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RESUMEN

A pesar de los grandes avances logrados en el diagnostico y tratamiento de las
enfermedades oncoldgicas, la sobrevida de los pacientes se ha alargado minimamente en
algunos tipos de céncer. Por ello, resulta fundamental profundizar la busqueda y
desarrollo de terapias novedosas evaluando nuevos blancos moleculares y nuevos
agentes quimioterapéuticos.

La forma hormonalmente activa de la vitamina D3, el 1a, 25-dihidroxiVitamina D3 o
calcitriol, tiene efectos antitumorales en varios tipos de cancer pero presenta
hipercalcemia como efecto secundario, lo que dificulta la administracion de la dosis
necesaria para inducir una respuesta antitumoral. Es por ello, que se busca disefiar
racionalmente analogos del calcitriol que posean mayores o iguales efectos
antitumorales, pero que carezcan de la actividad hipercalcemiante. En este sentido,
analogos de la vitamina D que poseen un grupo fosfonato en su cadena lateral han
mostrado tener baja actividad calcémica. Teniendo en cuenta estos antecedentes,
previamente a este trabajo de Tesis Doctoral, se disefidé y sintetiz6 un analogo del
calcitriol denominado EM1, que contiene un grupo alquinilfosfonato en su cadena
lateral. Este analogo demostré poseer potentes efectos antitumorales in vitro en
diferentes lineas celulares cancerosas e in vivo en modelos animales de cancer, y carecer
de actividad hipercalcemiante en ratones, demostrando que es un buen candidato para el
tratamiento de algunos tipos de cancer. Por lo tanto, en base a la evidencia previa sobre
los potentes efectos antitumorales del analogo sintético EM1; en este trabajo de Tesis
Doctoral, nos propusimos sintetizar nuevos analogos fosforados de la vitamina Ds,
introduciendo modificaciones en la cadena lateral del analogo EM1 a partir de
reducciones parciales, sintesis de oxanalogos, asi como también sintesis de
vinilfosfonatos via quimica de cupratos y/o complejos de titanio, adicion con
pentacloruro de fésforo o clorofosfato de dietilo; y sintesis de bisfosfonatos.

Las distintas alternativas fueron ensayadas en primera instancia con sustratos
modelos, con el objeto de optimizar las condiciones de reaccidon para luego trabajar
sobre el biciclo CD del analogo EM1. En cuanto a la estrategia de reduccion, con
sustratos modelos se logré controlar la reduccion parcial del alquinilfosfonato, sin
embargo, cuando dichas condiciones se emplearon con el biciclo CD, no se pudo
controlar el grado de avance de la misma, conduciendo a la obtencion del producto de

reduccion total del triple enlace. Ademas, una alternativa que se evaluo para sintetizar



vinilfosfonatos, es la adicion de complejos de titanio sobre alquinilfosfonatos pero
lamentablemente, los resultados no fueron los esperados. Otra opcion contemplada
dentro del plan de trabajo, fue la adicion de cupratos sobre alquinilfosfonatos. De este
modo, obtuvimos vinilfosfonatos di y trisustituidos con rendimientos buenos y

moderados en sustratos modelos y biciclo CD del analogo EML1.
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G = Grupo Protector

En la presente Tesis Doctoral se describe la sintesis, caracterizacion, evaluacion
bioldgica y computacional de un nuevo analogo del calcitriol denominado SG, el cual es
un derivado del EM1. Este analogo se sintetizo a partir de la quimica de cupratos, y
presenta un grupo vinilfosfonato disustituido en su cadena lateral. Por otra parte, se
describen los métodos elegidos para la preparacion de los precursores del analogo SG,
como son, la sintesis del biciclo CD a partir del diol de Inhoffen y el éxido de fosfina
portador del anillo A. La construccion del sistema triénico, se realizO mediante la
reaccion de Wittig-Horner, a través del acoplamiento entre la cetona de Grundmann con
la cadena lateral modificada y el anién del éxido de fosfina. Este método permite
construir el sistema triénico de manera eficiente, estereoselectiva y en condiciones
suaves en las Ultimas etapas de sintesis. Posteriormente, se evalué la actividad
calcemiante y accién antitumoral del analogo SG, comparando sus efectos con los
ejercidos por el calcitriol y el analogo EM1, con el fin de realizar estudios estructura-
actividad. Pudimos demostrar que SG no presenta efectos hipercalcemiantes in vivo en
ratones, resultados similares al analogo sintético EM1, aunque sus efectos bioldgicos

sobre diferentes lineas tumorales in vitro fueron escasos. Por ultimo, realizamos los



estudios in silico de modelado y dindmica computacional para poder comprender los
efectos bioldgicos diferenciales entre ambos analogos, y pudimos evidenciar que debido
a la modificacion estructural en la cadena lateral entre el vinilfosfonato SG y el
alquinilfosfonato EM1, hay una considerable variacion en la energia de union especifica
con el receptor de vitamina D (VDR), debido a una interaccion diferencial, que se
refleja en los cambios observados en los efectos antitumorales. De este modo, podemos
concluir que el analogo SG tiene menor afinidad al VDR, lo cual sugiere que es un mal

ligando y modulador en comparacion con el analogo EM1.

Calcitriol Analogo SG

HOW



ABSTRACT

Despite of the great advances made in the diagnosis and treatment of oncological
diseases, patient outcome has improved minimally in some types of cancer. Therefore, it
is essential to deepen the search and development of novel therapies by evaluating new
molecular targets and new chemotherapeutic agents.

The hormonally active form of vitamin D3, 1a,25-dihydroxyVitamin D3 or calcitriol,
has antitumor effects in several types of cancer but displays hypercalcemia as secondary
effect, making it difficult to administer the necessary dose to induce an antitumor
response. For this reason, the aim is to rationally design calcitriol analogues that display
greater or equal antitumor effects, but lack hypercalcemic activity. In this regard,
vitamin D analogues that have a phosphonate group in their side chain have been shown
to have low calcemic activity. Taking into account these antecedents, before this
Doctoral Thesis work, a calcitriol analogue called EM1 was designed and synthesized,
which contains an alkynylphosphonate group in its side chain. This analogue was shown
to have potent antitumor effects in vitro in differents cancer cell lines and in vivo in
animal models assays, and to lack in vivo hypercalcemic activity in mice, showing that
it is a good candidate for the treatment of some types of cancer. Therefore, based on
previous evidence on the potent antitumor effects of the synthetic EM1 analogue; this
doctoral thesis work, we set out to synthesize new phosphorous analogues of vitamin
D3, introducing modifications in the side chain of the EM1 analogue from partial
reductions, synthesis of oxanalogues, as well as synthesis of vinylphosphonates via
chemical cuprates and/or titanium complexes, added with phosphorous pentachloride or
diethyl chlorophosphate; and synthesis of bisphosphonates.

The different alternatives were first tested with model substrates, in order to optimize
the conditions of reaction and then work on the CD bicycle of the EM1 analogue.
Regarding the reduction strategy, with models substrates it was possible to control the
partial reduction of the alkynylphosphonate, however, when these conditions were used
with the CD bicycle, the degree of advancement of the same could not be controlled,
leading to obtaining the product of total reduction of the triple bond. In addition, an
alternative that was evaluated to synthesize vinylphosphonates is the addition of
titanium complexes on alkynylphosphonates, but unfortunately, the results were not as
expected. Another option contemplated within the work plan was the addition of

cuprates over alkynylphosphonates. In this way, we obtained di and trisubstituted
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vinylphosphonates with good and moderate yields on model substrates and CD bicycle

of the EM1 analogue.

G = Protecting Group

This doctoral thesis describes the synthesis, characterization, biological and
computational evaluation of a new calcitriol analogue called SG, which is a derivative
of EM1. This analogue was synthesized from cuprate chemistry, and has a disubstituted
vinylphosphonate group on its side chain. On the other hand, the methods chosen for the
preparation of the SG analogue precursors are described, such as the synthesis of the
CD bicycle from the diol Inhoffen and the phosphine oxide carrying ring A. The
construction of the trienic system is performed by the Wittig-Horner reaction, through
the coupling between Grundmann's ketone with the modified side chain and the
phosphine oxide anion. This method allows to build the triene system efficiently,
stereoselectively and under mild conditions in the last stages of synthesis. Subsequently,
the calcemic activity and antitumor action of the SG analogue was evaluated, comparing
its effects with those exerted by calcitriol and the EM1 analogue, in order to carry out
structure-activity studies. We were able to show that SG does not have hypercalcemic
effects in vivo in mice, similar results to the synthetic EM1 analogue, although its
biological effects on different tumor lines in vitro were scarce. Finally, we carried out in
silico modeling and computational dynamics studies in order to understand the
differential biological effects between both analogues, and we were able to show that

due to the structural modification in the side chain between vinylphosphonate SG and



alkynylphosphonate EM1, there is considerable variation in the specific binding energy
with the vitamin D receptor (VDR), due to a differential interaction, which is reflected
in the changes observed in the antitumor effects. Thus, we can conclude that the SG
analogue has a lower affinity to VDR, which suggests that it is not a good ligand and

modulator compared to the EM1 analogue.

Calcitriol SG Analogue

HOW
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ABREVIATURAS

uL: Microlitro

13C-RMN: Resonancia magnética nuclear de carbono 13
'H-RMN: Resonancia magnética nuclear de proton
3IP-.RMN: Resonancia magnética nuclear de fésforo 31
AcOEt: Acetato de etilo

AcOH: Acido acético

ADN: Acido desoxirribonucleico

ANOVA: Andlisis de la varianza

Ar: Arilo

Arg: Arginina

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

AUC: Area debajo de la curva

Bcl-2: B-cell lymphoma 2

Bcl-X.: B-cell lymphoma extra large

Bu: Butilo

c: Cuadruplete

Ca?": Calcio

CaSR: Receptor sensible al calcio

CBry: Tetrabromuro de carbono

CDKSs: Quinasas dependientes de ciclinas
CH.Cl;: Diclorometano

CH3CN: Acetonitrilo

CH3COOH: Acido acético

CKiIs: Inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas
CIPO(OEt)2: Clorofosfato de dietilo

CO.: Didxido de carbono

CoA: Coactivadores

CoR: Corepresores

CuCl: Cloruro de cobre

Cul: Yoduro de cobre

CYP24ALl: Enzima 24-hidroxilasa
CYP27B1: Enzima la-hidroxilasa

CYP2R1: Enzima 25-hidroxilasa

d: Doblete

DBD: Dominio de unién al ADN

DBP: Proteina transportadora de vitamina D
dd: Doble doblete

DIBAL-H: Hidruro de diisobutilaluminio
DM: Dindmica Molecular

DMEM: Dolbecco’s Modified Eagle Medium
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DMF: N,N-Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

EDTA: Etilen-diaminetra-acido acético

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
eq.: Equivalentes

Et2O: Dietil éter

FGF-23: Factor de crecimiento fibroblastico 23

Fs: Femtosegundo

g: Gramos

GL26: Linea celular de glioblastoma murino

h: Horas

H12: Hélice 12

H>: Hidrogeno

H>O2: Agua oxigenada

H2S04: Acido sulfarico

HCT116: Linea celular de carcinoma colorrectal humano
HER2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
Hex: Hexano

HF: Acido fluorhidrico

His: Histidina

HN12: Linea celular de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello humana
HPLC: Cromatografia liquida de alta performance
HRMS: Espectrometria de masas de alta resolucion

Hz: Hertzio

IARC: Agencia internacional de investigacion en cancer
ICso: Concentracion inhibitoria 50

I-PrOH: Isopropanol

J: Constante de acoplamiento en Hz

KCI: Cloruro de potasio

kDA: Kilodalton

KH2POj4: Fosfato de potasio monobasico

LBD: Dominio de unioén al ligando

LDA: Diisopropilamiduro de litio

LM3: Linea celular de adenocarcinoma mamario murino
Lméax: Longitud de onda maxima

M: Molar

m: Multiplete

MeOH: Metanol

MgSOQg: Sulfato de magnesio

min: Minutos

mL: Mililitro

mmHg: Milimetros de mercurio

mmol: Milimol



N2: Nitrogeno

NaHPOa: Sodio fosfato dibasico
Na>SO4: Sulfato de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NaH: Hidruro de sodio

NaHCOzs: Bicarbonato de sodio
n-BuLi: n-Butil litio

nm: Nanometros

NOE: Efecto Nuclear Overhauser
Ns: Nanosegundos

OH: Grupo hidroxilo

PBS: Buffer fosfato salino

PDB: Protein DataBank

PDC: Dicromato de piridinio

PGs: Prostaglandinas

Pi: Piridina

PKA: Proteina quinasa A

PKC: Proteina quinasa C

PPha: Trifenilfosfina

ppm: Partes por millén

PPTS: p-toluensulfonato de piridinio
PSA: Antigeno prostatico especifico
PTH: Hormona paratiroidea

p-TsClI: Cloruro de p-toluensulfonilo
RAP: Proteina asociada al receptor
Rf: Factor de retencion

RMSF: Root Mean Square Fluctuation
Rpm: Revoluciones por minuto
RPMI: Roswell Park Memorial Institute
Rto.: Rendimiento

RXR: Receptor del acido 9-cis-retinoico
s: Singulete

Seg: Segundos

Ser: Serina

SFB: suero fetal bovino

t.a.: Temperatura ambiente

t: Tiempo

t: Triplete

T98G: Linea celular deglioblastoma multiforme humano
TBAF: Fluoruro de tetrabutilamonio
TBS: Tris bufer salino

TESCI: Cloruro de trietilsililo

THF: Tetrahidrofurano

TLC: Cromatografia en capa fina



TMS: Trimetilsilano

Tris: Tris (hidroximetil) amino metano

TSP-1: Trombospondina-1

Tyr: Tyrosina

U251: Linea celular de glioblastoma astrocitoma humano
UV: Ultravioleta

V: Vehiculo

VDR: Receptor nuclear de la vitamina D

VDRE: Elementos de respuesta especificos para el VDR
VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

Vs: Versus

d: Desplazamiento quimico en ppm
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1-Vitamina D
1.1- Historia de la vitamina D

Fueron las investigaciones realizadas en procura de una terapia para el raquitismo las
que condujeron al descubrimiento de la vitamina D. La enfermedad se identificé a
mediados del siglo XVII en el norte de Europa en una época en que la poblacion
humana se concentrd en grandes ciudades con escasa exposicion a la luz solar. Fue
descripta por primera vez por Whistler en 1645 [1], aunque recién en 1822 Sniadecki
pudo relacionar la exposicion al sol con la prevencion de la enfermedad, cuando
observd que esta era méas frecuente en los nifios de la zona céntrica de Varsovia en
comparacion con los nifios que vivian en las granjas de las afueras de la ciudad [2].

A mediados de 1800, Bretonneau [3] encontré un tratamiento alternativo al
administrar aceite de higado de bacalao a nifios con raquitismo agudo quienes
experimentaron una répida y notable mejoria. Consecuentemente, se comenzo a
considerar a la patologia como una deficiencia nutricional. Originalmente se pensé que
dicho factor podia ser la entonces recientemente descubierta vitamina A, pero
McCollum y colaboradores [4] lograron disociar la actividad tipica de esta vitamina de
la actividad antirraquitica. Se establecia asi la existencia de un nuevo principio
liposoluble, presente en el aceite de higado de bacalao, que por las caracteristicas debia
considerarse como una vitamina, la cual posteriormente se conoceria con el nombre de
vitamina D.

Estas conclusiones prestaban poca atencion a la incidencia de la irradiaciéon como
factor terapéutico. Sin embargo, la participacion de la luz fue confirmada por varios
ensayos posteriores entre los cuales se encontraba el de Huldschinsky [5] quien,
irradiando el brazo de un nifio raquitico con una lampara de mercurio, demostré que se
recuperaba el tejido Oseo. Otros trabajos posteriores en los cuales se irradiaban
diferentes tipos de alimentos demostraron que esta irradiacion les proporcionaba
actividad antirraquitica [6].

Quedd claro entonces que los vertebrados poseian dos formas de adquirir el
compuesto liposoluble: a través de la dieta, como es tipico de los compuestos
vitaminicos, o sintetizandolo al exponer su piel a la radiacion ultravioleta proveniente
del sol. Estos hallazgos estimularon la bdsqueda del precursor de la vitamina D,
detectandose en primer lugar el ergosterol o provitamina D2 en levaduras. Luego se lo

encontrd en otras especies de hongos y en plantas. Mas tarde se aislo la vitamina D en
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forma pura y se la denominé vitamina D2 o ergocalciferol. Sin embargo, varios
investigadores observaron que este compuesto no era tan efectivo como la vitamina D
obtenida de la piel de los mamiferos. Estas observaciones llevaron a Windaus y Bock en
1937 [7], a obtener a partir de la piel de cerdo un nuevo precursor, el 7-
dehidrocolesterol o provitamina Ds, que cuando era irradiado producia otra forma de la
vitamina D a la que se denominé vitamina Ds o colecalciferol (Figura 1). La vitamina
D3 y/o el 7-dehidrocolesterol han sido aislados de la piel de peces, anfibios, reptiles,

aves y mamiferos [8,9].

A
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5 P
L -

HO
Pre-vitamina/g37

Colecalciferol

o}
Vitamina D4 2

Ho™

Figura 1. Conversion del 7-dehidrocolesterol en pre-vitamina D3 por accion de la luz
UV y posterior isomerizacion a colecalciferol por acciéon de la temperatura corporal.
Tomado y adaptado de DelLuca, 2014 [10].

Con el tiempo se fueron dilucidando las estructuras quimicas y mecanismos que
conducian a la obtencion de la vitamina D3 en el organismo; Holick y colaboradores
proporcionaron evidencia de la formacion de la pre-vitamina D3 por irradiacién solar
[11] y en 1978 el grupo de Esvelt aisl6 e identifico al colecalciferol por espectroscopia
de masa [12]. Desde entonces se ha pensado que el ergosterol y la vitamina D2 son
tipicos de vegetales y hongos, mientras que el 7-dehidrocolesterol y la Vitamina D3 lo
son de los vertebrados.
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1.2- Estructuras quimicas y nomenclatura de las vitaminas D

De acuerdo a la estructura quimica de la vitamina D, se identifican dos formas
distintas, la vitamina D3 o colecalciferol [13] y la vitamina D2 o ergocolecalciferol [14].
Las mismas se obtuvieron al irradiar con luz ultravioleta los precursores esteroidales 7-
deshidrocolesterol (Figura 2C) y ergosterol (Figura 2B), respectivamente. El
ergosterol posee, a diferencia del 7-dehidrocolesterol, un doble enlace entre los
carbonos 22 y 23 y un grupo metilo en el carbono 24 de la cadena lateral, diferencias
que se mantienen entre el ergocalciferol y el colecalciferol. En la Figura 2D, se puede

observar la forma activa de la vitamina Ds, el calcitriol o 1a,25-dihidroxivitamina Ds.

19 Ergocalciferol
o
Vitamina D,

10

Ciclopentanoperhidrofenantreno Ergosterol HO™ 5>,

c)

HO Calcitriol

7-dehidrocolesterol

Colecalciferol
o
Vitamina D3

Figura 2. Estructuras quimicas de las vitaminas D y metabolitos relacionados. a)
Esqueleto esteroidal ciclopentanoperhidrofenantreno. b) Ergocalciferol y su precursor.
c) Colecalciferol y su precursor. d) Forma activa de la vitamina Ds.

Desde el punto de vista estructural podemos diferenciar cuatro subestructuras dentro
de la vitamina D y sus metabolitos: un sistema rigido central conformado por el biciclo
CD el cual se halla unido a dos partes mas flexibles, la cadena lateral y el sistema

triénico, quien a su vez se halla unido al anillo A, como se muestra en la Figura 3.
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Progesterona, R; = COCHj; R,=H

Cortisol, R;=COCH,OH; R,=OH

Figura 3. Estructura de la hormona 1a,25-dihidroxivitamina Dz y otras hormonas
esteroideas.

De acuerdo a la estructura y al modo de accion del metabolito hormonalmente activo
de la vitamina D3, el calcitriol se clasifica en la misma familia que las hormonas
esteroideas clasicas, tales como el estradiol, testosterona, progesterona, cortisol y
aldosterona, entre otras (Figura 3). Sin embargo, presenta tres caracteristicas
estructurales que lo diferencian:

1) Posee una cadena lateral con 8 carbonos mientras que las hormonas esteroideas
clasicas no tienen cadena lateral o, si la tienen, consta Unicamente de dos carbonos.

2) Es un seco-esteroide, es decir, presenta uno de los anillos de la estructura
cicloperhidrofenantrénica abierto (enlace C9-C10).

3) Presenta una flexibilidad inusual en su estructura con respecto a las hormonas
esteroideas clasicas, que lo hace conformacional y constitucionalmente dinamico.

Como se puede observar en la Figura 4, esta flexibilidad es debido a [15,16]:
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e La presencia de una cadena lateral con 8 atomos de carbono unidos por enlaces
simples permite que la misma pueda adquirir 729 conformaciones posibles, de las
cuales 394 se hallan cercanas al minimo de energia.

e La rotacion sobre el enlace sencillo C6-C7 permite la formacion de 2
conformaciones, 6-s-cis y 6-s-trans.

e Elanillo A se halla en equilibrio entre sus 2 conformaciones silla posibles.

—~<— Rotacion sobre los 6 enlaces sencillos

-«——— Rotacion sobre el enlace sencillo C6-C7

-«—— Equilibrio conformacional del anillo A

Figura 4. Aspectos estructurales de la hormona 1a,25-dihidroxivitamina Ds que
contribuyen a su flexibilidad conformacional.

En cuanto a su nomenclatura, las vitaminas D2 y D3z son [-secoesteroides, ya que su
esqueleto proviene de la ruptura de un anillo del nucleo esteroidal basico, conocido
como sistema ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 2A). La apertura de uno o mas
anillos del esqueleto esteroidal da origen al prefijo “seco”, en este caso en particular, la
ruptura del enlace C9-C10 correspondiente al anillo B del esteroide precursor.

La numeracion original del esteroide se mantiene en la vitamina D y sus metabolitos,
conservando ademas la denominacion o 6 B para los grupos situados por debajo y por
encima del plano de los anillos, respectivamente, de acuerdo a la orientacion de los
mismos en el esteroide precursor [17]. Sin embargo, dado que la denominacion
esteroidal o 6 B puede resultar confusa, la IUPAC recomienda utilizar la convencion R/S
para indicar la estereoquimica de los sustituyentes del anillo A, asi como el sistema Z/E
para indicar la geometria de los enlaces dobles. Ademas, las vitaminas D y sus
derivados pueden nombrarse segun la nomenclatura sistematica esteroidal o utilizando

nombres triviales, segun lo requiera la complejidad de la estructura [18].
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1.3- Metabolismo de la vitamina D

Como se mencion0 anteriormente, la vitamina D es una pro-hormona esteroidea que
se adquiere ya sea a través de la dieta o por sintesis en la piel a partir del 7-
dehidrocolesterol mediante la accion de los rayos ultravioleta (Figura 5). El proceso de
biosintesis cutanea de colecalciferol ocurre en dos pasos: los rayos solares UVB en el
rango de 290-315 nm [19-21] fotoisomerizan el 7-dehidrocolesterol a pre-vitamina D3,
(paso no enzimatico) a nivel de la membrana plasmatica de los queratinocitos [22];
luego ésta isomeriza a colecalciferol en un proceso dependiente de la temperatura de la
piel, que tarda varias horas [23,24]. La produccion cutanea esté estrictamente regulada,
de modo que cuando el nivel de colecalciferol formado es suficiente, la pre-vitamina D3
puede ser fotoisomerizada a formas inertes (lumisterol o taquisterol) o puede volver a
transformarse en 7-dehidrocolesterol, y el colecalciferol sintetizado puede degradarse a
formas inactivas (suprasterol I y 1) [25]. Por otro lado, la obtencién de la vitamina por
la dieta (colecalciferol (Ds) de origen animal y ergocalciferol (D2) presente en los
vegetales) se da a través de la ingesta de ciertos alimentos. Aquellos ricos en vitamina
D3 son principalmente el aceite de higado de pescado y los pescados grasos (salmon,
atun, arenque, sardinas, etc.). También se encuentra disponible en menor proporcion en
la leche, manteca, quesos, yema de huevo y champifiones, y actualmente muchos de
estos productos se comercializan fortificados con vitamina D. Sin embargo, la escasa
variedad de alimentos que contienen una significativa cantidad de vitamina D, sumado
al hecho de que los alimentos representan un pequefio aporte a la cantidad total de esta
vitamina en el cuerpo, hace que su biosintesis en la piel, a partir de la exposicion solar,

sea considerada la principal fuente de la misma.
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Figura 5. Metabolismo de la vitamina Ds.

La vitamina Ds sintetizada en la piel o ingerida en la dieta no tiene ninguna funcion

biolégica conocida en el organismo. Se une a una proteina especifica, la proteina

transportadora de vitamina D o DBP (del inglés D- Binding Protein), y asi es
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transportada a traves del torrente sanguineo para su almacenamiento en el tejido adiposo
0 hacia las células diana para su futura transformacion en la forma hormonalmente
activa.

Para ejercer sus efectos fisioldgicos, dos reacciones de hidroxilacion secuenciales
son necesarias para producir la forma hormonalmente activa de la vitamina D, el 10,25-
dihidroxivitamina Dz o calcitriol. La primera hidroxilacion, sobre el carbono 25, ocurre
en el higado y este proceso es conocido como el primer paso de activacion metabdlica
de la vitamina Ds. Este evento ocurre en los hepatocitos catalizado por varias enzimas
hepaticas con funcién de citocromo P450 (CYP2R1, CYP27A1, CYP2D11, CYP2D25,
CYP3A4 y CYP2J3) que favorecen la conversion del colecalciferol a calcidiol (25-
hidroxivitamina D3 o hidroxicolecalciferol) [26,27]. Se ha planteado que, de todas estas
enzimas, la CYP2R1 es una enzima clave de la 25-hidroxilacion puesto que los
pacientes con mutaciones en su gen presentan signos clinicos y bioquimicos de
deficiencia de vitamina D [28]. El calcidiol es transportado por DBP hacia el rifion, para
completar su proceso de activacion en el tubulo proximal. Aqui es hidroxilado en el
carbono 1 del anillo A para convertirse en la forma hormonalmente activa de la
vitamina Da: el calcitriol (la,25-dihidroxivitamina D3), principal responsable de la
mayoria de los efectos biologicos de la vitamina Dz [29-31]. Esta reacciéon de
hidroxilacion es catalizada por la enzima mitocondrial la-hidroxilasa que es el
citocromo P450 27B1 (CYP27Bl), codificada por el gen CYP27B1 en los seres
humanos. Las mutaciones en esta enzima producen raquitismo dependiente de vitamina
D tipo 1, lo cual resalta la importancia de su funcion en la conversion del calcidiol a su
forma activa [32].

La enzima la-hidroxilasa se encuentra predominantemente en las células de los
tubulos renales, pero también se expresa en sitios extrarrenales como placenta,
monocitos, macréfagos, prdstata, mama, colon, corazén, pulmon, cerebro,
queratinocitos, células  pancreaticas, células endoteliales y células paratiroideas [33].
Es decir, actualmente se encuentra ampliamente reconocida la produccion extrarrenal
del calcitriol en muchos tipos de células del cuerpo y, ademas, en células tumorales
[34,35]. En contraste con el sistema clasico endocrino de la vitamina D, la regulacion de
la produccion de calcitriol en los tejidos extrarrenales es independiente de la
estimulacion por la hormona paratiroidea (PTH) y depende, en cambio, de factores

especificos del tejido en cuestion y de los niveles de calcidiol en sangre (Figura 6).
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Figura 6. Vias de sintesis del calcitriol: renal endocrina y extrarrenal paracrina o
autocrina. Tomado y adaptado de Feldman et al., 2014 [34].

El calcitriol, como fue mencionado, es transportado en sangre unido a la DBP en un
85-88%, mientras que en un 12-15% lo hace unido a la albumina, estando en
condiciones fisiologicas normales aproximadamente sélo el 0,4% libre en plasma [36].
Presenta una vida media plasmatica de 4-5 h y su accion se encuentra limitada por su
catabolismo. La degradacion del calcitriol ocurre principalmente a través de la actividad
de la 24-hidroxilasa (CYP24A1l), codificada por el gen CYP24Al1. Es una enzima
multicatalitica perteneciente a la familia del citocromo P450 capaz de realizar
oxidaciones sucesivas [37-39]. Esta enzima necesita para su accion la presencia de un
grupo hidroxilo en posicion 25 y puede hidroxilar la posicion C24 tanto del calcidiol
como del calcitriol, aunque la afinidad por este ultimo es mayor. La accion de la 24-
hidroxilasa conduce a la sintesis de 24,25(0OH)z vitamina D3 y 1,24,25(0OH)3 vitamina D3
(&cido calcitrioico), ambos son derivados hidrosolubles que poseen menor afinidad por
el receptor de vitamina D (VDR). Estos derivados pueden ser eliminados del organismo
constituyendo un papel clave en la proteccion contra el exceso de metabolitos de
vitamina D [32,40].
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1.4- Regulacién del metabolismo de la vitamina D3

El calcitriol requiere una estricta regulacién de su activacion y desactivacion a traves
de una serie de procesos de retroalimentacion (positiva y negativa) que resultan en
cambios en la expresion de las enzimas hidroxilasas con el fin de aumentar o disminuir
las concentraciones del mismo, segun el estado fisiologico [41]. La produccion del
calcitriol, estd estrechamente regulada: principalmente por la hormona paratiroidea
(PTH), el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23), el calcio, el fosforo, y el
mismo calcitriol (Figura 7). Los niveles bajos de calcio inducen un aumento de la
actividad de la la-hidroxilasa, es decir, la hipocalcemia es detectada por el receptor
sensible al calcio (CaSR) de las células paratiroides, con lo que aumenta la expresién de
la PTH y ésta a su vez induce la transcripcion de la enzima la-hidroxilasa en las células
tubulares proximales del rifién. De este modo, la produccion de calcitriol se incrementa
para regular la homeostasis del calcio y del fésforo [32]. Para controlar este ciclo, el
mismo calcitriol suprime la transcripcion de los genes PTH y CYP27B1 [24]. Ademas,
el calcitriol estimula la expresion de la enzima 24-hidroxilasa que previamente estaba
inhibida por los bajos niveles de calcio y por la PTH. La marcada induccion de la 24-
hidroxilasa resulta en una autorregulacion cuando los niveles de calcitriol requieren
atenuacion para proteger al organismo de la hipercalcemia [32]. Otras hormonas que
ejercen regulacion endocrina sobre la actividad de la 1a-hidroxilasa son los estrogenos,
la calcitonina, la prolactina, la hormona de crecimiento y la insulina. Sus efectos
estimulan la accion de esta enzima y favorecen la produccién de calcitriol [42]. Esta
ultima hormona podra interactuar con su receptor VDR generando los efectos clasicos
en la regulacion de la homeostasis fosfocalcica. Al corregirse el déficit en la
concentracion sérica de calcio, se genera regulacion negativa por parte del calcitriol
sobre la PTH vy las hidroxilasas y, en este mecanismo de control también interviene el
FGF-23 liberado a partir del hueso [43].

El FGF-23 es un factor fosfatdrico que promueve la excrecion renal de fosfato al
disminuir su reabsorcion en el tubulo proximal. Especificamente, el calcitriol induce la
expresion de FGF-23 y a su vez el FGF-23 suprime la expresion de la-hidroxilasa e
induce la de 24-hidroxilasa en el rifion; por lo tanto, inhibe la sintesis y promueve el
catabolismo del calcitriol para reducir sus niveles y dejar de estimular la produccién de

FGF-23, formando un ciclo de retroalimentacion negativa entre FGF-23 y el calcitriol.
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Figura 7. Regulacion de la sintesis metabolica y degradacion del calcitriol. Tomado y
adaptado de Christakos et al., 2015 [32].

1.5- Transporte de la vitamina D3

Los metabolitos de la vitamina D3 son moléculas lipofilicas que son transportadas
por el sistema circulatorio unidas a proteinas plasmaticas. La mas importante de estas
proteinas es la DBP que une los diferentes metabolitos con el siguiente orden de
afinidad: calcidiol = 24,25(0OH). vitamina D3z > calcitriol > colecalciferol. Si bien la
mayoria de los metabolitos se encuentran unidos a la DBP, también pueden ser
transportados por lipoproteinas y por la albimina sérica debido a la mayor abundancia
de esta Gltima (650 uM de albumina con respecto a 5 uM de DBP) [44]. Ademas, en
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general estos transportadores estan disponibles o “libres” debido a que su concentracion
relativa es elevada con respecto a los metabolitos de la vitamina Ds.

La DBP es una proteina plasmatica de 458 aminoacidos (58 kDa) perteneciente a la
misma familia que la albamina, la afamina y la o-fetoproteina. En su estructura
tridimensional (Figura 8a) se pueden diferenciar 3 dominios: I, 11 y IlI; localizandose
en el dominio | el sitio de union a la vitamina D (Figura 8b). En esta region,
concretamente entre las hélices 1 a 4, se forma una grieta donde hay predominantemente
aminoacidos hidrofébicos y aromaticos que permiten una interaccion favorable con la

vitamina D o sus metabolitos [45].
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Figura 8. A) Estructura cristalina de la proteina transportadora DBP. B) Sitio de union
de la vitamina D y sus metabolitos.

Los niveles plasméticos de la DBP son 20 veces més altos que la cantidad total de
metabolitos de vitamina Dz, por lo que el calcitriol es transportado en sangre unido a la
DBP en un 85-88 %, mientras que en un 12-15 % lo hace unido a la albumina, estando
en condiciones fisioldgicas normales aproximadamente s6lo el 0,4 % libre en plasma
[36].

Los metabolitos de vitamina D3, tanto libres como unidos a la DBP, pueden ingresar
a la célula ya sea por un mecanismo de transporte pasivo o activo. Es decir, la pequefia
fraccion de los metabolitos no unidos a DBP, entran pasivamente a las células blanco
para ser adicionalmente metabolizados y ejercer sus efectos bioldgicos. En cuanto a los
metabolitos unidos a la DBP, pueden ingresar a la célula mediante endocitosis [46]. La

megalina (también Ilamado receptor endociticomegalina) pertenece a un grupo de
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proteinas que facilitan la endocitosis del complejo calcidiol - DBP junto con la cubilina
y la proteina asociada al receptor (RAP). Este mecanismo es el que ocurre en los tabulos
proximales del rifidn para la produccion endocrina del calcitriol. Se ha reportado, que
los ratones knockout para megalina no logran recuperar la DBP y pierden la vitamina D
por via urinaria, con el consecuente raquitismo [44]. A su vez, el calcitriol circulante
unido a DBP también puede ser endocitado mediante este mecanismo vy, al ser liberado

en el interior de la célula, provocar sus efectos biologicos.

