos frente a HSV, se observa que el virus JV es menos susceptible a los

esteroides sulfatados, que el virus HSV.

Por ultimo, una serie de dehidroepiandrosteronas y epiandrosteronas sintéticas
resultaron activas frente a JV. En la figura 4.8 se muestran dos ejemplos de epiandrosteronas
activas (Compuestos 115 y 116) (Acosta y col. 2008). También hay antecedentes de
brasinosteroides que inhiben dicho virus, tal como el compuesto 117, el cual presenta una

actividad importante y un alto indice de selectividad. EI compuesto actua por interferencia
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en la maduracién de la particula viral, sin intervenir en la etapa de adsorcidn y penetracion

en la célula hospedadora (Castilla y col. 2005).

o
£

115- CE5o=4 uM IS= 121  116- CE5;=3 uMIS=24  117- CE5o= 0,4 uM IS= 692

Figura 4.8: Ejemplos de epiandrosteronas y brasinosteroides con actividad antiviral
frente a JV. IS=indice de selectividad

4.2 Resultados de la actividad antiviral de los compuestos sintetizados en esta

tesis

Dados los antecedentes que revelaron la importancia de los grupos sulfato en C-2(B) y C-
3(a) para la actividad antiviral de colestanos, en este trabajo de tesis se estudio el efecto de
la modificacién de la configuracion de ambos grupos sulfato asi como la influencia de un
sustituyente (hidroxilo, sulfato, cetona u oxima) en C-6, en la actividad antiviral frente a HSV-
1. Los resultados obtenidos se compararon con los correspondientes a los esteroides
desulfatados. Este trabajo se realizd en colaboracién con la Dra. Elsa Damonte del

Departamento de Quimica Bioldgica (FCEN, UBA).
4.2.1 Actividad citotoxica

En primer lugar se estudié la citotoxicidad de los compuestos en células normales
(células Vero) en ausencia del virus. Para ello, se midid la concentracién citotéxica 50%
(CCsp), definida como la concentracion de esteroide necesaria para reducir la viabilidad

celular en un 50%. En la tabla 4.2 se presentan los valores de CCso frente a células Vero.

A partir de los datos de la tabla 4.2, se puede observar que los esteroides presentan una
baja citotoxicidad ya que sus CCso son cercanas o mayores a 100 uM. Hay dos excepciones y
corresponden a los compuestos 43 y 70, ambos hidroxilados, siendo el triol 2B,3a,6a-
trihidroxi-5a-colestano (43) el mas citotoxico de la serie con una CCsg de 17,5 uM. Es

interesante destacar que el compuesto 2,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano (66), epimero en C-
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6 del compuesto 43, no presenta citotoxicidad a las concentraciones evaluadas. Por lo tanto,

el hidroxilo en C-6(a) juega un papel muy importante en la citotoxicidad.

Tabla 4.2: Evaluacidon de la citotoxicidad en células Vero de los esteroides sintetizados
durante este trabajo de tesis.

Compuesto Vero Compuesto Vero
(CCSO) (CCSO)
I |
HO %‘*«% Na0;SO %“«%
37,7£2,3 94,6+3,3
HO NaO3;SO
70 o} 73 o)
| |
HO,, % Na0;SO,, %
‘ 125,8+0,4 ‘ 98,7+3,0
HO™ NaO3SO"
7 0] 74 (0]
! |
HO % NaO;SO %
i 81,4+24,1 ‘ 104,4+2,5
HO™ NaO;SO"
44 o) 72 o
U |
HO %M% Na0;S0 “m%
‘ 17,5+0,5 . >137,6
HO" : NaO;SO' T
43 OH 24 OSO3Na
U |
HO %”“«% NaO,SO “m%
‘ >237,7 . >137,6
HO" NaO;SO'
66 OH 76 0OSO;Na
! I
NaO3SO %”“% NaO,SO %
>156,8 ‘ 109,2+1,4
NaO3SO NaO3;SO"
94 N. 77 OH

OH
CCso expresados en uM

Por otra parte, es notorio que en la mayoria de los casos, la sulfatacion de los
compuestos disminuye su citotoxicidad. Esto se observa para los pares de compuesto 70 y
73,44y 72;43 y 24; 76 y 77. En los Unicos casos en los que no se observa esta tendencia es
en los pares de compuestos 2a,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (71) y su analogo disulfatado
(compuesto 74) y para el compuesto trisulfatado 76 y el triol 66, todos ellos muy poco

citotéxicos (CCsp> 100 uM).
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Las 2,3-dihidroxi-5a-colestan-6-onas (compuestos 44, 70 y 71) poseen valores de CCsg
diferentes, dependiendo de la configuracién de los hidroxilos, mientras que sus andlogos
disulfatados (compuestos 72, 73 y 74) presentan valores de CCsp similares. El compuesto
2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-2,3-disulfato (77) también posee una CCsg similar al de los

demads andlogos disulfatados.

Se observa que los esteroides trisulfatados (compuestos 24 y 76) poseen citotoxicidades
aun mas bajas (CCso>137 uM) que las de los compuestos disulfatados, cuyo valor esta

alrededor de 100 uM.

La oxima 94 no mostrd citotoxicidad a las concentraciones ensayadas (CCso> 157 uM)
presumiblemente debido a los grupos sulfato en posicién 3B,3a y al grupo hidroximino en C-
6, ya que su analogo con un grupo ceto en C-6 (compuesto 72) presenta una mayor

citotoxicidad (CCso= 94,5 uM).
4.2.2 Actividad antiviral frente a HSV-1:

Para la evaluacion de la actividad antiviral de los diferentes esteroides, la concentracion
mas alta ensayada fue igual a su CCso/4. Esta cota se fijo para evidenciar la reduccion en el
nimero de placas debido a la actividad antiviral y no por disminucién en la viabilidad celular
generada por la citotoxicidad del compuesto. La actividad antiviral se expresé como la
concentracién efectiva 50% (CEsp) definida como la concentracién de esteroide necesaria
para reducir el nimero de placas virales en un 50%. En la tabla 4.3 se presentan los

resultados del ensayo de actividad antiviral.

A partir de la tabla se concluye que una condicidn necesaria para la actividad antiviral es
la presencia de grupos sulfato en C-2(B) y C-3(a), como en los compuestos activos 72, 76, 77
y 94. Por el contrario, se observa que los compuestos 73 y 74 que presentan los grupos
sulfato en C-2 y C-3 en configuracidn cis, son inactivos frente a HSV-1 en las concentraciones
ensayadas. Por ultimo, es evidente que la presencia de grupos sulfato en posicion C-2(B) y C-
3(a) no es suficiente para que un compuesto sea activo ya que el compuesto 2f3,3a,6a-
trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24) no muestra actividad a las concentraciones ensayadas.

Esto demuestra la influencia de la sustitucidon en C-6.

En cuanto a los compuestos funcionalizados en C-6, se observa que son activos los que

presentan la funcion oxigenada en la cara B (compuestos 76 y 77) o un grupo carbonilo

- 130 -



(compuesto 72) u oxima (compuesto 94). En todos los casos los valores de CEsg son similares,

teniendo en cuenta el error de la medicion.

Tabla 4.3: Evaluacion de la actividad antiviral de los esteroides sintetizados durante este

trabajo de tesis.

Compuesto HSV-1 Compuesto HSV-1
(CEso) (CEso)
HO % Na04SO %
>7,5 >20,1
HO NaO3SO
70 o} 73 o)
HO,, %”%% Na0,SO,, %
‘ >29,5 _ >20,1
HOY NaO,;SO"
71 0 74 o)
! |
HO % NaO;SO %
. >29,9 ‘ 29,7417
HO" NaO3SO"
44 o) 72 @
| |
HO M Na0;SO %
‘ >7,4 . >34,4
HO" - NaO;SO' v
43 OH 24 OSO3Na
| |
HO %”“«% NaO,SO “m%
‘ >59,4 . 27,1+10,5
HO" NaO5;SO'
66 OH 76 0OSO;Na
! I
NaO3SO %”“% Na0;SO %
26,0+2,3 ‘ 31,03,9
NaO3SO NaO3;SO"
94 N. 77 OH

OH

CEsp expresados en uM

Sin embargo, el analogo disulfatado con un metileno en la posicién 6 (compuesto 37,
tabla 4.1, Garrido Santos y col. 2003) es ligeramente menos activo que los compuestos 72,
76, 77 y 94, lo que indicaria un pequefio incremento en la actividad en presencia de grupos

polares en C-6.
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4.2.2.1 Indice de selectividad

En la quimioterapia antiviral es clave la selectividad del compuesto frente al virus ya que
es necesario inhibir la replicacién viral sin afectar el normal funcionamiento de la célula
huésped. A pesar de la intima relacion entre la replicacion viral y el metabolismo celular,
existen varios eventos en el ciclo de replicacidn viral que no ocurren en las células sin
infectar (como la adsorcién, penetracién y desnudamiento del virus) o que son controlados
por enzimas codificadas por los virus que difieren estructural y funcionalmente de las
correspondientes enzimas celulares del huésped (Andrei y col. 2006). Por lo tanto es posible

ejercer un efecto antiviral sin afectar a la célula.

Tabla 4.4: Indice de selectividad (IS) y evaluacién de la actividad virucida de los
compuestos 72, 76, 77 y 94.

Compuesto 15 VCso
P (CCso/CEsp) (LM)
Na05SO %
‘ 3,5 72,8+ 1,3
NaO,SO"
7 OH
NaO5SO %
‘ >5,0 56,3 +4,0
Na0,SO"
76 OSO;Na
NaO,;SO %
. 3,5 85,4 +0,8
NaO,SO"
72 e}
Na0,;SO %
- >6,0 106,8+ 13,0
NaO,SO'
94 N

A partir de los datos de CCsq e CEsq es posible calcular el indice de selectividad (IS) de un
compuesto. El IS se define como el cociente entre e CCsq y la CEsp. Este valor determina en
gué medida la reduccion del numero de placas virales es el resultado de la disminucion en la
muerte celular debido la acciéon antiviral del compuesto, respecto de su citotoxicidad.
Idealmente, el IS debe ser alto de manera tal de generar un maximo de actividad antiviral sin

que el compuesto posea efectos toxicos sobre las células. De este modo, de los cuatro
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compuestos activos presentados en la tabla 4.3, que presentan CEsg similares, se destacan
los compuestos 76 y 94 los cuales poseen indices de selectividad mayores que 5 vy 6,

respectivamente (Tabla 4.4).
4.2.2.2 Actividad virucida

Con el objeto de establecer si la actividad antiviral observada es debida a la inactivacion
del virus previo a la entrada en la célula, se evalud la actividad virucida de los compuestos
activos (compuestos 72, 76, 77 y 94). Se determind la concentracion virucida 50% (VCsg)
definida como la concentracion de esteroide necesaria para inactivar al virus en un 50%. Los

resultados se presentan en la tabla 4.4.

De acuerdo a los datos de la tabla, se puede observar que los VCsg de los compuestos son
entre 2 y 4 veces mayores que sus CEsp., es decir que son menos activos como virucidas que
como antivirales. Por lo tanto, el efecto que prevalece en los experimentos de actividad es el

antiviral.
4.2.2.3 Mecanismo de accion

Para estudiar el mecanismo de accidn, se seleccionaron los compuestos con mayor indice
de selectividad, es decir, el 2B,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano disulfato (94) y
2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (76). Este estudio permitié establecer cual es la
etapa del ciclo de multiplicacion viral que es bloqueada por éstos. Para ello, cada compuesto
fue agregado a una concentracién mayor a la CEso (25 pg/ml) para observar la reduccién
total en el nimero de placas virales y que el efecto antiviral se evidencie claramente en los

distintos experimentos.

Los experimentos se realizaron segln tres modalidades diferentes: 1) el compuesto
presente durante todo el ensayo, 2) durante la adsorcion del virus y 3) después de la
adsorcion. Se observd la reduccidn total de placas virales cuando el compuesto estuvo
presente durante todo el experimento y cuando se agregd luego de la adsorcién del virus.
No se observd efecto alguno (nimero de placas virales similares a las del control) cuando el
compuesto estuvo presente Unicamente durante la adsorcién y penetracién del virus en la

célula.

Los resultados de los experimentos indicaron que los compuestos sulfatados actian en

una etapa posterior al ingreso y penetracion del virus a la célula. A su vez, esto demuestra la
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capacidad del esteroide sulfatado de ingresar a la célula. Este resultado es interesante ya
que el proceso de adsorcidon de muchos virus, entre ellos el HSV (Shukla y col. 1999), se debe
a su interaccién con el heparan sulfato -polisacdrido lineal sulfatado perteneciente a un
proteinglicano-, que se encuentra expuesto en la superficie de la célula (De Clercq 2002). Por
esta razon, numerosos compuestos polianidnicos (polisulfatos, policarboxilatos,
polioxometalatos y albuminas cargadas negativamente) inhiben la adsorcién del virus en la
célula por interaccion electrostatica entre los residuos cargados positivamente de la cépside
de los virus envueltos (como lisina y arginina) y las cargas negativas del compuesto
polianiénico (Olson y Bjoérk 1991; Olson y col. 1991). De hecho, la utilizacién de compuestos
polisulfatados como miméticos de los sitios de unidn de los virus en la superficie celular, es
una estrategia promisoria para el tratamiento antiviral (De Clercq 2002). Es probable que los
compuestos 76 y 94 no inhiban este paso ya que, si bien poseen dos grupos sulfato, la
densidad de carga —clave para dicha inhibicidn (Ghosh y col. 2009)- no es suficiente para que

haya una fuerte interaccion entre el virus y el esteroide.

4.2.3 Actividad antiviral frente a JV

Se evalud la actividad antiviral de los compuestos sulfatados sintéticos 72, 76, 77 y 94
frente al virus Junin. Los compuestos fueron seleccionados de acuerdo con su actividad
antiviral frente a HSV. Este criterio se basa en que a menudo los compuestos antivirales de
amplio espectro poseen blancos que son comunes para una gran variedad de virus (Wolf y
col. 2010). Es decir, el mecanismo de accién de la droga antiviral es el mismo en diferentes
virus y por lo tanto, dicho mecanismo estd relacionado con algun evento en el ciclo de

replicacion de los virus que es general para varios de ellos.

De acuerdo a lo anterior se probd la actividad de los cuatro compuestos activos frente a
HSV, los cuales presentan grupos sulfato en C-2(B) y C-3 (a) y difieren en la sustitucion en C-
6. Nuevamente, la maxima concentracion ensayada fue igual a CCso/4. Los resultados se

muestran en la tabla 4.5.

De estos resultados se puede inferir que la presencia de un grupo hidroxilo (compuesto
77) o carbonilo (compuesto 72) en C-6 favorece la actividad de inhibicion del virus Junin, a

diferencia de un grupo sulfato, oxima o metileno (compuestos 76, 94 y 37, respectivamente).
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Tabla 4.5: Evaluacion de la actividad antiviral de los esteroides 72, 76, 77, 94 y 37 frente
alVv.

Compuesto Vero 1\ IS
P (CCso) (CEso) (CCso/CEso)
Na0,SO %H%
‘ 109,2+1,4 34,7+1,1 3,1
NaO,SO"
7 OH
NaO5SO %
. >137,6 >34,4 -
NaO,SO"
76 0SO;Na
Na05SO %
‘ 104,4+2,5 34,513,7 3,0
NaO,SO"
72 e}
NaO5SO %”“«%
. >156,8 >39,2 ;
NaO,SO'
94 Neop
NaO;SO %
. 108,4* >41,1* -
NaO,SO"
37

CCso e CEs expresados en uM. *Garrido Santos y col. 2003

4.2.4 Actividad antiviral frente al virus del dengue

Los compuestos sulfatados 72, 76, 77 y 94 también fueron evaluados como antivirales
del virus del dengue, pero todos ellos presentaron un CEso > 25 pg/ml. En un trabajo previo
realizado en nuestro laboratorio, se habia determinado que el compuesto 2,3a-dihidroxi-
S5a-colestano disulfato (37) presentaba actividad antiviral frente al virus del dengue
(CEsp=16,9+0,2 pg/ml) (Garrido Santos y col. 2003). Esto indicaria que la presencia de un

grupo polar en C-6 reduce la actividad inhibitoria.

4.3 Conclusiones

Los cuatro compuestos activos frente a HSV fueron el 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano
trisulfato (76), el 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-2,3-disulfato (77), el 2B,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona disulfato (72) y el 2B,3a-dihidroxi-6E-hidroximino-5a-colestano disulfato

(94), de los cuales los compuestos 76 y 94 son los que poseen mayor selectividad. El estudio
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del mecanismo de accion de estos dos compuestos revelé que no actdan en una etapa

temprana, sino que lo hacen luego de que el virus penetra en la célula.

Los compuestos 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-2,3-disulfato (77) y 2B,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona disulfato (72) fueron los Unicos activos frente a JV. De acuerdo a los valores
de CEsg, este estudio mostrd que la presencia de un grupo alcohol o cetona en posicién 6 es
importante para que los compuestos presenten actividad antiviral frente a JV. La tendencia
opuesta se observa frente al virus de dengue, ya que al sustituir el C-6 del esteroide, éste no

muestra actividad antiviral en las condiciones ensayadas.

En comparacion con los datos de actividad obtenidos frente a HSV, se observa que los
compuestos son menos selectivos frente al virus Junin, mientras que el virus dengue no es

susceptible a los esteroides sulfatados que se ensayaron en este trabajo de tesis.

La evaluacién de la actividad antiviral frente a virus patégenos en humanos (herpes
simplex, Junin y dengue) de los esteroides sulfatados sintetizados nos permitié profundizar
los estudios de correlacion estructura/actividad realizados anteriormente en nuestro

laboratorio.
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5.1 Introduccion

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo progresivo que se
manifiesta en el deterioro cognitivo, la pérdida de memoria a corto plazo (preservando la de
largo plazo), la alteracién en el lenguaje y trastornos conductuales (Goedert y Spillantini
2006). Se caracteriza por una degradacién pronunciada del sistema colinérgico —cuyo rol es
fundamental en los procesos de aprendizaje y memoria-y por alteraciones en otros sistemas
de neurotransmisién pertenecientes al sistema nervioso central, como el glutamatérgico y el
serotoninérgico (Swerdlow 2007). En esta enfermedad, se observa que los niveles de
acetilcolina (AC) —neurotransmisor presente en el sistema nervioso periférico y en el central-
estdn disminuidos debido a que ésta es hidrolizada muy rapidamente por acciéon de la
enzima acetilcolinesterasa (ACE) (Ladner y Lee 1998).También se observa la deposicién de
agregados fibrilares irregulares (llamados placas seniles) en el cerebro, compuestos
principalmente por un péptido llamado B amiloide (Anand y Singh 2013). Sin embargo, a
pesar del enorme esfuerzo realizado, muchos aspectos de la etiologia de la enfermedad no
son claros y por ello varias hipdtesis se han formulado para intentar explicar la causa de este
trastorno. Una de ellas es la hipdtesis colinérgica. De acuerdo a ésta, la deficiencia selectiva e
irreversible de las funciones colinérgicas conduce a la pérdida de memoria en la enfermedad
de Alzheimer (Parle y col. 2004). Otra hipétesis vinculada con la recién mencionada es la
hipdtesis amiloide. Esta teoria también involucra a la ACE pero hace hincapié en una funcién
secundaria de la enzima que es la de promover la deposicién de las placas seniles en el
cerebro, en las personas afectadas por Alzheimer (Bartolini y col. 2003; Rees y col. 2003;
Selkoe 2002; Castro y Martinez 2001). De hecho, se considera que dicha deposicién juega un
papel muy importante en la iniciacién y en la progresion de la enfermedad (Rees y col.

2003).

De acuerdo con la hipodtesis colinérgica, la estrategia para mejorar las funciones
cognitivas alteradas por la enfermedad, es la de aumentar la concentracion de AC en la
hendidura sindptica. A tal fin se desarrollaron diferentes tratamientos, pero para
comprenderlos de una manera mas clara es necesario explicar el modo de accién de la AC

(Figura 5.1).
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Figura 5.1: Esquema del modo de accién de la ACy ACE.

De manera simplificada, luego de que la acetilcolina es liberada a la hendidura sindptica,
difunde hacia la célula nerviosa post sinaptica, en donde es reconocida por los receptores
colinérgicos, transmitiendo el impulso nervioso. Por ultimo, la accién de la AC finaliza cuando
la enzima ACE, presente en la hendidura sindptica, la hidroliza liberando colina y acetato al

medio.

De acuerdo al mecanismo de accién, para incrementar la concentracion de la AC en la
hendidura, se tratd a los pacientes con precursores del neurotransmisor o con agonistas
colinérgicos. Sin embargo este tratamiento no fue efectivo o sus efectos secundarios eran
severos. Por lo tanto, la atencién se focalizd en la acetilcolinesterasa. La estrategia se basé
en el suministro de compuestos inhibidores de dicha enzima con el consecuente aumento de
la AC, disminuida en la enfermedad de Alzheimer (Prado-Prado y col. 2013; Rosenberry
1975). Sin dudas, esta estrategia ha dado lugar a la mayoria de las drogas para su
tratamiento (Sivaprakasam 2006), las cuales son sélo sintomaticas ya que no cambian el

curso de la enfermedad (Cummings 2007).

Sin embargo es imprescindible continuar con la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos mas efectivos para el tratamiento de esta enfermedad. Esto se debe a que la
demencia (causada principalmente por la enfermedad Alzheimer) afecta a mas de 35
millones de personas en el mundo y, debido al aumento en la expectativa de vida, se estima

que en el aifio 2030 el numero de personas afectadas se duplicard y en el afio 2050
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ascenderd a 115 millones, segun el reporte del afio 2013 de la organizacién internacional
Alzheimer’s Disease International (ADI). Es por esto que esta enfermedad se ha convertido
en un problema importante de salud publica a nivel mundial (Wortmann y Flatcher 2013;
Noetzli y Eap 2013) y es necesaria la busqueda de nuevos inhibidores de la ACE (Anand y
Singh 2013).

