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1. Introduccidon

1.1. Marco referencial
El término cancer hace referencia a un grupo de lesiones neoplasicas. Una neoplasia se define

como la proliferacién anormal de un tejido, en el que la regulaciéon de la expresion de los genes
esta alterada (Pitot, 2005). El cancer de mama a nivel mundial es la neoplasia maligna més
frecuentemente diagnosticada en mujeres y es la neoplasia que causa la mayor cantidad de
muertes en mujeres (DeSantis et al., 2014).

De acuerdo a estadisticas del INEGI, en México entre 2007 y 2015, los casos de cancer de seno
en mujeres han ido aumentando progresivamente (Fig. 1), ademas, en 2015, la incidencia de
casos fue mayor en las mujeres que se encuentran en la postmenopausia a comparacion de las
mujeres que se encuentran en la premenopausia (Fig. 2). Segun las estadisticas de la Sociedad
Americana del Cancer, la incidencia del cancer de seno en mujeres en Estados Unidos de edad
mayor a 50 afios, desde 1975 hasta 2012 ha aumentado de manera gradual, el cancer de seno
en mujeres menores de 50 afios ha mantenido casi la misma incidencia (Fig. 3) Ademas la
Sociedad Americana del Cancer estima que la probabilidad de desarrollar cancer de seno
aumenta con la edad, siendo las mujeres postmenopausicas, las que poseen mayores
probabilidades de desarrollar la enfermedad con respecto a las mujeres premenopausicas (Tabla
1). Para 2017 se estima que la neoplasia mas frecuente en mujeres estadounidenses ocurrira en

el seno, ocupando un 30% del total de los casos de cancer estimados (Tabla 2).

Fig. 1. Incidencia por cada 100 000 habitantes; en México, de tumor maligno de mama en
poblacién con edad a partir de los 20 afios, en el periodo comprendido entre 2007 y 2015. Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia. Estadisticas a proposito del dia mundial de la lucha contra
el cancer de mama (19 de octubre). Aguascalientes. 2016.
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Fig. 2. Incidencia por cada 100 000 habitantes; en México, de tumor maligno de mama en
poblacion con edad a partir de los 20 afios, en el afio de 2015. Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia. Estadisticas a propdésito del dia mundial de la lucha contra el cAncer de mama (19 de
octubre). Aguascalientes. 2016.

Fig. 3. Tendencia de la incidencia del cancer de mama invasivo y no invasivo en mujeres en
Estados Unidos 1975 — 2012. (a) Incidencia de cancer de mama no invasivo en mujeres, por cada
100 000 habitantes en los Estados Unidos en el periodo comprendido entre 1975y 2012. (b) Tasa
de incidencia de cancer de mama invasivo en mujeres, por cada 100 000 habitantes en los
Estados Unidos en el periodo comprendido entre 1975y 2012. American Cancer Society. Breast
Cancer Facts & Figures 2015-2016. Atlanta: American Cancer Society, Inc. 2015.



Tabla 1

Probabilidad de desarrollar cancer de mama, en mujeres de Estados Unidos, de acuerdo a la
edad.

Si tu edad actual es... La probabilidad de desarrollar 1 por cada:
cancer de mama en los

préximos 10 afios es:

20 0.1% 1674
30 0.4% 225
40 1.4% 69
50 2.3% 44
60 3.5% 29
70 3.9% 26
Riesgo durante toda la vida 12.3% 8

American Cancer Society. Breast Cancer Facts & Figures 2015-2016. Atlanta: American Cancer
Society, Inc. 2015.

Tabla 2

Estimacién de la cantidad de casos de cancer en mujeres, que ocurriran en 2017 en Estados
Unidos, de acuerdo al sitio corporal.

Sitio Numero de casos Porcentaje de los
estimados casos estimados

Seno 257 710 30%

Pulmon y bronquios 105 510 12%

Colon y el recto 64 010 8%

Utero 61 380 7%

Tiroides 42 470 5%

Melanoma 34 940 4%

Linfoma no Hodgkin 32 160 4%

Leucemia 25 840 3%

Pancreas 25 700 3%

Rifién y pelvis renal 23 380 3%

Otros 179 530 21%

Todos los sitios 852 630 100%

American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2017. Atlanta: American Cancer Society,
2017.



El cancer de seno se clasifica de acuerdo a si se encuentran o no sobreexpresados ciertos
receptores; receptor de estrogenos (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (Her2 / neu), los cuales son dianas biolégicas que pueden ser
utilizadas para el tratamiento del cancer de seno (Cancer Genome Atlas Network, 2012). Si el
receptor se encuentra sobreexpresado, se dice que el cancer de seno es positivo para alguno de
los receptores: (ER"), (PR") y (Her2"), sino se encuentra sobreexpresado se dice que el cancer
es negativo para alguno de los receptores: (ER’), (PR’ y (Her2). Los 3 receptores se encuentran

implicados en la proliferacion celular. A continuacion se habla brevemente de cada uno de ellos.

Con respecto a (Her2 / neu), actualmente existen terapias contra cancer de seno que tienen como
diana este receptor. Por ejemplo, trastuzumab es un anticuerpo monoclonal el cual se une a las
células con sobreexpresion de (Her2/neu), lo cual tiene como consecuencia la muerte de la célula;
otro ejemplo es lapatinib, el cual se une a (Her2/neu), de manera que impide que se active su

cascada de sefializacion.

Se ha observado de manera recurrente en el cancer de mama del tipo receptor de estrégeno
positivo (ER*), que los compuestos que tienen un efecto agonista sobre el receptor de
progesterona tienen un efecto benéfico sobre la salud del paciente, por lo cual se plantea
utilizarlos como terapia adyuvante, en las terapias que tienen como diana el receptor de
estrogenos, el acetato de megestrol es un agonista del receptor de progesterona, el cual es

utilizado en la clinica para tratar el cancer de seno con metastasis (Carrol et al., 2016).

Cuando el cancer de seno es del tipo (ER*) se recurre al grupo de compuestos llamados
moduladores selectivos del receptor de estrégeno (SERMs), dentro de los cuales el tamoxifen es
el mas utilizado en la clinica. Los (SERMs) poseen un efecto antagonista en el (ER) del tejido
mamario, mientras que poseen un efecto agonista en los (ER) localizados en otros sitios como
son el sistema cardiovascular y los huesos (Jordan, 2003a, 2003b). Por lo anterior el uso de
(SERMSs) conlleva algunas desventajas como son el aumento en la incidencia de cancer de
endometrio (Vanleeuwen, 1994) otra desventaja es que después de un tiempo del tratamiento se

puede desarrollar resistencia a la terapia (Clarke et al., 2003; Ring et al., 2004).

Otra diana hacia la cual se enfoca la terapéutica actual para tratar el cancer de seno, es la enzima
aromatasa, la cual se encarga de la conversion de andrégenos a estrégenos (Yadav et al., 2015);
estos Ultimos estan ivolucrados en la progresion de los tumores (ER*), tanto en las mujeres que
no se encuentran en la menopausia, como en las que se encuentran en la postmenopausia. Sin

embargo, Unicamente se utilizan los inhibidores de la aromatasa en las mujeres que estan en la



postmenopausia, esto debido a que su uso durante la premenopausia traeria como consecuencia
un efecto contrario al esperado; un aumento en el nivel de estrégenos, esto debido a que los
estrégenos se producen principalmente en los ovarios en las mujeres que aln no se encuentran
en la menopausia, la administracion de un inhibidor de la aromatasa en ellas causaria inicialmente
una disminucién en la cantidad de estrégenos, a lo cudl la hipofisis responderia de manera
contraproducente con un aumento en las sefiales que tienen como objetivo la produccion de
estrogenos y andrégenos en los ovarios; los andrégenos son los precursores de los estrégenos,
asi como un aumento en la produccion de la enzima aromatasa (Files et al., 2010). En la
postmenopausia los ovarios son incapaces de producir estrégenos, razén por la cual los
inhibidores de la aromatasa solamente se utilizan durante la postmenopausia, en la cual la
produccién de estrogenos reside en el higado, la piel y el tejido adiposo (Files, 2010; Kulendran
et al., 2009). Los inhibidores de la enzima aromatasa se dividen por su estructura en 2 grupos;
esteroideos y no esteroideos, estos Ultimos han resultado ser mas potentes, de hecho el inhibidor
de la aromatasa mas potente que actualmente se utiliza en clinica; el letrozol, es de tipo no
esteroideo (Miller, 2008).

1.2. Planteamiento del problema

Actualmente se utilizan los inhibidores de la aromatasa para tratar el cancer de seno en mujeres
postmenopausicas, sin embargo, alrededor del 20% de las pacientes que fueron diagnosticadas
con la enfermedad en una etapa temprana, a pesar de ser tratadas con inhibidores de la
aromatasa, sufren una recaida que puede ocurrir afios o décadas después del diagnéstico (Early
Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group, 2011). También se sabe que existen mecanismos
de resistencia que disminuyen la efectividad del tratamiento quimioterapéutico contra el cancer
de mama (ER") (Ma et al., 2015). Adicionalmente existen eventos adversos graves relacionados
al uso de los inhibidores de la aromatasa que actualmente se utilizan en la clinica; pérdida total
de estr6genos en el cuerpo, dolor de articulaciones, osteoporosis y pérdida de densidad mineral
O6sea (Ghosh et al., 2016). Por las estadisticas presentadas al principio, la resistencia al
tratamiento (Ma et al., 2015) y los eventos adversos graves (Ghosh et al., 2016), actualmente
existe la necesidad de desarrollar nuevos inhibidores de la aromatasa, en especial los de tipo no

esteroideo, ya que han resultado ser mas potentes que los de estructura esteroidea (Miller, 2008).



1.3. Objetivos
Identificar los inhibidores de la aromatasa no esteroideos mas potentes que fueron reportados en

la literatura cientifica en el periodo comprendido entre los afios 2009 y 2016.

Determinar si en el periodo comprendido entre los afios 2009 y 2016 han sido desarrollados

inhibidores de la aromatasa no esteroideos mas potentes que el letrozol.

1.4. Hipotesis
En el periodo comprendido entre los afios 2009 y 2016 han sido desarrollados inhibidores de la

aromatasa no esteroideos, con una potencia mayor al letrozol.

1.5. Metodologia

Se llevé a cabo unarevision bibliografica exhaustiva, en la cual se utilizé como recurso electrénico

el buscador de informacion de la Direccion General de Bibliotecas UNAM, para localizar los
articulos cientificos y libros. Posteriormente dentro del buscador, se seleccionaron ciertos
articulos cientificos y/o libros que se creia tendrian una aportacion a la elaboracién del presente
trabajo. Los libros se descargaron dentro del mismo buscador de informacion de la Direccién
General de Bibliotecas UNAM, asi como algunos articulos cientificos. Los articulos que no se
podian descargar dentro del buscador, se descargaron a través de la base de datos
ScienceDirect. Los articulos que no se encontraban en la base de datos ScienceDirect se
descargaron directamente de la pagina de internet de la revista en la cual fue publicado el articulo.

También se obtuvieron algunos articulos cientificos a través de la base de datos PubMed.

A partir de los articulos en los que se reportd la sintesis y evaluacién biol6gica de compuestos no
esteroideos con actividad inhibitoria de la aromatasa entre los afios 2009 y 2016, se llevd a cabo
la seleccion de los articulos que reportaron los compuestos mas potentes; en total se

seleccionaron 17 publicaciones.

De cada uno de los 17 articulos seleccionados se presentan, los criterios en los que se basé cada
autor para seleccionar los compuestos que serian sintetizados, su estructura quimica, la actividad
inhibitoria sobre la enzima aromatasa, la explicacion y discusion de los resultados por parte de

los autores de los articulos y la imagen del estudio de acoplamiento molecular; en caso de existir.

Se llevo a cabo la seleccion de 2 a 3 de los compuestos mas potentes reportados en los articulos

(Tabla 22), y en el apartado de discusion se ahonda sobre estos compuestos.



Adicionalmente, se recurrid a las paginas electronicas del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia y de la Sociedad Americana del Cancer para obtener informacion estadistica con

respecto al cancer de seno.

2. La busqueda de inhibidores de aromatasa
2.1. Laenzimaaromatasa (CYP19A1)

Antes del 2009 se habian hecho muchos intentos para purificar a la enzima aromatasa de

placenta humana y sistemas de expresion recombinantes. Todos los esfuerzos iniciales para
cristalizarla fracasaron (Nakajin, et al., 1986; Kellis y Vickery, 1987; Amarneh y Simpson, 1995;
Hong, et al., 2008). Por décadas su estructura cristalina fue desconocida, hasta que a principios
de 2009 se logro elucidar su estructura (Fig. 4a), se purificd de la placenta humana junto con su
sustrato natural la androstenediona (Ghosh, et al., 2009). Detalles de su estructura vy la
orientacion de su sustrato natural; la androstenediona, en el sitio activo (Fig.4b) se encuentran
ahora disponibles en la literatura (Ghosh et al., 2010; Ghosh et al., 2011; Praporski, et al., 2009;
Hong et al., 2009).

La enzima aromatasa (CYP19A1) es parte de la superfamilia citocromo P450, la cual se compone
por un grupo de enzimas constituidas por hemoproteinas con actividad mono-oxigenasa. Su
actividad es la oxidacién de un sustrato cuyo producto conserva uno de los 2 atomos de oxigeno
molecular. Pertenece a la familia protéica 19, subfamilia A, forma individual 1. En su sitio activo
se localiza el grupo prostético hemo, el cual se encuentra constituido por una porfirina en cuyo
centro se encuentra un atomo de hierro. Ademas, el sitio activo esta conformado mayormente por

aminodacidos no polares (Ghosh, et al., 2009).

Es bien conocido el papel de la enzima aromatasa en la conversion de andrégenos a estrégenos;
convierte la androstenediona a estrona y la testosterona a estradiol (Yadab et al., 2015). El cancer
de mama se caracteriza por la sobreexpresion de la aromatasa en el tejido mamario, que se

considera la region principal en la cual se expresa (Miller et al., 1997).



Fig. 4. Estructura cristalina de la aromatasa. (a) Estructura cristalina de la aromatasa placentaria,
las hélices a estan marcadas con las letras A-L, las hebras 3 estan numeradas del 1 al 10 (Ghosh,
et al.,, 2009). (b) El sitio activo de la aromatasa visto de cerca, mostrando su union con la
androstenediona (Ghosh, et al., 2009).