1.6- Mecanismos de accidn del calcitriol

El calcitriol actia como una hormona esteroidal y puede inducir respuestas a nivel
gendmico (regulando la transcripcién de genes) y no genémico (rapidas). En ambas vias
de accidn se ha descripto la participacion del receptor VDR [34,47], el cual puede actuar

como un factor de transcripcion activado por ligando.

1.6.1- Caracteristicas del VDR

El VDR, es un factor transcripcional dependiente de ligando, que media la
transcripcion o represion de determinados genes que regulan la sintesis de proteinas; y
mantiene una alta homologia estructural y de unién de ligando entre varias especies. En
particular, el receptor para la vitamina D humano pertenece a la familia de los
receptores de hormonas esteroideas - tiroideas — retinoideas, y es un péptido de 427
amino&cidos (48 kDa). Al igual que otros miembros de la superfamilia de receptores
nucleares, el VDR presenta una estructura modular en la que se pueden diferenciar seis
regiones (A-F) (Figura 9): un dominio N-terminal (regiéon A/B), un dominio amino-
terminal, altamente conservado, de unién al ADN (regién C, DBD: del inglés DNA
Binding Domain), una region bisagra flexible (region D), y un dominio carboxi-
terminal, de union al ligando (region E/F, LBD: del inglés Ligand Binding Domain).
Ambos dominios DBD y LBD, estan conectados a través de la region bisagra. La regién
AJ/B contiene una funcion de activacion autonoma, AF-1, que es la mas divergente entre
los receptores nucleares. EI VDR, en particular, muestra una region A/B mas bien
pequefia sin la funcion AF-1, de modo que se lo puede considerar conformado por dos

dominios funcionales: LBD y DBD.
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Figura 9. Estructura y organizacién del Receptor de la vitamina D (VDR).

La estructura cristalina de LBD-VDR unido a su ligando natural, el calcitriol, ha sido
reportada por Rochel y colaboradores [48]. Esta estructura muestra que este dominio se
encuentra formado por 13 hélices o y 3 hojas plegadas B [49]. La activacion del VDR
depende de la capacidad del ligando de producir un cambio conformacional en el sitio
LBD creando un dominio funcional activado AF-2 dentro por la Hélice 12 (H12) que
media la uniéon de co-moduladores necesarios para regular la transcripcién génica
[49,50]. La estructura reportada por Rochel, corresponde a la conformacién activa del
VDR (es decir, contiene el dominio de AF-2 activado). Las interacciones principales
que se establecen entre el calcitriol y el LBD corresponden a enlaces puentes de
hidrégeno con los hidroxilos de las posiciones 1 (1-OH), 3 (3-OH) y 25 (25-OH) del
metabolito activo. El 1-OH forma puentes de hidrégeno con los aminoécidos Ser237 (-
9 kcal mol 1) y Arg274 (- 20 kcal mol 1), siendo mas fuerte la interaccion con este
altimo residuo. El 3-OH interacciona con Tyr143 (- 10 kcal mol ) y Ser278 (- 9 kcal
mol 1), y el 25-OH establece dos puentes de hidrdgeno con His305 (- 12 kcal mol 1) e
His397 (- 9 kcal mol 1), respectivamente [49,51]. En la Figura 10, se detallan las

principales interacciones descriptas.
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Figura 10. Principales interacciones entre el calcitriol y el LBD-VDR correspondientes
a los enlaces puentes de hidrégeno con los hidroxilos en posicién 1-OH, 3-OH y 25-OH
del metabolito activo.

Por otra parte, como se detalla en la Tabla 1, el VDR se puede encontrar en una
diversidad de tejidos y oOrganos, donde puede actuar el calcitriol para inducir sus
respuestas bioldgicas [42,52].

Sistema Organos, tejidos y células

Paratiroides - Células C tiroideas - Células B
Endocrino pancreaticas - Glandulas suprarrenales -
Hipdfisis

Células del musculo liso arterial - Cardiomiocitos
- Células endoteliales

Osteoclastos - Condrocitos - Muasculo estriado

Cardiovascular

Osteomuscular

esquelético
Gastrointestinal Eso6fago - Estdmago - Intestino - Hepatocitos
Renal Células tubulares - Aparato yuxtaglomerular -
Podocitos
Ovarios - Placenta - Utero - Testiculos -
Reproductor -
Epididimo
Inmune Médula 6sea - Timo - Linfocitos By C
Respiratorio Células alveolares pulmonares
Epidérmico Queratinocitos y foliculos pilosos
Nervioso Neuronas
Retina - Tejido adiposo - Mama - Células
Otros

tumorales - Paré6tidas

Tabla 1. Distribucion tisular del VDR.
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1.6.2- Acciones gendmicas del calcitriol

El mecanismo de accion gendmico del calcitriol necesita de la unién del ligando al
VDR [53,54]. De este modo, el VDR activado, cumple su funcién de dirigir la
maquinaria de la transcripcion a sitios especificos del genoma. Es decir, el VDR
activado por el ligando sufre un cambio conformacional que permite que el receptor sea
translocado al nicleo donde forma un heterodimero con el receptor de acido retinoico X
(RXR); este complejo se une a elementos de respuesta de vitamina D (VDRE) en el
promotor de los genes diana y recluta co-activadores y/o co-represores para inducir o

inhibir la transcripcion de esos genes [34,55] (Figura 11).

[Sintesishepética [ Sintesis renal ]
calcidiol 1q-hidr0xilasa\
DBP Sintesis local Calcitriol
- P l
. — Calcitriol €
Calcidiol 1a-hidroxilasa

VDR activacion

Calcitriol I

w Heterodimerizacion

[ Calcitriol Regulacion
transcripcional
de genesdian

Unién al DNA 'y

# reclutamiento de

Co-moduladores

ADN

Co-moduladores Calcitriol

Célula diana

Figura 11. Mecanismo de accion gendmico del calcitriol a través de VDR.. Tomado y
adaptado de Feldman et al., 2014 [34].

Dentro de los principales genes blanco que se han caracterizado se incluyen
transportadores de calcio y fosfato, osteocalcina (la proteina de union de calcio),

bombas idnicas en intestino y rifion y el factor de diferenciacion osteoclastogénico,
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sintetizado por los osteoblastos, que estimula la actividad de los osteoclastos. Ademas,
el calcitriol suprime la expresion renal del gen CYP27B1, cuyo producto proteico es
responsable de su sintesis, e induce la expresion de CYP24A1, cuyo producto, la
enzima 24-hidroxilasa, es responsable de su degradacion [56].

La gran distribucion del VDR en diferentes tejidos y la presencia de los VDRE
encontrados en méas de 200 genes que modulan un gran nimero de procesos celulares y
tisulares, justifican la variedad de efectos del calcitriol en el organismo. Estos efectos
pueden comprender acciones clasicas de regulacién de la homeostasis fosfocéalcica y no

clasicas.

1.6.3- Acciones no genomicas del calcitriol

Ademas de sus acciones genomicas, el calcitriol posee acciones no gendémicas o
efectos rapidos, los cuales ocurren en unos pocos segundos o minutos luego del
agregado del mismo y son independientes de la transcripcion de genes [57]. Se ha
documentado la existencia de receptores de membrana para el calcitriol responsables de
esta rapidez de ocurrencia de los efectos no genémicos [58]. Los dos candidatos
principales para actuar como receptores de membrana son el receptor VDR vy la proteina
ERp57 (del inglés Endoplasmic Reticulum stress Protein 57) o conocida también como
1,25-D3-MARRS (del inglés Calcitriol Membrane Associated Rapid Response Steroid)
y GRP58. ERp57 se identificd y describié por primera vez a partir del estudio de los
efectos rapidos inducidos por calcitriol en membranas basolaterales del epitelio
intestinal de pollo [59] y luego se hall6 su equivalente en mamiferos [60]. En cuanto a
la participacion del VDR en las respuestas rapidas, se ha descripto su presencia en las
caveolas celulares, es decir, en las invaginaciones de la membrana plasmatica
enriquecidas con esfingolipidos y colesterol. El calcitriol al interactuar con estos
receptores puede iniciar rapidamente la sintesis de segundos mensajeros tales como
AMP ciclico, GMP ciclico, inositol trifosfato, diacilglicerol y calcio. Asi, las sefiales de
estas pequefias moléculas pueden ser amplificadas por la consiguiente activacion de
cascadas de proteinas rio abajo o efectores secundarios, tales como la proteina quinasa
A (PKA), la proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa activada por mitogenos y
calmodulina, o por modulacion de la via Hedgehog/Gli [61,62].

Las multiples respuestas rapidas del calcitriol se traducen en diversos efectos
fisiolégicos dentro de los que cabe citar eventos como la absorcién intestinal rapida de

calcio, la secrecion de insulina por células B pancreaticas inducida por VDR, la apertura
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de canales de calcio y cloro dependientes de voltaje en los osteoblastos y la migracion
rdpida de células endoteliales [62]. Ademas, estos efectos no gendémicos pueden
cooperar con la via gendmica para transactivar el VDR nuclear e inducir otras
respuestas bioldgicas. De este modo, ambos receptores, de membrana y nucleares,
pueden participar en los efectos finales del calcitriol en los diferentes tipos de células
[63-66].

En la Figura 12 se presenta un esquema de los mecanismos mediante los cuales el

calcitriol puede inducir acciones genémicas y no genomicas.

3

| Respuestas no
Genémicas |

Figura 12. Acciones gendmica y no genomica ejercidas por el calcitriol. Tomado y
adaptado de Mizwicki y Norman, 2009 [66].

1.7- Funciones bioldgicas del calcitriol

En relacion a su actividad biologica, el calcitriol actda como una hormona esteroidal
en varios tejidos blanco, en lo que se conoce como el sistema enddcrino de la vitamina
D [67]. El calcitriol es un componente esencial de las interacciones entre los rifiones, el
hueso, las glandulas paratiroides y el intestino, que mantiene los niveles de calcio y
fosforo dentro de limites estrechos con el fin de mantener su homeostasis. Ademas de
estas funciones clasicas, el calcitriol presenta acciones no clasicas (Figura 13) que
explican su relacion con patologias autoinmunes, cardiovasculares, neuroldgicas,
infecciosas, diabetes, anomalias dseas y cancer [34,68,69].
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Figura 13. Relacion entre las multiples funciones de la 1a,25-dihidroxivitamina D3 y
sus aplicaciones terapéuticas.

2- Cancer
2.1- Generalidades

El término genérico “cancer” designa un amplio y complejo grupo de enfermedades
que pueden originarse practicamente en cualquier parte del organismo. A grandes
rasgos, se puede decir que el cancer es el crecimiento anormal de células que tienden a
proliferar descontroladamente y, en algunos casos, metastatizar (National Cancer
Institute: Comprehensive Cancer Information (on line), 2016).

Existen més de 100 tipos diferentes de cancer, denominados generalmente en funcion
al érgano o tejido en el cual se desarrollan (National Cancer Institute: Comprehensive
Cancer Information (on line), 2016). Pese a la diversidad y complejidad de esta
enfermedad se han podido establecer los principios generales que gobiernan la
transformacion de una célula normal en una maligna. La célula va adquiriendo una serie
de capacidades bioldgicas distintivas y complementarias, conocidas como sellos o
“hallmarks” del céancer, que le permiten establecer un tumor y diseminarse
metastasicamente [70,71]. Originalmente, se describieron seis capacidades adquiridas

(Figura 14): i) activacion y mantenimiento de sefiales proliferativas, ii) evasion de
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sefiales supresoras del crecimiento, iii) resistencia a la muerte celular, iv) inmortalidad
replicativa, v) induccion de angiogénesis y vi) activacion de mecanismos de invasion y
metastasis [70]. Posteriormente, se propuso la incorporacién de dos nuevas capacidades
a la lista de los seis sellos del cancer: vii) la reprogramacién del metabolismo
energético, necesaria para soportar la continua proliferacion celular vy, viii) la evasion
ante el ataque y destruccion por parte del sistema inmune, mediante la activacion de
mecanismos de escape inmunolégico [71]. Estas dos ultimas capacidades se las
reconoce como los sellos emergentes del cancer dado que fueron incorporadas con

posterioridad a la lista de los sellos del cancer (Figura 14).

Sellos emergentes]
del cancer

Proliferacion Evasioén de los
sostenida en supresores del

el tiempo crecimiento

Reprogramacién Evasién al
del metabolismo sistema
energético inmune
R?S'Stenct'a Inmortalidad
alamuerte replicativa
celular
Inestabilidad Inflamacion
genémicay promotoradel
mutacion tumor
Induccién Activacion de
dela lainvasiony
angiogénesis metastasis

( Caracteristicas
L facilitadoras

Figura 14. Los “sellos” del cancer. Las seis capacidades distintivas adquiridas por las
células neoplésicas originalmente propuestas en el afio 2000, junto a las dos capacidades
emergentes y las dos caracteristicas facilitadoras propuestas en el afio 2011. Tomado y
adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011 [71].

Ademas, existen dos caracteristicas facilitadoras de la adquisicion de los ochos sellos
del cancer (Figura 14). Una de ellas es la inestabilidad genomica y la mutacion de las

células neoplasicas, fuente creadora de las variantes genéticas responsables de producir
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las distintas capacidades. La segunda caracteristica facilitadora es la inflamacion, estado
que suplementa al microambiente tumoral con moléculas bioactivas: factores de
crecimiento, de sobrevida, pro-angiogénicos, entre otros; que promueven la adquisicion

de los sellos del cancer [71].

2.2- Epidemiologia

La Agencia Internacional para la Investigacion del Céncer (IARC, del inglés
International Agency for Research on Cancer) en su proyecto GLOBOCAN 2020 [72],
establece una evaluacion integral de la carga del cancer en todo el mundo, basada en las
estimaciones de GLOBOCAN de incidencia, mortalidad y prevalencia para el afio 2020
en 185 paises o territorios para 36 tipos de cancer por sexo y grupo de edad.

Se estima que a nivel mundial durante el afio 2020 se han producido 19,3 millones de
casos nuevos de cancer; 9,95 millones de muertes por cancer y que al menos 43,8
millones de personas viven con cancer, dentro de los 5 afios del diagndstico de la
enfermedad.

Los datos de incidencia y mortalidad que se poseen para realizar las estadisticas
dependen de la disponibilidad y de la calidad de la informacion recogida o aportada por
los diferentes paises a los registros de cancer poblacionales. Asi, al evaluar la incidencia
y mortalidad mundial en funcién a los distintos tipos de cancer (Figura 15) se observa
que en las mujeres, el tipo de cancer que se diagnostica con mayor frecuencia, y que a
su vez es la principal causa de muerte por cancer, es el cancer de mama. En el caso de
los hombres, el cancer de pulmédn es el que presenta la mayor incidencia y mortalidad
[72].

MUJERES HOMBRES
Marma Pulmén |
Colorrectal Prostata
- Pulmon Sl Colorrectal
Utero-cérvix s Estémago
~ Tiroides | Higado e
Utero-cuerpo Vejiga
Estomago Esofago
Oyarlo -— B Incidencia Llnfomano-Hodk!n B Incidencia
_ Higado [ B Mortalidad Leucemia B Mortlidad
Linfoma no-Hodkin Rifion [Soy
0 10 20 30 40 0 4 8 12 16 20 24 28 32
Tasas por 100.000 habitantes Tasas por 100.000 habitantes

Figura 15. Tasas mundiales estimadas por la IARC de incidencia y mortalidad de
cancer en mujeres y hombres ajustadas por edad. NUumero de nuevos casos 0 muertes
estimadas por cada 100.000 habitantes durante el afio 2020. Proyecto GLOBOCAN
2020. Tomado y adaptado de https://gco.iarc.fr
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La Argentina se encuentra dentro del rango de paises con incidencia de cancer media
- alta (218,2 x 100.000 habitantes) (Figura 16A), y mortalidad media - alta (106,1 X
100.000 habitantes) (Figura 16B), de acuerdo a las estimaciones obtenidas por la IARC
para el afio 2020.

A) Ambos sexos . B) Ambos sexos

ASR (World) per 100 000 ASR (World) per 100 000

=01 I -1

| REESTR [ EETERTIN
140.4-188.8 N s47-973
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<111.9 No data =749 Mo data

Figura 16 A) Incidencia y B) mortalidad de cancer mundial en el afio 2020. Tasas
estandarizadas por cada 100.000 habitantes durante el afio 2020. Proyecto GLOBOCAN
2020. Tomado y adaptado de https://gco.iarc.fr

Al igual que a nivel mundial, en la poblacion femenina de Argentina el tipo de
cancer que presenta la mayor incidencia (alejandose notablemente del resto) es el cancer
de mama, con una tasa estimada de 73,1 casos nuevos por cada 100.000 mujeres durante
el aflo 2020 (Figura 17). El cancer de mama también es el principal responsable de
muerte por cancer entre las mujeres de nuestro pais (18,9/100.000 habitantes). En
cuanto a la incidencia, en segundo y tercer lugar lo ocupan el cancer colorrectal
(20,6/100.000 habitantes) y el cancer de cuello de utero (16,7/100.000 habitantes),
respectivamente. En relacion a la mortalidad, el segundo lugar lo ocupan el cancer de
pulmoén (10,7/100.000 habitantes) y el tercer lugar el cancer colorrectal (9,9/100.000
habitantes).

En la poblacion masculina de Argentina, la mayor tasa de incidencia corresponde al
cancer de prostata (42/100.000 habitantes), luego le siguen el cancer colorrectal
(31/100.000 habitantes) y en tercer lugar el cancer de pulmén (28,1/100.000 habitantes).
En cuanto a las tasas de mortalidad, el cancer de pulmon es el de mayor mortalidad
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(24,8/100.000 habitantes), luego se encuentra el cancer colorrectal (16,3/100.000
habitantes) y en tercer lugar el cancer de prostata (12,2/100.000 habitantes) [72]
(Figura 17).
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Figura 17. Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad para mujeres y
hombres en Argentina estimadas por la IARC. NUmero de nuevos casos 0 muertes
estimadas por cada 100.000 habitantes durante el afio 2020. Proyecto GLOBOCAN
2020. Tomado y adaptado de https://gco.iarc.fr

3- El sistema hormonal de la vitamina D3 y su relacién con el cancer
3.1- Efectos del calcitriol sobre los sellos distintivos del cancer

Ensayos preclinicos llevados a cabo en lineas celulares y modelos animales de
cancer, permitieron demostrar las diferentes acciones antitumorales del calcitriol. A
continuacidn, se describen los principales efectos del metabolito activo sobre los sellos

distintivos del cancer.

3.1.1- Calcitriol y sus efectos sobre la proliferacion celular

La proliferacién celular requiere el paso de las células a través de una secuencia de
eventos que conducen a su replicacion. Este proceso se encuentra estrictamente
regulado en células normales y su descontrol puede resultar en eventos patoldgicos
como el cancer. De hecho, la progresion del ciclo celular esta regulada por ciclinas y
quinasas dependientes de ciclinas (CDKSs). La actividad catalitica de las CDKs, a su vez,
estd controlada por Inhibidores de CDKs (CKIs), tales como los miembros de la familia

Cip/Kip, también conocidos como genes supresores de tumores.
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El efecto del calcitriol sobre la proliferacion celular fue inicialmente descripto en
células de melanoma [73] y a partir de ese reporte, muchos otros trabajos han descripto
efectos anti-proliferativos de la hormona, no solo en células tumorales sino también en
células no malignas [32,74-77]. EIl calcitriol inhibe la proliferacion celular utilizando

diferentes mecanismos que dependen del tipo celular y su contexto [32,78-84].

3.1.2- Calcitriol y sus efectos sobre la diferenciacion celular

Abe y colaboradores, fueron los primeros investigadores en demostrar una relacién
entre el calcitriol y la induccién de la diferenciacion celular, en células de leucemia
mieloide [85]. Luego se establecié que el calcitriol era una hormona pro-diferenciante
capaz de regular la actividad de mas de 60 genes implicados en el proceso de
diferenciacion. Por ejemplo, el calcitriol y algunos de sus andlogos no
hipercalcemiantes promueven en el carcinoma de colon, la diferenciacion mediante la
inducciodn de la expresion de proteinas de adhesion, tales como E-cadherina, ocludina y
vinculina [79,86]. Estos efectos son potencialmente terapéuticos ya que las proteinas de
adhesion mantienen la unién celular favoreciendo la integridad del tejido mientras que
su supresion se asocia con la pérdida de inhibicion por contacto, la tumorigénesis y
metéstasis. También se determinaron los efectos pro-diferenciantes del calcitriol en
células de cancer de mama que carecen del receptor de estrogeno o (REa). En este caso,
el calcitriol fue capaz de inducir la expresion de un REa funcional actuando a través del
VDR vy de este modo, estimular la diferenciacion e inhibicién de la proliferacion celular.
La induccion del REa por el calcitriol restaur6 la respuesta a fulvestrant y tamoxifeno,
lo que permitié que estos compuestos ejerzan sus acciones antitumorales como lo hacen
en las células que expresan este receptor [87]. Estos resultados son prometedores, ya
que sugieren una alternativa terapéutica para aquellos pacientes afectados con tumores

RE-negativos, mediante la mejora de su sensibilidad a la terapia hormonal.

3.1.3- Calcitriol y sus efectos sobre la muerte celular

Ademas de los efectos sobre la proliferacion y diferenciacion celular, el calcitriol
puede inducir apoptosis (muerte celular genéticamente programada) en células de
distintos tumores [88-90].

El calcitriol es capaz de modular los mediadores de la apoptosis por diversos

mecanismos que favorecen la eliminacion de las células malignas. De hecho, el
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calcitriol reprime la expresion de las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 (del inglés B-cell
lymphoma 2) y Bcl-X. (del inglés B-cell lymphoma extra large), y estimula la de las
proteinas pro-apoptoticas Bax, Bak y Bad en diversas células del cancer [77,91,92].
Especificamente, se ha descripto que la proteina antiapoptética Bcl-2 disminuye en
respuesta al tratamiento con la hormona en cancer de prostata [90], leucemias B
cronicas [88], células de retinoblastoma [89] y en la linea MCF-7 de adenocarcinoma
mamario [93], conduciendo a un incremento de la apoptosis. En lineas de céncer de
mama invasivo la reduccién de Bcl-2 se acompafia de un incremento de Bax y de la
liberacion del citocromo ¢ seguido del clivaje de PARP [94]. Ademas, el calcitriol
induce la activacion directa de las caspasas efectoras [58], ya sea solo 0 en combinacion
con farmacos quimioterapéuticos convencionales, tales como la gemcitabina,
comunmente utilizado para tratar el cancer de pancreas [95]. En el mismo sentido, en
cancer de mama con expresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano 2 (HERZ2), se demostr6 un efecto anti-proliferativo y pro-apoptético sinérgico
entre el gefitinib y el calcitriol o algunos de sus anélogos sintéticos. La induccion de la
apoptosis fue mediada por la estimulacion de las proteinas pro-apoptoticas BIM vy la
activacion de la caspasa 3 [96].

El calcitriol también puede inducir apoptosis por aumento de la concentracion de
calcio intracelular, la liberacién del citocromo ¢ mitocondrial y la reduccion de glutation
intracelular [97-99]. Como es sabido, el glutation es un antioxidante que protege a las
células de las ROS (del inglés Reactive Oxygen Species), por lo tanto, la reduccion de
glutation producida por calcitriol favorece la apoptosis.

Ademas, los efectos del calcitriol pueden ser potenciados cuando se combina este
metabolito con otras hormonas. En este sentido, se observé que la incubacién de células
de cancer de endometrio con progesterona y calcitriol produjo una sobre-expresion de
Bax y otras proteinas pro-apoptoticas, conduciendo a inhibicion del crecimiento de las
células mediante la induccion de la apoptosis y arresto en el ciclo celular [100].

3.1.4- Calcitriol y sus efectos sobre la angiogénesis y la metastasis

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de la
vasculatura existente, evento crucial para el continuo crecimiento, progresion y
metastasis de los tumores [71]. Las células tumorales adquieren la capacidad de inducir
la formacién de nuevos vasos con el objeto de garantizarse un adecuado suministro de

nutrientes y oxigeno, poder invadir el sistema circulatorio y metastatizar en lugares
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distantes. La neoangiogenesis es una de las caracteristicas menos deseables en el
paciente con cancer ya que sugiere un mal pronostico. Este proceso se activa cuando los
factores pro-angiogénicos superan a los factores anti-angiogénicos, cuya produccion
puede estar regulada por oncogenes y genes supresores de tumores. El factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), quien a su vez estimula a las células
endoteliales de los vasos adyacentes, es considerado como el principal factor pro-
angiogenico, mientras la trombospondina-1 (TSP-1) es reconocida como una importante
molécula anti-angiogénica [101,102]. Se han descripto mdaltiples trabajos que
evidencian al calcitriol como inhibidor de la angiogénesis tanto en lineas celulares como

modelos animales de cancer [103-106].

3.1.5- Calcitriol y sus efectos anti-inflamatorios e inmunomoduladores

La inflamacion cronica de los tejidos contribuye al desarrollo y a la progresion de
muchos tipos de cancer [107-109], y se ha descripto como una de las caracteristicas
facilitadoras de la progresion tumoral que favorece a que las células tumorales
adquieran los sellos distintivos del cancer [71].

Los mediadores de la inflamacion tales como las citoquinas, gquemoquinas,
prostaglandinas (PGs), ROS y especies reactivas de nitrogeno favorecen la
tumorigénesis a través de la activacion de mdltiples vias de sefalizacion [107,108].
Como es sabido, el funcionamiento del sistema inmune est4 estrechamente relacionado
con el proceso inflamatorio. En este sentido, varios componentes celulares de la
respuesta inflamatoria como los macrofagos, especialmente los asociados al tumor, y los
linfocitos T y B intervienen en la progresion tumoral. Se ha demostrado que el calcitriol
ejerce efectos inmunosupresores al inhibir la activacidn de los linfocitos T efectores, la
produccidn de citoquinas por parte de estos y al estimular a los linfocitos T reguladores
[110].

3.2- Calcitriol y ensayos clinicos

Tal como se describid anteriormente, el cancer es una enfermedad heterogénea y la
heterogeneidad puede deberse a variaciones en el tipo de célula o distribucion
metabolica. Estos atributos intensifican su complejidad, desafian el tratamiento del
cancer con un anico método terapéutico y allanan el camino para el desarrollo de

terapias combinadas [111].
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De acuerdo a la evidencia ya mencionada, los numerosos ensayos preclinicos
realizados llevaron a demostrar que la vitamina D y sus analogos tienen importantes
efectos sobre la progresion del cancer, al modular los procesos criticos de proliferacion,
muerte celular, diferenciacion, inflamacion, angiogénesis y metastasis. De este modo,
en base a la abundante evidencia de la accion antitumoral de la vitamina D y sus
metabolitos, y desde que el calcitriol fue aprobado por la Administracion de
Medicamentos y Alimentos (FDA) para el tratamiento de la enfermedad renal cronica y
del hipoparatiroidismo, se han llevado a cabo diferentes ensayos clinicos para evaluar
los efectos de estos compuestos, ya sea solos 0 en combinacion con otras drogas, en la
prevencion o tratamiento de distintos tipos de cancer [34,112].

Los primeros estudios clinicos fueron realizados en pacientes con sindrome
mielodisplasico y leucemia mieloide aguda [113,114]. Un régimen diario de calcitriol
combinado con otras drogas logro los efectos pro-diferenciantes buscados sobre las
células sanguineas y una remisién prolongada de la enfermedad, aunque también se
observo hipercalcemia como efecto secundario en el 10-30 % de los pacientes. Otros
ensayos clinicos realizados mostraron ausencia de efecto [115] mientras que otros
tuvieron un éxito limitado [116,117]. En base a esto ultimo, en un ensayo piloto se
administrd una dosis diaria de calcitriol por via oral de 1,5 - 2,5 pg y si bien se observo
que los niveles de antigeno prostatico especifico (PSA) de los pacientes se estabilizaron,
no se logrd una reduccion de los mismos [118]. Teniendo en cuenta este antecedente, se
realizaron ensayos clinicos posteriores administrandose dosis orales méas elevadas e
intermitentes de calcitriol en combinacion con docetaxel y dexametasona en pacientes
con cancer de préstata metastatico, utilizando la composicion de calcitriol DN-101 de
Novacea. Tampoco en este caso se obtuvieron los efectos esperados: el ensayo clinico
de fase 11l con 1.200 pacientes (ASCENT-2) result6 en una disminucion de la sobrevida
total con respecto al grupo control, detectandose ademas hipercalcemia [112,119]. Por
otro lado, un estudio reciente demostro que aquellos pacientes con cancer colorrectal en
estadio II o IIT que se les administraba por via oral, una co-suplementacion de vitamina
D (50.000 Ul/semanales) y acidos grasos omega-3 (660 mg/diarios) durante 8 semanas
tuvieron efectos beneficiosos sobre los marcadores del estado inflamatorio y nutricional
[120].

Las formulaciones farmacéuticas del calcitriol han demostrado ser inadecuadas para
el tratamiento contra el cancer dado que no poseen una buena biodisponibilidad,

presentan una gran variabilidad en cuanto a los niveles séricos alcanzados entre los
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distintos pacientes [112,121] y provocan efectos secundarios toxicos [122-124].
Ademas, los resultados obtenidos en los ensayos clinicos en los que se ha testeado el
efecto terapéutico de la vitamina D y sus metabolitos en pacientes con cancer han sido
analizados por diferentes autores y muchos de estos estudios han sido criticados por
presentar fallas en el disefio de los mismos. Asimismo, se han generado preguntas que
aun contintian sin respuesta, tales como, ¢Cual es la forma dptima de administracion de
la vitamina Dz (colecalciferol o calcitriol)?, ¢Cudl es la concentracién de calcidiol o
calcitriol sanguinea necesaria para obtener los efectos terapéuticos?, ¢Cuél es el mejor
régimen de tratamiento (continuo o intermitente)?, ;Cudl es la combinacion éptima de
drogas a utilizar?, ;En qué momento de la enfermedad comenzar el tratamiento?,
¢Cudles son las caracteristicas necesarias de la poblacion en estudio? Estas cuestiones
todavia no resueltas y que por lo tanto requieren continuar con las investigaciones no
permiten descartar totalmente al calcitriol como agente terapéutico en al menos algunos
tipos particulares de cancer.

Para tratar de evitar los efectos colaterales del tratamiento del cancer con calcitriol,
especialmente la hipercalcemia, se estan desarrollado dos estrategias: 1) la combinacién
de acciones del calcitriol con otras drogas Yy, 2) la sintesis de analogos de calcitriol con
capacidad terapéutica comparable o superior, pero con menores efectos tdxicos
secundarios.

En cuanto a la primera estrategia, algunos de los ensayos clinicos que se estan
realizando con calcitriol pueden encontrarse en la pagina web del Instituto Nacional del
Cancer (Institutos Nacionales de Salud, USA):

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=cancer&term=calcitriol&cntry=&state=&ci
ty=&dist=

Estos ensayos clinicos combinados de calcitriol y compuestos no citotdxicos, tales

como glucocorticoides o taxanos [125], han demostrado lograr mejores resultados al
disminuir la hipercalcemia. Por ejemplo, un ensayo clinico de fase Il con pacientes con
cancer de pulmén de células no pequefias tratados con calcitriol, dexametasona y
cisplatino mostré una estabilizacion de la enfermedad sin observarse hipercalcemia
como efecto colateral [126].

A continuacion, se describe la segunda estrategia, es decir, aquella que plantea la
sintesis y utilizacion de analogos del calcitriol con fines antitumorales, y algunos de los

resultados obtenidos hasta el momento.
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4- Analogos del calcitriol

La busqueda racional de compuestos que conserven o aumenten las caracteristicas
antitumorales del calcitriol pero que carezcan de la actividad hipercalcemiante, ha sido
objeto de numerosas investigaciones desde hace décadas. Tal es asi, que el metabolito
natural ha sufrido modificaciones en cada una de las partes de la molécula, siendo la
cadena lateral, y en menor medida el anillo A, los principales sitios donde se han
realizado estas modificaciones.

Varios de estos analogos han sido probados en ensayos preclinicos obteniéndose, en
ciertos casos, resultados promisorios [124,127-129]. Sin embargo, la respuesta
antitumoral varia considerablemente de acuerdo al analogo, al tipo celular y al tipo de
cancer. Se han sugerido diversas explicaciones para estas respuestas diferenciales: una
interaccion diferente de cada analogo con la proteina transportadora DBP, o con el
receptor VDR nuclear y de membrana, un reclutamiento de diferentes co-moduladores
transcripcionales que lleven a reprimir o estimular la expresion de los genes diana en
forma particular, o diferencias en el catabolismo de los compuestos.

Las modificaciones estructurales en los analogos del calcitriol pueden afectar esas
interacciones y, en ultima instancia, la actividad biolégica de dichos compuestos,
explicando en algunos casos los efectos diferenciales observados. La Figura 18 ilustra
los potenciales eventos por los cuales se podria explicar la variabilidad de respuestas

producidas por los andlogos de vitamina D.
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Figura 18. Esta figura muestra etapas del mecanismo de accion del calcitriol que
pueden ser responsables de la variabilidad observada en la accién bioldgica de sus
analogos. 1) Union del analogo a la DBP sérica, 2) Ingreso a la célula, 3) Interaccion
con proteinas de union a calcitriol intracelulares (IDBPs), 4) Conversion mitocondrial a
metabolitos activos o inactivacion catabolica, 5) Interaccién con el VDR nuclear, 6)
Cambios conformacionales que promueven la interaccion con el RXR, DNA y co-
moduladores que regulan la transcripcion génica, 7) Via de activacion no genomica a
través del VDR de membrana. Tomado de Brown y Slatopolsky, 2008 [130].

