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1. RESUMEN
En este trabajo se llevd a cabo la sintesis de una serie de cinco ésteres derivados del acido

nicotinico y la 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona como 21-(pirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-
epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vla), 21-(6-cloropirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-
diona (VIb), 21-(6-bromopirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vlc), 21-(6-
metilpirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VId), 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-
16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vle). Adicionalmente, se sintetiz6 un éster benzoico,
bioiséstero del compuesto Vla, como la 21-benzoiloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VIf) y un
derivado de Vla: 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla).

Por otro lado, se determind la actividad antiproliferativa de los compuestos III,V, Via-VIf y Vlla
frente a dos lineas celulares de cancer de prostata humano (PC-3 y LNCaP). Donde se observé que el
reemplazo de un hidrogeno por un grupo hidroxilo en C-21 incrementd considerablemente su actividad
frente a ambas lineas cancerosas (compuesto V). También se observé que el bloqueo del grupo
hidroxilo en C-21 por un grupo éster aromatico, disminuy6 drasticamente la actividad del compuesto V.
Cabe resaltar que el compuesto V exhibié una actividad comparable respecto a la flutamida frente a
LNCaP y mucho mayor sobre PC-3. Al comparar los bioisdsteros Vla y VIf, se observd una mejora en
la actividad antiproliferativa sobre PC-3, con base en el reemplazo isostérico del anillo benzoico por el
anillo piridinico. Se comparé la actividad entre los ésteres nicotinicos (Vla-Vle) y se observd que el
compuesto Vle resulté tener la mayor actividad frente a ambos tipos celulares, casi comparable con el
compuesto V. Finalmente, se determiné que al eliminar el grupo epéxido entre C-16 y C-17, se exhibid
un incremento considerable en la actividad antiproliferativa.

De forma complementaria, se realizd un estudio de relacién estructura-actividad (SAR) y se
determiné que el descriptor molecular que mas se correlacioné con los resultados biolégicos fue el
coeficiente de particion calculado (Clog P).

Finalmente, se observd que los compuestos V y Vlla fueron los mas potentes pero no
selectivos y los compuestos Vla y VIb fueron selectivos frente a PC-3 pero mostraron una baja
actividad, lo que da pauta para seguir estudiando este tipo de derivados, con la finalidad de encontrar
agentes terapéuticos que puedan ser empleados en el tratamiento de cancer de préstata hormono-
independiente. Ademas, se observo que ninguno de los compuestos sintetizados mostré toxicidad
sobre células sanas (CMN) a una concentracién de 50uM, lo que corroboré el bajo perfil toxicolégico

de los compuestos sintetizados basados en el disefio propuesto.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Hormonas esteroideas

Los esteroides son un grupo de compuestos naturales que son ampliamente utilizados como
antiinflamatorios, diuréticos, anabolizantes, anticonceptivos, antiandrogénicos, progestacionales,
anticancerigenos, entre otras aplicaciones." El grupo de los esteroides esta constituido por una gran
variedad de compuestos, entre los cuales destacan los derivados del colesterol y otros esteroles, los
acidos biliares, las hormonas esteroideas y los cardioténicos (digitalinas), entre otros.?

Los esteroides son moléculas policiclicas complejas, cuyas estructuras estdn basadas en un
sistema tetraciclico comunmente denominado ciclopentanoperhidrofenantreno. Los cuatro anillos
tienen asignadas las letras A, B, C y D, comenzado por el anillo inferior izquierdo; los anillos A, By C
son de seis miembros y el anillo D es de cinco. Los atomos de carbono se numeran a partir del anillo A
y terminando con los dos grupos metilos angulares (1).>* Los esteroides se caracterizan por ser
moléculas rigidas que presentan una estereoquimica transoide, cuya conformacion de silla es la mas
estable.’® Si el esteroide presenta en su estructura dos metilos, sobre C-10 y otro en C-13, pertenece al
grupo de los androstanos (2); si s6lo presenta un metilo sobre C-13 y no en C-10, son estranos (3); y si
exhibe ambos metilos y una cadena lateral de longitud de dos carbonos sobre C-17, se les denomina

como pregnanos (4).° (Figura 1)

12
117 1371
| € | D16
A O 1418
2 10 8
lalel
N4 N
18 1 18 g 20721
12 12
117 131 11 1371 120 /1’7
1 }9§|’ 1|4 16 1 [ | 16 . 1|1 1|3 M
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N 0o~ 715 N 0N T~15
2 10 8 277 ™10 8 2/1\10/9\8/14\16
S b1 S Bt T
~N, 0N D e
4 6 4 6 3 B T
4 6
2 3 4

Figura 1. Nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno. Designacion general de anillos y numeracion de carbonos
(1): androstanos (2), estranos (3) y pregnanos (4).

Las hormonas esteroideas (Figura 2) son un conjunto de moléculas sintetizadas por distintas
glandulas y transportadas por el torrente sanguineo hacia sus respectivos tejidos diana, para estimular

o inhibir algun proceso. Las hormonas esteroideas cumplen con funciones fisiolégicas muy importantes
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tales como la regulacion de la proliferacion celular y la diferenciacion de los distintos tejidos, la

regulacién del equilibrio hidroelectrolitico o el metabolismo, entre otras.®

o
CH
cH, P CH, s cH, P
CH, CH,
_
HO o o~
5 6 OH 7
5 ©
CH
CH, OH AN 3
HO
_ ! > _
o~ : o~ o~
A
8 9 10

Figura 2. Principales hormonas esteroideas y su clasificacion: estradiol (5, estrégeno), progesterona (6,
progestageno), testosterona (7, andrégeno), 5a-dihidrotestosterona (8, andrégeno), cortisol (9, glucocorticoide) y
aldosterona (10, mineralcorticoide).

El mecanismo de accién de las hormonas esteroideas consiste en la regulacién de la expresion
génica en las células diana a través de la formacién de complejos con los receptores de hormonas
esteroideas (RHEs), los cuales son proteinas especificas localizadas inicialmente en el citoplasma,
cuya asociacion con la hormona da lugar a un complejo hormona-receptor, el cual se transloca hacia el
nucleo e interacciona con regiones concretas del ADN denominadas elementos de respuesta a
hormonas (ERH). Esta interaccion activa o inhibe el proceso de transcripcion y, como consecuencia,
modifica la sintesis de proteinas (Figura 3).%®

NUCLEOQ

HHII-HHHﬂﬂH{'!H{JHHI ) ({0 “aon

/ Transcripcion
= BF — \
@ Com ple jo
. Hormona-Receptor AFthIm

Sintesis proteica

CITOPLASMA

H: Hormona
R: Receptor

Figura 3. Esquema simplificado que muestra el mecanismo general de accion de las hormonas esteroideas.’
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Se puede observar que existe una gran similitud estructural entre las diversas hormonas

ANTECEDENTES

esteroideas, debido a que todas tienen como precursor metabolico al colesterol. La biosintesis de las

hormonas esteroideas se lleva a cabo mediante una serie de reacciones enzimaticas como se muestra

Mineralcorticoides 0
m m
Aldosterona

Escisron enzimatica Aldosterona
de la cadena lateral Deoxi- smtasa

en la Figura 4.’
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Figura 4. Biosintesis de las hormonas esteroideas a partir del colesterol.
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2.1.1. Andrégenos

Los androgenos son importantes hormonas esteroidales implicadas en la expresion del fenotipo
masculino.® Los andrégenos son producidos en las células de Leydig en el testiculo, siendo los mas
importantes la testosterona (7, T) y la 5a-dihidrotestosterona (8, DHT).® La sintesis de los andrégenos
se regula por el eje hipotalamo-hipdfisis-génadas, donde las sefiales hormonales procedentes del
hipotalamo por la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), a través de la secrecion hipofisaria de
la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), estimulan a las células de Leydig
para inducir la sintesis de T.%'° La T liberada pasa a la circulacién sanguinea, unida a la albimina o a
la globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG), o también en forma libre, para alcanzar sus
érganos blancos y ejercer sus efectos.’

