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[. Introduccién

|
INTRODUCCION

(aQé\ncer es un término geneérico para un grupo de mas de 100 enfermedades
que pueden afectar a cualquier parte del organismo. Una de las caracteristicas
que define al cancer, es la generacion rapida de células anormales, que crecen
mas alla de sus limites normales y pueden invadir zonas adyacentes del
organismo o diseminarse a otros Organos, en un proceso que da lugar a la
formacion de las llamadas metastasis. Existen aproximadamente 100 tipos de
cancer y es una de las principales causas de mortalidad en el mundo con
aproximadamente 13% de las defunciones en el 2008, y en ese mismo afio cerca
del 72% de las muertes registradas para este padecimiento fueron en paises de

bajos y medianos ingresos.*

El cancer de préstata (CaP) constituye un importante problema de salud
mundial, ya que es del tipo de cancer de mayor incidencia en el hombre, ocupando
en México, el cuarto lugar entre los hombres de 40 afios y el tercero en varones de
65.

La hiperplasia benigna de préstata (HBP), es el tumor benigno mas habitual en
los varones y se define histolégicamente como un aumento en el tamafio de la
glandula prostatica. La prostata comienza a aumentar de tamafio durante la edad
madura en la mayoria de los hombres e incluso antes en algunos. La HBP se
caracteriza clinicamente por un aumento en la miccion, principalmente de noche.
El paciente refiere grandes esfuerzos a la hora de iniciar la miccion y salida de
orina con poca fuerza. Los sintomas se clasifican en obstructivos e irritativos. El

proceso patologico conduce al desarrollo de los sintomas conocidos como

“Pdgina 1
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prostatismo: una hiperplasia histoldgica prostatica, un aumento de la resistencia al

flujo urinario y la respuesta del musculo detrusor de la vejiga a esta obstruccién.?

Tanto la HBP como el CaP son dependientes de andrégenos, la testosterona
(T) y la dihidrotestosterona (DHT), los cuales ejercen su efecto principalmente a
través de la unién al receptor androgénico (RA), un miembro de la superfamilia de
receptores nucleares. ElI RA sefaliza la activacion de cinasas por mitdbgenos
(MAPK) en todas las etapas de la carcinogénesis de prostata, las cuales se
encuentran ampliamente utilizando las vias de transduccion de sefiales en las
células eucariotas. Se sabe que una de las MAPKs principal, la cinasa c-Jun N-
terminal (JNK), juega un papel fundamental en diferentes actividades celulares,
incluyendo el crecimiento celular y muerte celular programada. Por lo que se
sugieren tratamientos inhibidores del receptor andrégenico o supresores de
andrégenos a través de la inhibicién de la enzima 5a-reductasa, encargada de
transformar la testosterona (T) en su metabolito activo la dihidrotestosterona
(DHT).*

Los tratamientos a los que se recurren para erradicar estos padecimientos son
la terapia quirdrgica y la terapia farmacoldgica. En la terapia farmacolégica se

utilizan comdnmente los antiandrégenos y los inhibidores de la 5a-reductasa.*

La finasterida es un inhibidor de la 5a-reductasa que efectivamente inhibe la
produccion de DHT.* Existen tres isoformas de la enzima 5a-reductasa, la tipo 1
se encuentra principalmente en piel e higado, la tipo 2 que se encuentra
principalmente en la préstata, vesiculas seminales, higado y epididimo y la tipo 3
gue se encuentra en tejido benigno y maligno. La finasterida inhibe selectivamente
sé6lo la isoforma tipo 2 y 3, sin embargo, no reduce los niveles de DHT a niveles de
castracién ya que la testosterona circulante se convierte en DHT por la isoforma

tipo 1. °

“Pdgina 2
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Es por lo expuesto anteriormente, que se propone la investigacion de nuevos

[. Introduccién

compuestos inhibidores efectivos de ambas isoformas o con un grado mayor de

inhibicion sobre la isoforma tipo 1.

En el presente trabajo se reporta la obtencion y evaluacion biolégica de nuevos
derivados de la deshidroepiandrosterona con un grupo metoxilo en la posicién C-
17 y un grupo 3-B-éster como posibles inhibidores de la enzima 5a-reductasa y/o
antagonistas del receptor androgénico. El razonamiento para la sintesis de estos
nuevos compuestos se basd en trabajos recientes de nuestro grupo de
investigacibn en los que se ha observado que derivados de Ia
deshidroepiandrosterona (DHEA) han resultado tener una actividad preferente
sobre la isoforma tipo 1 de la 5a-reductasa, sin embargo, se ha observado que
dichos compuestos tienen problemas en su solubilidad para estudios biolégicos,
por lo que se pretenden sintetizar nuevos derivados de la DHEA con un grupo
polar (metoxilo-) en la posicién C-17 para aumentar su solubilidad y con un grupo
éster en la posicion 3B- con el fin de poder observar una correlacion del
sustituyente con su actividad biologica.

“Pdgina 3
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Il. Antecedentes

I
ANTECEDENTES

(@ara entender el como y el por qué las células cancerigenas, tenemos que
entender las funciones normales de crecimiento y reproduccion celular. Desde
mediados del siglo XIX en adelante, la investigacion en biologia celular, bioguimica y
biologia molecular ha proporcionado informacion asombrosamente detallada sobre las
moléculas y los procesos que permiten a las células dividirse, crecer, diferenciarse, y
llevar a cabo sus funciones esenciales. Este conocimiento basico de la biologia celular
también ha llevado a descubrimientos practicos acerca de los mecanismos del cancery
de moléculas especificas que controlan la progresion de una célula a través del ciclo
celular regulando el crecimiento celular. La comprension de los procesos normales del
ciclo celular y cuando esos procesos se desregulan proporciona informaciéon clave
sobre los mecanismos que conllevan al cancer. La pérdida de control del ciclo celular

es uno de los pasos criticos en el desarrollo del mismo.®
Ciclo celular

Las células normales crecen y se dividen de manera ordenada, de acuerdo con el
ciclo celular. Los acontecimientos importantes en el ciclo celular se describen en la

Figura 1.°
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Il. Antecedentes

Punto de control G1/S$
La célula examina el tamano
y la integridad del DNA

Decision de volver 1 l 3
a entrar en T sy l
el ciclo celular

/
Decision de salir
del ciclo celular Punto de control G2/M
La célula examina la sintesis

y el dano del DNA
Punto de control M
La célula examina
la formacion del huso
y la union
a los cinetocoros

Figura 1. El ciclo celular es un proceso ordenado de acontecimientos que se produce en cuatro etapas.
Durante las dos fases, G1 y G2, se activa el metabolismo de la célula, pero no la division. En la fase S
(sintesis), los cromosomas se duplican, como resultado de la replicacién del ADN. Durante la fase M
(mitosis), los cromosomas se separan en el nicleo y la division del citoplasma (citocinesis) se produce.
Hay puntos de control en el ciclo al final de G1 y G2 que pueden prevenir a la célula de entrar en la fase
S o M del ciclo. Las células que no estan en el proceso de division se encuentran en la fase GO, la cual
incluye a la mayoria de las células adultas.’

Varias proteinas de control de las fases en el ciclo celular, estan estrechamente
reguladas para asegurar que las células se dividan cuando sea necesario. La pérdida
de esta regulacion es la caracteristica del cancer. Interruptores principales de control
del ciclo celular son las cinasas dependientes de ciclinas. Cada cinasa dependiente de
ciclina forma un complejo con una ciclina particular, una proteina que se le une y la
activa. La cinasa dentro del complejo es una enzima que afiade un fosfato a las
diferentes proteinas, necesario para la progresion de una célula a través del ciclo.
Estos fosfatos afadidos alteran la estructura de la proteina y pueden activarla o
desactivarla, dependiendo de su funcion. Hay complejos especificos de cinasas
dependientes de ciclinas en los puntos de entrada en las fases G1, S y M del ciclo
celular, asi como otros factores que ayudan a preparar a la célula para entrar en la

fase Sy la fase M.2
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La opinion publica considera que el cancer es una enfermedad cada vez mas

amenazante, que afecta a personas de todas

las edades. Después de las

enfermedades cardiovasculares, es la segunda causa de muerte entre la poblacion

mundial. La gente tiende a aceptar con estoicismo el cancer y se someten a periodos

prolongados de tratamientos, que no siempre son eficaces.

INCIDENCIA DE CANCER A NIVEL MUNDIAL

Desglose de aproximadamente 12.7 millones de nuevos casos,

en tasas de edad mundial

y diagnostico mas comunes de céncer en

regiones del mundo, 2008.
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Figura 2. Incidencia de cancer a nivel mundial.’
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Aungue el cancer comprende por lo menos 100 enfermedades diferentes, todas las
células cancerosas tienen una caracteristica importante: son células anormales en el
gue los procesos que regulan la divisién celular normal se alteran. Es decir, el cancer
se desarrolla a partir de los cambios que hacen que las células normales
adquieran funciones anormales. Estos cambios son a menudo el resultado de
mutaciones hereditarias o inducidas por factores ambientales como la luz ultravioleta,
rayos X, productos quimicos, productos de tabaco, y los virus (Tablal). Toda la
evidencia sugiere que la mayoria de los canceres no son el resultado de un solo evento
o factor. Por el contrario, alrededor de cuatro a siete eventos son generalmente
necesarios para que una célula normal evoluciones a través de una serie de etapas
premalignas en un cancer invasivo. A menudo, muchos afios transcurren entre el
suceso inicial, la biologia celular y de la aparicién del cancer (las mutaciones en los
proto-oncogenes 0 genes supresores de tumores permiten a una célula cancerosa

crecer y dividirse sin los controles normales impuestos por el ciclo celular). 12

Tabla 1. Factores que controlan y cambian la carcinogénesis quimica.

Edad Virus Sexo
Dieta, estilo de vida Especies animales Constitucion genética
_ o Farmacos _ _
Sistema endocrino _ . Sistema inmune
Anticancerigenos
Vias metabdlicas Trauma Reparacion del DNA
Radiaciones

Un cancer se compone de miles de millones de células, todas procedentes de una
célula inicial que se multiplica por clonacién, que se escapan de la apoptosis Yy
acumulan alteraciones genética y/o epigenéticas, alteraciones que convergen en una
célula neoplasica. El bloqueo de la apoptosis por el lado del dafio genético significante
puede facilitar la acumulacion de células aberrantes y puede convertirse en un punto
critico en la patogénesis de malignidad.