Se ha reportado que la afinidad de los analogos por la proteina DBP puede influir en
su actividad bioldgica. Los compuestos con mayor afinidad por la DBP que el calcitriol
presentan una mayor vida media circulante. Se ha descripto que analogos con baja
afinidad por la DBP y alta por el VDR presentan propiedades antitumorales con
menores efectos sobre la homeostasis del calcio, debido en parte, a una alteracion en la
farmacocinética del compuesto [131,132]. Ademas, dado que la actividad bioldgica de
los derivados de la vitamina D se encuentra frecuentemente mediada por el VDR, un
requerimiento fundamental es que los analogos retengan una significante afinidad por el
mismo [129]. A su vez, dicha interaccion con el VDR puede conducir al reclutamiento
de un conjunto particular de cofactores transcripcionales que conduzcan a reprimir o
estimular la expresién de los genes diana en forma diferencial. Los estudios

computacionales de las diferentes conformaciones adoptadas por el VDR unido a estos

50



ligandos permitieron dilucidar que el LBD-VDR puede acomodar a gran cantidad de
moléculas, dando lugar a ligeras diferencias en la conformacion de VDR, que a su vez
pueden influir en la interaccion con los co-activadores y co-represores que median la
transcripcion por el VDR activado [133,134].

Asimismo, el catabolismo diferencial de los analogos también puede jugar un papel
muy importante en la variabilidad de la actividad bioldgica presentada por los mismos.
En este sentido, se han disefiado racionalmente algunos andlogos que poseen
insaturaciones dobles y/o triples, y presentan resistencia a su catabolismo [135-137], el
cual ocurre principalmente por la accion de la enzima 24-hidroxilasa [138]. Es por ello,
que la sintesis de nuevos analogos con estas caracteristicas resulta fundamental para su

utilizacion en tipos celulares que poseen una alta expresion de la enzima 24-hidroxilasa.

4.1- Sintesis de analogos de la vitamina D

Como se describio anteriormente, el uso terapéutico del calcitriol a las dosis efectivas
se ha visto limitado por sus efectos hipercalcemiantes. El descubrimiento de las
funciones no clasicas de la hormona, estimulo la sintesis de nuevos analogos de
vitamina D que presenten iguales o mayores efectos biolégicos pero que carezcan de la
actividad hipercalcemiante [139,140].

La historia de la basqueda de analogos de la vitamina D y su uso como productos
farmacéuticos puede dividirse en tres generaciones (Figura 19):
1) La primera generacion de analogos de vitamina D, son los que se usan como agentes
calcémicos que evitan la hipocalcemia y las anomalias dseas. Inicialmente se utilizaron
para paliar los efectos causados por estados carenciales de vitamina D. Entre los
analogos que mas destacan se encuentran: Doxercalciferol (1a-hidroxi-vitamina D),
Alfacalcidol (lo-hidroxi vitamina Dz), Tacalcitol (la,24-dihidroxivitamina Ds) Yy
Falecalcitriol (10,25-(OH)2-26,27-Fe-vitamina Ds3).
2) La segunda generacion surge a partir de la modificacion de la estructura del calcitriol
(1a,25(0OH)2-vitamina D3) con el fin de encontrar analogos que posean una elevada
capacidad de diferenciacion celular y una baja accion calciotrépica. En esta linea se
incluyen el Calcipotriol o MC903 (PRI-2201; 22-ene-26,27-dehidro-1a,25(0OH)2D3),
Maxacalcitol (1a,25-dihidroxi-22-oxacalcitriol) y Tacalcitiol que se utilizan para el
tratamiento de la psoriasis. El Alfacalcidol y Eldecalcitol o ED-71 (2B-(3-
hidroxipropoxi)-1a,25-dihidroxivitamina Dz) para el tratamiento de la osteoporosis. El

Paricalcitol (19-nor-1a -25-dihidroxivitamina D), Doxercalciferol y Falecalcitriol para
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el tratamiento del hiperparatiroidismo secundario. Y por ultimo, el Seocalcitol o
EB1089 (22,24-dieno-24,26,27-trishomo-10,25(0H)2D3), Inecalcitol o TX-522 (19-nor-
14-epi-23-yne-1,25-(OH).Ds) y Calcipotriol para el tratamiento del cancer, entre otros.

3) La tercera generacion de analogos surgié mas recientemente y son compuestos que se
diferencian notablemente en su estructura respecto a la de la hormona 1a,25(OH)»-
vitamina Dz. Asi, surgen los andlogos Gemini, que presentan una segunda cadena lateral
unida a C20 y los analogos no esteroideos, entre los que se incluyen aquellos con

modificaciones drasticas del biciclo CD.

Calcipotriol Maxacalcitol Tacalcitol Alfacalcidol

",

HO™ ™" YOH
C7)\/\/0H
Eldecalcitol Paricalcitol Doxercalciferol Falecalcitriol

7
\
HO" OH
Seocalcitol Inecalcitol Gemini Analogo
(UVB1) no esteroide

Figura 19. Ejemplos de analogos de vitamina D en distintas generaciones de productos
farmacéuticos.
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Con el objetivo de acceder de un modo rapido y versatil, tanto a los metabolitos de la
vitamina D, como a una gran variedad de analogos, se han desarrollado diversas rutas
sintéticas [141-143].

0
PPh,
Ruta Acoplamiento +
Biomimética Wittig-Horner. 0 |
HO
% & TBSO" OTBS
Calcitriol
) y analogos
r Acoplamiento- Ruta

ciclaciéni & Dieninica
ﬁ [

/
Otros métodos
PO" oP

PO" oP

Figura 20. Principales rutas sintéticas utilizadas para acceder al calcitriol y sus

analogos.

En la Figura 20 se muestran las principales estrategias utilizadas para la obtencion
de los mismos. La mayoria de estas metodologias se caracterizan por ser rutas
convergentes que permiten introducir las modificaciones mencionadas, y finalmente
abordar la construccién del sistema triénico en las Ultimas etapas de sintesis, mediante el
acoplamiento de las subunidades funcionalizadas: biciclo CD-cadena lateral con el
anillo A. Esto permite obtener una amplia variedad de andlogos de la vitamina D y sus

metabolitos.

4.2- Analogos del calcitriol y ensayos clinicos

Varios analogos del calcitriol han sido evaluados en ensayos preclinicos
demostrando resultados prometedores. Ademas, algunos de ellos han sido evaluados en
ensayos clinicos, ya sea en forma individual o en combinacion con los tratamientos

terapéuticos establecidos para cada paciente (quimioterapia, radioterapia, etc.). Sin
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embargo, un mismo analogo puede tener efectos diversos en distintos tipos de cancer y

es necesario realizar los estudios en cada caso para poder definir su utilidad terapéutica.
En la Figura 21 se muestran los andlogos evaluados en ensayos clinicos con

pacientes. Sin embargo, en algunos casos se encontraron efectos secundarios adversos,

principalmente hipercalcemia.

Seocalcitol (EB 1089) Paricalcitol Inecalcitol (TX-522)
Cancer de higado, mama, Céncer de mama, préstata, Cancer de préstata, leucemia
colon y prancreas pulmén, pancreas, colon, linfocitica cronica y leucemia
esofago mieloide aguda

Calcipotriol (MC903) Alfacalcidol
Céncer de piel Céncer de préstata, glioma y
linfoma no-Hodkin

Figura 21. Analogos del calcitriol empleados en tratamientos clinicos de cancer.

El andlogo seocalcitol o EB1089 (22,24-dieno-24,26,27-trishomo-1a,25(0H).D3),
fue testeado en estudios de fase | y Il, y los resultados fueron variados. El andlogo
present0 resultados alentadores en estudios de fase Il en pacientes con carcinoma
hepatocelular [115,144]; sin embargo, no logro reproducir la respuesta antitumoral en
estudios de fase | en pacientes con cancer de mama, colorrectal y pancreéatico [144-146].
En ambos estudios, se observd hipercalcemia en todos los pacientes que recibieron la

dosis mas alta de EB1089 (tratamiento prolongado con > 17,5 pg m? por dia). Sin
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embargo, la hipercalcemia era reversible mediante la interrupcion o disminucion de la
dosis del farmaco. La mayoria de los pacientes, toleraron una dosis de 10 pg/dia [144].

El paricalcitol (19-nor-1-alfa-25-dihidroxivitamina D), fue testeado en estudios de
fase 1 y Il en pacientes con cancer de prostata avanzado. Se demostrd que a pesar de que
la droga fue bien tolerada, no hubo una respuesta antitumoral significativa [147]. Este
mismo analogo administrado en forma oral en pacientes de carcinoma mamario
metastasico también demostrd ser bien tolerado [148]. Sin embargo, un estudio reciente
de fase I, demostro6 que el paricalcitol se puede combinar de forma segura con
gemcitabina via intravenosa, en pacientes con distinto tipo de cancer avanzado, en dosis
de hasta 7 ug/kg semanalmente. En términos de eficacia antitumoral, la combinacién
resultd en una estabilizacion de la enfermedad en aproximadamente el 44% de los
pacientes evaluados.

El inecalcitol o TX-522 (19-nor-14-epi-23-yne-1,25-(OH):Ds), fue evaluado en un
estudio de fase I. EI mismo, se administrd por via oral en combinacién con docetaxel, a
pacientes con cancer de prostata avanzado. La combinacién de tratamientos fue bien
tolerada. Sin embargo, 2 de los 4 de pacientes que recibieron las concentraciones mas
altas (8 mg/dia) presentaron hipercalcemia. A pesar de ello, los niveles de calcio
volvieron a la normalidad después de suspender el tratamiento, y se encontré que la
dosis méxima tolerada fue de 4000 pg/dia. Este estudio produjo una tasa de respuesta
del 85 % basado en una disminucion del PSA a partir de los 3 meses de tratamiento, lo
que sugiere una disminucion en la carga tumoral [144,149]. Este compuesto también ha
sido probado con éxito en un estudio de fase Il en pacientes con leucemia linfocitica
crénica en una dosis de 2 mg/dia y como resultado, el 52 % de los pacientes
experimentaron una estabilizacion o disminucién del recuento de linfocitos leucémicos
en sangre. En base a estos antecedentes prometedores, el inecalcitol en combinacion con
el farmaco citotoxico decitabina (5-aza-2'-desoxicitidina) fue evaluado en un ensayo
clinico de fase Il en pacientes con leucemia mieloide aguda que no son aptos para
recibir quimioterapia estandar (NCT02802267). Tanto la Agencia Europea de
Medicamentos como la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos,
otorgaron recientemente la designacién del inecalcitol para el tratamiento de la leucemia
mieloide aguda y la leucemia linfocitica crénica [144].

El calcipotriol o MC903 (PRI-2201; 22-ene-26,27-dehidro-1a,25(0OH).D3) fue
probado en pacientes con cancer de mama avanzado con lesiones metastasicas en piel;

15 de 19 pacientes bajo tratamiento topico en las lesiones cutaneas metastasicas (100
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mg/dia durante 6 semanas) tuvieron una reduccion de 65%, 3 pacientes una reduccion
del 50%, mientras que una paciente mostré una respuesta minima [150]. Cabe sefialar
que s6lo 2 pacientes desarrollaron hipercalcemia durante el tratamiento. Por otra parte,
un estudio reciente realizado en modelos animales con calcipotriol 0,005% en
combinacion con 5-fluorouracil (5-FU) 5% como un tratamiento topico durante 2 veces
por dia y por un periodo de 4 dias, demostré efectos sinérgicos y altamente eficaces de
estas drogas en carcinogénesis cutanea [151]. En base a estos resultados prometedores,
se realizaron estudios de calcipotriol en combinacion con 5-fluorouracil (5-FU) como
un tratamiento topico corto en 64 pacientes con cancer de piel durante 4 dias [150,151].
Se demostrd que se logro generar una reduccién del 87,8% [156] y, ademas, los efectos
sinérgicos de estas drogas redujeron el riesgo de padecer carcinoma celular escamoso 3
afios después del tratamiento. Aun asi, se necesitan mas estudios para determinar la
duracion dptima del tratamiento para inducir un efecto quimiopreventivo [152].

El alfacalcidol (1a-hidroxi vitamina D3) ha sido probado en ensayos de fase |1 y 1l en
pacientes con cancer de préstata, ya sea solo o en combinacion con docetaxel,
habiéndose demostrado solo una limitada respuesta antitumoral [153-155]. Este analogo
también ha sido probado en ensayos de fase Il en glioma, observandose una respuesta
en el 20% de los pacientes [156]; y por otra parte, fue evaluado en ensayos de fase | en
pacientes con linfoma no-Hodgkin. Los pacientes fueron tratados via oral con dosis 1
pg/dia en distintos periodos de tiempo (3 y 8 semanas). La remision parcial del tumor
fue del 13%-30%, la remision completa fue del 10%-13%, y se logro estabilizacion de
la enfermedad en el 31% de los pacientes [69].

Como conclusién, los analogos del calcitriol han demostrado poseer potentes efectos
bioldgicos, ya sea en estudios in vivo como in vitro, y muchos de ellos estan siendo
evaluados en ensayos clinicos con resultados diversos. En cuanto a los efectos
antitumorales, a diferencia de otras drogas empleadas en la quimioterapia, los analogos
de la vitamina D no son citotoxicos y por lo tanto, pueden ser adecuados para
combinarse con otras terapias contra el cancer. Sin embargo, los resultados alentadores
de algunos de los ensayos clinicos indican la necesidad de seguir explorando la

posibilidad de utilizacion terapéutica de los mismos.

56



4.3- Antecedentes sobre analogos fosfénicos del calcitriol

El interés en los compuestos organofosforados se ha expandido tan rapidamente que
constituye ahora una rama importante de la quimica organica. Estas moléculas ofrecen
posibilidades fascinantes para el estudio estructural, sintético y mecanistico [157]. En
particular, los compuestos con enlace C-P presentan caracteristicas quimicas y
estructurales interesantes, cuyas acciones bioldgicas condujeron al desarrollo de una
amplia variedad de compuestos para su uso en la medicina y la agricultura [158]. Entre
estos compuestos, los vinilfosfonatos han recibido un creciente interés en las Gltimas
décadas, debido a la presencia de un doble enlace activado [159]. Estos compuestos
tienen una amplia gama de aplicaciones en muchas &reas, tales como copolimeros,
aditivos de polimeros y combustibles, retardantes de llama, productos intermedios para
medicamentos, agroquimicos, lubricantes y compuestos biolégicamente activos
[157,159,160]. En este altimo caso, se ha verificado que alguno de ellos juega un papel
crucial en los procesos metabdlicos, y han dado lugar al desarrollo de farmacos
antivirales, inmunosupresores, insecticidas, antibacterianos, antifungicos y
anticancerigenos [157,161-163].

Dentro del campo de estudio de la vitamina D, los primeros analogos con atomos de
fosforo en la cadena lateral fueron sintetizados por Dauben y colaboradores. Los
farmacos sintetizados, tenian un efecto similar al calcitriol, tanto en ensayos in vitro
como in vivo [164]. Posteriormente, un grupo de investigacion llevo a cabo un estudio
maés profundo sobre este tipo de derivados, al incorporar fosfonatos y bisfosfonatos en
la cadena lateral de la vitamina D [165]. De esta manera, sintetizaron una variedad de
andlogos como se muestran en la Figura 22. La evaluacién bioldgica de estos
compuestos demostré considerables efectos significativos en ensayos in vitro, ademas
de carecer de actividad hipercalcemiante in vivo en comparacion con el calcitriol [165].
Estos resultados prometedores y el interés en este tipo de analogos, motivaron el
patentamiento de los mismos [166].
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Figura 22. Anélogos del calcitriol con fosfonatos y bisfosfonatos sintetizados por
Steinmeyer.

Por otra parte, en el grupo de investigacion donde se desarrollo esta tesis, se disefio y
sintetizé un analogo del calcitriol, denominado EM1 (Figura 23) [137,167]. EI mismo

presenta un grupo alquinilfosfonato en su cadena lateral.

/////

HOW OH

Figura 23. Estructura del analogo sintético EML1.

La actividad biologica del analogo EM1, se evalu6 comparativamente con la
hormona natural (calcitriol), determinandose los efectos calcémicos in vivo, el efecto
antiproliferativo in vitro en varias lineas celulares de cancer humanas y de ratén, y
ensayos in vivo, en modelo animal. En cuanto a la actividad calcémica, el analogo fue
evaluado en funcion de las dosis necesarias para la actividad antitumoral in vivo. Como
se observa en la Figura 24, los resultados de este estudio muestran que el tratamiento

con EML1, los niveles de calcio en plasma se mantuvieron dentro de los valores
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fisioldgicos normales para dosis de 5 ug/Kg, mientras que el calcitriol aumentd los
niveles de calcio plasmatico, llegando a causar la muerte de los ratones luego de 3 dias
de tratamiento [137]. Resultados similares con el andlogo EM1, se obtuvieron a dosis de
20 ng/Kg y 50 png/Kg [168,169].
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Figura 24. Niveles de calcio plasmatico en ratones como respuesta al tratamiento con el
vehiculo (isopropanol), EM1 o calcitriol (5 pg/Kg de peso).

Respecto al efecto antiproliferativo in vitro, se evaluaron distintas lineas celulares de

cancer (Tabla 2).

Especie Linea celular Tipo de cancer
HUMANAS T98G Glioma
& HN12 Carcinoma celular escamoso de cabezay
: cuello
jﬁ T47D Adenocarcinoma mamario
HCT116 Carcinoma colorrectal

MURINAS SVEC vGPCR Sarcoma de Kaposi

@ LM3 Adenocarcinoma mamario
LMO5e

Adenocarcinoma mamario

Tabla 2. Lineas celulares cancerosas humanas y murinas sobre las que se evalué EM1.
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Se demostré que las lineas de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello
(HN12), glioma (T98G), Sarcoma de Kaposi (SVEC vGPCR), y las de adenocarcinoma
mamario (T47D y LMO5e), responden considerablemente al tratamiento con EM1,
disminuyendo la viabilidad celular (Figura 25). Por el contrario, las lineas de
carcinoma colorectal (HCT116) y de adenocarcinoma mamario (LM3) no respondieron
al tratamiento [137]. Ademas, es de destacar que EM1 disminuy0 el crecimiento celular
de la linea de Sarcoma de Kaposi (SVEC vGPCR); en cambio, en el caso de la misma
linea celular no cancerosa (SVEC), esta no respondio al tratamiento con el analogo, lo
cual demuestra un efecto selectivo por parte del mismo [137]. Por otro lado, los
resultados de los ensayos antiproliferativos alentaron el interés por estudiar los
mecanismos moleculares de accién del andlogo EM1, y se descubrié que el andlogo
ejerce un importante efecto antiproliferativo, antimigratorio y antiinvasivo en la
actividad bioldgica de las células T98G [169].

60



‘@ EM1 @ Calcitriol @ Vehiculo

>

B
150- T98G

150+

100+ 1004

:&i

Conteo de células
(% respecto al control)
Conteo de células
(% respecto al control)

50+
C T T T T T G T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -11 -10 -9 -8 -7
Log [(agonista)M] Log [(agonista)M]
C D
150- SVEC vGPCR 150- SVEC
a g =
S5 85
© ©1001 e - o o o £ 5100- o \;
o (—5 @O ©
32 s
o2 Se
£ 3 501 S @ 50-
Q9 =i
O S o @
> 8 =
= S
O T T T T T = C T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -11 -10 -9 -8 -7
Log [(agonista)M] Log [(agonista)M]

m
n

150~ T47D 150- LMO5e

1004

1004 e . . . °

50+

Conteo de células
(% respecto al control)

Conteo de células
(% respecto al control)
(o2
® e

0 T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -11 -10 -9 -8

Log [(agonista)M] Log [(agonista)M]

4

Figura 25. Ensayo dosis-respuesta del andlogo EM1 y el calcitriol evaluando la
viabilidad celular. (A) HN12 (B) T98G (C) SVEC vGPCR (D) SVEC (E) T47D (F)
LMOb5e.

En cuanto a los ensayos in vivo, se realizaron sobre un modelo animal de
adenocarcinoma mamario (LM3) de raton (Figura 26), a dos dosis diferentes (20 y 50
ng/Kg). Los resultados preliminares son alentadores, ya que este analogo demostro
reducir el tamafio del tumor (Figura 26A), aumentar la tasa de sobrevida, y ademas,
reducir el nimero de metéastasis en pulmon (Figura 26B) y la invasividad [168].
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Figura 26. Efecto del andlogo EM1 en un modelo de cancer de mama de raton. A)
Tamarfio del tumor. B) Metéastasis en pulmon.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, EM1 ha demostrado que es un
buen candidato para el tratamiento de algunos tipos de cancer [137,144,168,169]. Es por
ello, que surge como hipotesis de trabajo para esta Tesis Doctoral, introducir
modificaciones en la cadena lateral de EM1 y evaluar su actividad biologica, con el
proposito de valorar como estos cambios afectan su bioactividad. Asi mismo, se
realizaran estudios in silico comparando calcitriol, EM1 y nuevos anélogos de EM1, de

manera tal de racionalizar los resultados obtenidos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis

La hipétesis de trabajo es que la sintesis de nuevos andlogos derivados del
alquinilfosfonato EM1, o estructuralmente relacionados, podria aportar compuestos con
actividad antitumoral mas potente que el analogo del calcitriol fosforo-funcionalizado
sintetizado anteriormente por nuestro grupo de trabajo, el cual demostrd ser un
promisorio agente quimioterapedtico en algunos tipos de cancer.

Para comenzar a contrastar esta hipotesis, el plan de trabajo se divide en dos partes
bien diferenciadas, una primera etapa (capitulo 1) de sintesis de analogos de vitamina D,
para la realizacion de estudios estructura-actividad sobre el analogo EM1, y una
segunda etapa (capitulo 2), donde realizaremos ensayos preclinicos, evaluando el efecto
antineoplésico en cultivos de lineas celulares tumorales, asi como su toxicidad y
acciones calcemiantes en modelos animales. Los resultados obtenidos de la
comparacion de los efectos antitumorales observados para EM1 y sus nuevos analogos,
nos permitira obtener informacion estructura-funcion valiosa, relacionada de forma
directa con el objetivo de maximizar o potenciar su perfil de accion y convertirse en
buenos candidatos, con posibilidades de ser terapéuticamente efectivos en el tratamiento

del cancer.

Objetivos

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral es sintetizar una serie de
anélogos fosforados de la vitamina Ds, introduciendo modificaciones en la cadena
lateral del andlogo EM1; y posteriormente evaluar la actividad hipercalcemiante y
accion antitumoral de los mismos. Los resultados de este trabajo permitiran establecer
relaciones estructura-actividad que, por un lado, guien y orienten los esfuerzos
sintéticos para potenciar, optimizar o ampliar el rango de accion del analogo

mencionado, y por otro, reunir evidencias que permitan comprender su mecanismo de

/ P
L PO:Et,
Reduccién Parcial
P03Et2 —_—
Quimica de Cupratos n,
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accion.
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Objetivos Especificos

1.

Evaluar y optimizar metodologias, sobre sustratos modelo, que permitan
modificar la cadena lateral de EM1 en su longitud, geometria o naturaleza.
Sintetizar analogos fosforados modificando la cadena lateral de EM1 en base a
las metodologias estudiadas.

Evaluar la actividad bioldgica de los analogos sintetizados con ensayos
preclinicos in vitro e in vivo.

Analizar con modelado molecular aspectos de la farmacodinamica de los
analogos EM1, SG vy calcitriol para racionalizar las diferencias observadas en la

actividad bioldgica de los mismos.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO 1

Sintesis de analogos fosforados estructuralmente relacionados con el analogo
EM1

1- Planeamiento sintético

Dada la evidencia previa sobre los efectos antineopléasicos de los anéalogos del
calcitriol y en nuestro caso particular del andlogo EM1, nos propusimos desarrollar una
estrategia de sintesis versatil, que nos permita obtener una serie de derivados fosforados
introduciendo modificaciones en la cadena lateral del biciclo CD del andlogo EM1 a
partir de reducciones parciales (Figura 27, compuesto 1), sintesis de oxanalogos
(Figura 27, compuestos 2 y 3), asi como también sintesis de vinilfosfonatos via
quimica de cupratos y/o complejos de titanio, adicion con pentacloruro de fésforo o
clorofosfato de dietilo (Figura 27, compuestos 4 y 5), con el objetivo de obtener
nuevos andlogos fosforados del calcitriol, y de este modo, establecer estudios de

relacion estructura-actividad entre los mismos.

4
o
R
PO4EL "0 PO,Et
N =2 Biciclo CD del analogo EM1 'A /\(\ M

G = Grupo Protector

Figura 27. Modificaciones estructurales de la cadena lateral del andlogo EM1.

Teniendo en cuenta los objetivos sintéticos planteados, en el presente trabajo de
Tesis Doctoral, se opté por una ruta sintética convergente, que por un lado permitiera

trabajar sobre el biciclo CD, realizando las modificaciones necesarias en la cadena
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lateral, para después construir el sistema triénico a través de acoplamientos de Wittig-
Horner y dar lugar a los andlogos correspondientes.

En 1975, Lythgoe y colaboradores desarrollaron esta ruta, que luego, fue optimizada
por el grupo Hoffmann-La Roche, quienes consiguieron realizar la primera sintesis total
del calcitriol, empleando un 6xido de fosfina obtenido a partir del producto natural (S)-
(+)-Carvona 6 (Esquema 1) [170]. En esta Tesis Doctoral, el éxido de fosfina 7, se
prepard tomando como referencia la optimizacion de la sintesis de Daniewski [171],

realizada por Yagamare Fall [172].

9
P(Ph),
9 etapas, Rto: 25%
—_—
O .
————— TBSO" OTBS
6 7

Esquema 1. Sintesis de 6xido de fosfina 7.

Por otro lado, la sintesis de cetonas de tipo Grundmann 9 implica la obtencion del
biciclo CD con la cadena lateral modificada. La sintesis de este fragmento presenta
ciertas dificultades dados los requerimientos estructurales que presenta:

+¢+ Una disposicion trans-hidrindanica del biciclo;

+ La configuracion de los estereocentros C17 y C20;
Y una funcionalidad adecuada en C8 que permita el acoplamiento del sistema
triénico.

La estrategia utilizada en el presente trabajo resulta corta y eficiente. Se basa en la

degradacion de vitamina D> para obtener el diol de Inhoffen-Lythgoe 8 (Esquema 2):
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Ozondlisis Reductiva

HO™
Vitamina D,

Esquema 2. Obtencion del diol de Inhoffen-Lythgoe 8 por ozondlosis reductora de la
vitamina D.

Para generar la hormona natural o los analogos, la cadena lateral puede introducirse
facilmente siguiendo distintas rutas sintéticas [173]. En este caso, se optimizaran los
procedimientos empleados en sintesis previas de EM1, y una vez construida su cadena
lateral, introducir las modificaciones resumidas en la Figura 27 para generar cadenas
laterales estructuralmente relacionadas con las de EM1.

Por altimo, una vez obtenido el 6xido de fosfina 7 y las cetonas de tipo Grundmann 9
(Esquema 3) con las modificaciones deseadas, se procedera a realizar el acoplamiento
de Wittig-Horner [174]. Esta reaccidn presenta las siguientes ventajas:

¢+ Procede rapidamente, en condiciones suaves y con buenos rendimientos.

¢+ Permite construir el sistema triénico de manera estereoselectiva en un solo paso.

% EIl doble enlace C7-C8 adopta exclusivamente la geometria natural E, mientras
que el doble enlace C5-C6 retiene la configuracion Z del precursor.

P(O)Ph,

| 1) n-BulLi, THF, -78 °C

o

2) Desproteccion

OTBS

HO"

Analogo

Esquema 3. Sintesis de analogos del calcitriol.
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2- Sintesis de las subunidades de los anélogos de vitamina D

2.1- Sintesis del diol de Inhoffen-Lythgoe

1) O3, MeOH, Piridina -78 °C

2) NaBH, -78 °C—>t.a. :
H
HO

HOV 8, Diol de Inhoffen

Vitamina D,

OTES
~ TESCI, Imidazol, DMAP
CH,Cly, 0 °C

TBAF
THF, t.a.

A A
TESO 11 TESO 10

Esquema 4. Obtencién del diol de Inhoffen-Lythgoe por ozondlosis reductora de la
vitamina Da.

La estrategia mas corta y eficiente para obtener el diol de Inhoffen-Lythgoe es a
partir de la degradacion de la vitamina D> comercial, por ozonolisis reductora directa
(Esquema 4).

Para llevar a cabo la ozondlisis de la vitamina D2 se utilizo una unidad de generacion
de ozono marca UNITEK modelo UTK-O-4, para desinfeccion de aguas. En primer
término, se procedid a la optimizacion de las condiciones de operacion, consiguiendo
los mejores resultados empleando una presion de alimentacion de 0,62 bar de oxigeno y
una potencia media de generacion de ozono, regulando un burbujeo continuo en el
medio de reaccién. Se ensay6 la reaccidn de ozonizacion completa, seguida de la etapa
reductiva por tratamiento con NaBHj4, escalando las cantidades de la vitamina D> (100
mg a 2 gr). Fue necesario corregir las cantidades de NaBHs en la etapa reductiva,
empleando un exceso mucho mayor que el informado en la bibliografia, debido al

cambio de escala de mg a gramos. El progreso de la reacciéon fue monitoreado por CCF
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hasta observar la reduccion completa del compuesto dicarbonilico correspondiente al
biciclo CD. En la etapa de elaboracion de la reaccion se optimiz6 el proceso de
extraccion, empleando un equipo de extraccion continua con Et2O durante 24 h. Luego
de purificar en columna se obtuvo el diol de Inhoffen esperado con un rendimiento del
40%.

Finalmente se ozonizaron 3,57 g de vitamina D> empleando las condiciones
establecidas previamente, para obtener las cantidades necesarias de sustrato de partida
para la realizacion del plan de trabajo. En este caso la etapa de extraccién continua no
fue eficiente, a pesar de trabajar por lotes y emplear periodos prolongados de extraccién
(48 horas), se verificaba que aun habia diol de Inhoffen en la fase metandlica. Se
concentraron las fases organicas, y a continuacion se realizd, primero una percolacion o
filtracion rapida a traves de silicagel en una placa filtrante, con el propdsito de eliminar
los subproductos del tratamiento con el hidruro, seguida de una purificacion por
cromatografia en columna con silica gel (30-40% AcOEt/Hex), obteniéndose de esa
manera 0,70 g de diol esperado (Rto: 47%). Posteriormente, se protegieron los grupos
hidroxilos del C8 y C22 del biciclo CD, mediante el agregado de imidazol, una cantidad
catalilica de DMAP y TESCI a 0 °C para obtener el compuesto 10. Finalmente, se
desprotegid el C22 de la cadena lateral con una solucion de TBAF en THF a t.a., y se
obtuvo el diol de Inhoffen protegido en C8 11 con 91% de rendimiento.

2.2- Sintesis de 6xido de fosfina

Como ya mencionamos, para realizar la sintesis convergente de los analogos de
vitamina D, es necesario en la etapa final, el acoplamiento entre el diol de Inhoffen y el
oxido de fosfina para la construccion del sistema triénico. Teniendo en cuenta los
objetivos sintéticos planteados para este trabajo de Tesis Doctoral, se procedio a la
preparacion de dicha subunidad portadora del anillo A.

Como puede observarse en el Esquema 5, se partio de una mezcla de ésteres 12a/b
(relacion E/Z 3:1), precursor habitual en la sintesis de éxido de fosfina [172], que fue
sometida a una isomerizacion irradiando con luz UV en presencia de 9-fluorenona como
sensibilizador, obteniendose el isdmero (Z) 12a con presencia de trazas del isomero (E),
12b que fue purificado por cromatografia en columna con rendimientos excelentes
(95%). Posteriormente se redujo el éster 12a mediante el agregado de una solucion de

DIBAL-H en hexano seco a -78°C. Luego de 1 h, bajo agitacion a la misma
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temperatura, la reaccion finalizo, obteniéndose el alcohol 13 (Esquema 5, paso b) con
un rendimiento del 95%.

Por ultimo, el oxido de fosfina 7 se obtuvo a partir del alcohol 13, a través de una
serie de reacciones en 3 etapas (Esquema 5, paso c), que no requirieron de
purificaciones de los crudos de reaccion. Estas transformaciones se resumen a
continuacion:

1) Sobre una solucién de NCS y Me,S en CHCl, se agregd el alcohol 13, una vez
finalizada la reaccion de sustitucion radicalaria, se aislo el cloruro intermediario
reservandolo para la préxima etapa.

2) Una solucion del anion generado a partir del agregado de n-BuLi sobre HP(Ph)2 en
THF a -78°C, se adiciond via canula sobre una solucion del cloruro precedente en THF,
rindiendo la fosfina correspondiente.

3) Una vez finalizada la reaccién de sustitucion nucleofilica, la fosfina intermediaria se
oOxido por el agregado de H>O,, obteniéndose de esta manera el producto deseado.
Luego de la elaboracion se obtuvo el 6xido de fosfina 7 con un rendimiento global del

77%, para las tres etapas mencionadas.

COOMe COOMe CH,OH

THF, hv DIBAL-H

_— 4>

9-Fl . Hex °, -78 °C .
TBSO" vorenona - rpsor OTBS TBSO' OTBS

12al/b 12a b 13

1) NCS, Mezs, CH2C|2
2) PhyPLi, THF, -78°C ¢
3) H,0, 5%

TBSO" OTBS
7, Oxido de fosfina

Esquema 5. Sintesis del éxido de fosfina 7.
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2.3- Sintesis del biciclo CD del andlogo EM1

Para evaluar modificaciones en la cadena lateral del biciclo CD del analogo EM1
[167], procedimos a construir la misma (Esquema 6) a partir del diol de Inhoffen
protegido 11, obtenido previamente (Esquema 4, pag. 69). La experiencia previa en la
obtencion del andlogo EML1, contemplaba purificaciones de numerosas etapas de su
sintesis. En esta oportunidad, y en orden de comparar el rendimiento global de la
primera etapa de la estrategia convergente, es decir la preparacion del biciclo CD de
EM1; se llevé a cabo una serie de transformaciones, empleando los crudos de reaccion
obtenidos en las condiciones de elaboracion, para finalmente abordar la purificacion
final del producto, una vez construida la cadena lateral en el biciclo CD. Esta
simplificacion de los procedimientos permitiria, por un lado, minimizar tiempos y
recursos, y por otro, maximizar el rendimiento global, a la hora de preparar tanto el
analogo EM1 como otros derivados de su estructura.