Los andrégenos, tanto T como DHT, llevan a cabo sus acciones biolégicas a través de la union

a los receptores de andrégenos (RA) en los respectivos 6rganos diana, uno de ellos es la prostata.®

2.2. Cancer de prostata (CaP)

La préstata es una glandula que pertenece al sistema reproductor masculino (Figura 5). El
tamano de la préstata se modifica con la edad donde su crecimiento es rapido durante la pubertad y
promovido por el aumento de androgenos (T y DHT). En los hombres mas jévenes, la préostata es del
tamafo aproximado de una nuez mientras que comienza a aumentar lentamente de tamano después

de los 50 anos. La funcién de la préstata consiste en producir el liquido que protege y nutre a los

11,12

espermatozoides presentes en el semen.

Vejiga

Prostata

Figura 5. Anatomia normal de la préstata.

La prostata es una glandula cuyo desarrollo y crecimiento depende de la accion de los
andrégenos, principalmente de DHT. El efecto de los andrégenos inicia con el transporte de la T desde
la circulacién hacia la prostata, ahi T es biotransformada a DHT (hormona con mayor potencia y

afinidad hacia el RA) en el estroma, por acciéon de la enzima 5a-reductasa (5a-R) y transportada por

5
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difusion pasiva hacia el citoplasma de la célula epitelial. Dentro de las células epiteliales prostaticas, T
y DHT (la T también puede ser metabolizada a DHT) se unen al RA, éste sufre un cambio
conformacional y el complejo andréogeno-receptor se transloca hacia el nucleo. En el nucleo, el RA se
dimeriza y se une a secuencias especificas del ADN conocidas como elementos de respuesta a
androgenos (ERA), para llevar a cabo la transcripcion, y posteriormente llevar a cabo la sintesis de las
proteinas. ElI RA también interactia con co-activadores o co-represores que incrementan o disminuyen
su actividad, respectivamente, cuyo resultado es la regulacién de la expresion de varios genes que
conllevan a la sintesis de proteinas implicadas en el desarrollo y mantenimiento del tamafio y funcién

secretora de la prostata (Figura 6).°
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Figura 6. Mecanismo de accién de los andrégenos (T y DHT) sobre las células epiteliales de préstata (Traducido
y adaptado de Rittmaster, R. 5a-reductase inhibitors in benign prostatic hyperplasia and prostate cancer risk
reduction. Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab. 2008, 22(2), 391).

A pesar de que el RA regula los efectos biolégicos de los androgenos para el desarrollo normal
de las células epiteliales de préstata, se ha observado que también participan en el desarrollo y
progresion de patologias como la hiperplasia prostatica benigna (HPB) y el cancer de prostata (CaP).®
En dichas patologias, el mecanismo de balance entre el crecimiento y apoptosis de las células
epiteliales esta alterado y la expresion de andrégenos causa el crecimiento desproporcionado de las

mismas.™
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Desde el punto de vista epidemiolégico, es de gran interés el estudio del CaP debido a que es
una de las principales causas de muerte en varones mayores de 50 afios.’ De acuerdo a estadisticas
de nuestro pais, en el 2009 el 9.3% de los pacientes con dicho padecimiento tenian entre 70 y 74 afios
de edad, mientras que el 19.7% era mayor de 80. En el 2012, el CaP ocupd el segundo lugar con 7.6%
del total de defunciones y representé la primer causa de muerte en varones con el 15.3% de

defunciones. *'®

2.3. Tratamiento del cancer de prostata hormono-dependiente

El CaP es muy sensible a la deprivacién androgénica en su fase inicial (fase andrégeno-
dependiente), debido a que las células prostaticas requieren del estimulo de los andrégenos (T y DHT)
para su crecimiento y diferenciacién.’® Debido a esta hormono-dependencia, en etapas tempranas, se
recurre a la cirugia (castracion quirurgica) o la terapia hormonal (terapia de privacién de androgenos).
El objetivo de estos tratamientos es reducir los niveles de andrégenos o bloquear la accion de los
mismos sobre las células cancerosas.’®'” Aunque la cirugia representa el tratamiento mas aceptable
para el CaP, ésta produce una gran aprension entre la poblacién masculina, por lo que se han
desarrollado otros tratamientos para este padecimiento.®

Los métodos farmacolégicos mas importantes disponibles en nuestros dias son el empleo de
inhibidores de la produccion de andrégenos producida por agonistas del factor liberador de
gonadotropinas hipotalamico y los antiandrégenos.'®

En este trabajo se profundizara sobre el estudio de los antiandrégenos debido a que son de

gran interés en nuestro laboratorio.

2.3.1. Antiandrogenos

Los antiandrégenos son aquellos que contrarrestan la accién de los androgenos al interferir con
la sintesis de los mismos o al bloquear su accion sobre las células prostaticas. El uso de
antiandréogenos como tratamiento para el CaP representa una alternativa importante para competir con
la cirugia de prostata, la cual esta asociada a varios efectos colaterales y es considerada como la
cirugia mas temida por los hombres. Existen tanto compuestos esteroidales como no esteroidales que
muestran efectos antiandrogénicos como: a) antagonistas del receptor de andrégeno, b) inhibidores de

la conversién de T a DHT por la enzima 5a-reductasa e c) inhibidores de la enzima CYP17-A1."%"®
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2.3.1.1. Antagonistas del receptor de andrégenos

Los antagonistas de androgenos ofrecen una herramienta potencialmente util para el
tratamiento del CaP e HPB. El mecanismo de accidon consiste en la competencia con los andrégenos,
por los sitios de union a la molécula receptora (RA)."%®

Los antiandrégenos pueden ser de origen esteroideo como el acetato de ciproterona (11) y no
esteroideo como la flutamida (12), bicalutamida (13), nilutamida (14) y enzalutamida (15) (Figura 7). El
acetato de ciproterona (11) es una progestina modificada con potente actividad antiandrogénica,

debido a que ha mostrado que compite con la DHT por el RA, por el que tiene una alta afinidad. '
0
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Figura 7. Antagonistas del RA: acetato de ciproterona (11), flutamida (12), nilutamida (13), bicalutamida (14) y

enzalutamida (15)."®

2.3.1.2. Inhibidores de la 5a-reductasa

La enzima microsomal 5a-reductasa (3-oxo-esteroide-4-eno-deshidrogenasa) cataliza la
reduccién dependiente de NADPH de una variedad de 3-oxo-A* esteroides, principalmente, cataliza la
conversion de T (7) a DHT (8) (Esquema 1)."8™

OH OH
CHj CHg

5a-reductasa
/\ O

7 NADPH NADP*

o

8

Ty

Esquema 1. Reaccion de reduccién de T (7) a DHT (8) catalizada por la enzima 5a-reductasa (50-R).
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El mecanismo de reaccion de la 5a-R involucra la donacion directa de un hidruro del NADPH a
la posicién 5a de la T, lo que permite la formacién del enolato en C-3 y C-4. El enolato podria ser
estabilizado por algun residuo electrofilico (E*) en el sitio activo. Este proceso podria visualizarse como
la activacion de la enona por el E* permitiendo la aparicién de una especie polarizada la cual acepta el
hidruro procedente del NADPH en C-5. La enzima permite la formacion del producto, la DHT, con la
liberacion del NADP* (Esquema 2)."®

OH
O
7
o H H
N
|
R

NADPH NADP*

Esquema 2. Mecanismo de reaccion de la 5a-reductasa para la conversion de T (7) a DHT (8) (Adaptado de Liu,
J.; Kurashiki, K.; Shimizu, K.; Kondo, R. Structure—activity relationship for inhibition of 5a-reductase by
triterpenoids isolated from Ganoderma lucidum. Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 8657).