La neoplasia puede ser clasificada como benigna o maligna dependiendo de sus

caracteristicas celulares. Las células constituyentes de una neoplasia maligna
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muestran cambios aun mas en la biologia celular (Figura 3). Proliferan de manera

Il. Antecedentes

auténoma, se diferencian, invaden los tejidos adyacentes y con frecuencia los tejidos
gue no estan relacionados con la neoplasia primaria. Las células, que forman parte de
las neoplasias benignas, crecen mas lentamente y, en general, no perturban la funcién

del tejido normal, a menos que compriman estructuras vitales.

Sostiene sefales de Evaden supresores
proliferacion de crecimiento

Desregulacién
energética celular

Evitan la destruccion
por el sistemainmune

Permiten la

Resistencia a la inmortalidad replicativa

apoptosis

Inestabilidad del
genomay mutaciones

Promocion de
Inflamacion tumoral

Induccion de

S ] Activacion de invasion
angiogénesis

y metastasis

Figura 3. Caracteristicas de una célula maligna.™

La patogénesis neoplasica es un proceso complejo que se puede dividir en tres
etapas distintas, desde un punto de vista operativo. Estos son: la iniciacion, la
promocion y la progresion. Cada una de estas etapas se caracteriza por modificaciones
morfoldgicas y bioquimicas como resultado de alteraciones genéticas y/o epigenéticas.
Entre estas modificaciones genéticas se incluyen: las mutaciones en los genes que
controlan la proliferacion celular, muerte celular y la reparacién del ADN, es decir, las

mutaciones en los proto-oncogenes y genes supresores de tumores. Los factores
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epigenéticos, se consideran de caracter no genético, también pueden contribuir a la
carcinogénesis a través de los mecanismos como el silenciamiento de la expresion de

los genes.

Iniciacién

La primera etapa de la carcinogénesis ha sido nombrada como iniciaciéon desde
1947.%>*8 E| inicio es causado por cambios genéticos irreversibles que predisponen a
las células normales sensibles a la evolucién maligna y la inmortalidad. La célula inicial
no es una célula neoplésica, pero ha dado su primer paso hacia este estado, después
de sucesivos cambios genotipicos y fenotipicos. Desde una perspectiva fenotipica, la
célula iniciada es similar a las células restantes. Sufren mutaciones y éstas inducen la

proliferacion, pero no la diferenciacion.

El dafio en el ADN ha sido establecido como el evento que comienza la
carcinogénesis quimica. Dafios en el ADN pueden ser reparados por mecanismos
enziméaticos. Las células que estan proliferando tienen menos tiempo para reparar el
ADN dafiado y eliminar los enlaces covalentes que los productos quimicos establecen

con el ADN conocidos como aductos.

En esta etapa, las células iniciadas pueden permanecer latentes durante semanas,
meses 0 afos, o0 pueden crecer de una manera autdnoma y clonal. Este proceso de
iniciaciébn se asegura de que la division celular sigue siendo simétrica mediante la
creacion de dos nuevas células iniciadas. La expansion clonal de células iniciadas
resulta de un proceso mitogénico causado por un aumento en el nimero de nuevas

células y la inhibicién de la apoptosis, que evita que las células iniciadas mueran.

El aumento de dafio en el DNA es especialmente importante para las células
madres, porque sobreviven durante un largo tiempo y existen en varios tejidos. Las
células neoplasicas pueden mostrar un fenotipo que se establece entre el aspecto

embrionario, la diferenciacion terminal, y el origen monoclonal de todas las células
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neoplasicas de una célula madre. Por definicion, las células madre son células
inmortales hasta que se induce la diferenciacion o la muerte. Si retrasamos su
diferenciacion se convierten en iniciadas y se acumulan en los tejidos como los clones
de células anormales. Aunque las células madre no son identificables en la mayoria de

los tejidos, se cree que cada tejido tiene una poblacion de células madre.

La iniciacion es un fendmeno rapido, irreversible y se transmite a las células hijas. La
proliferacion celular es esencial para esta etapa, si la division celular se produce antes
de la accion de los sistemas de reparacion del ADN la lesion puede convertirse en
permanente e irreversible. La iniciacion es un proceso aditivo, el desarrollo neoplasico
depende de la dosis de cancerigenos, por lo que al aumentar la dosis aumenta la
incidencia y la multiplicidad de las neoplasias resultantes reduciéndose el periodo de
latencia de su manifestacion. No todas las células de un organismo vivo expuesto a un
agente iniciador seran iniciadas solo si ha sufrido una mutacién, y los genes que

regulan la diferenciacion terminal también son mutados.

Espontaneamente las células iniciadas existen en todos los organismos vivos. La
iniciacién puede empezar con las mutaciones espontaneas, apoyados por los sucesos
normales como la despurinizacion y la desaminacién del ADN. Los errores en la
replicacion del ADN también se asocian con la iniciacién. A pesar de que la iniciacion
espontanea es menos comun que la iniciacion inducida, su existencia ha sido

confirmada por la aparicién de neoplasias espontaneas en animales de laboratorio.

Promocién

El concepto de promocion se introdujo cuando se descubrieron sustancias quimicas
con baja actividad carcinogénica, las cuales son capaces de inducir el desarrollo de

cancer bajo condiciones experimentales.

Compuestos promotores no interacttan directamente con el ADN y desencadenan
efectos biologicos sin ser metabolicamente activos. Estos agentes aumentan la

proliferacion celular en tejidos susceptibles, contribuyen a la fijacibn de mutaciones,
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aumentan las alteraciones en la expresion génica y causan cambios en el control del
crecimiento celular. Por otro lado, estos promotores pueden indirectamente dafiar el
ADN por oxidacion. Ademas, al principio estos acontecimientos se asociaron con los
mecanismos epigenéticos, pero hoy en dia esta ampliamente aceptado que la

promocion también implica cambios genéticos.

Los promotores retrasan la inhibicion natural de las células en reposo o en GO.La
actividad mas importante de los promotores es la genotoxica mitogénica Yy las
acciones de mutaciones no son necesarias en esta etapa. El promotor debe estar
presente durante semanas, meses y afios con el fin de ser eficaz y su eficacia depende

de su concentracion en el tejido diana.

La promocion es una etapa reversible, después de la desaparicion de un promotor la
regresion en la proliferacion celular puede ocurrir, probablemente por apoptosis. Es una
etapa que puede ser moldeada por factores fisiologicos, y por lo tanto, limitar el alcance
de la carcinogénesis. Algunos agentes promotores son especificos para un

determinado tejido, pero otros actlan simultdneamente sobre varios tejidos.

En estudios de carcinogénesis con la exposicion prolongada y el uso de altas dosis,
casi todos los agentes promotores inducen neoplasias sin iniciacion. La exposicién a
fenobarbital, benceno, asbesto y arsénico, incluso sin la previa exposicion de los
agentes iniciadores de desarrollo, conduce a la neoplasia. Esta contradiccion tiene dos
explicaciones posibles: o bien el efecto genotoxico no fue identificado por los estudios
de mutagenicidad y genotoxicidad, o las células iniciadas surgieron de manera
espontanea. En este Ultimo caso, podemos considerar que el promotor tiene un efecto
indirecto por el aumento de la frecuencia de division celular que fomenta la aparicion de
errores en la replicacion del ADN, asi como las mutaciones. No todas las células
expuestas a los promotores toman parte en la fase de promocion, sélo las células que
son estimuladas a dividirse, que no se diferencian, y han sobrevivido a la apoptosis,
pueden contribuir a la inestabilidad entre el crecimiento, la muerte celular y dar lugar a

la aparicién de una neoplasia maligna.
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Progresion

La secuencia de las lesiones detectadas, a través de la histopatologia, entre la
iniciacion y la promocién son designados en forma de lesiones preneoplésticas y/o
neoplasias benignas. Su transformacion en lesiones malignas es la ultima de las etapas
de la carcinogénesis y es la mas extendida, la progresion. En la progresion, el fenotipo
neoplasico se adquiere a través de mecanismos genéticos y epigenéticos. Durante la

progresion, la proliferacion celular es independiente de la presencia de estimulo.

La progresion se caracteriza por la irreversibilidad, la inestabilidad genética, rapido
crecimiento, invasién, metéstasis y cambios en las caracteristicas biogquimicas,

metabdlicas y morfologicas de las células.

La angiogénesis, como un suceso epigenético, es esencial para la progresion
neoplasica. La adquisicion de un fenotipo angiogénico precede al desarrollo de las
caracteristicas que contribuyen a la malignidad y la inhibicion del retraso en el

desarrollo neoplasico.**®

Tabla 2. Principales caracteristicas de las etapas del desarrollo carcinogénico.*

Etapa Iniciacion Promocion Etapa de Progresion
Tipo de interaccién Irreversible Reversible Irreversible
Metabolitos Metabolitos
Factores causales Mutagenos (dieta, ambiente y (dieta, ambiente y
hormonas) hormonas)
Aparicién Espontanea - Espontanea

Alteraciones en el

Participacioén en el _ Potencia el crecimiento genoma, cambios
R Interferencia con el DNA o o
proceso carcinogénico celular morfoldgicos. Aparicion
de la neoplasia
Sustancias que las Genotoxicas (ej. sulfato o _ Clastogenas (ej. peréxido
o Mitoticas (ej. TPA) _
promueven de dimetilo) de benzoilo)
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Figura 4. Etapas de la carcinogénesis quimica y los sucesos involucrados.*

Histologia y Patologias de la Prostata

La préstata es un 6rgano pequefio de aproximadamente 20g y con una longitud
aproximada de 3cm. Produce el liquido prostatico, elemento importante que
proporciona soporte nutricional al semen. Se localiza enfrente del recto, debajo y a la
salida de la vejiga urinaria, ligada a ganglios linfaticos y unida a las vesiculas seminales
(Figura 5).

Vesiculas
Seminales

Recto

Ano
Conducto Deferentes
Testiculo

Escroto

Epididimo Facia Espermética

Figura 5. Anatomia de la prostata

“Pdgina 13



Il. Antecedentes

Anatomicamente, se distinguen 3 zonas: la zona central, cruzada por los conductos
eyaculadores, que supone un 25% de la glandula; la zona transicional, que rodea a la
uretra posterior con un 5% de la glandula; es en esta zona donde la HBP ocurre casi de
manera exclusiva; y la zona periférica que ocupa un 70% del volumen glandular. En la
zona periférica se desarrollan el 68% de los casos de cancer. La zona periférica es
accesible al tacto rectal.