5.1.1 Iphibidores de la ACE

En un principio, los inhibidores de la ACE que se utilizaron fueron la tacrina (118) —
primera droga aprobada contra el Alzheimer- y la fisostigmina (119) (ambas representadas
en la figura 5.2) aunque sélo causaban modestas mejorias en las funciones cognitivas cuando
se administraban a pacientes con la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, estas drogas
fueron descartadas pues demostraron escasa actividad en su administracién oral, ademas de
la baja penetracion de la fisostigmina en el cerebro y la gran hepatotoxicidad de la tacrina.
Luego, los estudios se enfocaron en la busqueda de drogas que superaran los inconvenientes
gue se observaron con estos dos compuestos (Sugimoto y col. 2000). Actualmente, las
cuatro drogas comunmente utilizadas en el tratamiento de esta enfermedad son los
alcaloides donepezilo (compuesto 121, derivado sintético encontrado casualmente en los
laboratorios ingleses Eisai durante la busqueda infructuosa de derivados de tacrina no
toxicos), galantamina (compuesto 123, derivado natural aislado a partir de la planta del
género Galanthus spp.), rivastigmina (compuesto 122, derivado sintético de la fisostigmina)

y memantina (120), siendo los tres primeros inhibidores de la ACE (Figura 5.2).

NH,
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119- Fisiostigmina

118- Tacrina (o eserina) 120- Memantina \
IC50=93 nM IC5,=11,3 nM
|
o) H : . +1OH
) Ay Ty L
(o) o | o
/ o
o ~
121- Donepezil 122- Rivastigmina 123- Galantamina
IC50=10 nM |C50=5,5 jJ,M |050=2,00 lJ.M

Figura 5.2: Drogas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad del Alzheimer

- 145 -



Entre los inhibidores de la ACE hay una gran variedad de origen natural y sintético. Entre
los compuestos de origen natural, la mayoria de los inhibidores de la ACE son alcaloides
aislados a partir de plantas, hongos y organismos marinos. Algunos ejemplos se pueden
observar en la figura 5.3. Estos son derivados de indoles (compuesto 124, Alper y col. 2012),
isoquinolinas (compuesto 125, Hung y col. 2008), piperidinas (compuesto 127, Danuello y
col. 2002), cumarinas alcaloidales, alcaloides esteroidales y quinolizidinas como la huperzina
A (compuesto 129, Bai y col. 2000), aislada a partir de la planta Huperzia spp., que se utiliza
como suplemento dietario para la memoria y para el tratamiento de Alzheimer en China.
También hay, en menor medida, inhibidores que no pertenecen al grupo de los alcaloides,

entre ellos terpenoides, flavanoides y otros compuestos fendlicos (Murray y col. 2013).

N
_O
N
H
124- Ibogaina 125- Epiberberina 126 - Derivado sintético de cumarina
1C5y=520+40 uM 1C5=6,5+0,5 uM 1C5=7,6+0,3 nM
0, O O H
e ~N
(o]
° \‘\c N+ "’/ % Z/
H
g /1\,1/9»/ o
o A
arostgmil
127- Clorhidrato de 3-O-acetil cassina 128- Xantostigmina .
(derivado semi-sintético de piperidina) (derivado sintético de xantona) 129- Huperzina A

IC5,=0,082 uM
IC5=7,32 uM IC5=0,30+0,01 nM C50=0.082

Figura 5.3: Ejemplos de inhibidores naturales y sintéticos no esteroidales de la enzima ACE

En cuanto a los inhibidores de origen sintético se incluyen los derivados de las drogas
comerciales mencionadas anteriormente y también de la tacrina (Figura 5.2). También
existen potentes inhibidores de la ACE derivados de la xantostigmina (compuesto 128, figura
5.3), del acido aminobenzoico y de cumarinas (compuesto 126, Catto y col. 2013) vy
flavonoides, muchos de los cuales poseen sustituyentes con grupos amino (Anand y Singh

2013).
5.1.2 Iphibidores esteroidales de la ACE

Se han encontrado inhibidores esteroidales de la enzima ACE y en su mayoria se trata de

alcaloides esteroidales con estructuras variadas (Figura 5.4) aunque también se han

- 146 -



reportado algunos esteroides no alcaloidales (Figura 5.5). Todos ellos fueron aislados en
pequeiias cantidades a partir de plantas o arbustos -con excepcion de dos que fueron
aislados a partir de la esponja marina Xetospongia testudinaria (compuestos 137 y 138, Zhou
y col. 2011)- y poseen una potente actividad inhibitoria frente a la ACE, tal como se detalla

en la figura 5.5.

La familia de plantas Buxaceae es conocida por su toxicidad, la que se debe en mayor
medida a la presencia de alcaloides esteroidales. Varios estudios se han realizado con
plantas del género Sarcococca -pertenecientes a esta familia- a partir de las cuales fue
posible aislar una gran variedad de alcaloides esteroidales. Este género produce pregnanos
alcaloidales con uno o dos grupos amino en la posicidn 3 y/o 20 (Khalid y col. 2004). Estos
alcaloides inhiben la enzima ACE con valores de ICsg que van desde los 250 a 0,5 uM
(Konrath y col. 2013). En la figura 5.4 se observan los alcaloides mas activos aislados de las

plantas S. saligna y S. hookeriana (compuestos 130-131 y 133-136).

Se han estudiado algunas especies de plantas pertenecientes al género Fritillaria (familia
Liliaceae) debido a los antecedentes de su uso en la medicina tradicional china. A partir de
ellas se aislaron una variedad de alcaloides esteroidales que inhibian la ACE. Generalmente
estos compuestos poseen 27 carbonos que forman 5 é 6 ciclos, entre los cuales pueden
encontrarse heterociclos nitrogenados, como puede observarse en el compuesto 132 de la

figura 5.4 (Rahman y col. 2002; Lin y col. 2006).
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Figura 5.4: Ejemplos de alcaloides esteroidales inhibidores de la ACE
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La familia Solanaceae es un gran exponente entre las familias de plantas con alcaloides
esteroidales. Las partes verdes de las plantas del género Solanum presentan toxicidad, lo
que se atribuye a los altos niveles de alcaloides esteroidales que son capaces de inhibir la
ACE, de manera moderada a fuerte (Wierenga y Hollingworth 1992). Otra planta
perteneciente a esta familia es la Withania somnifera (conocida como ginseng indio), cuyas
raices son utilizadas hace casi 4000 afios como tratamiento para el deterioro cognitivo. Esta
planta contiene varios tipos de triterpenos y esteroides que son capaces de inhibir la ACE. Lo
interesante es que entre estos compuestos también se han aislado esteroides no alcaloidales
activos. En la figura 5.5 se encuentran representados los esteroides no alcaloidales
inhibidores de la ACE mas efectivos (compuestos 139 y 140), aislados a partir de esta planta

(Wierenga y Hollingworth 1992).

También es interesante mencionar a la planta Haloxylon recurvum, utilizada en Pakistan
para el tratamiento de algunos desdrdenes neuronales, la cual produce esteroides no
alcaloidales (compuestos 141-144, figura 5.5) que son inhibidores muy potentes de la ACE

(Ahmed y col. 2006)

R = pOH
137-R= R IC50= 11,45 uM
Esteroles aislados a partir
de la esponja marina
| OOH Xetospongia testudinaria
HO 138-R= ICs50= 14,51 uM

OH 0

OHo

139- Witaferin A (W. somnifera) 140- (W. somnifera) 141- Haloxisterol B (H. recurvum)
IC5o= 84 uM IC50= 50 uM IC50= 0,89 uM

HO OH 0
142 143 144- Haloxisterol C(H. recurvum)
Haloxisterol A (H. recurvum) 24-etil-colest-6-en-3p,5a-diol IC50=1 pM
IC50= 8,3 uM (H. recurvum)
IC50=3,5 uM

Figura 5.5: Ejemplos de esteroides no alcaloidales inhibidores de la ACE
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5.1.3 Inhibidores sulfatados de la ACE

Si bien no se encontrd en la literatura ningin compuesto sulfatado que inhibiera la
enzima ACE, el antecedente que nos motivd a estudiar la actividad inhibitoria de los
compuestos sulfatados sintetizados en este trabajo de tesis, surgid a partir de una
colaboracién con el grupo de la Dra. A.P. Murray del Departamento de Quimica Orgénica de
la Universidad Nacional del Sur. En el trabajo en colaboracién se sulfataron una serie de
triterpenos pentaciclicos hidroxilados naturales, aislados a partir de hojas del arbusto
Chuquiraga erinacea S. Don. Subsp. erinacea (Asteraceae) con el fin de aumentar su
solubilidad en agua y facilitar la medicidn de la actividad inhibitoria de la ACE. Los resultados
indicaron que el calenduladiol disulfato (Figura 5.6) incrementd su actividad inhibitoria,
respecto de su andlogo desulfatado, disminuyendo su ICsg hasta 0,190 mM (Vela Gurovic y
col. 2009). Cabe destacar que aunque la actividad del calenduladiol disulfato es moderada,

éste fue el primer compuesto sulfatado informado como inhibidor de ACE.

Calenduladiol disulfato

Figura 5.6: Derivado sulfatado de triterpenos pentaciclico natural con actividad inhibitoria
moderada de la enzima AC

5.2 Resultados de la actividad inhibitoria de la ACE de los compuestos sintetizados

De acuerdo a los antecedentes mencionados, se decidié evaluar la actividad inhibitoria
de la ACE del compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) y su andlogo sulfatado 72 -
sintetizados durante este trabajo de tesis- y de los compuestos 36 y 37, sintetizados con

anterioridad en el laboratorio (Garrido Santos y col. 2003; Richmond y col. 2011).

La evaluacién de la actividad inhibitoria fue realizada por la Dra. A.P. Murray de la
Universidad Nacional del Sur y se utilizé el método de Ellman modificado (Ellmany col. 1961,

Ver Capitulo 6: Parte experimental). En el ensayo se utiliza la ACE aislada a partir de la raya
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eléctrica Torpedo califérnica ya que es una fuente muy abundante de la enzima de alta
pureza (Nachmansohn y Wilson 1951) y es estructuralmente homdloga a la ACE presente en
nervios y musculos de los vertebrados (Bon y col. 1979). En la tabla 5.1 se muestran los

resultados obtenidos.

Tabla 5.1: Evaluacién de la inhibicion de la ACE de los compuestos 36, 44 y sus andlogos
sulfatados 37 y 72.

Compuesto ICso (LM) Compuesto ICs0 (LM)
J |
HO % HO %
>200 . >200
HO™ HO
36 44 )
J J
NaO5;SO % Na0;SO %
\\ 59,65 £ 2,30 . 14,59 + 0,88
NaO3;SO" NaO;SO"
37 72 0

Eserina [Cso=11,27 £ 1,05nM

Se observa que sélo los compuestos sulfatados resultaron activos -poniendo de
manifiesto la importancia de los grupos sulfato en el anillo A-, mientras que sus analogos
desulfatados no lo son. Esto es consistente con los resultados publicados por Ismail y
colaboradores que reportaron la inactividad frente a la ACE de una variedad de 23-ceto-
colestanos con grupos hidroxilo en los anillos A y B (Wah y col. 2013). Si bien en la
introduccion de este capitulo se mencionaron varios compuestos polioxigenados efectivos
en la inhibicién de la ACE (Figura 5.5), sus esqueletos carbonados presentan cadenas

laterales diferentes a los colestanos y, por lo tanto, no son comparables.

Ademas, los resultados sugieren que un grupo carbonilo en la posicién 6 incrementa la
actividad inhibitoria ya que el I1Cso del 6-ceto esteroide 72 es 4 veces menor que el de su

analogo con un metileno en posicién 6 (compuesto 37).

En base a estos resultados, resultd interesante estudiar la influencia de la configuracién
de los grupos sulfato en C-2 y C-3 en la actividad inhibitoria. Tal como se observa en la tabla
5.2 los grupos sulfato cumplen un rol fundamental en la inhibicién de la ACE ya que sus

andlogos hidroxilados, nuevamente, no inhiben a la enzima.
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Tabla 5.2: Evaluacién de la influencia de la configuracion de los grupos sulfato en C-2y C-3
en la inhibicién de la ACE.

Compuesto ICso (LM) Compuesto [Cs0 (ULM)

NaO,;SO % HO %

‘ 14,59+ 0,88 i >200
NaO3;SO" HO"
72 o) 44 o)
NaO;SO % HO %

40,94 + 8,62 >200

NaO,;SO HO
73 o) 70 o)
NaO,S0,, %”W% HO,, %

. 30,66 £ 6,91 ) >200
Na0,SO' HO"
74 (0] 71 O

Eserina [Cso=11,27 £ 1,05nM

En cuanto a la configuraciéon de los grupos sulfato, ambos esteroides cis disulfatados
(compuestos 73 y 74) resultaron menos activos que su analogo con configuracion 2,3a
(compuesto 72), indicando la importancia de la configuracion de los grupos sulfato de C-2 y
C-3 en la actividad inhibitoria. La disminucion en la actividad del compuesto 2B,3B-dihidroxi-
5a-colestan-6-ona disulfato (73), respecto del analogo trans (72), es mas marcada que la del
analogo 2a,3a (74). Esto indicaria que el sulfato en C-3 y con configuracién o ejerce una

influencia mayor en la actividad respecto del sulfato en posicién 2.

Finalmente, dado que la mejor actividad se observé con el isémero 23,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona disulfato (72), se evaluaron analogos con diferentes funcionalidades en C-6.
Se observé la influencia de grupos hidroxilo, oxima, sulfato y carbonilo en dicha posiciéon. Los
resultados de actividad obtenidos para los distintos compuestos sulfatados y sus andlogos

desulfatados se presentan en la tabla 5.3.

De los datos de la tabla, nuevamente se confirma que los compuestos hidroxilados

carecen de actividad.

El compuesto 2B,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24) resultd ser el mas activo de
la serie con una actividad inhibitoria comparable a la de su analogo con un grupo carbonilo
en posicion 6 (72). Sin embargo, los compuestos sulfatados son menos activos cuando la

funcion oxigenada en C-6, hidroxilo e incluso sulfato, se encuentra en la cara 3 del esteroide
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(compuestos 76 y 77). Lo mismo ocurre cuando el esteroide posee un doble enlace A® o un

grupo oxima en C-6 (compuestos 75 y 94).

Tabla 5.3: Evaluacion de la influencia de la sustitucion en C-6 en la inhibicion de la ACE.
Compuesto ICso (LM) Compuesto ICso (LM)

|
NaO5SO %

‘ 14,59 £ 0,88 . >200
NaO;SO" NaO;SO'

72 o 76 OSO;Na
e '

NaO;SO

NaO,;SO Na05SO %”H%
. 15,48 £ 0,88 ‘ >200
NaO;SO' Y NaO;SO"
24 éso3Na 77 OH
NaO5SO NaO5;SO “m%
>200 >200
NaO3SO NaO3SO
N
4 ~OH
I
%“%% HO %““H%
‘ >200 ‘ >200
HO" Y HO"
43 OH 66 OH

Eserina [1Cso=11,27 £ 1,05nM

Estas observaciones indicarian que si bien los grupos sulfato en C-2(B) y C-3(a) son
necesarios para que los compuestos sean activos, no son condicidon suficiente ya que la
rigidez adicional de un doble enlace A’ o la presencia de un grupo oxigenado en C-6(B) los

vuelve inactivos.

En conclusion, el estudio de los compuestos 36-37, 43-44, 70-77 y 94 reveld que la
actividad no sélo depende de la posicion de los grupos sulfato en el esteroide sino también
de su configuracién. En particular, la presencia de grupos sulfato en configuracién trans
diaxial 2,3a junto con un grupo carbonilo o sulfato en configuracién a en C- 6 incrementan

la actividad inhibitoria.
5.2.1 Selectividad en la inhibicion de la ACE respecto de la BCE

Al igual que la ACE, la butirilcolinesterasa (BCE) actua como co-reguladora de la
transmisién colinérgica mediante la hidrdlisis de la AC (Mesulman y col. 2002) y difiere de la

primera en su distribucidn -principalmente en los tejidos periféricos y en pequefia cantidad
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en el cerebro- y en su sensibilidad a sustratos e inhibidores. La proporcién relativa de estas
enzimas depende de la regidon del cerebro y del grado de avance de la enfermedad de
Alzheimer (Dvir y col. 2010). La proporcion de BCE aumenta a medida que progresa la
enfermedad, en particular en los ultimos estadios, lo que sugiere que esta enzima también
ejerce una influencia en la disfuncion colinérgica tipica en el mal de Alzheimer. Por esta
razén, la administracion de inhibidores con diferente selectividad ACE/BCE es muy util a
medida que la enfermedad avanza (Peng y col. 2012). Por ultimo, la inhibicién selectiva de la
ACE frente a la BCE disminuye los efectos colaterales tales como calambres, al evitar la

inhibicidn periférica de la colinesterasa (Anand y Singh 2012).

Tabla 5.4: Evaluacién de la inhibicién de la BCE de los compuestos 24, 43,44 y 72.

Compuesto ICs0 (ULM) ICso (LM) ICso BCE/ACE
BCE ACE
NaO;SO %
\ >200 14,59 £ 0,88 >13,7
NaO,;SO"
72 o)
HO %“«%
‘ Agonista’ >200
HO"
44 o)
NaO5SO %
. 176,10+ 1,29 15,48 £ 0,88 11,4
NaO,SO' .
24 OSOz;Na
HO %
) 31,67+1,17 >200 0,16
HO" ;
43 OH

1A 100 1M la velocidad es un 21,32% mayor y a 200 uM aumenta en un 51,08%
Eserina [Cso= 14,29 +£1,27nM

Con el fin de determinar la selectividad ACE/BCE de los compuestos mds activos (24 y 72)
y sus analogos desulfatados (43 y 44), se evaluaron sus actividades inhibitorias frente a la

BCE (Tabla 5.4).

De los resultados de la tabla se observa que los compuestos que inhiben a la ACE tienen
ICso muy bajos en comparacion con los valores de ICsg de la BCE. En particular, los valores de

ICso frente a la BCE de los compuestos sulfatados es un orden de magnitud mayor que la

- 153 -



actividad frente a la ACE, demostrando su selectividad. Este resultado es interesante ya que
la BCE posee la habilidad de retrasar el inicio y disminuir la velocidad de formacion de
agregados de placas seniles in vitro, evento central en la patogénesis de la enfermedad de

Alzheimer (Podoly y col. 2008; Diamant y col. 2006).

Por ultimo, hay que destacar que el compuesto 2[3,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44),

aumenta la velocidad de la reaccion de hidrélisis que cataliza la enzima.
5.2.2 Tipo de inhibicion

A fin de conocer el mecanismo de inhibicién de estos compuestos, se estudié la cinética
de inhibicién del compuesto 72, el mas activo de la serie de esteroides sulfatados. Este
trabajo fue realizado en colaboracién con la Dra. A.P. Murray del Departamento de Quimica
Organica de la Universidad Nacional del Sur. Para ello se evalud la actividad enzimatica a
diferentes concentraciones fijas del inhibidor conforme se incrementaba la concentracién

del sustrato, ioduro de acetiltiocolina (S).

Las curvas del grafico 5.1 son la representacion de la inversa de la velocidad inicial de la
reaccion que cataliza la enzima (1/v) en funcién de la inversa de la concentracién del

sustrato de la reaccién (1/[S]), a diferentes concentraciones fijas del inhibidor([l]).

0,016 1
0,014 A
0,012 A

0,01 A

1/v

0,008 A
0,006 A
0,004 -

0,002 A

0 0,005 001 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
1/1s]

Grafico 5.1. Grafico de Lineweaver-Burk de inhibicion de la ACE por el compuesto 72
Referencias: Inhibidor (I)= compuesto 72, sustrato (S)= acetiltiocolina.
[1]: circulo (e): 0 uM; cuadrado (&): 52 uM; triangulo (A ): 104 uM.

Regresiones lineales: y = 0,3004x + 0,0014 (R2=O,9953); y = 0,3066x + 0,0023 (R2=0,9959); y=
0,3142x + 0,0031 (R®=0,9963) para 0, 52 y 104 puM, respectivamente.
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Los resultados ponen de manifiesto que los valores de Ky Yy Vmax - Ky=constante de
Michaelis-Menten es la [S] tal que se observa una V=V,,4/2 y Vmax=velocidad maxima de la
reaccidn enzimdtica- aumentan con el incremento de la concentracién del inhibidor, pero la
relacion entre ellos (Ky/Vmax) €s constante. La relacidon Ky/Vmax determina la pendiente de la
recta, con lo cual, dado que las pendientes de las curvas son independientes de la
concentracidon del inhibidor se puede afirmar que el esteroide 2f3,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-
ona-disulfato (72) es un inhibidor acompetitivo de la enzima. Esto implica que el esteroide
no se une a la enzima libre sino que se une de manera reversible al complejo enzima-
sustrato. Este tipo de inhibicién es un ejemplo de la unién secuencial de dos ligandos a la
enzima en un orden determinado, ya que es necesaria la unién del sustrato de la enzima

para que el inhibidor 72 sea afin a la misma (Khalid y col. 2004).

El resultado de la cinética de inhibicidn obtenido para el compuesto modelo, en principio
podria extrapolarse al resto de los compuestos sulfatados activos ya que son un grupo de
moléculas relacionadas entre si. Sin embargo, es interesante notar que incluso dentro de los
esteroides, diferentes familias pueden actuar por mecanismos distintos. Por ejemplo, una
serie de pregnanos alcaloidales aislados a partir de Sarcococca saligna, actian por un
mecanismo no competitivo, uniéndose al sitio periférico aromatico de la enzima (Khalid y
col. 2004), mientras que en el caso del compuesto disulfatado 72 el mecanismo es

acompetitivo.
5.3 Estudios de acoplamiento molecular o docking

Con el objetivo de complementar los estudios cinéticos realizados acerca del mecanismo
de acciéon del compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72), se realizé un
analisis computacional de docking molecular. Este estudio permite identificar el modo de
unién del inhibidor a la enzima y determinar la conformacién que adopta el esteroide dentro

de la misma.
5.3.1 Descripcion del bolsillo de la enzima ACE

Para poder comprender el espacio de simulacidn y los resultados del estudio de docking
presentados mas adelante, es necesario realizar una pequefa descripcion del bolsillo de Ia
enzima. Este bolsillo posee 20 A de profundidad y 5 A de ancho y en el fondo del mismo se

encuentra el sitio activo donde ocurre la hidrdlisis de la AC. El bolsillo presenta 14 residuos
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aromaticos (Tyr67, Trp81, Trp117, Tyrl18, Tyrl27, Trp230, Trp276, Phe285, Phe287, Phe327,
Phe328, Tyr331, Trp429 y Tyr439), los cuales cumplen un rol importante en la difusion de la
AC hacia el sitio activo mediante interacciones m-cation con la carga positiva del

neurotransmisor (Sussman y col. 1991).