En la actualidad se ha demostrado que existen 2 tipos de isoenzimas: la 5a-reductasa tipo 1
(5a-R1) y la 5a-reductasa tipo 2 (5a-R2). La 5a0-R1 predomina en tejidos como el higado, rindn,
cerebro, pulmén y piel, mientras que la 50-R2 es mas abundante en tejidos genitales como la
prostata.’®'®

En la prostata humana, la 5a-R1 se expresa principalmente en las células epiteliales, mientras
que la 50-R2 se localiza en el compartimiento estromal.”®'® En el CaP avanzado (se caracteriza por
una proliferaciéon anormal de células epiteliales), la 5a-R1 es la responsable del metabolismo de
androgenos. Por otro lado, diversos estudios han exhibido que la actividad de la 5a-R1 es tres a cuatro
veces mayor en CaP que en HPB, pero la actividad de la 5a-R2 es similar en ambos tipos de
enfermedades.®

Los inhibidores de la 5a0-R mas estudiados son los 4-azaesteroides, los cuales incluyen a la
finasterida (16) y la dutasterida (17) (Figura 8). La finasterida (16) inhibe principalmente a la 5a0-R2
18,19

(ICso de 4.2 nM), disminuye los niveles séricos de DHT al 70% y reduce el tamafo de la préstata.
La dutasterida (17) es el mas eficiente inhibidor dual y disminuye los niveles séricos de DHT al 90%."
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Figura 8. Inhibidores de la 5a-reductasa: finasterida (16) y dutasterida (17).18

2.3.1.3. Inhibidores de la enzima CYP17A1

La enzima esteroidogénica CYP17A1 se encuentra en el reticulo endoplasmico de la glandula
adrenal, testiculos, placenta y ovarios y presenta dos actividades cataliticas diferentes: 17a-
hidroxiliasa y 17,20-liasa; su actividad 17a-hidroxiliasa cataliza la producciéon de glucocorticoides,
mientras que su actividad 17,20-liasa permite la biosintesis de los esteroides sexuales (Figura 4). A
partir de pregnenolona y progesterona, la actividad de 17a-hidroxiliasa produce 17a-
hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona y posteriormente, la actividad 17,20-liasa los
transforma en deshidroepiandrosterona y androstenediona.?’ Debido a la importancia que tiene esta
enzima en la produccion de andrégenos, resulta ser un blanco de interés para el tratamiento de CaP.

Los inhibidores de la CYP17A1 mas empleados en el tratamiento de CaP son el ketoconazol
(18) y la abiraterona (19) (Figura 9). El ketoconazol (18) es un inhibidor no selectivo de CYP17A1 que
se usa limitadamente, debido a que también inhibe a otras enzimas del citocromo P450 (CYP3A y
CYP24A1). La abiraterona (19) es un farmaco mas reciente y que muestra un mejor perfil

farmacodinamico debido a que exhibe selectividad hacia la CYP17A1.1%202!
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Figura 9. Inhibidores de la enzima CYP17A1: ketoconazol (18) y abiraterona (19).
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2.4. Tratamiento del cancer de prostata hormono-independiente

La mayoria de pacientes con CaP andrégenos-dependiente y que reciben terapia de privacion
de androgenos, exhiben resultados positivos; sin embargo, en determinado tiempo éstos llegan a no
responder a la terapia y se convierte en un cancer androgeno-independiente. Esto significa que la
presencia de los andrégenos para estimular la proliferacion de las células cancerosas ya no es
determinante, permitiendo que la enfermedad reaparezca de forma mas agresiva pudiendo derivarse
en metastasis. Cabe mencionar que ademas no hay tratamiento efectivo para el CaP andrégeno-
independiente.™

Hasta la fecha se han realizado diversos ensayos in vitro donde se determina la citotoxicidad o
inhibicion del crecimiento de la linea celular de cancer de préstata humano PC-3 (RA-), como un
modelo de CaP independiente de andrégenos, de diversos compuestos naturales o sintéticos.

Algunos estudios publicados han demostrado que dos flavonoides comunmente encontrados en
bayas, frutas y plantas medicinales como la miricetina y la miricitrina inducen la apoptosis de células
cancerosas PC-3 y dicha combinaciéon muestra un efecto sinérgico.” Otros dos flavonoides, que se
obtienen de la raiz seca de la planta Scutellia baicalensis-Georgi (ampliamente empleada en la
medicina herbolaria china), son la baicaleina y la baicalina, los cuales mostraron que inhiben el
crecimiento de la linea celular PC-3.%

En cuanto a los compuestos sintéticos que han exhibido actividad antiproliferativa adecuada
frente a PC-3, estan los 1,24-oxadiazoles® y un derivado hibrido de isotiocianato-progesterona

coordinado con cobre (Il), que mostré su accién al inducir la apoptosis de las células PC-3.%*

2.5. Isosterismo y Bioisosterismo

Los isosteros han sido frecuentemente empleados en el disefio de farmacos para modificar las
propiedades de las moléculas de una manera racional con respecto a caracteristicas tales como
tamainio, polaridad y distribucion electrénica, entre otras.?

Las moléculas isésteras clasicas son aquellas que resultan de la sustitucion de un atomo o de
un grupo de atomos en una molécula activa, por otro atomo o grupo de atomos con una misma
distribucion electronica (mismo niumero de electrones en la capa de valencia) y similares propiedades
fisicoquimicas (Figura 10).2>?’

En 1919, Langmuir introdujo el concepto de isosterismo y propuso que la semejanza en las
propiedades fisicoquimicas que presentaban ciertas moléculas, se debia a que poseian el mismo

numero de 4tomos y electrones de valencia.?®?’
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Figura 10. Ejemplos de isésteros clasicos.

Mas tarde, en 1925, Grimm propuso la llamada “Ley de desplazamiento de hidruro”, que

extendio el concepto a especies que, teniendo diferentes nimero de atomos, poseen el mismo nimero

de electrones de valencia. Por ejemplo, hipotéticamente, si se parte del ion O y se afiade un protdn

(particula subatdomica que posee una carga positiva y una masa de 1 uma) a su nucleo, resulta el

anion F7; por otra parte, si se une un ion hidrogeno (H") a la capa de electrones de valencia, resulta el

anion OH. Ambas especies son isoelectronicas y muestran una considerable semejanza en sus

propiedades quimicas, por lo que pueden considerarse isdsteras. La comparacién de los aniones F" y

OH' sugiere que un atomo es isostero de la especie que resulta al afiadir un protén y dos electrones

(hidruro) al atomo que le precede en el sistema periddico (Figura 11).%°

[

——, N i — Me
I

—GH— —NH— —0OH FH

_[:Hz_ _NHE HEO

—GCHg MNH;

CH,

[

Figura 11. Ejemplos de especies isosteras segun la ley de desplazamiento de “hidruro” de Grimm. %

12



ANTECEDENTES Ciencias

Quimicas

UN | M&iE
POSGRADOEY:

Posteriormente, en 1932, Erlenmeyer propuso varias ampliaciones del concepto de isosterismo:
1) Los atomos situados en una misma columna de la tabla peridédica son isdsteros.