2.2. Los inhibidores de aromatasa

Los inhibidores de la aromatasa (Fig. 2), se clasifican de acuerdo a su mecanismo de acciéon y
estructura en tipo 1y 2. Los de tipo 1 son de estructura esteroidea y los de tipo 2 presentan una
naturaleza estructural no esteroidea; ambos tipos poseen mecanismos de accion diferentes.
También se clasifican de acuerdo al orden en el que fueron apareciendo; 1°, 2° y 3° generacion
(Tabla 3).



Fig. 5. Inhibidores de la aromatasa esteroideos (2-4) y no esteroideos (1, 5-9).

Tabla 3

Inhibidores de la aromatasa clasificados por su generacion.

Generacion Tipo 1 (Esteroideos) Tipo 2 (No esteroideos)
1° testolactona (2) aminoglutetimida (1)
2° formestano (3) fadrozol (5)
rogletimida (6)
3° exemestano (4) vorozol (7)
letrozol (8)

anastrozol (9)

2.2.1. Tipo 1
Son inhibidores competitivos; es decir, se unen en el sitio activo de la enzima, tienen similitud

estructural con el sustrato endégeno y actdan como inhibidores suicidas (Brueggemeir et al.,



2006; Lonning, 2000). Algunos son el formestano y el exemestano, los cuales tienen una actividad
inhibidora insignificante per se, pero al unirse al sitio catalitico de la enzima, se metabolizan en
intermediarios que se unen irreversiblemente al sitio activo de la enzima, bloqueando asi su
actividad (Miller y Jackson, 2003). Estos agentes se han denominado inhibidores suicidas. Tales
inhibidores son particularmente especificos ya que inactivan sélo la enzima para la cual son
sustratos metabdlicos. La reanudacion de la produccion de estrégenos depende de la sintesis de
nuevas moléculas de aromatasa (Miller, 2008).

2.2.2. Tipo 2

Actlan principalmente como inhibidores competitivos formando un enlace de coordinacion entre
uno de los heterodtomos (O, N y S) presentes en la estructura del inhibidor y el grupo prostético
hemo de la aromatasa (Dutta y Pant, 2008). Estructuralmente la mayoria son azoles (Miller, 2008).
Su efecto es usualmente reversible y depende de la presencia continua del inhibidor (Miller,
2008). Algunos de estos compuestos pueden carecer de especificad, inhibiendo otras enzimas
pertenecientes al citocromo P450 (Ghosh et al., 2016). Debido a que la secuencia de aminoacidos
de la aromatasa es distinta de otros miembros de la familia del citocromo P450, se han podido
desarrollar farmacos con selectividad hacia la aromatasa, permitiendo una inhibicion mas
especifica (Miller, 2008).

2.2.3. 1° Generacion

En afios recientes los ensayos clinicos han empleado farmacos disefiados especificamente como
inhibidores de la aromatasa. En un inicio se utilizaron testolactona y aminoglutetimida, sin el
conocimiento de que tenian la propiedad de inhibir la aromatasa (Segaloff, 1982). Por ejemplo, la
testolactona se administr6 como un andrégeno (Segaloff et al., 1962) y aminoglutetimida se
introdujo como una forma de adrenalectomia médica (Griffiths et al., 1973; Lipton y Santen, 1974;
Newsome et al., 1977). Aunque se demostré que los primeros inhibidores de la aromatasa
producian inhibicién de la enzima y beneficios terapéuticos en pacientes con cancer de mama
(Miller, 1989), no eran particularmente potentes, carecian de especificidad, y a menudo producian

efectos secundarios no relacionados a la privacién de estrégeno.

2.2.4. 2° Generacion

De entre los inhibidores de la aromatasa de la proxima generacion en alcanzar la clinica, los mas
notables fueron el farmaco esteroideo formestano y el imidazol no esteroideo, fadrozol.
Formestano fue uno de aproximadamente 200 compuestos que fueron especificamente
disefiados y seleccionados como inhibidores de la aromatasa por los doctores Harry y Angela

Brodie en la década de 1970 (Brodie et al., 1977; Schwarzel et al., 1973). Se observo que era
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convertido por la enzima aromatasa a intermediarios reactivos que se unian irreversiblemente a
la enzima y producia una inactivacion dependiente del tiempo de la actividad de la aromatasa
(Brodie et al., 1977; Brodie et al., 1981). Fue alrededor de 60 veces mas potente que la
aminoglutetimida en la inhibicién de la actividad aromatasa en microsomas placentarios (Miller y
Jackson, 2003). Sin embargo, cuando se administré por via oral, fue observada una actividad
biol6gica pobre (Cunningham et al., 1987; Dowsett et al., 1989; MacNeil et al., 1995). Esto resultd
de la glucuronidacioén del grupo 4-hidroxi, a través del metabolismo hepético de primer paso, por
lo cual los estudios se centraron en la administracion intramuscular del farmaco, la cual es la

forma de administracién preferida, ya que se evita el metabolismo hepéatico (Miller, 2008)

También se desarrollaron inhibidores de segunda generacion de tipo Il con mayor selectividad y
potencia que sus homologos de primera generacion. Por ejemplo, el fadrozol es un imidazol
derivado de la aminoglutetimida que inhibe la aromatasa en la placenta humana y el ovario de
roedor con una potencia aproximadamente 400-1000 veces mayor que la aminoglutetimida
(Miller, 2008). A concentraciones que inhiben al méximo la aromatasa, a diferencia de la
aminoglutetimida, el farmaco tuvo efectos relativamente pequefios en otras enzimas del
citocromo P450 (Miller, 2008). Esto significaba que el farmaco podria administrarse a pacientes
sin la necesidad de reemplazo de glucocorticoides, ya que otras enzimas del citocromo P450

estan involucradas en la sintesis de glucocorticoides.

Mientras que el fadrozol es un compuesto altamente potente, tiene un tiempo de vida media
relativamente corto, lo que explica su pobre actividad in vivo en comparacién con los inhibidores
de triazol que se eliminan mas lentamente (Lonning et al., 1991). También se han planteado
dudas sobre la especificidad del fadrozol, ya que puede suprimir la sintesis de cortisol y
aldosterona (Demers et al., 1990; Stein et al., 1990), aunque estos efectos pueden no ser de
importancia clinica (Dowsett et al., 1994). En la actualidad, este compuesto se utiliza ampliamente
s6lo en Japon. Cabe destacar que la rogletimida también se considera dentro de los compuestos
de 2° generacion, sin embargo, su baja potencia caus6 su fracaso en los estudios clinicos
(MacNeil, 1992).

2.2.5. 3°Generacion

Estos inhibidores de la aromatasa incluyen el anastrozol, letrozol y exemestano, el vorozol se
retir6 tempranamente de la clinica a pesar de ser muy potente y especifico (Van der Wall et al.,
1993; Wouters et al 1994). Tanto el letrozol como el anastrozol son triazoles que tienen un anillo
aromatico plano que proporciona un adecuado acoplamiento con el sitio de union al sustrato de

la enzima. Adicionalmente, hay una porcion dentro de la estructura de anillo que forma un enlace
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de coordinacién con el hierro del grupo hemo de la aromatasa, ademas, inhibe eficazmente las
reacciones de hidroxilacion necesarias para la aromatizacion. La combinacion de la union al grupo
hemo y la unién al sitio activo proporcionan una alta potencia y una mayor especificidad. El
exemestano es un analogo andrégeno que inactiva la aromatasa de la misma manera que el
formestano.

El anastrozol, el letrozol y el exemstano son todos sustancialmente mas potentes que la
aminoglutetimida en términos de inhibiciébn de la actividad de aromatasa in vitro (Tabla 4).
Mientras que las concentraciones de farmaco requeridas son del orden de micromolar para
aminoglutetimida, las de letrozol, anastrozol y exemestano son nanomolares. Los perfiles
farmacocinéticos superiores de farmacos de tercera generacion también significan que son aun
mas eficaces in vivo (Miller, 2008). En este sentido, las dosis diarias de miligramo de anastrozol,
letrozol y exemestano inhiben eficazmente la aromatizacion y los estrogenos circulantes pueden

caer por debajo de niveles detectables (Lonning, 1996).

Tabla 4

Inhibicion de la actividad de la aromatasa en preparaciones de células enteras y células disruptas.

Microsomas Homogeneizado de Cultivo de

placentarios células de cancer de seno fibroblastos mamarios
Clso Potencia Clso Potencia Clso Potencia
(nM) relativa (nM) relativa (nM) relativa
Aminoglutetimida 3000 1 4500 1 8000 1
Anastrozol 12 250 10 450 14 570
Letrozol 12 250 2.5 1800 0.8 10 000
Formestano 50 60 30 150 45 180
Exemestano 50 60 15 300 5 1600

Miller W.R. In Aromatase Inhibitors,2; Barrington J.A.; Birkhduser: Germany,2008; p 9.

2.3. Efectos secundarios

El dolor en las articulaciones es su efecto secundario mas frecuente (Hiscox et al., 2010; Bauer
y Bryce, 2012), cuyo mecanismo subyacente es desconocido. Se sugiere que pueden actuar
sobre el receptor TRPAL, la via mas importante involucrada en la transmision del dolor y la
inflamacién neurogénica (Fusi et al., 2014). Segun un hallazgo reciente, la reduccion del dolor
articular se observé con el ejercicio en pacientes con cancer de mama que estaban en la terapia
de inhibidores de la aromatasa (News medical, 2013).0tro efecto secundario reportado son los
sofocos, pero su incidencia parece ser comparable a los sofocos producidos por el tamoxifeno

(Yadav et al.,, 2015). Pérdida total de estrogenos en el cuerpo, dolor de articulaciones,
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osteoporosis y pérdida de densidad mineral ésea son los eventos adversos relacionados a los

inhibidores de la aromatasa de 3° generacion (Ghosh et al., 2016).

2.4. Pruebas bioldgicas

A continuacién se presentan brevemente las pruebas biolégicas que se llevaron a cabo para
determinar la actividad inhibitoria de la aromatasa, alguna de las 3 pruebas se utilizé en los 17
articulos que se presentan a continuacion, en cada articulo se especifica que prueba se llevé a

cabo.

2.4.1. Agua tritiada

El ensayo se lleva a cabo ya sea con testosterona o androstenediona radio marcadas. Ambos

son substratos de la aromatasa y en su sitio activo se lleva a cabo la reaccion de aromatizacion,
la cual libera agua tritiada (*H.0), la cantidad liberada puede ser cuantificada con un
espectrémetro de centelleo y es inversamente proporcional a la actividad de la aromatasa
(Hartmann et al., 1986).

2.4.2. Producto fluorescente

El ensayo utiliza 7-metoxi-trifluorometilcumarina, el cual en el sitio activo de la aromatasa es
desmetilado y convertido a un producto fluorescente, la intensidad de la fluorescencia puede ser
cuantificada con un espectrofluorémetro y es proporcional a la actividad de la aromatasa. En los
casos en los que la fluorescencia intrinseca del compuesto del ensayo se traslapa con la
fluorescencia del producto de la reaccion, se utiliza dibencilfluoresceina la cual es convertida por

la aromatasa a fluoresceina (Bonfield et al., 2012).

2.4.3. ELISA
En el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) se utiliza como substrato de la
aromatasa; androstenediona, la cual es convertida a estrona, la cual es reconocida por un
anticuerpo, el tipo de (ELISA) a emplear para cuantificar estrona puede variar dependiendo la

compafia con la cual se adquiere el equipo para llevar a cabo la prueba (Ohno et al., 2004).
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2.5. Inhibidores de la aromatasa no esteroideos reportados entre el
2009 vy 2016

2.5.1. Derivados de quinolina (Yin, L et al., 2013)

Estos compuestos se disefiaron con base en las estructuras del vorozol y letrozol, conservando

ambos anillos aromaticos unidos por un carbono, sin embargo, en uno de los anillos aroméaticos

un carbono es sustituido con un nitrégeno, en la posicion 3-piridil o 4-piridil (Fig. 6).

N
7\ /N
N N\ | R
N NN H
SO -
\ =Y
NC CN ///N o N X~
Cl N
Letrozol Vorozol Serie 1 X=N, Y=CH

Serie 2 X=CH, Y=N

Fig. 6. Estructuras quimicas del letrozol, vorozol y estructura general de los derivados de
quinolina reportados por Yin, L et al., 2013.

Tabla b

Valores de Clso de los derivados de quinolina reportados por Yin, L et al., 2013.

R
X
N
N =
1A1-1A9 2A1 - 2A17
Serie 1 Serie 2
Compuesto R Clsg?, (nM) Compuesto R Clse?, (nM)
1A1 OH >5000 2A7 Ph 105
1A2 H 3340 2A8 Ph, OH 880
1A3 =CH> >5000 2A9 2- CH3OPh 81
1A4 CHs >5000 2A10 3- CHs:OPh 59
1A5 Ph 2130 2A11° 4- CH3OPh 124
1A6 2-CHsOPh 3660 2A(+)11° 4- CH3OPh 273
1A7 3- CHsPh >5000 2A(-)11¢ 4- CH3;OPh 92
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1A8 3-CIPh 1350 2A12 3-FPh 74

1A9 4-FPh 140 2A13 4-FPh 116
2A1 OH >5000 2A14 3-CIPh 19
2A2 H 2130 2A15 4-CIPh 55
2A3 =CH: 565 2A16 3-CH3Ph 32
2A4 CHs 1500 2A17 3,5-diCFsPh 246
2A5 i-Pr 889 fadrozol 41
2A6 c-Hex 74 letrozol 36

2 Se llevé a cabo el ensayo de determinacion de agua tritiada, por triplicado, la desviacion
estandar relativa es menor al 25%. ® Mezcla racémica. ¢ Enantiomero dextrégiro. ¢ Enantiomero
levégiro.