Acetilcolinesterasa

= Residios aromdticos O
O Sitio aromatico periférico ’, '
. itio anidnico catalitico P L\_l \/\ O
O

- Triada catalitica H
\/ LI

?itic_) Triada
anionico catalitica

Figura 5.7: Esquema del sitio periférico v sitio activo de la ACE

En la entrada del bolsillo de la enzima se encuentra el sitio aromatico periférico, situado
aproximadamente a 14 A del sitio activo. Aqui se encuentran una gran cantidad de
aminodacidos aromaticos -Tyr67, Tyr118, y Trp276- que dirigen al neurotransmisor hacia el
sitio activo. Entre el sitio periférico y el sitio activo, los residuos Phe327 y Tyr118 forman un
“cuello de botella” que dificulta el acceso al interior del bolsillo en donde se localiza el sitio

activo.

El sitio activo estd conformado por dos subsitios: el sitio anidnico catalitico y la triada
catalitica. El primero posee los aminoacidos Trp81 y Phe327 que pueden interaccionar con la
carga positiva de la acetilcolina de manera que quede perfectamente ubicada para que sea
hidrolizada. La triada catalitica estd formada por los aminoacidos Glu324, His437 y Ser197,
cuyo grupo hidroxilo es el que ataca nucleofilicamente al éster del neurotransmisor,

liberando colina al medio (Figura 5.7).
5.3.2 Enzima y espacio de simulacion

Dado que el compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72) presentd un
mecanismo de inhibicidn acompetitivo, los estudios de docking se llevaron a cabo con el
complejo ACE-AC. La enzima utilizada para el modelado molecular fue la estructura
cristalografica de la ACE de Torpedo califérnica complejada con la acetilcolina (Entrada 2ACE
DOI:10.2210/pdb2ace/pdb, Protein Data Bank). Se utiliza la ACE de la raya eléctrica Torpedo

califérnica debido a que fue la utilizada en el estudio in vitro.
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Para realizar el estudio de docking fue necesario definir el espacio de simulacién. Este
espacio fue determinado por una caja de dimensiones 21,28 A x 31,24 A x 20,37 A que
incluye el sitio activo y periférico de la ACE (Figura 5.7). La energia dentro del espacio de

simulacién fue calculada en puntos equidistantes espaciados por 0,375 A.
5.3.3 Inbibidor esteroidal

Se optimizo la geometria del compuesto 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72)
mediante una primera aproximacion utilizando el método semiempirico AM1 (Dewar y col.
1985) y luego utilizando el método ab initio de Hartree-Fock (Roothaan 1951), ambos

incorporados en el programa Gaussian 03 (Frisch y col. 2004).

Durante el estudio de docking se permitié rotar libremente aquellos enlaces que no
presentan restricciones rotacionales, con excepciéon de la cadena lateral. Se restringié su
libertad conformacional, con excepcion del enlace que une el anillo D con la cadena alifatica
(enlace marcado con un circulo en la figura 5.8). Si bien en solucién acuosa es probable que
el esteroide tenga la cadena lateral plegada debido a su caracter hidrofébico, durante el
docking se la mantuvo extendida (Figura 5.8) de manera de favorecer las interacciones
hidrofdbicas entre el esteroide y el sitio de unién en la proteina, el cual posee una gran
cantidad de residuos hidrofébicos. En la figura 5.8 se encuentran marcados con circulos

aquellos enlaces a los cuales se les permitid rotar libremente.

Figura 5.8: Compuesto 72. En color azul se encuentran marcados los enlaces que rotaron
libremente.

53.4 Resultados del estudio de dockipg de la 2f,3a-dibidroxi-5c-colestan-6-ona

disulfato (72)

Los cdlculos computacionales de docking fueron llevados a cabo utilizando el programa

AutoDock 4.2 (The Scripps Research Institute, Department of Molecular Biology, MB-5, La
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Jolla, CA, 2007). Se realizaron 256 evaluaciones de docking con el compuesto 2pB,3a-
dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72), las cuales generaron 256 conférmeros que fueron

hallados utilizando el algoritmo genético lamarkiano como algoritmo de busqueda.

Este es un algoritmo hibrido ya que la busqueda es realizada a nivel global y local. Es
decir, de acuerdo a la funcién que vincula la energia de interaccidon entre la enzima y el
esteroide con las coordenadas del esteroide, es posible hallar de manera aproximada
(global) las conformaciones mdas adecuadas para la interaccion esteroide-enzima.
Posteriormente, de un modo mas preciso, se realiza una busqueda del minimo de energia

para aquellas conformaciones halladas (local) (Morris y col. 1998).

Cada conformacién encontrada posee coordenadas diferentes en cuanto a la translacion
y rotacién del esteroide -relativas a la enzima- como asi también, diferentes dngulos diedros

de los enlaces que pueden rotar libremente.

Como se vera, los 256 conférmeros se agrupan en clusters y a su vez, los clusters se
ordenan dando lugar a un ranking. Este orden queda determinado por la estabilidad de los
complejos enzima-inhibidor, dentro de cada cluster. A continuacién se describe el criterio de

agrupacion de los conféormeros y como se determina el ranking de los clusters.

La agrupacién de los 256 conférmeros en clusters se realiza de acuerdo a la similitud en
la conformacién adoptada dentro de la enzima. El criterio utilizado para evaluar dicha
semejanza es la desviacion de la raiz cuadrdtica media de los residuos (RMSD). Los residuos
se obtienen mediante la diferencia entre las coordenadas de los atomos de un dado
conférmero respecto al conférmero mas estable del cluster al que pertenece. Cada cluster

agrupa conférmeros que poseen una RMSD no mayor a 2,0 A.

El orden obtenido para los diferentes clusters es de acuerdo a la energia del conférmero
mas estable dentro de cada grupo: el ranking queda determinado al ordenar por estabilidad
creciente al conféormero de menor energia de cada cluster. Estos resultados comunmente se

grafican en forma de histogramas, cuyas barras representan a los diferentes clusters.

En la figura 5.9 se observan los 6 clusters generados a partir de las conformaciones

obtenidas de las 256 evaluaciones de docking, representados en forma de histograma.
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Figura 5.9: Histograma obtenido de la evaluacién de docking del compuesto 72.

A partir de los datos del histograma se puede observar que el cluster que posee los
conférmeros de menor energia (cluster N°1) y el cluster con los conférmeros que se
obtuvieron con mayor frecuencia (cluster N°2), no coinciden. Diferentes estudios revelaron
que las conformaciones mas probables (pertenecientes al cluster mas poblado),
generalmente corresponden a las conformaciones que se observan experimentalmente en
los complejos ligando-enzima. Esto se debe a la falta de precision en el cdlculo de energia de
interaccion entre el ligando y la proteina. Los campos de fuerza utilizados estiman la energia
libre utilizando una sola conformacién del complejo enzima-ligando, de forma que no se
tiene en cuenta la entropia conformacional del sistema. Finalmente, diferentes estudios
indicaron que los clusters mas poblados son los que poseen una entropia favorable para la
formacién del complejo enzima-ligando. Consecuentemente, las conformaciones adoptadas
en dichos clusters coinciden con los modos de unidn observados experimentalmente en la

mayoria de los casos (Cosconatiy col. 2010, Chang y col. 2008, Bottegoni y col. 2006).

En la figura 5.10 se observan superpuestas las conformaciones adoptadas en los clusters
N°1 (esteroide en verde) y N°2 (esteroide en rosa). En ambos casos los conférmeros ingresan
al sitio aromatico periférico a través de la cadena lateral del esteroide, quedando el anillo A
en la entrada del bolsillo (delimitada en color violeta). Es posible que el esteroide ingrese de

este modo debido al caracter hidrofébico de la cadena lateral en comparacién con la alta
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Capitulo 5: Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa

polaridad de los sustituyentes del anillo A. Se cree que la hidrofobicidad del esqueleto

esteroidal asiste a su difusién dentro del sitio periférico de la ACE (Choudhary y col. 2005).

Figura 5.10: Conformacién adoptada por el compuesto 72 en el cluster N°1 (verde) y N°2

(rosa)

Estos resultados son consistentes con estudios de modelado molecular realizados con
alcaloides esteroidales aislados a partir de la planta Sarcococca saligna. Tal como ocurre con
el esteroide disulfatado, los alcaloides esteroidales ingresan al bolsillo aromatico a través de
los anillos que poseen mayor caracter hidrofdbico (Khalid y col. 2004; Zaheer-ul-haq y col.

2003).

5.4 Resultados del estudio de dinamica molecular con el complejo enzima-esteroide

activo (Compuesto 72)

Estudios subsecuentes de dindmica molecular fueron necesarios para chequear la
estabilidad de la unién enzima-inhibidor y para verificar si la unién del inhibidor generaba
cambios conformacionales en la enzima. Este trabajo fue realizado en colaboracién con el

Dr. Pau Arroyo Mafiez (UMYMFOR-CONICET).

A partir de los resultados del docking, se eligié la conformaciéon adoptada en el cluster
mas poblado (N°2) y a partir de ésta, se realizaron estudios preliminares de dinamica

molecular de 50 ns.
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Los resultados indicaron que el complejo enzima-esteroide es estable, ya que se
mantiene unido en el tiempo. En las figuras 5.11 y 5.12, correspondientes a una captura
instantanea de la dinamica, se pueden observar las interacciones que hay entre el
compuesto disulfatado (72) y la enzima. Esta es una foto representativa que fue tomada una
vez estabilizada la unién ACE-esteroide (a los 40 ns). En particular, la figura 5.11 muestra que
las principales interacciones hidrofdbicas ocurren entre los anillos C y D del esqueleto
hidrocarbonado y la cadena lateral del esteroide con los residuos TYR 67, TRP 81, TYR 118,
TRP 276, LEU 279, PHE 327, PHE 328 y TYR 331 de la enzima.

Ademads, los resultados del docking muestran que la afinidad del inhibidor por el
complejo enzima-sustrato se encuentra favorecida por interacciones de enlace de hidrégeno

(Figura 5.12).

PHE328

LEU279

e
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i
TYR331 iﬁ/\ /—’3
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Figura 5.11 Interacciones hidrofébicas que presenta el compuesto 72. Los residuos de color
verde corresponden a tirosinas; violeta a fenilalaninas; gris a triptéfanos y la leucina en color
rosa.

En la figura puede observase que un atomo de oxigeno del sulfato en C-3(a) se encuentra
a 2,19 A del hidrégeno correspondiente al nitrégeno de la unién peptidica del residuo ASN
277. Este resultado podria explicar la influencia observada en la modificacion de la
configuracion de los grupos sulfato en C-2 y C-3 en la inhibicidon de la ACE (Tabla 5.2). Los
resultados de la inhibicidn in vitro habian puesto de manifiesto una mayor influencia del
grupo sulfato 3a en la actividad inhibitoria. Este resultado puede explicarse en base a al
enlace de hidrégeno que hay entre el ligando disulfatado 72 y la ACE. Tal como se menciond

anteriormente, el Unico enlace de hidrégeno que se observa es el que involucra al sulfato en
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posicién 3a y por esta razén la inversién de dicho centro asimétrico en el isémero trans
(para dar a lugar al isémero 2B,3B) genera una disminucién mayor en la actividad, que la

disminucién que provoca la inversién del sulfato en C-2.

ASN 277

Figura 5.12: Interacciones de enlace de hidrégeno que presenta el compuesto 72.

5.5 Resultados del estudio de dockipg de la 2[3,3a-dibidroxi-50-colestan-6-ona
(44)

De manera andloga a la descripta para el compuesto disulfatado 72 se realizd un estudio
de docking de su analogo desulfatado 44, el cual no inhibe a la ACE en las concentraciones
ensayadas, de acuerdo a los estudios in vitro. Previamente fue necesario optimizar la
geometria de la 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) utilizando el método semiempirico
AML1 en primer lugar (Dewar y col. 1985) y luego utilizando el método ab initio de Hartree-

Fock (Roothaan 1951), ambos incorporados en el programa Gaussian 03 (Frisch y col. 2004).

Durante el estudio de docking se permitié rotar libremente a aquellos enlaces que no
presentan restricciones rotacionales, con excepcion de la cadena lateral, del mismo modo en

gue se trabajé con el compuesto disulfatado 72.

En el histograma que se presenta en la figura 5.13 se resumen los resultados obtenidos

en el docking. Las 256 evaluaciones dieron a lugar a 3 clusters de conférmeros.
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Figura 5.13: Histograma obtenido de la evaluacién de docking del compuesto 44.

Nuevamente se observa que el cluster con los conférmeros de menor energia (cluster
N°1) y el cluster con los conférmeros obtenidos con mayor frecuencia (cluster N°3), no
coinciden. En ambos clusters los conférmeros ingresan al sitio aromatico periférico a través
de la cadena lateral del esteroide. Sin embargo, se esperaba que dicha uniéon no fuera

estable dada la evidencia experimental.

5.6 Resultados del estudio de dinamica molecular con el complejo enzima-esteroide

inactivo (Compuesto 44)

Para verificar los resultados obtenidos en el estudio de docking con el analogo
dihidroxilado, se llevd a cabo una dindmica molecular preliminar de 50 ns. Se observd que el
complejo enzima-esteroide era estable. Si bien se mantiene unido en el tiempo, el diol 44 se
desprende parcialmente de la enzima y se ubica mas afuera de lo que se encontraba
inicialmente, aunque no se observa que se separe totalmente de la enzima (Figura 5.14).
Este resultado fue desalentador ya que no concordaba con los datos experimentales, los

cuales indicaban que el diol 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) no inhibia a la ACE.

Figura 5.14: Conformacién adoptada por el compuesto 44 en la dinamica molecular
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Un andlisis mas detallado de la dindmica obtenida a partir del complejo enzima-diol,
revelé un cambio conformacional en la enzima que dio a lugar a la apertura de un canal
secundario que se conecta con el sitio activo de la enzima. De manera simplificada, en la
figura 5.15 se grafica una seccion de la ACE en la que el canal lateral no estd conectado con
el sitio activo (1) y en la que se encuentra conectado (2). Esta entrada secundaria se
encuentra reportada en la literatura y es la que permite explicar el gran poder catalitico de la
ACE. Estudios de modelado molecular sugieren que tanto la acetilcolina y el agua (sustratos
de la enzima) como la colina y el acetato (productos) podrian ingresar o salir del sitio activo a
través de esta puerta lateral, aumentando la eficacia de la enzima (Gilson y col. 1994, Sanson

y col. 2011).

Protein Science 2011; 20: 1114-8

Figura 5.15: La flecha roja indica el sentido en el que se mueven los sustratos (AC y agua) y
los productos (colina y acetato) en la enzima cuando la puerta lateral se encuentra 1)
cerrada o 2) abierta.

Para entender el mecanismo por el cual se abre el canal lateral en presencia del diol 44,
se presentaran una serie de figuras obtenidas a partir de las dindmicas moleculares
realizadas con el compuesto disulfatado 72 y el diol 44. Cabe destacar que en el analisis de
los residuos involucrados en la apertura de la puerta lateral, al hablar de la disposicidon que
los residuos adoptan en la enzima cuando la puerta lateral se encuentra abierta o cerrada, se
trata de la conformacién obtenida a partir de las dinamicas realizadas con el esteroide
dihidroxilado o disulfatado, respectivamente. El siguiente andlisis se realizara en base a una

foto representativa de cada una de las dos dindmicas moleculares (50 ns) realizadas.

En las figuras 5.16A y 5.16B se representa la superficie de la conformacién adoptada por
la ACE cuando estd unida al compuesto disulfatado (Figura 5.16A) y al diol (Figura 5.16B). En
ambas se marca con un circulo la zona de la puerta lateral: mientras que en la figura 5.16A,

se encuentra cerrada, en 5.16B su entrada se encuentra abierta.
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Figura 5.16: Representacion de la superficie de la ACE cuando adopta la conformacién que
posee la puerta lateral A) cerrada o B) abierta.

En primer lugar, se observd que entre los residuos involucrados en la apertura de la
entrada lateral, se encuentran la VAL428 (verde) y el TRP429 (azul), representados en la

figura 5.17.

En las imagenes siguientes (Figura 5.17) se presentan las conformaciones adoptadas por
estos residuos cuando la puerta lateral se encuentra cerrada (Figura 5.17A) y cuando se
encuentra abierta (Figura 5.17B). En ambos casos, los residuos se encuentran superpuestos
sobre la representacién de la superficie de la conformaciéon adoptada cuando la enzima
posee la puerta lateral abierta. En la figura 5.17A se puede observar como ambos residuos
bloquean la entrada lateral mientras que en la figura 5.17B, ambos residuos adoptan una

conformacion diferente de manera que permiten la apertura del canal.

Figura 5.17: Disposicidon de los residuos VAL428 (verde) y TRP429 (azul) cuando la enzima
posee la puerta lateral A) cerrada y B) abierta. En ambos casos, los residuos se graficaron
sobre la representacion de la superficie de la conformacién adoptada cuando la puerta
lateral estd abierta.
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A partir de un analisis mas profundo, en la figura 5.18A se pueden observar las
estructuras secundarias que adoptan algunos de los residuos involucrados en la apertura de
la puerta lateral, representados con lineas finas (espiral aleatoria o random coil). La linea de
color verde representa la estructura secundaria adoptada por los residuos cuando la entrada
lateral se encuentra bloqueada y en rojo, los mismos residuos cuando la puerta lateral se

encuentra abierta.

Residuos 426-428

-z TRP429

-"',’P'\ VAL428

_:’\:, SER76

S

ASNA26 TRP429
SER76

Figura 5.18 A: Estructura secundaria que adoptan los residuos que se encuentran en la zona
de la puerta lateral. B: Conformacion adoptada por los residuos que bloquean la puerta
lateral. C: Conformacion adoptada por los residuos que permite la apertura de la puerta
lateral.
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En las figuras 5.18B y 5.18C, ademds, se pueden observar las conformaciones de algunos
de los residuos que pertenecen a dichas lineas (espiral aleatoria o random coil). En la figura
5.18B, se observa cdmo dichos residuos bloquean la entrada lateral, mientras que en la

figura 5.18C, se puede ver cdmo se disponen de manera que la puerta lateral quede abierta.

La variacion en las estructuras secundarias de la enzima representadas en la figura 5.18
se debe, en parte, a la ruptura del enlace de hidrogeno entre los aminoacidos TYR439 y
TRP429 cuando la enzima adopta la conformacidon con la puerta lateral abierta (Figura
5.19B), resultado acorde al reportado en la literatura por Sanson y colaboradores (Sanson y
col. 2011). En la figura 5.19A se presentan los dos aminodcidos con la conformacion
adoptada cuando la puerta lateral se encuentra cerrada, los cuales interaccionan mediante
un enlace de hidrégeno. En la figura 5.19C se presentan de manera superpuesta las dos
conformaciones adoptadas por estos residuos cuando la puerta lateral se encuentra abierta
(rojo) y cerrada (verde), para poder observar de manera mas claras las diferencias

comentadas.

Figura 5.19: Conformacién de los aminoacidos TYR439 y TRP429 A) cuando la puerta lateral
se encuentra cerrada o B) abierta. C) Superposicion de ambas conformaciones: en color rojo,
la conformacion cuando la puerta lateral se encuentra abierta y en verde, cerrada.

Esta ruptura hace que se desplace el residuo ALA424 y, consecuentemente, se desplacen
los residuos 426-428, tal como se evidenciaba en la figura 5.18A (Sanson y col. 2011).

También se observd que dicha ruptura hace que haya un cambio conformacional en los
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residuos 64-90 (Figura 5.18A). Ademas, la ruptura del enlace de hidrégeno entre TYR439 y
TRP429 podria afectar la conformacién de otros residuos aromaticos como TYR331y los
mismos TRP429 y TYR439 (Xu y col. 2008). En la figura 5.20, se muestran los residuos
mencionados de manera superpuesta tal que pueda observarse su cambio conformacional.
En color rojo estan representados los residuos obtenidos a partir de la dindmica realizada
con el compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) y en color verde, a partir de la
realizada con su andlogo disulfatado (72).

-~
ALA424

TRP429

{)
;,‘s TYR331
’/

Figura 5.20: Conformacién de los residuos mas flexibles que permiten la apertura de la
puerta lateral. En color rojo, la conformacién cuando la puerta lateral se encuentra abierta y
en verde, cerrada.

De acuerdo a las figuras anteriores, se deduce que estos residuos poseen una gran
flexibilidad lo que permite mediante su movimiento la apertura de la puerta lateral. Esto se
refleja en los datos de la tabla 5.5 que presenta los valores de la desviacién de la raiz
cuadratica media de los residuos (RMSD) involucrados en la apertura del canal lateral. Los

altos valores de RMSD son un indicativo de la flexibilidad de estos residuos.

Tabla 5.5 RMSD de algunos residuos involucrados en la apertura de la puerta lateral.

Residuo RMSD (A)
VAL428 3,53
TRP429 3,81
TYR331 3,21
ALA424 3,65
Residuos 75-78 3,72
Residuos 64-90 4,07
Residuos 426-428 4,13
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5.6.1 Estudio de taneles y cavidades

Es claro que lo expuesto anteriormente, no demuestra que la abertura que se observa
desde la superficie sea un canal y mucho menos, que dicho canal se comunique con el sitio
activo de la enzima. Para demostrar la existencia de este tunel, se realizdé un estudio de ILS
(Implicit ligand sampling), el cual permite determinar la presencia de cavidades y tuneles.
Para ello se analizaron 2000 fotos obtenidas a lo largo de la dindmica realizada con la ACE y
el compuesto dihidroxilado 44. En las figuras 5.21 y 5.22 se pueden ver en color azul las
isosuperficies que se obtienen cuando una sonda de O, genera una perturbacién de 2
Kcal/mol en el sistema. En otras palabras, las superficies en azul representan aquellas zonas
en donde la sonda no genera perturbaciones estéricas, es decir, los tlneles y cavidades
presentes en la enzima. Comuinmente se utilizan moléculas diatémicas como sondas, ya que
es necesario que las sondas sean pequefas para medir de manera mads precisa las
perturbaciones y ademas, se necesita que sea una molécula apolar para que no existan otras

interacciones.

En la figura 5.21 se destaca en violeta la isosuperficie que delimita la entrada lateral. En
la misma figura se observa que el tunel desemboca directamente en el sitio activo en donde
estd ubicada la acetilcolina. También se puede observar la presencia del diol 44 ubicado en

el sitio aromatico periférico.

ntrada
principal

Figura 5.21: Isosuperficie que delimita el tunel lateral

En la figura 5.22 se puede observar la superficie de la enzima y en violeta se destaca la

entrada del canal lateral.

- 169 -



Figura 5.22: Superficie de la enzima desde donde se observa la entrada del canal lateral.