Histolégicamente, la prostata consiste de dos tipos celulares principales: el estroma
y el epitelio. El estroma esta compuesto de células de musculo liso, fibroblastos y
células endoteliales. Por otra parte, 4 subtipos celulares componen el epitelio: epitelio
basal, epitelio secretor, células neuroendocrinas y células madre (Figura 6). La
etiologia del CaP (cancer de prostata) es multifactorial y compleja e involucra multiples
alteraciones a nivel molecular. Esta situaciéon se complica aln mas ya que existen
condiciones patologicas como las prostatitis, la Hiperplasia Benigna de Préstata (HBP)
y la Neoplasia Prostética Intraepitelial (NPI); en las que se observa una alteracion del
tamafio y la histologia de la préstata. Aunque se piensa que las lesiones que
caracterizan a la NPI son precursoras del CaP, no hay evidencia concluyente al
respecto. Por otra parte, la HBP es un padecimiento que afecta a mas del 50% de los
hombres mayores de 60 afos y su prevalencia aumenta con la edad hasta afectar a
casi la totalidad de los hombres mayores de 80 afios. La patogénesis del CaP
involucra una interaccion entre factores ambientales y genéticos. Se estima que estos
ultimos contribuyen en un 42% al riesgo del desarrollo y progreso de la enfermedad.
Alun mas, los estudios mas recientes indican que los andrégenos tienen un papel
importante en el establecimiento de este padecimiento. Variaciones de genes que
participan en la biosintesis y metabolismo de estos andrégenos han sido asociados con
el desarrollo y progreso del CaP. ElI CaP cursa por diferentes estadios desde
androgeno dependiente a andrégeno independiente o refractario a terapia hormonal,

siendo esta Ultima fase, la mas agresiva y de mal prondstico para el paciente.
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b Zona fibromuscular
C Zonade transicion
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Figura 6. Esquema de las zonas de la préstata y su predisposicion a enfermedades. La mayoria de las
lesiones de cancer ocurren en la zona periférica de la glandula, pocas ocurren en la zona de transicion y
casi ninguna en la zona central. La mayoria de las lesiones de la HBP tienen lugar en la zona de
transicion. Los carcinomas en la zona central no se encuentran asociados con la NPI, mientras que los

gue ocurren en la zona periférica guardan una gran relacion con la NPI."
Hiperplasia Benigha de Prostata (HBP)

La hiperplasia benigna de préstata es el tumor benigno mas habitual en los varones.
Con una prevalencia histolégica que va del 8% con 40 afos, al 90% a partir de los 80,
causa la muerte de 30 de cada 100,000 varones en los paises desarrollados y es una

de las enfermedades que origina un mayor gasto sanitario.

Se define histolégicamente como un aumento en el tamafio de la glandula prostética,
y determina una obstruccion al flujo urinario que origina sintomas en el tracto urinario

inferior.

La causa de esta hipertrofia no esta bien definida. Diversos estudios la relacionan a
una proliferacién de las células prostaticas que deriva de una disminucién, con la edad,
de la proporcion testosterona/estrogenos. Se produce un aumento en la tasa de

conversion de testosterona a dihidrotestosterona por la 5a-reductasa y la acumulacion
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de dihidrotestosterona produce la proliferacion de las células y, por ultimo, la hipertrofia

de la glandula.

El aumento de la prostata puede ocupar total o parcialmente la luz de la uretra y
obstruir el cuello vesical, con lo que se originan los sintomas obstructivos mecénicos.
Por otro lado, el estimulo de los neuroreceptores a, de concentracién elevada en el
tejido prostatico, provoca un incremento de la presion en el interior de la uretra y origina

los sintomas funcionales.

Segun los diferentes estudios, no hay una relacién clara entre el tamafio de la

préstata y la frecuencia o gravedad de los sintomas.

La HBP se caracteriza clinicamente por un aumento de las ganas de orinar,
principalmente de noche. El paciente refiere grandes esfuerzos a la hora de iniciar la
miccion y salida de orina con poca fuerza.

Los sintomas se clasifican en obstructivos e irritativos (Tabla 3).3*°

Tabla 3. Clasificacion de los sintomas en la HBP.
Sintomas obstructivos Sintomas irritativos

* Retraso en el inicio de la miccion.

* Disminucion del calibre y fuerza del chorro.
* Miccién intermitente o prolongada.

» Goteo posmiccional.

* Retencion urinaria.

* Incontinencia por rebosamiento.

* Polaquiuria.

* Nicturia.

* Miccion imperiosa.

* Incontinencia por urgencia.
* Dolor suprapubico.

Cancer de Prostata (CaP)

El cancer de Prostata (CaP) es el segundo tipo de neoplasia maligna mas frecuente
entre la poblacion masculina. Las cifras mas recientes indican que 782,600 nuevos

casos fueron diagnosticados durante el 2007 y el numero de muertes asociadas al

“Pdgina 16



Il. Antecedentes

CaP durante ese afio se estima en 254,000, lo que lo convierte en la sexta causa de
muerte en hombres, a nivel mundial. En México, entre el 2006 y el 2007, ocupoé el
primer lugar en cuanto a mayor numero de muertes asociadas a neoplasias malignas
(INEGI, 2010). A pesar de los multiples esfuerzos realizados, aun prevalece la dificultad
para diagnosticarlo en etapas tempranas, debido a que en muchas alteraciones no
relacionadas al cancer de prostata como la HBP, se presentan caracteristicas que
guardan gran semejanza con las de las lesiones del CaP. Esto conduce a la necesidad
de realizar monitoreos continuos a lo largo de la vida de los pacientes para evaluar su
posible desarrollo. Con el avance en la tecnologia gendmica, los esfuerzos se han
concentrado en el estudio a nivel molecular de factores que estan implicados en la
iniciacién y progresion del cancer en humanos, incluyendo el CaP.

A pesar de la elevada tasa de morbilidad, a la fecha, las causas exactas que llevan
al desarrollo de CaP no han sido elucidadas. Tradicionalmente, el CaP se ha asociado
a factores como la edad avanzada, la etnia y la historia familiar. Sin embargo, se tiene
conocimiento de otros factores putativos de riesgo, entre los que se encuentran la
dieta, el tabaquismo, el sedentarismo y la obesidad. Aunque cambios en el estilo de
vida y prevencion a la exposicion a contaminantes quimicos parecen ayudar a disminuir
la incidencia de la enfermedad, su papel en la etiologia del CaP no se han establecido

claramente.?%%?

Biomarcadores moleculares de cancer de préstata y diagnoéstico

La identificacion de marcadores moleculares asociados al CaP, constituyen un aporte
cientifico que ha mejorado la capacidad para detectar individuos en riesgo de
padecerlo. EI marcador mas utilizado actualmente para el diagnostico de CaP es el
Antigeno Prostatico Especifico (APE). EI APE es una glicoproteina que se produce en
el epitelio de la prostata de manera exclusiva y esta presente en pequefias cantidades
en el suero de varones sanos y se acumula con la edad. Sin embargo, el intervalo de
normalidad depende de variables poblacionales o raciales. A pesar de su alta
sensibilidad, la prueba de niveles en suero del APE carece de especificidad, ya que,

no permite establecer una diferencia confiable entre la HBP y el CaP. A nivel genético,
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el Antigeno de Cancer de Préstata 3 (PCAS, por sus siglas en ingles) ha tenido un
papel significativo como marcador de diagnostico no invasivo, en orina. EIl PCA3 es un
MiRNA especifico de préstata, cuya expresion se encuentra anormalmente elevada en

CaP, en comparacion con tejido adyacente no-neoplasico. %

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por
sus siglas en inglés) ha aprobado el analisis de APE para que se use junto con el tacto
rectal para ayudar a detectar el cancer de prostata en hombres mayores de 50 afios.
Durante el tacto rectal, el médico inserta un dedo enguantado en el recto y palpa la
glandula prostética a través de su pared buscando protuberancias o areas anormales.
Los médicos usan con frecuencia el analisis de APE vy el tacto rectal como examenes
selectivos de deteccion de cancer de prostata en aquellos hombres que no tienen

sintomas de la enfermedad.

Las recomendaciones de los meédicos en cuanto a los examenes de deteccion
varian. Algunos recomiendan los examenes anuales de deteccion para hombres
mayores de 50 afios de edad y algunos aconsejan a los hombres que tienen un riesgo
mayor de padecer cancer de prostata que comiencen dichos analisis a los 40 o 45 afios
de edad; otros se oponen a los exdmenes de deteccion de rutina; y otros mas,
aconsejan sobre los riesgos y los beneficios individualmente y animan a los pacientes a

gue tomen decisiones personales sobre los examenes de deteccion.

Los resultados de los analisis del APE informan del nivel del APE detectado en la
sangre. Los resultados de los andlisis, casi siempre se comunican en nanogramos del
APE por cada mililitro de sangre (ng/mL). En el pasado, el nivel de PSA que se
consideraba normal en el hombre era por debajo de los 4ng/mL. Sin embargo, en las
investigaciones que se han realizado recientemente se encontraron casos de hombres
con cancer de préstata con niveles de PSA menores de 4,0 ng/mL. En la actualidad,

muchos meédicos estan utilizando los niveles siguientes con algunas variaciones:
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0 a 2,5 ng/ml es un nivel bajo.
2,6 a 10 ng/ml es un nivel ligeramente o moderadamente elevado.
10 a 19,9 ng/ml es un nivel elevado.

20 ng/ml o més es un nivel sumamente elevado.

No hay un nivel especifico del APE que sea normal o anormal. Sin embargo, cuanto
mas alto sea el nivel del APE, mas probable sera que haya cancer. Pero, ya que varios
factores pueden hacer fluctuar los niveles del APE, un resultado anormal no indica

necesariamente que haya necesidad de hacer otros analisis.

El procedimiento usado para diagnosticar el cancer de prostata es la biopsia de la

préstata la cual puede causar efectos secundarios, inclusive hemorragia e infeccion.**

Tratamiento parala HBP

El primer consejo para un paciente con HBP es la adopcion de una serie de medidas
higiénicas que disminuiran la congestion pelviana, como evitar el sedentarismo, regular
el transito intestinal, evitar comidas copiosas, el consumo de alcohol, estimulantes, los
anticolinérgicos o neurolépticos.* *°

Las estrategias terapéuticas dependeran de la gravedad de sintomas del paciente

(Tabla 4).

