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1. RESUMEN:

Los moduladores selectivos de los receptores de estrogenos son moléculas que acttan
regulando la expresién génica de los receptores a/f de estrégeno, donde realizan actividad
agonista o antagonista dependiendo del tejido diana especifico. Muchos de ellos constituyen un
tratamiento de primera linea contra el cancer de mama metastdsico ER-positivo y la
osteoporosis posmenopdusica. Sin embargo, el tratamiento prolongado con tamoxifeno,
raloxifeno, etc. aumenta el riesgo de cancer de endometrio y el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares o cerebrovasculares. Por lo que existe una necesidad urgente de identificar
nuevos SERMs. Debido a los antecedentes de actividad estrogénica de lignanos naturales, en
este trabajo nos hemos planteado la preparacién de una serie de derivados como potenciales
SERMs.

ABSTRACT:

Selective modulators of estrogen receptors are molecules that act by regulating the gene
expression of the a / B estrogen receptors, where they perform agonist or antagonist activity
depending on the specific target tissue. Many of them constitute a first-line treatment against
ER-positive metastatic breast cancer and postmenopausal osteoporosis. However, prolonged
treatment with tamoxifen, raloxifene, etc. increases the risk of endometrial cancer and the
development of cardiovascular or cerebrovascular diseases. So there is an urgent need to
identify new SERMs. Due to the history of estrogenic activity of natural lignans, in this work we
have considered the preparation of a series of derivatives as potential SERMs.




2. INTRODUCCION

Los estrégenos son hormonas enddgenas responsables del desarrollo y crecimiento de los
organos sexuales femeninos, de los caracteres sexuales y del instinto sexual. La hormona
foliculo estimulante (FSH) estimula la produccion de éstos en los ovarios y la placenta
ejerciendo diversos efectos en la mujer. También es sintetizada, en menor proporcion, en los
testiculos y la corteza suprarrenal. ¥

El estradiol (Figura 1) es el estrégeno mas potente, junto con la estrona y el estriol. Tiene
estructura de esteroide con 18 atomos de carbono dispuestos en tres anillos de 6 miembros vy
uno de 5. El anillo aromatico contiene un grupo hidroxilo que es el responsable en la union
selectiva y de la alta afinidad a receptores de estrégenos (RE). ?)
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Figura 1. Estructura del estradiol.

Sin embargo, la estructura de esteroide se ha visto que no es necesaria para ejercer la
actividad estrogénica, ya que, hay moléculas como el dietilestilbestrol (Figura 2) que no
contiene dicha estructura y posee a su vez actividad estrogénica. ©!
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Figura 2. Estructura del dietilestilbestrol.

2.1. Importancia de la bdsqueda de nuevos SERMs.

Los receptores de estrégenos (RE) son proteinas intracelulares que median, en su mayoria,
los efectos producidos por los estrégenos. Estos son clasificados en dos subtipos, el receptor
estrogénico a (RE-a) y el receptor estrogénico B (RE-B) (Figura 3). ¥ Los RE pueden ser
activados mediante una reaccion de alta afinidad con un ligando. Ambos estdn localizados
simultdneamente en varios tejidos, salvo en las glandulas mamarias, Utero e higado donde solo
se expresa el RE-a; y en el pulmédn, ovario, testiculos y préstata donde destaca la presencia del
RE-B.




RE-a RE-B

Figura 3. Estructura de los REs: RE-a (PDB:1x7r) y RE-B (PDB: 1x7j.
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Figura 4. Homologia entre los receptores estrogénicos a y (.

Los moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERMs) son ligandos selectivos
de los receptores de estrogeno que actlan produciendo cambios conformacionales en ellos.
Presentan actividad mixta, es decir, en los tejidos 6seos y cardiovascular actian como los
estrogenos, mientras que, en tejidos mamario, urinario y SNC actlan como antiestrégenos. Se
comportan como agonistas de los ER-a y antagonistas de los ER-B.