De acuerdo al estudio de ILS fue posible comprobar la existencia del canal de la enzimay
permitid comprobar que el canal comunica la superficie de la enzima con el sitio activo,
permitiendo la actividad catalitica de la enzima aun cuando ésta se encuentra unida al

compuesto 44.
5.7 Conclusiones

A partir de los datos de inhibicion de la enzima ACE in vitro, se determind que el
compuesto 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72) resultdé ser el mas activo de la
serie, junto con el compuesto 2B,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24), el cual es
ligeramente menos activo. Por lo tanto, dada su mayor actividad inhibitoria, el compuesto
72 fue elegido como modelo para los estudios de modelado molecular y de la cinética de
inhibicidn.

Los estudios de docking molecular nos permitieron establecer el modo de unién del
esteroide 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona-disulfato (72) en el complejo enzima-sustrato y
obtener la configuracidon que adopta el diol 44 dentro de la enzima. Si bien hay antecedentes
de estudios de docking realizados con la enzima ACE y varios alcaloides esteroidales
(Sauvaitre y col. 2007, Zaheer 2003; Yang y col. 2012), el trabajo realizado durante esta tesis
resulta diferente. Esto se debe a que en los trabajos mencionados se trabajé con pregnanos
alcaloidales, los cuales poseen el grupo amino protonado a pH fisioldgico, a diferencia del
compuesto disulfatado 72, el cual es un colestano con dos cargas negativas

correspondientes a los dos grupos sulfato.

Las conformaciones obtenidas a partir de los estudios de docking fueron necesarias

como punto de partida para los estudios de dindmica molecular. Las dinamicas moleculares
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verificaron la estabilidad de los complejos enzima-ligando obtenidos mediante los estudios
de docking y, a su vez, revelaron las interacciones hidrofdbicas que hay dentro del bolsillo
aromatico como asi también las interacciones de enlace de hidrégeno, las cuales son los
factores estabilizantes en la interaccion inhibidor-enzima. También permitieron localizar el
canal lateral de la enzima y algunos de los residuos responsables de la apertura, lo que

explica la actividad que presenta la ACE aun en presencia del compuesto dihidroxilado 44.

Finalmente, cabe destacar que los compuestos 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona
disulfato (72) y 2B,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24) son una nueva clase de
inhibidores esteroidales de la ACE. Teniendo en cuenta los resultados de modelado
molecular, su actividad inhibitoria y su baja citotoxicidad (CCso> 100 uM—Capitulo 4- ), el

compuesto 72 es un buen modelo para el disefo racional de nuevos analogos bioactivos.

- 171 -



5.8 Referencias Bibliograficas

-Ahmed, E; Nawaz, SA; Malik, A; Choudhary, MI. Isolation and cholinesterase-inhibition
studies of sterols from Haloxylon recurvum. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006; 16: 573-80.

-Alper, K; Reith, MEA; Sershen, H. Ibogaine and the inhibition of acetylcholinesterase. J.
Ethnopharmacol. 2012; 139: 879-82.

-Anand, P; Singh, B. Synthesis and evaluation of novel 4-[(3H,3aH,6aH)-3-phenyl)-4,6-dioxo-
2-phenyldihydro-2H-pyrrolo[3,4-d]isoxazol-(3H,6H,6aH)-yl]benzoic acid derivatives as potent
acetylcholinesterase inhibitors and anti-amnestic agents. Bioorg. Med. Chem. 2012; 20: 521—
30.

-Anand, P; Singh, B. A review on cholinesterase inhibitors for Alzheimer ‘s disease. Arch.
Pharm. Res. 2013; 36(4): 375-99.

-Bai, DL; Tang, XC; He, XC. Huperzine A, a potential therapeutic agent for treatment of
Alzheimer’s disease. Curr. Med. Chem. 2000; 7: 355-74.

-Bartolini, M, Bertucci, C; Cavrini, V; Andrisano, V. Beta-amyloid aggregation induced by
human acetylcholinesterase: inhibition studies. Biochem. Pharmacol. 2003; 65: 407-16.

-Bon, S; Vigny, M; Massoulie, J. Asymmetric and globular forms of acetylcholinesterase in
mammals and birds. Proc. Natl. Acad. Sci. 1979; 76: 2546-50.

-Bottegoni, G; Cavalli, A; Recanatini, M. A comparative study on the application of
hierarchical-agglomerative clustering approaches to organize outputs of reiterated docking
runs. J. Chem. Inf. Model. 2006; 46: 852-62.

-Castro, A; Martinez, A.. Peripheral and dual binding site acetylcholinesterase inhibitors:
implications in treatment of Alzheimer’s disease. Mini Reviews in Med. Chem. 2001; 1: 267—-
72.

-Catto, M; Pisani, L; Leonetti, F; Nicolotti, O; Pesce, P; StefanACi, A; Cellamare, S; Carotti, A.
Design, synthesis and biological evaluation of coumarin alkylamines as potent and selective
dual binding site inhibitors of acetylcholinesterase. Bioorg. Med. Chem. 2013; 21: 146-52.

-Chang, M; Belew, RK; Carroll, KS; Olson, AJ; Goodsell, DS. Empirical entropic contributions in
computational docking: evaluation in APS reductase complexes. J. Comput. Chem. 2008;
29(11): 1753-61.

-Choudhary, MI; Devkota, SA; Nawaz, R; Rahman, A. Cholinesterase inhibitory pregnane-type
steroidal alkaloids fromSarcococca hookeriana. Steroids 2005; 70: 295-303.

-Cosconati, S; Forli, S; Perryman, A; Harris, R; Goodsell, DS; Olson, A. Virtual screening with
Autodock: theory and practice. Expert Opin. Drug Discov. 2010; 5(6): 597-607.

-Cummings, JL. Treatment of Alzheimer’s disease: the role of symptomatic agents in an era
of disease-modifying therapies. Rev. Neurol. Dis. 2007; 4 (2): 57 -62.

-Danuello, A; Romeiro, NC; Giesel, GM; Pivatto, M; Viegas, C. Jr.; Verli, H; Barreiro, EJ; Fraga,
CAM; Castro, NG; Bolzani, VS. Molecular docking and molecular dynamic studies of semi-
synthetic piperidine alkaloids as acetylcholinesterase inhibitors. J. Braz. Chem. Soc. 2012;
23(1): 163-70.

-172 -


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039128X05000206
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039128X05000206

-Dewar, MIJS; Zoebisch, EG; Healy, EF; Stewart, JIP. AM1: a new general purpose quantum
mechanical molecular model. J. Am. Chem. Soc. 1985; 107: 3902-9.

-Diamant, S; Podoly, E; Friedler, A; Ligumsky, H; Livnah, O. et al. Butyrylcholinesterase
attenuates amyloid fibril formation in vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. 2006, 103: 8628-33.

-Dvir, H; Silman, I; Harel, M; Rosenberry, TL; Sussman, JL. Acetylcholinesterase: From 3D
structure to function. Chem. Biol. Interact. 2010; 187: 10-22.

-Ellman, GL; Courtney, KD; Andres, V Jr; Featherstone, RM. A new and rapid colorimetric
determination of acetylcholinesterase activity. Biochem. Pharmacol. 1961; 7: 88-95.

-Frisch, MJ; Trucks, GW,; Schlegel, HB; Scuseria, GE; Robb, M; Cheesemanet, JR. et al.
Gaussian 03, Revision C.01 Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2004.

-Garrido Santos, GA; Murray, AP; Pujol, CA; Damonte, EB; Maier, MS. Synthesis and antiviral
activity of sulfated and acetylated derivatives of 2f3,3a-dihydroxy-5a-cholestane. Steroids
2003; 68: 125-32.

-Gilson, MK; Traatsma, TP; McCammon, JA; Ripoll, DR; Faerman, CH; Axelsen, PH; Silman, [;
Sussman, JL. Open “back door” in a molecular dynamics simulation of acetylcholinesterase.
Science 1994; 263(5151): 1276-8.

-Goedert, M; Spillantini, MG. A century of Alzheimer’s Disease. Science 2006; 314: 777-81.

-Hung, TM; Na, M; Dat, NT; Ngoc, TM; Youn, U; Kim, HJ; Min, BS; Lee, J; Bae, K.
Cholinesterase inhibitory and antiamnesic activity of alkaloids from Corydalis turtschaninovii.
J. Ethnopharmacol. 2008; 119: 74-80.

-Khalid, A; Zaheer, uH; Anjum, S; Khan, MR; Atta-ur-Rahman; Choudhary, Ml. Kinetics and
structure-activity relationship studies on pregnane-type steroidal alkaloids that inhibit
cholinesterases. Bioorg Med Chem 2004; 12: 1995-2003.

-Konrath, EL; dos Santos Passos, C; Klein-Junior, LC; Henriques, AT. Alkaloids as a source of
potential anticholinesterase inhibitors for the treatment of Alzheimer’s disease. J. Pharm.
Pharmacol. 2013; 65(12): 1701-25.

-Ladner, CJ; Lee, JM.. Pharmacological drug treatment of Alzheimer disease: The cholinergic
hypothesis revisited. J. Neuropath. Exp. Neur. 1998; 57: 719-31.

-Lin, BQ; Ji, H; Li, P; Fang, W; Jiang, Y. Inhibitors of acetylcholine esterase in vitro-screening of
steroidal alkaloids from Fritillaria species. Planta Med. 2006; 72(9): 814-8.

-Mesulman, MM; Guillozet, A; Shaw, P; Levey, A; Duysen, EG; Lockridge, O.
Acetylcholinesterase knockouts establish central cholinergic pathways and can use
butyrylcholinesterase to hydrolyze acetylcholine. Neuroscience 2002; 110: 627-39.

-Morris, GM; Goodsell, DS; Halliday, RS; Huey, R; Hart, WE; Belew, RK; Olson, AJ. Automated
docking using a lamarckian genetic algorithm and an empirical binding free energy function.
J. Comput. Chem. 1998; 19: 1639-62.

-Murray, AP; Faraoni, MB; Castro, MJ; Alza, NP; Cavallaro, V. Natural ACE inhibitors from
plants and their contribution to Alzheimer’s disease therapy. Curr. Neuropharmacology
2013; 11: 388-413.

-Nachmansohn, D; Wilson, IB. The enzymic hydrolysis and synthesis of acetylcholine. Adv.
Enzymol. 1951; 12: 259-339.

-173 -



-Noetzli, M; Eap, CB. Pharmacodynamic, pharmacokinetic and pharmacogenetic aspects of
drugs used in the treatment of alzheimer's disease. Clin. Pharmacokinet. 2013; 52(4): 225-
41.

-Parle, M; Dhingra, D; Kulkarni, SK. Neuromodulators of learning and memory. Asia Pac. J.
Pharmacol. 2004; 16: 89-99.

-Peng D-Y, Sun Q, Zhu X-L, Lin H-Y, Chen Q et. al. Design, synthesis and bioevaluation of
benzamides: Novel ACE inhibitors with multi-functions on BCE, AP aggregations and -
secretase. Bioorg. Med. Chem. 2012; 20: 6739-50.

-Podoly, E; Bruck, T; Diamant, S; Melamed-Book, N; Weiss, A. et al. Human recombinant
butyrylcholinesterase purified from the milk of transgenic goats interacts with beta-amyloid
fibrils and suppresses their formation in vitro. Neurodegener. Dis. 2008, 5: 232-6.

-Prado-Prado, FJ; Escobar, M; Garcia-Mera X. Review of Bioinformatics and theoretical
studies of acetylcholinesterase inhibitors. Curr. Bioinformatics 2013; 8(4): 496-510.

-Rahman, AU; Akhtar, N; Choudhary, MI; Tsuda, Y; Sener, B; Khalid, A; Parvez, M. New
steroidal alkaloids from Fritillaria imperialis and their cholinesterase inhibiting activities.
Chem. Pharm. Bull. 2002; 50(8): 1013-16.

-Rees, T, Hammond, PI; Soreq, H; Younkin, S; Brimijoin, S. Acetylcholinesterase promotes
beta-amyloid plaques in cerebral cortex. Neurobiol. Aging 2003; 24: 777-87.

-Richmond, V; Garrido Santos, G; Murray, AP; Maier, MS. Synthesis and acetylcholinesterase
inhibitory activity of 2[3,3a-disulfoxy-5a-cholestan-6-one. Steroids 2011; 76:1160-5.

-Roothaan, CCJ. New developments in molecular orbital theory. Rev. Mod. Phys 1951; 23: 69-
89.

-Rosenberry, TL. Acetylcholinesterase. Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 1975; 43: 103-
218.

-Sanson, B; Colletier, JP; Xu, Y; Lang, PT; Jiang, h; Silman, I; Sussman, JL; Weik, M. Backdoor
opening mechanism in acetylcholinesterase based on X-ray crystallography and molecular
dynamics simulations. Protein Sci. 2011; 20: 1114-8.

-Sauvaitre, T; Barlier, M; Herlem, D; Gresh, N; Chiaroni, A; Guenard, D; Guillou, C. New
potent acetylcholinesterase inhibitors in the tetracyclic triterpene serie. J. Med. Chem. 2007,
50:5311-23.

-Selkoe, DJ.. Deciphering the genesis and fate of amyloid betaprotein yields novel therapies
for Alzheimer disease. J. Clin. Invest. 2002; 110: 1375-81.

-Sivaprakasam, K. Towards a unifying hypothesis of Alzheimer’s disease: cholinergic system
linked to plaques, tangles and neuroinfl ammation. Curr. Med. Chem. 2006; 13 (18): 2179 -
88.

-Sugimoto, H; Yamanishi, Y; limura, Y; Kawakami, Y. Donepezil hydrochloride (E2020) and
other acetylcholinesterase inhibitors. Curr. Med. Chem. 2000; 7: 303-39.

-Sussman, JL; Harel, M; Frolow, F; Oefner, C; Goldman, A; Toker, L; Silman, I. Atomic
structure of acetylcholinesterase from Torpedo californica: a prototypic acetylcholine-
binding protein. Science 1991; 253:872-9.

174 -



-Swerdlow, RH. Is aging part of Alzheimer’s disease, or is Alzheimer’s disease part of aging?
Neurobiol Aging . 2007; 28 (10): 1465 -80.

-Vela Gurovic, MS; Castro, MJ; Richmond, V; Faraoni, MB; Maier, MS; Murray, AP.
Triterpenoids with acetylcholinesterase inhibition from Chuquiraga erinacea D. Don. subsp.
erinacea (Asteraceae). Planta Med. 2009; 75: 1-4.

-Wah, LK; Abas, F; Cordell, GA; Ito, H; Ismail, IS. Steroids from Dysoxylum grande (Meliaceae)
leaves. Steroids 2013; 78: 210-9.

-Wierenga, JM; Hollingworth, RM. Inhibition of insect acetylcholinesterase by the potato
glycoalkaloid alpha-chaconine. Nat. Toxins 1992; 1: 96-9.

-Wortmann, M; Fletcher, S. World Alzheimer Report 2013. Alzheimer’s Disease International.
Londres.

-Xu, Y; Colletier, JP; Weik, M; Jiang, H; Moult, J; Silman, I; Sussman, JL. Flexibility of aromatic
residues in the active-site gorge of acetylcholinesterase: X-ray versus molecular dinamics.
Biophis. J. 2008; 95: 2500-11.

-Yang, ZD; Duan, DZ; Xue, WW; Yao, XJ; Li, S. Steroidal alkaloids from Holarrhena
antidysenterica as acetylcholinesterase inhibitors and the investigation for structure-activity
relationships. Life Sci. 2012; 90: 929-33.

-Zaheer-ul-hag, Wellenzohn, B; Liedl, KR; Rode, BM. Molecular docking studies of natural
cholinesterase-inhibiting steroidal alkaloids from Sarcocca saligna. J. Med. Chem. 2003; 46:
5087-90.

-Zhou, X; Lu, X; Lin, X; Yang, B; Yang, X; Liu, Y. Brominated aliphatic hydrocarbons and sterols
prom the sponge Xetospongia testudinaria with their activity. Chem. Phys. Lip. 2011; 164:
703-6.

- 175 -






Capitulo 6:

Parte experimental

-177 -






6.1 Generalidades

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros IR se determinaron en discos de NaBr o pastillas de KBr en un
espectrofotdémetro Nicolet Magna 550. En este capitulo se detallan las bandas de absorcién

mas importantes y caracteristicas para cada compuesto.

Los espectros de IR-ATR se determinaron colocando la muestra sobre un cristal de ZnSe

en un espectrofotémetro Perkin Elmer Spectrum 400 con un accesorio para ATR.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN *H) y de carbono (RMN
13C) fueron realizados a 500,13 y 125,77 MHz, respectivamente en un espectrémetro Bruker
AM-500, empleando como solventes deuterados los especificados en cada caso, en tubos de
5 mm de didmetro. Los desplazamientos quimicos se expresan en la escala §, en partes por
millén (ppm) respecto de la resonancia del tetrametilsilano (TMS), utilizado como referencia
interna (0,00 ppm), o en su defecto la sefial correspondiente al solvente utilizado. Por
ejemplo, el pico central del multiplete del metanol (CD;0D) a 3,31 ppm y 49,0 ppm (RMN *H
y RMN 3C, respectivamente) o el pico central del multiplete del DMSO-dg a 2,50 ppm y
39,52 ppm (RMN 'H y RMN 3C, respectivamente). Las constantes de acoplamiento (J) se
expresan en Hz. La multiplicidad de las sefiales se indica en cada caso como singulete (s),
singulete ancho (sa), doblete (d), doblete ancho (da), triplete (t), cuarteto (c), doble doblete
(dd) y multiplete (m). Los datos de RMN de los compuestos descriptos en este capitulo se
encuentran detallados en el apéndice (). La asignacién completa de los espectros de RMN *H
y RMN C de los compuestos descriptos en este capitulo se realizd utilizando una
combinacién de técnicas mono (*H y C) y bidimensionales (HSQC-dept, HMBC, COSY,
NOESY). Los experimentos de RMN-2D fueron adquiridos utilizando secuencias de pulsos

estandar.

Los espectros de masa de alta resolucidon con ionizacidon por electrospray (EMAR-ESI)
fueron realizados en un equipo Bruker MicroOTOF Qll, (Billerica, USA), (UMYMFOR,
CONICET, FCEN-UBA).

Las cromatografias analiticas en capa delgada (CCD) se realizaron utilizando placas con
soporte de aluminio (Silicagel 60 F,s4, Merck). La deteccién se realizé por inmersion de las

placas en una solucion acuosa de H,S0,410% y posterior calentamiento en estufa a 110 2C.
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Las cromatografias en capa preparativa de muestras de hasta 25 mg se realizaron en

placas para CCD con soporte de aluminio (Silicagel 60 F254, Merck).

Las cromatografias en columna fueron realizadas en columnas de vidrio de diferentes
longitudes y didmetros internos: 80 cm x 5 cm; 50 cm x 3 cm 6 40 cm x 1,5 cm. La seleccién
de las columnas cromatograficas dependid de la cantidad de sustancia a purificar y de la

cantidad de fase estacionaria requerida. Se utilizaron como fases estacionarias:

= Silica gel 60 (230-400 mesh, Merck) para cromatografia en columna flash
realizadas con presion utilizando aire comprimido. Silica gel 60 (70-230 mesh, Merck)

para cromatografia en columna

» Resina de intercambio Amberlite CG-120 (catidnica fuerte, forma Na®, Sigma).
Se regenera su forma sédica por tratamiento con 50 ml de una solucién acuosa de
NaCl 8%, 50 ml de H,0 y 100 ml de metanol. Los compuestos se eluyeron utilizando

metanol.

Las cromatografias flash en columna seca se realizaron empleando embudos con placa
filtrante de vidrio sinterizado. La fase mévil —indicada en cada caso- eluyé mediante presién

negativa. La fase estacionaria utilizada fue Silicagel 60G (Merck) (Harwood 1985).

Se utilizaron cartuchos de silica gel (55 um, Phenomenex) para las separaciones por
extraccién en fase sélida de 500 mg de silica para separar hasta 25 mg de muestra y de 1000

mg, para separar hasta 50 mg.

Todos los solventes utilizados para las separaciones cromatograficas (ciclohexano,

acetato de etilo, diclorometano, metanol) se purificaron mediante destilaciéon fraccionada.

Las separaciones y purificaciones de algunos compuestos dihidroxilados y sulfatados se
realizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en un cromatégrafo
Spectra Physics equipado con una bomba Spectra Series P100 y un inyector manual
Rheodyne. Los compuestos fueron detectados mediante un detector de indice de refraccién

Shodex RI-71 y un detector U.V. Micromeritics modelo 787. Las columnas utilizadas fueron:

e Bondclone C-18 (Phenomenex) tamafio de particula 10 um (longitud 30 cm x
7,8 mm d.i.) con precolumna Bondclone C-18 (Phenomenex) tamafo de particula 10

um (longitud 5 cm x 7,8 mm d.i.).
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e AQUA C-18 (Phenomenex) tamaio de particula 5 um (longitud 25 cm x 10 mm
d.i.) con precolumna Bondclone C-18 (Phenomenex) tamafio de particula 5 um

(longitud 5 cm x 10 mm d.i.).

Los solventes utilizados en todos los casos fueron calidad HPLC, filtrados al vacio antes
de su utilizacién y desgasificados. Se utilizaron soluciones acuosas con distintos porcentajes

de MeOH segun se especifica en cada caso.

Los solventes utilizados para las reacciones fueron de calidad “para analisis” o superior y

se purificaron segin métodos descriptos en bibliografia (Perrin y Amarego 1988)

Los microandlisis fueron realizados en un equipo EAIl Exeter Analytical, Inc. CE-440. Las

muestras para microanalisis fueron secadas en vacio durante 12 hs.

Las reacciones asistidas por microondas se llevaron a cabo en un equipo reactor CEM

Discover.

6.2 Sintesis de compuestos

Las secciones siguientes describen la preparacion de los compuestos sintetizados y de
todos los intermediarios de reaccidn y también la sintesis del reactivo sulfatante que

inicialmente se utilizé en este trabajo de tesis:
6.2.1 Sintesis del reactivo sulfatante trietilamina-trioxido de azafre SO3.N(CH,CH,),
CISO3H + 2(Et)3N —_— Et3N.SO3+ Et3N+C|'

A una solucion de trietilamina (21,1 ml) en 50 ml de diclorometano enfriada en bano de
hielo, se le agregd gota a gota una solucidon de dacido clorosulfénico (5 ml) en 25 ml de
diclorometano. Se dejo reaccionar durante 3 horas. El producto precipitd, se filtré con vacio
y lavé con agua hasta neutralidad de las aguas de lavado. Se obtuvo el complejo sulfatante

con un 67,4% de rendimiento. Pf: 90-919C (Lit. 91,5 2C, Beilstein y Wiegand 1883)
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6.2.2 Sintesis de esteroides polibidroxilados y sus analogos sulfatados (Capitulo II)

33-mesiloxicolest-5-eno (55)

HO MsO
Colesterol 55
Sobre una solucién de colesterol (3,8683 g, 10 mmol) y trietilamina (2,8 ml) en 70 ml de
metiletilcetona a 59C, se agregd gota a gota y durante 30 minutos cloruro de
metanosulfonilo (1,16 ml, 15 mmoles) en 30 ml de metiletilcetona. Se agité durante 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucion orgénica se lavd
sucesivamente con una solucién acuosa de NaCl 15%, una solucién saturada de NaHCO;3 y
una solucién acuosa de NaCl 15%. La fase orgdnica se secd sobre MgSO, anhidro y se
evapord el solvente a presion reducida para obtener 4,51 g de 3-mesiloxicolest-5-eno (55)

(97%).