Tabla 4. Estrategias terapéuticas para la HBP.

Sintomas moderados
Sintomas leves (0-7 puntos), (8-19 puntos), tracto

tracto rectal y APE normaly  rectal y APE normal y Sintomas graves (20-

. o . 35 puntos)
ausencia de complicaciones ausencia de
complicaciones
. Bloquedores alfa Derivacion al ur6logo
Con molestias L L >
: Conducta expectante Inhibidores de la 5a- (posible intervencion
bien toleradas L
reductasa quirargica)
Iniciar con fitoterapia:
Con molestias Serenoa repens
mal toleradas Pigeum africanum

Pigeum equinacea

APE: antigeno prostatico especifico.
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e ——| |, ANteCedentes
a) Tratamiento quirdrgico b) Tratamiento farmacolégico
e Cirugia abierta e Fitoterapia
e Cirugia endoscopica ¢ Inhibidores de la 5a-reductasa

e Bloqueadores 1a-adrenérgicos

Tratamiento para el CaP

e Castracion quirdrgica
e Castracion quimica

e Radioterapia

e Quimioterapia

Combinados con antagonistas del receptor androgénico (RA).?*3?

Blancos para el tratamiento de la enfermedad

Tanto la HBP como el CaP son dependientes de andrégenos siendo la testosterona (T)
y la dihidrotestosterona (DHT), los que ejercen su efecto principalmente a través de la

unién al receptor androgénico (RA).

OH

5a-reductasa

NADPH +H" > NADP*

Figura 7. Testosterona (T) y dihidrotestosterona (DHT).

Sistema endécrino

Los organismos multicelulares para llevar a cabo sus funciones requieren de la

comunicacion celular. Durante la evolucion han surgido dos sistemas de comunicacion
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que satisfacen esas necesidades y éstos son, el sistema nervioso y el sistema
endocrino. Estos dos sistemas se relacionan intimamente y sus funciones pueden

superponerse puesto que coordinan las actividades de diversos sistemas celulares.

La interaccion de estos sistemas se coordina en el hipotalamo, que es uno de los

principales centros de control del sistema nervioso autbnomo.

El sistema endocrino se comunica por medio de compuestos quimicos (las
hormonas) que van a la circulacion y de ahi a las "células blanco". Cada célula blanco
presenta receptores que al unirse con su hormona especifica desencadenan una
respuesta celular, de ahi su nombre, pues son blancos de la acciéon de una hormona

determinada.

Las hormonas son productos secretados por glandulas enddcrinas, las cuales son
sustancias de naturaleza quimica variada: péptidos, proteinas, glicoproteinas y

esteroides.

Hormonas esteroideas
Las hormonas esteroideas son moléculas derivadas del colesterol que tienen en

comun la estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 8).

Figura 8. a) Ciclopentanoperhidrofenantreno, b) Colesterol.
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Figura 9. Hormonas esteroideas.®*°
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Se clasifican en glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos, estrégenos y

Il. Antecedentes

progestagenos (Figura 9). Difieren de acuerdo al nimero y grupos sustituyentes, al

numero y localizacién de dobles enlaces, y a su configuracion estereoquimica.

Andrégenos

Quimicamente, los androgenos se definen como esteroides C-19, entre los cuales se
encuentran la 5a-dihidrotestosterona (DHT) y la testosterona (T). La testosterona es la
hormona méas importante, ya que ayuda al cuerpo a producir

y mantener las caracteristicas masculinas. Tiene un ciclo circadiano en donde se
encuentra la maxima concentracion a las 8h y la minima a las 20 h. Es el andrégeno
circulante secretado por las células de Leyding en los testiculos bajo el estimulo de la
hormona luteinizante (LH).

En el hipotdlamo se produce la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) la cual
provoca la secrecion en la adenohipdfisis de la LH y de la hormona foliculo estimulante
FSH (gonadotropinas). La LH actta en el compartimiento intersticial, en las células de
Leydig, estimulando la produccién de testosterona. A su vez, la testosterona tiene una
retroalimentacion negativa a nivel de la adenohipéfisis e hipotalamo (Figura 10). Por
otro lado la FSH actia en el compartimento tubular, estimulando la actividad de las
células de Sertoli, que serviran de apoyo durante la espermatogénesis. Las células de
Sertoli bajo la accién de FSH, producen ABP (Proteina de Union a Andrégenos, por sus
siglas en inglés) y concentran testosterona en el compartimiento tubular. De esta

manera, a altas concentraciones de testosterona puede ocurrir la espermatogénesis.

La testosterona se convierte en la dihidrotestosterona (DHT), andrégeno mas activo

en la prostata, por medio de la enzima 5a-reductasa.
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Aproximadamente el 5% de la testosterona es sometida a una reduccion 5a para

Il. Antecedentes

formar un androgeno mas potente, la dihidrotestosterona. La DHT tiene una afinidad
por el receptor androgénico tres veces mas alta que la testosterona y de 15-30 veces
mas alta que los andrégenos suprarrenales. Durante la embriogénesis, la DHT tiene un
rol esencial en la formacion de los genitales externos masculinos, y en el adulto actla
como el andrégeno principal en la prostata, foliculos pilosos y participa en el desarrollo

de las caracteristicas sexuales secundarias.

Estimulo SNC

O <«

Hipotalamo

GNnRH Sistema portal
Hipotélamo-Glgndula
Pituitaria

Posterior @ <
o — Anterior
pituitaria

pituitaria

Figura 10. Eje gonadal masculino®

Con el paso de los afios los niveles de testosterona disminuyen como resultado de
un exceso en la DHT causada por la 5a-reductasa, provocando un agrandamiento de la

prostata, lo que conduce a los sintomas de la HBP y que puede evolucionar a CaP.®

5a-reductasa

Se sabe que existen tres isoenzimas de la 5a-reductasa, y otras dos proteinas
muestran la capacidad de reducir en 5a, la glicoproteina sinaptica 2 (GPSN2) y la
parecida a la glicoproteina sinaptica 2 (GPSN2L).

La reduccion 5a se demostroé que era una reaccion irreversible y se encontro que la

DHT era un andrégeno mas potente que la T en ensayos de proéstata. 87
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La familia de la 5a-reductasa se compone de 3 subfamilias y 5 miembros (isoenzimas)

en total. Las isoenzimas son diferentes proteinas que realizan la misma funcion:

(a) 5a-reductasal y 5Sa-reductasa2.
(b) 5a-reductasa3.
(c) Proteina GPSN2 y Proteina GPSN2L.

Tabla 5. Caracteristicas y localizacién de las isoenzimas 5a-reductasa.®” %

Isoenzima Caracteristicas Localizacion

) o Escroto, axilas, mama, labios, parpado,
Enzima de 259 aminoacidos i ) o i _
o musculo, piel, epitelio, vesicula seminal,
pH optimo: 6-8.5

47% homologa a 50-R2

Se satura con concentraciones

testiculos, ovarios, (tero, higado,
5a-reductasa 1 i . i
pancreas, rifén, glandulas
suprarrenales, tiroides, corteza cerebral

elevadas de T o
y pituitaria.
) o Epididimo, glandulas secretoras,

Enzima de 254 aminoacidos o i i )

adipocitos, préstata, vesicula seminal,

pH 6ptimo: 5-5.5
47% homologa a 5a-R1

Se satura con concentraciones

5a-reductasa 2 testiculos, ovarios, uretra, higado,

pancreas, rifén, glandulas
] suprarrenales, tiroides, corteza cerebral
bajasde T

y pituitaria.

Enzima de 328 aminoacidos
pH 6ptimo: 7
20% homologa a 5a-R1
25% homologa a 5a-R2
Se satura con concentraciones

5a-reductasa 3

elevadas de T

En tejido benigno y maligno: higado,
rifidn, pancreas, musculo esquelético,
piel, colon, estébmago, tiroides,
endometrio, mama, corazén, pulmén,
préstata, testiculos, glandula mamaria,

cerebro, cérvix, ovario, piel, intestino.

Receptor androgénico (RA)

Los androgenos ejercen sus efectos principalmente a través de la union al receptor

androgénico (RA), un miembro de la superfamilia de receptores nucleares.
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La DHT tiene 2-5 veces mayor afinidad de uniéon al RA que la T,y 10 veces mayor

potencia de inducir sefalizacion en el RA quela T.

Tras la unién de las hormonas, el RA se transloca al nucleo donde se une a
elementos especificos de respuesta. Un numero de correguladores y/o complejos
reguladores son correclutados por el RA, que controlan la transcripcion de genes en
diferentes blancos. Muchos de estos genes blancos para el RA son desregulados
durante la ultima etapa, independiente de andrégenos en el cancer de préstata. EI RA
se expresa y es funcional durante la progresion tumoral, lo que sugiere un papel
importante para el RA de sefalizacion en todas las etapas de la carcinogénesis de

préstata.

Proteinas cinasas activadoras de mitbgenos (MAPKSs) son algunas de las vias de
transduccion de sefales mas utilizados en las células eucariotas. Una de las
principales MAPKSs, la cinasa c-Jun N-terminal (JNK, también llamada proteina cinasa
activada por estrés) juega un papel critico en las diferentes actividades celulares,

incluyendo el crecimiento celular y muerte celular programada (Figura 11).

Se sabe que la accion antiapoptética de los andrégenos en las células de cancer de

prostata, al menos en parte, es debido a la inhibicion de sefalizacion JNK a través de

un mecanismo RA-dependiente de la expresién de nuevos genes. *“°
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Figura 11. Via de sefalizacion de apoptosis. Mecanismo de apoptosis por caspasas,
caspasas efectoras de la apoptosis (3, 7 y 2); caspasas activadoras de caspasas
apoptogénicas (6, 8, 9 y 10). La caspasa-3, es activada por caspasas iniciadoras que son
activados por los receptores de muerte celular de la superficie (caspasa-8) y por la via
mitocondrial (caspasa-9). Es necesaria JNK para la activacion de la caspasa-9 por la via
mitocondrial. Las dianas potenciales de JNK incluyen los miembros del grupo Bcl2 de
proteinas reguladoras de apoptosis.*
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Farmacos empleados
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Finasterida (Proscar®)

e Es un compuesto 4-azaesteroide

e ler. Inhibidor aprobado en los E.U. para el
tratamiento de la HPB.

e 100 veces mas afin por la 5a-reductasa tipo
2 y tipo 3.

e Reduce significativamente los niveles de

DHT en un 71% después de 24 semanas de
41

uso.
Tabla 6. Desventajas y efectos secundarios de la finasterida
Desventajas Efectos Secundarios
Inhibidor de unién lenta a ambas Sensacion desagradable en el masculo
isoformas. pectoral.
Potencia inhibitoria desestimada. Baja de la libido.
Eficacia limitada en estudios clinicos. Relaciones sexuales de mala calidad.

o _ _ Disminucion en el tamafio del 6rgano
Pobre inhibicion de la isoforma tipo 1.
sexual.