Los compuestos de la serie 1, 3-piridil 1A1-1A8, mostraron una inhibicién débil o nula de la
aromatasa, independientemente de sus sustituyentes. Una excepcion fue el compuesto 1A9 con
(4-FPh) que mostré una mayor potencia (Clso = 140 nM). Por otro lado los compuestos de la serie
2, 4-piridil 2A1 — 2A17, resultaron ser inhibidores mas potentes. A medida que el volumen de los
sustituyentes aumentd, de hidrégeno 2A2 a metilo 2A4, isopropilo 2A5 y ciclohexilo 2A6, el valor
de la Clsp disminuy6 a 1500, 889 y 74 nM, respectivamente. Ademas, la introduccion del grupo
fenilo resultdé en una fuerte inhibicion de la aromatasa con Cls, desde 19 a 124nM. Los
compuestos 2- y 3- metoxi - sustituidos, 2A9 y 2A10 (Clso de 81 y 59 nM), mostraron una inhibicién
mayor a comparaciéon de 2A7 que no posee sustituciones (Clsp = 105 nM), mientras que el
analogo 4-CHs0, 2A11 exhibié una inhibicion ligeramente disminuida (Clso = 124 nM). Se observo
que los compuestos mas potentes resultaron ser 2A14 y 2A16, incluso resultaron ser mas
potentes que los compuestos de referencia fadrozol y letrozol (Yin, L et al., 2013). Como se pudo
observar, el nitr6geno en la posicion 4-piridil es fundamental para la actividad de las moléculas.
Ademas, los sustituyentes halégenos que le confieren una menor polaridad a la molécula mejoran
la potencia, recuérdese que el sitio activo de la aromatasa en su mayoria se compone de

aminoacidos no polares (Ghosh, et al., 2009).

2.5.2. Derivados de quinolina (Ferlin et al., 2013)

El disefio de los compuestos se hizo con base en los derivados de fenilpirrolquinolinona
descubiertos hace algunos afios, los cuales poseen propiedades antimitéticas, en especifico el
2-fenilpirrol-[2,3-h]quinolin-4-ona (2-PPyQ), el cual ademas de poseer propiedades antimitéticas,
es capaz de inhibir a la aromatasa. Se cree que su grupo carbonilo interactia con la aromatasa,
por lo cual se introdujeron grupos imidazoilmetil y triazoilmetil en la posicion 4, con el fin de

mejorar la interaccion con la enzima (Fig. 7).
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Fig. 7. Estructura general de las fenilpirroloquinolinonas y de los derivados de quinolina
reportados por Ferlin et al., 2013.

N_ _R° REN N_ _R°
N AN
/ /
CH,OH
2 /\N
N
vl
1B1 -1B4 2B1 -2B4 3B1-3B4
R1, Ra Ry, Rz R1, Rz
1Bl Rli H Rz: Ph 281 R12 H Rz: Ph 381 Rll H Rz: Ph
1B2 Rli H Rz: p-OCHs-Ph 2B2 R12 H Rz: p-OCH3-Ph 3B2 Rll H Rz: p-OCH3—Ph
1B3 Rll C2H5 Rz: Ph 283 R12 C2H5 Rz: Ph 3B3 R1: C2H5 Rz: Ph
1B4 Rll H Rz: Me 2B4 R12 H Rz: Me 3B4 R1: H Rz: Me

16



N
- COOH COOC,Hs

4B 5B1 -5B2 6B
Ry, Rz

5B1 Ri: H Rz: p-OCHs-Ph

5B2 R12 H Rz: CH3

7B 8B 9B

N

H5C2\N =

COOH
108

Fig. 8. Derivados de quinolina reportados por Ferlin et al., 2013.
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Tabla 6

Valores de Clso de los derivados de quinolina reportados por Ferlin et al., 2013.

Compuesto R:1 R Clse?, (nM)
Ester

1B1 H Ph >10000
1B2 H p-OCH3-Ph >10000
1B3 CoHs Ph >10000
1B4 H CHs >10000
Alcohol

2B1 H Ph 2112 + 187
2B2 H p-OCH3-Ph 922 + 85
2B3 CoHs Ph >10000
2B4 H CHs 4152 + 212
7B - - >1000
Imidazol

3B1 H Ph 11.4+£15
3B2 H p-OCH3-Ph 454 + 36
3B3 CoHs Ph 5.3+0.6
3B4 H CHs 6.0+0.7
8B - - 3.1+0.3
Triazol

4B - - >10000

9B - - 13.3+15
Acido carboxilico

5B1 H p-OCH3-Ph >10000
5B2 H CHs 6195 + 256
10B - - 1472 + 53
2-PPyQ - - 590 + 29
letrozol - - 34+£05

2 Se llevé a cabo el ensayo de cuantificacion del producto fluorescente, por duplicado, se

presentan los datos con su respectivo error estandar de la media.

Los ésteres etilicos 1B1-1B4 fueron ineficaces para inhibir a la aromatasa (Clso > 10000 nM).

Entre los derivados de alcoholes, 2B2 (Clso = 922 nM, Rz = p-OCH3-Ph) fue el mas activo, seguido
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por 2B1 (Clso = 2112 nM, R;=Ph) y 2B4 (Clsp = 4152 nM, R, = CHs); nétese que conforme
disminuye el volumen del sustituyente en R», disminuye la actividad. Los otros dos derivados,
2B3 y 7B, resultaron ser inactivos (Clso > 10000 nM). Los derivados de imidazol fueron los
compuestos mas activos, 3B1, 3B3, 3B4 y 8B tan potentes (Clso entre 3.1 y 11.4 nM) como
letrozol (Clso = 3.4 nM), a excepcién del compuesto 3B2 (ICsp = 454 nM). Los dos derivados de
triazol 4B y 9B mostraron efectos opuestos; mientras que 9B fue muy activo (Clso = 13,3 nM), 4B
fue inactivo (Clso > 10000 nM). Finalmente, entre los &cidos carboxilicos 5B1, 5B2 y 10B sélo el
altimo resulté ser activo (Clso = 1472 nM).

Se observé que la estrategia de sustituir el grupo carbonilo en la posicion 4 de la 2-PPyQ por
grupos imidazoilmetil y triazoilmetil mejor6 la interaccion con la aromatasa, ya que la Clso de los
compuestos con dichos sustituyentes es menor que la Clso de la 2-PPyQ, quizas debido a que

estos forman un enlace de coordinacibon con el hierro del grupo hemo.

Fig. 9. Acoplamiento molecular de 8B en el sitio activo de la aromatasa, se observa que un
nitrégeno del imidazol forma un enlace de coordinacion con el hierro del grupo hemo (Ferlin et
al., 2013).
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2.5.3. Derivados de isoflavona (Bonfield et al., 2012)

Se tiene reportado que compuestos del tipo isoflavona poseen actividad inhibitoria sobre la

aromatasa, los compuestos se disefiaron en base al sitio activo de la aromatasa, para que
interaccionaran de manera hidroféfica, ya que es altamente hidrofobico el sitio activo de la
aromatasa, debido a que es dominado por amino&cidos no polares, también se disefiaron
compuestos con grupos metoxi, para que estos interactuaran mediante puentes de hidrégeno con
el sitio activo, por ultimo se disefaron isoflavonoides con heteroatomos para que estos pudieran

interactuar con el &tomo de hierro del grupo hemo (Fig. 10).

R:, Ri" = CHs, Ph, OPh, Benzo... R>, R,” = OCHjs Heteroatomo A=N6S n=0, 1
1C1-1C10 2C1-2C7 3C1-3C2

Fig. 10. Estructura de la isoflavona y estructura general de las 3 series de derivados disefados
por Bonfield et al., 2012.

20



Tabla 7

Valores de Clsgde los derivados de isoflavona reportados por Bonfield et al., 2012.

1C1-1Ce, 1C8, 1C9 1C7 1C10 3C1 3C2

2C1-2C7,4C1-4C4
Comp. Rs Re R7 Rs Rz Rs Ry Rs Re  Clso?, (UM)
1C1 H H H H H H H H H 29+4
1C2 H CH: H H H H H H H 44 +11
1C3 H H CHs H H H H H 18+7
1C4 H H H CH; H H H H H N.D.P
1C5 H H H H H CH: H H H 20+7
1C6 H H H H H H CHs H H 41+7
1C7 Benzo H H H H H H H 20+ 9
1C8 H H H H H H OPh H H 24+£272
1C9 H H H H H H Ph H H Inactivo
1Ci0 H H H H 9"Fenantril - - - - Inactivo
2C1 H OCHs H H H H H H H 0.26 £ 0.06
2C2 H H OCHs H H H H H H 41 +£16
2C3 H H H OCHs H H H H H N.D.P
2C4 H H H H OCHs H H H H 97+ 70
2C5 H H H H H OCHs H H H 99 + 27
2C6 H H H H H H OCHs H H 24 + 14
2C7 H H H H H OCHs H OCHs H 11+7
3C1 H H H H 3"-Tiofeno - - - - 309
3C2 H H H H 3’ -Piridil - - - - 58+1.8
4C1 H F H H H H H H 3217
4C2 H Cl H H H H H H H 51+£34
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4C3 H Br H H H H H H H 29+10
4C4 H '‘Bu H H H H H H H 61+15

2 Se llevé a cabo el ensayo de cuantificacién del producto fluorescente, por triplicado, se muestra
el valor de la desviacion estandar. ® No determinado. Los compuestos emitieron fluorescencia, la
cual interfirio con el ensayo.

Interacciones hidrofébicas

Se introdujo un grupo metilo en los anillos A 0 B, teniendo a 1C3 y 1C5 como los inhibidores méas
potentes, Clso 18 y 20 yM respectivamente, sin embargo la presencia y posicion del grupo metilo
no influencid significativamente la actividad inhibitoria con respecto a 1C1. La inclusién del grupo
bencilico en 1C7 incremento ligeramente la potencia inhibitoria, en comparacién a 1C1. De
acuerdo con los compuestos con OPh y Ph, 1C8 y 1C9, tienen actividades inhibitorias totalmente
distintas, ya que 1C8 (Clso = 2.4 uM) tiene una potencia 12 veces mayor a 1C1, mientras que 1C9
resulté ser inactivo. Esto es debido a que 1C8 tiene una mayor flexibilidad lo que le permite tener

mejores interacciones T1-11, esto se confirmo con el estudio de acoplamiento molecular (Fig. 11).

Interacciones por puente de hidrégeno

Se introdujo el grupo metoxilo en distintas posiciones para que el oxigeno interaccionara por
puente de hidrégeno con el sitio activo de la aromatasa, de estos compuestos el mas potente fue
2C1. Se observo en un principio que la introduccién de grupos metoxi en el anillo B no tuvo efectos
benéficos 2C4-2C6, sin embargo, el compuesto dimetilado 2C7 tuvo una Clso = 11uM, el estudio
de acoplamiento molecular indic6 que su oxigeno carbonilico podria interaccionar con el hierro

del grupo hemo (Fig. 11).

Interacciones con el grupo hemo

El compuesto con tiofeno 3C1, no exhibié un aumento significativo en la actividad inhibitoria con
respecto a 1C1, sin embargo el compuesto con una piridina 3C2 present6 un incremento
significativo en la actividad inhibitoria (Clso = 5.8 uM), el estudio de acoplamiento molecular indicé

que el nitrogeno interactua con el hierro del grupo hemo (Fig. 11).
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Fig. 11. Acoplamiento molecular de 1C7, 1C8, 2C1, 2C7 y 3C2 en el sitio activo de la aromatasa
(Bonfield et al., 2012).
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2.5.4. Derivados del flavano (Prachyawarakorn et al., 2013)

Previamente se habia reportado que en las hojas de la planta Desmos cochinchinensis se
encuentran derivados de flavonoides que poseen actividad inhibitoria sobre la aromatasa (Bajgai
et al., 2011), por lo cual se procedi6 a buscar en la raiz de la misma planta mas inhibidores de la
aromatasa, se descubrid que los compuestos de la raiz son mas potentes que los aislados
previamente de las hojas (Fig. 12).

Y

Flavano Derivados del flavano aislados de la raiz

Fig. 12. Estructura del flavano y de sus derivados aislados de la raiz de Desmos cochinchinensis.
Tabla 8

Valores de Clso de los derivados de flavano reportados por Prachyawarakorn et al., 2013.

MeO

1D1-1D2 2D1-2D3 3D
HO O HO
MeO O 0 O MeO O 0 G
4D 5D

24



Compuesto R! R? Clso?, (nM)

1D1 H - 40.0 £ 20.0
1D2 CHs - 90.0 £ 30.0
2D1 H CH3 1010 £ 40
2D2 H H 80.0 +£10.0
2D3 CHs H 150 + 30.0
3D - - 10700 + 200
4D - - >12500

5D - - 600 £ 100
letrozol - - 1.1 +£0.2

2 Se llevo a cabo el ensayo de cuantificacion del producto fluorescente, por triplicado, se muestra
el valor promedio con su repectiva desviacion estandar.

Se observo que los compuestos mas potentes fueron 1D1, 1D2 y 2D2, cuyas Clso fueron de 40,
90 y 80 nM, respectivamente. El resto de los compuestos resultaron ser mucho menos potentes.
De acuerdo al estudio de acoplamiento molecular del compuesto mas potente 1D1, el grupo
hidroxilo que se encuentra en el C-7, interacciona mediante la formacion de 2 puentes de
hidrogeno con Met374 y Arg115, mientras que el hidroxilo que se encuentra en C-4 y el aldehido
en C-8, no interaccionan mediante puentes de hidrégeno con el sitio activo de la aromatasa (Fig.
13). También se observé que el hidroxilo en el C-7 de 1D2, interacciona mediante dos puentes
de hidr6geno, de manera debil con Met374, la interaccién con Argl115 es mas fuerte (Fig. 13). A
pesar de que 2D2, posee un metilo en el C-6 a diferencia de 1D1y 1D2 que poseen un hidrégeno,
encaja de la misma manera en el hueco en donde se unen 1D1y 1D2. Sin embargo, es mayor la

distancia de los puentes de hidrégeno que forma 2D2 con Met374 y Arg115.
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Fig. 13. Acoplamiento molecular de 1D1, 1D2, 2D2 y 2D3 en el sitio activo de la aromatasa
(Prachyawarakorn et al., 2013).

2.5.5. Derivados de cumarina (Stefanachi et al., 2011)

El mismo equipo de trabajo previamente habia disefiado inhibidores de la aromatasa derivados
de la cumarina (Leonetti et al., 2004; Berman et al., 2003). Los resultados de los 2 estudios
sugirieron que compuestos 4-imidazolilmetil-7-sustituidos son candidatos para la sintesis de

nuevos inhibidores de la aromatasa.

26



5 4 R N\)
A 2 NG
7 2 L
o} o} R O 0
8 1

Cumarina
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Compuestos 4 6 3-imidazolilmetil-7-sustituidos

Fig. 14. Estructura de la cumarinay la estructura general de los derivados de cumarina reportados

por Stefanachi et al., 2011.
Tabla 9

Valores de Clso de los derivados de cumarina reportados por Stefanachi et al., 2011.