El tamoxifeno, es un SERM de primera generacion, comercializado para el tratamiento del
cancer de mama dependiente de estrégenos. Sin embargo, debido a que se asocia con mayor
riesgo de cancer endometrial en tratamientos prolongados y otros efectos adversos
(enfermedad tromboembdlica, sofocos, sangrado, etc) se debe analizar las situaciones en las
que usarlo. ©




El raloxifeno es un SERM de segunda generacién utilizado para tratar los desdrdenes
metabdlicos de los huesos en mujeres postmenopdusicas y en la prevencion de cancer de
mama en casos de alto riesgo. Sin embargo, se ha visto que la incidencia de mortalidad por ictus
debida al empleo de este farmaco aumenta, por lo que debe vigilarse el uso de raloxifeno en
mujeres postmenopdusicas que tengan historial de ictus.
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tamoxifeno raloxifeno

Figura 5. Estructura del tamoxifeno y raloxifeno.

Debido a que estos compuestos, ya comercializados, presentan varios efectos negativos tras
su uso prolongado surge la necesidad de busqueda de nuevas moléculas tipo SERMs.

2.1. Antecedentes de compuestos tipo lignanos con actividad estrogénica

Los fitoestrégenos son sustancias de origen vegetal que actlan, al igual que los estrégenos,
mediante la unién a los RE actuando como agonista o antagonista. Esta unién es principalmente
al receptor estrogénico B. Entre los fitoestrogenos se incluyen las isoflavonas, lignanos y
cumestanos. ©

Los lignanos son productos naturales, ampliamente distribuidos en el reino vegetal, que
derivan de la ruta del acido shikimico, y resultan de la unién de dos unidades de fenilpropano
(Ce-C3) enlazados por sus carbonos centrales (Cs-Cg). Se encuentran en una gran variedad de
especies vegetales. /)
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Figura 6. Estructura de los lignanos.




El término lignano debe restringirse a las uniones tipo Cs-Cg entre las subunidades, mientras
gue los compuestos que tienen cualquier otro tipo de uniéon deben considerarse como
neolignanos. Los lignanos se clasifican en:

Dibencilbutanos

LIGNANOS
SIMPLES

Dibencilbutirolactonas

Tetrahidrofuranos

Furofurano

LIGNANOS

Ariltetrahidronaftalenos

CICLOLIGNANOS

Arildihidronaftalenos

Arilnaftalenos

Dibencilciclooctadienos

Esquema 1. Clasificacion de los lignanos.

Estos presentan un gran nimero de actividades bioldgicas como antitumoral, antiparasitaria,
antimicrobiana, asi como estrogénica.

La enterolactona y el enterodiol son ejemplos de lignanos que son fitoestrogenos, y por
tanto, poseen propiedades estrogénicas y antiestrogénicas.
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Figura 7. Estructuras de fitoestrégenos tipo lignanos.

En este trabajo se ha preparado una serie de derivados con potencial actividad SERM a partir
de dos lignanos tipo dibencilbutirolactonas. Estos se aislaron de la parte aérea de la especie
endémica canaria Bupleurum salicifolium. ®




A continuacién, se muestran las estructuras de los lignanos mencionados, denominados
bursehernina (L-1) y dimetiléter-matairesinol (L-2).

bursehernina (L-1) dimetiléter matairesinol (L-2)

Figura 8. Estructura de la bursehernina y dimetiléter matairesinol.




3. OBJETIVOS
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Preparar derivados de dos lignanos naturales bursehernina y dimetiléter matairesinol
como potenciales SERMs mediante modificaciones en los sustituyentes de los anillos
aromaticos y en el anillo lactdnico.

Caracterizar espectroscépicamente todos los compuestos obtenidos.

Realizar estudios de Modelizacién molecular tipo Docking al objeto de abordar el modo
de union de las moléculas sintetizadas con los receptores de estrégenos.




4, MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Técnicas cromatograficas:

R/
0‘0

7
0.0

Cromatografia en capa fina (CCF): Se emplearon placas de gel de silice (20x20 cm) de
tipo G, con marcador de fluorescencia a 254 nm, de la empresa Macherey-Nagel Sil
G/UV254. Los productos se detectaron bajo la luz visible.

Cromatografia en placa preparativa (CCP): Se usaron cromatoplacas (20x20 cm) de gel
de silice tipo GF, con base de vidrio e indicador de fluorescencia a 254 nm, de la
empresa Analtech. Se utilizaron distintas mezclas de disolventes como eluyentes. La
deteccién de los productos se realizé también bajo la luz visible.