Dutasterida

F3C

e Compuesto 4-azaesteroide

e SOlo estad aprobado para el tratamiento de la
HPB. e,

¢ Inhibidor de la 5a-reductasa tipo 1, tipo 2 y tipo
3.

e Reduce significativamente los niveles de DHT

en suero a las 24 semanas en un 94.7%%%31
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Tabla 7. Desventajas y efectos secundarios de la Dutasterida.

Desventajas Efectos Secundarios
A los 2 afios provoca tolerancia. Sensacion desagradable en el musculo
pectoral.
Potencia inhibitoria desestimada. Baja de la libido.
Eficacia limitada en estudios clinicos. Relaciones sexuales de mala calidad.

Impotencia sexual.
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[1l.Justificacion

1l
JUSTIFICACION

@ebido a las desventajas y efectos secundarios de los farmacos utilizados hoy en
dia, se han sugerido nuevos analogos estructurales, por lo que el grupo de trabajo del
Dr. Eugene Bratoeff ha sintetizado derivados de la deshidroepiandrosterona (DHEA)
los cuales han resultado tener una actividad preferente sobre la isoforma tipo 1 de la
enzima 5a-reductasa, sin embargo, se ha observado que dichos compuestos tienen
problemas de solubilidad para estudios bioldgicos por lo que se pretenden sintetizar
nuevos derivados de la DHEA con un grupo polar (metoxilo-) en la posicion 17- para
aumentar su solubilidad y con un grupo éster en la posicién 3- con la finalidad que

también pudieran inhibir a la isoforma tipo 2 de la 5a-reductasa.
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IV. Hipbtesis

\Y;
HIPOTESIS

%n trabajos previos de nuestro grupo de investigacion se ha observado que la
posicion 17- asi como la 33- en el ndcleo esteroidal es fundamental para la selectividad
y potencia inhibitoria de la molécula, sin embargo, se ha observado que dichos
compuestos tienen problemas en su solubilidad para estudios biolégicos, por lo que se
espera que los compuestos al soportar un grupo polar (metoxilo) seran mas solubles, y
por tanto, podrian tener una posible actividad como inhibidores de la enzima 5a-
reductasa y/o como antagonistas del receptor androgénico, blancos importantes para el
tratamiento tanto de la hiperplasia benigna de préstata (HBP) y/o como para el cancer

de préstata (CaP).
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V
OBJETIVOS

Objetivos Generales

gintetizar y evaluar biologicamente los derivados de la deshidrohepiandrosterona
con un grupo metoxilo en la posicién C-17 y ésteres aliciclicos en la posicion 33- del
esteroide, que podrian actuar como posibles inhibidores de la enzima 5a-reductasa y/o

antagonistas del receptor androgénico.
Objetivos Particulares

I.  Sintizar derivados de la deshidrohepiandrosterona, con un grupo metoxilo en la

posicion C-17 y ésteres aliciclicos en la posicion 3.

Tabla 8. Compuestos propuestos para ser sintetizados y su homenclatura.

Compuesto R Nomenclatura
IVa -CH3 3B—acetOX|—16-f0rm|I-17_—metOX|I|I—5,16-
androstandieno

Vb _<] 3B-ciclopropanoiloxi-16-formil-17-

metoxilil-5,16-androstandieno

Ve < > 3B-ciclobutanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-
5,16-androstandieno
vd _<:’ 3B-ciclopentanoiloxi-16-formil-17-
metoxilil-5,16-androstandieno
v _<:> 3B-ciclohexanoiloxi-16-formil-17-
e metoxilil-5,16-androstandieno
IV _Q 3B-cicloheptanoiloxi-16-formil-17-
metoxilil-5,16-androstandieno
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V.Objetivos

II.  Caracterizar los compuestos obtenidos por sus constantes fisicas (pf. y Ry), asi

como por métodos espectroscopicos (Infrarrojo y Resonancia Magnética
Nuclear, *Hy *C) y espectrométricos (Espectrometria de Masas).

[ll.  Someter a evaluacion bilégica los compuestos obtenidos, por ensayos in Vvitro:

e Ensayo de citotoxicidad en las lineas celulares cancerosas
humanas, glia del sistema nervioso central, prostata, leucemia,

colon, mama y pulmén respectivamente (U251, PC-3, K562, HCT,
MCF-7 y SKLU).
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VI. Parte Experimental

Vi
PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos y Equipo

La materia prima utilizada se obtuvo comercialmente en grado reactivo y utilizado sin

mayor purificacion de Aldrich ®.

Para la evaporacion de disolventes asi como para la destilacion de los mismos se

empled un rotaevaporador marca BUCHI modelo R-205.

Los puntos de fusibn se determinaron con un aparato Fisher-Johns y no se

corrigieron.

Para determinar los espectros de RMN-'H y 3C se emplearon los equipos varian,
Gemini 200 y VRX-300s, respectivamente. Se utilizé como referencia interna
tetrametilsilano (TMS) y como disolvente cloroformo deuterado (CDCI3), los
desplazamientos quimicos (8) estan dados en ppm y las constantes de acoplamiento
se reportan en Hertz (Hz). La multiplicidad de sefiales se expresa como s=sefial

singulete, d=sefal doblete, dd=sefial doble de doble, m=multiplete.

Los espectros de IR se determinaron mediante un equipo Perkin Elmer Spectrum
400, FT-IR/FT-FIR utilizando la Técnica de Reflectancia por ATR. Las unidades se

reportan en cm™.

Los espectros de masas se determinaron por la Técnica de Bombardeo de Atomos
Rapidos (FAB, por sus siglas en inglés) en un Espectrometro Therma-DFS utilizando
una matriz de alcohol m-nitrobencilico que fue irradiado con atomos de cesio a
temperatura menor de 50°C. El ion molecular se indica como M*+1. La nomenclatura

se indica como m/z (masa/carga) con su respectiva abundancia relativa (AR).
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Cromatografia

VI. Parte Experimental

Cromatografia en capa fina (ccf)

Los andlisis de pureza y avance de reaccion se realizaron por cromatografia en capa
fina, utilizando placas de vidrio recubiertas de gel de silice (60F 254, Merck®). Para la
visualizacion de las placas se empleé una lampara de luz UV marca Spectroline
modelo CM-10 y se utiliz6 como revelador una solucion de CoCl; al 1% en H,SO4 2N.

Los sistemas de elucion utilizados se describen en la (Tabla 9).

Tabla 9. Sistemas de elucién empleados para la ccf.

Sistema Mezcla de disolventes Proporciones
I Hexano/AcOEt 9:1
Il Hexano/AcOEt 6:4

Cromatografia en columna (cc)
Para la purificacion de los compuestos se empled la cromatografia en columna
utilizando como fase estacionaria gel de silice 60 (Merck®) o Florisil 200 (Aldrich®) y

una mezcla de elucién adecuada para cada compuesto.

Ruta de sintesis

Figura 12. a) POCI3;,DMF/CHCI; a reflujo 5h en condiciones anhidras. b) DMF, MeONa/MeOH en
condiciones anhidras a temperatura ambiente 1h. c) DMAP, DCC, RCOOH, a temperatura ambiente 1h.
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Obtencién del 3B-acetoxi-17-cloro-16-formil-5,16-androstandieno por la reaccion
de formilacién de Vilsmeier-Haack*

VI. Parte Experimental

Se coloc6 un matraz bola de dos bocas con un agitador magnético en un bafio de
hielo/agua con el refrigerante en una boca y el embudo de adicién en la otra y fueron
selladas con teflon. Se adicionaron 10mL (107.28mmol) de oxicloruro de fosforo
(POCI3) y posteriormente se adicionaron 10mL (129.68mmol) de N,N-dimetilformamida
(DMF). Se retiro el bafio de hielo y se coloco a reflujo con calentamiento a 60°C, se
adiciond 1g (3.02mmol) de 3B-acetato de la deshidroisoandrosterona en 5mL de

cloroformo (CHCI3) y se dejé en agitacion constante durante 5h con atmosfera de No.

Una vez terminado el tiempo de reaccién, la solucion se virti6 en 300mL de una
solucion saturada de bicarbonato de sodio (NaHCOj3), y se realizaron cinco
extracciones con 150mL de cloroformo (CHCIs), la fase orgénica se lavé dos veces con
150 mL de NaHCO3; y 100mL de agua destilada, se secé con sulfato de sodio anhidro

(Na,S0O,) y se concentrd en un rotaevaporador.

El compuesto fue purificado por cromatografia en columna, la cual fue empacada
con silica gel y se eluy6 con hexano-AcOEt 95:5, obteniéndose 955mg (86%) del
compuesto Il el cual fue un polvo blanco cristalino con un punto de fusion de 135-136°C
y un R; de 0.35 (sistema I).
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VI. Parte Experimental

Obtencién del 16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno-33-ol

DMF
MeONa/MeOH

En un matraz de 50mL previamente seco, se colocaron 200mg (0.53mmol) del 3[3-
acetoxi-17-cloro-16-formil-5,16-androstandieno 'y un agitador magnético. Se
adicionaron 5mL (64.84mmol) de DMF y se puso en agitacion durante 30min con
atmosfera de N,. Posteriormente se inyectaron 1.3mL (0.65 meq) de MeONa/MeOH por

goteo y se dejo en agitacion constante por 1h.

El crudo fue vertido por goteo en 20mL de hielo molido en agitacion constante y el

precipitado filtrado al vacio.

El compuesto purificAdo por cromatografia en columna, la cual fue empacada con
Florisil® y se eluy6 con hexano-AcOEt 83:17, obteniéndose 167mg (94.1%) del
compuesto Il (16-formil -17-metoxilil-5,16-androstandieno-3-ol), el cual fue un polvo

blanco cristalino con un punto de fusién de 123-125°C y un Ry de 0.2 (sistema Il).
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Obtencién de los derivados 3B-ester-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno
por lareaccion de esterificacion de Steglich.