R’ g/NJ

)

1E1-1E33 2E1
Conmpuesto R! R2b Clso?, (UM)
1E1 CeHsCH20O H 0.150
1E2 3"-CH3CeH4CH20 H 0.114
1E3 3"-FC¢H4CH20 H 0.113
1E4 3"-CIC¢H4CH-0 H 0.130
1E5 3-CF3CeH4CH20 H 0.235
1E6 3"-OCF3CsH4CH0 H 0.207
1E7 3'NO.CsH4CH20 H 0.141
1ES8 4’-FCgH4CH20 H 0.267
1E9 4’-CICH4CH-0 H 0.178
1E10 4’-OCH3CsH4CH20 H 0.127
1E11 4"-OCF3C¢H4CH-0 H 0.481
1E12 3,5"-F2CsH3CH20 H 0.169
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1E13 3,4"-F2CsH3CH20 H 0.165
1E14 CsHsO H 0.051
1E15 3"-FCeH.O H 0.072
1E16 3"-CICeH4O H 0.072
1E17 3"-OCH3C6H.0 H 0.292
1E18 4"-CH3C6H4O H 0.690
1E19 4’-CICeH4O H 0.112
1E20 4’-CNCsH4O H 0.164
1E21 4’-COCH3CsH4O H 0.296
1E22 4"-N(CHz3)2CeH40O H 0.081
1E23 3,5"-F2C6H30 H 0.070
1E24 3,4"-F2CsH30 H 0.047
1E25 CsHsNH H 0.105
1E26 HO H 3.75

1E27 CH30O H 0.280
1E28 CHs:0 CeHs 0.455
1E29 CsHsO CeHs 0.067
1E30 3,4"-F2CsH30 CeHs 0.317
1E31 CeHsO 4-CICgH4 0.532
1E32 CeHsO 4-CNCesH4 4.01

1E33 CHsO H 2.82

2E1 CeHsO CeHs 0.313

2 Se llevd a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada, por triplicado, se presentan los
datos con su respectivo error estandar de la media.®? Los compuestos cuyo grupo R? les da el
caracter de quirales fueron probados como una mezcla racémica.

Como se mencion6 anteriormente, el equipo de trabajo habia desarrollado inhibidores de la
aromatasa, de los cuales 1E1 y 1E14 resultaron ser los mas potentes, por lo cual se desarrollaron
2 series de compuestos (1E2 — 1E13) 7-benciloxi-4-imidazolilmetilcumarina, cuyo prototipo fue

1E1y (1E15 — 1E24) 7-fenoxi-4-imidazolilmetilcumarina, cuyo prototipo fue 1E14.

Los derivados (1E2 — 1E13) 7-benciloxi tuvieron valores de Clso entre 0.113 y 0.481uM. En
comparacion con el compuesto de referencia 1E1, los derivados meta-sustituidos 1E2, 1E3y 1E4
y el derivado para-sustituido mostraron ligeramente una mayor afinidad a la aromatasa. Los
derivados para-sustituidos fueron menos activos que los correspondientes analogos meta-

sustituidos (comparar 1E8 contra 1E3, 1E9 contra 1E4 y 1E11 contra 1EG6), lo que puede indicar
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una reducida accesibilidad para las moléculas con sustituyentes en posicion para. De hecho 1E11
fue el compuesto menos activo de la serie, el cual posee el sustituyente mas voluminoso en
posicion para. 1E12 y 1E13 mostraron ligeramente una menor actividad inhibitoria con respecto

a la referencia de la serie 1E1.

Los derivados (1E15 — 1E24) 7-fenoxi tuvieron valores de Clsp entre 0.0047 y 0.690 uM. Solo un
compuesto de la serie, que fue, el derivado 3,4-difluorofenoxi 1E24 mostro ligeramente una mayor
potencia que la referencia 1E14 (0.047 contra 0.051uM). Como se observo en la serie pasada, el
compuesto con cloro en la posicidon meta 1E16, mostré una mayor afinidad que el compuesto con
cloro en la posicion para 1E19. En esta serie no se observaron claras tendencias electrénicas,
hidrofébicas y de impedimento estérico sobre la afinidad a la enzima.

El efecto favorable de los sustituyentes lipofilicos fue bastante evidente en los sustituyentes en la
posicién 7, comparando la afinidad de 7-OH (1E26, Clso =3.75uM), 7-OMe (1E27, Clso =0.280uM)
y 7-OPh (1E14, Clsp = 0.051uM).

Adicionalmente al compuesto de referencia 1E14 se le agreg6 un grupo fenilo al puente de
metileno en la posicion 4, lo cual mantuvo casi sin cambios la Clso (1E29, Clso = 0.067 uM vs Clso
= 0.051 uM of 1E14).

Fig. 15. (A) Acoplamiento molecular de 1E1 (gris) y 1E14 (azul) en el sitio activo de la aromatasa
(Stefanachi et al.,, 2011). (B) Acoplamiento molecular de los 2 enantibmeros R- (azul) y S-
(anaranjado) que corresponden a 1E29, la superficie amarilla representa la superficie de van der
Waals de los amino&cidos resaltados en (A) (Stefanachi et al., 2011).
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2.5.6. Derivados del letrozol (Woo, et al., 2013)
El grupo de investigacion que llevé a cabo la sintesis de los inhibidores de la aromatasa,

previamente habia desarrollado inhibidores con la estructura de la Fig. 16, (Woo et al., 2003;
2007; Bubert et al., 2008; Wood et al., 2005). A partir de dicho prototipo en esta publicacion se
sintetizaron nuevos compuestos para expandir la serie de compuestos previamente

desarrollados. Se puede observar que la estructura del prototipo es muy parecida a la del letrozol.

ik
0=S=0 N
| (/ Y
o) NJ
N
R

CN

Sulfamato de 4- {[(4 -cianofenil) (4H-1,2,4-triazol-4- i) amino] metil}fenil
R=H,F, Cl, Br
Fig. 16. Estructura del prototipo a partir del cual se sintetizaron los derivados del letrozol

reportados por Woo, et al., 2013.
Tabla 10

Valores de Clsp de los derivados del letrozol reportados por Woo, et al., 2013.

T ey ]
o, Y
X F CN - F \©\cw
1F1 -1F11 2F 3F
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X N X N X N
\O\/l‘ R’ \O\/'L o F \Q\/']"
L X L,
R3
4F1 - 4F2 5F 6F
X=0S0O,NH;
Compuesto R? R? R3 R* Clso?, (nM)
1F1 H H H 100
1F2 F H H H 12
1F3 Cl H H H 2.3
1F4 Br H H H 0.82
1F5 H F H H 3928
1F6 H F F H 1.3+0.3
1F7 F F H H 7.1+£1.7
1F8 FHC H H H 44+0.1
1F9 H Cl H H 18+2
1F10 H Cl Cl H 0.6+0.1
1F11 H Br H H 2.6+0.3
2F - - - - 4+£0.72
3F - - - - 1013 £13
4F1 H H H - 2483 =+ 189
4F2 F H F - 760 £ 110
5F - - - - 4060 = 260
6F - - - - 0.2+£0.01
Letrozol P - - - - 0.89 nM

2 Se llevd a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada, por triplicado, se presentan los
datos con su respectivo error estandar. ® El valor de Clso se obtuvo de (Wood et al., 2005) en
donde se llevé a cabo el mismo ensayo biolégico.

El compuesto més potente fue el imidazol 6F (Clso = 0.2nM), cuya potencia fue similar a la del
letrozol (Clso = 0.89nM, células JEG-3) (Wood et al., 2005). Al llevar a cabo el estudio de

acoplamiento molecular de 6F y su derivado triazol 1F5 (Clso = 39nM), se observ6 que ambos se
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unen a la enzima de una manera casi idéntica (Fig. 18). La excepcional potencia de 6F puede
ser atribuida a la fuerte interaccion que existe entre el nitrégeno sp? del imidazol y el atomo de
hierro del grupo hemo. Su gran potencia no es inesperada, esto debido a que el imidazol (PKgn +
=7.0) es una base de Lewis mas fuerte que el triazol (PKgn + = 2.2), por tanto, el par de electrones
solitarios en el nitrégeno sp? del imidazol tienen una mayor disponibilidad para interactuar con el
hierro del grupo hemo, a comparacion del triazol. Se puede observar en la (Fig. 17) como fue la

actividad inhibitoria de la aromatasa en el resto de los compuestos.

Fig. 17. Actividad inhibitoria de la aromatasa de los derivados del letrozol reportados por Woo, et
al., 2013. Débil (Clso = 100nM), moderada (10 - 100nM), buena (1 - 10nM) y potente (< 1 nM).
X=0S0O2NHo.
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Fig. 18. Acoplamiento molecular de 1F5 (d&tomos de carbono rosas) y 6F (atomos de carbono
amarillos) en el sitio activo de la aromatasa (Woo, et al., 2013).

2.5.7. Derivados del letrozol (Wood et al., 2010)

Para el disefio de estos inhibidores de la aromatasa se partié de la estructura del letrozol, de la

cual se conservé el triazol y el benzonitrilo (Fig. 19), el resto de la estructura se modifico
introduciendo anillos biciclicos. Se desarrollaron 2 series de compuestos, la primera 1G1 a 1G7,
la cual posee un sulfamato en su estructura, la segunda serie 2G1 — 2G9, la cual posee un

hidroxilo en su estructura.

) 0

N/ N/N
-
NC CN CN
Letrozol Compuestos sintetizados

Fig. 19. Estructura del letrozol y estructura general de los derivados del letrozol reportados por
Wood et al., 2010.
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Tabla 11

Valores de Clso de los derivados del letrozol reportados por Wood et al., 2010.

=N,
[N

R’A"N’N““//

]

HO

Iz ’,-;>\.
e

CN
Comp. X=0SO0;NH; Cls¢?, (nM)  Comp. X=0SO0:NH; Clse?, (nM)
1G1° /@O/ 52+21 261 mﬁ‘ 0.25+0.04
X HO
1G2 3142 2G2 14+0.8
X HO
\
\ hY
1G3 21+10 2G3 OG 3.8+0.9
X HO
Cl Cl
1G4 GG N 0.25+0.05 2G4 OG N 014006
X HO
Br Br
1G5 X N 27+16 2G5 HO N 32409
e
N'\__ %N
1 <
H “.d“"'"
1G6 23+0.2 2G6 j‘"* 1.5+0.1
X 3
HO
N ﬁé
\ A\
"""\-...H \'
1G7 _J 4.0+042 2G7 16.0+ 2.6
m
x O
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2G8 15+0.21

s

HO™ ~* O 16 +1.4

2G9 N o T
ous
HO 0

2 Se llevd a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada., por triplicado, se presentan los
datos con su respectivo error estandar. ©° 1G1 se probé como una mezcla racémica. ©
XZOSOZNHz.

En cuanto a la serie 1 (1G1 a 1G7) se observé que al cambiar el anillo de tetrahidronaftaleno 1G1
(Clso = 5.2nM) a naftaleno 1G2 (Clso = 31nM), disminuyd la actividad inhibitoria de la aromatasa.
Ademas los 2 derivados halogenados de naftaleno; 1G3 y 1G4, son mas potentes que su
homologo no halogenado 1G2 y el derivado con bromo 1G4 resulté ser el compuesto mas potente
de la serie. También se observo que los compuestos inddlicos 1G5 y 1G6 tuvieron casi la misma

potencia. El benzofurano 1G7 presenté casi la misma potencia que los compuestos inddélicos.

En cuanto a la serie 2 (2G1 — 2G9), se presentaron casi las mismas tendencias que en la serie
1; al cambiar el anillo de tetrahidronaftaleno 2G1 (Clso = 0.25nM) a naftaleno 1G2 (Clso = 14nM),
disminuyd la actividad inhibitoria de la aromatasa. Los 2 derivados halogenados de naftaleno 2G3
y 2G4 son mas potentes que su homdlogo no halogenado 2G2 y el derivado con bromo 2G4
resulté ser el compuesto mas potente de la serie. El derivado inddlico 2G7 y benzoxazdlico 2G9

no resultaron ser muy potentes.

El estudio de acoplamiento molecular de 1G4, el compuesto mas potente de la serie 1, sugirio
que el benzonitrilo ocupa un area similar a la que ocupa el oxigeno en el C-17 del sustrato natural
androstenediona, interactlia mediante puente de hidrogeno con Met374, lo cual simula una de las
interacciones naturales que la aromatasa tiene con la androstenediona con el oxigeno en el C-

17. 1G4 también interactla por puentes de hidrogeno con Glu483 y Arg192 (Fig. 20).

Solo se report6 el estudio de acoplamiento molecular del segundo compuesto mas potente 1G4,
en el articulo no se reportéd el estudio de acoplamiento molecular del compuesto mas potente
2G4.

35



Fig. 20. Acoplamiento molecular de 1G4 (azul) y androstenediona (rosa) en el sitio activo de la
aromatasa (Wood et al., 2010).

2.5.8. Derivados de letrozol (Woo et al., 2011)

A partir de la estructura del letrozol se desarrollaron una serie de inhibidores de la aromatasa, en

la Fig. 21 se aprecia la porcion estructural del letrozol que se conservé, en R? se llevé a cabo la

introduccién de un grupo bencilo y en R? se introdujo un fenilo.

N N
L LN

|
N
NC CN

CN

Porcién estructural conservada

Letrozol

Compuestos sintetizados

Fig. 21. Estructura del letrozol y estructura general de los derivados del letrozol reportados por
Woo et al., 2011.
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Tabla 12

Valores de Clsg de los derivados del letrozol reportados por Woo et al., 2011.

R
Compuesto R? R? Clse?, (nM)
1H1 H 4’-OSO;NH, 0.1 £0.02
1H2 Br 4’-OSO;NH; 0.05+£0.01
2H1 p-OSO2NH; H 0.21 £0.0.02
2H2 p-OSO2NH,, m-F H 0.15+£0.03
2H3 p-OSO:NH,, m-Cl H 0.015 + 0.005
2H4 p-OSO2NH2, m-Br H 0.018 £ 0.0.01
3H1 p-OSO2NH: 4’-OMe 0.015 + 0.001
3H2 p-OSO2NH; 4-F 0.47 £0.18
3H3 p-OSO2NH; 4’-CN 0.75 £ 0.005

2 Se llevé a cabo el ensayo de cuantificaciébn de agua tritiada., por triplicado, se presentan los
datos con su respectivo error estandar.