4.1.2. Técnicas instrumentales:

K/
0‘0

Resonancia magnética nuclear (RMN): Los espectrometros Bruker Avance 500 y Bruker
Avance 600 fueron los equipos con los que se realizaron los espectros de resonancia
magnética nuclear. El desplazamiento quimico (6) se mide en partes por millon (ppm) y
las constantes de acoplamiento (J) se describen en Hertzios (Hz). Las multiplicidades de
las sefiales para los espectros 'H-RMN se describen como singlete (s), singlete ancho
(sa), doblete (d), triplete (t), multiplete (m) y doble doblete (dd). Los disolventes
utilizados para hacer lo espectros de RMN fueron metanol deuterado y cloroformo
deuterado (CDCls)

Espectrometria de masas de baja (EM) y de alta resolucién (EMAR): Esta técnica analiza
la masa y el patrén de fragmentacion de los compuestos quimicos. Nos proporciona
informacién sobre la composicion y férmula molecular de las sustancias quimicas
analizadas. Se emplearon los espectrémetros VGC Micromass ZAB-2F vy Fisons
Instruments VG Autospec.

4.1.3. Disolventes y reactivos:

Los reactivos y disolventes se utilizaron en su forma comercial sin purificacion. Se adquirieron
de las compafiias, Scharlab, Aldrich, Merck o Panreac. Los disolventes fueron convenientemente
secados cuando la reaccion requeria condiciones anhidras.

4.1.4. Técnicas de modelizacién molecular:

R/
0.0
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Programa Maestro 11.1, interfaz grafica de Schodinger Small Molecule Drug Discovery.
Base de datos del Protein Data Bank (PDB).
Programa Glide 7 de Schrodinger usando el modo de extra precision (XP).

4.1.5. Obtencién de los lignanos bursehernina y dimetilétermatairesinol:
Los lignanos L-1y L-2 fueron aislados de fracciones enriquecidas de los mismos obtenidos del
extracto etandlico de la especie Bupleurum salicifolium.




4.2 METODOS

A continuacién, se describen los procedimientos seguidos para la obtencion de los derivados,
por razones de numero de palabras exigidas en esta memoria solo se dan los datos
espectroscépicos de tres de ellos.

4.2.1. Preparacion del producto 1a:

Bajo atmdsfera inerte 59 mg de L-1 (0.16 mmol) fueron tratados con 3 equiv de BBr; (0.477
mL, 0.477 mmol) en CHyCl, seco (2 mL), durante 24 horas a temperatura ambiente con
agitacion magnética. El disolvente fue eliminado a vacio y el crudo de reaccion se purificd
mediante cromatografia en capa preparativa (CCP) utilizando como disolvente hexano/AcOEt al
40% para obtener, cuantitativamente, 52.6 mg del producto. ©

1H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz) 6: 6.72 (1H, d, J=8.1 Hz), 6.68 (2H, dd, J=4.7, 6.9 Hz), 6.54 (1H, d,
J=2.0 Hz), 6.51 (1H, dd, J=2.0, 8.0 Hz), 6.41 (1H, dd, J=2.0, 8.0 Hz), 4.05 (1H, dd, J=7.7, 8.9 Hz),
3.87 (1H, dd, J=8.6, 8.8 Hz), 3.33 (1H, m), 2.82 (2H, m), 2.61 (1H, m), 2.49 (2H, m), 2.37 (1H, m).

13C-RMN (DMSO-ds, 125 MHz) &: 181.7, 146.4, 145.2, 144.9, 131.5, 130.8, 122.0, 121.1, 117.5,
116.9, 116.5,72.9, 49.1, 47.8, 42.6, 38.6, 35.2.

EM (IE) m/z (%): 123 ([M*], 100); 124 (57); 330 (33); 331 (20); 151 (19); 77 (15); 125 (15).

EMAR: 330.1123 (calculado para CisH1506 [M*] 330.1103).

4.2.2 Preparacioén del producto 1b:

34.6 mg de L-1 (0.09 mmol) disueltos en CH,Cl; seco (5 mL) se hicieron reaccionar con una
disolucion de 7 equiv de AICl; (0.47 mmol, 62.28 mg) en CH,Cl, seco (4 mL). La mezcla de
reaccién se mantuvo una hora a temperatura ambiente, bajo atmdsfera inerte de argén con
agitacion magnética. A continuacion, se tratd con una solucidon saturada de NaCl, la fase
orgdnica separada y la acuosa extraida con acetato de etilo (AcOEt) (3x10 mL). La fase orgénica
se seco con MgS0y, se filtrd y se concentrd. 19

El crudo de reaccién se purificé en CCP usando como disolvente hexano/AcOEt al 60%. Se
obtuvieron 17.7 mg del producto (53%).