Tratamiento del alcohol 11 con cloruro de p-toluensulfonilo en presencia de piridina,
rindio el correspondiente tosilato 14, que no requirié de purificacién (Esquema 6, paso
a). La posterior sustitucion nucleofilica por reaccidn con cianuro de potasio, calentando
a reflujo durante 3 h, dio lugar al nitrilo 15 (Esquema 6, paso b), el cual por reduccién
con DIBAL-H generd el correspondiente aldehido 16 (Esquema 6, paso c). Las
reacciones se monitorearon por CCF, verificandose las modificaciones mencionadas por
la conversion total de los sustratos de partida.

Asimismo, el analisis por *H-RMN y **C-RMN de los productos crudos obtenidos en
cada paso, muestra que los mismos se obtienen practicamente puros, de manera tal que
las tres reacciones se llevaron a cabo sucesivamente sin previa purificacion. Una vez
obtenido el aldehido 16, la incorporacion de la funcionalidad de fésforo se realizd a
través de la reacciéon de Corey-Fuchs. De este modo, el dibromoalqueno 17 (Esquema
6, paso d) se obtuvo por reaccion del aldehido 16 con trifenilfosfina y tetrabromuro de
carbono, utilizando un 50% de exceso de ambos reactivos. La reaccion se siguio por
CCF y luego de 40 min se completd, tras lo cual, el compuesto 17 se aisl6 simplemente
por filtracion de la mezcla de reaccion a través de silica gel, lavando con hexano para
arrastrar el producto. A continuacion, el dibromoalqueno se tratdé con 3 equivalentes de
LDA a -78°C. Transcurrida 1 h aproximadamente, se observo la conversion total del
sustrato de partida por CCF. Luego se agregd sobre la mezcla de reaccién 2
equivalentes de clorofosfato de dietilo. Finalizada la reaccion, se procedié a su

elaboracion, con posterior purificacion del producto por cromatografia en columna,
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obteniéndose de este modo el alquinilfosfonato 18 (Esquema 6, paso e), con un
rendimiento global del 40% para las cinco etapas. Si comparamos con la misma etapa
de sintesis correspondiente al andlogo EM1, verificamos que el rendimiento global con

la nueva estrategia asumida ha mejorado, ya que en la sintesis original fue del 31%.

OTs
p-TsCl, Piridina KCN, DMSO
0°C. 90 °C
H H H
TESO 11 a TESO 14 b TESO 15
DIBAL-H
CH,CI, -10°C
Br

/,/,

Br CHO

PO,Et,
1. LDA, THF, -78 °C
2. CIPO(OEt),, -78 °C

CBr,, PPhj

- -
TESO 1 47 CHCh,0°C—>ta. g0 7 46

H
TESO 18
e d

Esquema 6. Sintesis del biciclo CD del andlogo EM1 18.

2.4- Modificacion y funcionalizacion de la cadena lateral
Con el fin de evaluar el efecto de cambios estructurales en la actividad del analogo

EM1, abordamos la modificacion de su cadena lateral, enfocAndonos en la obtencion de

vinilfosfonatos. De acuerdo a la bibliografia, la sintesis de vinilfosfonatos es muy

diversa, y con numerosos métodos. Algunos de ellos son:

% Meétodos basados en la reduccién parcial del alquinilfosfonato, por hidrogenacion
catalitica con paladio [160].

¢+ Métodos basados en reacciones promovidas por metales de transicién [159,175].
Entre estos ultimos métodos se destaca la sintesis estereoselectiva de
alquenilfosfonatos mono, di y trisustituidos, a partir de la adicién al triple enlace de
alquinilfosfonatos. Estos diversos métodos pueden realizarse a través de reacciones
con titanio [176-180], zirconio [176,177,181,182] o cobre [160,183].
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En principio estas estrategias permitirian sintetizar analogos que contengan un
alquenilfosfonato en la cadena lateral, y evaluar posteriormente la relacion estructura-
actividad de los cambios introducidos. En el esquema siguiente (Esquema 7), se
encuentran resumidas las estrategias elegidas para abordar algunos de los objetivos

sintéticos planteados.

iA i ///, =
Reduccion Parcial - '/\/“ PO;Et,

v

R

/",, /,
'/\/LPO3Et2 o ,,"/\%‘v PO3Et2
Biciclo CD del R .

Quimica de Cupratos =~~~ R
analogo EM1 ylo Titanio

G = Grupo Protector

Esquema 7. Modificaciones estructurales propuestas a partir del biciclo CD del analogo
EML1.

2.4.1- Sintesis de vinilfosfonatos monosustituidos via reduccion parcial de

alquinilfosfonatos

En primera instancia, comenzamos trabajando con la sintesis de vinilfosfonatos por
reduccion de alquinilfosfonatos. La hidrogenacion catalitica del triple enlace carbono-
carbono de 1-alquinilfosfonatos por medio del catalizador de Lindlar, permite la
obtencion de mezclas de los isomeros geométricos E/Z del vinilfosfonato (Esquema 8).
Ambos isomeros pueden ser facilmente separados por cromatografia en columna,
obteniéndose como isdmero mayoritario el de geometria Z con muy buenos

rendimientos, los cuales oscilan entre el 70-80% [160].

Hyo/Pd Lindlar R PO4EL R H

R—=——PO,Et, = =
H H H  PO;EL

19 Z-20 E-20

Esquema 8. Hidrogenacion catalitica de 1-alquinilfosfonatos para la sintesis de 1-
alquenilfosfonatos monosustituidos.
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A fin de ensayar y optimizar las condiciones de hidrogenacién, comenzamos
trabajando con sustratos modelos sencillos. En primera instancia, utilizamos los 1-
alquinilfosfonatos 21 y 24, los cuales fueron hidrogenados en presencia del catalizador
Pd-Lindlar y quinolina, en metanol como solvente. El progreso de la reaccion se siguid
cuidadosamente por CCF, y luego de 3 h se dieron por finalizadas. Una vez elaborados
los crudos de reaccion y purificados por cromatografia en columna, se procedié a
identificar los productos por 3P-RMN y 'H-RMN.

En el caso del alquinilfosfonato 21 (Esquema 9), se aislaron tres productos por
cromatografia. El andlisis por S3!P-RMN y !H-RMN permiti6 identificar el
alquenilfosfonato Z-22 con un rendimiento moderado del 41%, junto con un 15% del
isdbmero E-22 y un 10% del alquilfosfonato 23, producto de la hidrogenacién completa
de 21.

e H
AN x_H
Z-22 PO,4Et,
PO,Et H, / Lindlar H
= — - <
AN quinolina, MeOH N X POsEt,
21 E-22 H
)\/\)\/\/Poﬁb
-
23

Esquema 9. Hidrogenacion catalitica de 1-alquinilfosfonato 21.

La estereoquimica de los productos se determind por 3P-RMN, teniendo en cuenta
los desplazamientos de 3P para cada compuesto, y a partir de las constantes de
acoplamiento vecinales 3Jp.n y 3Jun en 'H-RMN (Tabla 3). Las constantes de
acoplamientos 3Jp.n asociadas a dobles enlaces cis se encuentran en el rango de 45-55
Hz [160,184].
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Hz HZ
)\/\)\/\(“1 )\/\)\/\(POSE’[Z
PO3Et, H,
Z-22 E-22
92 31p.RMN TH-RMN § (ppm) - J (Hz)
& (ppm) Hy 2Jp-h1 Ho 3tz *J12
(2) 17,28 5,61 19,8 6,48 53,2 13,1
(E) 18,66 5,66 21,5 6,78 21,9 17,1

Tabla 3. Sefiales espectroscdpicas correspondientes a la asignacion estereoquimica de
los isomeros Z-22 y E-22.

El ensayo se repitio con el 1-alquinilfosfonato 24 (Esquema 10), no consideramos
necesario realizar la purificacion, evaluando de manera directa la proporcion de
productos con el espectro 3P-RMN del crudo de reaccion. Se identificaron los isomeros
E/Z-25 y el alquilfosfonato 26, producto de la hidrogenacién completa de 24. Teniendo
en cuenta la integracion de las sefiales en el espectro de 3'P-RMN, la proporcién de los
productos fue la siguiente: 77% para el isomero Z-25, 7% para el isomero E-25, y un
11% del compuesto 26. El desplazamiento de las sefiales de *'P-RMN para cada
compuesto fue: 17,32 ppm (Z-25), 18,95 ppm (E-25) y 32,65 ppm (26). La sefal
correspondiente al 3P en los isdmeros Z aparece a mayores campos en comparacion con

la de los isébmeros E [160].

e PO4Et,
Z H
Z-25 H
H
NV H, / Lindlar
/\/\/\PO o 2. _ < WposEtz
3=2  quinolina, MeOH H
24 E-25
S POsEL
- 26

Esquema 10. Hidrogenacion catalitica de 1-alquinilfosfonato 24.
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De acuerdo a los resultados obtenidos con los sustratos modelos 21 y 24, se decidid
llevar a cabo la hidrogenacion de 27, aun cuando se obtuviera una mezcla de los
isdbmeros geométricos correspondientes. La separacion de ambos isomeros permitiria
obtener, en Ultima instancia, dos vinilfosfonatos con una geometria diferente en su
cadena lateral.

Desafortunadamente, durante la hidrogenacion del 1-alquinilfosfonato 27, en las
condiciones establecidas precedentemente, se presentaron inconvenientes al evaluar el
progreso de la reaccion. El grado de avance de la reduccion por CCF resultd mas
dificultosa, ya que el alquinilfosfonato 27 y los vinilfosfonatos Z/E tienen valores de Rf
muy proximos, debido a la presencia del esqueleto carbonado del biciclo CD. A
diferencia de los sustratos modelo, no fue posible advertir el momento en el cual se
debia detener la reaccion para evitar la hidrogenacion total de los vinilfosfonatos
observada. Ante esta imposibilidad, realizamos un ultimo ensayo empleando menores
tiempos reaccion, sin poder aislar los vinilfosfonatos deseados, obteniendo el
alquilfosfonato 28 en un 89% (Esquema 11).

PO;Et,
PO;Et, H, / Lindlar

quinolina, MeOH

Esquema 11. Hidrogenacion catalitica de 1-alquinilfosfonato 27.

En la Figura 28 se presentan las sefiales de *H-RMN, *C-RMN y 3!P-RMN mas

representativas del compuesto 28.
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TH-RMN (§) 31P-RMN (3) 13C-RMN (3)

36,76 . 260
(d, 2JC-P = 16,73 Hz) (d, Jop = 140,0 HZ)

0,88 (d) 18.95 61,29
N /’ 3266 (d, 3Jc.p = 4,8 Hz) \ (’ (d, %Jc.p = 6,3 Hz)
., ~

7, /O ‘4, /O
0.90(s) N\ pO~ 41,78 p<
1~0 1~0
0] (0]

fw 69,11 | 7
OH H 4,14-3,99 (m) \' ~ H \
1,30 (t) 16,38

(d, 3Je.p = 5,9 Hz)
28 28

Figura 28.  Sefiales mas representativas de RMN de *H, *C y 3P de 28.

2.4.2- Sintesis de vinilfosfonatos di y tri sustituidos a partir de
alquinilfosfonatos

Como ya mencionamos, hemos considerado dos alternativas para la sintesis regio y
estereoselectiva de vinilfosfonatos di y trisustitudos a partir de 1-alquinilfosfonatos, via
quimica de cupratos o titanio. La quimica con complejos de titanio [176-180]
(Esquema 12), requiere la formacion de un complejo intermediario de titanio 29
generado in situ, que fuera inicialmente reportado por Kulinkovitch [185,186]. El
mismo se prepara a partir de materiales de partida accesibles, como son el Ti(O-iPr)s y
reactivos de Grignard. La posibilidad de seleccionar y combinar diferentes reactivos de
Grignard y cloruros de acilo, en diferentes condiciones con el intermediario

mencionado, brinda la posibilidad de obtener distintos tipos de vinilfosfonatos.
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Et0 4
R—=——PO,Et, Ti(0-iPr);/2 i-PrMgClI Eto”
-78°C a -30°C )DTi(O-iPr)Z
19
1 1 10%CuBrSMe,
R'MgXx R'MgClI 2 PhMgBr
-78°C R2C(O)CI Rc(o)cl R2C(O)Cl
. i-PrMgCiI . .
-78°C 50°C @ -95°C -50°C a -25°C
R  POEt, R POsEt, R PO;Et, R  PO;Et,
R" H R172_< H i-Pr C=0 Ph>_R2%7H
30 HO R? R? OH
31 32 33

Esquema 12. Sintesis de vinilfosfonatos a partir de complejos de titanio.

Por otra parte, la sintesis de vinilfosfonatos di y trisustituidos a partir de reacciones
de carbocupracion de alquinos, es un procedimiento atractivo y ventajoso para
introducir modificaciones estructurales, que ha sido ampliamente utilizado, y se puede
Ilevar a cabo con sustratos de partida accesibles y econdémicos.

De acuerdo a la bibliografia, los reactivos organocupricos, sintetizados a partir de
sales de cobre con compuestos organomagnesianos u organoliticos, reaccionan con 1-
alquinilfosfonatos de manera regio y estereoselectiva, dando lugar a los
correspondientes vinilfosfonatos con excelentes rendimientos de entre 60-97 %
[160,183,187].

En todos los casos, se ha observado que el reactivo organoclprico se adiciona al
triple enlace alquilando exclusivamente el carbono B con respecto al grupo fosfonico
(Esquema 13) sin reacciones secundarias, asumiendo la formacion del
fosfonoalquenilcuprato intermediario 34 [160,183,188]. En todas las reacciones que
involucren la posible formacién de isémeros geométricos, los espectros de RMN
mostraron la formacion estereoespecifica de un solo isomero. Se ha observado la
formacion del producto de adicion syn cuando R = H, n-Pr, n-Bu, n-Hex, CH20Bn y Ph,

en cambio, se ha obtenido exclusivamente el producto de adicion anti cuando R = t-Bu
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[183]. Una variante interesante para generar sistemas olefinicos totalmente sustituidos
36, consiste en atrapar el fosfonoalquenilcuprato intermediario 34 con distintos
electréfilos como I, TMSCI, Mel, CH,=CHCHBr, PhCH.Br [183,187].

Hs0" R PO,Et,
\ R  PO,Et / R H
R — POSEtz R2CUM _ 312 . 35
R’ CuMR’ \ R PO3OEt,
R"X Rl Ru
M= Li, MgCl 36

Esquema 13. Reaccidn de carbocupracion de 1-alquinilfosfonatos.

Al evaluar estas opciones metodoldgicas, nos inclinamos por la quimica de cupratos,
teniendo en cuenta que, en general, los titanaciclopropenos intermediarios generados a
partir de reactivos de Grignard, no son estables a temperaturas superiores a -30°C, y que
reacciones de dimerizacion han sido reportadas cuando la reaccion se deja evolucionar a
temperatura ambiente, reportando un 1,4-bisalilfosfonato como producto en un 75% de
rendimiento [178].

nBu nBu
nBu—==—PO4Et, 1) 2[Ti(O-iPr),/2 i-PrMgCl] —
-78°C a 25°C Et,0,P PO;EL,
37 2) HyO* 38

Sintesis de vinilfosfonatos 2,2-disustituidos

Nuevamente, comenzamos trabajando con sustratos modelos. De este modo,
realizamos una serie de reacciones de adicion nucleofilica al triple enlace de 1-
alquinilfosfonatos sencillos (21 y 24) con el fin de optimizar las condiciones de
reaccion, como paso previo antes de aplicar esta estrategia sobre el biciclo CD del
analogo EML1. En el caso de 24, se trata de un alquinilfosfonato lineal, mientras que 21,

emula el grado de sustitucion en  respecto del triple enlace en la cadena lateral de
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EM1, a pesar de no contener el biciclo CD. En la Tabla 4, se resumen las condiciones

de reaccion y resultados obtenidos para la sintesis de vinilfosfonatos 2,2-disustituidos.

, R PO3Et,
R—==POsEt, — ~2CuM —
R' H
35
M= Li, MgCI R=21: YHZJV‘? 24, K }
Entrada’ Sustrato R’ Reac. Sal de Cupr?to T (°C)/ t (h) Producto Rend. (%)b
Organomet. cobre (equiv.)
1 24 i-Pr  i-PrMgCl  CuCl 1 -30/6 35a 63 (1/3)
2 24 n-Bu n-BulLi Cul 1 -78a-25/5 —— -
3 24 n-Bu  n-BuLi Cul 5 -78a-25/3 35b 71(1/2,55)
4 21 n-Bu n-BulLi Cul 1 -78a-25/5 — —
5 21 n-Bu  n-Buli Cul 5 -78a-25/3 35¢c 30(1,3/71)
3 Et,0 como solvente. ® Rendimiento de la reaccion. En paréntesis se puede observar la relacion
de los isbmeros Z/E.

Tabla 4. Reaccion de carbocupraciéon sobre 1-alquinilfosfonatos para la sintesis de
vinilfosfonatos disustituidos.

De dicho estudio pudimos concluir, en primera instancia, que la sintesis de
vinilfosfonatos disustituidos a partir de carbocupracién, empleando reactivos de
Grignard, procedié con rendimientos buenos del 63% (Tabla 4, entrada 1). Las
condiciones de reacciones ensayadas, fueron las mismas que las descriptas en la
bibliografia [160]. De este modo, utilizamos Et:O como solvente y 1 equivalente de
exceso de reactivo organocuprico, preparado en una relacion 5:1 de exceso de reactivo
de Grignard con respecto a la sal de cobre, y controlando que la temperatura no
sobrepase los -30°C. La temperatura a la cual transcurre el proceso ha sido reportada
como uno de los factores que permiten controlar la estereoquimica de la reaccion,
favoreciendo la adicion syn cuando se trabaja a temperaturas inferiores a -30°C. Un

aumento de la temperatura por encima de este registro conduce a una pérdida del control
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de la estereoquimica de la adicion, dando lugar a la mezcla de isomeros Z/E,
verificAndose la adicién anti en la misma [160]. A pesar del control de la temperatura
ejercido, se obtuvo una mezcla 1:3 de los isdbmeros Z/E, que, si bien en principio
evidencia una falta del control en la estereoguimica de la reaccion, el hecho de que estos
isbmeros puedan separarse por cromatografia, nos permitiria obtener dos alternativas a
la hora de preparar cadenas laterales con distinta orientacion.

Por otra parte, ensayamos las reacciones de carbocupracion generando el cuprato con
compuestos organoliticos. En este caso, elegimos trabajar con n-BuLi, que ha sido
empleado en este tipo de sistemas con excelentes rendimientos, cuando el reactivo
organocuprico se prepara con soluciones del organolitico recientemente preparada
[160,188,189]. A diferencia del cuprato preparado a partir de organomagnesianos,
trabajando con 1 equivalente de cuprato preparado a partir de Cul y n-BuLi a
temperaturas de -78°C y con Et2O como solvente, no se verifico la formacion del
producto de adicion (Tabla 4, entradas 2 y 4). Asumiendo que generalmente este tipo
de reacciones requieren de excesos de cuprato, repetimos la reaccion utilizando 5
equivalentes de exceso de reactivo organocuprico, preparado en una relacion 2:1 de
exceso del compuesto organolitico con respecto a la sal de cobre. De este modo,
obtuvimos el producto deseado con un rendimiento del 71% (Tabla 4, entrada 3). Por
otra parte, al aumentar la cantidad de cuprato, el tiempo de reaccion disminuy6, dandosé
la misma por finalizada a las 3 h. A pesar de que las reacciones a partir del cuprato
organolitico, se ensayaron en un rango de temperaturas inferiores de -78°C a — 25°C,
intentando favorecer la estereoquimica syn en la adicion, se obtuvo una mezcla 1:2,5 de
isomeros Z/E.

En el caso del sustrato modelo 21, que emula en cierta medida el grado de sustitucion
en B de la cadena lateral de EMI, se repitieron nuevamente estas pruebas para
corroborar la necesidad de utilizar un exceso del organocuprato correspondiente, y
verificar la estereoquimica syn/anti de la reaccion. Al igual que en el caso anterior se
requirié un exceso de 5 equivalentes del cuprato, y al cabo de 3 horas de reaccion, se
verificd un rendimiento regular de un 30%, recuperando sustrato de partida sin
reaccionar. Presumiblemente, las restricciones estéricas del sustrato requieran de
mayores tiempos de reaccion. En lo que se refiere a la estereoquimica de la reaccion,
también se obtuvo una mezcla de isomeros Z/E, pero en esta oportunidad en una
relacién 1,3:1, favoreciendo ligeramente en este caso la adicién syn para obtener una

mayor proporcion del isomero Z (Tabla 4, entrada 5).
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Las reacciones de carbocupracion tipo Michael sobre el sistema conjugado se
monitorearon por CCF. Las mezclas de isémeros Z/E fueron separadas por
cromatografia en columna y caracterizadas a partir de los espectros de RMN de tH, *C
y 3P (Tabla 5). En el caso de la mezcla de compuestos Z/E-35c, dado el bajo
rendimiento de la reaccidn, no se realizé la purificacion y separacion de los isomeros,
calculando la relacion de productos integrando las sefiales en el espectro de *!P-RMN.
El desplazamiento quimico de la sefial de 3!P-RMN del vinilfosfonato varia de acuerdo
a los cambios estructurares en el carbono unido a fdsforo. Para los productos de
carbocupracion Z/E-35a, Z/E-35b y Z/E-35c la sefial de *'P-RMN aparece en 18,57 /
17,90 ppm (Tabla 5, entradas 1 y 2); 21,31/ 18,72 ppm (Tabla 5, entradas 3y 4) y
21,40 / 17,50 ppm (Tabla 5, entradas 5 y 6) respectivamente, indicando que el fosforo
esta unido a un carbono sp?. Ademas, cuando el fésforo estd unido a un carbono sp la
sefial se encuentra a campos mayores en el rango de 0 a -9 ppm, mientras que cuando
esta unido a un carbono sp® de una cadena alquilica la sefial se desplaza a campos
menores, en el rango de 30 a 38 ppm [184]. Por otra parte, el desplazamiento de 3!P-

RMN de los isbmeros Z/E se correlaciona con los datos bibliograficos [160,177-180].

3

(R) C\ 2 1 SF)O3Etz
Cc=C o « N\F %,
(R)C  H R=a: /6\):2% 'b'w }

4 35

31P_RMN 1H_RMN 13C'RMN 3 (ppm) - JC-P (HZ)
Entrada Compuesto R R' & (ppm) O (pPmM) Cq C, Cy 0 C,lans

1 Z-35a a i-Pr 18,57 536 111,03 170,79 32,53 36,13
2 E-35a a i-Pr 17,90 541 110,42 172,33 33,72 36,15
3 Z-35b a nBu 2131 533 124,39 158,30 32,69 34,34
4 E-35b a nBu 1872 540 111,11 167,88 34,02 38,12
5 Z-35¢ b nBu 21,40
6 E-35c b nBu 17,50

Tabla 5. Seflales  espectroscOpicas  correspondientes a la  asignacion

estereoquimica de los isdbmeros Z/E de los compuestos 35a, 35b y 35c.
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En los espectros de *H-RMN, los protones olefinicos aparecen entre 5,33 — 5,41 ppm
como dobletes, con una constante de acoplamiento en el rango de 14,80 a 18,50 Hz; que
se corresponden con la 2Ju.p, confirmando la regioquimica de la adicion (Tabla 5y
Figura 29). La estereoquimica de los compuestos Z/E-35a y Z/E-35b, se establecid
teniendo en cuenta los valores de desplazamientos informados para los protones alilicos;
los cuales aparecen a campos menores cuando se encuentran en posicion cis con
respecto al grupo fosfénico, en cambio, los que se encuentran en posicion trans,
aparecen a campos mayores (Figura 29) [160,190,191]. Ademas, la estereoquimica de
los isomeros Z/E se confirm6 por *C-RMN, teniendo en cuenta los valores de la
constante de acoplamiento 3Jc.p [160,178-180,183,192], ya que la constante 3Jc.p trans
aparece en el rango de 21,40 - 22,60 Hz, y es mucho mayor que la constante 3Jc.p Cis
que aparece en el rango de 4,4 - 7 Hz (Figura 29).

Z-35a Z-35b
13C-RMN (3) TH-RMN (5) 13C-RMN (3) TH-RMN (3)
33,72 32,69
3 - -
(d. *Je.p = 7,0 Hz) - 276-281(m) 1 (4, 3)cp = 6,8 Hz) 2,62 (m)
PO3Et, PO3Et, POLEL,
H H —
4 4 H
g, ) 2) )
36,15 -
(d, %e.p = 21,5 Ha) 20472490 556 34,34 231 (m) 5,33
PeRTen (d, 2Jp = 14,8 Hz)| (d, 3Je.p = 22,4 Hz) (d, 2Jp = 15,6 Hz)
13C-RMN (5) TH-RMN (5) 13C-RMN (5) TH-RMN (8)
32,53 34,02
(d, Jop = 4.4 Hz) /,2'78 “261(m) | (d, %ep =69 Hz) 2,61-2,51 (m)
PO3Et, " POsEt, A PO3Et, POsEt,
H H Y
H
4/ ,) 4 4
2,54 (m) ) ') ‘) )
36,13 5,41 38,12 222 (m)
(d, 3Jo.p = 21,4 Hz) (d, 2Jup = 15,5 Hz) | (d, *Jc.p = 22,6 Hz) 540
(d, 2Jy.p = 18,5 Hz)

Figura29. Seflales espectroscopicas  correspondientes a la  asignacion
estereoquimica de los isdbmeros Z/E de los compuestos 35a y 35b.
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Teniendo en cuenta la experiencia adquirida con los sustratos modelo, nos
propusimos realizar la reaccion de carbocrupacion sobre el biciclo CD del andlogo EM1
(Esquema 14). La reaccidon de adicién del cuprato sobre 18 se llevo a cabo repitiendo el
mismo procedimiento que 21 y 24 (Tabla 4, entrada 3 y 5). De acuerdo a las
condiciones de reaccion previamente optimizadas, utilizamos un exceso de 5
equivalentes de cuprato, controlando que la temperatura no sobrepase los -25 °C. Luego
de 3 h se elaboro la reaccion, verificandose la obtencion del vinilfosfonato esperado 39.
El progreso de la reaccidn se monitoreo por CCF y el producto deseado se purificd por
cromatografia en columna. EI mismo fue caracterizado por RMN de 'H, *C y3!P; y se
obtuvo con un rendimiento del 40%, recuperandose un 15% del sustrato de partida. Asi
mismo, identificamos una cantidad adicional del biciclo CD con la cadena lateral
finalizando en el alquino, poniendo en evidencia que, en el transcurso de la reaccion, se

promueve la ruptura del enlace C-P del alquinilfosfonato.

1) Cul, n-BuLi, Et,0O

PO, 400c — 25°C

2) 18, -78 °C—> -25 °C
H A
TESO 18 TESO 39

Esquema 14. Carbocupracion de 1-alquinilfosfonato 18.

En la Figura 30, se muestran los datos espectroscopicos mas representativos del
vinilfosfonato 39, los cuales se establecieron mediante RMN monodimensional (3P, H,
3IC-RMN y DEPT) y bidimensional de correlacion C-H (HSQC) y H-H (COSY). La
estereoquimica Z del compuesto se establecié por >*C-RMN a partir de los valores de la
constante de acoplamiento 3Jp.c, y se corroboré mediante estudios NOE.

En cuanto a la estereoquimica de la reaccion, verificamos para este caso que la
reaccion procede con adicion syn, obteniendo Unicamente el isbmero Z. Esta evidencia,
se correlaciona con lo observado en el caso de los sustratos modelo, donde las
restricciones estéricas, influian en la relacion de isdbmeros Z/E, a medida que son
mayores se favorece la formacion del isémero Z. En el caso particular de EML1, la

presencia del biciclo CD en posicion 3 respecto del triple enlace, contribuye a ello.
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'H-RMN (3) 31P.RMN (3) 13C.RMN (3)

61,19-61,25
(d, 2Jo.p = 5,5 Hz)
2.64 (1 J 18,66 3948 J M 16,55
—— 3 _ ’
224 (m) o) 1,31(t) (d,*Jep =68 Hz) (d, 3Jep = 6,5 Hz)
0,84 (d) ‘\ Osp-O~ o r 782 N Osp- O~
s, N\ 3,99 -4,08 (c) 4235 ', ~ AT 112,64

(d, "Je.p = 189,6 Hz)

H \
5,40 69,42
(d, 2Jpp = 18,2 Hz) ) \

ii H
TESO 2,18-2,01 (m) TESO (d, 3J 37—’6282 7 Hz)
» “Jo.p =22,

167,10
(d, 2Jo.p = 6,8 Hz)

39 39
NOE

TESO H TESO
39 39

Figura 30. Sefiales mas representativas RMN de H, 3!P, 3C y NOE de 39.

Sintesis de vinilfosfonatos 1,2,2- trisustituidos

La adicion de Michael de nucledfilos seguida por el tratamiento del producto
intermedio con distintos electréfilos, permite obtener vinilfosfonatos trisustituidos. Para
ello, realizamos ensayos con sustratos modelos para optimizar las condiciones de
reaccion y asi, posteriormente trabajar sobre el biciclo CD del analogo EM1. De este
modo, respetamos las condiciones optimizadas para la sintesis de vinilfosfonatos
disustituidos. Trabajamos con Et.O como solvente, bajas temperaturas y 5 equivalentes
de exceso del organocuprato formado con respecto al 1-alquinilfosfonato, preparado en
una relacion 2:1 de exceso del compuesto organolitico con respecto a la sal de cobre.
Transcurridas 3 h de la primera etapa de reaccion, se agregd el electréfilo
correspondiente, con un exceso de 2 equivalentes respecto del cuprato, y se trabajo a
bajas temperaturas hasta llegar a t.a. durante 3 h mas, dando la reaccion por finalizada
(CCF). Los tiempos de reaccion fueron mucho menores, a diferencia de lo reportado en
la bibliografia. Como se puede observar en la Tabla 6, se utilizaron diferentes

electrofilos con resultados dispares. En el caso de I., bromuro de alilo y cloruro de
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butilo la reaccion fue exitosa, obteniendo los productos deseados con rendimientos
buenos del 70% (Tabla 6, entrada 1) y 75% (Tabla 6, entrada 4), a bajos del 30%
(Tabla 6, entrada 5). En el caso del yoduro de metilo (Tabla 6, entrada 2), acetona
(Tabla 6, entrada 3) y yoduro de isopropilo (Tabla 6, entrada 6), no se verificd la

formacion de productos recuperando la mayor parte del sustrato de partida.

, R POsEt,
R—=—POsEt, —RCUM =
2) R"X R' R" M= Li
24 36 X=Cl, Br, |
b
Entrada’ R R' R"X Reac. ~Salde Cuprato 1 (oc)/t(h) Producto Rend.(%)
Organomet. cobre (equiv.)

1 n-Hex n-Bu I n-BulLi Cul 5 -78a-25/6  E-36a 70

2 n-Hex n-Bu Mel n-BuLi Cul 5 -78a-25/6 - _

3 n-Hex n-Bu c:|435cn43 n-BuLi Cul 5 -78a-25/6 —— @ ——

4 n-Hex n-Bu H,C=CHCH,Br n-BulLi Cul 5 -78a-25/6 Z-36b 75

5 n-Hex n-Bu CHz(CH,)3Cl  n-BulLi Cul 5 -78a-25/6 Z-36¢ 30

6 n-Hex n-Bu (CH3z).CHI n-BulLi Cul 5 -78a-25/6

@ Et,0 como solvente. b Rendimiento de la reaccion.

Tabla 6. Reaccion de carbocupracion sobre l1-alquinilfosfonato para la sintesis de
vinilfosfonatos trisustituidos.

Los productos de reaccion fueron separados por cromatografia en columna vy
caracterizados a partir de los espectros de RMN de *C y 3P (Tabla 7). El
desplazamiento quimico de la sefial de 3'P-RMN aparece en 9,08 ppm para el
compuesto E-36a (Tabla 7, entrada 1); 21,32 ppm para el compuesto Z-36b (Tabla 7,
entrada 2) y 21,37 ppm para el compuesto Z-36¢c (Tabla 7, entrada 3)

respectivamente.
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3
(R)C 2 1 POsEt,
/ - )
(R)C R"
4 36
3p.RMN _ “C-RMN 3 (ppm) - Jo.p (Hz)
Entrada Compuesto R R' R" 5 (ppm) C; C,  Cgzfs (Cyltans
1 E-36a  p.Hex n-Bu | 9,08 -2,56 169,68 35,34 32,33
2 7-36b n-Hex n-Bu H,C=CHCH, 2132 120,28 161,82 34,56 33,90
3 Z-36¢ n-Hex n-Bu CHs(CHy); 21,37 125,01 158,82 34,88 30,77

Tabla 7. Sefales espectroscdpicas correspondientes a la asignacion estereoquimica de
los compuestos E-36a, Z-36b y Z-36¢.

La estereoquimica de los compuestos E-36a, Z-36b y Z-36c, se establecio teniendo
en cuenta los valores de desplazamientos informados para los carbonos alilicos; que
para nuestro caso aparecen entre 29 y 35 ppm. Sefiales que aparecen a campos mayores
(29 ppm), corresponden a carbonos que se encuentran en posicion gem con respecto al
grupo fosfonico, en cambio, aquellos que se encuentran en posicion cis, aparecen a
campos menores (>34 ppm), mientras que las sefiales correspondientes a carbonos en
posicion trans, aparecen a campos ligeramente menores a las sefiales del Ccis respectivo
(Figura 31). Ademas, la estereoquimica se corroboro con los valores correspondiente a
las 3Jc-r en BC-RMN, ya que la constante 3Jc.» trans aparece en el rango de 22,10 -
11,80 Hz, y es mucho mayor que la constante Jc.p cis que aparece en el rango de 4,50 —
7,50 Hz; y la 2Jc.p gem que aparece en el rango de 2,30 — 6,10 Hz (Figura 31).
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E-36a Z-36b Z-36¢

13C.RMN (5) 13C-RMN (3) 13C-RMN (3)
35,34 , 34,56 34,88
(d, 3Jep = 4,5 Hz) (d,*Jep =76 Hz) (d, 3Jep = 7,5 Hz)

32,33 33,90 29,22 30,77 17,27
(d, 3Jop = 22,1 Hz) (d,3Jep =12,3Hz) (d, 2Jcp=2,3Hz) (d, 3Jop = 11,8 Hz) (d, 2Jcp = 6,1 Hz)

Figura 31. Sefiales de 3C-RMN correspondientes a la asignacion estereoquimica de los
compuestos E-36a, Z-36b y Z-36c.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, nos propusimos realizar la reaccion de
carbocupracion sobre el biciclo CD del analogo EM1 con I, como electréfilo (Esquema
15). La reaccion de adicion del cuprato sobre 18 se llevé a cabo repitiendo el mismo
procedimiento que E-36a (Tabla 7, entrada 1). De acuerdo a las condiciones de
reaccion previamente optimizadas, utilizando un exceso de 5 equivalentes de cuprato y
controlando que la temperatura no sobrepase los -25 °C, Luego de 6 h se elabor6 la
reaccion, verificandose la obtencion del vinilfosfonato esperado 40. La misma, fue
monitoreada por CCF y el producto deseado, se determiné a partir de la intensidad v el
desplazamiento de la sefial de 3!P-RMN del crudo de reaccion, obteniéndose un
rendimiento 48% y un desplazamiento de fosforo de 9,93 ppm. En la Figura 32, se
muestran los datos espectroscopicos mas representativos del vinilfosfonato 40 (*3C-
RMN, 3P-RMN).