De acuerdo a 1H1 (Clso = 0.1nM) y 1H2 (Clso = 0.05nM), se observé que el compuesto halogenado
1H2 posee una mayor potencia que el compuesto no halogenado 1H1. De acuerdo a los
compuestos 2H1-2H4, se observé que la introduccion de un halégeno en el anillo aromatico en
posicion meta mejoré la potencia, incluso llegando a cantidades de la Clso del orden de picomolar,
esto se puede deber a la disminucion de la polaridad causada por el halégeno. Aln no es clara
la razon por la cual 3H1 también alcanzé una potencia del orden de picomolar, ya que no contiene
un halégeno adyacente a la sulfonamida como 2H2-2H4. Una explicacion tentativa es que el
grupo metoxi contribuye significativamente a la unién del compuesto al sitio activo de la
aromatasa. 3H2 y 3H3 tienen en comln gque poseen grupos electroatractores en R?, su baja
potencia puede deberse a que interfieren con la capacidad aceptora de puentes de hidrogeno del
nitrégeno del nitrilo en la posicién 2, la cual ha sido considerada como un importante factor para
la fuerte union de los inhibidores de la aromatasa no esteroideos con la enzima. No se reporto el

estudio de acoplamiento molecular.
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2.5.9. Derivados del letrozol (Woo et al., 2010)

A partir de la estructura del letrozol se sintetizaron derivados bifenilicos, los cuales carecen de la

porcién benzonitrilo, ademas, dentro de las series de compuestos reportados se modifico la

posicién del grupo nitrilo con el fin de observar el efecto sobre la Clso.

N N

) D

Y

NC CN

Porcion estructural conservada
Letrozol

N
LN

Compuestos sintetizados

Fig. 22. Estructura del letrozol y estructura general de los derivados del letrozol reportados por
Woo et al., 2010.
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Tabla 13

Valores de Clsg de los derivados del letrozol reportados por Woo et al., 2010.

N
N Y
N CN

|
6 N =
Bl B

\1/’ p

NN

Y

7N
N,
N

g

\ N
@ CN

-

&
R

FN
N

B
(2]
0

>

g

R " R
I 1 1 \Y \% VI
Grupo estructural Compuesto R Clse?, (nM) 6 % de
inhibicion @ 10uM
I 111 4’-OSO2NH: 2.0+£0.20
112 4’-OS0O2N(CHz)2 0.50 + 0.05
113 3’-Cl, 4'-OSO:NH: 0.50 + 0.01
114 3'-Cl, 4-OSO2N(CH3); 2.40+1.0
115 3’-OS0O:NH, 4’-Cl 0.35+0.07
Il 211 3’-OSO2NH; 63.4+2.1%
212 4’-0OSO2NH; 176 £ 25
213 3’-Cl, 4-OSO:NH> 146 £ 11
1] 31 4’-OSO2NH: 280 £ 10
312 3’-Cl, 4-OSO:NH> 80 + 18
v 411 4’-OSO2NH: 275+ 6
412 3’-Cl, 4-OSO:NH; 705
\Y 511 4’-OSO2NH: 284 + 26
512 3'-Cl, 4-OSO:NH; 571 £ 53
\ 611 3’-Cl, 4-OSO:NH> 1.90 £ 0.06
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Vi 711 4’-OSO2NH> 175+ 20

712 3’-Cl, 4-OS0O2NH: 0.3+0.1
Anastrazol 1.5+05
Letrozol ® 0.89 + 0.13

2 Se llevé a cabo el ensayo de cuantificacidbn de agua tritiada., por triplicado, se presentan los

datos con su respectivo error estandar. ® La Clso obtuvo de Jackson et al., 2008.

De acuerdo con los compuestos del grupo estructural 1, la introduccion de un &tomo de cloro en
posicién orto al grupo sulfamato en el C-3’ de 1I1 (Clso = 2nM), trajo como consecuencia una
mejora en la potencia del compuesto resultante 113 (Clso = 0.5nM). Ademas, la N, N- dimetilacion
del sulfamato en 111 (Clso = 2nM), para obtener 112 (Clso = 0.5nM), aumento la potencia, sin
embargo al llevar a cabo la N, N- dimetilacién del sulfamato en 113 (Clso = 0.5nM), para obtener
114 (Clso = 2.40nM), disminuy0 la potencia. No es clara la razén por la cual se da este dltimo
efecto. Se observo también que de este grupo de compuestos |, 115 (Clsg = 0.35nM) presenté la
mayor potencia, el cual posee un R = 3’-OSO2NH, 4’-Cl.

De acuerdo con los compuestos de los grupos estructurales Il, I, IV y V se observé que todos
ellos son poco potentes, lo cual indica que no es adecuado modificar la posicion para del

metiltriazol con respecto al nitrilo, ni tampoco es adecuado eliminar el nitrilo del anillo aromatico.

De acuerdo con el compuesto del grupo estructural VI, 611 (Clsg = 1.90nM), al tener de nuevo el
metiltriazol en posicién para al nitrilo se obtuvo un valor de Clso similar al obtenido en los
compuestos del grupo |, (Clsp= 0.35 — 2.40nM).

De acuerdo con los compuestos del grupo estructural VII, se observé que la introduccion de un
atomo de cloro en posicion orto al grupo sulfamato en el C-3’ de 711 (Clso= 17.5nM), trajo como
consecuencia una mejora en la potencia del compuesto resultante 712 (Clso= 0.3nM). Este es el
mismo efecto observado en los compuestos del grupo I, 1I1 y 1I3, que se menciond
anteriormente. Y de nuevo una disminucién en la polaridad como consecuencia de la introduccion

de un atomo de cloro es probablemente la raz6n del aumento en la potencia.
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2.5.10. Derivados del letrozol (Wood et al., 2011)

De nuevo se tom6 como base la estructura del letrozol para disefiar una serie de compuestos
inhibidores de la aromatasa, se estudio el efecto del reemplazo del grupo nitrilo en uno de los
anillos aromaticos del letrozol por 4&tomo de cloro y en el otro anillo aromatico el remplazo del
grupo nitrilo por un atomo de bromo o de hidrégeno, ademas, se llevo a cabo la introduccion de
un sulfamato. Adicionalmente, se llevo a cabo la adicion de un puente de metileno y etileno.
También se sintetiz6 un compuesto tomando como base la estructura del vorozol, en el cual se

sustituyd el atomo de cloro por un sulfamato.

2_\\

N
N/
Br
N
/_\\ Me,NO,SO CN
N 2J
N
—_— N
(_\\
H,NO,SO N N
NC CN
Letrozol Rl -
2
1J1-1J9 R
N N
L) 8
N/N AN
(|)H3 N c|:H3
N\ N\
| NH —————> | NH
N /
Cl N
H H,NO,SO N
3J

Vorozol

Fig. 23. Estructura del letrozol, vorozol y compuestos reportados por Wood et al., 2011.
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Tabla 14

Valores de Clso de los derivados del letrozol reportados por Wood et al., 2011.

H,NO,SO

N N C|7H3
Br N
9Ae (L
/
Me,NO,SO CN H,NO,SO N
2J 3J
Compuesto R! R? n Clso?, (nM)
1J1 Br CN 0 3.0x£0.1
132 Br Cl 0 251207
1J3 H CN 1 2.8+0.2
1J4 Br CN 1 0.87£0.21
1J5 H CN 2 0.22 £0.01
1J6 Br CN 2 0.12 £0.02
137 H Cl 1 39+10
1J8 Br Cl 1 14+1.1
1J9 H CN 0 13+4
2] - - - 23.04 £ 2.92
3J - - - 29+10
letrozol ° - - - 0.89 + 13

& Se llevé a cabo el

desviacion estandar. ® El valor de Clso fue tomado de Wood et al., 2005.

ensayo de agua tritiada, en células JEGS3, por triplicado, se incluye la

De acuerdo con los compuestos 1J1 (Clso = 3.0nM) y 1J2 (Clso = 2.5nM), no se observo un efecto

significativo en la Clso al haber reemplazado el nitrilo en R, de 1J1 por un &tomo de cloro. Esto a

pesar de que se conoce la importancia de posicionar un donador de electrones en las moléculas

relacionadas al letrozol, en la posicién en que se encuentra R?.
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El efecto que ejercid el conector entre el metiltriazol y uno de los anillos arométicos se pudo
observar en 3 series de compuestos. 1)1J9 (Clso = 13nM, n=0), 1J3 (Clso = 2.8nM, n=1) y 1J5
(Clsp = 0.22nM, n=2); 2) 1J1 (Clso = 3.0M, n=0), 1J4 (Clso = 0.87nM, n=1) y 136 (Clso = 0.12nM,
n=2) y 3) 1J2 (Clsp = 2.5M, n=0) y 1J8 (Clso = 1.4nM, n=1). En cada serie se observo que el

aumento en la longitud del conector (n), resulté en un incremento de la potencia.

Adicionalmente se observé que los compuestos con un halégeno en posicién orto al sulfamato
exhibieron una mayor potencia; comparar 1J3 (Clsp = 2.8nM) contra 1J4 (Clsg = 0.87nM) y 1J7
(Clso = 39nM) contra 1J8 (Clsg = 1.4nM).

El compuesto que contenia N, N-dimetilsulfamato 2J (Clso = 23.04nM) fue menos potente que su
contraparte desmetilada 1J1 (Clsp = 3.0nM), a pesar del incremento en la liposolubilidad que

confiere la dimetilacion, la cual, normalmente beneficia la actividad inhibidora de la aromatasa.

El compuesto 3J (Clso = 29nM) se disefid a partir del vorozol, cuyo atomo de cloro fue sustituido
por un sulfamato. Este compuesto mostré6 ser menos potente a comparacion de los otros

compuestos reportados.

Fig. 24. Acoplamiento molecular de los 2 isbmeros que conforman a 1J4; R- (azul) y S- (rosa)
(Wood et al., 2011).
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2.5.11. Derivados de 1, 2, 3 triazol (Pingaew et al., 2015)

Se sintetizaron 3 series de compuestos, su disefio se hizo con base a 2 estructuras sintetizadas

previamente. La primera de ellas fue reportada por Doiron et al., 2011, la cual resulté ser la méas
potente dentro de los triazoles 1,4-disustituidos (Clsp = 1.36uM). La otra estructura habia sido
sintetizada por el grupo de investigacion de Pingaew et al., 2014a, 2014b, la cual mostré actividad

citotoxica contra 4 lineas celulares de cancer.

1K1 -1K12

2K1 - 2K7

(Doiron et al., 2011) (Pingaew et al., 2014a, 2014b)

3K1-3K4

Fig. 25. Estructuras de los derivados de 1, 2, 3 triazol (Doiron et al., 2011), (Pingaew et al., 2014a,
2014b), (Pingaew et al., 2015).

Tabla 15

Valores de Clso de los derivados de 1, 2, 3 triazol reportados por Pingaew et al.

Compuesto R! R? Clse?, (UM)
1K1 H - : >12.5
1K2 H 94+1.6

M’@
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1K3

1K4

1K5

1K6

1K7

1K8

1K9

1K10

1K11

1K12

2K1

H
;IHJO\@
Me
H
2.0
CHO
H
.0
NO,
H .
“O
Me
H ¢ O l
H

OCHs f@

OCHs }{fO
NO.
H }ixo
0
Me

8.0+0.2

79+0.7

29+0.1

34+0.1

1.3+0.4

>12.5

1.8+0.5

27+0.1

>12.5
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2K2

2K3

2K4

2K5

2K6

2K7

3K1

3K2

3K3

3K4

letrozol

OCHs

OCHs

OCHs3

OCHs

OCHs

OCHs

OCHs3

OMe

Me

>12.5

>12.5

>12.5

>12.5

>12.5

>12.5

>12.5

0.2+0.1

1.8+0.2

0.0033 = 0.0004

2 Se llevd a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada, por triplicado, se presentan los
datos con su respectivo error estandar. ® El compuesto fuer insoluble en el medio de la prueba.
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De acuerdo a los compuestos de la primera serie 1K1 — 1K12, 1K1 (Clso > 12.5uM) presentd la
menor potencia; sin embargo, los triazoles que contenian un fenoximetilo en R? (1K2 — 1K6),
mostraron una Clso con un rango entre 2.9 — 9.4 yM. Dentro de estos compuestos, el anélogo 4-
nitrofenoximetilo, 1K5 ) presenté la mayor potencia (Clso = 2.9uM). Cuando se remplazé el grupo
fenilo de 1K2 (Clso = 9.4uM) por un grupo naftelenil, como se observa en 1K7 (Clsg = 3.4uM) y
1K8 (Clso = 1.3uM) y por un 4-cumarinilo se observa en 1K10 (Clso = 1.8uM), se presentd un
incremento en la potencia. La introducciéon de un grupo metoxilo en 1K1 (Clsp > 12.5uM) en R?
aumentd la potencia como se observa en 1K11 (Clsp = 4.6uM) y 1K12 (Clsp = 2.7uM),

respectivamente.

De acuerdo a los compuestos de la segunda serie 2K1 — 2K7 (Clsp > 12.5uM), se observé una

baja potencia a lo largo de toda la serie de analogos.

De acuerdo a los compuestos de la tercera serie 3K1 — 3K4, se encontraron 2 muy potentes: 3K3

(Clso = 0.2uM) y 3K4 (Clsp = 1.8uM). 3K3 resultd ser el compuesto mas potente de las 3 series.

Los resultados indican que la adicion de grupos metoxilo en R! aumenta la actividad de los

triazoles de la primer y tercer serie.

Se llevo a cabo el estudio de acoplamiento molecular con el compuesto mas potente 3K3 y se
observé que es capaz de interaccionar mediante puentes de hidrogeno con Met374 y Ser478 a
través del oxigeno de la sulfonamida y a través del oxigeno del metoxilo de R? (Fig. 26).
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Fig. 26. Acoplamiento molecular de 3K3 en el sitio activo de la aromatasa, los carbonos del grupo
hemo se encuentran representados de color blanco (Pingaew et al., 2015).