4.2.3. Procedimiento general para la obtencidn de los productos 1cy 2a:

1 equiv de lignano disuelto en tolueno anhidro (3 mL) se hace reaccionar con 3 equiv de
DIBAL durante 2 horas a -782C usando nitrogeno liquido. A continuacién, la mezcla de reaccién
se deja a temperatura ambiente y se aflade una disolucidon saturada de NH4Cl (5 mL) y se extrae
con AcOEt (3x10 ml). Las fases organicas reunidas son secadas sobre MgSQ,, filtradas vy
concentradas. El crudo se purifica en CCP utilizando como disolvente hexano/AcOEt al 50%. Y

- Producto 1c: Se siguid el procedimiento general anterior usando 50 mg de L-1 (0.134
mmol) y 0.405 mL de DIBAL (0.405 mmol). Se obtuvo 27.4 mg de producto (55%).

OH

I

- Producto 2a: Se utilizé 30 mg de L-2 (0.07 mmol) y 0.232 mL de DIBAL (0.232 mmol). Se
obtuvieron 36.4 mg (100%) del producto.

10



4.2.4. Procedimiento general para la obtencidn de los productos 1d y 2b:

1 equiv de lignano disuelto en THF (3.5 mL) se hace reaccionar con 10 equiv de LiAlHs y THF
(1.77 mL), con agitacién bajo atmodsfera inerte. Se deja reaccionar a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion se trata a continuacion con una disolucién saturada de
NH.Cl y se acidifica con HCI 1N, se extrae con AcOEt (3x10 mL). Las fases organicas reunidas se

secan sobre MgSQ, se filtran y concentran. El crudo se purifica a través de CCP utilizando como
disolvente hexano-AcOEt al 60%. 12

- Producto 1d: siguiendo el procedimiento general anterior, 51.4 mg de L-1 (0.138 mmol)
fueron tratados con 53 mg de LiAlH,s (1.38 mmol). Se obtuvo 54.7 mg (100%) del
producto.

- Producto 2b: se utilizé 30 mg de L-2 (0.07 mmol) y 26.6 mg de LiAlH4 (0.7 mmol). Se
obtuvo 31.4 mg (100%) de producto.

4.2.5. Procedimiento general de obtencién de los productos 1g y 2d:

1 equiv del diol 1d o 2b se trata con 7 equiv de piridina y CH,Cl, (2 mL). A la mezcla se
adiciona 1 equiv de TsCl y se deja a temperatura ambiente durante 24 horas. A continuacién se
le aflade H,0 y se extrae con CH,Cl,. La fase organica se lava con HCl y NaHCOs, se seca con

MgSQy, se filtra y concentra. El crudo se purifica en CCP usando como disolvente hexano/AcOEt
al 60%. 3

- Producto 1g: Siguiendo el procedimiento general se utilizd 104 mg del producto 1d

(0.277 mmol), 0.2 mL de piridina (1.95 mmol) y 54 mg de TsCl (0.277 mmol). Se
obtuvieron 7.3 mg (7%).

11



- Producto 2d: Se utilizé 14.6 mg del producto 2b (0.037 mmol), 21.7 uL de piridina (0.26
mmol) y 7 mg de TsCl (0.037 mmol). Se obtuvieron 2.5 mg (18%) del producto.

1H-RMN (CDCls, 500 MHz) 6: 6.69 (2H, d, J=8.2 Hz), 6.56 (2H, dd, J=1.9, 8.1 Hz), 6.52 (2H,
d, J=1.9 Hz), 3.84 (2H, dd, J=6.7, 8.7 Hz), 3.79 (6H, s), 3.77 (6H, s), 3.46 (2H, m), 2.57
(2H, m), 2.47 (2H, m), 2.12 (2H, m).

13C-RMN (CDCls, 125 MHz) &: 148.9, 147.4, 133.0, 120.6, 112.0, 111.2, 73.3, 55.9, 55.8,
46.6, 39.1.

EM (IE) m/z (%): 151 ([M*], 100); 152 (95); 372 (82); 373 (40); 121 (34); 137 (33); 153
(26); 107 (25); 106 (19).