2) Son isosteros ciertos grupos que son aparentemente muy diferentes, pero que en la practica poseen
propiedades semejantes (Cl, CN, SCN, CF3).

3) Se consideran isdsteros aquellos atomos o grupos de atomos que conducen a anillos con
propiedades similares (equivalentes ciclicos); asi, la equivalencia entre un atomo de azufre (-S-) y un
grupo vinilo 1,2-disustituido (-CH=CH-), explicé la analogia entre las propiedades fisicas del benceno y
del tiofeno, respectivamente.??’

Por otro lado, Friedman propuso llamar bioisésteros a aquellos compuestos que cumplian
alguna de las definiciones de isosterismo y poseian el mismo tipo de actividad biolégica, asi como
aquellos compuestos que presentaban propiedades antagénicas.?*>%

En la literatura se han descrito diversos ejemplos de bioisosterismo, un ejemplo de ellos son
dos derivados de la pregnenolona, sintetizados en nuestro laboratorio, que poseen un grupo éster
aromatico en C-3, donde el compuesto (20) es un bioiséstero de (21) (Figura 12). Ambos compuestos
se evaluaron mediante un ensayo de inhibicion del crecimiento (%) sobre una linea celular de cancer
de proéstata (PC-3) y se observé que el isdstero piridinico (21) exhibié una mayor actividad respecto al

compuesto derivado del acido benzoico (20).?%

o 0
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CH3\ ® CH, s

CHj3 CH;
0o 0o

[ |
° I T ° I
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N

Figura 12. Derivados de la pregnenolona con un grupo éster en C-3 que representan un ejemplo de

bioisosterismo empleando un intercambio de anillos equivalentes.28
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de prostata representa una de las principales causas de muerte en hombres mayores
de 50 anos. La terapia hormonal con antiandrégenos ha sido una herramienta util para el tratamiento
de dicho padecimiento; sin embargo, los problemas de potencia y selectividad de algunos
antiandréogenos que se emplean actualmente en el area clinica, han promovido el disefio y desarrollo
de nuevas moléculas con estructura esteroidea.

Diversos trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que algunos ésteres
aromaticos derivados de la pregnenolona, deshidroepiandrosterona o progesterona presentan
actividad antiproliferativa sobre lineas celulares de cancer de préstata (PC-3 o LNCaP).22?**" Por otro
lado, existen reportes en la literatura que demuestran que la progesterona y la desoxicorticosterona
inhiben la formacién de DHT por competir con el sitio A*-3-ceto de T por la enzima 5a-R;'® y un estudio
computacional encontrado en la bibliografia, demostré que la presencia de grupos voluminosos en C-
17 (anillo D) y grupos electronegativos en C-3 y C-6 (baja densidad electrénica en el anillo A 6 B)
favorecen la actividad antiandrogénica (inhibitoria sobre la enzima 5a-reductasa tipo 2) de diferentes
derivados del pregnano y androstano.?

De acuerdo a lo anterior, se decidié emplear el nucleo de la desoxicorticosterona y esterificar
acidos carboxilicos aromaticos en C-21. Ademas, se propusieron algunas caracteristicas adicionales
para mejorar las propiedades farmacoldgicas y fisicoquimicas de las moléculas. Se propuso un
reemplazo isostérico de anillos equivalentes, es decir, en lugar de emplear derivados del acido
benzoico se emplearian derivados del acido nicotinico, esto con la finalidad de incrementar la
solubilidad del esteroide por introduccién de un grupo hidrofilico y basico,?® sin desfavorecer las
interacciones hidrofébicas que ofrece un anillo aromatico en los respectivos sitios de unién.? También
se propuso adicionar sustituyentes en el anillo de piridina en C-6, para observar la influencia de los
efectos electronicos o estéricos en dicha regién. Finalmente, se propuso la introducciéon de un epdxido
entre C-16 y C-17, con el propdsito de favorecer la planaridad y rigidez del esteroide en dicha region,
sin exhibir los efectos toxicos relacionados con este grupo funcional, basado en un trabajo previo
donde no se observd toxicidad sobre macréfagos murinos (células sanas) de derivados de la

pregnenolona con un epéxido en la misma regién del esteroide.? (Figura 13)
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Figura 13. Caracteristicas estructurales de los ésteres derivados de la 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-

3,20-diona y acidos nicotinicos sustituidos propuestos para ser sintetizados.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
4.1. HIPOTESIS

Si se sintetizan ésteres derivados de la 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona con
diferentes acidos nicotinicos sustituidos en la posicién 6 del anillo aromatico y se comparan frente a su
bioisostero, el éster derivado del acido benzoico, entonces se obtendra una mejora en la actividad

antiproliferativa y un bajo perfil de toxicidad.

4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo general
Sintetizar y evaluar la actividad antiproliferativa de una serie de nuevos derivados del pregnano

con un grupo funcional éster piridinico en el C-21.

4.2.2. Objetivos particulares

¢ Sintetizar una serie de derivados de la 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona como: 21-
(pirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vla), 21-(6-cloropirid-3-il)carboniloxi-
16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VIb), 21-(6-bromopirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-
4-eno-3,20-diona  (Vlc), 21-(6-metilpirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona
(Vid), 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vle) y 21-
benzoiloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VIf).

e Sintetizar un derivado de la  21-hidroxipregna-4,16-dieno-3,20-diona:  21-(pirid-3-
il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla).

e Caracterizar mediante métodos espectroscopicos (IR, UV, RMN 'H, RMN "C) y espectrométricos
(EM) y determinar el punto de fusién de los productos intermediarios y finales.

e Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de los compuestos intermediarios (lll y V) y todos los
productos finales mediante ensayos de inhibicion del crecimiento de lineas celulares de cancer de
prostata como PC-3 (independiente de andrégenos) y LNCaP (dependiente de androgenos).

e Evaluar la toxicidad in vitro de los compuestos intermediarios (lll y V) y los productos finales,
mediante ensayos de inhibicion del crecimiento de células mononucleares con un modelo de
células sanas.

e Realizar un estudio de relacion estructura-actividad (SAR) de los compuestos evaluados
bioldgicamente (lll, V, Vla-VIf y Vlla).
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5. DISCUSION
5.1. Parte quimica

5.1.1. Sintesis de 16a,17a-epoxi-3B-hidroxipregn-5-en-20-ona (ll)

0
N\ CH;
CH,
CH, H,0,, NaOH 4 N
O >
I MeOH
PN ta.,12h

H,C
| |

Esquema 3. Método general para la sintesis del intermediario Il.

La sintesis del intermediario Il se llevd a cabo mediante una reaccion de epoxidacion sobre el
sistema carbonilico a,B-insaturado en el anillo D del pregnano, empleando como reactivos H,O, y
NaOH. Se decidid emplear este tipo de reaccion debido a su quimioselectividad, dado que en la
estructura del esteroide estan presentes dos enlaces dobles con distintas propiedades electrénicas, y
es util para epoxidar olefinas deficientes de electrones.

El mecanismo propuesto para la reaccién de epoxidacion consiste en la formacién del anién
hidroperéxido (HOO"). Enseguida, el anion hidroperdxido realiza una adicion 1,4 tipo Michael sobre la
cetona a,B-insaturada, donde los electrones del sistema se deslocalizan entre el oxigeno del carbonilo
(enolato) y el carbono a (carbanion). Posteriormente, se lleva a cabo un ataque nucleofilico (Sy2) del
enolato sobre el oxigeno del perdxido, que resulta en la formacion del anillo de oxirano. Cabe destacar
que para explicar la obtencion del epdxido en posicidon a, se sugirid que el ataque nucleofilico se llevo
a cabo, preferentemente, sobre la cara a del anillo D del esteroide; esto debido a que la cara B se
encuentra impedida estéricamente por el metilo angular de C-18, por lo que se obtuvo como producto
mayoritario al epoxido en posicion a (Esquema 4). Adicionalmente, se llevé a cabo la hidrolisis del
acetilo en C-3 promovida por una base fuerte y nucleofilica.