2.5.12. Derivados de indol-imidazol (Wanq et al., 2013)

Los derivados de indol-imidazol fueron disefiados con base al compuesto reportado por Lézé et
al., 2006 (Fig. 27), el cual resulto ser el derivado de indol mas potente de su respectiva serie. Se
conservo la porcion estructural del imidazol ya que se cree que esta interactia con el hierro del

grupo hemo. Ademas, se modificé la disposicion espacial del indol y el imidazol.

)\
i &

‘ O N
R' \Q
2
(Lézé et al., 2006) Compuestos sintetizados R

Clso =15.3nM

Fig. 27. Estructura del compuesto reportado por Lézé et al., 2006 y estructura general de los
derivados de indol-imidazol reportados por Wang et al., 2013. La Clso se determiné a partir de la

fraccion microsomal de tejido placentario humano.
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Tabla 16

Valores de Clso de los derivados de indol-imidazol reportados por Wang et al., 2013.

8

Compuesto R! R? Clse?, (nM)

1L H F 9.01£0.62

2L H CHs 148.93 + 12.61
3L H OCHzs 77.36 £6.31
4L H CFs 4,93 +0.23

5L H H 16.58 £ 1.39
6L CHs H 21.39+1.76
7L CHs CHs 164.01 + 14.63
8L CHs OCHs 138.72 + 11.46
9L CHs F 56.83+5.18
10L CHs CN 27.01+1.92
111 OCHzs H 6.23+0.51
121 OCHs F 48.93 £ 4.36
13L OCH3 CFs 2556 +2.14
141 OCHs CN 46.92 £ 4.13
15L OCHs CHs 57.43 + 4.96
16L OCHs OCHs3 111.09 + 10.47
17L Cl OCHs 203.34 £ 18.91
18L Cl CHs 235.33 £ 22.49
x19L Cl Cl 217.43 + 20.67
letrozol - - 16.53+1.24

2Se llevd a cabo el ensayo de ELISA, por triplicado, los datos se presentan con su respectivo

error estandar.
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En general se observa que la potencia disminuye cuando el protén de R! es remplazado por
grupos voluminosos; sin embargo, 11L (Clsp = 16.58nM), representa una excepcion. Los
resultados muestran que la adicién de grupos electroatractores en R2? mejora la potencia
inhibitoria de la aromatasa, mientras que la adicion de grupos donadores de electrones la
disminuyen. Se observéd que 5L (Clso= 16.58nM), cuyos sustituyentes son R!=R?=H, mostré una
potencia similar al letrozol (Clso= 16.53nM). Por otra parte, 4L (Clso = 4.93nM), R?=CF3, mostré
la mayor potencia inhibitoria, una potencia 3 veces mayor que letrozol. No se menciona mas
informacién al respecto de la molécula méas potente, tampoco se reportd el estudio de

acoplamiento molecular de los compuestos.

2.5.13. Derivados de casimiroina (Maiti et al., 2009)

Los compuestos sintetizados se disefiaron a partir de la estructura de la casimiroina (Fig. 28), la
cual es una sustancia que se encuentra en las semillas del zapote blanco, que es una fruta
producida por Casimiroa edulis. Se ha reportado que la casimiroina potencialmente puede inhibir

la carcinogénesis en células de glandulas mamarias de raton (Ito et al., 1998).

O/CH3
X
—_—
0 'T‘ o
0 cH, I
Casimiroina X
.
19M

Fig. 28. Estructura de la casimiroina y sus derivados reportados por Maiti et al., 2009.
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Tabla 17

Valores de Clsg de los derivados de casimiroina reportados por Maiti et al., 2009.

Compuesto R? R? R® R* R® Clso?, (UM)
1M -OCH;O- - H H H >98.49

2M -OCH20- - H H CHs 1.25+0.03
3M H H H H H >125.7

aM H H H H CHs >115.6

5M OCHs3 H H H H >105.8

6M OCHs3 H H CHs 2.02 £0.1
™ OCHs3 OCHgs H H H 315+3.1
8M OCHs3 OCHgs H H CHs 5.76 + 0.07
M OCHs3 H OCHs H H >91.29
10M OCHs3 H OCHs H CHs 0.96 + 0.02
11M OCHs3 H H OCH3 H 26.8 + 13.77
12M OCHs3 H H OCHs CHs 0.96 + 0.01
13M OCHs3 OCHs OCHs H H 18.47 £ 3.7
14M OCHs3 OCHs OCHs H CHs 2.72+£0.02
15M OCHs H OCHs OCHs H 14.8 + 0.65
16M OCHs H OCHs OCHs CHs 0.10+0.01
17M OCHs3 OCHs OCHs OCHs H 5.68 £ 0.24
18M OCHs3 OCHs OCHs OCHs CHs 0.76 £ 0.02
19M - - - - - >98.4
casimiroina - - - - - 3.92 £ 0.67
aminoglutetimida - - - - - 0.27

2 Se llevo a cabo el ensayo de cuantificacion del producto fluorescente, por duplicado, los datos

Se muestran con su respectivo error estandar.
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Los analogos de la casimiroina mostraron una buena potencia, a excepcion de algunos
compuestos sin N-metilacion (1M, 3M, 5M y 9M) y dos compuestos N-metilados (4M y 19M). El
remplazo del grupo 6-metoxilo de la casimiroina por un grupo metilo incrementd la potencia (2M,
Clso = 1.2uM). La eliminacién del anillo de dioxol tuvo como consecuencia compuestos inactivos
(3My 4M). La introduccién de un grupo metoxilo en R restablecié la potencia inhibitoria (6M, Clso
= 2.02uM); sin embargo, el analogo 5M resulté ser inactivo. ElI analogo dimetoxilo 9M
(R'=R3=0CHj3) resulté ser inactivo, pero su congénere N-metilado 10M (Clso = 0.96uM) mostrd
una gran potencia. Todos los demas anélogos sin N-metilacion (11M, 13M, 15M y 17M) y N-
metilados (12M, 14M, 16M y 18M) mostraron una tendencia similar a la mostrada por los analogos
dimetoxilados 7M y 8M, en la cual los compuestos N-metilados son més potentes. La potencia de
10M, 12My 18M fue casila misma que 16M (Clso = 0.10uM) el cuél fue el compuesto que presento
la mayor potencia.

De acuerdo a los resultados, la N-metilacion y la adicién de grupos metoxilo contribuyen a

aumentar la potencia.

2.5.14. Derivados de xantona (Gobbi et al., 2010)

Las xantonas son un grupo de compuestos de origen natural los cuales pueden interactuar con

distintas dianas bioldgicas. Previamente, el grupo de investigacion de Recanatini et al., 2001
habia sintetizado, a partir de la estructura de la xantona, inhibidores de la aromatasa, donde 1N1
resultd ser el compuesto mas potente. A partir de 1N1 se sintetizo una nueva serie de compuestos
en los cuales se estudid la modificacién de la posicién del imidazol, el grupo nitro, el remplazo del

oxigeno por azufre y la remocién de la cetona.

0 O  NO;

= = = =

\c | B A/ ¢ | B | A
0 T o S

Xant
antona \N/\\
N1 ==y

(Recanatini et al., 2001)

0 R l R
1
G, L0
= AN X
YTOUOXTTR KT
\N/ SN
IN1-1N10 2N1-2N3 1l:::-N

¥

Fig. 29. Estructura de la xantona, estructura del inhibidor de la aromatasa reportado por
Recanatini et al., 2001 y estructura general de los derivados de xantona reportados por Gobbi et
al., 2010.
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Tabla 18

Valores de Clsg de los derivados de xantona reportados por Gobbi et al., 2010.

R
L3
N N N
IN1-1N10 2N1 - 2N3 =N
Comp. Posicibndel R X Y Clsg?, (nM)
CHs-imidazol
IN1 4 1-NO; @) CH 40
1N2 4 2--NO; @) CH 53
1IN3 4 3--NO2 @) CH 1900
1N4 4 1--NO> S CH 16.5
1N5 4 1--NO2 O N 101
1N6 4 H @] CH 17
IN7 4 H S CH 3.98
1N8 3 H 0] CH 390
1N9 2 H 0] CH 7900
1N10 1 H 0] CH 150
2N1 - NO: O - 11.45
2N2 - NO: S - 5.59
2N3 - H (@) - 389.2
fadrozol - - - - 52

2Se llevé a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada, por triplicado, la desviacion estandar
es del £5%.

Influencia del heteroatomo en la potencia de los compuestos

La insercién de diferentes heteroatomos (X, Y) en las moléculas, manteniendo el grupo nitro en
la misma posicion que el compuesto inicial 1N1, modificé la potencia inhibitoria. Con respecto a

1N1 (Clsp = 40nM), la introduccion de un nitrégeno para dar el compuesto 1N5 (Clsg = 101nM),
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causoé una caida en la potencia, mientras que la introduccién de un azufre 1N4 (Clsp = 16.5nM)

aumento la potencia, probablemente debido a una disminucién en la polaridad de la molécula.

Influencia del grupo nitro en el anillo A

En los compuestos 1N1-1N3, De acuerdo a la distancia relativa entre el grupo imidazol y el grupo
nitro, se observo que el acercamiento del grupo nitro hacia el imidazol desde la posicién 1 hacia
la posicién 3 tuvo como consecuencia una disminucion en la potencia. Con respecto a IN6y 1N7,
la remocion del grupo nitro tuvo como consecuencia compuestos potentes, esto puede deberse
al impedimento estérico generado por este grupo; ademas, se cree que el oxigeno de la cetona
interacciona mediante puente de hidrégeno con la enzima, entonces el grupo nitro interferiria con
dicha interaccion. También se observé que 1N7,cuyo heteroatomo es un azufre, fue mas potente,

quizas de nuevo por una disminucién en la polaridad de la molécula.

Relacidn espacial entre la cetona y el imidazol

De entre los compuestos 1N8 — 1N10, en los cuales se modificé la posicion del imidazol, se
observé que la posicion en la cual se tuvo la mayor potencia fue en la 1, en la cual el imidazol se
encuentra mas cerca de la cetona; sin embargo en ninguna de estas posiciones aumento la

potencia con respecto a 1N, por lo cual la posicién 4 es la ideal para colocar al imidazol.

Influencia de la flexibilidad conformacional y la importancia del grupo nitro en los derivados difenil-

eter vy tioeter

Finalmente se removié la cetona, manteniendo el grupo nitro para dar como resultado
compuestos mas flexibles 2N1y 2N2, los cuales resultaron ser potentes, al compararlos con 1N1-
1N4, claramente se observa que un incremento en la flexibilidad mejoré la potencia en ambas
moléculas. Sin embargo, estos compuestos mas flexibles no resultaron ser mas potentes que
1N7. Se observ6 también la importancia del grupo nitro como aceptor de puentes de hidrégeno
ya que al ser removido en 2N3 se perdi6 potencia con respecto a 2N1y 2N2. De nuevo se observo

gue el heteroatomo de azufre aumenté la potencia, con respecto al heteroatomo de oxigeno.

Se cree que 1N7 fue el compuesto mas potente debido a que se conservo la cetona la cual
probablemente interacciona mediante puente de hidrégeno con la enzima, ademas, posee como
heteroatomo azufre el cual le confiere una menor polaridad a la molécula con respecto al oxigeno.
Al conservar el imidazol en la posicién 4, la mas alejada de la cetona, evita que el imidazol pueda

interferir con las interacciones por puente de hidrogeno de la cetona.
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2.5.15. Inhibidores estructuralmente variables (Caporuscio et al., 2011)

Se llevo a cabo una busqueda de compuestos en bases de datos de compuestos comercialmente
disponibles y se seleccionaron aquellos que cumplian con la regla de Lipinski y que poseian un
grupo imidazol o triazol. Los compuestos que poseian mas de 10 enlaces rotables y 2 centros
quirales, fueron descartados. Posteriormente se adquirieron comercialmente y se probaron en

contra de la enzima aromatasa como inhibidores potenciales.
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Fig. 30. Estructuras quimicas de los inhibidores de la aromatasa estructuralmente variables
reportados por Caporuscio et al., 2011.
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Tabla 19

Valores de Clsp de los inhibidores de la aromatasa estructuralmente reportados por Caporuscio
et al., 2011.

Compuesto Clso?, (nM) Compuesto Clso?, (nM)
10 441 180 78.8
20 16.5 190 66.5
30 119 200 1000
40 21700 210 10600
50 59.2 220 761
60 5790 230 172
70 991 240 61.6
80 10600 250 63.7
90 >25000 260 440
100 3500 270 2500
110 3100 280 100
120 248 290 13200
130 -b 300 34.5
140 3100 310 46.7
150 9.4 320 449
160 -¢ letrozol 4.2
170 498

2Se llevé a cabo el ensayo de cuantificacion del producto fluorescente. ° Insoluble ¢ Inactivo.
Todos los compuestos quirales se utilizaron como mezclas racémicas.

Los compuestos 20 (Clsp = 16.5nM) y 150 (Clso = 9.4nM) resultaron ser los mas potentes, donde
su potencia es comparable a la del letrozol (Clso = 4.2nM). De acuerdo al estudio de acoplamiento
molecular del compuesto 20, se observd que el sustituyente p-metoxilo interacciona mediante
puente de hidrogeno con el grupo amino de Met374 y la porcién p-metoxifenilo interacciona con
la porcion hidrofébica conformada por 1le133, Val370, Leu372, Val373, Met374, y Leud77. De
acuerdo al estudio de acoplamiento molecular del compuesto 150, el grupo metoxilo puede
interaccionar débilmente mediante puente de hidrégeno con Met374 (3.5 &), mientras que la
porcién ter-butilmetoxifenilo interactia con Phel34, Val370, Leu372, Val373, Met374, y Leud77.
También se observé que 20 y 150 se unen de manera similar a la aromatasa, ademas, muestran

una buena complementariedad estérica y electrénica con el sitio activo de la aromatasa, y su
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grupo imidazol interacciona con el hierro del grupo hemo. Ademds, ambos interaccionan

mediante puente de hidrégeno con Met374.

Fig. 31. Acoplamiento molecular de 150, 20, 50, 30 y 120 en el sitio activo de la aromatasa
(Caporuscio et al., 2011).