VI. Parte Experimental

H,C
\0 o

En un matraz Erlenmeyer de 50mL se colocaron 167mg (0.51 mmol) del 16-formil -
17-metoxilil-5,16-androstandieno-3p3-ol, 312mg (2.55mmol) de DMAP, 631mg
(3.06mmol) de DCC y 3.57mmol del respectivo acido con 2mL de CHCI; y se dejo en
agitacion constante durante 10min. La DMAP se mezcldé con el 4cido y se dejo en
agitacion constante durante 10min, posteriormente se mezclé con la DCC dejandose
10min en agitacion constante y finalmente esta mezcla fue agregada al compuesto Il

Se dejo reaccionar a temperatura ambiente y agitacion constante durante 1h. Al
crudo se le afiadieron 20mL de AcOEt, se dejé en reposo durante 1h, obteniéndose un

precipitado blanco, la DCU, se eliminé por filtracion.

Al filtrado se le afiadieron 30mL de CHCI3 y fue lavado seis veces con 60mL de HCI
al 10%(v/v), posteriormente se lavé dos veces con 60mL de una solucién saturada de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) y una vez con 100mL de agua destilada. La fase
organica se secO6 con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) y se concentré en un

rotaevaporador.

El compuesto fue purificado por cromatografia en columna, la cual fue empacada
con florisil® y se eluyd con hexano-AcOEt 65:35, obteniéndose rendimientos desde 59

hasta 91% del compuesto IV(a-f). En todos los casos fueron polvos blancos cristalinos.
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Caracteristicas fisicas, espectroscopicas y
espectrometricas de los compuestos sintetizados

VI. Parte Experimental

3B-acetoxi-17-cloro-16-formil-5,16-androstandieno

Aspecto: Polvo blanco cristalino
Formula molecular: Cz,H29ClO3

Peso molecular (uma): 376

o]
Punto de fusién (°C): 135-136 )]\
o . H;C
Rendimiento: 86%
Rf: 0.35 (sistema l) n

IR (Espectro 1. cm™): 2800-3000 C-H (alcanos), 2738 C-H (aldehido, resonancia de
Fermi), 1732 C=0 (aldehido), 1673, 1593 C=C (aldehido a,B-insaturado), 1236 C=0
(éster).

RMN-'H (Espectro 2. CDCls 400MHz, &, ppm): 0.99 (s, 3H) H-18, 1.07 (s, 3H) H-19,
2.04 (s, 3H) H-éster, 4.74-4.45 (m, 1H) H-3, 5.40 (d, J=5.3Hz, 1H) H-6, 9.99 (s, 1H) H-
aldehido.

RMN-*C (Espectro 3. CDCls;, 400MHz, 5, ppm): 14.96 (C-19), 19.20 (C-18), 21.41
(metilo del éster), 73.64 (C-3), 121.82 (C-6), 136.39 (C-16), 139.95 (C-5), 162.29 (C-
17), 170.50 (carbonilo de éster), 188.08 (carbonilo de aldehido).

EM (Espectro 4. FAB, m/z): 377 (M™+1, 20%) 379 (M*+3, 8%)

16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno-3-ol

Aspecto: Polvo blanco cristalino o s
Formula molecular: Cz1H3003
Peso molecular (uma): 330
Punto de fusién (°C): 123-125
Rendimiento: 94.34%

R¢: 0.32 (sistema ll)
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IR (Espectro 5. cm™): 3363 OH (alcohol), 2860,2930 C-H (alcanos), 1716 C=0
(aldehido), 1619, 1569 C=C (aldehido a,B-insaturado), 1400, 1447 C-O (éter),
1199,1045 C-OH (alcohol).

RMN-'H (Espectro 6. CDCls;, 400MHz, &, ppm): 0.99 (s, 3H) H-18, 1.03 (s, 3H) H-19,
1.35 (s,1H) OH, 2.05-2.03 (m, 1H) H-3, 4.16 (s, 3H) H-metoxilo, 5.34-5.32 (dd, J=3.5,
1.6Hz, 1H) H-6, 10.09 (s, 1H) H-aldehido.

RMN-3C (Espectro 7. CDCl; 400MHz, 5, ppm): 14.90 (C-19), 18.79 (C-18), 62.01 (C-
metoxilo), 70.70 (C-3), 120.27 (C-6), 141.74 (C-16), 180.4 (C-5), 185.48 (carbonilo del
aldehido), 205.27 (C-17).

EM (Espectro 8. FAB, m/z): 331 (M*+1, 100%)

VI. Parte Experimental

3B-acetoxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno

Aspecto: Polvo blanco cristalino.
CH;

Formula molecular: Cy3H3,04

Peso molecular (uma): 372

Punto de fusion (°C): 149-152 /[(])\ ‘
Rendimiento: 91% H;C o

R¢: 0.45 (sistema ll) IVa

IR (Espectro 9. cm™): 2930-2899 C-H (alcanos), 2789 C-H (aldehido, resonancia de
Fermi), 1733 C=0 (aldehido), 1629, 1572 C=C (aldehido a,B-insaturado), 1441, 1404
C-O (éter), 1239, 1209 C=0 (éster).

RMN-'H (Espectro 10. CDCls 400MHz, &, ppm): 1.00 (s, 3H) H-18, 1.05 (s, 3H) H-19,
2.03 (s, 3H) H-éste, 4.12 (s, 3H) H-metoxilo, 4.67-4.53 (m, 1H) H-3, 5.4 (d, J=4.2Hz,
1H) H-6, 10.09 (s, 1H) H-aldehido.

RMN-C (Espectro 11. CDCl; 400MHz, &, ppm): 15.54 (C-19), 19.19 (C-18), 20.32
(C-a), 62.30 (C-metoxilo), 73.74 (C-3), 116.12 (C-6), 122.13 (C-16), 139.80 (C-5),
170.50 (carbonilo del éster), 182.07 (carbonilo del aldehido), 186.40 (C-17).

EM (Espectro 12. FAB, m/z): 373 (M*+1, 80%).
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VI. Parte Experimental

3B-ciclopropanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno

Aspecto: Polvo blanco cristalino O/CHs

Formula molecular: Cy5H3404
Peso molecular (uma): 398 o
Punto de fusion (°C): 130-132 V)K ‘
Rendimiento: 72% ©

Rs: 0.55 (sistema ll)

IR (Espectro 13. cm™): 2934-2856 C-H (alcanos), 1723 C=0 (aldehido), 1627, 1571
C=C (aldehido a,B-insaturado), 1446, 1396C-O (éter), 1196, 1174 C=0 (éster).

RMN-'H (Espectro 14. CDCls 400MHz, &, ppm): 0.93 (s, 3H) H-18, 0.99 (s, 3H) H-19,
4.06 (s, 3H) H-metoxilo, 4.64-4.34 (m, 1H) H-3, 5.04 (d, J=7.6Hz, 1H) H-6, 10.01 (s,
1H) H-aldehido.

RMN-C (Espectro 15. CDCls; 400MHz, &, ppm): 8.17 (C-b), 12.93 (C-a), 15.41 (C-
19), 19.05 (C-18), 62.15 (C-metoxilo), 73.43 (C-3), 115.81 (C-6), 121.81 (C-16), 139.77
(C-5), 174.03 (carbonilo del éster), 181.89 (carbonilo del aldehido), 186.17 (C-17).

EM (Espectro 16. FAB, m/z): 399 (M*+1, 3%)

IVb

3B-ciclobutanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno

Aspecto: Polvo blanco cristalino. CH,

Formula molecular: CysH3504
Peso molecular (uma): 412 0
Punto de fusién (°C): 163-165 i ‘@
Rendimiento: 72% D)ko

Rs: 0.52 (sistema ll) IVe

IR (Espectro 17. cm™): 2928-2863 C-H (alcanos), 2785 C-H (aldehido, resonancia de
Fermi), 1724 C=0 (aldehido), 1632, 1572 C=C (aldehido a,B-insaturado), 1441, 1399
C-O (éter), 1198, 1174 C=0 (éster).
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VI. Parte Experimental

RMN-'H (Espectro 18. CDCl; 400MHz, &, ppm): 0.98 (s, 3H) H-18, 1.03 (s, 3H) H-19,
4.11 (s, 3H) H-metoxilo, 4.66-4.53 (m, 1H) H-3, 5.38 (d, J=4.9Hz, 1H) H-6, 10.08 (s,
1H) H-aldehido.

RMN-3C (Espectro 19. CDCl; 400MHz, &, ppm): 15.54 (C-19), 18.32 (C-c), 19.21 (C-
18), 25.19 (C-b), 33.00 (C-a), 62.28 (C-metoxilo), 73.36 (C-3), 116.14 (C-6), 122.04 (C-
16), 139.91 (C-5), 174.91 (carbonilo del éster), 181.94 (carbonilo del aldehido), 186.33
(C-17).

EM (Espectro 20. FAB, m/z): 413 (M*+1, 70%).

3B-ciclopentanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno

Aspecto: Polvo blanco cristalino

Formula molecular: Cy7H3504

Peso molecular (uma): 426

Punto de fusién (°C): 165-168 i ‘
Rendimiento: 59% O)\O

R¢: 0.45 (sistemalll) Ivd

IR (Espectro 21. cm™): 2935-2864 C-H (alcanos), 1724 C=0 (aldehido), 1636, 1577
C=C (aldehido a,B-insaturado), 1452 C-O (éter), 1186, 1151 C=0 (éster).

RMN-'H (Espectro 22. CDCls 400MHz, &, ppm): 1.00 (s, 3H) H-18, 1.05 (s, 3H) H-19,
4.12 (s, 3H) H-metoxilo, 4.73-4.43 (m, 1H) H-3, 5.39 (d, J=4.9Hz, 1H) H-6, 10.10 (s,
1H) H-aldehido.

RMN-*3C (Espectro 23. CDCl; 400MHz, &, ppm): 15.57 (C-19), 19.25 (C-18), 25.82
(C-c), 30.01 (C-b), 44.03 (C-a), 62.32 (C-metoxilo), 73.33 (C-3), 116.14 (C-6), 122.03
(C-16), 139.94 (C-5), 176.24 (carbonilo del éster), 182.03 (carbonilo del aldehido),
186.40 (C-17).