La obtencién del compuesto Il (Espectros 1-4), a partir de la materia prima (acetato de 16-
deshidropregnenolona), se comprobé mediante la espectroscopia de IR, con una banda ancha e
intensa en 3343 cm™ debida al estiramiento O-H y otra banda intensa en 1055 cm™ por el estiramiento
C-0O, ambas producidas por la presencia del alcohol, y también se determiné la presencia del epoxido
mediante una banda débil en 1243 cm™ producida por el estiramiento C-O-C. La espectroscopia de
RMN "H exhibié tres sefiales simples correspondientes a los metilos en C-18 (1.02), C-19 (1.04) y C-21

(2.03), una sefal multiple con un desplazamiento de 3.51 ppm correspondiente al protéon en C-3 y una
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sefal simple en 3.67 ppm (H-16) que comprobd la presencia del epdxido entre C-16 y C-17. La
espectroscopia de RMN 'C present6 las sefiales de los carbonos C-16 (60.7) y C-17 (71.2)
correspondientes al epéxido y la sefal del carbono que se encuentra unido al hidroxilo en C-3 (71.8).
La espectrometria de masas confirmo la identidad del producto Il mediante el ion molecular [M+1]" en
m/z 331.

CHs CHs CH,
CHg CHj
—_— >
-nlIIIIO\ iife]
& OH éOH
OH
1 8/ - -
[S] H OH
H ’\‘
v \O/ CHs

Esquema 4. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencién del intermediario Il
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5.1.2. Sintesis de 16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (ll1)

Y

Tolueno
A, 24 h

Esquema 5. Método general para la sintesis del intermediario Ill.

La sintesis del intermediario lll se llevd a cabo mediante una reaccién de oxidacién de
Oppenauer para la conversion del alcohol en C-3 en cetona, a través del empleo de reactivos como N-
metil-4-piperidona (aceptor de hidruro) e isopropdxido de aluminio (catalizador) y en un medio no polar
y anhidro. Se recurrio a la reaccion de oxidacion de Oppenauer debido a que es muy util para oxidar
alcoholes secundarios en los esteroides y que una de sus reacciones secundarias es requerida en el
producto deseado, tal como la migracién de un enlace doble B,y hacia las posiciones a, respecto al
carbonilo en C-3.%

En esta reaccion se decidié emplear N-metil-4-piperidona sobre otros reactivos como la 1,1,1-
trifluoroacetona y la ciclohexanona, debido a que no exhibieron resultados 6ptimos. Adicionalmente,
una consideracién muy importante fue mantener el medio de reaccion libre de humedad, antes de
adicionar el isopropoxido de aluminio, debido a que es susceptible a hidrolizarse en presencia de la
misma, fue necesario retirar dicha humedad a través de una destilacién azeotrépica.

El mecanismo propuesto para la reaccién de Oppenauer consiste en dos etapas: la oxidacion
del alcohol en C-3 del esteroide y la migracién del enlace doble de C-5 y C-6 hacia C-3 y C-4 del
esteroide. Inicialmente, se lleva a cabo un ataque nucleofilico del alcohol hacia el aluminio y la pérdida
de isopropanol (i-PrOH) del compuesto de aluminio. Enseguida, el carbonilo de la N-metil-4-piperidona
se coordina con el complejo de aluminio/alcohol. Una vez formado el complejo alcohol/cetona/aluminio,
la reaccion de oxidacién procede a través de un mecanismo concertado (estado de transicion de seis
miembros), donde se transfiere un hidruro de C-3 hacia el carbonilo de la N-metil-4-piperidona,
mientras se forma un enlace doble en C-3 (Esquema 6A). Posteriormente, se propone que se lleva a
cabo la migracién del enlace doble B,y, debido a la condiciones fuertemente basicas en el medio de
reaccion, lo que favorece la formacion de un carbanion en C-4, estabilizado por dos sistemas
vecinos (el carbonilo en C-3 y el enlace doble en C-5,C-6). Finalmente, se produce el movimiento de
los electrones desde el enolato y la consecuente protonacion del carbanién alilico en C-6 (Esquema
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6B). **** La migracién del enlace doble se ve favorecida, dada la estabilidad del sistema a,B-

insaturado que se produce (incremento en la energia de resonancia del compuesto).

CHs3

B _
CHy CHs CHa
—— i
3

&

o Z o
/'H iPrOH

P
o

Esquema 6. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion del intermediario lll. A) Oxidacién del alcohol
en C-3 del esteroide. B) Migracién del enlace doble de C-5 y C-6 hacia C-3 y C-4.
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La obtencion del compuesto Il (Espectros 5-9) se determiné mediante la espectroscopia de IR,
donde se observd la ausencia de las bandas caracteristicas del alcohol y la presencia de una banda
intensa en 1659 cm™ producida por el estiramiento C=O de una cetona a,B-insaturada. La
espectroscopia de UV comprobd la formacion del sistema conjugado mediante un maximo de
absorcion igual a 240 nm, cuyo valor se compard con el valor calculado mediante las reglas de
Woodward-Fieser (Ansx = 244 nm). La espectroscopia de RMN 'H exhibié la formacion del sistema
carbonilico a,B-insaturado con base en la ausencia de una sefal multiple asignada al protén en C-3, y
a su vez, se determind la isomerizacion del doble enlace mediante una sefal simple en 5.72 ppm
correspondiente al protén vinilico en C-4, en lugar de la sefial doble en 5.33 ppm asignada al protén en
C-6. La espectroscopia de RMN "*C demostré la formacién de la cetona a,B-insaturada mediante el
desplazamiento de la sefal de C-3 hacia campo bajo (de 71.3 a 199.5 ppm). La espectrometria de

masas comprobd la identidad del compuesto lll a partir del ion molecular [M+1]" observado en m/z 329.
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5.1.3. Sintesis de 16a,17a-epoxi-21-hidroxi-20,20-dimetoxipregn-4-en-3-ona (IV)

DIB, NaOH

MeOH/DCM
t.a., 24h

i v

Esquema 7. Método general para la sintesis del intermediario IV.

La sintesis del intermediario IV se llevd a cabo mediante una reaccion de oxidacion en C-21,
empleando un derivado de yodo (lll) hipervalente conocido como diacetoxiyodobenceno (DIB) en un
medio basico y como disolvente MeOH. Esta reaccidon se emplea para la obtenciéon de un a-
hidroxicetal a partir de una a,B-epoxicetona.*® Los compuestos derivados de yodo (1) hipervalente, tal
como el DIB, se emplean comunmente en reacciones de oxidacion selectiva; sin embargo, este tipo de
compuestos no poseen propiedades oxidativas intrinsecas, sino se caracterizan por ser un electréfilo
fuerte y el fragmento -IPh es un excelente grupo saliente.*

En esta reaccion se observé que el NaOH fue mas eficiente que otras bases tales como KOH y
K2oCO3, debido a que se obtenian menos impurezas. Ademas, se determind que el empleo de MeOH
como disolvente, es imprescindible y corresponde con lo descrito en el mecanismo de reaccion
propuesto.