1) Cul, n-BulLi, Et,0O
-40°C — -25°C

A 2) 18, -78 °C—> -25 °C A
TESO 18 3)1,, 78 °C—= ta. TESO 40

Esquema 15. Carbocupracion de 1-alquinilfosfonato 18.
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3p-RMN (8)  '3C-RMN (5)
63,09 - 63,05
(d 2Je.p = 6,3 Hz)
40,40 _/ 16,24 - 16,20
(d, *Je.p = 13,2 Hz) o (d, *J.p = 5,7 Hz)
17,82 0=P-0
4201 /\IJ_ 4371
71,74 \\(d, Je.p = 124,8 Hz)
\ 150,63
TESO H 32,18 (d, 2Jc.p = 12,0 Hz)
(d, 3Jep = 12,6 Hz)
40

Figura 32. Sefiales mas representativas RMN de 3P y *3C de 40.

Llegados a este punto, y atendiendo al hecho de abordar los objetivos planteados en
el capitulo 2, decidimos avanzar con la sintesis de un analogo, que incorpore un

vinilfosfonato 2,2-disustituido en su cadena lateral.

2.5- Sintesis de la cetona tipo Grundmann 42.
De acuerdo a los resultados descriptos anteriormente (Esquema 14 y Figura 30),
procedimos a la desproteccion del compuesto 39 para luego sintetizar la cetona de

Grundmann 42 (Esquema 16).

PO,Et, PO,Et,

HF 48% PDC, PPTS
—_— —_—_—
CH4CN, ta. CH,Cly, 1t

TESO i 39

Esquema 16. Sintesis de la cetona tipo Grundmann 42.

Para llevar a cabo este proceso, se realizo la desproteccion del grupo silil éter en
condiciones &cidas, utilizando HF 48% a temperatura ambiente y acetonitrilo como
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solvente. Esta reaccion demanda tiempos cortos y procede con excelentes rendimientos.
De este modo, se obtuvo el alcohol esperado 41 con un 95% de rendimiento.
Posteriormente, y sin previa purificacion, se oxid6 el alcohol 41 utilizando PDC y
cantidades cataliticas de PPTS. La cetona tipo Grundmann 42, con la cadena lateral
fosforo funcionalizada, se obtuvo con un 67% de rendimiento, luego de su purificacién
por cromatografia en columna.

En la Figura 33, se muestran las sefiales mas representativas de **C-RMN, 'H-RMN
y 3IP-RMN de la cetona 42.

"H-RMN (8)  3'P-RMN (5) 13C-RMN (3)
61,29
(d, 2Jep = 5,8 Hz)
2,73 (t) J 18.32 39,30 J A 16,53
245 (m ( ) o) 1,30(t) (@ *Jep = 6.9 He) (d, *Je.p = 6,5 Hz)
0,92-0,87 (d ‘\ Osp "0~ r 18,01 ‘\ O\ O~
0.65 S)A\ y N 4,03 (c 5013 i 113,00
H \ TN @ o= 1805 H2)
541
(d, 2Jup = 17,8 Hz) ( 166,24
g g 2 -
T : Y . (d, 2ep = 7,1 Hz)
2,18-2,01 (m ,
™) 212,09 (d, 3Jep = 22,5 Hz)
42 42

Figura 33. Sefiales mas representativas RMN de °C, H y 3P de 42.

2.6- Construccion del sistema triénico

La construccion del sistema triénico se realizd6 mediante el acoplamiento de Wittig-
Horner, entre la cetona 42 con la cadena lateral modificada y el éxido de fosfina 7. La
reaccion se llevo a cabo utilizando un exceso del iluro correspondiente al éxido de
fosfina 7 con respecto a 42 (Esquema 17). Adicion lenta de n-BuLi sobre una solucién
del 6xido de fosfina, a -78°C y utilizando THF como solvente, dio lugar a la formacién
del iluro, que se evidencié por su color rojo caracteristico. Posteriormente, sobre la
solucion coloreada, se agregd a la misma temperatura, la cetona 42. Transcurridas 5
horas en ausencia de luz y las mismas condiciones de temperatura, se da por finalizada
la reaccion. Luego de la elaboracién, se separd por cromatografia en columna el analogo
43 con un 49% de rendimiento, recuperandose ademas el exceso de 6xido de fosfina

empleado.
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A continuacion, realizamos la desproteccion de los grupos silil éter a temperatura
ambiente y en condiciones &cidas, utilizando HF 48% y acetonitrilo como solvente. Por
ultimo, y para cumplir con los requerimientos de pureza de los ensayos bioldgicos, se
realizd la correspondiente purificacion mediante cromatografia preparativa, empleando
solventes con grado de pureza HPLC, para obtener finalmente el analogo deseado 44,
con un rendimiento del 40%.

PO,Et,
P(O)Ph,
| 1) n-BuLi, THF, -78 °C

2) PO3Et2

TBSO" OTBS

TBSO"

HF 48%
CH4CN, ta.

Esquema 17. Sintesis del analogo 44.

En la Figura 34, se muestran las sefiales mas representativas de RMN 3C, H y 3!p
del analogo 44. El andlisis de 3!P-RMN muestra una Unica sefial en 18,63 ppm, la cual
se corresponde con el desplazamiento esperado para el atomo de fésforo unido a un
carbono con hibridacion sp2. Por otro lado, se determind por espectroscopia UV la
absorcion correspondiente al sistema triénico y coeficiente de extincion molar (g) para
el analogo SG, los cuales fueron UV (i-PrOH): Amax 253 nm, Amin 232 nm (g: 2.688,8 M~

Lemd).
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TH-RMN (3) 31P-RMN (3) 13C-RMN (5)

30 55 16,55
2,82 (t) ' (d, 3Je.p = 6,5 Hz)
2,70-2,56 (m) J 18.63 (d. J.p = 6.9 Hz) J o
9/ i 61,25
0,83 (d =p- 4,09-3,99 (c 18,20 =p- ’
()\»//"\o/P o\g\ © .\ \O/p o\_/* (. 2o = 5.3 Hz)
0,57 (s) “™\ H 131(1) 46,21 i TN 1270

\ 5,41

(d, 2Jn.p = 18,2 Hz)

143,17

\:d, "Jop = 190 Hz)
166,87

g

6.02(d) * | 17,35 “ | s7g0 (@ op=70H2)
2,18-2,01 (m) '

7l 125107 || (d, *J.p = 22,7 Hz)

6,37 (d) ’
o 13311 /<\ 111,73
HO™ OH 5,32 (s) HO™ OH 14782
RN N
4,22 (m) 4,43 (dd) 67,0 70 96
44 44 '

Figura 34. Sefiales mas representativas RMN de °C, H y 3!P del analogo 44.

De este modo, logramos sintetizar un nuevo analogo del calcitriol modificado en la
cadena lateral como vinilfosfonato, mediante una estrategia sintética convergente, en 10

etapas desde el alcohol 11.
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CAPITULO 2

Ensayos bioldgicos de la actividad antitumoral del analogo SG y estudios
computacionales

1- Ensayos bioldgicos
1.1- Ensayos in vivo

1.1.1- Estudio del efecto del analogo SG sobre los niveles plasmaticos de

calcio en ratones y parametros toxicos en animales

Como hemos mencionado anteriormente, el calcitriol y muchos de sus analogos
producen hipercalcemia como efecto secundario, limitando la dosis terapéutica para el
tratamiento del cancer. Es por ello, que al sintetizar nuevos anédlogos se busca que
posean poca o nula actividad calcemiante con el fin de poder administrar la dosis
necesaria para ejercer la accion antitumoral. Por esta razon, resulta importante evaluar la
actividad calcémica de los mismos. Por lo tanto, en primer lugar y cumpliendo con
nuestro segundo objetivo planteado para este trabajo de Tesis Doctoral, es que
evaluamos el efecto calcemiante del andlogo SG mediante ensayos in vivo. Para ello, se
inyectd el analogo via intraperitoneal, con posterior analisis de los niveles de calcio
plasmatico. La eleccion de la dosis a ensayar, se eligié tomando como base estudios
previos llevados a cabo por otros laboratorios. Uno de estos trabajos demuestra en
ensayos farmacocinéticos que el calcitriol administrado intraperitonealmente en una
Unica dosis de 0,125 pg/raton (aproximadamente 5 pg/Kg de peso) resulta en una
concentracion maxima de calcitriol plasmatico a las 24 h de 12 ng/mL y en un éarea
debajo de la curva (AUC) de 47 ng.h/mL [193]; siendo esta concentracidn superior a la
necesaria para la accion antitumoral demostrada en modelos murinos [194,195]. Otros
grupos también demostraron que ocurria reduccion de la carga tumoral en ratones con la
administracion de calcitriol o analogos en dosis menores a 5 ng/Kg de peso [196-198].
Es por ello que elegimos, para llevar a cabo los estudios de calcemia, comenzar
evaluando una dosis de 5 pg/kg. Se realizaron extracciones de sangre del seno retro-
orbital seguidas de la inyeccidn de los analogos a las 0, 24, 48, 72 y 96 h, con posterior
analisis de los niveles de calcio plasmaticos de acuerdo a lo descripto en la seccién de

materiales y meétodos. Los valores de referencia para el calcio sérico reportado para
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ratones son de 8,8 a 10,4 mg/dl [199]. Asimismo, dicho rango es coincidente con el de
los humanos que es de 8,5 - 10,5 mg/dL [200].

Como se muestra en la Figura 35, el tratamiento de ratones CF1 con el andlogo SG
no afecto los niveles de calcio plasmatico a todos los tiempos ensayados, comparando
estos resultados con los tratados con el vehiculo. EI mismo resultado fue previamente
reportado para el andlogo EM1, el cual no modificé los niveles de calcio en plasma,
luego de 4 dias de tratamiento con dosis de 5 pg/Kg de peso [137]. Por lo tanto, tanto el
analogo SG como el EM1 carecen de actividad hipercalcemiante a la misma dosis y

durante el mismo periodo de tratamiento.

[Eny
(6]
)

Kkk @ Vehiculo
@8 Calcitriol
M sG

=
o
1

Niveles de calcio plasmatico (mg/dL)
[6)]

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

60"
B) @ Vvehiculo

@ Calcitriol
i sG

Hematocrito (%)

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

Figura 35. A) Niveles de calcio plasmatico en ratones CF1. Los animales fueron
inyectados diariamente con 5 pg/kg de peso corporal de andlogo SG, calcitriol o
vehiculo, por via intraperitoneal durante un periodo de 96 h. Se midi6 el calcio
plasmatico antes de la inyeccion de los compuestos (0 h, niveles basales) y a las 24, 48,
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72 y 96 h. B) Hematocrito. Los valores mostrados corresponden al promedio £ SD de
seis animales en cada grupo. La linea punteada indica el limite superior del rango de
calcemia y hematocrito normal. Se aplico el test de ANOVA de dos vias, con posterior
test de Bonferroni. *p <0,05 y ***p <0,001 con respecto al vehiculo.

A diferencia del analogo SG (Figura 35A) y el EM1 previamente informado [137],
el tratamiento con calcitriol causo hipercalcemia a partir de las 48 h de tratamiento, en
comparacion con los animales tratados con vehiculo. Ademas, como se muestra en la
Figura 35B, no se observaron alteraciones en el hematocrito para los ratones tratados
con SG, y los animales permanecieron vivos y sanos durante el periodo de examinacion.

Por otra parte, el tratamiento con el analogo SG al igual que el tratamiento con el
anadlogo EM1, no causé la muerte de ningun ratén ni produjo signos insalubres en ellos.
Sin embargo, algunos de los animales tratados con calcitriol murieron antes de
finalizado el tratamiento, y los que permanecieron vivos, ademas de presentar un
aumento en los niveles de calcio en plasma, mostraron la aparicion de conjuntivitis,
escalofrios y sed, los cuales son sintomas y signos que se han asociado con
hipercalcemia [201]. Como se esperaba, también se observd un incremento en el
hematocrito en los animales tratados con calcitriol (Figura 35B), siendo los niveles
normales entre 39 y 47, lo cual se considera un signo de intoxicacion [202,203]. Por
otra parte, no se observaron alteraciones en el peso corporal de los animales, ni en el
peso y morfologia macroscopica de los 6rganos internos como el higado, el bazo y los
rifiones en los ratones tratados con SG (Figura 36). Por lo tanto, el andlogo SG parece
ser bien tolerado, con parametros toxicos similares a los obtenidos para el andlogo EM1
[137].
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Figura 36. A) Peso corporal de los ratones durante el periodo de tratamiento. B) Peso
del bazo al final del tratamiento. C) Peso del rifion al final del tratamiento. D) Peso del
higado al final del tratamiento.

1.2- Ensayos in vitro

1.2.1- Estudio del efecto del andlogo SG sobre la viabilidad celular

Uno de los primeros estudios que se llevan a cabo con el fin de comenzar a evaluar si
un determinado compuesto presenta propiedades antitumorales, es determinar su efecto
in vitro sobre la viabilidad celular de distintas lineas celulares de cancer. Definimos a la
viabilidad celular como la proporcion de células que sobreviven a alguna situacion
particular; especificamente aqui se refiere al nimero de células vivas o viables luego del
tratamiento con el compuesto en estudio. Si el nimero de células hallado en la
condicion experimental es menor al de la condicion control esto podria deberse a que el
analogo produjo una alteracion en el ciclo celular y/o un incremento de la muerte celular
en las células de la linea en estudio.

Para la seleccion de las concentraciones y los tiempos de tratamiento a utilizar,

realizamos una revision bibliografica de las concentraciones de accién fisioldgicas del
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calcitriol [44,204] y de analogos probados en ensayos in vitro [96,205-207] y decidimos
tratar a las células con un rango amplio de concentraciones del anélogo SG (0,01; 0,1; 1;
10; 100 nM) y a diferentes tiempos de tratamiento (24, 48, 72, 96, 120 h). Ademas, las
concentraciones y tiempos de tratamiento elegidos fueron los mismos que se utilizaron
para el analogo EM1 [137,168,169]. De este modo, se pudo comparar la relacion
estructura-actividad de ambos analogos Y el efecto ejercido por el calcitriol. Para llevar
a cabo este ensayo, empleamos la técnica de conteo manual en camara de Neubauer,
dado que es un método econdmico y rapido. En aquellas lineas celulares que mostraron
disminucion significativa de la viabilidad celular, se calcularon las concentraciones
inhibitorias 50 (ICsp).

Como se muestra en la Figura 37, el anadlogo SG ejerce una ligera disminucion en la
viabilidad celular de las lineas T98G (A), HCT116 (E) y LM3 (F), en comparacién con
el vehiculo. Especificamente, el efecto ejercido por el andlogo SG en las células T98G
(Figura 37A), fue similar al ejercido por el andlogo EM1 [137]. Ambos analogos
disminuyeron la viabilidad celular a 0,1 nM y 120 h de tratamiento (media del SG =
83,97% vs. media del vehiculo = 100%, **p<0,01; media del EM1 = 41,52% vs. media
del vehiculo = 100%, ***p <0,001). El calcitriol no afecto la viabilidad de las células
T98G (Figura 37A) bajo ninguna dosis ensayada. Con respecto a las células HCT116,
la disminucién de la viabilidad celular causada por el analogo SG (Figura 37E), fue
menor que la ejercida por el calcitriol (media del SG = 73,44% vs. media del vehiculo =
100%, **p<0,01; media del calcitriol = 45,04% vs media del vehiculo = 100%,
***p<0,001), pero mayor que la ejercida por el andlogo EM1, el cual no afect6 a la
viabilidad de estas células luego de 72 h de tratamiento [137] e incluso, luego de 120 h
de tratamiento. Finalmente, como se muestra en la Figura 37F, el andlogo SG
disminuyd la viabilidad de las células LM3 a una concentracion de 0,01 nM (media del
SG = 74,59% vs media del vehiculo = 100%, *p<0,05), mientras que el calcitriol y el
anadlogo EM1, no afectaron la viabilidad de estas células luego de 72 h de tratamiento
[137] e incluso, luego de 120 h de tratamiento. Sin embargo, el andlogo EM1 disminuyo
la viabilidad de otras lineas celulares tumorales mamarias (T47D y LMO05e) luego de 72
h de tratamiento [137].
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Figura 37. Ensayo dosis-respuesta del analogo SG y el calcitriol evaluando la
viabilidad celular. (A) T98G (B) GL26 (C) U251 (D) HN12 (E) HCT116 (F) LM3. Las
células fueron expuestas a las concentraciones indicadas (0,01-100 nM) de analogo,
calcitriol o vehiculo (isopropanol) por 120 h. Cada punto representa el promedio de
cuatro réplicas de un mismo experimento + SD. EIl ensayo fue repetido 3 veces para
cada linea. Se aplicd el test de ANOVA de dos vias, con posterior test de Bonferroni,
***p <0,001; ** p <0,01 y * p <0,05; con respecto al vehiculo.

En la Tabla 8, se muestra la concentracién inhibitoria 50 (ICso) de las lineas
celulares que respondieron a los tratamientos con SG, en comparacion con la ICso para
el calcitriol y el EM1. Estos valores de ICso reflejan las comparaciones previamente
detalladas entre el efecto de los tres compuestos en las células T98G, HCT116 y LM3.
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ICso: concentracion de compuesto necesaria para
reducir la viabilidad celular al 50 % (nM).

Linea cellular Analogo SG Calcitriol Analogo EM1
T98G 5,33 - 7,262
HCT116 3,13 0,433 -
LM3 0,19 - -

Tabla 8. ICsg de las lineas que respondieron al tratamiento (nM) con el anélogo SG y
calcitriol durante 120 h. Las ICso corresponden a un promedio de los tres ensayos
independientes.

Por otro lado, el andlogo SG no afect6 la viabilidad de las células GL26 (B), U251
(C) y HN12 (D), en comparacion con el vehiculo. Por el contrario, el analogo EM1 fue
capaz de disminuir la viabilidad de las células GL26 y HN12 [137].

El calcitriol y sus andlogos muestran efectos diferenciales segun el tipo de cancer. La
razon de esta respuesta diferencial es en cierta medida desconocida y depende de los
factores discutidos previamente [58,130,208,209]. Las diferencias en el metabolismo
del calcitriol o los analogos por la enzima 24-hidroxilasa (CYP24A1) también podrian
explicar las diferentes respuestas celulares observadas [58,210].

Como se describié previamente, el analogo EM1 podria presentar limitaciones en su
metabolismo a través de la 24-hidroxilacién debido a la presencia de un triple enlace
entre los carbonos 23 y 24 [137,211]. En este caso, el andlogo SG también puede
presentar limitaciones en su metabolismo debido a la presencia de un doble enlace entre
los carbonos 23 y 24. Esto es muy relevante en las células que muestran una mayor
actividad de la enzima 24-hidroxilasa (CYP24A1), como en las células tumorales de
glioma [212], astrocitos [213], y también en colon, ovario, tumores de pulmon [214] y
préstata [215].

1.2.2- Efecto del analogo SG sobre la migracion celular
Se ha demostrado que una de las capacidades adquiridas por las células cancerosas es
la invasividad. Durante la progresion tumoral, esta capacidad migratoria de las células

cancerosas es una significativa habilidad para poder lograr la metastasis. Por esta razon,
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es importante evaluar el potencial de diferentes tipos de farmacos para disminuir la
migracion celular. Segun estudios ya reportados, el calcitriol y sus anadlogos modulan el
proceso de migracion celular en varios tipos celulares tumorales [78,216]. Por este
motivo, nos propusimos evaluar si este era el caso del andlogo SG. Para analizar esto,
realizamos un ensayo de cierre de la herida o “wound healing” en varias lineas celulares
de céncer [217].

Como se muestra en la Figura 38A y B, se realizd la herida a las monocapas
confluentes de las células T98G, GL26, U251, HN12, HCT116 y LM3. El cierre de la
herida se observd por microscopia dptica durante 16 h de tratamiento. Bajo tratamiento
con el analogo SG (0,1 nM), solo las lineas celulares T98G y LM3 disminuyeron su
capacidad migratoria. Tal efecto se observo a las 8 h de tratamiento. En este tiempo, el
area de la herida en las células T98G tratadas con SG fue de 78,11% en comparacién
con el 66,66% en las células tratadas con vehiculo (*p<0,05; Figura 38A). En las
células LM3, el area de la herida bajo tratamiento con el andlogo SG fue de 63.38% en
comparacion con el 54,25% bajo tratamiento con vehiculo (*p<0,05; Figura 38B). Por
otro lado, la capacidad migratoria de las lineas celulares GL26, U251 (Figura 38A),
HN12 y HCT116 (Figura 38B) no se vio afectada por el tratamiento con el andlogo SG.
En contraste, el calcitriol aumenté la capacidad migratoria de las tres lineas celulares de
glioma después de 16 horas de tratamiento, en comparacion con el vehiculo (Figura
38A).
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Figura 38. Evaluacion de la migracion celular luego del tratamiento con SG y calcitriol
sobre las lineas celulares (A) T98G, GL26, U251, (B) HN12, HCT116 y LM3 alas 0, 4,
8 y 16 h de tratamiento. Las células fueron expuestas a la concentracion de 0,1 nM de
SG, calcitriol o vehiculo. El area de la herida se midié y cuantifico a diferentes
intervalos con ImageJ 1,37 v. El experimento se repitid tres veces. Se aplico el test de
ANOVA de dos vias, con posterior test de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01 y
***p<0,001.
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Figura 38. (continuacion).

2- Ensayos computacionales

2.1- Uniodn del analogo SG al VDR: Estudios de modelado molecular

En el presente estudio, analizamos la interaccion farmacodinamica entre el analogo
SG y el VDR, teniendo en cuenta, como se describid en la seccion “Introduccion”, que
las acciones biologicas del calcitriol pueden estar mediadas por el receptor VDR, tanto a
nivel genémico como no gendmico [34], regulando de este modo, numerosos genes y
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vias de transduccion de sefiales, a traves de su union al VDR. A esto se le suma el hecho
de que informamos previamente que el potente efecto antitumoral del andlogo EM1 en
algunos tipos de cancer [137,168,169], podria ser, debido a su elevada afinidad con el
VDR, tal como ocurre con el calcitriol [169]. Por lo tanto, para cumplir con el cuarto
objetivo propuesto para este trabajo de tesis doctoral, realizamos los estudios in silico,
empleando el VDR-LBD humano. Para el mismo, incluimos las técnicas de
acoplamiento (docking) molecular, dinamica molecular (DM) y anélisis de energia libre
de unién para modelar la interaccion SG:VDR, realizando un analisis comparativo con
nuestros resultados obtenidos previamente relacionando el calcitriol y el andlogo EM1
[169].

En el afio 2000, el modo de union entre el calcitriol y el dominio de unién al ligando
del VDR fue revelado mediante analisis de rayos X [48]. Se demostro que el calcitriol
forma puentes de hidrdgeno con seis residuos (Ser237, Arg274, Ser278, Tyr143, His305
e His397), lo que resulta en una energia de unién especifica [48,49,51]. En este sentido,
se sabe que la afinidad de union de los farmacos esta asociada a los cambios en la
energia libre de Gibbs y estos cambios pueden explicar la actividad diferencial de los

diferentes analogos [49].

2.2- Estudio de docking molecular

Con el fin de analizar y comparar la afinidad del calcitriol, EM1 y SG con el VDR,
realizamos los estudios de docking molecular, basados en la estructura cristalografica
previamente informada [48]. La Figura 39 presenta los complejos intermoleculares
obtenidos de los ensayos de docking molecular, destacando las principales interacciones
intermoleculares que identificamos. La Figura 39A representa las interacciones
observadas para el complejo calcitriol:VDR, en el que se encontraron todas las
interacciones previamente identificadas como criticas para la modulacion alostérica al
VDR [48,49]. Las interacciones mas importantes para la union involucraron enlaces
puente de hidrogeno del ligando al VDR con el oxidrilo en posicion 1 (1-OH) formando
dos enlaces puente de hidrégeno con los residuos Ser237 y Arg274, mientras que el
oxidrilo en posicion 3 (3-OH) establece dos enlaces puente de hidrogeno adicionales
con los residuos Tyr143 y Ser278. Ademas, se forman dos enlaces puente de hidrogeno
entre el oxidrilo en posicion 25 (25-OH) con los residuos His305 y His397, dos

interacciones que son cruciales para la modulacién de la funcionalidad del VDR ya que
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conducen a cambios conformacionales significativos que afectan su funcionalidad, es
decir, la modulacidn alostérica.

Asimismo, se observa una red de interacciones hidrofobicas entre el calcitriol y el
VDR. Como se informo anteriormente [169], el modo de unién observado para el EM1
es homdlogo al de calcitriol (Figura 39B), manteniendo la red de puentes de hidrdégeno
mencionada anteriormente, y ademas se puede observar un namero significativamente
mayor de contactos hidrofébicos. Cuando se analizé la union de SG al VDR (Figura
39C), observamos que las interacciones puente de hidrogeno entre el oxidrilo en
posiciéon 1 (1-OH) y el oxidrilo en posiciéon 3 (3-OH) del analogo con el VDR estaban
presentes, mientras que no se observo la interaccion correspondiente con los
aminodcidos His305 y His397. Ademés, se observo una cantidad significativa de
interacciones hidrofobicas. Este comportamiento farmacodindmico diferencial del
analogo SG con respecto al analogo EM1 y al calcitriol se evidencia por la presencia del
grupo vinilo de la cadena lateral, el cual debido a la presencia de los carbonos sp2, tiene
la capacidad para moverse mas libremente en el espacio y ademas, teniendo en cuenta
que es un grupo voluminoso por la presencia del butilo en el carbono 23, todo esto hace
que esté acomodandose dentro de la cavidad hidrofobica, comprometiendo de este
modo, el establecimiento de los enlaces puente de hidrégeno con los aminoacidos
His305 e His397. Para seguir estudiando la union del analogo SG al VDR, y para
complementar la naturaleza estatica de las técnicas de docking molecular, sometimos
los correspondientes complejos intermoleculares a simulaciones de dindmica molecular

(DM) en condiciones explicitas de solventes.
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Figura 39. Estudios de docking molecular. Estructuras quimicas y union de (A)
Calcitriol, (B) Anédlogo EM1 y (C) Anélogo SG al VDR. Los residuos resaltados
corresponden a las interacciones intermoleculares compartidos entre los analogos y el

calcitriol con el VDR.
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Los andlisis estructurales mostraron que el calcitriol, el andlogo EM1 vy el analogo
SG permanecieron unidos al LBD del VDR durante los 100 ns de simulacion. Para
evaluar cuantitativamente la persistencia de la red de enlaces puente de hidrogeno
observado en los ensayos de docking, se cuantificd el porcentaje de ocupacion de cada

interaccion (Tabla 9).

Ocupacion (%) de cada interaccion de los
diferentes compuestos al LBD de VDR.
Calcitriol EM1 SG
Ser237 74 75 73
Tyrl43 43 30 27
Ser278 61 31 49
Arg274 15 62 53
His305 30 48 10
His397 22 36 16

Tabla 9. Estudios de docking molecular. Ocupacion (%) de las interacciones mas
importantes para la union, involucrando enlaces puente de hidrogeno entre calcitriol,
anadlogo EM1 y analogo SG con el VDR.

Como se puede ver, el analogo SG presentd una reduccion significativa en la
frecuencia de los enlaces puente de hidrogeno con Tyrl43, Ser278 e His397, en
comparacion con el calcitriol. Cabe destacar que la interaccion del analogo SG con
His305 se reduce significativamente en comparacion con el calcitriol y el EM1. Para
seguir estudiando estas caracteristicas, se realizd un analisis de interaccion energética
sobre las trayectorias DM correspondiente. La Tabla 10 informa los valores de los
componentes resultantes, detallando la contribucion entalpica calculada para cada
ligando con respecto a su unién al VDR-LBD. Como se puede observar, tanto EM1
como SG pueden establecer interacciones intermoleculares mas fuertes que el calcitriol.
Estas energias de interaccion calculadas para el anadlogo SG, no estan en concordancia
con las actividades antiproliferativas descriptas previamente. Esto se podria deber a que
SG exhibe un AH casi idéntico al calculado para EM1, lo que sugiere que puede unirse

eficientemente al VDR pero de un modo que no puede ejercer su actividad alostérica.
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Energia de interaccion intermolecular (Kcal/mol) para los
diferentes compuestos en su interaccién con el VDR
Componente Energético Calcitriol Anélogo EM1 Anélogo SG
Electrostatico -29,7 -38,8 -31,6
Van der Waals -63,5 -73,9 -79,0
Gas -93,2 -112,7 -110,7
Solvatacion Polar 27,2 33,3 20,8
Solvatacién Apolar -8,4 -9,8 -10,4
TOTAL -74,5 -89,2 -89,9

Tabla 10. Componentes de energia de interaccion intermolecular calculados para el
calcitriol, andlogo EM1 y anélogo SG en su interaccién con el VDR.

Para seguir estudiando esta hipdtesis de manera cuantitativa, se realizd6 una
descomposicion por residuo de las energias de interaccion calculadas, con el
correspondiente componente electrostatico para SG, siendo superpuesto con el del
calcitriol (Figura 40A) y el EM1 (Figura 40B).

Los gréaficos que se muestran en la Figura 40, demuestran la evidencia de que la
interaccion intermolecular entre SG e His305 es sustancialmente menor que la del
calcitriol o0 EM1, lo cual es una consecuencia de la necesidad de acomodar la cadena
hidrofobica adicional presente en SG dentro de la cavidad hidrofdbica correspondiente.
La interaccién con His305 se informé anteriormente como contacto farmacoférico para
los agonistas de VDR, ya que este residuo estd estructuralmente involucrado en la
modulacién de la conformacion del dominio AF-2, lo que a su vez origina la union de
los moduladores transcripcionales involucrados en la actividad anticancerigena [218].
Como hemos informado anteriormente, el analogo EM1 es capaz de mantener un efecto
alosterico similar al calcitriol [169], en concordancia con su actividad anticancerigena.
Por otro lado, el analogo SG exhibe una alta afinidad por el VDR pero en un modo de

unién no agonista, lo que lleva a una baja actividad antiproliferativa.
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Figura 40. Patrones de interaccion intermolecular por residuo derivados de las
simulaciones de dindmica molecular: A) Calcitriol (negro) y analogo SG (rojo) al VDR.
B) Anéalogo EM1 (negro) y analogo SG (rojo) al VDR.

Para respaldar ain mas este punto, se estudio la capacidad de SG para mantener el

efecto alostérico sobre el dominio AF-2 calculando los valores de las fluctuaciones
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cuadréaticas medias de raiz (RSMF) de este dominio a lo largo de la trayectoria de DM,
en comparacion con las del calcitriol y EM1 (Figura 41). Como se puede ver en la
Figura 41, el valor de RMSF observado para el analogo de SG es considerablemente
mas alto que los calculados para el calcitriol y el EM1, lo que respalda nuestra hipotesis
de que la union de SG al VDR no puede inducir un control alostérico en el dominio AF-
2.
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Figura 41. Simulaciones de dinamica molecular. Grafico de RMSF correspondiente a la
region AF-2 del VDR determinada a partir de las trayectorias de DM cuando se une el
calcitriol, EM1 y SG.
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CONCLUSION
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral constituyen un
aporte, por un lado, a la evaluacion de estrategias para introducir modificaciones
estructurales de andlogos de la vitamina D con funcionalizacion de fésforo en la cadena
lateral, y por otro, establecer a través de estudios de relacion estructura-actividad cémo
afecta a la misma. Asi mismo, la racionalizacion de los resultados con estudios
computacionales, se constituye en una herramienta util para evaluar y planificar futuras
modificaciones en el bloque estructural del alquinilfosfonato del andlogo EM1.

Para generar modificaciones en la cadena lateral del biciclo CD de EM1, centramos
nuestro interés en la preparacion de vinilfosfonatos, estudiando dos posibles cambios
estructurales. Por un lado, la reduccion por hidrogenacion catalitica sobre 1-
alquinilfofonatos, para obtener vinilfosfonatos monosustituidos. Se ensayé esta
estrategia sobre sustratos modelos y obtuvimos los productos deseados con
rendimientos moderados y muy buenos (56% - 84%). Posteriormente, trabajamos sobre
el alquinilfosfonato 27, pero la imposibilidad de controlar el progreso de la
hidrogenacion parcial, condujo a la obtencion del alquilfosfonato 28 no deseado con
muy buenos rendimientos (89%).

Por otra parte, analizamos modificaciones del sistema via quimica de cupratos, como
una alternativa para la sintesis regio y estereoselectiva de vinilfosfonatos di y
trisustitudos a partir de 1-alquinilfosfonatos. Comenzamos trabajando con sustratos
modelos, optimizamos tiempos de reaccion y la estequiometria de los reactivos
organocupricos para obtener mezclas de isébmeros Z/E, a diferencia de lo reportado en la
bibliografia. Los productos deseados fueron obtenidos con rendimientos moderados a
buenos en el caso de vinilfosfonatos disustituidos (30% - 71%) vy trisustituidos (30% -
75%). Teniendo en cuenta estos resultados, se trabajo sobre el alquinilfosfonato 18 para
dar lugar al alquenilfosfonato disustituido 39 (40%) y trisustituido 40 (48%), con
rendimientos moderados.