RMN H y C: Ver anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,gHsoNOsS [M + NH4]™: 482,3662, encontrado
m/z = 482,3679.

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3050 (v C=C-H), 1665 (v C=C), 1465 (8,5 CH3), 1352 (8 CH3), 1177
(8; 0=5=0).

Punto de fusidn: 120 oC (acetona-H,0). (Lit. 118-119 2C, Sun y col. 2009)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo CH,Cl,. Rs: 0,68

3a,50-ciclocolestan-63-ol (56)

56 OH

Se agregaron 12,1 ml de una solucién acuosa de NaHCO3 50,8 % sobre una solucion del

mesil éster (55) (3,02 gr, 6,49 mmol) en 30 ml de metiletilcetona. Se agitd vigorosamente y
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se calentd a reflujo a 85-95 2C durante 7 horas. Luego, se agregd una mezcla de AcOEt y H,0
(1:1), la fase orgdnica se separd y se lavé con solucidén saturada de NaCl. Se secd sobre
MgSO, anhidro y se evapord el solvente a presion reducida. El producto de reaccién fue
purificado utilizando cromatografia flash en columna seca de silica gel. El producto fue
eluido utilizando una mezcla de ciclohexano/AcOEt (97:3) para dar 1,83 g de 3a,5a-

ciclocolestan-6[3-ol (56) (73 %)

RMN *H Yy 13¢: En anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HssNaO [M + Na]*: 409,3441, encontrado m/z=
409,3427

Microanadlisis: calculado para Cy;H460, %C: 83,87, %H: 11,99, %0: 4,14, encontrado: %C:
83,61, %H: 11,83

FT-IR: Vinay (film NaBr, cm™) 3431 (v O-H), 1493 (8.5 CHs), 1377 (85 CHs).
Punto de fusidn: 75-76 2C (acetona-H,0) (Lit. 74-75 2C, Wallis y col. 1937)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (98:2). Rs: 0,55

3a,50-ciclocolestan-6-ona (57)

56 OH 57

Se agreg6 gota a gota 4 ml de Reactivo de Jones (7 gr de CrOs en 40 ml de H,SO4 acuoso
al 75%) sobre una solucidn agitada y enfriada en bafio de hielo de 3a,5a-ciclocolestan-6[3-ol
(56) (1,83 g, 4,73 mmol) en 46 ml de metiletilcetona hasta que la solucidon permanecié de
color roja. Luego se agregd una solucién acuosa de NaHSO; diluido hasta que la solucién se
tornd de color verde. Posteriormente, la solucidn orgdnica se lavd sucesivamente con una
solucién acuosa de NaCl 15%, se secd sobre MgSO,4 anhidro y se evapord el solvente a
presion reducida. El producto de reaccion fue purificado por cromatografia flash en columna
seca de silica gel. El producto fue eluido utilizando una mezcla de ciclohexano/AcOEt (95:5)

para dar 1,36 g de 3a,5a-ciclocolestan-6-ona (57) (75 %)

RMN *H Yy 13¢C: En anexo.
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EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7H4sNaO [M + Na]*: 407,3284, encontrado m/z =
407,3283

Microanadlisis: calculado para Cy7H440, %C: 84,31, %H: 11,53, %0: 4,16, encontrado: %C:
84,51, %H: 11,36

FT-IR: viax (film NaBr, cm'l) 1679 (v C=0), 1443 (0,5 CH3), 1363 (05 CH5s)

Punto de fusidn: 96,5-97 2C (acetona-H,0) (Lit. 97 2C, Heilbron y col. 1938)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (8:2). Rf: 0,53

50-Colest-2-en-6-ona (45)

57 O 45

Se agreg6 acido p-toluensulfénico (146,7 mg) y NaBr (172,6 mg) a una solucién de 3a,5a-
ciclocolestan-6-ona (57) (1,31 g, 3,41 mmol) en 14 ml de DMF anhidra. La mezcla se agité y
calentdé a reflujo durante 4 horas. Luego, se agregaron 40 ml de AcOEt y 40 ml de agua a la
mezcla de reaccién enfriada. La fase organica se separd y se lavé con agua (3 x 40 ml). Se
secd sobre MgSO4 anhidro y se evapord el solvente a presién reducida. El producto de
reaccion fue purificado por cromatografia flash en columna seca de silica gel. El producto fue
eluido utilizando una mezcla de ciclohexano/AcOEt (96:4) para dar 1,04 g de 5a.-colest-2-en-

6-ona (45) (79 %)

RMN ‘H Yy 13C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7Ha:NaO [M + Na]*: 407,3284, encontrado m/z =
407,3286

Microanadlisis: calculado para Cy;H440, %C: 84,31, %H: 11,53, %0: 4,16, encontrado: %C:
84,37, %H: 11,61

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3025 (v C=C-H), 1710 (v C=0), 1657 (v C=C), 1459 (8,s CH3), 1380
(65 CH3)

Punto de fusién: 99,5-100,5 °C (acetona-H,0) (Lit. 101-102 °C, Kondo y col. 1983)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo tolueno/AcOEt (95:5). Rf: 0,78
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20,,30-Epoxi-50.-colestan-6-ona (63)

o)
45 (o) 63

Se mezcldé una solucion de 5a-colest-2-en-6-ona (45) (246 mg, 0,64 mmol) en 8,6 ml de
CH,Cl; con 9,8 ml de una solucién acuosa de Na,CO; 10%. La mezcla de reaccién se agitd
vigorosamente y se agregd acido m-cloroperbenzoico (359 mg, 2,08 mmol) en 3,7 ml de
CH,Cl, gota a gota a 5 2C. La mezcla se agitd durante 4 horas a 5 2C. Se separd la fase
organica y se lavo sucesivamente con una solucién acuosa de Na,SO3 5 %, solucién saturada
de NaHCO; y agua. La fase organica se secd sobre MgS0O,4 anhidro y se evaporé el solvente a
presion reducida. El producto de reaccién fue purificado por cromatografia flash en columna
seca de silica gel. El producto fue eluido utilizando una mezcla de ciclohexano/AcOEt (95:5)

para dar 169,2 mg de 2a,30-epoxi-5a-colestan-6-ona (63) (66 %)

RMN *H Yy 13¢: En anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HasNaO, [M + Na]*: 423,32335, encontrado
m/z =423,32413

Microanalisis: calculado para Cy7H440,-%H,0, %C: 79,16, %H: 11,07, %0: 9,77, encontrado:
%C: 78,88, %H: 10,71

FT-IR: Vimax (film NaBr, cm™) 1704 (v C=0), 1469 (8,5 CHs), 1382 (8 CHs), 1254 (vs C-O-C), 802
(Vas C'O'C).

Punto de fusién: 141-142 °C (acetona) (Lit. 141-142 °C, Shoppee y Summers 1952)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (7:3). Rf: 0,72

23,30.-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona (44)

HO

o)
HOY

63 O 44 O
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A una solucién del epéxido (63) (85,7 g, 0,21 mmol) en 4 ml de THF se agregé 0,20 ml de
una solucién acuosa de H,SO; 1IN. La mezcla se agité durante 24 horas a temperatura
ambiente. Se neutralizd con una solucién saturada de NaHCO; y se evaporé el solvente hasta
1/5 del volumen inicial. Se agregd agua y se extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). Las fases
organicas combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre MgS0O4 anhidro y se evaporo el
solvente a presion reducida. El producto de reaccién fue purificado por cromatografia en
columna de silica gel. El producto fue eluido utilizando una mezcla de CH,Cl,/MeQOH (95:5)

para dar 66,8 mg de 2[3,3a-dihidroxicolestan-6-ona (44) (76 %).

RMN 'H y 13¢C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para Cy7H4703 [M + H']: 419,3520, encontrado:m/z =
419,3517

Microanalisis: calculado para C,7H4603:%:H,0, %C: 75,83, %H: 11,07, %0: 13,10, encontrado:
%C: 75,72, %H: 11,07

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3431 (v O-H), 1690 (v C=0), 1450 (8,5 CHs)

Punto de fusidn: 181-182 2C (acetona-H-0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (2:8). Rf: 0,34

23,30.-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona disulfato (72)

HO NaO,SO
_
HO" NaO,SO"
4 O 72

Se agregd SO3.N(CHs); (36 mg, 0,26 mmol) a una solucién de 2f3,3a-dihidroxi-5a.-
colestan-6-ona (44) (14 mg, 0,033 mmol) en 0,45 ml de DMF. La reaccién se llevé a cabo en
un tubo sellado, con calentamiento en microondas. Se irradié durante 7 minutos a 150 ¢C
con agitacién. Se finalizd la reaccién por agregado de agua (0,5 ml) y luego, se evaporé el
solvente en un evaporador centrifugo. El producto de la reaccion fue eluido a través de una
columna de intercambio catidnico (forma sodio) con metanol. Se evaporé el solvente en un
evaporador centrifugo y se purificd utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
compuesto fue eluido utilizando una mezcla de CH,Cl,/MeOH (85:15) para obtener 14,9 mg

de 2[3,3a-dihidroxicolestan-6-ona-2,3-disulfato (72) (92 %).

~ 186 -



RMN 'Hy C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para Cy;H44NaOgS, [M — 2H + Na]: 599,23299,
encontrado m/z = 599,23265

FT-IR: Vmax (KBF, cm™) 1699 (v C=0), 1463(8,s CH3), 1382 (8, CH3), 1254 y 1221 (8, S=0)

Punto de fusidn: 184,5-185 2C (descompone)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,51

23,33-Dibhidroxi-5c.-colestan-6-ona (70)

HO HO,,
—>
+ .
HO HoO“
45 O 70 O 71 O

Se prepard una soluciéon del alqueno (45) (50 mg, 0,13 mmol) en 2 ml de t-butanol. Esta
solucion se agregd a una solucién de 181,7 mg de AD-mix- o, (composicion: 0,0016 moles de
(DQH),PHAL, 0,4988 moles de K,COs;, 0,4988 moles de K[Fe(CN)¢]s y 0,0007 moles de
K,0s04.2H,0, Aldrich) en 2 ml de agua. La mezcla se agitd durante algunos minutos a
temperatura ambiente hasta que se observd claramente la separacién de dos fases. Luego,
se agregd metanosulfonamida (12,5 mg, 0,13 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante
2 semanas a temperatura ambiente. Para finalizar la reaccidn, se enfrié la mezcla en bafio de
hielo y se agregaron 1,7 ml de una solucion saturada de NaHSOs. La suspensidn se agito
durante media hora y luego se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml), se juntaron los extractos
orgdnicos y se lavaron sucesivamente con una solucién acuosa de KOH 2N (3 x 5 ml) y agua.
Se secd la fase organica con Na,S0O,y se evapord el solvente a presion reducida. El producto
de reaccion se purificd por cromatografia en columna flash de silica gel y se eluyeron los
productos de la dihidroxilacién con ciclohexano/AcOEt (60:40 v/v). Se obtuvieron 35,4 mg de
2p3,3B-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (70) (65 %) y 19 mg de 2a,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona
(71) (35%)

Caracterizacion para el isémero 2[3,3B-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (70):

RMN 'H y 13¢C: En anexo.
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EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HssNaOs [M + Na']: 441,33392, encontrado:
m/z = 441,33216.

Microanadlisis: calculado para Cy7H4603.%2H,0, %C: 75,82, %H: 11,08, %0: 13,10, encontrado:
%C: 75,46, %C: 11,29

FT-IR: viax (film NaBr, cm'l) 3525, 3464 (v 0-H), 1696 (v C=0), 1454 (8,5 CHs), 1363 (&5 CH3)

Punto de fusidn: 203-204 2C (acetona-H,0) (Lit. 204-207 °C, Mori y col. 1967)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (2:8). Rf: 0,35

23,33-Dibhidroxi-5c.-colestan-6-ona disulfato (73)

HO Na0O,SO
—_—

HO NaO,;SO
70 O 73 O

Se agregd SO5.N(CHs); (25,7 mg, 0,19 mmol) a una solucion de 2[3,3B-dihidroxi-5a.-
colestan-6-ona (70) (10 mg, 0,024 mmol) en 0,35 ml de DMF. La reaccidn se llevé a cabo en
un tubo sellado, con calentamiento en microondas. Se irradié durante 7 minutos a 150 ¢C
con agitacion. Se finalizé la reaccién por agregado de agua (0,5 ml) y luego, se evaporé el
solvente en un evaporador centrifugo. El producto de la reaccion fue eluido a través de una
columna de intercambio catidnico (forma sodio) con metanol. Se evaporé el solvente en un
evaporador centrifugo y se purificd utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
compuesto fue eluido utilizando una mezcla de CH,Cl,/MeOH (85:15) para obtener 11,8 mg

de 2[3,3B-dihidroxicolestan-6-ona-2,3-disulfato (73) (79,4 %).

RMN Hy C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para C,7H44Na0sS, [M — Na]: 599,2330, encontrado:
m/z = 599,2355

ATR FT-IR: vihax (ZnSe cm'l) 1699 (v C=0), 1463(d,s CHs), 1376 (05 CHs), 1220 (banda ancha, &
S=0)

Punto de fusién: 210-215 oC (funde y descompone)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,48
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20,30-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona (71)

HO HO,,,

HO HO™
45 O 70 © 71

Se prepard una soluciéon del alqueno (45) (50 mg, 0,52 mmol) en 2 ml de t-butanol. Esta
solucion se agregd a una solucién de 732 mg de AD-mix- B (composicidn: 0,0016 moles de
(DHQD),PHAL, 0,4988 moles de K,COs3, 0,4988 moles de K[Fe(CN)¢]z y 0,0007 moles de
K20s04.2H,0, Aldrich) en 5,8 ml de agua. La mezcla se agitd durante algunos minutos a
temperatura ambiente hasta que se observd claramente la separacién de dos fases. Luego,
se agregd metanosulfonamida (49,3 mg, 0,51 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante
2 semanas a temperatura ambiente. Para finalizar la reaccidn, se enfrid la mezcla en bafio de
hielo y se agregaron 1,7 ml de una solucidn saturada de NaHSOs. La suspension se agitd
durante media hora y luego se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml), se juntaron los extractos
orgdnicos y se lavaron sucesivamente con una solucién acuosa de KOH 2N (3 x 5 ml) y agua.
Se secd la fase organica con Na,SO, y se evaporo el solvente a presion reducida. El producto
de reaccidon se purificé utilizando cromatografia en columna flash de silica gel y los
productos de la dihidroxilacion se eluyeron con ciclohexano/AcOEt (60:40 v/v). El solvente se
evapord a presion reducida y se obtuvieron 123,4 mg de 2a,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona
(71) (65 %) y 35,4 mg de 2[3,3B-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (70) (18,6 %). Se recuperaron 6

mg del alqueno 45 sin reaccionar.

Caracterizacion para el isdmero 2a,3a -dihidroxi-5a-colestan-6-ona (X):

RMN 'Hy C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HasNaOs [M + Na*]: 441,3339, encontrado m/z
=441,3323

Microanalisis: calculado para Cy7H4603.%2H,0, %C: 75,83, %H: 11,07, %0: 13,10, encontrado:
%C: 75,86, %H: 11,14

FT-IR: Vimax (film NaBr, cm™) 3348, 3523 (v O-H), 1710 (v C=0), 1463 (8,5 CH3), 1380 (8 CHs)

Punto de fusién: 199-200 oC (acetona-H,0) (Lit. 202-204 °C, Hazra y col. 2001)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (2:8). Rf: 0,40
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20,,30.-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona disulfato (74)

HO,, NaO;SO,,
—_—

HO™ NaO,SO"
71 O 74 O

Se agregd SO3.N(CHs); (25,7 mg, 0,19 mmol) a una solucidon de 2a,3a-dihidroxi-5a.-
colestan-6-ona (71) (10 mg, 0,024 mmol) en 0,35 ml DMF. La reaccién se llevé a cabo en un
tubo sellado, con calentamiento en microondas. Se irradié durante 7 minutos a 150 2C con
agitacion. Se finalizd la reaccidon por agregado de agua (0,5 ml) y luego, se evapord el
solvente en un evaporador centrifugo. El producto de la reaccion fue eluido a través de una
columna de intercambio catidnico (forma sodio) con metanol. Se evapord el solvente en un
evaporador centrifugo y se purificé utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
compuesto fue eluido con una mezcla de CH,Cl,/MeOH (85:15) para obtener 11,6 mg de

20,3a-dihidroxicolestan-6-ona-2,3-disulfato (74) (77,6%).

RMN *H Yy 13¢: En anexo.

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para Cy7Ha4NaOsS, [M — Na]: 599,2330,
encontrado:m/z = 599,2349

ATR FT-IR: Vinax (ZnSe cm®) 1702 (v C=0), 1463(8,s CHs), 1379 (8; CHs), 1218 banda ancha (8,
5=0)

Punto de fusidn: 195-208 2C (funde y descompone)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,51

23,30,63-Tribidroxi-50.-colestano (66)

HO HO

HO™ HO™
44 O 66 OH
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Tres alicuotas de 0,5 ml de una solucion de NaBH4 (4,5 mg/ml en metanol) se agregaron a
una solucién de 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona (44) (19,5 mg, 0,046 mmol) en 1,25 ml de
metanol a temperatura ambiente. Se dejo reaccionar durante 24 hs. Se acidificé el medio de
reaccion con una solucién acuosa de HCl 0,5M vy se agregd un exceso de metanol para
destruir y eliminar el exceso de NaBH4 en forma de B(OMe)s en el evaporador rotatorio. Se
agregd agua y se extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron
con agua, se secaron sobre MgS0O, anhidro y se evaporé el solvente a presién reducida. El
producto de reaccion fue purificado utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
producto fue eluido con una mezcla de ciclohexano/AcOEt (70:30) para dar 16,8 mg de

2PB,3a,6pB-trihidroxi-5a-colestano (66) (87 %).

RMN Hy C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HagNaO; [M + Na']: 443,3496, encontrado m/z
= 443,3479

Microanalisis: calculado para Cj;;Hs303.3/4 H,0, %C: 74,69, %H: 11,49, %0: 13,82,
encontrado: %C: 74,26, %H: 11,58

ATR FT-IR: viax (ZnSe cm’l) 3302 (v O-H), 1463 (d.s CHs), 1379 (&5 CHs).

Punto de fusién: >250 ¢C (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (1:9). Rf: 0,33

23,30.-Dibidroxicolest-5-eno disulfato (75)

HO Nao3soj:j;5jzg\/\(
e
HO™ NaO,SO"
66 OH 75

Se agregd SO;3.N(CHs); (52,6 mg, 0,38 mmol) a una solucién de 2f3,3a,6B-trihidroxi-5a.-
colestano (66) (7,8 mg, 0,019 mmol) en 0,4 ml DMF. La reaccion se llevd a cabo en un tubo
sellado, con calentamiento en microondas. Se irradié durante 7 minutos a 150 °C con
agitacion. Se finalizd la reaccidon por agregado de agua (0,5 ml) y luego, se evapord el
solvente en el evaporador centrifugo. Fue eluido el producto de la reaccién a través de una

columna de intercambio catidnico (forma sodio) con metanol. Se evapord el solvente en un
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evaporador centrifugo y se purificé utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
compuesto fue eluido utilizando una mezcla CH,Cl,/MeOH (85:15) para obtener 4,4 mg de

2B,3a-dihidroxicolest-5-eno disulfato (75) (34 %).

-Otra metodologia:

Na0,SO Nao3soj:j;5jz§\/\(
—>
NaO,SO" Na0,SO"
OH 75

77

Se agregaron lentamente 20 pyL de MsCl (0.258mmol) a una soluciéon de 77 (96 mg,
0.154mmol) en 325 plL de piridina enfriada a 5 2C y se dejé la reaccionar durante 24 h a
temperatura ambiente. A la solucion obtenida se la agregd H,0, se lavd con AcOEt, y se pasd
a través de una columna de Amberlite CG-120 (forma sddica) con MeOH. Finalmente, se
evaporé el solvente a presidon reducida. El sélido obtenido se purificd con una columna
cromatografica de silica gel, eluido con CH,Cl,/MeOH (90:10 v/v) para obtener 90,6 mg de
2p3,3a-dihidroxicolest-5-eno disulfato (75) (97 %).

RMN 'H y 13¢C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para Cy7HssNaOgS, [M — Na]: 583,2381,
encontrado:m/z = 583,2361

ATR FT-IR: Vimax (KBr, cm™) 1467(8,s CH3), 1377 (85 CHs), 1236 broad band (8, S=0)

Punto de fusion: > 250°C

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,55

23, 3o, 6[B-Tribidroxi-5c-colestano-2,3-disulfato (77)

Na0;SO Na0,SO

NaO,SO" NaO,SO"
72 O 77 OH
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Se agregaron 7 mg de NaBH, a una solucién del compuesto 23,3a-dihidroxi-5a-colestan-
6-ona-2f3,3a-disulfato (72) (8,6 mg, 0,014 mmol) en 0,4 ml de metanol a temperatura
ambiente y dos horas después, se agregaron 7 mg mas del reductor. La reaccion finalizé a las
4 horas. Se acidificod levemente el medio de reaccién con una solucién acuosa de HCI 0,5M vy
se agregd un exceso de metanol para destruir y eliminar el exceso de NaBH, en forma de
B(OMe)s en el evaporador rotatorio. Se agregd agua y se extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). Las
fases organicas combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre MgSO,4 anhidro y se
evaporé el solvente a presién reducida. El producto de reaccion fue purificado utilizando
cartucho de silica gel, fase normal. El producto fue eluido utilizando una mezcla de
CH,Cl,/MeOH (85:15) para dar 8,4 mg de 2[3,3a,6pB-trihidroxi-50.-colestano-2f3,3a-disulfato
(77) (97%).

RMN 'H y 13¢C: En anexo.