El mecanismo propuesto para la oxidacion en C-21 consiste en la enolizacion de la a,[3-
epoxicetona en C-20, debido a la basicidad del medio. Enseguida, el enolato realiza un ataque
nucleofilico (Sy2) sobre el yodo, debido a la fuerte electrofilia que posee dicho elemento hipervalente.
Posteriormente, se adiciona un grupo metéxido en el carbonilo en C-20 vy se forma un anion
hemicetalico; el oxigeno que tiene la carga negativa, lleva a cabo un ataque nucleofilico (Sy2) sobre el
carbono electrofilico C-21 y se cicla, produciéndose un anillo de oxirano y yodobenceno (Phl).
Finalmente, se realiza la apertura del anillo de oxirano por el ataque nucleofilico (Sy2) de un grupo

metéxido sobre C-20 y se produce el a-hidroxicetal. ¥

(Esquema 8)

La obtencion del compuesto IV (Espectros 10-15) se comprob6é mediante la espectroscopia de
IR, con la ausencia de la banda de cetona de C-20 y la presencia de dos bandas en 3426 cm™ y 1084
cm” correspondientes a los estiramientos O-H y C-O de un alcohol, respectivamente. La
espectroscopia de UV confirmé la conservacion del sistema carbonilico a,B-insaturado (240 nm)
excluyendo la posibilidad de la formacién de un cetal en dicha regién. La espectroscopia de RMN 'H
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demostro la formacion del a-hidroxicetal a partir de dos sefales simples en 3.30 y 3.26 ppm asignadas
a los protones de los metoxilos en C-20; ademas, se comprobd indirectamente la formacion del
hidroxilo en C-21 a partir de una senal doble con desplazamiento de 3.67 ppm (J=5.9 Hz, 2H),
correspondiente a los protones en C-21, lo que asevero el acoplamiento de los mismos con el protén
del OH y que fue corroborado a través de un intercambio con D,O (Espectro 13), donde se observo
una sefial simple con el mismo desplazamiento. La espectroscopia de RMN "*C confirmé la formacién
del cetal mediante el desplazamiento de la sefial de C-20 de campo bajo hacia campo alto (de 200 a
102 ppm); ademas, se observé la sefial del carbono del metoxilo en 54.0 ppm. La espectrometria de

masas comprobd la identidad del compuesto IV al observarse el ion molecular [M+1]" en m/z 391.

OAc

l DIB
N

AcO Ph

MeO

MeOQ

— Ph

°J0]

-Phl g

Esquema 8. Mecanismo propuesto para la obtencion del intermediario IV.
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5.1.4. Sintesis de 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona (V)
CHj

d o—cHs

HCI
concentrado

Acetona
t.a., 30 min

v \'

Esquema 9. Método general para la sintesis del intermediario V.

La sintesis del intermediario V se llevé a cabo mediante una reaccién de desproteccién del
cetal en C-20 realizando una hidrdlisis acida en un medio polar no prético.

La obtencién del compuesto V (Espectros 16-21) se comprobd mediante la espectroscopia de IR,
donde ser observé la presencia de una banda intensa en 1711 cm™ correspondiente a la cetona
(estiramiento C=0) producida por la desproteccion del carbonilo en C-20 y también se observd una
banda ancha en 3457 cm™ correspondiente al alcohol en C-21 (estiramiento O-H). La espectroscopia
de UV comprobd la conservacion del sistema conjugado mediante el maximo de absorcion encontrado
a 240 nm. La espectroscopia de RMN "H corroboré la desproteccién de C-20 con base en la ausencia
de las sefales correspondientes a los protones del cetal. Ademas, se observé el desdoblamiento de
las sefales asignadas a los protones en C-21 como dos doble de dobles (dd) en 4.34 (J,=19.7, J=4.0
Hz) y 4.04 (J,=19.7, J>=5.3 Hz), lo que sugiri6 un acoplamiento geminal de dos protones no
equivalentes (diasterotdpicos) debido al cambio que se originé en el ambiente estereoquimico de dicha
region, y también se comprobd la presencia del proton unido al oxigeno del alcohol en 2.94 ppm (t,
J=4.8 Hz), el cual se encuentra acoplado a los dos protones vecinos en C-21 y cuya asignaciéon se
corrobord a través de un intercambio con D,O (Espectro19). La espectroscopia de RMN *C demostré
la formacién del carbonilo en C-20 con base en la presencia de una sefal en 206.0 ppm
correspondiente a dicho carbono y la ausencia de la sefal en 102.0 ppm asignada al C-20 del
carbonilo protegido. La espectrometria de masas confirmé la identidad del compuesto V al observarse

el ion molecular [M+1]" en m/z 345.
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5.1.5. Sintesis de los ésteres nicotinicos (Vla-Vle) y el éster benzoico (VIf)

0 0
©)‘\OH ‘ Ny o /
X N/ 0
DCC, DMAP DCC, DMAP | N
< —_—
AcOEt AcOEt N—
ta,1lh ta,2h X
° Vla: X=H
v v Via-Vie  yib: X=Cl
Vic: X=Br
Vid: X=Me
Vle: X=OMe

Esquema 10. Método general para la sintesis de los productos finales Vla-ViIf.

La sintesis de los productos finales Vla-VIf se llevd a cabo mediante una reaccion de
esterificacion de Steglich entre el intermediario V y distintos acidos nicotinicos y acido benzoico,
empleando DCC y DMAP como agente acoplante y catalizador, respectivamente. La adicion de DMAP,
como catalizador para la reaccién de esterificacion, se debe a que los alcoholes son débiles nucledfilos
que reaccionan lentamente con las O-acilisoureas (acido carboxilico acoplado con DCC) y actia como
un agente de transferencia de grupos acilo.*

El mecanismo propuesto para la reaccion de esterificacion de Steglich consiste en la activacion
del acido carboxilico, a través de la conversion en una O-acilisourea; mediante de una adicion 1,2 del
carboxilato sobre la diimida de la DCC. Posteriormente, la DMAP reacciona con la O-acilisourea
mediante una sustitucion nucleofilica en el grupo acilo, ya que ésta es mas nucleofilica que el alcohol;
de esta forma, se produce una amida reactiva (fuertemente electrofilica) y se elimina el agente
acoplante como DCU. Finalmente, con base en la fuerte electrofilia de la amida producida, el alcohol
realiza un rapido ataque nucleofilico en el acilo, que da como resultado la formacion del éster y DMAP
como grupo saliente.*® (Esquema 11)

La obtencion de los compuestos Vla-VIf (Espectros 22-45) se determiné con base en la
espectroscopia de IR, al observarse la ausencia de una banda en 3457cm™ correspondiente al O-H del
alcohol en C-21 y se observé la presencia de bandas entre 1740 y 1730 cm™ correspondiente a un
carbonilo de éster y dos bandas intensas entre 1300 y 1100 cm™ debidas a los estiramientos
asimétrico y simétrico C-O de los ésteres. La espectroscopia de RMN 'H contribuy6 a confirmar la
obtencion de los ésteres, al exhibir las sefales caracteristicas de los protones aromaticos
correspondientes a cada nucleo de piridina y el nucleo de benceno entre 9.3 y 6.7 ppm, con sus

apropiadas multiplicidades y constantes de acoplamiento (donde una J = 8.1-8.3 Hz corresponde a un
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acoplamiento entre protones vecinos y una J = 1.2-2.4 Hz corresponde a un acoplamiento entre
protones que estan alejados por 3 carbonos dentro del sistema aromatico). La espectroscopia de RMN
3C confirmé la formacién de los ésteres mediante la presencia de una sefial entre 162-168 ppm
asignada al carbono carbonilico del éster y la expresion de las respectivas sefales a campo bajo (160-
120 ppm) de los carbonos aromaticos pertenecientes a cada uno de los derivados de piridina y del
derivado benzoico. La espectrometria de masas confirmd la identidad de cada uno de los compuestos

finales con base en sus respectivos iones moleculares [M+1]" a relaciones m/z correspondientes.