EM (Espectro 24. FAB, m/z): 427 (M*+1, 30%).
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3B-ciclohexanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno

VI. Parte Experimental

Aspecto: Polvo blanco cristalino o~

Formula molecular: CogHsqO4

Peso molecular (uma): 440

o
Punto de fusion (°C): 175-178 o ‘
Rendimiento: 70%

Rs: 0.45 (sistemalll)

IR (Espectro 25. cm™): 2927-2851 C-H (alcanos), 1728 C=0 (aldehido), 1627, 1575
C=C (aldehido a,B-insaturado), 1447, 1405 C-O (éter), 1201, 1169 C=0 (éster).
RMN-'H (Espectro 26. CDCls 400MHz, &, ppm): 1.00 (s, 3H) H-18, 1.05 (s, 3H) H-19,
4.12 (s, 3H) H-metoxilo, 4.74-4.46 (m, 1H) H-3, 5.38 (s, 1H) H-6, 10.09 (s, 1H) H-
aldehido.

RMN-C (Espectro 27. CDCl; 400MHz, &, ppm): 15.57 (C-19), 19.25 (C-18), 25.45
(C-c), 25.62 (C-d), 25.80 (C-b), 36.74 (C-a), 62.32 (C-metoxilo), 73.17 (C-3), 116.18 (C-
6), 122.05 (C-16), 139.95 (C-5), 175.58 (carbonilo del éster), 181.94 (carbonilo del
aldehido), 186.38 (C-17).

EM (Espectro 28. FAB, m/z): 441 (M*+1, 0.8%).

IVe

3B-cicloheptanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno

Aspecto: Polvo blanco cristalino. CH,

Formula molecular: CygH4204

Peso molecular (uma): 454

o
Punto de fusién (°C): 190-193 ‘
Rendimiento: 68% o
Rs: 0.53 (sistema ll) Ivf

IR (Espectro 29. cm™): 2928-2852 C-H (alcanos), 2823 C-H (aldehido, resonancia de
Fermi), 1730 C=0 (aldehido), 1627, 1573 C=C (aldehido a,B-insaturado), 1445, 1405
C-O (éter), 1199, 1162 C=0 (éster).
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RMN-'H (Espectro 30. CDCI3 400MHz, &, ppm): 1.00 (s, 3H) H-18, 1.05 (s, 3H) H-19,
4.12 (s, 3H) H-metoxilo, 4.60-4.54 (m, 1H) H-3, 5.39 (d, J=4.8Hz, 1H) H-6, 10.10 (s,
1H) H-aldehido.

RMN-'3C (Espectro 31. CDCl; 400MHz, &, ppm): 15.54 (C-19), 19.22 (C-18), 26.36
(C-c), 30.18 (C-d), 30.67 (C-b), 45.16 (C-a), 62.28 (C-metoxilo), 73.16 (C-3), 116.14 (C-
6), 122.01 (C-16), 139.93 (C-5), 176.48 (carbonilo del éster), 181.96 (carbonilo del
aldehido), 186.34 (C-17).

EM (Espectro 32. FAB, m/z): 455 (M*+1, 100%).

VI. Parte Experimental

Evaluacion biologica

Material biolégico

Se utilizaron las lineas celulares cancerosas humanas U251, PC-3, K562, HCT-15,
MCF-7 y SKLU-1 (glia del sistema nervioso central, préstata, leucemia, colon, mama y
pulmén respectivamente), las cuales fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de
Cancer de los Estados Unidos (NCI).

Sustancias y equipo
Medio RPMI-1640: Enriquecido con 10% de suero fetal de bovino, 2mM L-glutamina,
100UI/mL penicilina G, 100ug/mL sulfato de estreptomicina, 0.25 pg/mL de anfotericina

B y 1% de aminoacidos no esenciales.

Se utilizé un lector de ELISA marca Bio-Tek Instruments.
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Ensayo in vitro, citotoxicidad en lineas cancerosas humanas

VI. Parte Experimental

Los compuestos sintetizados fueron evaluados en 6 lineas celulares cancerosas
humanas (U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1). Estas determinaciones
fueron realizadas por la Dra. Maria Teresa Odulia Ramirez Apan (Departamento de
Pruebas Bioldgicas, Instituto de Quimica, UNAM). Dichas células se cultivaron en el

medio RPMI-1640 y se incubaron a 37°C en atmdsfera humeda con 5% de CO,.

Posteriormente se tomaron 100uL de la linea celular correspondiente, el contenido
de las células por pozo varioé entre 5 000 a 10 000 dependiendo de las lineas celulares;
se incubaron por 24h. Se preparé una solucién stock en dimetilsulféxido (DMSO) de
cada compuesto a evaluar, dicha solucién se adicioné a cada pozo de las lineas
celulares en 100uL de medio de cultivo, siendo la concentracion final de cada
compuesto de 50uM y se incub6 por 48 h (plato experimental). Adicionalmente se
prepard otro pozo al cual se le adicioné Unicamente medio de cultivo, éste ultimo se
incub6é por 1h (plato basal); ambas incubaciones se llevaron a cabo a 37°C en
atmosfera con 5% CO, y 100% de humedad relativa.

Finalizando el tiempo correspondiente se realizé la fijacion de los cultivos celulares
in situ por la adicion de 50uL de &cido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) frio, se incubo
por 60 minutos a 4°C, se desechd el sobrenadante y se hicieron cinco lavados con
agua desionizada y se dej6é secar por 24 h. Posteriormente, se realizé el tefido
adicionando 100uL de sulfurodamina B (SRB) (0.4% p/v en 1% acido acético) a cada
pozo, se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se hicieron
lavados con una solucion de &cido acético al 1% y se dejé secar por 2 h. Las células

fijadas se resuspendieron utilizando 10mM de buffer Tris, pH=10 en agitacién por 5min.

Finalmente, se determind la densidad 6ptica a 515nm utilizando un lector de ELISA.
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VI. Parte Experimental

Tabla 10. Citotoxicidad en lineas cancerosas de humano.

No. Compuesto U251*  PC-3°  K562° HCT-15 MCF-7 SKLU-1’
IVa 725145 g2 1403 54.2+435 78.042.2 55.6+3.5 89.245.8
oSt
o
IVb “‘ ; 67.4+1.8 79.1+#1.2 100  69.440.5 67.6+2.7 100
[o]
H
ALTE
Ve 18.942.4 36.142.5 50.8+7.8 23.2+1.6 35.645.6 81.9+1.4

IvVd 11.8+3.1 27.3£1.0 7.7£0.5 5.0+0.3 25.7£0.8

Ve 22.7t4.6 24.843.9 5.5+0.3 24.6£7.6 39.5%0.2

I\Vf 22.5+4.3 21.548.2 16.3t1.5 18.1+1.8 31.5+1.9 32.4+0.3

*% de inhibicién del crecimiento por la linea celular, Promedio + error estandar de la media (corrida de 3
experimentos independientes).
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Analisis computacional

VI. Parte Experimental

Como un estudio exploratorio para observar como influyen ciertos parametros
fisicoquimicos en la actividad citotoxica, pensando en que el farmaco atravesara la
membrana celular, se usé el programa Spartan 02. Primeramente se construyd la
molécula, misma que se optimizd usando mecanica molecular, posteriormente, se
realiz6 un analisis conformacional para obtener el conformero de minima energia y
finalmente dicho conférmero se sometid6 a una optimizacion mediante el método
semiempirico AM1. Una vez que se obtuvo y optimizo6 el conformero de minima energia
se calcularon los siguientes parametros fisicoquimicos para los compuestos
sintetizados (Tabla 11):

Descriptor geométrico
Volumen
PSA (&rea superficial molecular)
Ovalidad

Descriptor lipofilico
LogP

Descriptor de quimica cuantica
Polarizabilidad (Medida de la capacidad de responder a un campo eléctrico que
tiene una molécula y adquirir un momento eléctrico dipolar).*®

Tabla 11. Pardmetros fisicoquimicos calculados de los compuestos sintetizados

Comp. Volumen (A% PSA (A% Ovalidad Log P Polarizabilidad

IVa 397.19 42.159 1.52 2.23 71.4
IVb 426.99 41.831 1.56 2.95 73.82
IVc 443.07 41.503 1.58 3.37 75.12
Ivd 458.83 41.518 1.59 3.78 76.4
Ve 475.15 40.904 1.6 4.2 77.72
IVf 492.59 41.917 1.69 4.62 79.14

Posteriormente se realiz0 un estudio de relacion estructura-actividad
cuantitativamente en el cual se realizaron regresiones de los diferentes descriptores
contra la actividad para cada linea celular.

Se tomd un grupo prueba o de entrenamiento, el compuesto IVc y el resto de los
compuestos se sometieron a un analisis estadistico.
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Se realizaron regresiones de la actividad con sélo un descriptor, esto se realizo de
dicha forma por la cantidad de compuestos obtenidos, ya que se recomienda 5 veces
mas compuestos que descriptores, para obtener datos mas confiables.

VI. Parte Experimental

Se obtuvieron ecuaciones que describen cdmo influye cada descriptor con respecto
a la actividad con su respectiva correlacion, las cuales se muestran a continuacion:

Tabla 12. Ecuaciones obtenidas del volumen Tablal3. Ecuaciones obtenidas del PSA
para cada linea celular, Ry R?. para cada linea celular, R y R?.
Linea Linea
Celular Ecuacion R R? Celular Ecuacion R R
U251 1=-0.66 V + 338.53 0.86 0.74 U251 I=39.54 PSA - 1609.27 0.65 0.42
PC3 I=-0.61V + 312.10 0.79 0.62 PC3 I=32.12 PSA - 1298.88 0.53 0.28
K562 1=-0.62 V + 324.79 0.7 0.49 K562 I=26.09 PSA - 1042.67 0.37 0.14
HCT-15 1=-0.82 V + 402.92 0.89 0.79 HCT-15 [=52.52 PSA -2152.72 0.72 0.52
MCF-7 I=-0.43 V + 230.62 0.66 0.43 MCF-7 1=28.88 PSA-1166.29 0.56 0.31
SKLU-1 I=-0.76 V + 400.55 0.84 0.71 SKLU-1 1=37.15PSA-1490.39 0.52 0.27
Tablal4. Ecuaciones obtenidas de la ovalidad Tablal5. Ecuaciones obtenidas de la
para cada linea celular, Ry R polarizabilidad para cada linea celular, Ry
R?.
Linea
Celular Ecuacién R R Linea
U251 I=-317.48 O + 543.49 0.68 0.46 Celular Ecuacidn R R?
PC3 1=-298.32 O + 514.37 0.64 0.41 U251 I=-8.23P +660.95 0.86 0.74
K562 I=-337.61 0 +581.99 0.62 0.39 PC3 I=-7.47 P+604.53 0.79 0.62
HCT-15 I=-380.00 0 + 640.7 0.68 0.47 K562 I=-7.67 P+625.40 0.7 0.49
MCF-7 1=-182.150 +326.85 0.46 0.21 HCT-15 [=-10.05P +796.86 0.89 0.79
SKLU-1 I=-389.330 +677.18 0.71 0.5 MCF-7 1=-531P +438.46 0.66 0.43
SKLU-1 1=-940P+768.81 0.84 0.71

Tablal6. Ecuaciones obtenidas de Log P para cada linea celular, R y R?.