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para Cy7H4NaOgS, [M — Na]: 601,2486, encontrado
m/z =601,2486

ATR FT-IR: Vinax (ZnSe cm™®) 3317(v O-H), 1462 (8,5 CH3), 1373 (85 CHs), 1212 (banda ancha, &,
0=5=0).

Punto de fusién: >250 2C (descompone) (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,48

23, 30, 6P-Trihidroxi-50i-colestano trisulfato (76)

NaO,SO NaO,SO
—_—>

NaO,SO" NaO,SO"
+7 OH 76 OSO;Na

Se agregd SO3.N(CHs); (13,5 mg, 0,097 mmol) a una solucion de 2[3,3a,6p3-trihidroxi-5a-
colestano-2f3,3a-disulfato (77) (12,5 mg, 0,020 mmol) en 0,25 ml DMF. La reaccidn se llevd a
cabo en un tubo sellado, con calentamiento en microondas. Se irradié durante una hora a 60
oC con agitacion. Se finalizé la reaccién por agregado de agua (0,5 ml) y luego, se evaporé el
solvente en un evaporador centrifugo. El producto de la reaccion fue eluido a través de una

columna de intercambio catidnico (forma sodio) con metanol. Se evaporé el solvente en un
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evaporador centrifugo y se purificé utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
compuesto fue eluido con una mezcla de CH,Cl,/MeOH (80:20) para dar 12,5 mg de
2p3,3a,6B-dihidroxicolestano-23,3a,6p -trisulfato (76) (88 %).

RMN *Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para Cy7H4sNa»01,S3 [M — Na]: 703,1874, encontrado
m/z =703,1894.

ATR FT-IR: Vihax (ZnSe cm'l) 1463(04s CHs), 1382 (85 CHs), 1203 broad band (85 S=0).

Punto de fusién: >2502C (comienza a descomponer a 852C)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,46

23, 3a-Dihidroxi-5[3-colestan-6-ona (67)

4 O 67 O

Se agregaron pequefias porciones de sodio a una solucidn de 2f3,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona (44) (8,1 mg, 0,019 mmol) en 1,7 ml de etanol a reflujo. Los agregados se
realizaron hasta que por CCD se observé que el diol 44 habia reaccionado completamente.
Luego se agregaron 10 ml de una solucion acuosa de NaCl 15% y se extrajo con AcOEt (3 x 10
ml). Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre MgSO4 anhidro y
se evaporo6 el solvente a presion reducida. El producto de reaccién fue purificado utilizando
un cartucho de silica gel, fase normal. El producto fue eluido con una mezcla de

ciclohexano/AcOEt (60:40) para dar 8 mg de 2f3,3a-dihidroxi-53-colestano (67) (81,5%).

RMN *Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HasNaOs [M + Na®]: 441,3339, encontrado m/z
=441,3340

Microanalisis: Calculado para Cy7H4603. 1/4 H,0, %C: 76,64, %H: 11,07, %O: 12,29.
Encontrado, %C: 76,38, %H: 10,58

ATR FT-IR: Vpax (ZnSe cm™) 3454, 3376(v O-H), 1690 (v C=0), 1457 (3.5 CHs), 1376 (8, CHs).
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Punto de fusién: 157-158 oC (acetona-H,0).

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (1:9). Rf: 0,33

50-Colest-2-en-60.-ol (68)

45 O 68 OH

Se agregaron pequeias porciones de sodio sobre una soluciéon de 5a-colest-2-en-6-ona
(45) (79,9 mg, 0,21 mmol) en 16,5 ml de n-propanol a reflujo. Los agregados se realizaron
hasta que por CCD se observé que el alqueno 45 habia reaccionado completamente. Luego
se agregaron 10 ml de una solucién acuosa de NaCl 15% y se extrajo con AcOEt (3 x 20 ml).
Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre MgSO4 anhidro y se
evaporé el solvente a presion reducida. El producto de reaccion fue purificado por
cromatografia flash en columna seca de silica gel. El producto fue eluido utilizando una

mezcla de ciclohexano/AcOEt (98:2) para dar 72,3 mg de 5a.-colest-2-en-6a.-ol (68) (90 %).

RMN 'H y 3¢: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HsgNaO [M + Na]': 409,3441, encontrado m/z =
409,3442.

Microanadlisis: calculado para C,7H460, %C: 83,87, %H: 11,99, %0: 4,14. Encontrado, %C:
83,50, %H: 12,27.

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3270 (v O-H), 3017 (v C=C-H), 1468 (3,5 CH3), 1382 (85 CH).

Punto de fusién: 120-121 2C (acetona-H,0) (119-121 °C, Thompson y col. 1970)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (8:2). Rf: 0,54
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20, 3o-Epoxi-50.-colestan-6ci-ol (69)

O:?g\/\( oxziigjg\/\(
68 OH 69 OH

Se mezcld una solucion de 5a-colest-2-en-6a-ol (68) (51,2 mg, 0,13 mmol) en 1,8 ml de
CH,Cl; con 2,02 ml de una solucién acuosa de Na,CO3 10%. La mezcla de reaccidén se agitd
vigorosamente y se agregd acido m-cloroperbenzoico (74,3 mg, 0,43 mmol) en 0,8 ml de
CH,Cl,, gota a gota a 5 2C. La mezcla se agitéd durante 4 horas a temperatura ambiente.
Luego, se extrajo el producto de reaccion con CH,Cl; (3 x 10 ml). Se juntaron los extractos
organicos y se lavaron sucesivamente con una solucién acuosa de Na,SOs; 5%, solucién
saturada de NaHCOs y agua. Se secd sobre MgS0O,4anhidro y se evapord el solvente a presidn
reducida. El producto de reaccion fue purificado utilizando un cartucho de silica gel, fase
normal. El producto fue eluido con una mezcla de ciclohexano/AcOEt (9:1) para dar 37,2 mg

de 2a,3a-epoxi-5a-colestan-6-ona (69) (71 %).

RMN 'Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) Calculado para Cy7H4NaO, [M + Na]*: 425,3390, encontrado m/z
=425,3396.

FT-IR: Vimax (film NaBr, cm™) 3406 (v O-H), 1469 (8, CHs), 1377 (85 CHs), 1255 (vs C-O-C), 808
(Vas C'O'C).

Punto de fusidn: no se pudo medir ya que se obtuvo en forma de jarabe incoloro.

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (6:4). Rf: 0,43

203, 30, 6a-Trihidroxi-5a-colestano (43)

HO
o —

HO™
6o OH 43 OH
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Una solucién del epdxido 69 (34,8 mg, 0,086 mmol) se traté con 0,05 ml de una solucién
acuosa de H,SO4 1IN en 1,77 ml de THF. La mezcla se agitd durante 24 horas a temperatura
ambiente. Se neutralizd con una solucidén saturada de NaHCOs y se evaporé el solvente hasta
1/5 del volumen inicial. Se agregd agua y se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml). Las fases organicas
combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre MgSO,4 anhidro y se evapord el solvente a
presion reducida. El producto de reaccion fue purificado utilizando un cartucho de silica gel,
fase normal. El producto fue eluido con una mezcla de ciclohexano/AcOEt (4:6) para dar 35,6

mg de 23,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano (43) (98 %).

RMN 'H y 3¢: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HagNaO3 [M + Na']: 443,34957, encontrado m/z
=443,34941

Microanalisis: Calculado para Cy;H4803, %C: 77,09, %H: 11,50, %0: 11,41. Encontrado, %C:
77,34, %H: 11,95.

FT-IR: Viay (film NaBr, cm'l) 3262 (v O-H), 1460 (8,5 CHs), 1377 (&5 CH3).
Punto de fusidn: 249-2502C (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (2:8). Rf: 0,24

203, 3o, 6a-Tribidroxi-5ci-colestano trisulfato (24)

—_—>
HO™ v NaO,SO"
43 OH

24 éSO3Na

Se agregd SOs3.N(CHs); (23,8 mg, 0,17 mmol) a una solucién de 2[3,3a,6a-trihidroxi-5a.-
colestano (43) (7,2mg, 0,017 mmol) en 0,61 ml de DMF. La reaccion se llevo a cabo en un
tubo sellado, con calentamiento en microondas. Se irradié durante 9 minutos a 150 2C con
agitacion. Se finalizd la reaccidon por agregado de agua (0,5 ml) y luego, se evaporé el
solvente en un evaporador centrifugo. El producto de la reaccion fue eluido a través de una
columna de intercambio catidénico (forma sodio) con metanol. Se evaporé el solvente en un
evaporador centrifugo y se purificé utilizando un cartucho de silica gel, fase normal. El
compuesto fue eluido utilizando una mezcla CH,Cl,/MeOH (85:15) para obtener 9,4 mg de

23,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24) (76 %).
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RMN ‘Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para C,;Hs5Na>01,S3 [M — Na]': 703,1874, encontrado
m/z =703,1865.

ATR FT-IR: Vinax (ZnSe cm'l) 1485 (8,5 CHs), 1380 (85 CHs), 1210 broad band (ds S=0).

Punto de fusidn: 189-192 2C (funde y descompone).

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,41

6.2.3 Sintesis de oximas esteroidales (Capitulo 3)

Procedimiento general para la sintesis de oximas:

A una solucidn del esteroide (0,10 mmol) en etanol 95% (4,95 ml) se agregd clorhidrato
de hidroxilamina (10,9 mg) y acetato de sodio (16,5 mg). Se dejé reaccionar con agitacion a
temperatura ambiente hasta que por CCD no se observé compuesto carbonilico. Se evapord
el solvente en un evaporador centrifugo y se purificé utilizando un cartucho de silica gel, fase

normal.

6 £~Hidroximino-50.-colest-2-eno (90)

45 O 90 Nl\OH
Masa de esteroide de partida (compuesto 45): 50 mg; 0,13 mmoles
% Rto: 98%

RMN *Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7H4NO [M + H']: 400,3574, encontrado; m/z =
400,3575

Microanalisis: Calculado para Cy7HsNO, %C: 81,14, %H: 11,35, %0O: 4,00, %N: 3,50.
Encontrado, %C: 80,70, %H: 11,40., %N: 3,88

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3278 (v O-H), 1470 (8,5 CH3), 1383 (85 CH3), 1666 (v C=N).
Punto de fusién: 191-192 oC (acetona-H,0) (Lit. 187,5-190 °C, Dodson y Riegel 1948)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo ciclohexano/AcOEt (9:1). Rs: 0,57
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23,30.-Dibidroxi-6 £-hidroximino-5a.-colestano (93)

HO HO

HO™ HOY i
44 O 93 N‘OH

Masa de esteroide de partida (compuesto 44): 11 mg; 0,036 mmoles
% Rto: 90,5%
RMN ‘Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7H4gNO3 [M + H]*: 434,3629, encontrado m/z =
434,3608

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3364 (v O-H), 1455 (3, CHs), 1374 (85 CHs), 1723 (v C=N).

Punto de fusidn: 230 2C descompone y funde (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo AcOEt. Rf: 0,35

23,30.-Dibidroxi-6 £-hidroximino-5c.-colestano-2,3-disulfato (94)

NaO,SO NaO,SO
_—
NaO,SO" NaO,SO" i
72 O 94 N\OH

Masa de esteroide de partida (compuesto 72): 28,6 mg; 0,045 mmoles
% Rto: 98%
RMN 'H y 3¢: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo negativo) calculado para C,7H4sNNaOgS, [M - Na]: 614,2439, encontrado
m/z=614,2421

FT-IR: Vinax (KBr, cm™) 3448 (v O-H), 1402 (8, CHs), 1652 (v C=N), 1227 (5, S=0).

Punto de fusidn: 210°2C comienza a descomponer. Funde a uma temperatura mayor de 250
oC (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo n-BuOH/AcOH/AcOEt (12:3:5). Rf:
0,52
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23,3 3-Dibidroxi-6 £-hidroximino5a.-colestano (91)

HO HO

HO HO i
N
70 O 91 NSon

Masa de esterdide (compuesto 70): 4,3 mg; 0,045 mmoles
% Rto: 96%
RMN *Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7H4gNO3 [M + H]*: 434,3629, encontrado m/z =
434,3626.

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3376 (v O-H), 1463 (3, CHs), 1374 (85 CHs), 1651 (v C=N).

Punto de fusidn: 190 2C comienza a descomponer. 210 2C comienza a fundir. (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo AcOEt. Rf: 0,30

20,3 0.-Dibidroxi-6 £-bidroximino-5c.-colestano (92)

HO,, HO,,

HO™ HO™ i
N
71 ©O 92 Nigy

Masa de esteroide de partida (compuesto 71): 5,2 mg; 0,012 mmoles

% Rto: 98% de La mezcla de isémeros E y Z (relacion 98,3:1,7 calculado por RMN lH). Por
recristalizacion se obtuvo El isémero E puro.

RMN *Hy C: En el anexo, pagina X

EMAR-ESI: (modo positivo) calculado para C,7HagNO3 [M + H]": 434,3629, encontrado m/z =
434,3627

FT-IR: Vmax (film NaBr, cm™) 3322 (v O-H), 3342 (v O-H), 1454 (8,5 CHs), 1374 (8 CH3), 1657 (v
C=N).

Punto de fusién: 200 2C comienza a descomponer. 225-228 2C funde (acetona-H,0)

Control por CCD: Soporte silica gel. Solvente de desarrollo AcOEt. Rf: 0,39

-200 -



6.3 Ensayos biologicos:

6.3.1 Ensayos de actividad citotoxica (Capitulo 3)

Para los ensayos de actividad bioldgica, se utilizaron dos lineas celulares tumorales con

distinta sensibilidad a andrdgenos:

-PC3: linea establecida a partir de metastasis de médula dsea, proveniente de
adenocarcinoma de prostata humano. No expresa receptor de andrégenos. Esta linea se

utilizé como modelo del fenotipo andrégeno independiente.

-LNCaP: proveniente de adenocarcinoma de préstata humano, respondedor a
andrégenos, de un paciente con diagndstico confirmado de metdstasis de prdstata. Expresa
receptor de andrégenos. Esta linea se utiliz6 como modelo de fenotipo andrégeno

dependiente.

Ambas lineas se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD,
USA). La células crecieron en forma de monocapa hasta confluencia, cultivadas en medio
RPMI-1640 con un suplemento de 10% de suero fetal bovino (SFB), 1% de
penicilina/estreptomicina y 25 mM de buffer HEPES (EMEVE Medios, Lab MicroVet SRL,
CABA, Argentina) a 372C en una incubadora con 5% CO,.

Citotoxicidad sobre celulas tumorales:

Se determind la citotoxicidad de las células utilizando en ensayo de MTS para células

vivientes.

Se sembraron, 1 x 10* células LNCaP 6 7 x 10® células PC3 en 100 pL en medio de cultivo
celular, en cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos. Luego de 24 horas de incubacion, el
medio fue removido y las células se trataron con distintas concentraciones los esteroides
(por triplicado) diluidos en medio RPMI-1640 sin SFB. Se utilizaron pocillos con medio sin
suero como control negativo. Las células con los distintos tratamientos se incubaron durante

24 horas, en estufa a 37 °C en atmdsfera de 5% CO..

Al cabo de ese tiempo, la viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo
colorimétrico del MTS utilizando el kit Cell Titer 96 AQueous One Solution Proliferation Assay
Sistem (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Rapidamente, se agregaron 20

pl de reactivo MTS a cada pocillo, y las células se incubaron durante 1 hora a 37 °C.
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Finalmente, se midié la absorbancia a 490 nm utilizando un lector de microplatos (Devices).
Los datos fueron procesados con el programa Origin Pro 8, de manera de obtener gréaficos de
Absorbancia vs Concentracion, relativizando los resultados al control (tomandolo como
100% de células vivas). Luego, se calculd la concentracion inhibitoria 50% (CCsp) definida

como la dosis del compuesto para reducir el nUmero de células viables en un 50%.
6.3.2 Ensayos de actividad antiviral (Capitulo 4)

En el capitulo 4 se estudié la actividad antiviral de los esteroides polihidroxilados y sus
andlogos sulfatados contra tres virus patégenos en humanos: virus herpes simplex tipo 1

(HSV-1), virus Junin (JV) y virus dengue (DENV-2). Las cepas utilizadas fueron las siguientes:
-HSV-1 (cepa F) obtenidas de la American Type Culture Collection (Rockville, USA)

-JV (cepa IV 5545) obtenidas del Instituto de Virologia, Universidad de Cdrdoba,

Argentina.

-DENV-2 (cepa NG) obtenidas del Instituto Nacional de Enfermedades Virales Humanas

Dr. J. Maiztegui (INEVH), Pergamino, Argentina.

Los ensayos se realizaron sobre monocapas de células Vero (células epiteliales de rifién
de mono verde africano Chlorocebus sp.) crecidas en microplacas de 24 pocillos en medio de
cultivo Medio Esencial Minimo de Eagle (MEM) conteniendo 5% de suero bovino. El medio
de mantenimiento (MM) consiste en MEM con 1,5% de suero bovino. Los stocks de HSV-1,

JV y DENV se obtuvieron y titularon empleando células Vero.

Se prepararon soluciones stock de los compuestos ensayados de concentracion 10
mg/ml en DMSO vy se esterilizaron por filtracion. Las soluciones fueron conservadas a -202C

hasta el momento del ensayo.

6.3.2.1 Citotoxicidad sobre celulas Vero

Se determiné la citotoxidad utilizando el ensayo colorimétrico con MTT (bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol; Sigma-Aldrich). Se incubaron monocapas de
células Vero con diferentes concentraciones de los esteroides por triplicado en una
microplaca de 96 pocillos. Luego de una incubacién de 48 hs a 372C se agregan 10 plL (5
mg/ml) de MTT a cada pocillo. Se incubaron durante 2 hs a 372C y se removid el
sobrenadante. Posteriormente se agregd 200 uL de etanol en cada pocillo para solubilizar los

cristales de formazan. Luego de agitacidn vigorosa, se midié la absorbancia en un lector de
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microplatos a 595 nm. Las concentraciones utilizadas en los ensayos de actividad antiviral y
virucida estan por debajo de la concentracién citotdxica 50 (CCsp) definida como la dosis del

compuesto que reduce el numero de células viables en un 50%.

Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

6.3.2.2 Ensayo de actividad antiviral

Se evalud por disminucion del nimero de placas virales. Se infectaron monocapas de
células Vero crecidas en microplaca de 24 pocillos con aproximadamente 50 unidades
formadoras de placa (UFP) de virus, en ausencia o presencia de diferentes concentraciones
de los compuestos ensayados. Luego de 1 hora de adsorcion, el indculo residual se
reemplazé por MM conteniendo un 0,7% de metilcelulosa en concentracién final y la
correspondiente dosis de compuesto. Luego de 48 hs para HSV y 6 dias para JV y DENV, la
concentracién inhibitoria 50 (ICso) fue calculada como la concentracién del compuesto

requerida para reducir el nimero de placas en un 50%.

Todas las determinaciones fueron realizadas dos veces y por duplicado.

6.3.2.3 Ensayo de actividad virucida

Se incubd una suspensién de 4 x 10° PFU de cada virus con un volumen equivalente de
MM en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de los compuestos ensayados,
durante 1 hora a 379C. Luego, las muestras fueron diluidas en MM frio para determinar el

virus remanente mediante formacién de placas.

El farmaco debe ser diluido al menos 100 veces para evaluar que la reduccién de titulo

solo sea debido a la inactivacion del viridn en el sistema libre de células.

La concentracién virucida 50 (VCsp) fue calculada como la concentraciéon del compuesto

requerida para inactivar los viriones en un 50%.

6.3.2.4 Mecanismo de accion

Estudio del modo de accidn, a fin de establecer la etapa del ciclo de multiplicacién viral
que es bloqueada por los compuestos. Para ello, los compuestos serdn agregados siguiendo
tres modalidades diferentes: 1) presentes durante todo el ensayo 2) durante la adsorcién

solamente o 3) después de la adsorcidn.
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Se infectaron monocapas de células Vero con 50 UFP de HSV-1 (F) aplicando 4

tratamientos diferentes:

-Tratamiento 1: Las células fueron infectadas en presencia de los compuestos y luego de

1 hora de adsorcion a 4 °C los mismos fueron removidos junto al virus no adsorbido. Las
monocapas se cubrieron con medio de plagueo (MP) conteniendo la misma concentracion

de compuesto empleada en la adsorcidn.

-Tratamiento 2: Los compuestos estuvieron presentes solamente en la adsorcién, ya que

luego se agregd MP sin los compuestos.

-Tratamiento 3: Se infectaron las monocapas celulares en ausencia de los compuestos,

los cuales fueron agregados luego de la adsorcidn junto con el MP.

-Tratamiento Control: Los compuestos estuvieron ausentes tanto en la adsorcidn como

en el MP.

En todos los casos, luego de la adsorcidn, los cultivos fueron incubados por 48 horas a 37
°C en estufa con 4 % de CO,. Transcurrido el tiempo de incubacién, se determind el

porcentaje de inhibicién respecto del control.
6.3.3 Ensayos de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (Capitulo 5)

En el capitulo 5 se midié la actividad de inhibicion de la ACE (de la anguila eléctrica
Torpedo californica, SIGMA) in vitro mediante el método espectrofotométrico desarrollado

por Ellman (Ellmany col. 1961) con pequefias modificaciones (Lépez y col. 2002).

Para el ensayo se mezclaron 300 pL de la solucion de la enzima y 300 plL de la solucién
del esteroide en un tubo de ensayo y se incubdé durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se agregaron 600 pL de una solucion acuosa del sustrato de la enzima
(acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB, Sigma) 0,5 mM, ioduro de acetiltiocolina (ATCI,
Sigma) 0,6 mM, Na,HPO,40,1 M, pH 7,5) y se midid la absorbancia en un espectrofotémetro
JASCO V-630BIO a 405 nm durante 180 segundos a 27 2Cy se calculd la actividad enzimatica.
Los ensayos se realizaron por triplicad y, posteriormente, los valores de ICsq fueron

determinados utilizando el programa GraphPad Prism 5.

Se utilizd eserina (99%, Sigma) como inhibidor de referencia de la ACE.
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-Solucién de la enzima: Una suspension de 5 U/ml de la enzima liofilizada en buffer A
(K;HPO4 8 mM, NaH,P0O4 2,3 mM) se diluyd con buffer B (K;HPO4 8 mM, NaH,PO4 2,3 mM,
NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%, pH 7,6) hasta obtener una solucién de la enzima de 0,126
u/mL.

-Solucidn del esteroide: Los esteroides ensayados fueron disueltos en buffer B, algunos

de ellos requirieron 2,5% de metanol como cosolvente.
6.3.3.1 Determinacion grafica del tipo de inhibicion

La reaccion colorimétrica de Ellman se llevé a cabo a 3 concentraciones fijas (0, 52 y 104
uM) del inhibidor (compuesto 72). En cada caso se midid la velocidad inicial, variando la
concentraciéon del sustrato (ioduro de acetiltiocolina, S) de la enzima y se graficé la inversa
de la velocidad inicial (1/v) en funcién de la reciproca de la concentracién del sustrato ([S]).