En lo que se refiere a la sintesis de analogos de la vitamina D, hemos logrado
sintetizar un nuevo analogo, denominado SG (compuesto 44), que contiene un grupo
vinilfosfonato en su cadena lateral. Esta sintesis se logrd, a través de una ruta accesible,
convergente y en 10 pasos a partir del alcohol 11. De este modo, en este trabajo de Tesis
Doctoral, describimos la sintesis, actividad bioldgica y los estudios de modelado
computacional de este nuevo anélogo del calcitriol; comparando sus efectos biologicos
tanto in vivo e in vitro, como asi también los estudios in silico, reportando los resultados

comparativos de SG con el analogo EML1 y el calcitriol.
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De acuerdo a los resultados in vivo, el analogo SG demostro no producir efectos
hipercalcemiantes a las dosis ensayadas, ni alterar los niveles de hematocrito, peso
corporal, ni los érganos internos de los ratones. Estos resultados son similares a los
reportados por el analogo EM1. Posteriormente, los ensayos in vitro realizados en
diferentes lineas celulares de cancer, demostraron que SG ejerce una leve disminucién
de la viabilidad y migracion celular en unas pocas lineas celulares. Estos resultados
sugieren que SG, a diferencia de EML1, no ejerce importantes efectos antitumorales. Por
otro lado, los estudios in silico de las interacciones entre el analogo SG y el VDR,
demostraron que este farmaco se une con menor afinidad al dominio de unién del VDR,
en comparacion con el modo de unién del anédlogo EML1 y el calcitriol. Por lo tanto, esto
sugiere que SG es un mal ligando y modulador para ejercer los efectos bioldgicos
deseados. Esto es debido posiblemente, a las diferencias en las interacciones entre el
compuesto y el VDR, las cuales afectan la energia de union especifica; principalmente,
los componentes electrostaticos y las fuerzas de Van Der Waals.

En base a los estudios de dindmica y modelado molecular, las diferencias observadas
en la actividad biologica, podrian ser explicadas por el hecho de que el anadlogo SG no
es capaz de establecer contactos farmacoforicos claves para el agonismo del VDR, en
particular con His305. Por el contrario, el andlogo EM1 interactta con la mayoria de los
contactos intermoleculares establecidos por el calcitriol, que inducen cambios
conformacionales significativos, los cuales son responsables de la modulacion alostérica
del VDR. Ademas, se encontraron contactos intermoleculares adicionales para el
analogo EM1, lo que sugiere una mayor interaccion con el VDR y en consecuencia,
hace que este analogo, sea un mejor ligando y modulador en comparacion con el
analogo SG.

En conclusidn, estos resultados demuestran que la modificacién en la cadena lateral
del vinilfosfonato SG, en comparacion con el alquinilfosfonato EM1, cumple con el
requisito indispensable para un analogo de vitamina D de no presentar efectos
hipercalcemiantes, pero afecta el modo de unién al VDR, impactando consecuentemente
en los efectos antitumorales ejercidos por ambos farmacos, que son considerablemente

distintos.
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Producciones originadas en la presente Tesis

Publicaciones cientificas

Titulo: Structure-activity relationship study of phosphonate analogues of calcitriol.
Autores: Silvina Mariela Grioli, Eliana Noelia Alonso, Evangelina Mascaro, Santiago
Armando Stabile, Maria Julia Ferronato, Mario Alfredo Quevedo, Gabriel Radivoy,
Maria Marta Facchinetti, Cristian Alejandro Vitale, Alejandro Carlos Curino.

Revista: Medicinal Chemistry

Volumen: 17 Péginas: 230-246 Afo: 2021

Presentaciones a congresos

Titulo: Differential Antitumoral Effects Between the Analogues of Calcitriol SG and
EML1.

Autores: Grioli SM, Ferronato MJ, Obiol DJ, Guevara JA, Quevedo MA, Radivoy G,
Vitale C, Curino AC, Facchinetti MM.

Evento: LXII Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica
(SAIC).

Lugar: Buenos Aires, Argentina.  Fecha:13-11-17 al 17-11-17 Afo: 2017

Titulo: Sintesis de Vinilfosfonatos Di y Trisustituidos a partir de Alquinilfosfonatos
Via Adicion de Cupratos.

Autores: Silvina M. Grioli, Evangelina Mascaro, Cristian Vitale y Gabriel Radivoy.
Evento: XX Simposio Nacional de Quimica Organica.

Lugar: Mar del Plata, Argentina.  Fecha: 11-11-15 al 14-11-15  Afo: 2015

Titulo: Actividad Bioldgica del Andlogo Fosforado EM1 y Evaluacion de
Modificaciones Estructurales para Estudios SAR.

Autores: Silvina Grioli, Evangelina Mascard, Débora Salomén, Alejandro Curino,
Maria Marta Fachinetti, Gabriel Radivoy y Cristian Vitale.

Evento: X1X Simposio Nacional de Quimica Orgénica.

Lugar: Mar del Plata, Argentina. Fecha: 16-11-13 al 19-11-13 Afo: 2013
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1- Materiales
1.1- Sintesis quimica
1.1.1- Procedimientos generales para la sintesis quimica

Todas las reacciones sensibles a la humedad o al aire se realizaron bajo atmosfera
inerte de nitrogeno.

El material de vidrio se secO antes de su empleo, aplicando calor, evacuando el
sistema bajo vacio (1 mmHg), y permitiendo luego llegar a temperatura ambiente bajo
atmosfera de nitrogeno.

Los bafios criogénicos se prepararon utilizando mezclas de hielo/agua, hielo/NaCl y
acetona/nitrégeno liquido o alcohol isopropilico/nitrégeno liquido, para alcanzar
temperaturas de 0°C, -20°C y -78°C respectivamente. Las reacciones a alta temperatura
se llevaron a cabo haciendo uso de refrigerantes y bafios de aceite.

Las reacciones que involucraron al sistema triénico u otros compuestos fotosensibles
se realizaron en ausencia de luz.

Para el secado de fases organicas tras la elaboracion de diversas reacciones se

utilizaron Na;SO4 0 MgSOg4 anhidro.

1.1.2- Solventes y reactivos
Los solventes utilizados en las reacciones se purificaron siguiendo los

procedimientos descritos en la bibliografia [219] y se secaron por calentamiento a
reflujo utilizando un agente desecante adecuado, en atmosfera inerte, y destilados
inmediatamente antes de su uso. Los agentes desecantes utilizados fueron:
Na/Benzofenona para THF y Et,O, CaH> para CH2Cl.. DMF y piridina se destilaron a
presion reducida y se almacenaron sobre tamices moleculares de 4 A y KOH
respectivamente.

Para las reacciones de cupratos, el CuCl (Aldrich) y Cul (Aldrich) se purificaron de
acuerdo a los procedimientos descritos en la bibliografia [219-221], y se manipularon en
atmosfera inerte y protegiéndolos de la luz.

Los reactivos organometalicos empleados se prepararon inmediatamente antes de ser
utilizados (RMgBr, RMgCl, n-BuLi) [222].

Aquellos sustratos no asequibles en forma comercial, fueron sintetizados empleando
reactivos de la mayor pureza posible, y se purificaron por destilacion, cristalizacién o

cromatografia en columna.
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1.1.3- Cromatografia
Para las cromatografias en capa fina (CCF) se utilizaron placas Merck (20 x 20 cm

silica gel 60 F254). El revelado de los cromatogramas se realizé por visualizacion con
luz UV (254 y 366 nm) o haciendo uso de los siguientes reveladores: Ac.
Fosfomolibdico (disolucién al 5% en EtOH absoluto), p-anisaldehido (solucién de 0,5
mL p-anisaldehido, 85 mL MeOH, 10 mL CHsCOOH glacial y 5 mL H2SO4
concentrado).

La cromatografia en columna se realizé en columnas de vidrio, utilizando como fase
estacionaria gel de silice Merck 60 con un tamafio de particula de 240-400 mesh
(cromatografia flash) o de 35-70 mesh (por gravedad).

Para las cromatografias en capa fina preparativas se emplearon placas de vidrio de 20
x 20 cm Macharey-Nagel Sil G 25-UV254, previamente activadas en estufa a 100 °C
durante 1 hora. El revelado de las placas se realizé por visualizacion con luz UV (254 y
366 nm).

1.1.4- Instrumentos y equipos
La evaporacion de solventes de las disoluciones procedentes de la elaboracion de las

reacciones se realiz6 en un evaporador rotatorio Buchi a presion reducida (15 mmHg).

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron registrados con un
espectrometro Brucker ARX-300 (300 MHz para *H-RMN, 75 MHz para *C-RMN, y
121 MHz para 3P-RMN), empleando como solvente cloroformo deuterado (CDCls), y
como referencia interna tetrametilsilano (TMS) o la sefial residual de CHCIs en H- y
BC-RMN; y HsPOs como referencia externa en *'P-RMN. Los desplazamientos
quimicos (0) estan expresados en ppm y entre paréntesis se informa la integracion,
multiplicidad y las constantes de acoplamiento J en Hz.

El espectro ultravioleta se registr6 con un espectrofotémetro Jasco V-630. Las
reacciones de ozonolisis se realizaron con un ozonizador marca UNITEK modelo UTK-
O-4.
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1.2- Ensayos biologicos

1.2.1- Reactivos para cultivo
Medios de cultivo para células: RPMI Medium 1640 y DMEM Gibco Life

technologies.
Suero Fetal Bobino Natocor. Tripsina 0,25 % Gibco. Antibidtico-Antimicético 100X
Gibco.

1.2.2- Lineas Celulares

1.2.2.1- Linea de adenocarcinoma mamario
LM3 es una linea establecida a partir de pasajes sucesivos in vitro de un cultivo

primario del adenocarcinoma mamario murino M3 [223]. No expresan receptores de
estrogeno (ER) y progesterona (PR). La linea fué gentilmente cedidas por el Instituto de
Oncologia Angel H. Roffo.

1.2.2.2- Linea de carcinoma colorrectal
HCT116 es una linea aislada a partir de un carcinoma colorrectal humano.

1.2.2.3- Lineas de glioblastoma
T98G, derivada de un glioblastoma multiforme humano.

U251, derivada de un glioblastoma astrocitoma humano.
GL26, derivada de un glioblastoma murino.

1.2.2.4- Linea de carcinoma celular escamoso de cabezay cuello
HN12 es una linea de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello deriva de una

metéastasis nodal humana.

1.2.3- Cepa de raton CF1
Los machos CF1 fueron gentilmente cedidos por el Bioterio del Departamento de

Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur.
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1.3- Ensayos computacionales
Los ensayos computacionales fueron realizados con la colaboracion del Dr. Mario

Alfredo Quevedo de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia
Farmacéutica (UNITEFA - CONICET) de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba, Argentina.

2- Meétodos
2.1- Sintesis quimica

2.1.1- Procedimiento general para la reduccion catalitica de
alquinilfosfonatos

Sobre una disolucion del correspondiente alquinilfosfonato en metanol bajo
atmosfera inerte, se agrego quinolina y el catalizador de Lindlar. Luego de purgar el
sistema con nitrogeno, la mezcla de reaccidon se dejé en agitacion con atmosfera de
hidrogeno (1 atm.). Una vez finalizada la reaccion (CCF), se filtré la mezcla sobre
celite®, y se evapord el solvente a presion reducida. El residuo se retomé con Et20, se
agregd una solucion de HCI 10% y se dejo con agitacion 15 min. La fase acuosa se
extrajo con Et20 y las fases organicas combinadas se secaron con MgSOs4 0 NaxSOs, se
filtraron y concentraron, eliminando el solvente utilizando un rotavapor. El producto

obtenido se purificé por cromatografia flash en columna [160].

2.1.1.1- Reduccion de (4,8-dimetil-7-nonen-1-inil)fosfonato de dietilo (21)

PO4Et,
H,, Lindlar, Quinolina R R
R—==—POEt, -2 Z H, o+ ~"POo,Et,
MeOH, t.a. H
2
21 ZIE- 22 23

Rz)\/\)\yﬂf

La reaccion de hidrogenacion de 21 (64 mg; 0,26 mmol), Lindlar (6 mg) y quinolina
(7 uL) en metanol (1 mL), se llevo a cabo durante 3h. El crudo de reaccion se purifico

por cromatografia en columna (1,5 x 10 cm, eluyente AcOEt/Hex 30%), obteniéndose
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los alquenilfosfonatos Z-22 (26 mg, 41%) y E-22 (9 mg, 15%), y el alquilfosfonato 23
(10 mg, 10%) (Rf =0,17; 0,10 y 0,07 respectivamente AcOEt/Hex 40%, todos liquidos

incoloros).

(2)-(4,8-dimetil-1,7-nonadienil)fosfonato de dietilo (Z-22)

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 6,48 (1H, ddt 3Ju.p = 53,2; “Jyp = 13,1; 3Jnn =
7,6 Hz; H-2); 5,61 (1H, ddm 2J4p = 19,8; %Ju.n = 13,1; H-1); 5,10-5,05 (1H, m, H-7);
4,06 (4H, m, CH3CH,0P); 2,56-2,38 (2H, m, H-3); 1,98 (2H, m, H-6); 1,67 (3H, s, H-9
6 CHs-8); 1,59 (3H, s, H-9 6 CH3-8); 1,32 (6H, t 3Ju.n = 7,0 Hz; CH3CH,0P); 0,92 (3H,
d, 3Jn-H = 6,6 Hz; CH3-4).

13C-.RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 153,18 (d, 2Jc = 4,54 Hz; HC=CHP); 131,30
(=C-8); 124,53 (=CH-7); 117,17 (d, “Jc.p= 184,3 Hz; =CHP); 61,28 (d; 2Jc= 6,3 Hz;
CHaCH.0P); 37,66 (d, 3Jc.p= 7,9 Hz; CH2-3); 36,70 (CH); 32,65 (CH,); 25,68 (CHy);
25,52 (CHs); 19,17 (CHs); 17,62 (CHs); 16,35 (d, 3Jc-= 6,5 Hz; CHaCH,0P).

31p-.RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 17,28.

(E)-(4,8-dimetil-1,7-nonadienil)fosfonato de dietilo (E-22)

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 6,76 (1H, ddt 3J4-p = 21,9; ")y = 17,1; 3Jpn =
7,2 Hz; H-2); 5,66 (1H, ddm 3Jup = 21,5; ")y = 17,1; H-1); 5,12-5,06 (1H, m, H-7);
4,22-4,00 (4H, m, CH3CH20P); 2,32-2,21 (1H, m, H-3); 2,13-1,92 (3H, m, H-3 y H-6);
1,70 (3H, s, H-9 6 CH3-8); 1,61 (3H, s, H-9 6 CH3-8); 1,34 (6H, t 3Ju.n = 7,1 Hz;
CHsCH20P); 0,92 (3H, d, 3Ju-1 = 6,7 Hz; CH3-4).

31P-RMN (CDCls, 121 MHz) & ppm: 18,66.

(4,8-dimetil-7-nonenil)fosfonato de dietilo (23)

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,11-5,05 (1H, m, H-7); 4,15-4,02 (4H, m,
CHsCH20P); 2,01-1,89 (2H, m, H-1); 1,68 (3H, s, H-9 6 CHz3-8); 1,60 (3H, s, H-9 0

CHs-8); 1,32 (6H, t 3Jnn = 7,1 Hz; CHsCH,OP); 0,87 (3H, d, 3Ju.n = 6,5 Hz; CHs-4).

31P-RMN (CDCls, 121 MHz) & ppm: 32,54.
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2.1.1.2- Reduccion de octinil fosfonato de dietilo (24)

PO3Et,
R—==PO.Et, Mz Lindlar, Quinolina R~ + Ro™po.et,
MeOH, t.a. H
24 ZIE-25 26

%
R: N7

La reaccion de hidrogenacion de 24 (50 mg; 0,20 mmol), Lindlar (5 mg) y quinolina
(6 uL) en metanol (765 pL) se llevod a cabo durante 3h, verificando la reduccion
completa del alquinilfosfonato por CCF. Los productos de reaccién se determinaron a
partir de la intensidad y el desplazamiento de las sefiales de *'P-RMN en el crudo de
reaccion [160], obteniéndose rendimientos del 77% y 7% para los alquenilfosfonatos Z-
25y E-25; ademas de un 11% del producto de reduccion total, el alquilfosfonato 26 (Rf
=0,47; 0,39 y 0,32 respectivamente, CCF corrida dos veces en ACOEt/Hex 40%).

(2)-(1-octaenil)fosfonato de dietilo (Z-25)
31P-RMN (CDCls, 121 MHz) 6 ppm: 17,32.

(E)-(1-octaenil)fosfonato de dietilo (E-25)
31P-RMN (CDCls, 121 MHz) & ppm: 18,95.

Octil fosfonato de dietilo (26)
31P_.RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 32,65.

2.1.1.3- Reduccién de (Des-A,B-8p-hidroxi-23-colin-24-il)fosfonato de dietilo
(27)

PO5Et,
POsEt,
H,, Lindlar, Quinolina

MeOH, t.a.
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La reaccion de hidrogenacion de 27 (53 mg; 0,15 mmol), Lindlar (4 mg) y quinolina
(4 uL) en metanol (580 uL), se llevo a cabo de acuerdo al procedimiento general
descripto previamente. El producto obtenido se purific6 por cromatografia flash en
columna (1 x 7 cm, eluyente AcOEt), obteniéndose el alquilfosfonato 28 (48 mg, 89 %,
Rf =0,17; CCF corrida dos veces en AcOEt/Hex 50%, liquido incoloro).

(Des-A,B-8p-hidroxicolan-24-il)fosfonato de dietilo (28)
'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 4,14-3,99 (5H, m, H-8 y CH3CH-0P); 1,30 (6H, t,
3Ju.n = 7,1 Hz, CH3CH20P); 0,90 (3H, s, H-18); 0,88 (3H, d, 3Ju.n = 6,6 Hz; H-21).

BC.RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 69,11 (CH-8); 61,29 (d; 2Jce= 6,3 Hz;
CH3CH20P); 56,30 (CH); 52,54 (CH); 41,78 (C-13); 40,32 (CH.); 36,76 (d, 2Jc-p =
16,73 Hz; CH»-23); 34,99 (CH); 33,54 (CH2); 27,07 (CH2); 26,01 (d, 'Jcr = 140,0 Hz;
CH2P); 22,42 (CH>); 18,95 (d, 3Jc-r = 4,80 Hz, CH»-22); 18,30 (CHs); 17,35 (CHa);
16,38 (d, *Jc.p = 5,9 Hz; CH3CH2OP); 13,40 (CHs).

31P-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 32,66.

HRMS (ESI): calculado para C19H3804P (M+H): 361,25077; encontrado: 361,25022.

2.1.2- Procedimiento general para las reacciones de carbocupracion. Sintesis
de vinilfosfonatos disustituidos y trisustituidos

Meétodo A: Sobre una solucién del reactivo de Grignard en Et.O seco, bajo atmdsfera
inerte (N2), se adicion6 CuCl a temperatura ambiente, observandose la aparicion
progresiva de un color rojo amarronado intenso. Transcurridos 15 min, la disolucion se
enfrié a -30 °C vy se trasvaso, via canula, la solucién del cuprato sobre la solucién del
alquinilfosfonato en Et2O seco. Una vez finalizada la adicion, la mezcla de reaccion se
mantuvo con agitacion a la misma temperatura durante 6 h. La reaccion se detuvo
agregando una disolucion saturada de NH4Cl a 0 °C, y la fase acuosa se extrajo con
Et>O. Las fases orgénicas combinadas se lavaron con una solucion saturada de NaCl, se
secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purificé por cromatografia

flash en columna [160].
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Metodo B: En un baldn seco y bajo atmdsfera inerte (N2), se agrego Cul en Et,O seco y
se enfrié a -40 °C, luego se adiciond por goteo lento el alquil litio, observandose la
aparicion progresiva de un color rojo amarronado intenso. Una vez finalizado el
agregado, se mantuvo en agitacion durante 1 h permitiendo que suba a -25 °C. Luego, la
mezcla de reaccion se enfrio a -78 °C y se trasvaso la soluciéon de cuprato sobre la
solucidn del alquinilfosfonato en Et.O seco. Una vez finalizada la adicion, la reaccion
se mantuvo con agitacion durante 3 h manteniendo la temperatura por debajo de -25 °C.
La reaccion se detuvo agregando una disolucién saturada de NH4Cl a 0 °C, y la fase
acuosa se extrajo con Et20. Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion
saturada de NaCl, se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purifico
por cromatografia flash en columna [160].

Meétodo C: En un balon seco y bajo atmosfera inerte (N2), se agregd Cul en Et20 seco y
se enfrié a -40 °C, luego se adiciond por goteo lento el alquil litio, observandose la
aparicion progresiva de un color rojo amarronado intenso. Una vez finalizado el
agregado, se mantuvo en agitacion durante 1 h permitiendo que suba a -25 °C. Luego, la
mezcla de reaccion se enfrié a -78 °C y se trasvaso la solucion del cuprato sobre la
solucién del alquinilfosfonato en Et.O seco. Una vez finalizada la adicion, la reaccion
se mantuvo con agitacion durante 3 h manteniendo la temperatura por debajo de -25 °C.
Transcurrido ese tiempo, se enfrié a -78 °C, se agregd el electrofilo adecuado para
obtener el producto de iodinacion o alquilacién correspondiente. La mezcla de reaccion
se mantuvo en agitacion durante 3 h mas, permitiendo luego que suba hasta temperatura
ambiente. La reaccién se detuvo agregando una disolucién saturada de NH4Cl a 0 °C, y
la fase acuosa se extrajo con Et2O. Las fases organicas combinadas se lavaron con una
solucion saturada de NaCl, se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se

purifico por cromatografia flash en columna [160].
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2.1.2.1- Sintesis de (Z/E)-(2-isopropil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (Z/E-
35a)

PO,EL,

/\/\/\ 1) >*MgCI, CuCl, Et,0, t.a. /\/\/)f\H

PO4Et,

2)24,-30 °C
24 ZIE-35a

La reaccion de carbocupracion del compuesto 24 se llevd a cabo acorde al método A.
Para llevar a cabo la reaccion, se agrego el cloruro de isopropil magnesio (1,24 mL;
1,64 M) en Et20 seco (2 mL), CuCl (40 mg; 0,41 mmol) y posteriormente se trasvaso la
solucion del cuprato sobre la solucion del alquinilfosfonato 24 (100 mg; 0,41 mmol) en
Et,O seco (3 mL). El progreso de la reaccién se siguié por CCF. La reaccion se detuvo
agregando una disolucion saturada de NH4Cl (5 mL), y la fase acuosa se extrajo con
Et>O (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion saturada
de NaCl (10 mL), se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purifico
por cromatografia flash en columna (1 x 10 cm, eluyente AcOEt/Hex 30%),
obteniéndose los alquenilfosfonatoS Z-35a (15 mg, 18%) y E-35a (46 mg, 45%) (63%,
Rf = 0,41 y 0,54 respectivamente, CCF corrida dos veces en AcOEt/Hex 40%, ambos

liquidos incoloros).

(2)-(2-isopropil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (Z-35a)

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,36 (1H, d, 2Jur = 14,8 Hz); 4,16 (4H, m,
CH3CH20P); 2,64 — 2,49 (2H, m, CH3(CH2)4CH>-); 2,76 - 2,61 (1H, m, (CH3).CH-);
1,72 — 1,40 (14H, m; CHs(CH2)4CHz-, (CH3)2CH-); 1,10 (6H, d, 3Jun = 5,1 Hz;
CH3CH,0P); 1,13 (3H, t, 3Ju+ = 8,9 Hz; CH3(CH2)4aCH>-).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 170,79 (d, 2Jc.p = 5,85 Hz; C=CHP); 111,03 (d, *Jc-
p =191,5 Hz; C=CHP); 61,04 (d; 2Jcr = 5,5 Hz; CH3CH,0P); 36,15 (d, 3Jc.p = 21,5 Hz;
CH3(CH2)4CHa-); 33,72 (d, 3Jcp = 7 Hz, CH(CHs)2); 31,93 (CH2); 29,79 (CH2); 29,70

(CHy); 22,82 (CHy); 22,20 (CHs); 14,36 (d, 3Jc-r = 4,1 Hz; CH3CH,0P); 14,38 (CH3).

31P-RMN (CDCls, 121 MHz) 6 ppm: 18,57.
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(E)-(2-isopropil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (E-35a)

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,41 (1H, d, 2Jup = 15,5 Hz); 4,29 — 4,07 (4H, m,
CH3CH.0P); 2,78 — 2,61 (2H, m, CH3(CH2)4CH>-); 2,54 (1H, m, (CH3).CH-); 1,72 —
1,40 (14H, m; CH3(CH2)4sCH>-, (CH3).CH-); 1,28 (6H, d, *Ju.+ = 6,8 Hz; CH3CH,OP);
1,13 (3H, t, 3Jn-n = 8,9 Hz; CH3(CH2)4CHa-).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) § ppm: 172,33 (d, 2Jc-p = 6,8 Hz; C=CHP); 110,42 (d, *Jc-p
= 191,7 Hz; C=CHP); 60,55 (d; 2Jc.r = 6,3 Hz; CH3CH,0P); 36,13 (d, 3Jc.p = 21,4 Hz,
CHs(CH2)4CH>-); 32,53 (d, 3Jcp = 4,40 Hz; CH(CHs)2); 31,93 (CH2); 29,79 (CHy);
29,70 (CHy); 22,83 (CH2); 22,22 (CHs); 16,72 (d, 3Jc.p = 6,1 Hz; CH3CH,OP); 14,39
(CHa).

31P-.RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 17,90.

2.1.2.2- Sintesis de (Z/E)-(2-butil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (Z/E-35b)

PO5Et,
/\/\/\ 1) Cul, n-BulLi, Et,0 P H
PO,Et, -40°C —-25°C
24 2)24,-78 °C— -25°C Z/E-35b

La reaccidn de carbocupracion del compuesto 24 se llevo a cabo acorde al método B.
Para realizar la reaccion, se agreg6 el Cul (387 mg; 2,03 mmol) en Et>O seco (4 mL) y
lentamente n-BuLi (2,98 mL; 1,36 M). Posteriormente, se trasvaso la solucion del
cuprato sobre la solucion del alquinilfosfonato 24 (100 mg; 0,41 mmol) en Et,O seco (3
mL). El progreso de la reaccion se siguié por CCF. La reaccion se detuvo agregando
una disolucion saturada de NH4Cl (5 mL), y la fase acuosa se extrajo con Et,0 (3 x 10
mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion saturada de NaCl (10
mL), se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purificé por
cromatografia flash en columna (1,5 x 20 cm, eluyente AcOEt/Hex 30%), aislandose
puros los alquenilfosfonatos Z-35b (25 mg, 20%) y E-35b (63 mg, 51%) (71%, Rf =
0,71 y 0,55 respectivamente, CCF corrida dos veces en AcOEt/Hex 40%, ambos

liquidos incoloros).
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(2)-(2-butil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (Z-35b)

1H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,33 (1H, d, 2Jup = 15,6 Hz); 3,48 (4H, m, 3Jun =
7,0 Hz; CH3CH.OP); 2,62 (2H, m, CH3(CH2)sCH-); 2,31 (2H, m, CH3(CH2).CH.-);
1.53 (12H, m, CHs(CH2)4aCH2-; CH3(CH2).CHz-); 1,10 (6H, d, 3Jun = 51 Hz;
CHsCH>0P); 1.18 — 1.07 (6H, dt, CH3(CH.)4CH2-; CH3(CH2)2CH>-).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) § ppm: 158,30 (d, 2Jc-p = 6,3 Hz; C=CHP); 124,39 (d, *Jc-p
=175,1 Hz; C=CHP); 60,42 (d, 2Jc.p = 5,7 Hz; CH3CH,OP); 34,34 (d, 3Jc.r = 22,4 Hz;
CHs(CHa)2CH>-); 32,69 (d, 3Jc.p = 6,8 Hz; CH3(CH2)4CH>-); 32,02 (CH2); 29,84 (CHy);
29,58 (CHy); 23,38 (CHyp); 23,19 (CHy); 22,87 (CH); 16,72 (d, %Jcr = 6,1 Hz;
CH3CH>0P); 14,40 (CHs); 14,29 (CHa).

31P-.RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 21,31.

(E)-(2-butil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (E-35b)

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,40 (1H, d, 2Ju-p = 18,5 Hz); 4,11 (4H, m, 3Jn =
7,1 Hz, CH3CH.0P); 2,61 — 2,51 (2H, m, CH3(CH2).CH>-); 2,22 (2H, m, J = 7,5 Hz;
CH3(CH2)4CH2-); 1,57 — 1,41 (12H, m, CH3(CH2)4sCH.-; CH3(CH2).CH2-); 1,38 (6H, d,
3J4-n = 6,9 Hz; CH3CH,0P); 1,01 — 0,91 (6H, dt, CH3(CH2)4CHa-; CH3(CH2).CH,-).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) § ppm: 167,88 (d, 2Jc-p = 6,9 Hz; C=CHP); 111,11 (d, c-p
= 189,4 Hz; C=CHP); 61,30 (d, 2Jc-r = 5,6 Hz; CH3CH,0P); 38,12 (d, 3Jc.r = 22,6 Hz;
CH3(CH2)aCH»-); 34,02 (d, 3Jce = 6,9 Hz; CH3(CH2)2CH,-); 33,90 (CH); 31,75
(CH>); 29,80 (CHy); 29,53 (CHy); 28,66 (CH.); 22,40 (CHy); 16,56 (d, 3Jce= 6,5 Hz;
CH3CH,0P): 14,06 (CH3); 13,91 (CHb).

31p-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 18,72.
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2.1.2.3- Sintesis de (Z/E)-(2-butil-4,8-dimetil-1,7-nonadienil) fosfonato de
dietilo (Z/E-35c)

PO3Et,
WY\ 1) Cul, n-BulLi, Et,O = = H
PO3Et2 -40°C — -25°C

21 2)21,-78 °C—> -25 °C
ZIE-35¢

La reaccion de carbocupracion del compuesto 21 se llevé a cabo acorde al método B.
Para realizar la reaccion, se agrego el Cul (156 mg; 0,82 mmol) en Et2O seco (2 mL) y
lentamente n-BuLi (1,21 mL; 1,36 M). Posteriormente, se trasvaso la solucion del
cuprato sobre la solucién del alquinilfosfonato 21 (46 mg; 0,16 mmol) en Et,O seco (2
mL). El progreso de la reaccion se siguié por CCF. La reaccion se detuvo agregando
una disolucion saturada de NH4Cl (5 mL), y la fase acuosa se extrajo con Et,O (3 x 10
mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion saturada de NaCl (10
mL), se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purific6 por
cromatografia flash en columna (1,5 x 20 cm, eluyente AcOEt/Hex 30%), aislandose
puros los alquenilfosfonatoS Z-35c¢ (9 mg) y E-35c¢ (7 mg) (Rto: 30%, Rf = 0,66 y 0,54
respectivamente (CCF corrida dos veces en ACcOEt/Hex 40%), ambos liquidos

incoloros).

(2)-(2-butil-4,8-dimetil-1,7-nonadienil) fosfonato de dietilo (Z-35c)
31P-RMN (CDCls, 121 MHz) & ppm: 21,40.

(E)-(2-butil-4,8-dimetil-1,7-nonadienil) fosfonato de dietilo (E-35c)
3IP-RMN (CDCls, 121 MHz) & ppm: 17,50.
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2.1.2.4- Sintesis de (Z2)-(Des-A,B-23-butil-8p-trietilsililoxi-23-colin-24-
il)fosfonato de dietilo (39)

1) Cul, n-BuLi, Et,0

POsEt  490c — -25°C

= 2) 18, -78 °C—> -25 °C i
= H
TESO 18 TESO 39

La reaccion de carbocupracion del compuesto 18 se llevé a cabo acorde al método B.
Para realizar la reaccion, se agreg6 el CuBr (194 mg; 1,35 mmol) en Et,O seco (3 mL) y
lentamente n-BuLi (1,08 mL; 2,5 M). Posteriormente, se trasvasd la solucion del
cuprato sobre la solucion del alquinilfosfonato 18 (126 mg; 0,27 mmol) en Et,O seco (3
mL). El progreso de la reaccion se siguié por CCF. La reaccion se detuvo agregando
una disolucion saturada de NH4Cl (5 mL), y la fase acuosa se extrajo con Et,O (3 x 10
mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion saturada de NaCl (10
mL), se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purificd por
cromatografia flash en columna (1 x 10 cm, eluyente AcOEt/Hex 30%), obteniéndose el
alquenilfosfonato 39 (56 mg, 40%, Rf = 0,33; TLC corrida dos veces en AcOEt/Hex

30%, liquido incoloro).

!H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,40 (1H, d, 2Ju.p = 18,2 Hz; H-24); 4,08-3,99 (5H,
m, CH3sCH,OP, H-8); 2,64 (1H, t, J = 12,3 Hz; H-22); 2,24 (1H, m, H-22); 2,18-2,01
(2H, m, CH3(CH2)2CH2-); 1,31 (6H, t, *Ju-+ = 7,1 Hz; CHsCHOP); 0,96-0,89 (12H, m,
CHsCHSi, H-18, CH3(CH.)s-); 0,84 (3H, d, 3Jn-n = 6,5 Hz; H-21); 0,55 (6H, ¢, 3Jn.n =
7,9 Hz; CH3CH.SI).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 167,10 (d, 2Jc-p = 6,8 Hz; C-23); 112,64 (d, "Jc.p =
189,6 Hz; CH-24); 69,58 (CH-8); 61,25 (d, 2Jc-p = 5,5 Hz; CHsCH,OP); 61,19 (d, YJc-p
= 5,5 Hz; CH3CH,0P); 57,74 (CH-17); 53,24 (CH-14); 42,51 (C-13); 40,84 (CHy);
39,48 (d, %Jcp = 6.8 Hz; CH2-22); 37,84 (d, 3Jc.p = 22,7 Hz; CH3(CH2)2.CH>-); 34,75
(CH2); 34,38 (CH-20); 29,90 (CH.); 27,78 (CH>); 23,18 (CH.); 22,51 (CH2); 17,98
(CH3-21); 17,82 (CH>); 16,55 (d, 2Jcp = 6,5 Hz; CH3CH20P); 14,07 (CH3), 13,79(CHs);
7,09 (CH3CH2Si); 5,12 (CH3CH,Si).
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31p-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 18,66.