2.5.16. Derivados de androstenediona (Neves et al., 2009)

Los derivados de la androstenediona con insaturaciones en las posiciones A!, A% y Al® y
sustituciones 6-alquil/6-fenilo se encuentran dentro de los inhibidores de la aromatasa
esteroideos mas potentes (Fig. 32). Se observo cuales eran sus caracteristicas comunes y a
partir de ellas se llevé a cabo la busqueda de compuestos en la base de datos del Instituto

Nacional del Cancer; se seleccionaron aquellos que poseian caracteristicas similares, ademas,
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debian cumplian con la regla de Lipinski. Los compuestos que poseian mas de 8 enlaces rotables

fueron descartados.

Fig. 32. Estructura de los 6 inhibidores de la aromatasa esteroideos y sus estructuras
superpuestas. Sus caracteristicas comunes son: 2 aceptores de puente de hidrogeno (APH1 y
APH2, verde) y 3 grupos hidrofébicos (HIDROF 1, HIDROF 2 e HIDROF 3, azul).

Tabla 20

Valores de Clsp de los derivados de androstenediona reportados por Neves et al., 2009.
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Compuesto Clse?, (UM)

1P 0.274 £ 0.004
2P 9.8+0.2

3P 155+0.1

4P 126 £ 15

5P 0.678 + 0.007
6P 176 £ 3
aminoglutetimida 10.0x0.1
formestano 0.092 + 0.004

2 Se llevo a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada, por triplicado, los datos se presentan
con su respectivo error estandar.

Los compuestos 2P (Clsg = 9.8uM) y 3P (Clsop = 15.5uM) presentaron una potencia similar al
inhibidor de la aromatasa de primera generacion, aminoglutetimida (Clso = 10.0uM). Los
compuestos 1P (Clsp = 0.274uM) y 5P (Clso = 0.678uM) presentaron una Clso en el rango
nanomolar de 36 y 15 veces, respectivamente, y mas potentes que la aminoglutetimida. Sin
embargo, resultan ser menos potente que el inhibidor de segunda generacion formestano (Clso =
0.092uM).

2.5.17. Metabolitos del tamoxifeno (Lu et al., 2012)

Se sintetizaron compuestos que se sabe son metabolitos del tamoxifén, los cuéles surgen a partir

de reacciones metabdlicas de hidroxilacién y/o N-desalquilacion del tamoxifeno. 3Q y 4Q
corresponden a mezclas de isémeros E y Z que no fueron separados (Fig. 33). Se probé la

capacidad de los compuestos sintetizados para inhibir la enzima aromatasa.
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Fig. 33. Estructura de los metabolitos del tamoxifén reportados por Lu et al., 2012.
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Tabla 21

Valores de Clso de los metabolitos del tamoxifén reportados por Lu et al., 2012.

Compuesto Clso?, (UM)
1Q 530

2Q 20

3Q° 6

4QP 0.03
tamoxifeno 985

2 Se llevé a cabo el ensayo de cuantificacion de agua tritiada. ® Sus valores de ICso se

determinaron a partir de mezclas no separadas de isbmeros Ey Z.

Los resultados indican que la secuencial hidroxilacion y N-desalquilacion del tamoxifeno
aumentan la potencia inhibitoria de estos compuestos sobre la enzima aromatasa. Al comparar
2Q (Clsp = 20um) y 3Q (Clso = 6M) se observé que existe una contribucion positiva a la potencia,
debida a la hidroxilacién de 2Q); el estudio de acoplamiento molecular sugiere que esto puede ser
consecuencia de la interaccion por puente de hidrégeno que existe entre el fenol de 3Q y el
oxigeno carbonilico de Met374.

El estudio de acoplamiento molecular de los 2 isémeros mas potentes 4Q, mostré que el grupo
amino de ambos isomeros interacciona mediante puente de hidrégeno con un oxigeno carbonilico
de Ala306, lo cual sugiere que la perdida de potencia observada con la metilacién de la amina
puede ser resultado de una disminucién en la capacidad de actuar como donadora de un atomo
de hidrogeno hacia el oxigeno carbonilico de Ala306. También se observé que en ambos
isbmeros 4Q, el grupo fenilo no sustituido y el grupo etilo se encuentran enterrados en una
cavidad hidrofébica, por lo cual se sugiere que un intercambio entre ambos grupos no tendra un

efecto significativo en la actividad.

Por lo tanto, se sugiere gue se podria desarrollar una nueva serie de compuestos derivados del
tamoxifeno con una potencia similar o mayor a 4Q, siempre y cuando conserven las interacciones

por puente de hidrégeno con Met374 y Ala 306.

61



Fig. 34. Acoplamiento molecular de 4Q en el sitio activo de la aromatasa (A) isbmero E, (B)
isbmero Z (Lu et al., 2012). Los atomos de carbono del grupo hemo se encuentran representados
de color magenta.
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3. Discusioén

Se escogieron los compuestos mas potentes reportados en cada uno de los articulos (Tabla 22),
cuya estructura se encuentra en la Fig. 36, sobre ellos trata este el siguiente apartado. En primera
instancia, es necesario saber cual es la razén por la que se cree que el letrozol es el inhibidor de
la aromatasa no esteroideo mas potente utilizado en la clinica. El acoplamiento molecular con la
aromatasa muestra que el triazol se orienta perpendicularmente hacia el hierro del grupo hemo,
de tal manera que uno de los nitrégenos puede formar un enlace de coordinacion con el atomo
de hierro (Fig. 35) (Wood et al., 2011). Adicionalmente el nitrégeno de sus 2 grupos benzonitrilo
interactua mediante puente de hidrégeno con los aminoacidos Met374 y Ser478 (Wood et al.,
2011).

Fig. 35. Acoplamiento molecular de la androstenediona (color rosa) y el letrozol (color azul), en
el sitio activo de la aromatasa (Wood et al., 2011).

Dentro de los compuestos elegidos (Tabla 22), (Fig. 36), se encuentran los de menor potencia,
cuya Clso fue reportada en unidades de micromolar, los cuales corresponden a los derivados de
isoflavona (Bonfield et al., 2012), los derivados de 1, 2, 3 triazol (Pingaew et al., 2015), los
derivados de casimiroina (Maiti et al., 2009) y los derivados de androstenediona (Neves et al.,
2009). Los derivados de cumarina (Stefanachi et al., 2011); 1E14 (Clso =0.051pM), 1E23 (Clso
=0.070uM), 1E24 (Clso =0.047uM) y adicionalmente el metabolito de tamoxifeno (Lu et al., 2012)

4Q (Clsp=0.03uM) son la excepcion. Esto se puede deber a que los derivados de cumarina 1E14,
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1E23 y 1E24 imitan algunas de las interacciones que tiene el letrozol en el sitio activo, como se

puede apreciar en el acoplamiento molecular de 1E14 (Fig. 15); uno de los nitrégenos del imidazol

interacciona mediante un enlace de coordinacién con el hierro del grupo hemo y el oxigeno de la

cetona interacciona mediante puente de hidrégeno con el aminoacido Ser478, al igual que el

letrozol. En cuanto a 4Q, como se puede observar en el estudio de acoplamiento molecular, su

oxigeno del grupo éter podria formar un enlace de coordinacion con el hierro del grupo hemo y

ademas interacciona mediante puente de hidrégeno con sus grupos hidroxilo y amino con los

aminoacidos Met374 y Ala306, respectivamente (Fig, 34).

Tabla 22

Inhibidores de la aromatasa mas potentes reportados entre el 2009 y 2016.

Clase de compuesto Compuesto  Clso Clso del Potencia Prueba
letrozol relativa? biolégica

Derivados de quinolina © 2A14 19 nM 36 nM 1.89 Agua tritiada
2A16 32nM 1.13

Derivados de quinolina ¢ 3B1 11.4 nM 3.4 nM 0.29 Producto
3B3 0.64 nM 0.64 fluorescente
3B4 6 nM 0.56
8B 3.1nM 1.10

Derivados de isoflavona © 1C8 2.4 uM b Producto
2C1 0.26 uM fluorescente
3C2 5.8 uM

Derivados del flavano f 1D1 40 nM 1.1 nM 0.03 Producto
1D2 90 nM 0.02 fluorescente
2D2 80 nM 0.01

Derivados de cumarina 9 1E14 0.051 M -P Agua tritiada
1E23 0.070 pM
1E24 0.047 uM

Derivados del letrozol " 1F4 0.82 nM 0.89 nM 1.09 Agua tritiada
1F10 0.6 nM 1.48
6F 0.2nM 4.45

Derivados del letrozol ' 2G1 0.25nM  -P Agua tritiada
2G4 0.1nM
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Derivados de letrozol !

Derivados del letrozol ¥

Derivados del letrozol

Derivados de 1, 2, 3 triazol ™

Derivados de indol-imidazol "

Derivados de casimiroina °

Derivados de xantona P

Inhibidores estructuralmente

variables ¢

Derivados de
androstenediona '

Metabolitos del tamoxifeno

2G6
2H3
2H4
3H1
112
113
712
14
135
1J6
1K8
3K3
3K4
1L
4L
11L
12M
16M
18M
IN7
2N1
2N2
20
150
300
1P
5P
3Q
4Q

1.5 nM
0.015 nM
0.018 nM
0.015 nM
0.5nM
0.5nM
0.3 nM
0.87 nM
0.22 nM
0.12 nM
1.3 uM
0.2 uM
1.8 uM
9.01 nM
4.93 nM
6.23 nM
0.96 uM
0.10 uM
0.76 uM
3.98 nM
11.45 nM
5.59 nM
16.5 nM
9.4 nM
34.5 nM
0.274 pM
0.678 uM
6 uM
0.03 uM

0.89 nM 1.78
1.78
3.00
0.89 nM 1.02
4.05
7.42
0.0033 pM 0.003
0.010
0.002
16.53nM  1.83
3.35
2.65

4.2 0.25
0.45
0.12

Agua tritiada

Agua tritiada

Agua tritiada

Agua tritiada

ELISA

Producto

fluorescente

Agua tritiada

Producto

fluorescente

Agua tritiada

2 Potencia relativa= (Clso letrozol)/( Clso compuesto). ® No se utilizé letrozol como compuesto de
referencia. ¢(Yin, L et al., 2013). ¢(Ferlin et al., 2013). ¢ (Bonfield et al., 2012). f(Prachyawarakorn
et al., 2013). 9 (Stefanachi et al., 2011). " (Woo, et al., 2013). ' (Wood et al., 2010) ' (Woo et al.,
2011).%(Woo et al., 2010).'(Wood et al., 2011).™ (Pingaew et al., 2015). " (Wang et al., 2013). °
(Maiti et al., 2009). P (Gobbi et al., 2010) 9 (Caporuscio et al., 2011). "(Neves et al., 2009). 5 (Lu et

al., 20
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Derivados de quinolina # Derivados del flavano ¢

1D1 1D2

2A14 2A16 Clgo =40 nM Clgo =90 nM
Clso=19nM Clgp=32nM

Derivados de quinolina ®

O N N O
O /" O )
2D2
& Z Clgo=801M

NQ N@ Derivados de cumarina ©
3B3
Clgg=11.4 M Clso=0.64 nM
H—N Ny ‘ N
P /\N =
—_— 1E14 1E23
N@ N\//:/N Clgg=0.051 yM Clso=0.070 pM
3B4 8B
Clgy=6nM Clsp=3.1nM
- - F
Derivados de isoflavona ¢ :@\
F (o]
1E24
O O‘ Clgo=0.047 uM
Derivados del letrozol
2C1 NH,
cl50 2 4 .M Clgg=0.26 uM o0 s o B 0—$—0

N
/\
o = ‘ (‘3 ug //N
N \(;i/N
[ L
CN CN

1F4 1F10
3c2 Clsy=0.82 1M Clgy=0.6 1M
Clgg=5.8 uM NH,

Cls=0.2nM
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Derivados del letrozol ¢
i,
’]‘/

Br N
HO 4 HO KN‘/\\N
190U !
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Clgy=0.25nM Clgp=0.1nM
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//N
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N
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N
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Fig. 36. Estructura de los inhibidores de la aromatasa mas potentes reportados entre el 2009 y
2016.2 (Yin, L et al., 2013). ® (Ferlin et al., 2013) .© (Bonfield et al., 2012). ¢ (Prachyawarakorn et
al., 2013). © (Stefanachi et al., 2011). f (Woo, et al., 2013). 9 (Wood et al., 2010). " (Woo et al.,
2011). ' (Woo et al., 2010). ' (Wood et al., 2011). * (Pingaew et al., 2015). ' (Wang et al., 2013).
™ (Maiti et al., 2009). " (Gobbi et al., 2010). ° (Caporuscio et al., 2011). P (Neves et al., 2009).
(Lu et al., 2012).

En cuanto a los compuestos menos potentes cuya Clso fue reportada en unidades de micromolar,

que se encuentran en la Tabla 22, el estudio de acoplamiento molecular de los derivados de

isoflavona (Bonfield et al., 2012), muestra que no poseen interacciones mediante puente de

hidrégeno con los aminoacidos del sitio activo de la aromatasa (Fig. 11). De acuerdo a los
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derivados de 1, 2, 3 triazol (Pingaew et al., 2015), se report6 el estudio de acoplamiento molecular
de 3K3, se puede observar que interacciona mediante puente de hidrégeno con los mismos
amino&cidos que interacciona el letrozol; Met 374 y Ser478, sin embargo, al ser un compuesto
muy grande, se observa que una parte de su estructura se interpone entre el triazol y el grupo
hemo (Fig. 26), a pesar de que no se llevo a cabo el estudio de acoplamiento molecular de 3K4
y 3K3, es probable que podrian tener las mismas interacciones anteriormente mencionadas. No
se reportd estudio de acoplamiento molecular de los derivados de casimiroina (Maiti et al., 2009).
Sin embargo, se observd que la N-metilacién y la adicion de grupos metoxilos contribuyen a
aumentar la potencia. De la misma manera, no se reporté el estudio de acoplamiento molecular
de los derivados de androstenediona (Neves et al., 2009), probablemente porque resultaron ser

mucho menos potentes que el letrozol.

Posteriormente se encuentran los compuestos cuya Clso se report6 en unidades de nanomolar. 9
de los 17 articulos que fueron presentados utilizan al letrozol como compuesto de referencia y
reportan su Clso, lo cual permite comparar la potencia de los compuestos reportados en cada uno
de los 9 articulos con respecto a la del letrozol, mediante el célculo de la potencia relativa,
[Potencia relativa con respecto al letrozol = (Clsg letrozol)/( Clso compuesto)]. Los compuestos que
poseen una potencia relativa menor a 1 tienen una menor potencia que el letrozol, entre mas
pequefio sea el valor, menos potente sera el compuesto, una potencia relativa igual a uno significa
gue el compuesto posee la misma potencia que el letrozol, si el valor es mayor a uno significa
gue el compuesto es mas potente que el letrozol, entre mas grande sea el valor numérico, mas

potente sera el compuesto.