Los graficos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 5.
6.3.4 Epsayos de inhibicion de la enzima butirilcolinesterasa (Capitulo 5)

Se midié in vitro la actividad de inhibicién de la BCE (de suero de caballo, MP
Biomedicals) utilizando el mismo procedimiento que el descripto para la ACE, variando sélo
las concentraciones para la enzima y el tiempo de incubacidn de la enzima con las muestras
esteroidales. En el ensayo se mezclaron 300 uL de la solucion de la enzima y 300 uL de la
solucion del esteroide en un tubo de ensayo y se incubd durante 120 minutos a temperatura

ambiente. El procedimiento continla como se describe en la seccidén anterior.

-Solucién de la enzima: Una suspension de 3 U/ml de la enzima liofilizada en buffer A
(K;HPO4 8 mM, NaH,P0O4 2,3 mM) se diluyd con buffer B (K;HPO4 8 mM, NaH,PO4 2,3 mM,
NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%, pH 7,6) hasta obtener una solucién de la enzima de 0,06
U/mL.

-Solucién del esteroide: Los esteroides fueron disueltos en buffer B, algunos de ellos

requirieron 2,5 % de metanol como cosolvente.

6.4 Modelado Molecular (Capitulo 5)

6.4.1 Docking Molecular

La enzima utilizada en las simulaciones fue la estructura cristalografica de la ACE de

Torpedo califérnica complejada con acetilcolina (entrada 2ACE de la base de datos Protein
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Data Bank DOI:10.2210/pdb2ace/pdb, Reves y col. 1997). Tanto la 2B,3a-dihidroxi-5a-
colestan-6-ona (44) y su analogo disulfatado (72) fueron optimizados mediante una primera
aproximacion utilizando el método semiempirico AM1 (Dewar y col. 1985) y luego utilizando
el método ab initio de Hartree-Fock utilizando la base 6-31+G(d) (Roothaan 1951) ambos
incorporados en el programa Gaussian 03 (Frisch y col. 2004). Las cargas del compuesto

disulfatado se realizaron mediante el calculo cargas RESP (Cornell y col 1993)

Los cdlculos computacionales de docking fueron llevados a cabo utilizando el programa
AutoDock 4.2 (The Scripps Research Institute, Department of Molecular Biology, MB-5, La
Jolla, CA, 2007). Se utilizé el programa AutoDock Tools para preparar, iniciar y analizar los

resultados de docking.

El espacio de simulacién fue determinado por una caja de dimensiones 21,28 A x 31,24 A
x 20,37 A que incluye el sitio activo y periférico de la ACE. Para disminuir el tiempo de célculo
en el Autodock, el programa auxiliar AutoGrid 4 es el encargado de hacer un pre-calculo de
energia dentro del espacio de simulacién. Este programa mide la energia de interaccién
entre una sonda y la macromolécula en puntos equidistantes espaciados por 0,375 A, lo que
determina una grilla tridimensional. Las sondas utilizadas varian segun los diferentes tipos
de atomos presente en los ligandos. Por lo tanto, se generan tantas grillas como tipos
atémicos presentes en el ligando. Finalmente, estos mapas de interacciéon son los que
utilizard AutoDock para determinar la energia total de interaccion entre la enzima vy el
ligando durante la evaluacién de Docking. El programa Autodock 4.2 utiliza un campo de
fuerza empirico que fue calibrado utilizando 188 complejos enzima-ligando. Incluye un
potencial de interaccion por fuerzas de dispersion, enlaces de hidrégeno, potencial
electrostatico, potencial de desolvatacion y un término asociado a la pérdida de entropia

torsional al formarse el complejo enzima-ligando (Huey y col. 2007).

Durante el estudio de docking, se permitid rotar libremente aquellos enlaces que no

presentan restricciones rotacionales con excepcion de los de la cadena lateral.

En cada evaluacion de docking, la posicidn inicial del esteroide fue al azar. Se realizaron
256 evaluaciones de docking con ambos esteroides, las cuales generaron 256 conférmeros
utilizando el algoritmo genético lamarkiano como algoritmo de busqueda. Los parametros
utilizados en el algoritmo fueron los establecidos por default en el programa AutoDock 4.0
(poblacién inicial de 150, posicién y conformacién inicial al azar, translaciones de a 2 A,

velocidad de mutacion de 0,02, velocidad de entrecruzamiento de 0,8, velocidad de
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busqueda local de 0,6 y 2,500,000 evaluaciones de energia). Los 256 conférmeros obtenidos
de las 256 evaluaciones, fueron agruparon de acuerdo a la desviacidn de la raiz cuadratica
media de los residuos (RMSD) respecto del conformero mds estable dentro del cluster. El
orden obtenido para los diferentes clusters se determind de acuerdo a la energia del

conférmero mas estable dentro de cada grupo.

6.4.2 Dinpamica Molecular

La enzima utilizada en las simulaciones fue la estructura cristalografica de la ACE de
Torpedo californica complejada con acetilcolina (entrada 2ACE de la base de datos Protein

Data Bank DOI:10.2210/pdb2ace/pdb, Reves y col. 1997).

Las estructuras de partida se introdujeron en una caja octaédrica de moléculas de agua
TIP3P pre-equilibrada (Jorgensen y col. 1983). Todas las simulaciones se realizaron a presién
y temperatura constante (1 atm y 300 K, respectivamente) que se ajustaron haciendo uso
del barostato y termostato de Berendsen implementado en Amber, y utilizando condiciones
periddicas de contorno. Se empled un radio de corte de 9 A para la etapa de optimizacién y

de 12 A para las etapas de equilibracién y simulacién, a temperatura constante.

Se utilizdo el campo de fuerza parm99 (Hornak y col. 2006) para los residuos de la
proteina y los ligandos, junto con el algoritmo SHAKE (Ryckaert y col. 1977) para mantener
las distancias de los enlaces que involucran atomos de hidrégenos a las longitudes de
equilibrio. El intervalo de tiempo utilizado para la integracién de las ecuaciones de Newton

fue de 2 fs.

Todas las simulaciones se llevaron a cabo con el médulo PMEMD perteneciente al
programa AMBER9 (Wang y col. 2006). Los protocolos para equilibrar los sistemas
consistieron en una primera optimizacion de la estructura inicial seguido de un
calentamiento lento hasta la temperatura deseada (300 K) y, posteriormente, se realizaron

una serie de simulaciones de 50 ns en presencia de los diferentes ligandos.

6.4.2.1 Taneles y canales

Para verificar la existencia de la entrada lateral, se realizd6 un estudio de ILS (Implicit
ligand sampling, Cohen y col. 2006), el cual permite determinar la presencia de cavidades y
tuneles. Para ello se generd una grilla tridimensional que abarca la enzima completa con una

resolucion de 0,5 A. Se utilizd6 una molécula de O, como sonda y se probaron 20
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orientaciones diferentes por cada punto de la grilla. La energia libre de cada punto de la
grilla se calculé en base a las 2000 fotos tomadas a partir del quinto nanosegundo (5 ns),
tomado como periodo de relajacién del sistema, cada 20 ps. Las isosuperficies obtenidas de
perturbaciones de hasta 2 Kcal/mol que la sonda de O, generd en el sistema, permitieron

identificar los tuneles dentro de la enzima.
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23,301,601~ Tribidroxi-501-colestano trisulfato (24) (DMSO-ds)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
la 1,88
1 37,54
1B 1,14
20 4,45 sa --- 72,39
3B 4,37 sa - 72,29
4o 1,36
4 23,73
4B 1,94
5 S5a 1,31 --- --- 43,82
6P 3,32 dt 3,5; 10,7 73,97
70 0,80
7 38,94
7B 2,14 m
8 8B 1,33 33,40
9 9a, 0,59 54,14
10 --- - - - 35,88
1lla 1,17 --- ---
11 20,39
11B 1,42 m
120 1,08
12 39,54
123 1,93
13 --- --- --- --- 42,17
14 140 1,02 --- --- 55,92
15a 1,51 --- ---
15 23,84
158 1,01
16a 1,78 m ---
16 27,29
16p 1,20
17 17a 1,07 --- --- 55,57
18 18 0,62 S - 11,86
19 19 0,87 S --- 14,68
20 20 1,33 - - 35,18
21 21 0,88 d 6,6 18,50
22 22 0,97;1,30 35,62
23 23 1,13;1,30 --- --- 23,24
24 24 1,09; 1,14 --- --- 38,80
25 25 1,51 --- --- 27,39
26 26 0,84 d 6,6 22,42
27 27 0,84 d 6,7 22,69
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23,30.,60-Tribidroxi-50i-colestano (43) (CDCl;+CDs0D =~4:1)

Carbono 4 & H multiplicidad J i 5 B¢
1o 1,65
1 40,37
1B 1,40
20 3,76 sa --- 70,47
3 3B 3,79 sa 69,93
40, 1,85 da 14,2
4 25,40
4B 1,70 m
5 50 1,37 45,92
6B 3,33 dt 4,5;11,0 69,29
7o 0,83
7 41,73
7B 1,93
8 8p 1,41 34,02
9 9a 0,67 ddd 4,0;11,9;12,1 54,86
10 36,72
11a 1,23
11 20,98
118 1,47
120, 1,06
12 40,13
12 1,94
13 42,83
14 140, 0,97 56,09
150 1,54
15 24,34
150 1,02
16a 1,78 m ---
16 28,37
16p 1,21
17 170 1,03 56,09
18 18 0,61 s 12,17
19 19 0,93 s 15,22
20 20 1,33 36,02
21 21 0,86 d 6,5 18,78
22 22 0,94 ;1,28 36,37
23 23 1,09; 1,29 24,02
24 24 1,05 ; 1,09 39,72
25 25 1,47 28,21
26 26 0,81 d 6,5 22,63
27 27 0,82 d 6,7 22,89
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23,30.-Dibidroxi-50i-colestan-6-ona (44) (CDs0D)

Carbono 4 & H multiplicidad Jhn 5 B¢

1o 1,67

1 40,07
1B 1,77

2 20 3,81 sa 70,93
30 3,85 sa 70,08
4a, 1,58

4 23,98
4B 1,94 ddd 2,7;12,8;15,2

5 50 2,76 dd 3,0;12,9 52,76

6 215,63
70 2,10

7 47,47
7B 2,20 dd 4,8;13,2

8 8p 1,79 38,80

9 9a 1,35 55,77

10 42,15
11 1,67

11 22,29
118 1,39
120, 1,26 m

12 40,89
128 2,07

13 44,17

14 140, 1,32 57,88
150, 1,57

15 24,94
158 1,11
16 1,88 m ---

16 29,14
16p 1,30

17 170 1,18 57,45

18 18 0,71 s 12,44

19 19 0,94 s 15,57

20 20 1,42 37,03

21 21 0,95 d 6,5 19,16

22 22 1,02 ;1,37 37,27

23 23 1,16 ; 1,39 24,92

24 24 1,12 ;1,15 40,66

25 25 1,53 m 29,14

26 26 0,88 d 6,6 22,96

27 27 0,88 d 6,6 23,21
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50-Colest-2-en-6-ona (45) (CDCls)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
1o 2,00*
1 39,61*
1B 1,99*
5,56 m 124,68
5,68 m --- 125,09
4a 2,01
4 21,88
4 2,25 m
5 50 2,35 54,03
212,23
7a 1,97
7 47,17
7B 2,35 --- ---
8 8B 1,73 m 37,88
9 9a. 1,29 --- --- 53,61
10 --- --- --- --- 40,20
1lla 1,59 -—- -—-
11 21,28
118 1,42
120 1,21
12 39,52%*
12[3 2,05 ddd 2,9; 3,3;12,8
13 --- -—- --- --- 43,00
14 140, 1,21 56,90
150, 1,54
15 24,11*
158 1,07
16a 1,84 m ---
16 28,15%*
16P 1,27
17 17a 1,12 --- --- 56,26
18 18 0,67 S --- 12,11
19 19 0,70 S --- 13,66
20 20 1,39 --- --- 35,85
21 21 0,91 d 6,5 18,81
22 22 0,99; 1,33 - - 36,24
23 23 1,13;1,33 --- --- 23,94*
24 24 1,09; 1,14 --- --- 39,65%*
25 25 1,51 --- --- 28,16*
26 26 0,86 d 6,6 22,70
27 27 0,86 d 6,6 22,95

*sefales intercambiables
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3a,50-ciclocolestan-63-ol (56) (CDCls)

Carbono 'H 5 multiplicidad J n () e

1o 1,54

1 33,34
1B 0,85
201 1,75 m

2 25,18
2B 1,54

3 30 1,06 24,39*
40 0,29 dd 4,8:8,1

4 11,72
48 0,52 dd 3,7;4,8

5 39,04

6 60 3,25 t 2,86 73,95
70 1,16

7 33,30
7B 1,84

8 8p 1,83 30,02

9 90 0,83 47,80

10 43,03*
11lo 1,40

11 22,85*%
11 1,37
120 1,21

12 40,38
12 1,99 dt 12,6; 3,4

13 42,87*

14 140 1,06 56,64
150 1,59

15 24,36*
158 1,13
160 1,82

16 28,44
16p 1,26

17 170 1,13 56,49

18 18 0,72 s 12,31

19 19 1,05 s 20,05

20 20 1,37 35,90

21 21 0,91 d 6,5 18,92

22 22 0,99; 1,33 36,32

23 23 1,15;1,33 24,04

24 24 1,09;1,16 39,61

25 25 1,51 28,19

26 26 0,86 d 6,6 22,72*

27 27 0,86 d 6,6 22,97*

*sefales intercambiables
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3a,50-ciclocolestan-6-ona (57) (CDCl5)

Carbono 'H 8 'H multiplicidad J n (o) e

la 1,79 dd 8,0;13,8

1 33,59
1B 0,98
201 1,90

2 26,05
2B 1,68

3 30 1,52 35,46
4o, 1,68

4 11,78
48 0,72

5 46,47

6 209,95
70 1,88

7 44,97
7B 2,43 m

8 8p 1,90 34,93

9 90 1,26 46,22

10 46,91
11lo 1,57 m

11 23,02*
11 1,47
120 1,22

12 39,63*
12 2,05 dt 12,7;3,5

13 42,82

14 140 1,17 57,15
150 1,56

15 24,20
158 1,10
160 1,86

16 28,28
16p 1,28

17 170 1,12 56,26

18 18 0,71 s 12,19

19 19 1,00 s 19,82

20 20 1,39 35,74

21 21 0,92 d 6,5 18,84

22 22 0,99; 1,33 36,25

23 23 1,14;1,33 23,96

24 24 1,09;,1,16 39,60*

25 25 1,50 28,14

26 26 0,86 d 6,6 22,70*

27 27 0,87 d 6,6 22,96*

*sefales intercambiables
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20,,30-Epoxi-50.-colestan-6-ona (63) (CDCls)

Carbono 4 & H multiplicidad J i e

1o 1,95

1 38,00
1B 1,72 d 15,2

2 2B 3,11 dd 4,0;5,7 50,04
3B 3,26 m 52,53
4a, 2,09 ddd 1,8;4,7;15,8

4 21,16
4B 2,01

5 50 2,35 dd 4,6;11,5 50,30

6 211,66
70 1,92

7 47,05
7B 2,31 dd 4,1;12,2

8 8p 1,62 m 37,65

9 9a 1,20 53,26

10 38,59
11 1,56

11 21,16
118 1,38
120, 1,20

12 39,51*
12 2,04

13 42,88

14 140, 1,16 56,67
150 1,52

15 24,07
158 1,03
16a 1,83 m ---

16 28,12
16p 1,26

17 170 1,12 56,16

18 18 0,64 s 12,06

19 19 0,70 s 15,20

20 20 1,37 35,82

21 21 0,90 d 6,5 18,80

22 22 0,99 ;1,32 36,19

23 23 1,14 ;1,32 23,92

24 24 1,09;1,12 39,59*

25 25 1,51 28,12

26 26 0,85 d 6,6 22,69

27 27 0,86 d 6,6 22,94

*sefales intercambiables
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23,30,63-Tribidroxi-50.-colestano (66) (CDs0D)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

1o 1,39

1 42,56
1B 1,67 da 13,8
200 3,79 sa --- 72,21
3B 3,86 sa 71,44
4, 1,28 da 13,7

4 30,09
4 2,29 dt 2,9;13,8

5 50 1,62 43,09

6 60 3,72 sa 72,92
7a 1,16

7 40,68*
7B 1,80

8 8B 1,76 m 31,29

9 90t 0,72 m 57,67*

10 36,98
11a 1,54

11 22,76
11P 1,40
120 1,15

12 41,41
1203 2,02 dt 12,5;3,4

13 43,87

14 140 1,04 — — 57,66*
15a 1,61 -—- -—-

15 25,26
158 1,14
16a 1,85 m ---

16 29,32
16p 1,28 da 12,8

17 17a 1,11 --- --- 57,69*

18 18 0,72 S --- 12,58

19 19 1,18 S --- 18,33

20 20 1,42 --- --- 36,99

21 21 0,94 d 6,5 19,22

22 22 1,02 ;1,37 --- --- 37,36

23 23 1,18 ;1,38 --- --- 24,92

24 24 1,14 ;1,16 --- --- 40,68*

25 25 1,53 --- --- 29,15

26 26 0,88 d 6,6 22,93

27 27 0,88 d 6,7 23,18

*sefales intercambiables
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23,30.-Dibidroxi-53-colestan-6-ona (67) (CDCl;)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

1o 2,13

1 42,32
1B 1,02
20 3,65 ddd 11,9;8,8;4,0 70,88
3B 3,43 m 75,67
4o 1,85 --- ---

4 33,05
4B 1,87

5 58 2,19 59,31
213,30

7 Ta 2147 43,07
7B 2,19* ’

8 8B 1,74 --- --- 37,27

9 9a 1,74 --- --- 41,52

10 --- --- --- --- 41,05
1lla 1,62 da 13,3

11 21,25
118 1,39
120 1,23

12 39,70
128 2,08 dt 12,8;3,2

13 --- -—- --- --- 43,18

14 140 1,22 --- -—- 56,94
15a 1,52 -—- -—-

15 24,10
158 1,06
16a 1,85 --- ---

16 28,24
16P 1,27

17 17a 1,13 --- --- 56,27

18 18 0,64 S --- 12,11

19 19 0,89 S --- 23,35

20 20 1,37 --- --- 35,84

21 21 0,91 d 6,5 18,79

22 22 0,99; 1,33 - - 36,22

23 23 1,14 ;1,33 --- --- 23,97

24 24 1,09;1,12 --- --- 39,61

25 25 1,51 --- --- 28,15

26 26 0,86 d 6,7 22,70

27 27 0,86 d 6,7 22,96
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50.-Colest-2-en-60.-ol (68) (CDCIs)

Carbono ' S'H multiplicidad J H-H (e

lo 1,78

1 39,97%*
1B 1,92

2 2 5,59 m --- 125,66

3 3 5,67 m -—- 125,30
4o 2,40 m ---

4 25,93
4B 1,77

5 S5a 1,25 - - 48,79

6 6B 3,44 ddd 4,6;10,3;11,2 71,76
7o 0,90 --- ---

7 41,53
7B 1,98 -—- -—-

8 8B 1,40 --- 34,38

9 9a. 0,72 m -—- 53,72

10 --- -- -- -- 35,59
11la 1,32 - -

11 21,03
11 1,46
120, 1,12

12 39,97%*
123 1,99 -—- -—-

13 --- -—- -—- -—- 42,68

14 140 1,02 - - 56,28
15a 1,59 m --

15 23,98
158 1,05
160 1,83 -—- -—-

16 28,31
16p 1,25

17 170 1,12 56,38

18 18 0,66 s 12,11

19 19 0,76 s 13,17

20 20 1,36 35,93

21 21 0,91 d 6,4 18,84

22 22 0,99; 1,33 --- -—- 36,30

23 23 1,13;1,33 -—- -—- 23,96

24 24 1,09; 1,14 -—- -—- 39,65

25 25 1,51 -—- -—- 28,17

26 26 0,86 d 6,6 22,72

27 27 0,86 d 6,6 22,95

*sefales intercambiables
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20,,30.-Epoxi-50i-colestan-60i-ol (69) (CDCls)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

1o 1,46

1 38,74
1B 1,90 dd 15,2;6,0
2B 3,12 dd 4,0;5,9 50,69
3B 3,24 sa --- 52,39
4o 2,50 ddd 1,5;4,6;15,2

4 24,62
4B 1,58 --- ---

5 50 1,19 44,14

6 6P 3,38 dt 4,7,;10,9 71,10
70 0,82 - -

7 41,77
7B 1,97 --- ---

8 8B 1,28 --- --- 34,20

9 9al 0,65 --- --- 53,41

10 --- - - - 34,57
1lla 1,30 --- ---

11 20,92
118 1,44
120, 1,12

12 39,82
123 1,99 - -

13 --- --- --- --- 42,52

14 140 1,02 --- --- 56,09
15a 1,58 --- ---

15 24,32
158 1,05
16a 1,83 m ===

16 28,25
16P 1,25

17 170 1,10 56,28

18 18 0,64 s 12,03

19 19 0,77 s 14,45

20 20 1,36 35,91

21 21 0,90 d 6,5 18,80

22 22 0,99; 1,33 - - 36,26

23 23 1,14 ;1,33 --- --- 23,93

24 24 1,09;1,12 --- --- 39,63

25 25 1,52 --- --- 28,15

26 26 0,86 d 6,6 22,69

27 27 0,86 d 6,6 22,95
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2[3,33-Dibhidroxi-50.-colestan-6-ona (70) (CDCls)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

lo 1,37

1 42,57
1B 2,13 dd 2,9;14,6
2a 4,03 sa --- 69,28
3a 3,63 dt 11,6 4,3 72,00
4q 1,76 m ---