O-acilisourea

Via-Vif

Esquema 11. Mecanismo propuesto para la obtencién de los compuestos finales Vla-VIf.
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5.1.6. Sintesis y caracterizacion de 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla)

0 0 0
/ o) /
0 3 o}
/ N CrCl, CHs / N
— —_— > —
N AcOH N
t.a., 15 min
O%

Via Vila

Esquema 12. Método general para la sintesis del producto final Vlla.

La sintesis del producto final Vlla se llevd a cabo mediante una reaccién de reduccidon que
consistié en la apertura y eliminacion del epéxido en C-16 y C-17 catalizada por Cr(ll) en acido acético
como disolvente. La reaccion de eliminacion del epdxido mediante sales de cromo (CrCl,, Cr(AcO),),
es util en la transformacion de a,B-epoxicetonas a cetonas a,B-insaturadas esteroidales, a través de la
formacion de una B-hidroxicetona (con estereoquimica a, la cual se debe a la configuracién del
epoxido de origen).*

El mecanismo de reaccion propuesto para la eliminacion del epoxido consiste en una eliminacion
reductiva mediante el empleo de cromo (lI) como agente reductor. El cromo (ll) se oxida a cromo (lll) a
través de la transferencia de un electron hacia el atomo de oxigeno del epdxido y se promueve la
apertura del mismo hacia C-17, con la subsecuente formacion de un radical estabilizado por el sistema
 adyacente. Enseguida, otro cromo (ll) transfiere un electrén al radical enol y produce un compuesto
de coordinacion de cromo (lll). Posteriormente, el complejo de cromo (lll) se hidroliza rapidamente por
el acido presente en el medio y se obtiene una [-hidroxicetona (16a-hidroxiesteroide) con el grupo
hidroxilo con estereoquimica a. Finalmente, se lleva a cabo la deshidratacion del esteroide mediante
una reaccién de eliminacion E1 promovida por la acidez del medio, dando como producto a la cetona

a,B-insaturada en el anillo D del esteroide.***"

(Esquema 13)

La obtencion del compuesto Vlla (Espectros 46-49) se comprobd a través de la espectroscopia
de IR al observarse la ausencia de la banda correspondiente al carbonilo de cetona en 1711 cm
debido a la formacion de otro sistema carbonilico a,B-insaturado y la conservacion de la banda intensa
correspondiente al carbonilo de éster en 1728 cm™. La espectroscopia de RMN 'H corrobord la
formacion del nuevo sistema carbonilico a,B-insaturado al observarse la presencia de una sefial doble
en 6.83 (J=1.4 Hz) asignada al protén vinilico en C-16 y al determinarse la ausencia de la sefial simple
en 3.67 ppm correspondiente al proton del epdéxido en C-16; ademas, la presencia de las sefiales
correspondientes a protones aromaticos (9.28-7.41 ppm) comprobd la conservacion del éster. La

espectroscopia de RMN "*C exhibié la ausencia de las sefiales correspondientes a los carbonos C-16
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(62.0) y C-17 (70.0) del epoxido y la presencia de nuevas sefiales de carbonos vinilicos en 137.6 y

144.3 ppm que se asignaron a los carbonos C-16 y C-17, respectivamente; por otro lado, la presencia

de una sefal en 164.8 ppm comprobé la conservacion del éster. La espectrometria de masas confirmé

la identidad del compuesto Vlla con base en la presencia del ion molecular en m/z 434 [M+1]".

illixe)

Ccr2*
0
o%
R
o
H OAc
-

0 cr?* cre*

anlllO tlife]

cr2* cr?*

H*

cr3*

H

®
n‘lllllon

AcOH
-

sl OH

Esquema 13. Mecanismo propuesto para la obtencién del compuesto final Vlla.
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5.2. Parte biolégica
5.2.1. Evaluacién de la actividad antiproliferativa sobre lineas celulares de cancer de préstata y
toxicidad en células mononucleares

Se determiné la actividad antiproliferativa de los productos intermediarios lll y V y los productos
finales Vla-VIf y Vlla sobre una linea celular de cancer de préstata andrégeno-dependiente (LNCaP) y
otra andrégeno-independiente (PC-3) y se comparo su actividad contra un farmaco de referencia que
se usa ampliamente en el tratamiento de cancer de préstata como es la flutamida (antagonista del

receptor de andrégenos).
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Figura 14. Comparacién de los compuestos intermediarios y finales y el compuesto de referencia respecto al
porcentaje de inhibicidn del crecimiento de las lineas celulares de cancer de prostata (PC-3 y LNCaP) y células

mononucleares (CMN).

En cuanto a los compuestos intermediarios Ill y V, se observé que el intercambio de un
hidrégeno por un hidroxilo en la posicion C-21 produjo un incremento considerable en la actividad
antiproliferativa del esteroide frente a ambos tipos de células cancerosas de prostata (92.7% para PC-
3y 83.2% para LNCaP); sin embargo, dicho efecto se mostré sin exhibir selectividad. Lo anterior se
puede explicar mediante un incremento en la hidrofilia del esteroide basado en la disminucién del
ClogP del esteroide (3.53 y 2.83 para lll y V, respectivamente), y a su vez, se observd un incremento
en la polaridad del mismo, como lo demostré el momento dipolar calculado para ambas estructuras

esteroidales (2.6 y 2.96 D para lll y V, respectivamente); lo que pudo favorecer la solubilidad del
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esteroide en el medio acuoso donde se llevaron a cabo los ensayos biologicos. Adicionalmente, se
sugiere que el incremento en la actividad biolégica también pudo deberse a la presencia de un grupo
donador de puentes de hidrégeno (OH) en C-21, el cual puede contribuir significativamente a la
interaccion con su respectivo blanco molecular.

Por otro lado, se observé que el compuesto V, respecto al farmaco de referencia, presento la
mayor actividad antiproliferativa frente a PC-3 y una actividad similar sobre la linea celular dependiente
de androgenos (LNCaP), lo que lo coloca como un potencial cabeza de serie para el disefio de nuevos
derivados mas potentes contra células cancerosas de proéstata.

En la comparacién del compuesto V y los compuestos finales Vla-VIf, se observé que al
bloquear el OH en C-21 mediante un grupo éster, la actividad antiproliferativa disminuyé o se perdio.
La disminucidon o pérdida de la actividad bioldgica se pudo deber al incremento en la lipofilia del
esteroide (ClogP entre 3.34 y 4.52) que le confirio la adicién de un grupo voluminoso en C-21 tal como
fue un anillo aromatico y por tanto, contribuyé a la disminucién de la solubilidad del esteroide.

Para el disefio de la serie de compuestos finales Vla-Vle se consideré emplear la técnica de
bioisosterismo haciendo un reemplazo de anillos equivalentes como es el caso del benceno y piridina y
se decidio sintetizar derivados del acido nicotinico como bioisésteros del acido benzoico. El compuesto
Vla (derivado del acido nicotinico no sustituido) se compardé con su bioisdstero, el compuesto VIf
(derivado del acido benzoico), y se observd que dicho reemplazo isostérico, exhibié un incremento en
la actividad antiproliferativa y se mantuvo la selectividad hacia PC-3. Este efecto se pudo explicar
mediante una disminucion de la lipofilia basada en el ClogP del esteroide y a la presencia de un grupo
débilmente basico y aceptor de puentes de hidrégeno, lo cual contribuyd a incrementar la solubilidad
del mismo en el medio biolégico.