Linea
Celular Ecuacion R R’
U251 I=-26.59 LogP +132.61 0.87 0.75
PC3 I=-24.22 LogP + 12555 0.8 0.63
K562 I=-24.99 LogP +133.40 0.71 05
HCT-15 I=-32.49 LogP +151.29 0.89 0.8
MCF-7 I=-17.25 LogP + 98.20 0.67 0.44
SKLU-1 I=-30.41 LogP + 165.52 0.85 0.72
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VI. Parte Experimental

Una vez que se realizo el estudio estadistico y se obtuvieron las correlaciones, las
ecuaciones que predicen mejor la actividad inhibitoria proliferativa son las obtenidas
con el descriptor Log P. A partir de estas ecuaciones se predijo la actividad del grupo

prueba (compuesto IVc) y se calcul6 el % de certidumbre (Tabla 17).

Tabla 17. Actividad Antiproliferativa Estimada y % de Certidumbre.

Celutar Ecuacion Experimontal Estimada A€
U251 I=-26.59 LogP + 132.61 18.9 43.0 227.5
PC3 I=-24.22 LogP + 125.55 36.1 43.9 121.6
K562 I=-24.99 LogP + 133.40 50.8 49.2 96.9

HCT-15 I=-32.49 LogP + 151.29 23.2 41.8 180.2

MCF-7 I=-17.25 LogP + 98.20 35.6 40.1 112.6

SKLU-1 I=-30.41 LogP + 165.52 81.9 63.0 76.9

AE=actividad estimada, R=actividad experimental.
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VI. Discusion de Resultados

Vi
DISCUSION DE RESULTADOS

Por lo que podemos observar, el método de sintesis de derivados de la
deshidroepiandrosterona tanto los intermediarios como los compuestos finales con un
grupo metoxilo en la posicion C-17 y un grupo éster en 3[3- dan rendimientos buenos
como se observa en la (Tabla 18):

Tabla 18. Compuestos sintetizados y su rendimiento global.
Compuesto Molécula Rendimiento

Cl o

I . Ot 86%
Hac)l\o

i Ol 81.13%
ISl

_CHs

IVa . O 73.83%
H,C)]\D

CHj

IVb . Ot 58.41%
BYSUL
Ve Ooa 58.41%

o f
H
o

IVd . Ooa 47.87%

O*° ’

Ve Q’k ‘@“ " 56.79%
O

\Yi O)g 55.17%

“Pdgina 50



VI. Discusion de Resultados

Si observamos los rendimientos globales podemos ver que el compuesto que tiene
una cadena alifatica en la posicion 3B- nos da un mayor rendimiento que los
compuestos que tienen en dicha posicién un aliciclo, o que es atribuido a una mayor
libertad de rotacion de los acidos alifaticos, por lo cual pueden interaccionar mejor con
la posicion 3[3-.

Observamos que el compuesto 3B-acetoxi-17-cloro-16-formil-5,16-androstandieno
(1) se obtuvo debido a que aparece en el espectro de IR una sefial en 2738 cm™ que
se le conoce como la resonancia de Fermi de un aldehido, en RMN-'H aparece un
singulete en 10ppm, desplazamiento que indica que tenemos un protdn sin vecinos, el
aldehido en C-16 y en RMN-*3C encontramos una sefial del carbono del aldehido en
188 ppm, una sefal en 162 ppm el cual es el desplazamiento de un carbono vinilico
unido a un halégeno y una sefal en 139ppm, desplazamiento de un carbono vinilico
unido a un aldehido; ademas en espectrometria de masas podemos observar dos
sefiales caracteristicas del cloro una en M*+1 (377m/z) y la otra en M*+3 (379m/z) con
abundancias en la proporcion 3:1.

Para el compuesto 16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno-33-ol (IIl) observamos
en IR una sefial ancha en 3363 cm™ lo que nos indica la presencia de un grupo —OH y
dos sefiales en 1400 y 1447 cm™ que nos indica la presencia de un grupo éter del
grupo metoxilo, en RMN-'H encontramos un singulete con un desplazamiento
caracteristico de un metilo unido a un oxigeno en 4.16ppm el cual integra para tres
hidrégenos, en RMN-*C encontramos una sefial con desplazamiento caracteristico de
un metilo del metoxilo en 62 ppm y en espectrometria de masas se observa una sefal
corresponde a M*+1 de 331.

Para el compuesto 33-acetoxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno (IVa) ya no
se observa en IR la sefal ancha perteneciente al alcohol, sin embargo, aparecen dos
sefiales caracteristicas de un grupo éster en 1239 y 1209 cm™, en el espectro de RMN-
'H se observa un singulete que integra para tres hidrogenos en 2.03 ppm perteneciente
al metilo del éster el cual es el mismo desplazamiento que tiene en el compuesto II; en
RMN-'3C aparece una sefial en 21 ppm perteneciente al metilo del éster, de igual
desplazamiento que en el espectro del compuesto Il y que desaparece en el espectro
del compuesto Il y en espectrometria de masas se observa una sefial corresponde a
M*+1de 373.

Para el resto de los compuestos aparece el mismo patron de sefales en IR que el
compuesto IVa. En los espectros de RMN-'H se observan las mismas sefiales a
excepcion del singulete en 2.03ppm, en dicha region se observan varios multipletes,
los cuales corresponden a los protones de los carbonos de los esteres aliciclicos. En
los espectros de RMN-3C se observan las sefiales pertenecientes a los carbonos del
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éster aliciclico y en masa se observa una sefial que corresponde con el M*+1 de cada
compuesto.

VI. Discusion de Resultados

Por otro lado, de acuerdo a los datos obtenidos de actividad antiproliferativa
podemos observar que el compuesto 3pB-ciclobutanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-
androstandieno (IVc) presenta cierta selectividad contra la linea celular de cancer de
pulmén, el compuesto 3[B-ciclopropanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno
(Ivb) igualmente presenta cierta selectividad por las lineas celulares de cancer de
puimén y de leucemia, y el compuesto 3B-acetoxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-
androstandieno (IVa) presenta actividad moderada sobre todas las lineas celulares,
mientras que el resto de los compuestos presentan una baja actividad antiproliferativa.

Al realizar el estudio estadistico del descriptor Log P versus la actividad
antiproliferativa de acuerdo con las ecuaciones obtenidas, encontramos que influye de
manera negativa en la actividad, ya que el signo para esta variable es negativo. Esto
significa que los compuestos menos lipofilicos presentan un incremento en la actividad,
lo cual nos da una idea de que podria facilitar su paso a través de la membrana y es
probable que en estos compuestos un valor de log P> 3.4 no favorezca la actividad
antiproliferativa debido a que queden incluidos en la membrana celular y no permeen
hacia el blanco farmacologico. Por otro lado, al obtener el % de certidumbre de la
actividad antiproliferativa del modelo estadistico, observamos que hay una mejor
prediccion en la linea celular de cancer de préstata (PC3) con un 121.6%, la linea
celular de leucemia(K562) con un 96.9%, la linea celular de cancer de mama (MCF-7)
con un 112.6% vy la linea celular de cancer de pulmén (SKLU-1) con un 76.9%, lo que
nos habla de la gran contribuciéon que tiene la lipofilicidad de los compuestos para la
actividad antiproliferativa y la fiabilidad de los modelos obtenidos de dichas lineas
celulares.
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V. Perspectivas

Se obtuvieron seis derivados de la deshidroepiandrosterona con un grupo metoxilo
en la posicion C-17 y un grupo éster en 3[3- con buenos rendimientos.

Los nuevos compuestos se caracterizaron tanto por sus propiedades fisicas (pf. y
Rf), asi como por métodos espectroscopicos (Infrarrojo y Resonancia Magnética
Nuclear, *Hy *C) y espectrométricos (Espectrometria de Masas).

Se evaluaron los compuestos obtenidos en 6 lineas de células cancerosas, de los
cuales 3 compuestos presentaron actividad relevante. ElI compuesto 3jB-
ciclobutanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno  (IVc) presenta cierta
selectividad contra la linea celular de cancer de pulmén, el compuesto 3p-
ciclopropanoiloxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno  (IVb) presenta cierta
selectividad por las lineas celulares de cancer de pulmén y de leucemia, y el
compuesto 3B-acetoxi-16-formil-17-metoxilil-5,16-androstandieno  (IVa) presenta
actividad moderada sobre todas las lineas celulares.

Ademas, se hizo un estudio para comprender qué propiedad influye en la actividad
antiproliferativa para las células de cancer humanas probadas, obteniéndose que
una de las propiedades fisicoquimicas estudiadas es de gran importancia para dicha
actividad: la lipofilicidad, ya que entre menor fue el Log P mayor fue el % de
inhibicion proliferativa para las lineas celulares cancerigenas.

Las ecuaciones obtenidas mediante un método estadistico describen el
comportamiento antiproliferativo del compuesto prueba, ciclobutanoiloxi-16-formil-17-
metoxilil-5,16-androstandieno IVc, con una mejor prediccion en las linea celulares de
cancer de prostata (PC3), de leucemia(K562), de cancer de mama (MCF-7) vy de
cancer de pulmon (SKLU-1).
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V. Perspectivas

VIII
PERSPECTIVAS

Actualmente, se contempla:
¢ Laevaluacion in vitro
Ensayos de actividad inhibitoria hacia la enzima 5a- reductasa 1y 2.
Ensayos de competencia de unién al receptor androgénico (RA).
e La evaluacion in vivo
Tamafio de la mancha pigmentada del érgano flanco.
Peso de la prostata.

Peso de las vesiculas seminales.

Por otro lado, el presente trabajo ha abierto una puerta para realizar un estudio
QSAR méas amplio, tanto para una mayor cantidad de compuestos como de
descriptores, para obtener un modelo que describa con precision €l comportamiento de
los nuevos compuestos sobre la actividad biolégica deseada, ya que el trabajo
realizado solo fue un estudio de exploracion.
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