4 24,43
43 1,85

5 5a 2,21 dd 2,4;12,1 57,28

6 210,69
7o 1,94 ta 12,7

7 46,67
7B 2,31 dd 4,5;13,3

8 8B 1,79 37,43

9 9a 1,18 54,89

10 40,73
1l1la 1,61

11 21,72
11B3 1,41
12a 1,19

12 39,61%*
1203 2,05 dt 13,0; 3,2

13 43,17

14 140 1,23 56,85
15a 1,07

15 24,12
153 1,53
160 1,84

16 28,18*
16P3 1,27

17 170 1,12 56,30

18 18 0,66 S 12,20

19 19 0,98 S 15,39

20 20 1,38 35,85

21 21 0,91 d 6,5 18,78

22 22 1,00; 1,32 36,21

23 23 1,15; 1,33 23,97

24 24 1,09; 1,16 39,69*

25 25 1,51 28,16*

26 26 0,86 d 6,6 22,71

27 27 0,86 d 6,6 22,95

*sefales intercambiables
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20,30-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona (71) (CDCls)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
lo 1,54 - -
1 40,34
1B 1,75 - -
2a 3,75 ddd 3,3;4,7;11,6 68,43
3a 4,03 sa --- 68,54
4o, 1,90 dt 15,0; 3,3
4 26,45
43 1,71 --- ---

5 5a 2,67 ddd 1,2;3,4;12,7 50,88
6 -—- -—- - - 212,44
7o 1,98 dt 1,0;12,8
7 46,94
7B 2,28 dd 4,6;13,0
8 8B 1,77 -—- -—- 37,83
9 9al 1,36 -—- -—- 53,89
10 -—- - - - 42,71

1lo 1,63 m -
11 21,35
11B3 1,34 - -
120, 1,21
12 39,61%*
1203 2,04 dt 12,7;3,0
13 -—- - -—- -—- 43,08
14 140 1,23 -—- -—- 56,82
150 1,51 -—- -—-
15 24,07*
153 1,06 - -
16a 1,84 m ---
16 28,13%*
16p 1,25
17 17a 1,13 -—- -—- 56,21
18 18 0,65 S - 1217
19 19 0,74 S - 13,70
20 20 1,39 - - 35,84
21 21 0,91 d 6,6 18,81
22 22 0,98; 1,31 -—- -—- 36,22
23 23 1,12;1,32 - - 23,96*
24 24 1,08;1,11 - - 39,551*
25 25 1,51 -—- -—- 28,13*
26 26 0,85 d 6,6 22,69
27 27 0,86 d 6,6 22,95

*sefales intercambiables
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23,30.-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona disulfato (72) (CD;0D)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

la 1,70 dd 14,8; 3,8

1 38,35
1B 2,14
2a 4,73 sa --- 75,17
3a 4,77 sa === 75,10
4q, 1,98

4 22,45
43 1,92

5 5a 2,79 dd 3,0;12,9 52,65

6 214,83
7o 2,12

7 47,47
7B 2,19

8 8B 1,81 38,89

9 9a 1,40 55,63

10 41,81
1lla 1,67

11 22,25
11B3 1,39
12a 1,26

12 40,84
1203 2,07

13 44,16

14 1l4a 1,34 57,82
15a 1,57

15 24,93
153 1,13
16a 1,90

16 29,14
16P3 1,30

17 17a 1,19 57,42

18 18 0,71 s 12,43

19 19 0,93 s 15,24

20 20 1,42 37,03

21 21 0,95 d 6,7 19,14

22 22 1,04;1,37 37,29

23 23 1,20; 1,38 24,88

24 24 1,12;1,15 40,66

25 25 1,53 m 29,14

26 26 0,88 d 6,6 22,92

27 27 0,89 d 6,6 23,17
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23,33-Dibhidroxi-5c.-colestan-6-ona disulfato (73) (CD;0D)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

1o 1,43

1 41,70
1B 2,61 dd 3,04 ;14,45
2a 4,84 sa --- 76,47
3a 4,31 ddd 4,2:4,2:12,0 78,30
4o 1,97 --- ---

4 23,57
4B 1,93 --- ---

5 S5a 2,51 dd 1,96; 11,6 58,28
--- - - - 213,13
70 2,12 m -

7 47,10
7B 2,19 dd 5,0;13,2

8 8B 1,81 --- --- 38,84

9 9a. 1,20 --- --- 56,04

10 42,01
110 1,43

11 22,72
118 1,65
120 1,15

12 40,86
123 2,06 --- ---

13 --- --- --- --- 44,23

14 140 1,56 --- --- 56,28
15a 1,30 --- ---

15 24,91
158 1,13
160 1,87

16 29,17
16 1,29

17 170 1,18 55,70

18 18 0,71 s 12,43

19 19 1,00 s 15,60

20 20 1,41 37,06

21 21 0,95 d 6,5 19,13

22 22 1,03; 1,37 - - 37,30

23 23 1,17 ;1,38 --- --- 24,96

24 24 1,10; 1,15 --- --- 40,67

25 25 1,53 -—- -—- 29,15

26 26 0,88 d 6,6 22,93

27 27 0,88 d 6,6 23,17
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20.,30-Dibidroxi-50.-colestan-6-ona disulfato (74) (CD;0D)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e

la 1,75 t 11,6

1 39,58
1B 2,03 dd 12,2 ;4,7
2B 4,44 ddd 12,3;4,7:2,9 75,44
3B 4,86 sa -—- 76,40
4o 2,34 dt 15,2;3,5

4 25,88
4B 1,66 --- ---

5 S5a 2,86 dd 2,3;12,3 52,29
--- --- --- --- 214,29
70 2,14 t 12,7

7 47,41
7B 2,19 dd 4,9:;13,0

8 8B 1,80 --- --- 39,21

9 9a. 1,51 m --- 54,95

10 --- --- --- --- 43,38
1lla 1,67 -—- -—-

11 22,38
118 1,38
120, 1,26

12 40,77
128 2,08 dt 12,6;3,4

13 --- -—- --- --- 44,16

14 140 1,33 -—- -—- 57,84
15a 1,56 -—- -—-

15 24,95
158 1,10
16a 1,88 m ---

16 29,15
16P 1,28

17 17a 1,17 --- --- 57,42

18 18 0,69 S --- 12,40

19 19 0,82 S --- 13,99

20 20 1,39 37,04

21 21 0,93 d 6,5 19,14

22 22 1,01; 1,36 - - 37,29

23 23 1,17; 1,35 --- --- 24,90

24 24 1,12;1,15 --- --- 40,67

25 25 1,51 --- --- 29,15

26 26 0,86 d 6,6 22,92

27 27 0,87 d 6,6 23,17
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23,3a-Dibidroxicolest-5-eno disulfato (75) (CD;0D)

Carbono H &'H multiplicidad J H-H &3¢

1o 1,57

1 39,22
1B 2,15 da 15,29

2 200 4,78 sa --- 75,86

3 3B 4,72 sa -—- 76,13
40 2,28 da 13,0

4 33,70
43 2,80 da 12,9

5 138,86

6 6 5,35 sa 123,61
7a 1,56

7 29,14
7B 1,97 m -—-

8 8B 1,49 --- --- 32,56

9 9al 1,02 -—- -—- 52,06

10 --- --- --- --- 37,32
1lla 1,56 -—- -—-

11 21,83
118 1,46
120 1,17

12 41,10
1203 2,02 m 3,4;12,5

13 --- --- --- --- 41,12

14 140 1,02 - - 57,48
150 1,62 -—- -—-

15 25,31
158 1,11
16a 1,86 m ---

16 29,13
16p 1,29

17 170 1,11 58,15

18 18 0,71 s 12,35

19 19 1,17 s 22,10

20 20 1,41 37,00

21 21 0,94 d 6,5 19,19

22 22 1,02; 1,37 --- --- 37,28

23 23 1,19 ;1,37 24,94

24 24 1,13; 1,18 40,60

25 25 1,53 -—- -—- 29,13

26 26 0,88 d 6,6 22,91

27 27 0,88 d 6,6 23,16
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23,30,6 3-Tribidroxi-5c.-colestano trisulfato (76) (DMSO-ds)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
la 1,06 da 11,8
1 38,93
1B 1,79
200 4,30 - - 72,97
3B 4,37 --- --- 73,19
4o 1,53 --- ---
4 26,70
4B 1,85 --- ---
5 50 1,45 41,18
6 60t 4,06 75,61
7a 1,07
7 36,59
7B 1,79 --- ---
8 8B 1,55 --- --- 29,98
9 9a. 0,59 m --- 54,51
10 34,95
110 1,41
11 20,33
118 1,26
120 1,08 --- ---
12 39,77
128 1,92 da 12,9
13 --- -—- --- --- 42,20
14 140 0,97 --- -—- 55,92
15a 1,51 -—- -—-
15 23,88
158 0,99
16a 1,76 m ---
16 27,78
16P 1,21
17 170 1,06 55,68
18 18 0,65 s 12,00
19 19 0,95 s 16,85
20 20 1,34 35,17
21 21 0,89 d 6,4 18,58
22 22 0,98;1,31 - - 35,65
23 23 1,13;1,31 --- --- 23,14
24 24 1,08 ;1,12 --- --- 38,80
25 25 1,49 --- --- 27,38
26 26 0,84 d 6,6 22,41
27 27 0,84 d 6,7 22,67

230



23,30,6 3-Tribidroxi-5c.-colestano-2,3-disulfato (77) (DMSO-dj)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
1o 1,78
1 38,97
1B 1,07
20 4,30 sa --- 73,16
3B 4,37 sa - 73,38
40, 1,44
4 27,04
48 1,92
5 50 1,38 41,54
6a 3,53 69,74
7 Ta 1,02% 39,86
7B 1,62* ’
8 8B 1,63 29,74
9 90t 0,60 m 54,81
10 35,08
11a 1,41
11 20,34
11P 1,26
12a 1,08 --- ---
12 39,59
128 1,93
13 - - - - 42,21
14 14 0,97 --- --- 55,89
15a 1,52 —— ——
15 23,91
158 0,98
l6a 1,77 - -
16 27,77
16P 1,20
17 17a 1,06 --- --- 55,72
18 18 0,64 s - 11,94
19 19 1,03 S -—- 17,22
20 20 1,33 ~—- ~—- 35,23
21 21 0,89 d 6,6 18,57
22 22 0,97;1,31 --- --- 35,66
23 23 1,14;1,31 --- --- 23,18
24 24 1,08;1,12 --- --- 38,80
25 25 1,50 --- --- 27,39
26 26 0,83 d 6,6 22,41
27 27 0,83 d 6,6 22,68
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6 £-Hidroximino-50.-colest-2-eno (90) (CDCl;)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
1o 1,87
1 39,31
1B 2,01 m
2 5,57 m --- 124,85
5,67 m --- 125,28
4o 2,10 da 16,0
4 23,37
4B 2,22
5 50, 2,18 46,57
6 160,46
7o 1,25
7 29,75
7B 3,38 dd 4,2:13,9
8 8B 1,49 --- --- 35,50
9 9a. 1,01 --- --- 53,99
10 37,93
110 1,54
11 21,21
118 1,38
120, 1,18
12 39,85
128 2,02 m
13 --- -—- --- --- 42,92
14 1l4a 1,15 -—- -—- 56,87
15a 1,66 m ---
15 24,23
158 1,17
16a 1,85 --- ---
16 28,30
16P 1,27
17 17a 1,11 --- --- 56,33
18 18 0,66 S --- 12,16
19 19 0,73 S --- 12,91
20 20 1,40 --- --- 35,89
21 21 0,91 d 6,4 18,84
22 22 1,00; 1,33 - - 36,30
23 23 1,13;1,33 --- --- 23,97
24 24 1,10; 1,15 --- --- 39,66
25 25 1,51 --- --- 28,17
26 26 0,86 d 6,6 22,72
27 27 0,87 d 6,6 22,97
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2[3,33-Dibhidroxi-6 £-hidroximino-5a.-colestano (91) (DMSO-ds)

Carbono ' & 'H multiplicidad J H-H 8 B¢
lo 1,16
1 42,39
1B 1,83 dd 14,2 ;2,9
200 3,77 sa --- 68,73
30 3,37 m 71,33
4a, 1,52
4 25,98
43 1,65 ddd 12,6;12,6;12,6
5 5a 1,92 -—- -—- 49,51
6 6 --- --- --- 157,13
7 7o L 28,89
7B 3,13 dd 13,5; 4,5 ’
8 8P 1,32 --- --- 34,61
9 9a 0,86 --- --- 54,17
10 --- --- --- --- 34,85
1la 1,24 -—- -—-
11 21,02
11 1,50
120 1,12
12 39,52
128 1,92
13 42,20
14 14a, 1,12 55,88
150, 1,55
15 23,68
158 1,04
16a 1,79 m
16 27,75
16p 1,22
17 17a. 1,07 55,59
18 18 0,62 s 11,83
19 19 0,82 s 14,53
20 20 1,37 35,13
21 21 0,89 d 6,3 18,49
22 22 0,99; 1,31 --- --- 35,59
23 23 1,14 ;1,31 --- --- 23,16
24 24 1,04 ;1,11 --- --- 38,90
25 25 1,50 --- --- 27,37
26 26 0,84 d 6,6 22,40
27 27 0,84 d 6,6 22,67
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20,3 0.-Dibidroxi-6 £-bidroximino-50.-colestano (92) (DMSO-dj)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
1o 1,49
1 39,89
1B 1,30
28 3,48 m 67,36
3B 3,76 sa -—- 67,84
4q 1,66 dt 14,6; 3,1
4 28,51
4 1,55
5 S5a 2,29 dd 12,4 ;3,2 42,92
6 6 --- --- --- 157,54
7 fa 1,13 29,06
7B 3,15 dd 13,5; 4,3 ’
8 8B 1,36 --- --- 35,63
9 9a 0,98 --- --- 53,69
10 --- --- --- --- 34,85
1l 1,23 -—- -—-
11 20,70
11P 1,52
120 1,14
12 39,24
12P 1,95 d 12,0
13 --- --- --- --- 42,38
14 1l4a 1,13 -—- -—- 55,92
15a 1,55 -—- -—-
15 23,69
15p 1,05
16a 1,79 m ---
16 27,78
16P 1,23
17 17a 1,09 --- --- 55,54
18 18 0,61 S --- 11,84
19 19 0,63 S --- 12,79
20 20 1,36 --- --- 35,16
21 21 0,89 d 6,3 18,53
22 22 0,99;1,31 --- --- 35,62
23 23 1,13;1,31 --- --- 23,16
24 24 1,04 ;1,14 -—- -—- 38,94
25 25 1,50 --- -—- 27,43
26 26 0,84 d 6,6 22,42
27 27 0,84 d 6,6 22,69
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23,30.-Dibidroxi-6 £-hidroximino-5a.-colestano (93) (CDs;0D)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
1a 1,54
1 39,95*
1B 1,77 dd 1,4; 14,2
2a 3,81 sa --- 71,25
3B 3,84 sa -—- 70,48
4q 1,66 m —
4 25,53
4B 2,01
5 S5a 2,43 dd 2,8;12,9 45,17
6 --- - - - 161,83
7 7o 121 30,63
7B 3,33 dd 4,4;13,4 ’
8 8B 1,50 36,55
9 9a. 1,00 56,49
10 --- - - - 40,03*
1lla 1,61 m ---
11 22,21
11 1,33
12a. 1,20
12 41,11
123 2,03
13 44,05
14 140 1,18 --- --- 57,91
15a 1,65 --- ---
15 25,06
158 1,17
16a 1,88 m ---
16 29,22%*
163 1,30
17 17a 1,15 --- --- 57,53
18 18 0,69 S - 12,52
19 19 0,92 S --- 15,04
20 20 1,40 - - 37,05
21 21 0,94 d 6,5 19,19
22 22 1,03; 1,38 37,31
23 23 1,16; 1,38 --- --- 24,91
24 24 1,12;1,15 --- --- 40,66
25 25 1,53 29,13*
26 26 0,88 d 6,6 22,94
27 27 0,89 d 6,6 23,19

*sefales intercambiables
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23,30.-Dibidroxi-6 £-hidroximino-5a-colestano disulfato (94) (CDs0D)

Carbono H & H multiplicidad J H-H (e
1o 1,59
1 38,28
1B 2,12 da 14,7
2a 4,75 sa --- 75,51
3B 4,77 sa 75,50
40, 2,01
4 24,11
ap 2,01
5 S5a 2,42 dd 6,5;9,0 45,20
6 --- --- --- --- 160,10
7 7o 1,22 30,50
7B 3,32 * * ’
8 8B 1,52 --- --- 36,60
9 9a 1,04 --- --- 56,36
10 --- --- --- --- 39,62
1l 1,60 -—- -—-
11 22,20
11P 1,35
120, 1,20
12 41,08
128 2,03
13 44,05
14 1l4a 1,19 -—- -—- 57,88
15a 1,66 m ---
15 25,06
158 1,18
16a 1,88 m ---
16 29,23
16 1,30
17 17a 1,15 --- --- 57,52
18 18 0,69 S --- 12,50
19 19 0,91 S --- 14,64
20 20 1,41 --- --- 37,07
21 21 0,94 d 6,4 19,16
22 22 1,03; 1,37 --- --- 37,32
23 23 1,20; 1,38 --- --- 24,90
24 24 1,12;1,15 -—- -—- 40,66
25 25 1,53 --- -—- 29,14
26 26 0,88 d 6,6 22,92
27 27 0,88 d 6,6 23,18

*debajo del solvente deuterado
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Conclusiones finales

En este trabajo de tesis se sintetizaron seis esteroides polihidroxilados (compuestos 44,
66, 67,91, 92 y 93) y ocho esteroides polihidroxilados sulfatados (compuestos 24, 72, 73, 74,

75,76, 77 y 94), cuyas estructuras se muestran en la figura siguiente:

HO"
: 1 Ho\\\(jé:g\/\(

44- H-5(a) 66 OH
67- H-5(B)
Na0;SO
. Na0;SO
NaO;SO" :
24 OSO3Na Na0,SO"
75
Na0,SO Na0,SO
NaO;SO" NaO,;SO"
2 OSO;Na
. 76 J
Na0;SO
_ Na0,SO
NaO,SO"
OH NaO,;SO"
77
N\
94 OH

Antiviral frente a HSV-1

Citotoxico frente a PC-3

Citotoxico frente a LNCaP N\OH
93
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Todos los compuestos, salvo el 2B,3a,6a-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (24) (dibujado
en azul), son nuevos y fueron completamente caracterizados por RMN, espectrometria de
masa e espectroscopia infrarrojo. Ademads, se caracterizd por primera vez por métodos
espectroscépicos el compuesto trisulfatado 24 y todos los intermediarios de su sintesis. Las
oximas 91, 92 y 94 son ejemplos novedosos de analogos de productos naturales marinos

poco frecuentes.

Las sintesis realizadas parten de compuestos comercialmente asequibles, son sencillas y
con muy buenos rendimientos. Las reacciones de sulfatacion fueron optimizadas,
reduciendo los tiempos de reaccidn gracias a la implementacién del calentamiento en

microondas.

En cuanto a las actividades bioldgicas de los compuestos sintetizados, se obtuvieron
resultados muy interesantes: en primer lugar, los compuestos 24 y 72 (recuadro naranja)
constituyen una nueva clase de inhibidores esteroidales de la enzima acetilcolinesterasa. De
acuerdo con los resultados de modelado molecular realizados en este trabajo de tesis, su
actividad inhibitoria y su baja citotoxicidad, el compuesto 72 es un buen modelo para el

disefio racional de nuevos analogos bioactivos.

Dentro del recuadro azul se encuentran representados los compuestos 2,3a-dihidroxi-
6E-hidroximino-5a-colestano (93) y su andlogo disulfatado (94), los cuales resultaron 5 veces
mas citotdxicos que la oxima esteroidal mds activa reportada hasta el momento, frente a la
linea tumoral PC-3. También dentro de un recuadro azul estd representado el compuesto
2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano trisulfato (76) que resultd ser 2,2 veces mas activo frente a
la linea celular de cancer de préstata PC-3 que los esteroides sulfatados reportados hasta el
2013, en la literatura. En el recuadro rojo, el compuesto 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano
trisulfato (76) resultd ser el mas activo de la serie frente a la linea celular de cancer de
prostata LNCaP. Esta es la primera vez que se informa la actividad citotoxica de 6E-

hidroximino y esteroides polihidroxilados sulfatados frente a la linea LNCap.

La evaluacién de la actividad antiviral frente a virus patdgenos en humanos (herpes
simplex, Junin y dengue) de los esteroides sulfatados sintetizados nos permitié profundizar
los estudios de correlaciéon estructura/actividad realizados anteriormente en nuestro
laboratorio. Los cuatro compuestos activos frente a HSV (recuadro verde) fueron el

2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano  trisulfato (76), 2B,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-2,3-
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disulfato (77), 2B,3a-dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72) y 2f,3a-dihidroxi-6E-
hidroximino-5a-colestano disulfato (94), de los cuales los compuestos 77 y 94 los que
poseen mayor selectividad. El estudio del mecanismo de accion de estos dos compuestos
reveld que no actlan en una etapa temprana sino luego de que el virus penetre en la célula.
Las modificaciones introducidas en C-6 lograron incrementar la actividad de los compuestos
frente al virus herpes simples (HSV), en comparacion con la serie de esteroides sulfatados
naturales y sintéticos evaluados con anterioridad en nuestro laboratorio. Por otro lado, los
compuestos disulfatados 2pB,3a,6B-trihidroxi-5a-colestano-2,3-disulfato  (77) y 2B,3a-
dihidroxi-5a-colestan-6-ona disulfato (72), dentro del recuadro amarillo, fueron los uUnicos
activos frente al virus Junin (JV), responsable de la fiebre hemorrégica argentina. De acuerdo
a los valores de ICs, este estudio mostrd que la presencia de un grupo alcohol o cetona en
posicion 6 es fundamental para que los compuestos presenten actividad antiviral frente a JV.
La tendencia opuesta se observa frente al virus de dengue, ya que al sustituir el C-6 del

esteroide, éste no muestra actividad antiviral en las condiciones ensayadas.
Por ultimo, este trabajo de tesis dio lugar a las siguientes publicaciones:

-Richmond, V; Careaga, VP; Sacca, P; Calvo, JC; Maier, MS. Synthesis of cytotoxic 6E-
hydroximinosteroids. Structure/activity studies and comparison with polyhydroxylated
sulfated analogs (en revision).

-Richmond, V; Murray, AP; Maier, MS. Synthesis and acetylcholinesterase inhibitory activity

of polyhydroxylated sulfated steroids: structure/activity studies Steroids 2013; 78: 1141-7.

-Richmond, V; Garrido Santos, G; Murray, AP; Maier, MS. Synthesis and acetylcholinesterase
inhibitory activity of 2[3,3a-disulfoxy-5a-cholestan-6-one. Steroids 2011; 76: 1160-5.

-Vela Gurovic, MS; Castro, MJ; Richmond, V; Faraoni, MB; Maier, MS; Murray, AP. Triterpenoids
with acetylcholinesterase inhibition from Chuquiraga erinacea D. Don. subsp. erinacea (asteraceae).

Planta Med. 2010; 76: 607-610.
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