EMAR: 372.1942 (calculado para C;;H250s [M*] 372.1937).

4.2.6. Procedimiento general para la obtencién de los productos 1e y 2c:

1 equiv del producto 1d/2b se trata con 6 equiv de EtsN en CH,Cl; seco (5 mL) se enfria a 02C
para afadirle 6 equiv de MsCl, y se deja reaccionar 1 hora a temperatura ambiente bajo
atmdsfera inerte. El producto obtenido se extrae con CH,Cl, y la fase organica se seca con

MgSQ,4, se filtra y concentra. El crudo se purifica por CCP utilizando como disolvente
hexano/AcOEt al 50%. **)

—  Producto 1le: Se utiliz6 100 mg del producto 1d (0.267 mmol), 0.25 mL de EtsN (1.6
mmol) y 0.15 mL de MsCI (1.6 mmol). Se obtuvo 38.5 mg (27%) del producto deseado.

12



1H-RMN (CDCls, 500 MHz) &: 6.78 (1H, d, J=8.5 Hz), 6.72 (1H, d, J=7.8 Hz), 6.67 (2H, d,
J=6.6 Hz), 6.58 (2H,m), 5.92 (2H, dd, J=1.2, 3 Hz), 4.20 (4H, m), 3.85 (3H, s), 3.83(3H, s)
3.12 (6H, s), 2.84 (2H, m), 2.58 (2H, m), 2.25 (2H, m).

13C-RMN (CDCls, 125 MHz) &: 149.2, 148.0, 147.8, 146.3, 132.2, 131.0, 122.0, 121.0,
112.0,111.3,109.1, 108.4, 101.0, 69.1, 55.9, 55.9, 40.3, 40.2, 37.3, 34.0, 33.8.

EM (IE) m/z (%): 530 ([M]*,100); 152 (100); 136 (100); 165 (69); 137 (65); 164 (60)
EMAR: 530.1242 (calculado para C3H30010S2 [M]* 530.1280)

—  Producto 2c: Se utilizé 48.6 mg del producto 2b (0.124 mmol), 0.11 mL de Et3N (0.747
mmol) y 59 uL de MsCl (0.747 mmol) Se obtuvo 1.7 mg (3%) del producto.

4.2.7. Preparacion del producto 1f:

30.4 mg del producto 1e (0.06 mmol) se trataron con 6 equiv de NaBH4 (13 mg, 0.344 mmol),
en 4 mL de HMPA. La reaccion se dejé a 602C durante 24 horas. A continuaciéon se le aflade
NH4Cl y se extrae con AcOEt (x3), se filtra y concentra. El crudo se purifica por CCP utilizando
como disolvente hexano/AcOEt al 30%, obteniendo 3.8 mg (19%). **)

MeO
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la purificacion de fracciones del extracto etandlico de las hojas de Bupleurum
salicifolium se obtuvieron cantidades apreciables de los lignanos L-1 y L-2. Un andlisis de las
estructuras de éstos nos permite reconocer distintas zonas de posibles interacciones de enlace
de hidrégeno o de Van der Waals. Las modificaciones en estas zonas proporcionaran
informacidén sobre la importancia para la bioactividad de estos grupos funcionales.

Lignano (1) Lignano (2)

O Posibles sitios de interaccion por enlace de Hidrogeno.

O Posibles sitios de interaccion tipo Van der Waals.

Esquema 2. Andlisis de los grupos funcionales de los dos lignanos.
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5.1. Preparacion de los derivados 1a — 1f y 2a — 2d

En el siguiente esquema se muestra las diferentes reacciones realizadas a partir del lignano

bursehernina (L-1), que principalmente son modificaciones en los anillos aromaticos y en el
anillo lacténico.

H

Producto 1b
(53%) OH

Producto 1a
(100%)

Producto 1c
(55%)

MsCl
Et;N / CH,Cl,

TsCl
piridina / CH,Cl,

Producto 1d
(100%)

(o]
o—!
Producto 1e
(27%)

Producto 1g
(7%)

Producto 1f
(19%)

Esquema 3. Diferentes reacciones realizadas con bursehernina (L-1).
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La mayor parte de las transformaciones tuvieron como objetivo la generacion de grupos
fendlicos para favorecer interacciones por enlace de hidrégeno con el receptor.