3.2. Compuestos con una potencia relativa menor al letrozol

De entre los compuestos que poseen una potencia relativa menor al letrozol se encuentran los
derivados del flavano (Prachyawarakorn et al., 2013) y los inhibidores estructuralmente variables
(Caporuscio et al., 2011). En el estudio de acoplamiento molecular se observé que los derivados
del flavano (Prachyawarakorn et al., 2013) interaccionan con al menos 2 de los siguientes
aminoacidos: Met374, Ser478 y Arg115 (Fig, 13): sin embargo, no interaccionan mediante un
enlace de coordinacion con el hierro, lo cual podria explicar su menor potencia con respecto al
letrozol. En cuanto a los inhibidores estructuralmente variables (Caporuscio et al., 2011), el
estudio de acoplamiento molecular indica que los 2 compuestos mas potentes interaccionan
mediante un enlace de coordinacion con el hierro del grupo hemo, a través de su grupo imidazol,
ademas, de interaccionar mediante puente de hidrogeno con 2 aminoacidos, notese que el

compuesto mas potente 150 interacciona con los mismos aminoacidos que el letrozol Met374 y
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Ser478 (Fig. 31). Sin embargo, los autores sefialan que la interaccion con Met374 es débil debido

a que la longitud del puente de hirégeno es de 3.5 A.

3.3. Compuestos con una potencia relativa similar al letrozol

En la Fig. 37 se aprecian los compuestos con una potencia relativa similar al letrozol, entre ellos
se encuentran derivados de quinolina (Yin, L et al., 2013), (Ferlin et al., 2013) y derivados del
letrozol (Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011). En cuanto a los derivados del letrozol notese que
1J4 y 1F4 basicamente poseen una estructura muy similar al letrozol y por tanto se esperaria que
se acomoden del mismo modo en el sitio activo de la aromatasa, ademas, el acoplamiento
molecular de 1J4 (Fig. 24) muestra las mismas interacciones que posee el letrozol en el sitio
activo (puentes de hidrégeno con Met374, Ser478 y enlace de coordinacién con el hierro), lo cual
explicaria la potencia relativa muy similar al letrozol en ambos compuestos. Para los 2 derivados
de quinolina 2A16 y 8B, se cree que logran su potencia gracias a interacciones no polares, ya
gue el sitio activo de la aromatasa se compone mayormente por aminoacidos no polares (Ghosh,
et al., 2009).

Compuestos con una potencia relativa similar al letrozol
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Fig. 37. Estructura de los compuestos con una potencia relativa similar al letrozol.
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3.4. Compuestos con una potencia relativa mayor al letrozol

En cuanto a los compuestos que poseen una potencia relativa mayor al letrozol (Fig. 38) se
encuentran los derivados del letrozol 1F10, 1J5, 6F y 1J6 (Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011).
En cuanto a estos derivados de letrozol, en primera instancia se observa que todos poseen un
grupo sulfamato, esto debido a que se cree que interacciona mediante puente de hidrégeno con
Met374 (Wood et al., 2011), como puede apreciarse en la Fig. 24. Adicionalmente poseen un
halégeno en el mismo anillo aromatico en que se encuentra el grupo sulfamato, ya que se observé
gue son mas potentes los compuestos con un halégeno en dicho anillo aromatico a comparacion
de los compuestos no halogenados, lo cual es atribuido a la disminucién en la polaridad de la
molécula (Wood et al., 2011). También se observa que la sustitucion del puente de metileno por
un puente de etileno aumento la potencia de estos compuestos, esto puede deberse a que de
esta manera el grupo sulfamato se encuentra mas cerca de Met374 y por tanto se hace mas
fuerte la interaccién por puente de hidrégeno (Fig. 24). Por altimo, estos derivados del letrozol
conservan la porcién benzonitrilo y el triazol, por tanto se cree conservan la interaccion por puente
de hidrégeno con Ser478 y el enlace de coordinacién con el hierro. En resumen, se cree que
estos derivados de letrozol poseen una potencia relativa mayor al letrozol debido a que la
interaccion con Met374 es mas fuerte, ademas, una mejor interacciéon no polar con el sitio activo
de la aromatasa, debida a la presencia del halégeno que le confiere una menor polaridad a la
molécula y la conservacion del triazol el cual interacciona con el hierro del grupo hemo mediante

un enlace de coordinacion.

Con potencia relativa mayor al letrozol se encuentra de nuevo un derivado de quinolina (Yin, L et
al., 2013) 2A14, nétese que a diferencia de 2A16; el cual fue clasificado con potencia relativa
similar al letrozol, fue remplazado un grupo metilo en el anillo aromatico por un atomo de cloro lo
cual disminuye la polaridad de la molécula y por tanto mejoraria la interaccién con los
aminoacidos no polares del sitio activo de la aromatasa, ademas, recuérdese que en ambos
derivados de quinolina es fundamental el hidrégeno en la posicion 4-piridil para la actividad de
ambas moléculas, ya que la ausencia de dicho nitrdgeno causa una disminucion considerable de

la actividad.

También se encuentran con potencia relativa mayor al letrozol, otros derivados del letrozol en
cuya estructura hay un bifenilo 112, 113 y 712 (Woo et al., 2010) y los derivados de indol-imidazol
1L, 11L y 4L (Wang et al., 2013), sin embargo no fue reportado el estudio de acoplamiento
molecular en ambos casos. Se aprecia que estos compuestos conservan el grupo imidazol o

triazol, con la intencion de formar un enlace de coordinacion con el hierro del grupo hemo. En

71



cuanto a los derivados de letrozol bifenilicos (Woo et al., 2010), nuevamente se observa la
presencia de un grupo sulfamato, el cual potencialmente podria interaccionar mediante puente
de hidrégeno con el sitio activo de la aromatasa, adicionalmente, la alta potencia de estos
compuestos también podria ser causa del grupo bifenilo, el cual potencialmente podria tener
interacciones hidrofobicas con el sitio activo de la aromatasa. De acuerdo a los derivados de
indol-imidazol (Wang et al., 2013), se cree que las interacciones no polares explican en gran parte
su gran potencia, el nucleo de indol y el grupo fenilo son serian la fuente de interacciones
hidrofébicas con el sitio activo, adicionalmente, se observdé que la colocacién de grupos
electroactractores en el grupo fenilo aumenta la potencia de los compuestos, lo cual puede ser

atribuido a la disminucién en la polaridad del grupo fenilo.

Compuestos con una potencia relativa mayor al letrozol

o= S 2O 73
Cl (J N
ol J

HN/\\

1F10 112 113 1L F
PR=1.48 PR=1.78 PR=1.78 PR=1.83

N
o
o ~
N\
HNT Y

1L 712 aL CFg
PR =265 PR =3.00 PR=3.35

N
e N
P 7
4‘\\N of‘sfo (\N N
g Ao UN g
|
oL Yot M
/ (o)
M-l CcN F on Br

1J5 6F 1J6
PR=4.05 PR=4.45 PR=7.42

Fig. 38. Estructura de los compuestos con una potencia relativa mayor al letrozol.
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3.5. Compuestos prometedores, cuya potencia relativa con respecto
al letrozol no es posible calcular

Se encuentran los compuestos cuya potencia relativa con respecto al letrozol no fue posible
calcular (Fig. 39), debido a que no se reporto en los respectivos articulos la potencia del letrozol
como referencia. Primero se encuentran los derivados del letrozol 2G6, 2G1 y 2G4 (Wood et al.,
2010), dentro de los cuales los compuestos mas potentes son los que poseen en su estructura
un tetrahidronaftaleno; se observé que los compuestos con tetrahidronaftaleno resultaron ser mas
potentes que los compuestos con naftaleno, hay que recordar que el tetrahidronaftaleno es menos
polar que el naftaleno, adicionalmente, 2G4 que posee un grupo electroatractor adyacente al
tetrahidronaftaleno y resulté ser mas potente que 2G1 que no posee un grupo electroatractor, lo
anterior indica que de nuevo las interacciones no polares juegan un papel importante en este

grupo de compuestos.

Por ultimo se encuentran los compuestos mas potentes que fueron reportados de entre todos los
articulos; los derivados de letrozol 2H4, 2H3 y 3H1 (Woo et al., 2011) (Fig. 39). Estructuralmente
son muy similares a los derivados de letrozol 1F10, 1J5, 6F y 1J5 (Woo, et al., 2013), (Wood et
al., 2011), los cuales se mencionaron en los compuestos con potencia relativa mayor al letrozol.
Se observa de nuevo la presencia del sulfamato, la presencia de un halégeno en el mismo anillo
aromatico en que se encuentra el sulfamato y un puente de metileno, hay que recordar que se
menciond que este tipo de compuestos, se cree son muy potentes debido a una disminucién en
la polaridad como consecuencia de la presencia del halégeno en el anillo aromatico y un aumento
en la fuerza de interaccién por puente de hidrégeno del sulfamato con Met374, debida al puente
de metileno, ya que este causaria que el grupo sulfamato se encuentre mas cerca de Met374.
También conservan el triazol el cual deberia formar un enlace de coordinacién con el hierro y el
grupo benzonitrilo el cual deberia formar un enlace de hidrégeno con Ser478. Adicionalmente
estos compuestos poseen un grupo fenilo unido al grupo benzonitrilo, el cual se piensa es el
responsable de la excepcional potencia de estos compuestos, ya que dicho grupo fenilo es lo que
los diferencia estructuralmente a los derivados del letrozol 1F10, 1J5, 6F y 1J5 cuya potencia es
menor (Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011). El grupo fenilo tendria como consecuencia una

mayor no polar con el sitio activo de la aromatasa, lo cual explicaria su altisima potencia.

73



Compuestos prometedores, cuya potencia relativa con respecto al letrozol no es posible calcular
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Fig. 39. Estructura de compuestos muy potentes, cuya potencia relativa con respecto al letrozol
no es posible calcular.

4. Conclusiones

A través de una revision bibliografica exhaustiva se identificaron los inhibidores de la aromatasa
mas potentes que fueron desarrollados en el periodo comprendido entre los afios 2009 y 2016,
los cuales se encuentran reportados en 17 articulos y corresponden a compuestos derivados de
quinolina (Yin, L et al., 2013) (Ferlin et al., 2013), isoflavona (Bonfield et al., 2012), flavano
(Prachyawarakorn et al., 2013), cumarina (Stefanachi et al., 2011), letrozol (Woo, et al., 2013)
(Wood et al., 2010) (Woo et al., 2011) (Woo et al., 2010) (Wood et al., 2011), 1, 2, 3 triazol
(Pingaew et al., 2015), indol-imidazol (Wang et al., 2013), casimiroina (Maiti et al., 2009), xantona
(Gobbi et al., 2010), compuestos estructuralmente variables (Caporuscio et al., 2011), derivados
de androstenediona (Neves et al., 2009) y metabolitos del tamoxifeno (Lu et al., 2012).

De entre los compuestos que se presentan en este trabajo se encuentran los de menor potencia,
con respecto al resto, cuya Clsg fue reportada en unidades de micromolar, los cuales
corresponden a los derivados de isoflavona (Bonfield et al., 2012), derivados de 1, 2, 3 triazol
(Pingaew et al., 2015), derivados de casimiroina (Maiti et al., 2009) y los derivados de
androstenediona (Neves et al., 2009). La baja potencia con respecto a los demés compuestos,
es atribuida a nulas interacciones por puente de hidrogeno (Bonfield et al., 2012) o una nula

interaccion mediante enlace de coordinacion con el hierro del grupo hemo (Pingaew et al., 2015).
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A través de la determinacion de la potencia relativa del letrozol se identificaron los compuestos
que tienen una menor potencia, una potencia similar y una potencia mayor con respecto al

letrozol.

Los compuestos con potencia relativa menor al letrozol corresponden a los derivados del flavano
(Prachyawarakorn et al., 2013) y los inhibidores estructuralmente variables (Caporuscio et al.,
2011). La potencia relativa menor al letrozol, se atribuye a una nula interaccibn mediante un
enlace de coordinacién con el hierro (Prachyawarakorn et al., 2013) e interacciones mediante

puente de hidrégeno con aminoécidos que no son Met374 y Ser478 (Caporuscio et al., 2011).

Los compuestos con una potencia relativa similar al letrozol, corresponden a derivados de
quinolina (Yin, L et al., 2013), (Ferlin et al., 2013) y derivados del letrozol (Woo, et al., 2013),
(Wood et al.,, 2011). La potencia relativa similar al letrozol, se atribuye a interacciones que
corresponden a las mismas que posee el letrozol en el sitio activo, las cuales son enlaces por
puente de hidrégeno con Met374 y Ser478 y enlace de coordinacion con el hierro del grupo hemo
(Wood et al., 2011).

Los compuestos con una potencia relativa mayor al letrozol, corresponden a derivados del letrozol
(Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011), (Woo et al., 2010), un derivado de quinolina (Yin, L et al.,
2013) y derivados de indol-imidazol (Wang et al., 2013). La potencia relativa mayor al letrozol se
atribuye a una menor polaridad que el letrozol (Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011), (Yin, L et
al., 2013), una mayor cercania del enlace por puente de hidrégeno con Met374 (Wood et al.,
2011), el enlace por puente de hidrogeno con Ser478 (Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011) y el

enlace de coordinacion con el hierro (Woo, et al., 2013), (Wood et al., 2011).

Los compuestos en los que no fue posible calcular la potencia relativa con respecto al letrozol,
pero resultan ser muy potentes, son derivados del letrozol (Wood et al., 2010), (Woo et al., 2011),
dentro de los cuales se encuentran los compuestos mas potentes reportados a lo largo de los
articulos expuestos (Woo et al., 2011), cuya potencia se atribuye a que tienen las caracteristicas
estructurales que poseen los compuestos con una potencia relativa mayor al letrozol; mayor
cercania del enlace por puente de hidrégeno con Met374, el enlace por puente de hidrégeno con
Serd78, el enlace de coordinacién con el hierro, sin embargo, su excepcional potencia se atribuye
al grupo fenilo unido al grupo benzonitrilo, el cual confiere una mayor lipofilicidad (Woo et al.,
2011).
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