2.1.2.5- Sintesis de (E)-(2-butil-1-yodo-1-octaenil)fosfonato de dietilo (E-36a)

PO;Et,
/\/\/\ 1) Cul, n-BulLi, Et,0O — |
PO4EL, -40°C — -25°C .
24 2)24,-78 °C—> -25°C E-36a

3) 1, -78 °C— ta.

La reaccion de carbocupracién del compuesto 24 se llevé a cabo acorde al método C.
Para realizar la reaccion, se agrego el Cul (453 mg; 2,38 mmol) en Et20O seco (4 mL) y
lentamente n-BuLi (3,35 mL; 1,42 M). Posteriormente, se trasvaso la solucion del
cuprato sobre la solucidn del alquinilfosfonato 24 (117 mg; 0,48 mmol) en Et,O seco (2
mL). Finalmente, se agreg6 el I> (1,21 g; 4,76 mmol) bajo las condiciones descriptas
previamente. El progreso de la reaccion se siguid por CCF. La reaccion se detuvo
agregando una disolucion saturada de NH4CI (5 mL), y la fase acuosa se extrajo con
Et,O (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion saturada
de NaCl (10 mL), se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se purifico
por cromatografia flash en columna (2 x 20 cm, eluyente AcCOEt/Hex 20%),
obteniéndose el alquenilfosfonato E-36a (143 mg, 70%, Rf = 0,62 (CCF corrida dos
veces en AcOEt/Hex 40%), liquido rojo palido).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 4,13 (4H, m, 3Ju.n = 7,3 Hz; CH3CH:0P); 2,91
(2H, t, 3Ju-n = 7,5 Hz; CH3(CH2)4aCH2-); 2,52 (2H, t, 3Ju.n = 7,5 Hz; CH3(CH2)4CHa-);
1,44 (18H, m, J = 5,2; 3,3 Hz; CH3(CH2)4aCH2-; CH3(CH2)2.CH.-; CH3CH.OP); 1,04
(6H, t, 3Jn-n = 19,6; CH3(CH2)4aCHa-; CH3(CH2)2CH2-).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 169,68 (d, 2Jcr = 13,5 Hz; C=CHP); 62,36 (d, 2Jc-r
= 5,3 Hz; CH3CH,0P); 35,34 (d, 3Jcr = 4,5 Hz; CH3(CH2)sCH>-); 32,33 (d, 3Jcp=22,1
Hz ; CH3(CH2)2CH>-); 30,40 (CHy); 30,29 (CHa); 30,13 (CHa); 30,10 (CH.); 23,61
(CH>); 17,01 (d, 3Jcp = 6,5 Hz; CH3CH,OP); 14,89 (CHs); 14,57 (CHs); -2,56 (d, *Jc-p
=124,9 Hz; C=CHP).
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31p-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 9,08.

2.1.2.6- Sintesis de (2)-(2-butil-1-propenilo-1-octaenil)fosfonato de dietilo (z-
36b)

PO3Et,
/\/\/\ 1) Cul, n-Buli, Et,O %
- 0 - °
PO,Et, 40°C —-25°C . S
24 2)24,-78 °C—>-25°C Z-36b

3B x-78°C—>ta.

La reaccion de carbocupracion del compuesto 24 se llevé a cabo acorde al método C.
Para realizar la reaccion, se agreg6 el Cul (414 mg; 2,17 mmol) en Et2O seco (4 mL) y
lentamente n-BuLi (2,57 mL; 1,69 M). Posteriormente, se trasvaso la solucion del
cuprato sobre la solucion del alquinilfosfonato 24 (107 mg; 0,43 mmol) en Et,O seco (2
mL). Finalmente, se agregd el bromuro de alilo (37,63 mL; 4,35 mmol) bajo las
condiciones descriptas previamente. El progreso de la reaccion se siguié por CCF. La
reaccion se detuvo agregando una disolucion saturada de NH4CIl (5 mL), y la fase
acuosa se extrajo con Et2O (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con
una solucién saturada de NaCl (10 mL), se secaron, filtraron y concentraron. El
producto obtenido se purificO por cromatografia flash en columna (1,5 x 20 cm,
eluyente AcOEt/Hex 20%), obteniéndose el alquenilfosfonato Z-36b (112 mg, 75%, Rf
= 0,44; CCF corrida dos veces en AcOEt/Hex 40%, liquido incoloro).

!H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,72 (1H, ddt, 3Ju.n = 16,2; “Jun = 10,0; “Jn-n
=5,8 Hz; CH,CHCH>-); 5,02 — 4,86 (2H, m, CH,CHCH>-); 3,95 (4H, m, 3Ju.1 = 7,1 Hz;
CHsCH.0P); 3,02 — 2,88 (2H, m, CH,CHCH>-); 2,49 — 2,40 (2H, m, CH3(CH2)4CH.-);
2,06 (2H, t, *Jun = 7,6 Hz; CH3(CH2)2.CH>-); 1,41 — 1,16 (18H, m, CH3(CH2)4CHa-);
CHs(CHa)2CHz-; CH3CH,0P); 0,82 (6H, dt, 3Ju- = 9,8; 6,8 Hz; CH3(CH2)sCHa-);
CH3(CHa)2CHz-).

BC-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 161,82 (d, 2Jc.p = 11,4 Hz; C=CHP); 136,26 (d,
3Jcp = 1,9 Hz; -CH2CH=CHy); 120,28 (d, Jcp = 178,2 Hz; C=CHP); 114,73 (-
CH2CH=CH,); 61,14 (d, 2Jc» = 5,7 Hz; CH3CHOP); 60,95 (d, 2Jcp = 5,7 Hz;
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CHsCH.0P); 34,56 (d, ®Jor = 7,6 Hz; CHs(CH2):CHz-): 33,90 (d, e = 12,3 Hz;
CHs(CH2)2CHz-); 32,84 (d, *Jcp = 19,1 Hz; CH3CH2CH2CH>-); 31,77 (CH2); 30,50 (d,
Jep = 2,3 Hz; CHs3(CH2)sCH2CH2-); 29,72 (CHy); 29,22 (d, 2Jce = 2,3 Hz; -
CH,CH=CH,); 23,09 (CH>); 22,62 (CH>); 16,28 (d, 3Jc-r = 6,6 Hz; CH3CH.OP); 14,02
(CH3); 13,87 (CHs3).

31P-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 21,32.

2.1.2.7- Sintesis de (Z)-(1,2-dibutil-1-octaenil)fosfonato de dietilo (Z-36c¢)

PO3Et,
/\/\/\ 1) Cul, n-BuLi, Et,0 _
POsEL, -40°C —= -25°C i
24 2)24,-78 °C—>=-25°C Z-36¢

3) CVH:,,\ ,-718 °C—>t.a.

La reaccion de carbocupracion del compuesto 24 se llevé a cabo acorde al método C.
Para realizar la reaccion, se agreg6 el Cul (387 mg; 2,03 mmol) en Et>O seco (4 mL) y
lentamente n-BuLi (2,12 mL; 1,92 M). Posteriormente, se trasvaso la solucion del
cuprato sobre la solucion del alquinilfosfonato 24 (100 mg; 0,41 mmol) en Et,O seco (2
mL). Finalmente, se agregd el cloruro de butilo (42,5 mL; 4,06 mmol) bajo las
condiciones descriptas previamente. El progreso de la reaccion se siguié por CCF. La
reaccion se detuvo agregando una disolucion saturada de NH4Cl (5 mL), y la fase
acuosa se extrajo con Et2O (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con
una solucién saturada de NaCl (10 mL), se secaron, filtraron y concentraron. El
producto obtenido se purificO por cromatografia flash en columna (1,5 x 20 cm,
eluyente ACOEt/Hex 20%), obteniéndose el alquenilfosfonato Z-36¢ (42 mg, 30%, Rf =
0,50; CCF corrida dos veces en AcOEt/Hex 40%, liquido incoloro).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) § ppm: 4,20 (4H, m, 3Ju-n = 7,2 Hz; CH3CH2OP); 2,63
(2H, t, %Jun = 6.3 Hz; CH3(CH2)2CH2-); 2,39 — 2,27 (4H, m, CHa(CH2)sCHa-;
CHs(CH2)2CHz-); 1,51 (22H, m, CH3(CH2)aCH2-); CH3(CH.).CH2-; CHsCH:0P); 1,13
(9H, dt, 2Ju.n = 11,4; 6,8 Hz; CH3(CH2)2sCHa-; CH3(CH2)2CHa-).
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3C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 158,82 (d, 2Jc-p = 11,9 Hz; C=CHP); 125,01 (d,
YJcp = 174,7 Hz; C=CHP); 61,03 (d, 2Jc-p = 5,6 Hz; CH3CH,0OP); 34,88 (d, 3Jcr = 7,5
Hz; CHs(CH2)aCHo-); 33,00 (CH2); 32,74 (CHy); 32,68 (CH.); 32,02 (CHy); 31,04
(CH2); 30,77 (d, *Jcp = 11,8 Hz; CH3(CH2)2CH2-); 29,84 (CH2); 29,57 (CH2); 23,86 (d,
3Jc-p = 14,1 Hz; CH3(CH2)2CH,-); 22,87 (CHa); 17,27 (d, 3Jcr = 6,1 Hz; CH3CH,OP);
14,95 (CHs); 14,83 (CHs); 14,79 (CHsa).

31p-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 21,37.

2.1.2.8- Sintesis de (E)-(Des-A,B-23-butil-8f-trietilsililoxi-24-yodo-23-colen-
24-il)fosfonato de dietilo (40)

1) Cul, n-BuLi, Et,0
-40 °C —= -25°C

2)18,-78 °C—=-25°C A
TESO 18 3)1,, 78 °C—= ta. TESO 40

La reaccion de carbocupracién del compuesto 18 se llevé a cabo acorde al método C.
Para realizar la reaccion, se agregé el Cul (77 mg; 0,40 mmol) en Et,O seco (2 mL) y
lentamente n-BuLi (0,45 mL; 1,79 M). Posteriormente, se trasvaso la solucion del
cuprato sobre la solucion del alquinilfosfonato 18 (38 mg; 0,08 mmol) en Et2O seco (2
mL). Finalmente, se agregé el I> (204 mg; 0,81 mmol) bajo las condiciones descriptas
previamente. El progreso de la reaccion se siguié por CCF. La reaccion se detuvo
agregando una disolucion saturada de NH4CI (5 mL), y la fase acuosa se extrajo con
Et>O (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion saturada
de NaCl (10 mL), se secaron, filtraron y concentraron. El producto obtenido se
determind a partir de la intensidad y sefializacion de 3'P-RMN del crudo de reaccion,
obteniéndose rendimientos del 48% (Rf = 0,36; CCF corrida dos veces en AcOEt/Hex
30%, liquido rojo palido).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) § ppm: 150,63 (d, 2Jcp = 12,0 Hz; C-23); -13.71 (d, YJcp =
124,8 Hz): 71,74 (CH-8): 63,09 — 63,05 (d, 2Jcp = 6,3 Hz; CHaCH2OP): 56,15 (CH-17):
53,75 (CH-14); 42,01 (C-13); 40,40 (d, 3Jcp = 13,2 Hz; CH2-22); 39,35 (CHy); 34,48
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(CHa); 33,98 (CH-20); 32,18 (d, 3Jcp = 12,6 Hz; CH3(CH2)2CHz-); 29,75 (CH2); 28,24
(CH2); 24,05 (CHs); 22,71 (CH,); 17,98 (CHs-21); 17,65 (CHs): 16,24 — 16,20 (d, 2Jcp =
5,7 Hz; CHsCH,OP); 14,07 (CHs), 13,79(CHs); 6,98 (CH3CH;Si); 5,70 (CHsCHSi).

31p-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 9,93.
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2.1.3- Sintesis del biciclo CD y la cadena lateral de EM1 para modificaciones
via quimica de cupratos [167]

2.1.3.1- Sintesis de Des-A,B-23,24-dinorcolan-8p,22-diol (Diol de Inhoffen-
Lythgoe) (8)

1) O3 MeOH, Piridina -78 °C

2) NaBH,4 -78 °C—>t.a.

- Vitamina D, 8
HO

En un reactor de vidrio con un cabezal provisto de un difusor de vidrio poroso, seco
y purgado con nitrégeno, se prepard una disolucién de la vitamina D2 (3,57 g; 9 mmol)
en metanol destilado (200 mL) y piridina seca (2,80 mL). La disolucion se enfrio a -78
°C en atmosfera inerte, y a continuacion se hizo burbujear una corriente de
ozono/oxigeno provista por un ozonizador UNITEK (0,6 A; 1,5 L/h) durante 15 min.,
hasta que la solucién adquirié un color ligeramente azulado (exceso de 0zono). Se
detuvo el flujo de ozono y la solucion se purgd con nitrégeno hasta eliminar el ozono
remanente (test de KI). Seguidamente se hizo un primer agregado de NaBH4 (685 mg;
18 mmol) a -78 °C, y la mezcla de reaccidn se dejo en agitacion permitiendo que suba la
temperatura hasta -20 °C. Luego de 3 h se realiz6 un segundo agregado de NaBH4 (685
mg; 18 mmol), se dej6 alcanzar t.a, y se agregd NaBH4 (357 mg; 9,3 mmol) una vez
mas. La mezcla se dej6 en agitacion durante toda la noche a t.a. Finalmente se concentrd
la mezcla y se extrajo, en un aparato de extraccion continua, con EtoO durante 24 h. El
residuo obtenido se concentrd hasta obtener un aceite espeso de color pardo, que se
sembré ayudado por alicuotas de metanol y se purifico por cromatografia flash en
columna (3 x 30 cm, eluyente AcOEt/Hex 40%) obteniéndose el diol 8 (0,70 g; 47%, Rf
=0,31; AcOEt/Hex 40%, solido blanco) [187].

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) § ppm: 4,05 (1H, s ancho, H-8); 3,60 (1H, dd, 2Ju.n = 10,5
Hz; 3Jun = 3,1 Hz; H-22); 3,32 (1H, dd, 2Jn-n = 10,4; 3Jun = 6,9 Hz, H-22); 1,00 (3H,
d, 3Ju-n = 6,6 Hz; H-21); 0,92 (3H, s, H-18).
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2.1.3.2- Sintesis de Des-A,B-8p,22-di(trietilsililoxi)-23,24-dinorcolano (10)

TESCI, Imidazol, DMAP
CH,Cly, 0 °C

H
TESO 10

Sobre una solucion del diol 8 (1,0 g; 4,71 mmol) en CH2Cl> (15 mL) a 0 °C y bajo
atm. de N, se agregd sucesivamente imidazol (0,96 g; 14,15 mmol), una cantidad
catalilica de DMAP y luego TESCI (1,6 mL; 9,65 mmol). La mezcla de reaccién se dejo
en agitacion durante 1 h. Se agregé H>O (10 mL), y se extrajo con CH2Cl> (3 x 15 mL).
Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucién saturada de NaCl (15 mL)
y con H2O (15 mL). Luego de secar, filtrar y concentrar se obtuvo el producto 10, el
cual fue utilizado para la siguiente reaccioén sin previa purificacion (Rf = 0,84;
AcOEt/Hex 30%, solido blanco).

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 4,00 (1H, s ancho, H-8); 3,62 (1H, m, H-22); 3,2
(1H, m, H-22); 2,00 (1H, m, H-14); 0,98 (18H, m, CH3CHSi); 0,60 (12H, m,
CH3CH>Si).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 69,31 (CH-8); 67,56 (CH2-22); 53,50 (CH-17);
52,87 (CH-14); 42,24 (C-13); 40,68 (CH); 38,80 (CH2); 34,68 (CH-21); 26,86 (CHy);
23,17 (CHz); 17,69 (CHy); 16,79 (CHs-21); 13,60 (CH3-18); 6,94 (CHiCH,Si); 6,83
(CH3CH2Si); 4,94 (CHsCHSi); 4,44 (CH3CH:Si).
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2.1.3.3- Sintesis de Des-A,B-8p-(trietilsililoxi)-23,24-dinorcolan-22-ol (11)

TBAF
THF, t.a.

H
TESO : 10 TESO 1"

Sobre una solucién del compuesto 10 (1,04 g; 4,71 mmol) en THF (15 mL) se agregd
una solucion de TBAF en THF (1 M; 2,35 mL). La mezcla de reaccion se dejo en
agitacion bajo atm de N2 y a t.a. La reaccion se detuvo por adicion de H20 (5 mL), y se
extrajo con CH2Cl> (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se secaron, filtraron y
concentraron. El producto obtenido se purifico por cromatografia flash en columna (1,5
x 15 cm, eluyente AcOEt/Hex 10%) obteniéndose el alcohol 11 (0,70 g; 91%, Rf=0,44;
AcOEt/Hex 30%, liquido incoloro).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) § ppm: 4,00 (1H, s ancho, H-8); 3,62 (1H, dd, 2Ju.n = 10,4
Hz; 3Ju.n = 3,2 Hz; H-22); 3,36 (1H, dd, 2Jp.n = 10,4; 3Ju-n = 6,8 Hz, H-22); 1,02 (d,
3341 = 6,6 Hz, 3H, H-20); 0,95 (12H, m, CHsCH,Si y H-18); 0,55 (6H, t, 3Ju.1 = 7,9
Hz; CH3CHSi).

13C-.RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 69,23 (CH-8); 67,60 (CH2-22); 53,07 (CH-17);
52,79 (CH-14); 42,07 (C-13); 40,57 (CHy); 38,26 (CH2); 34,55 (CH-20); 26,75 (CHy);
23,01 (CH,); 17,58 (CH2); 16,59 (CHs-21): 13,47 (CHs-18); 6,83 (CH3CH-Si); 4,91
(CH3CH;Si).
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2.1.3.4- Sintesis de Des-A,B-8p-(trietilsililoxi)-22-tosiloxi-23,24-dinorcolano
(14)

OTs
p-TsCl, Piridina
0°C.

H
TESO 1" TESO : 14

Sobre una solucion del alcohol 11 (0,70 g; 2,13 mmol) en piridina (10 mL) a 0 °C, se
agrego p-TsCl (0,60 g; 3,19 mmol). La mezcla se dejé en agitacion a 0 °C durante 2 h'y
luego se dejo en la heladera toda la noche. Se agregé H>O helada y se extrajo con una
mezcla de AcOEt/Hex (1:1) (2 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron
con HCI al 5% (2 x 15 mL), CuSOs (sat.) (3 x 10 mL), y H20 (20 mL); se secaron,
filtraron y concentraron a presion reducida. EI compuesto 14 obtenido se utiliz6 en la
siguiente reaccion sin previa purificacion (0,88 g; Rf = 0,38; AcOEt/Hex 10%, sélido
blanco).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 7,78 (2H, d, 3Ju.n = 8,2 Hz; H-Ar); 7,33 (2H, d,
3Ju.n = 8,0 Hz; H-Ar); 4,02 (1H, m, H-8); 3,79 (1H, dd, 2Jn-+ = 9,2; 3Jur = 6,4 Hz, H-
22); 3,97 (1H, dd, 2Ju-n = 9,2; 3Jun = 3,1 Hz, H-22); 2,44 (3H, s, Me-Ar); 0,94 (12H,
m, CHsCH,Si y H-21); 0,87 (3H, s, H-18); 0,56 (6H, m, CH3CH,Si).

13C-.RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 144,47 (C-Ar); 133,34 (C-Ar); 129,70 (CH-A);
127,88 (CH-Ar); 75,69 (CH2-22); 69,17 (CH-8); 52,75 (CH-17); 52,51 (CH-14); 42,16
(C-13); 40,45 (CHyp); 35,74 (CH-20); 34,51 (CH2); 26,51 (CH2); 22,91 (CHy); 21,55
(CHs-Ar); 17,57 (CHo); 16,75 (CHs-21); 13,45 (CHs-18); 6,86 (CHsCH.Si); 4,94
(CH3CH:Si).
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2.1.3.5- Sintesis de Des-A,B-8p-(trietilsililoxi)-22-ciano-23,24-dinorcolano
(15)

OTs
KCN, DMSO
90 °C

H H
TESO 14 TESO 15

Sobre una disolucién del tosilato 14 (0,88 g; 1,84 mmol) en DMSO (3 mL) se agreg6
KCN (0,18 g; 2,75 mmol), y la mezcla se dejo en agitacién a 90 °C. Luego de 3 h,
cuando se observo la conversion total del sustrato (CCF), se agregé H2O (5 mL) y se
extrajo con Et;O (3 x 5 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una
disolucion saturada de NaCl (10 mL), se secaron, filtraron y concentraron a presion
reducida. El producto 15 se utiliz6 en la siguiente reaccion sin previa purificacion (0,64
g; Rf=0,5; AcOEt/Hex 10%, liquido incoloro).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) § ppm: 4,02 (1H, s ancho, H-8); 2,31 (1H, dd, 2Jn.n = 16,6
Hz; 3Jn+ = 3,8 Hz, H-22); 2,20 (1H, dd, 2Jn-+ = 16,6 Hz; 3Jn+ = 7,0 Hz, H-22); 1,11
(3H, d, %Ju-n = 6,6 Hz; H-21); 0,91 (3H, s, H-18); 0,93 (9H, t, 3Jun = 8,0 Hz;
CHsCHSi); 0,54 (6H, ¢, 3Jn-n = 7,9 Hz CH3CHSi).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) 5 ppm: 118,99 (CN); 69,16 (CH-8); 55,41 (CH-17); 52,89
(CH-14); 42,10 (C-13); 40,40 (CHo); 34,43 (CH2); 33,11 (CH-20); 27,18 (CHo); 24,64
(CH2); 22,86 (CHo); 19,19 (CHs-21); 17,55 (CHy); 13,62 (CHs-18); 6,88 (CHsCH,Si);
4,92 (CH3CH;Si).
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2.1.3.6- Sintesis de Des-A,B-8p-(trietilsililoxi)-24-norcolan-23-al (16)

CHO
DIBAL-H
CH,Cl, -10 °C

A H
TESO TESO

15

Sobre una solucion del nitrilo 15 (0,64 g; 1,80 mmol) en CH2Cl> (25 mL) a -10 °C, se
agregd por goteo lento, una solucion de DIBAL-H 1 M en hexano (3,5 mL; 3,45 mmol).
Al cabo de 30 min. se detuvo la reaccion por agregado de HCI 10% (30 mL) y Et,O (15
mL). Se dej6 en agitacién 15 min. y luego se extrajo la fase acuosa con CH2Cl, (5 x 25
mL). Las fases organicas combinadas se secaron, se filtraron y concentraron. El
aldehido 16 se utilizé en la siguiente reaccion sin previa purificacion. (0,56 g; Rf= 0,64;
AcOEt/Hex 10%, liquido incoloro).

'H-RMN (CDClIs, 300 MHz) & ppm: 9,7 (1H, s ancho, -CHO); 4,02 (1H, s ancho, H-8);
2,45-2,41 (1H, m, H-22); 2,16-2,09 (1H, m, H-22); 0,98 (3H, d, 3Ju-n = 6,5 Hz; H-21);
0,96-0,92 (3H, s, H-18 y 9H, t, CH3CH.Si); 0,54 (6H, ¢, *Ju-+ = 7,8 Hz; CH3CH.SI).

13C-.RMN (CDCls, 75 MHz) § ppm: 203,66 (CHO); 69,20 (CH-8); 56,49 (CH-17);
53,00 (CH-14): 50,74 (CH,-22): 42,22 (C-13): 40,57 (CH,): 34,47 (CH,); 31,21 (CH-
20); 27,53 (CHy); 22,87 (CH2); 19,87 (CHs-21); 17,57 (CHy); 13,46 (CHs-18); 6,89
(CH3CH;Si); 4,87 (CHaCH:Si).
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2.1.3.7- Sintesis de Des-A,B-8p-(trietilsililoxi)-24,24-dibromo-23-coleno (17)

CHO
CBr4, PPh3
CH,Cl,, 0 °C—=t.a.

H =
TESO 16 TESO 17

Sobre una solucion del aldehido 16 (0,56 g; 1,66 mmol) en CH2Cl> (15 mL) se
agregé CBrs (0,88 g; 2,65 mmol) y se enfrié a 0 °C. A continuacién, se afiadio PPhs
(1,40 g; 5,24 mmol) en seis porciones con intervalos de 2 min, observandose que la
mezcla de reaccion se tornaba color amarillo. Finalizado el agregado de PPhs, se retird
el bafio de hielo y se dejo la mezcla de reaccion en agitacion a t.a.; al cabo de unos
minutos la solucion se volvié turbia. Finalizada la reaccion (CCF) a los 40 min., se
agrego hexano (25 mL) y se dejo con buena agitacion 10 min. méas. Luego se filtro la
suspension blanca a través de silica gel mediante una placa filtrante y se lavoé con
hexano hasta arrastrar todo el producto (CCF). El filtrado se concentré bajo presion
reducida obteniéndose el compuesto 17, el cual fue utilizado para la siguiente reaccion
sin previa purificacion (0,57 g; Rf = 0,8; AcOEt/Hex 5%, liquido incoloro) [224].

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) § ppm: 6,39 (1H, dd, 2Jun = 8,0 Hz; 3Jun = 6,6; H-23);
4,03 (1H, m, H-8); 2,17 (1H, ddd, 3Jun = 3,4 Hz; 3Jun = 6,5 Hz; 2 = 14,7 Hz, H-
22): 0,95 (12H, m CHsCH,Si y H-21); 0,91 (3H, s, H-18); 0,56 (6H, ¢, 3Ju.n = 7,9 Hz;
CH3CH,Si).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 137,84 (CH-23); 88,58 (C-24); 69,32 (CH-8);
56,49 (CH-17); 53,05 (CH-14); 42,26 (C-13); 40,65 (CH2); 39,56 (CH2); 35,22 (CH-
20); 34,59 (CHy); 27,41 (CH2); 23,00 (CH); 18,92 (CHs-21); 17,65 (CHy); 13,53 (CHs-
18); 6,94 (CH3CH>Si); 4,95 (CH3CH.Si).
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2.1.3.8- Sintesis de (Des-A,B-8p-trietilsililoxi-23-colin-24-il)fosfonato de
dietilo (18)

1) LDA, THF, -78 °C

- 2) CIPO(OEt),, -78 °C
A

TESO 17 TESO 18

Sobre una disolucion de n-BuLi en hexano (3,60 mmol; 1,53 M) a 0 °C, se agregd
lentamente i-PraNH (0,45 mL; 3,45 mmol) y luego, THF (8 mL); se dejé en agitacion
durante 40 min. a la misma temperatura. A continuacién, sobre la solucién de LDA a -
78 °C, se agregd lentamente una solucién del compuesto 17 (0,57 g; 1,15 mmol) en THF
(5 mL) y se dejo en agitacién. La solucién se fue tornando color rojo oscuro,
observandose la desaparicion del sustrato (CCF) luego de 1h. Seguidamente, se enfrid la
mezcla de reaccion nuevamente a -78 °C, y se agregd lentamente CIPO(OEt)2 (0,18 mL;
1,26 mmol). Finalizado el agregado, la mezcla de reaccién se dejé en agitacion
permitiendo que suba la temperatura. La reaccion se detuvo agregando HCI 5% (10 mL)
y la fase acuosa se extrajo con EtoO (3 x 25 mL). Las fases orgénicas combinadas se
secaron, se filtraron y concentraron a presion reducida. El residuo obtenido se purificd
por cromatografia flash en columna (1,5 x 20 cm, eluyente AcOEt/Hex 30%)
obteniéndose el alquinilfosfonato 18 (0,39 g; 40 %, Rf = 0,27; AcOEt/Hex 30%, liquido

incoloro).

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 4,08 (4H, m, CH3CH,OP); 3,96 (1H, s ancho, H-
8); 2,32 (1H, m, H-22); 2,15 - 2,08 (1H, m, H-22); 1,30 (6H, t, 3Jun = 7,0 Hz;
CH3CH20P); 1,00 (3H, d, 3J4.1 = 6,6 Hz, H-21); 0,88 (9H, t, *Ju- =7,9 Hz, CH3CH,Si);
0,84 (3H, s, H-18); 0,48 (6H, ¢, 3Ju-1 = 8,0 Hz, CH3CH:Si).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 102,23 (d, 2Jcp = 52,9 Hz, C-23); 71,25 (d, LJcp =
302,6 Hz, C-24); 69,0 (CH-8); 62,66 (d, 2Jc.p = 5,5 Hz, CH3CH,OP); 55,49 (CH-17);
52,80 (CH-14); 41,96 (C-13); 40,34 (CHy); 34,54 (d, “Jupr = 2,4 Hz, CH-20); 34,32
(CHa); 27,04 (CH2); 26,19 (d, 3Jcp = 4,3 Hz, CH2-22); 22,70 (CHy); 18,94 (CHs-21);
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17,40 (CH2); 15,93 (d, 3Jcp = 7,0 Hz, CH3CH,OP); 13,43 (CH3-18); 6,74 (CH3CHaSi);
4,72 (CH3CH:Si).
31p-RMN (CDCls, 121 MHz) & ppm: -6,09.

HRMS (ESI): calculado para C2sH4g04PSi (M+H): 471,3059; encontrado: 471,3054.
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2.1.3.9- Sintesis de (2)-(Des-A,B-23-butil-8f-trietilsililoxi-23-colin-24-il)
fosfonato de dietilo (39)

/,,'

A 1) Cul, n-BuLi, Et,0

-40 °C — -25°C

PO,Et,

2)18,-718 °C—>-25°C
H H
TESO 18 TESO 39

Sobre una suspension de CuBr (194 mg; 1,35 mmol) en Et>O seco (4 mL) a -40 °C,
se agrego lentamente n-BuLi (1,08 mL; 2,5 M), y se dejé en agitacién durante 1 h
permitiendo que suba la temperatura hasta -25 °C. A continuacién, se trasvaso la
solucion de cuprato (9,45 mL; 0,1 M) sobre la solucién del alquinilfosfonato 18 (126
mg; 0,27 mmol) en Et>0 seco (3 mL) -78 °C. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion
manteniendo la temperatura por debajo de -25 °C. Luego de 3 h la reaccion finalizd
(CCF). Se agregd una solucion saturada de NH4Cl (5 mL) y la fase acuosa se extrajo
con Et2O (3 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con una solucion
saturada de NaCl (10 mL), se secaron, se filtraron y concentraron a presion reducida. El
producto obtenido se purificd por cromatografia flash en columna (1 x 10 cm, eluyente
AcOEt/Hex 30%), obteniéndose el alquenilfosfonato 39 (56 mg, 40%, Rf = 0,33; CCF
corrida dos veces en AcOEt/Hex 30%, liquido incoloro) [160].

!H-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,40 (1H, d, 2Ju.p = 18,2 Hz; H-24); 4,08-3,99 (5H,
m, CH3CHOP, H-8); 2,64 (1H, t, J = 12,3 Hz; H-22); 2,24 (1H, m, H-22); 2,18-2,01
(2H, m, CH3(CH2)2CH2-); 1,31 (6H, t, *Ju-+ = 7,1 Hz; CHsCHOP); 0,96-0,89 (12H, m,
CH3CH,Si, H-18, CH3(CH2)s-); 0,84 (3H, d, ®Jn-n = 6,5 Hz; H-21); 0,55 (6H, ¢, 3Jun =
7,9 Hz; CH3CHoSi).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 167,10 (d, 2Jc.p = 6,8 Hz; C-23); 112,64 (d, Jc.p =
189,6 Hz; CH-24); 69,58 (CH-8); 61,25 (d, 2Jc.p = 5,5 Hz; CHsCH20P); 61,19 (d, 2Jc.p
= 5,5 Hz; CHsCH2OP); 57,74 (CH-17); 53,24 (CH-14); 42,51 (C-13); 40,84 (CHy);
39,48 (d, 3Jcp = 6.8 Hz; CH2-22); 37,84 (d, 3Jcp = 22,7 Hz; CH3(CH2)2CH2-); 34,75
(CH-2); 34,38 (CH-20); 29,90 (CH): 27,78 (CH2); 23,18 (CH.): 22,51 (CH,); 17,98
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(CHs-21); 17,82 (CHy); 16,55 (d, 3Jcp = 6,5 Hz; CH3CH,0P); 14,07 (CHs), 13,79(CHs);
7,09 (CH3CH:SI); 5,12 (CH3CH:SI).

31p-RMN (CDCls, 121 MHz) § ppm: 18,66.

HRMS (ESI): calculado para C29HsgO4PSi (M+H): 529,38420; encontrado: 529,38365.
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2.1.3.10- Sintesis de (2)-(Des-A,B-23-butil-8p-hidroxi-23-colin-24-
il)fosfonato de dietilo (41)

PO,Et,

HF, CH4CN, t.a.

H
TESO 39

Sobre una disolucién de 39 (56 mg; 0,107 mmol) en CH3CN (2 mL), se agregé HF
(48 %, 2 gotas). La reaccidn se llevé a cabo a temperatura ambiente y transcurrida 1 h,
se agregd una solucién saturada de NaHCO3 (5 mL) y la fase acuosa se extrajo con
CHxCl; (3 x 5 mL). Las fases organicas combinadas se lavaron con H20, se secaron con
Na>SOg, filtraron y concentraron a presion reducida. EI compuesto 41 fue utilizado
directamente en la siguiente reaccién, sin previa purificacion (42 mg, 95%, Rf = 0,45;
AcOEt/Hex 50%, liquido incoloro).

IH-RMN (CDCl3, 300 MHz) § ppm: 5,40 (d, 2Jup = 18,1 Hz; H-24); 4,09 — 3,98 (5H,
m, CHsCH2OP y H-8); 2,66 (1H, m, H-22): 2,25 (1H, m, H-22); 1,30 (6H, t, 3Jun = 7,1

Hz; CH3CH2OP); 0,85 (3H, d, 3Ju.+ = 6,6 Hz, H-21).

31P-NMR (CDCls, 121 MHz) § ppm: 18,58.
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2.1.3.11- Sintesis de (Z)-(Des-A,B-23-butil-8-0x0-23-colin-24-il)fosfonato de
dietilo (42)

PDC, PPTS
CH2C|2, t.a.