Lo primero que se llevd a cabo fue la desmetilacién para obtener, cuantitativamente, el
producto tetrahidroxilado 1a. Esto se realizd con BBr; en CH,Cl;. La estructura se confirmo
observando la desaparicion de la sefial caracteristica del grupo metilendioxi a & 5.90 en el
espectro de protdn. Asi como la no presencia de las sefiales singletes a & 3.80 caracteristica de
los metoxilos.

La ruptura del grupo metilendioxi para obtener el producto 1b se logrd con AlCls en CHyCl,,
obteniéndose el producto dihidroxilado con un rendimiento del 53%. La estructura se corroboré
observando en el espectro de protén la ausencia de la sefial del metilendioxi.

La reduccién del carbonilo permite un cambio en esa zona de la molécula, de un aceptor a un
dador de enlace de hidrogeno. Se utilizd como agente reductor el DIBAL en tolueno, a bajas
temperaturas (-782C). El producto 1c fue obtenido con un rendimiento del 55%.

La apertura del anillo lacténico se realizd con LiAlH, y THF, obteniéndose, cuantitativamente,
el producto 1d. Se confirmd la estructura con la presencia de dos sefiales a 6 3.49 y 3.77 en el
espectro de protdon que integran 2H cada una y aparecen como multipletes caracteristicas de
los hidrégenos de los carbonos contiguos a los hidroxilos.

A partir del producto 1d se formo el derivado mesilado (producto 1e) tratandolo con MsCl y
EtsN, en un rendimiento del 27%. Este derivado mesilado se transformé en el producto 1f bajo
tratamiento con NaBHs y HMPA a 602C, obteniéndose un rendimiento de 19%. Su estructura se
confirmd con la aparicidn en el espectro de protén de dos sefiales que integran cada una por 3H
y salen como doblete a 6 0.82 y 0.80 ppm, correspondientes a los metilos.

Por ultimo, se sintetizd a partir del producto 1d, un anillo tetrahidrofurano con 1 equiv de
TsCl y piridina en CH,Cl, seco, teniendo un rendimiento el producto 1g de 7%. La estructura se
confirmd con la presencia de dos sefiales multipletes a 6 3.44 y 3.83 que integra cada una por
2H pertenecientes a los hidrogenos contiguos al oxigeno del anillo tetrahidrofurano. El
mecanismo de esta reaccion se describe en el siguiente esquema:

16



(o)

mO#— (Tscl)
(o]

>

Producto 1d

Producto 1g

Esquema 4. Mecanismo de formacion de anillo tetrahidrofurano.
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En el siguiente esquema se muestran las reacciones realizadas con L-2 siguiendo los

procedimientos anteriores. Se muestran los productos obtenidos con sus correspondientes
rendimientos.

H

Producto 2a
(100%)

DIBAL

“\DIMETILETER MATAIRESINOL "
: (L-2) .~

~
~

TsCl
piridina / CH,Cl,

MsClI

OMe
OMe
Producto 2b
(100%)
OMe
Producto 2c Producto 2d
(3%) (18%)

Esquema 5. Diferentes reacciones realizadas con el dimetiléter matairesinol (L-2).
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5.2. Caracterizacion de los productos

Las estructuras obtenidas se confirmaron por espectroscopia de *H-RMN y 3C-RMN. A modo
de ejemplo se explicard la caracterizacion del compuesto 1g.

En el espectro de *H-RMN se observd una sefial a 2.10 ppm que integra para 2 hidrogenos
que corresponde a los a los H4 y H3 del anillo tetrahidrofurano. Aparecen otros multipletes a
2.45 y 2.53 ppm que también integran para 2 hidrégenos correspondientes a los hidrogenos
bencilicos. Ademas se detecta a 3.44 y 3.83 ppm otros multipletes que integran para 2
hidrégenos correspondientes a los presentes en 2 y 5, respectivamente. En 3.85 ppm
observamos dos singletes que integran para 3H cada uno que coinciden con los dos metoxilos
del anillo aromatico. La sefial caracteristica del metilendioxi se puede apreciar a 5.84 ppm. A
campo bajo se pueden observar los 6 hidrogenos aromaticos.
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Figura 10. Espectro *H-RMN del compuesto 1g.

19



En el espectro BC-RMN se perciben sefiales para 21 4tomos de carbono, una de ellas a 100.9
ppm correspondiente al carbono del metilendioxi. Asi mismo se ven las 12 sefiales de los
carbonos aromaticos a campo bajo (148.9, 147.6, 147.4, 145.8, 134.2, 133.0, 121.5, 111.9,
111.2, 109.0, 108.0 ppm). A 73.3 ppm se ven dos sefiales correspondientes a los carbonos de la
posiciéon 5y 2 del anillo tetrahidrofurano. Los dos metoxilos del anillo aromatico se aprecian a
55.9 y 55.8 ppm. La sefiales que se observan a 46.6 y 46.5 ppm son atribuibles a los carbonos 3
y 4 del anillo tetrahidrofurano. Por ultimo, las dos sefiales a 39.2 y 39.1 ppm pertenecen a los
carbonos bencilicos.
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Figura 11. Espectro *C-RMN del compuesto 1g.

5.3. Estudio y analisis del Docking molecular

El Docking molecular se puede definir como la prediccion de la estructura del complejo
ligando-receptor, donde el receptor habitualmente es una proteina y el ligando puede ser una
molécula pequefia u otra proteina. Se ha utilizado como herramienta en el descubrimiento de
farmacos para encontrar y optimizar los compuestos principales, mediante el cribado de bases
de datos. ¥

En este método la proteina (receptor) se mantiene rigida mientras que el ligando es tratado
como flexible para que adopte distintas “poses” en el sitio activo segin el modo de unién con
los distintos aminodcidos. La mejor pose del ligando se conoce como bioactiva y la afinidad del
ligando se estd relacionada con la energia libre de enlace (AG pinging) **
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Para llevar a cabo el estudio Docking molecular seleccionamos la estructura cristalina del
receptor de estrégeno a (RE-a) formando complejo con la genisteina (PDB 1x7r) obtenida de la
base de datos Protein Data Bank.

Los resultados obtenidos se ordenaron de acuerdo con el valor de la funcién de evaluacién
con los mejores valores de energia de enlace, en comparacion con la genisteina (ligando de
referencia)

Tabla 1. Resultados de los mejores valores de Docking score.

PROTEINA LIGANDO DOCKING SCORE (Kcal/mol)
GENISTEINA -11.31
Compuesto 1d -11.124
1x7r Compuesto 1a -11.068
Compuesto 1b -10.781
Compuesto 1f -10.475

Los resultados del estudio de modelizacién para los compuestos realizados revelan que los
valores estan bastante préximos al valor de Docking score de la genisteina (-11.31 Kcal/mol),
por tanto, es de presuponer un posible efecto agonista sobre el receptor a estrogénico similar
al que ejerce el fitoestrogeno ya mencionado. Se observa como los tres primeros compuestos
que son los que mayor afinidad tienen se caracterizan por tener, al igual que la genisteina,
grupos hidroxilos libres.

El estudio de las interacciones presentes en el Docking de la molécula 1a muestra que la
mayoria de las interacciones son de tipo hidrofébicas (Tabla 2) y ademdas presentan tres
interacciones de enlace de hidrégenos entre los grupos hidroxilos y los residuos Arg 394, Leu
387 y Glu 353. También se puede apreciar la presencia de una interaccion m — H stacking que
tiene lugar entre el anillo aromatico que soporta el metilendioxi y el residuo de Phe 425 (Figura
13). Por ultimo, presenta una interaccion m — 7 stacking con un residuo de Phe 404.

Tabla 2. Interacciones hidrofébicas producidas en el compuesto 1a.

INTERACCIONES HIDROFOBICAS
Leu 384 lle 424
Met 388 Trp 383
Leu 387 Hip 524
Leu 391 Leu 346
Leu 428 Gly 521

21



Figura 12. Docking molecular del compuesto 1a con las principales interacciones.
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6. CONCLUSIONES

Teniendo en consideraciéon la necesidad de busqueda de nuevos SERMs, asi como los
antecedentes de compuestos de naturaleza lignanica con actividad estrogénica se ha preparado
un conjunto de derivados a partir de dos lignanos naturales tipo dibencilbutirolactona. La mayor
parte de las transformaciones se centraron en el anillo lacténico y en los sustituyentes de los
anillos aromaticos. Estudios de modelizacién predicen un comportamiento agonista sobre el
receptor a-estrogénico, y los mejores valores se encontraron con los compuestos tipo diol
resultante de la apertura del anillo lacténico. Los compuestos obtenidos seran evaluados
biolégicamente.
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