Sobre una solucion del alcohol 41 (42 mg; 0,202 mmol) en CH2Cl2 (2 mL), se agrego
sucesivamente PDC (115 mg; 0,306 mmol) y una cantidad catalitica de PPTS. La
mezcla de reaccion se dejé en agitacion a t.a. durante 3 h en ausencia de luz. Luego se
agrego una mezcla de AcOEt/Hex al 25% (5 mL), se dejé 15 min mas en agitacion y se
filtr6 a través de celite® mediante una placa filtrante. Los solidos se lavaron con
AcOEt/Hex al 50% hasta arrastrar todo el producto (CCF). El filtrado se concentré y el
residuo obtenido se purificd por cromatografia flash en columna (1 x 12 cm, eluyente
AcOEt/Hex 40%) obteniéndose el compuesto 42 (28 mg, 67%, Rf = 0,20; AcOEt/Hex
50%, liquido incoloro).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 5,41 (1H, d, 2Jnp = 17,8 Hz; H-24); 4,03 (4H, m, 334+
= 7,1 Hz; CHsCH20P); 2,73 (1H, t, J = 12,2 Hz; H-22): 2,45 (1H, m, H-22); 1,30 (6H, t,
33un = 7,1 Hz; CHsCH:0P); 0,92-0,87 (6H, m, H-21 y CHs(CH2)s-); 0,65 (s, 3H, H-
18).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) &: 212,09 (C=0); 166,24 (d, 2Jc-r = 7,1 Hz, C-23); 113,00
(d, YJcp = 189,5 Hz, CH-24); 62,07 (CH-14), 61,29 (d, 2Jc-r = 5,8 Hz, CH3CH,0P);
61,19 (d, 2Jc.p = 5,7 Hz, CH3CH20P); 57,49 (CH-17); 50,13 (C-13); 41,07 (CH>); 39,30
(d, 3Jcp = 6,9 Hz, CH2-22); 39,00 (CHy); 37,74 (d, Jc.p = 22,5 Hz, CH3(CH2)2.CH>-);
34,57 (d, J = 1,7 Hz, CH-20), 29;83 (CH>); 27,95 (CHy); 24.15 (CH); 22,46 (CHy);
19,23 (CH2); 18,01 (CHs-21); 16,53 (d, *Jc.r = 6,5 Hz, CH3CH0P); 14,05 (CHs); 12,69
(CHa).

$IP-RMN (CDCls, 121 MHz) &: 18,32.
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2.1.4- Sintesis del anillo A para el acoplamiento de Wittig-Horner [172]

2.1.4.1-  Sintesis de  Sintesis de  (22)-2-[(3S,5R)-3,5-Bis[[(1,1-
dimetiletil)dimetilsililJoxi]-2-metilidenciclohexilideno]acetato de metilo (12a)

COOMe COOMe

THF, hv

‘ 9-F i .
TBSO" OTBS vorenona TBSO' OTBS

12 a/b 12a

En un tubo Schlenk seco y purgado con N2 se prepar6 una solucion de la mezcla de
isdbmeros 12a y 12b (212 mg, 0,58 mmol) en THF (30 mL). Posteriormente se agregd 9-
fluorenona (11 mg, 0,049 mmol) y se irradi6 la mezcla con radiacion ultravioleta
mediante 4 lamparas durante 90 min. Transcurrido este tiempo se observd, por CCF,
que la isomerizacion finalizé y se procedid a concentrar y purificar por cromatografia
flash en columna (1 x 15 cm, eluyente EtoO 1%) obteniéndose el éster 12a (200 mg,
95%, Rf = 0,56 AcOEt/Hex 8%).
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2.1.4.2- Sintesis de (22)-2-[(3S,5R)-3,5-Bis[[(1,1-dimetiletil)dimetilsililJoxi]-2-
metilidenciclohexilideno]etanol (13)

COOMe CH,OH

DIBAL-H

. Hex °, -78 °C
TBSO' OTBS TBSO OTBS

12a 13

Sobre una solucion del éster 12a (200 mg; 0,55 mmol) en hexano seco (7 mL) a -
78°C, se agreg6 una solucion 1M de DIBAL-H en hexano (0,73 mL; 0,73 mmol). La
mezcla se dejo bajo agitacion 1 h, verificando la finalizacion de la reaccion por CCF,
(ACOEt/Hex 10%). Posteriormente se agregé Et2O (1 mL) y H20 (1 mL), observandose
la aparicion de un precipitado blanco, el cual se disolvié con NaOH 4M (1 mL) y H20
(1 mL). Luego se agregaron pequefias cantidades de silica gel (200-425 mesh), Na,SO4
y Et20. Finalmente se filtrd la mezcla, lavando la silica con Et,O hasta arrastrar todo el
producto (CCF) y se concentrd, obteniéndose el producto 13 (0,18 g; 95%, Rf = 0,46;
AcOEt/Hex 10%, solido blanco).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 5,52 (1H, t, 3Jun = 6,9 Hz; H-6); 5,15 (1H, s
ancho, H-19); 4,75 (1H, s ancho, H-19); 4,42-4,34 (1H, m, H-7); 4,21-4,13 (3H, m,H-7,
H- 1y H-3); 2,39 (1H, dd, 3Ju+ = 13,0; 3,6 Hz, H-4); 2,17 (1H, dd, 344 = 13,2; 6,6
Hz, H-4); 1,85 - 1,76 (2H, m, H-2); 1,25 (1H, s ancho, -OH); 0,87 (18H, d, J = 4,1 Hz,
(CH3)3-C); 0,04 (s, 12H, CH3-Si).

13C-RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 126,68 (C-6); 110,59 (C-19); 71,31 (C-1); 67,34
(C-3); 59,60 (C-7); 45,26 (C-2); 44,56 (C-4); 25,76 ((CH3)3-C).
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2.1.4.3- Sintesis de oxido de [(22)-2-[(3S,5R)-3,5-Bis[[(1,1-
dimetiletil)dimetilsililJoxi]-2-metilidenciclohexilideno]etil]difenilfosfina
(Oxido de fosfina) (7)

Q
P(Ph),
CH,OH
1)NCS, Me,S, CH,Cl,
‘ 2)Ph,PLi, THF, -78°C
TBSO" otes rnePh TBSO oTBS
s 3) H,0, 5% ,

Sobre una solucion de NCS (78 mg; 0,58 mmol) en CH2Cl2 (2 mL) a 0°C, se agreg6
Me2S (43 pL; 0,58 mmol) de a gotas, observandose la aparicion de un precipitado
blanco fino. A continuacién, se enfrio a -20°C y se agregd, via canula, una solucién del
alcohol 13 (115 mg; 0,29 mmol) en CH.Cl> (3 mL). Luego de 90 min se observé por
CCF que esta etapa de la reaccion habia finalizado y se procedi6 al agregado de H20 (5
mL). Posteriormente se extrajo con hexano (4 x 5 mL), se sec6 con NaSQO4 anhidro y se
concentro.

Sobre una solucion de HPPhz (128 uL; 0,73 mmol) en THF seco (3 mL) a -78°C, se
agregd n-BuLi (301 pL; 0,65 mmol), observandose la coloracion roja intensa
caracteristica del anion correspondiente. Dicho anion se agregd, via canula sobre una
disolucién en THF (3 mL) del cloruro obtenido en la primera etapa, a -78°C, hasta
observar una coloracién permanente de la solucion resultante. Se dejo la mezcla bajo
agitacion toda la noche, verificando que la reaccion se completé por CCF (AcOEt/Hex
10%).

Finalmente se agregd una solucion de H20; al 5% (10 mL) y se dejo 30 min bajo
agitacion. Una vez finalizada la reaccion, se agrego H2O (5 mL) y se extrajo con AcCOEt
(3 x 5 mL). Las fases organicas combinadas se secaron y concentraron a presion
reducida, obteniéndose el 6xido de fosfina 7 (0,43 g; 77%, Rf = 0,30; AcOEt/Hex 40%,

solido blanco).
IH-RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 7,75 — 7,65 (4H, m, H-Ar); 7,52 — 7,38 (6H, m, H-

Ar); 5,37-5,28 (1H, m, H-6); 5,14 (1H, s ancho, H-19); 4,72 (1H, s ancho, H-19); 4,38 —
4,31 (1H, m, H-1); 4,14 — 4,06 (1H, m, H-3); 3,39 (1H, dt, 3Jun = 14,2; 8,6 Hz; H-7);
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3,15 (1H, dt, 3Jum = 15,8; 6,5 Hz; H-7); 0,95 — 0,75 (18H, m, (CH3)s-C); 0,06 — -0,06
(12H, m, CHs-Si).

13C-.RMN (CDCls, 75 MHz) & ppm: 131,79 (C-Ar); 131,76 (C-Ar); 131,11(C-Ar);
131,10 (C-Ar); 130,99 (C-Ar); 130,97 (C-Ar); 128,64 (C-Ar); 128,62 (C-Ar); 128,49
(C-Ar); 128,47 (C-Ar); 115,03 (C-6); 110,23 (C-19); 70,80 (C-1); 67,48 (C-3); 45,50
(C-4); 44,80 (C-2); 31,76 (C-9); 30,82 (C-9); 25,80 ((CH3)sC); 21,10 (CHs-Si).
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2.1.5- Sintesis del analogo SG a través del acoplamiento de Wittig-Horner

2.15.1- Sintesis de (5Z,7E,232)-(1S,3R)-[23-n-butil-1,3bis-(1,1
dimetiletil)dimetilsililoxi-9,10-secocola-5,7,10(19),23-tetraen-24-il]fosfonato
de dietilo (43)

1) n-BuLi, THF, -78°C

’

2) Ph,P(O)

TBSOY OTBS

TBSOY

Sobre una disolucion del 6xido de fosfina 7 (83 mg; 0,61 mmol) en THF (2 mL) a -
78°C, se agreg6 gota a gota n-BuLi (0,1 mL; 1,45 M en hexano), observandose la
aparicion progresiva de un color rojo intenso. Una vez finalizada la adicién, la mezcla
de reaccion se mantuvo con agitacion a la misma temperatura durante 1 h. Luego, en
ausencia de luz, se agregd gota a gota una disolucién de la cetona 42 (28 mg; 0,068
mmol) en THF (3 mL) y se dejo en agitacion durante 3 h en las mismas condiciones. Al
cabo de ese tiempo, se detuvo el enfriamiento, permitiendo que la temperatura alcance -
40°C lentamente, en un plazo de 2 h. La reaccién se detuvo agregando una disolucién
saturada de NH4Cl (5 mL), y la mezcla se extrajo con AcOEt (4 x 5 mL). Las fases
orgénicas combinadas se lavaron con una disolucién saturada de NaHCO3 (10 mL), se
secaron, filtraron y concentraron. El residuo obtenido se purificd por cromatografia
flash en columna (1 x 22 cm, eluyente AcOEt/Hex 20%), obteniéndose el anadlogo
protegido 43 (33 mg, 49%, Rf=0,79; AcOEt/Hex 50%, liquido color ambar).

'H-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 6,23 (1H, d, *Jn.H = 11,2 Hz; H-6); 6.,01 (1H, d, *Jn.H =
11,2 Hz; H-7); 5,41 (1H, d, 2Ju-p = 18.1 Hz; H-24); 5,18 (1H, d, 2Ju-n = 2,5 Hz; H-19);
4,86 (1H, d, 2Jn-n = 2,6 Hz; H-19); 4,37 (1H, m, H-1); 4,18 (1H, m, H-3); 4,11 — 3,97
(4H, m, CHsCH,0P); 2,81 (1H, m, H-22); 2,67 (1H, m, H-22); 2,43 (1H, m, H-20); 1,31
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(6H, t, 3Ju. = 7,1 Hz; CHsCH20P); 0,88 y 0,87 (18H, s, t-butilSi); 0,56 (3H, s, H-18);
0,06 (12H, m, CHsSi).

15C-RMN (CDCls, 75 MHz) &: 166,83 (d, 2Jc = 7,1 Hz; C-23); 148,57 (C-10); 141,02
(C-8); 135,19 (C-5); 123,29 (CH-6), 118,10 (CH-7), 112,73 (d, Wc-» = 190 Hz, CH-24):
111,18 (CH.-19); 72,07 (CH-1): 67,68 (CH-3): 61,26 (d, ZJc.p = 5,4 Hz; CHsCH.OP);
61,20 (d, 2Jcp = 5,5 Hz; CH3CH,0P); 57,49 (CH-17); 56,46 (CH-14); 46,11 (CH>),
46,06 (C-13); 44,97 (CH2); 40,65 (CH2); 39,61 (d, 3Jc» = 6,8 Hz; CH2-22); 37,82 (d,
3Jcp = 22,7 Hz; CH3(CH2).CH>-), 35.21 (CH-20), 29.87 (CH,), 28.98 (CH,), 28.13
(CH2), 26.00 [(CH3)3C-Si]; 25,97 [(CH3)3C-Si]; 23,62 (CHy); 22,49 (CHy); 22,33 (CHy);
18,40 [(CH3)sC-Si]; 18;28 [(CHa3)sC-Si]; 18,20 (CH3-21); 16,55 (d, ®Jcr = 6,6 Hz,
CH3CH20P); 14,07 (CHs); 12,20 (CHs-18); -4.50 (CHs-Si); -4.54 (CHs-Si); -4.65
(CHz3-Si); -4.94 (CHs-Si).

3IP-RMN (CDCls, 121 MHz) &: 18,62.
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2.1.5.2- Sintesis de (5Z,7E,232)-(1S,3R)-[1,3-dihidroxi-23-n-butil-9,10-
secocola-5,7,10(19),23-tetraen-24-il]fosfonato de dietilo (Analogo SG) (44)

PO3Et, PO3Et,

HF, CH4CN, t.a.

y

TBSOW HON

Sobre una solucion de 43 (33 mg; 0,034 mmol) en CH3CN (2 mL) se agrego HF (48
%, 2 gotas) lentamente. Transcurridos 30 min, se agregé una solucion saturada de
NaHCOs (5 mL) y la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3 x 5 mL). Las fases organicas
combinadas se lavaron con H;O, se secaron, filtraron y concentraron. Previo a los
ensayos biologicos el compuesto 44, fue purificado por cromatografia preparativa,
utilizando AcOEt grado HPLC como eluyente, obteniéndose el andlogo 44 (10 mg,
40%, Rf = 0,12; AcOEt/Hex, 80%, liquido color ambar).

IH-RMN (CDCls, 300 MHz) &: 6,37 (1H, d, 3Jun = 11,2 Hz; H-6); 6,02 (1H, d, 3Ju.n =
11,2 Hz; H-7); 5,41 (1H, d, 2Ju.p = 18,2 Hz; H-24); 5,32 (1H, m, H-19); 4,99 (1H, m, H-
19): 4,43 (1H, m, H-1); 4,22 (1H, m, H-3); 4,09-3,99 (4H, m, CHsCH,OP): 2,82 (1H,
m, H-22); 2,70 — 2,56 (2H, m, H-22, H-20); 1,31 (8H, t, 3Ju.n = 7,0 Hz; CH3CH,OP);
0,94 — 0,83 (7H, m, H-17, H-21, CH3(CHz)s-); 0,57 (3H, s, H-18).

3C-RMN (CDCls, 75 MHz) &: 166,87 (d, 2Jcp = 7,0 Hz; C-23); 147,82 (C-10); 143,17
(C-8); 133,11 (C-5); 125,10 (CH-6); 117,26 (CH-7); 112,70 (d, YJc-p = 190 Hz; CH-24);
111,88 (CH-19); 70,96 (CH-1); 67,00 (CH-3); 61,32 (d, 2Jc-r = 5,3 Hz; CHsCH,0P);
61,25 (d, 2cp = 5,3 Hz; CH3CH,0P); 57,45 (CH-17); 56,47 (CH-14); 46,21 (C-13);
45,42 (CHy); 43,00 (CH2); 40,52 (CH.); 39,55 (d, *Jc-p = 6,9 Hz; CH,-22); 37,89 (d, 3Jc-
p = 22,7 Hz; CH3(CH2)2CH>-); 35,17 (d, J = 1,6 Hz, CH-20); 29,89 (CH,); 29,19 (CHy);
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28,05 (CH2); 23,70 (CH); 22,51 (CH2); 22,39 (CHy); 18,20 (CH3-21); 16,55 (d, 3Jcp =
6,5 Hz, CHaCH20P); 14,08 (CH3); 12,26 (CHs-18).

3IP-RMN (CDCls, 121 MHz) &: 18,63.

UV (i-PrOH): Amax 253 nm, Amin 232 nm (e: 2.688,8 Mt cm™Y).
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2.2- Ensayos bioldgicos

2.2.1- Preparacion de la solucion stock del calcitriol y analogo SG
El calcitriol y el analogo SG, fueron resuspendidos en isopropanol (vehiculo) calidad

HPLC. Se protegieron de la luz, se gasearon con N2 y conservaron a -20°C en viales de
vidrio [168].

Dado que el sistema trienico conjugado del calcitriol, y el analogo SG, le confiere la
caracteristica de absorcion de luz UV; y ademas en el caso de SG, la presencia de un
grupo vinilfosfonato conjugado en la cadena lateral, es que la concentracion de las
soluciones fue determinada por espectrofotometria UV, realizando un espectro de
absorcion entre 200 y 300 nm.

El coeficiente de extincion molar (¢) de la vitamina D es de 18.300 M* cm
(Iméxima (Iméx): 264 nm) [225]. Por lo tanto, mediante el empleo de la ley de Lambert-
Beer [226] se calcul6 la concentracion de la solucion madre de calcitriol:

Concentracion = Absorbancia a la | max x Factor de dilucion

€

Para el andlogo SG se calculd el € mediante la realizacion de una curva de calibrado.
Se prepararon soluciones del analogo de diferentes concentraciones, se midieron en el
espectrofotometro entre un rango de longitudes de onda de 200 y 300 nm,
determindndose para cada una de ellas el valor de absorbancia a la Imax. Se construyé
un gréfico representando los valores de absorbancia en el eje de las ordenadas y los de
concentracion en el eje de las abscisas (Figura 42). Se trabajé con la precaucién de
respetar la zona de cumplimiento de la ley de Lambert-Beer (la absorbancia de una
solucidn es directamente proporcional a su concentracion). Se calculé graficamente el
valor de € a partir de la curva de calibrado, que corresponde a la pendiente de la recta.
En nuestro caso, el valor de € para el analogo SG fue de 2.688,8 Mt cm™. Ademas, para
el sistema triénico, el Imax del calcitriol es 264 nm y para el analogo SG es 253 nm
(Figura 42). Luego se calculd la concentracion de la solucion madre mediante el
empleo de la ley de Lambert-Beer.
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Figura 42. Espectro UV del calcitriol y del an&logo SG, y determinacion del coeficiente
de extincion molar (€) para el SG. A) La representacion de los espectros del calcitriol y
del SG muestran las Imax de los compuestos. B) La pendiente de recta de la curva de
calibrado corresponde al € del analogo SG.

2.2.2- Evaluacion del calcio plasmatico en ratones
Se utilizaron ratones macho de la cepa CF1 de entre 8-10 semanas de vida y con un

peso aproximado de 40 g. Los ratones fueron cedidos por el Bioterio del Departamento
de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur y tratados de
acuerdo con las pautas del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion (078/2016). Los animales se alojaron en condiciones libres de
patdgenos, en jaulas de plastico, en condiciones de temperatura y humedad controladas,
con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas y con libre disponibilidad de agua filtrada
y alimento. Los mismos fueron aclimatados durante al menos una semana antes de su
uso, por lo tanto, los protocolos de experimentacién se iniciaron después de un periodo
de aclimatacion de 7 dias.

Los estudios de los niveles de calcio se llevaron a cabo tras una serie de inyecciones
via intraperitoneal de calcitriol, anadlogo SG e isopropanol (vehiculo) durante 4 dias. Se
utilizaron 6 animales por condicién a los cuales se los traté con una dosis 5 pg/kg de
peso corporal de calcitriol anadlogo SG y vehiculo. Esta concentracion se eligio en base
a trabajos previos en los cuales se demuestra que el calcitriol en esa concentracion es
suficiente para ejercer efectos antitumorales [194], obteniéndose en estudios
farmacocinéticos una concentracion maxima (C méax.) > 10. 0 ng/ml y un &rea debajo de
la curva (AUC) > 40.0 ng h/mL [193].

Se tomaron muestras de sangre para analizar los niveles de calcio plasmatico, a las 0
(niveles basales) 24, 48, 72 y 96 hs posteriores a la administracion de las drogas. Para

ello, los animales fueron anestesiados con Acedan ® (Holliday Scott, Argentina) en una
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dosis de 0,22 mg/kg de peso corporal y posteriormente se colecto sangre del seno retro
orbital utilizando capilares heparinizados. Las muestras fueron procesadas, protegidas
de la luz y se mantuvieron en hielo. Se separ¢ el plasma por centrifugacion a 5.000 rpm
durante 5 minutos y se almacend a -20°C hasta su procesamiento [137]. Se obtuvieron
aproximadamente 10-30 pL de plasma por cada muestra de raton.

La concentracion de calcio se determind utilizando el kit colorimétrico Ca-Color
Arsenazo 111 AA kit (Wiener Lab, Argentina; cat # 1152004), segun las indicaciones del
fabricante. En tres tubos: un blanco (B), un standard (S) y la muestra a analizar (D) se

agregaron los siguientes componentes:

Blanco (B) | Estandar (S) | Desconocido (D)
Agua destilada 10 ul - -
Estandar - 10 pl -
Muestra a determinar - - 10 pl
Reactivo de color 1mil 1mil 1 mi

Se incubd la mezcla de reaccion durante 5 minutos a temperatura ambiente (15°- 25°
C) y se leyd la absorbancia (Abs) en espectrofotometro a 650 nm. El calcio plasmatico

se determind utilizando la siguiente férmula:

Calcio plasmaético (mg/dL) = Absorbancia del tubo D x F

F (factor) = 10 mg/dL (concentracién del estandar) / Absorbancia del tubo S

Para ajustar las diferencias debido a la posible hemdlisis en las muestras, se
prepararon blancos y su lectura de absorbancia se rest de la lectura de las muestras.
Los niveles de calcio plasmatico se consideraron normales en el rango de 8,5 a 10,5
mg/dL [199,227]; valores coincidentes con los de calcemia normal en humanos [200].
Previo a la determinacion del calcio plasmatico se midio el hematocrito para cada raton
antes y después de los tratamientos para determinar su estado de salud, sabiendo que los
niveles normales del mismo varian entre 39 - 47 % [203] y que niveles elevados de este
parametro son un sintoma de intoxicacion [202]. El hematocrito se determind mediante
la centrifugacion de los capilares heparinizados. De este modo, se separo la parte solida
(elementos celulares) de la parte liquida (plasma) de la sangre. El calculo del mismo, se
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establecio a partir del cociente entre el volumen de los elementos celulares dividido el
volumen total de sangre (elementos celulares mas plasma sanguineo). Los ratones
fueron observados durante el tratamiento con el fin de estudiar la toxicidad de los
compuestos. Esto se evalu6 mediante medidas clinicas, como la pérdida de peso,
cambios en la apariencia y el comportamiento, aparicion de conjuntivitis, escalofrios,

sed, letargo y muerte. Sintomas que han sido asociados a la hipercalcemia [201].

2.2.3- Cultivo Celular

2.2.3.1- Mantenimiento de los cultivos celulares
Se utilizaron las lineas celulares de adenocarcinoma mamario murino LM3 [223], de

carcinoma colorrectal humano HCT116, de glioma humano T98G, U251, y murino
GL26; y de carcinoma celular escamoso de cabeza y cuello humano HN12.

Las células fueron cultivadas en medio DMEM (del inglés Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, Sigma), suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco) en una
concentracion de 5 % v/iv 0 10 % v/v segun la linea, L-glutamina (5 mM, Gibco),
penicilina (Gibco, 100 U/mL) y estreptomicina (Gibco, 100 pg/mL). Las células se
mantuvieron a 37 °C bajo atmoésfera de 5 % de CO..

Las células GL26 fueron cultivadas en medio RPMI (del inglés Roswell Park
Memorial Institute Medium, Sigma) suplementado con 10 % v/v de SFB, L-glutamina
(5§ mM, Gibco), penicilina (100 U/mL, Gibco), y estreptomicina (100 pg/mL, Gibco). El
medio correspondiente a las células HC11 fue suplementado con insulina (5 pg/mL,
Gibco). Las células se mantuvieron a 37 °C bajo atmoésfera de 5 % de CO». Al momento
que las células formaban monocapa, el medio de cultivo fue aspirado y descartado, se
lavaron con PBS 1X (8g de NaCl, 0,2g de KClI, 1,44g de Na;HPOQO4, 0,279 KH2PO4 en 1
litro de agua Milli-Q, pH 7,4) para remover los inhibidores de tripsina presentes en el
suero y luego se agregd a cada placa 500 pL de solucion de tripsina (0,25 %; EDTA
0,53 mM). Se incubaron a 37 °C hasta observar en el microscopio que las células se
despegaran. Posteriormente las células fueron resuspendidas con medio de cultivo y se

plaguearon a una densidad de 5 x 10° células/cm? en placas de 100 mm de diametro.

2.2.3.2- Preservacion criogénica
Cuando los cultivos celulares alcanzaron el 85 % de confluencia, las células fueron

tripsinizadas como se describié anteriormente, centrifugadas por 5 min a 1.200 rpm y
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luego resuspendidas en medio de cultivo con suero fetal bovino 20 % (v/v) y dimetil
sulfoxido (DMSO) 10 % (v/v). Las células fueron fraccionadas en alicuotas de a 1 ml en
criotubos y colocadas en un dispositivo “cryo-cooler” a -70 ° C. Luego de 24 h las

células fueron transferidas a nitrégeno liquido.

2.2.4- Ensayos celulares

2.2.4.1- Ensayos de viabilidad celular: conteo en camara de Neubauer
Se analizaron los efectos del analogo SG en la relacion dosis-respuesta a partir del

ensayo de viabilidad celular por medio del conteo manual de células en camara de
Neubauer. A tal fin, se repicaron las células de la siguiente manera: se retir6 el medio de
cultivo y se lavaron las células con 5 mL de buffer fosfato salino (PBS) 1X estéril, se
descartd el PBS y posteriormente se agregaron 500 pL de tripsina estéril. Una vez que
las células perdieron su adhesion a la placa de cultivo, se frend la accién de la tripsina
por el agregado de 2 mL del medio de cultivo estéril correspondiente a la linea celular.
Se homogeneizo6 la suspension celular y se cargé 10 pL de ella por duplicado en la
camara de Neubauer para determinar el numero de células presentes por mL de
suspension.

Para realizar los ensayos de viabilidad celular se trabajo con placas de 96 pocillos.
Las células fueron sembradas en una densidad de 500 a 2.000 células cada 100 uL de
medio completo por pocillo e incubadas a 37 °C en atmdsfera himeda de 5 % de CO..
La densidad celular varié en funcién de la linea en estudio y del tiempo de tratamiento a
ensayar. Transcurridas 24 h desde su siembra, se prepararon las concentraciones para
realizar los tratamientos celulares (0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM) a partir de las soluciones
madres de calcitriol, analogo o vehiculo (isopropanol). Los tratamientos con cada
concentracion se realizaron por cuadruplicado. La concentracion de vehiculo empleado
(concentracion méaxima 0,1% v/v) no tuvo efecto significativo sobre las lineas celulares.
El medio con drogas o vehiculo, fueron renovados cada 2 dias hasta realizarse el conteo
celular. Las células fueron incubadas por 24, 48, 72, 96 y 120 horas de tratamiento. Para
el recuento celular se removi6 el medio de cada pocillo, se realiz6 un lavado con 100 uL
de PBS 1X, se agregd 50 pL de tripsina y una vez que las células perdieron su adhesion
se la inactivd con 50 uL de medio de cultivo completo. Con una alicuota de 10 pL de la
suspension se determind en camara de Neubauer el nimero de células presentes por

pocillo. Cada ensayo fue repetido tres veces. Se grafico el nimero de células contadas
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como porcentaje respecto al vehiculo (considerado 100 %), en funcion de la
concentracion utilizada empleando el software GraphPad Prism 5. Los valores de
concentracion inhibitoria 50 (ICsg) de SG o calcitriol para cada linea celular se
obtuvieron utilizando la ecuacion de dosis - respuesta sigmoidea del programa
estadistico GraphPad Prism 5.00 para Microsoft Windows (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, Estados Unidos).

2.2.4.2- Ensayo de migracion celular
Para evaluar la influencia del analogo sobre la migracion celular se realizé el ensayo

de “wound healing” [228]. Este método imita la migracién celular durante la
cicatrizacion in vivo. Los pasos involucran crear una herida en una monocapa celular,
capturando las imagenes al comienzo y a intervalos regulares durante la migracion
celular al cerrar la herida, y comparando las imagenes para cuantificar la tasa migratoria
de las células.

Se sembraron las lineas T98G, GL26, U251, HN12, HCT116 y LM3 con una
densidad de 300.000 a 2.000.000 ceélulas en placas de Petri de 35 mm de diametro, y se
cultivaron por 24 h hasta que formaron una monocapa. La densidad celular vari6 en
funcion de la linea en estudio. Luego se hizo una herida con un tip de una micropipeta
de 10 pl, dejando al descubierto una seccion de la monocapa celular. Se retiré el medio
de cultivo y se afiadié nuevo medio de cultivo conteniendo calcitriol, analogo SG o
vehiculo (isopropanol) a una concentracién de 0,1 nM. La herida fue observada con un
microscopio invertido NIKON ECLIPSE TE 2000S y fotografiada con una camara
digital Sony Coolpix acoplada al microscopio (200x). Las fotos se tomaron a las 0, 4, 8
y 16 h de tratamiento, siempre teniendo la precaucion que el ensayo no superara el
tiempo de duplicacién de la linea celular estudiada. EI programa ImageJ se empled para
medir el area de la herida fotografiada en cada tiempo. Se realizaron gréficos
representando el porcentaje del area de la herida en cada tiempo, tomando el valor a las
0 h como 100%. Por lo tanto, un menor porcentaje del area de la herida esta relacionado

con una mayor capacidad migratoria de las células. El ensayo se repitio tres veces.

2.3- Andlisis estadistico
Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software GraphPad

Prism 5 (San Diego California USA). El ensayo de viabilidad y migracién celular, asi
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como también los efectos sobre los niveles de calcio plasmatico, hematocrito y el peso
corporal de los animales, se analizaron utilizando el test two way ANOVA seguido del
test de Bonferroni. El peso del bazo, rifion e higado de los animales se analizaron
mediante el test one way ANOVA seguido del test de Bonferroni. Un p <0.05 fue

considerado como significativo.

2.4- Ensayos computacionales
Los ensayos computacionales fueron realizados con la colaboracion del Dr. Mario

Alfredo Quevedo de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia
Farmacéutica (UNITEFA - CONICET) de la Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba, Argentina.

Los estudios bioinformaticos se desarrollaron en base a la interaccion intermolecular
entre el calcitriol, el andlogo EM1 o el analogo SG y el VDR. Los mismos se realizaron
utilizando docking y dindmica molecular, y anlisis de la energia libre de union. La
estructura cristalografica correspondiente al receptor VDR, tal como se encuentra en la
base de datos Protein DataBank (PDB) bajo el codigo 1DB1, se utilizé6 como plantilla
[48], desde que se ha validado como estructura modelo [49]. Mediante el empleo del
software MarvinSketch [229], se construyeron las estructuras quimicas iniciales del
calcitriol, analogo EM1 y analogo SG. Luego se utilizé el software Gaussian03 [230]
para obtener la conformacion de minima energia aplicando métodos semiempiricos
(AM1) y ab initio (HF/6-311+G¥*). Los estudios de docking se realizaron empleando
paquetes de software desarrollados por OpenEye Scientific Software. Los estudios de
reconocimiento intermolecular consistieron en tres etapas secuenciales. En la primera
etapa, la generacion de bibliotecas de conférmeros de los ligandos estudiados, para lo
cual se utilizé un umbral de energia de 10 kcal/mol. Estos estudios conformacionales se
realizaron empleando el software OMEGA [231]. En la segunda etapa, se realizé la
ejecucion de los estudios de docking propiamente dicho, empleando una exploracién
rigida exhaustiva, tal como se encuentra implementado en el software FRED3 [232-
234], aplicando la funcion de puntuacion ChemGauss3 para evaluar y clasificar los
distintos modos de unidn generados. Se considerd la conformacion de unién de minima
energia para los andlisis posteriores. Finalmente, la Gltima etapa implico la visualizacion

tridimensional y andlisis de las interacciones intermoleculares involucradas en el
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reconocimiento ligando — receptor, las cuales se realizaron utilizando los paquetes de
software VIDA [235]) y LIGPLOT + [236], respectivamente.

Para la ejecucion de los estudios de dinamica molecular (DM), se empled el paquete
de software AMBER16 [237,238]. Las cargas atdbmicas y los pardmetros moleculares
para el ligando se asignaron a partir del potencial electrostatico restringido (RESP) y el
campo de fuerza GAFF2 [239]. Las cargas y los parametros moleculares
correspondientes a VDR se asignaron desde el campo de union ff14SB [240]. Las
simulaciones se realizaron en condiciones explicitas de solventes, utilizando moléculas
de agua explicitas preequilibradas TIP3P incluidas en una caja cubica. Para iniciar la
simulacion, se sometieron los sistemas al siguiente protocolo de siulacion: a) Dos etapas
iniciales de minimizacion de energia, la primera de ellas efectuada sobre el solvente, y
la segunda sobre el sistema completo; b) Los sistemas minimizados se calentaron de 0 a
298 K durante 100 ps, empleando de un paso de tiempo de 2 fs bajo condiciones
constantes de presion y temperatura; ¢) Luego de la fase de calentamiento, se llevd a
cabo una etapa de equilibracion (1 ns) y posteriormente las etapas de produccion (80
ns). El algoritmo SHAKE se utilizd para restringir los enlaces, incluidos los atomos de
hidrogeno. Los analisis estructurales sobre las trayectorias de DM se llevaron a cabo
utilizando el modulo de Cpptraj de AMBER16, realizando célculos y andlisis de
componentes de interaccién energética ligandos — macromolecular por empleo del
método de MMPBSA, tal como se encuentra implementado en el médulo MMPBSA.py.
[241,242]. Las trayectorias de DM resultantes se complementaron usando el software
VMD V.1.9 [243]. En todos los casos, las simulaciones de DM se obtuvieron
empleando cddigo de simulacion basado en arquitectura CUDA (pmemd.cuda)
empleando infraestructura de cémputo proporcionada por el grupo de computacion
GPGPU de la Facultad de Matematica, Astronomia y Fisica (FAMAF) de la
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.
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