Al comparar los compuestos finales Vla-Vle, se observd que el reemplazo de un hidrégeno, en
la posicion 6 del anillo de piridina, por diferentes sustituyentes produjo una modificacion significativa en
la actividad antiproliferativa. Se observo que el reemplazé de un hidrogeno por un cloro (Vlb) mantuvo
una potencia y selectividad similar respecto al compuesto Vla, a pesar del considerable incremento en
la lipofilia del esteroide (Clog P de 3.34 a 4.18). Por otro lado, el reemplazo isostérico por un bromo
(Vlc) o metilo (VId) produjo la pérdida de la actividad, lo pudo ser atribuido a la disminucién de la
hidrofilia del esteroide con base en el Clog P (4.52 y 4.12, respectivamente) o al incremento del
tamano del sustituyente. Cabe mencionar que también se observé este mismo efecto en una serie de
3B-(piridil-3-carboxiloxi)pregna-4,16-dieno-6,20-diona previamente desarrollada en nuestro laboratorio,
donde se explicé que dicho efecto se pudo deber a la disminucién de la solubilidad basado en el
aumento del ClogP.”” No obstante, el reemplazo por un grupo metoxilo (Vle) incrementd

considerablemente la actividad antiproliferativa sobre PC-3 (58.9%) y produjo una respuesta bioldgica
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frente a LNCaP (42.6%), en cuyo caso, ninguno de los otros compuestos de la serie produjo, a pesar
del incremento en el tamafio del sustituyente. Con base en lo anterior, se sugirié que el reemplazo en
dicha posicién, por un atomo o grupo de atomos que incrementen la lipofilia de la molécula, y no
necesariamente que modifique el volumen molecular, producird una disminucién o pérdida de la
actividad antiproliferativa y ademas, si dicho atomo o grupo es un aceptor de puentes de hidrégeno, se
favorecera un incremento en la potencia hacia las dos lineas celulares de cancer de préstata pero no
se mostrara selectividad hacia alguno de los dos tipos celulares.

Para determinar el efecto de la presencia del epdéxido en C-16,C-17, se llevdo a cabo la
eliminacién del mismo, en el compuesto Vla, para formar un doble enlace en su lugar y asi, generar un
sistema a,B-insaturado en dicha regién del esteroide (Vlla). De acuerdo a los resultados exhibidos, se
observé que la eliminacion del epéxido incrementd considerablemente la actividad antiproliferativa en
PC-3 (87.6%) y mostré una actividad frente a LNCaP (65.3%) y cuyas actividades fueron comparables
con el compuesto V y flutamida; sin embargo, dicho efecto no se correlaciond con el log P (mostré un
incremento de lipofilia con base en el ClogP de 3.34 a 4.19), pero se sugirié que la disminucién del
area superficial polar (PSA, de 67.614 a 56.309 A?), permitieron el incremento en la actividad
antiproliferativa, ya sea por el aumento en la polaridad del compuesto que favorecié determinadas
interacciones dipolo-dipolo en el sitio activo, o bien, incrementando su solubilidad en el medio biolégico
y al favorecerse la difusion del esteroide a través de la membrana de las células cancerosas (descrito
por la disminucion del PSA). Por otro lado, se sugirié que la rigidez y planaridad que proporciond el
epoxido en dicha region del esteroide, no favorecié una conformacion dptima del esteroide para que se
uniera a su respectivo blanco molecular, en ambas lineas cancerosas de préstata y que llevara a cabo
su accion de manera adecuada.

De acuerdo a los resultados generales, se observo que los compuestos V y Vlla fueron los mas
potentes frentes a ambas lineas celulares cancerosas, pero no mostraron selectividad. No obstante, se
cree que cuando se evalle in vivo al compuesto V, al presentar OH libre en C-21, estaria expuesto a
un amplio metabolismo, es por ello que al protegerlo con un grupo éster de acido nicotinico resultaria
una util herramienta.

Por otro lado, a pesar de que los compuestos Vla y Vlb (ésteres nicotinicos) mostraron
selectividad hacia PC-3 pero una baja potencia, se espera que este hecho de una pauta para seguir
estudiando este tipo de derivados y determinar cuales son los sustituyentes mas adecuados para
incrementar la potencia del esteroide. Lo anterior con la finalidad de encontrar candidatos para el
tratamiento de cancer de prostata hormono-independiente.

También se determind que en la mayoria de las comparaciones, el descriptor molecular que

mejor se correlacioné con los resultados biolégicos fue el log P, donde se observd que al aumentar la
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lipofilia del esteroide disminuye la actividad antiproliferativa de los compuestos lll, V y Vla-VIf (Figura
15). Cabe mencionar que los demas descriptores calculados no mostraron correlacion comparable

respecto a la actividad biolégica evaluada.
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Figura 15. Comparacién de la actividad antiproliferativa frente a las lineas celulares de cancer de préstata (PC-3
y LNCaP) de los compuestos lll, V y Vla-Vif respecto al log P calculado (Clog P).

En cuanto a la toxicidad de los compuestos sintetizados en células mononucleares, se observo
que ninguno inhibié el crecimiento de células sanas a una concentracion de 50 pM, lo que se
correlacion6 con los resultados encontrados previamente en nuestro laboratorio. De esta forma, se
determiné que la presencia de un grupo epoéxido, comunmente con propiedades toxicoldgicas, en C-16
y C-17 en el nucleo del pregnano, no incrementa ni favorece la toxicidad del esteroide.

En conclusién, se determind que los compuestos sintetizados exhibieron selectividad hacia
células cancerosas de prostata, o que corroboré lo propuesto en el disefio y establecié un antecedente

para el desarrollo de moléculas esteroideas selectivas que posean un bajo perfil toxicoldgico.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizé una serie de derivados de la 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona
como:  21-(pirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona  (Vla),  21-(6-cloropirid-3-
il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona  (Vlb), 21-(6-bromopirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-
epoxipregn-4-eno-3,20-diona  (Vle), 21-(6-metilpirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-
diona (VId), 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vle) y 21-
benzoiloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VIf). Adicionalmente, se sintetizd un derivado de la
21-hidroxipregna-4,16-dieno-3,20-diona como: 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona
(Vlla). A los compuestos sintetizados se les determind su punto de fusion y se caracterizaron mediante
métodos espectroscopicos (IR, UV, RMN "H y RMN "*C) y espectrométricos (EM).

Se evalué la actividad antiproliferativa in vitro de los compuestos intermediarios (lll y V) y los
productos finales mediante ensayos de inhibicion del crecimiento de lineas celulares de cancer de
préstata como PC-3 (independiente de andrégenos) y LNCaP (dependiente de andrégenos), y se
determiné que el compuesto V fue el mas potente sin mostrar selectividad, mientras que sus ésteres
derivados del acido nicotinico produjeron una disminucién en la actividad bioldgica, pero favorecieron
la selectividad del esteroide.

Se determind que el reemplazo isostérico =CH por =N (VIf y Vla) produjo un incremento en la
actividad antiproliferativa frente a PC-3; mientras que el empleo de sustituyentes en C-6 del anillo de
piridina que incrementaron la lipofilia del esteroide, disminuyeron la actividad biolégica. No obstante,
los compuestos Vla y VIb mostraron selectividad hacia PC-3 pero una baja potencia, lo que da una
pauta para seguir estudiando este tipo de derivados, con la finalidad de encontrar agentes terapéuticos
que puedan ser empleados en el tratamiento de cancer de prostata hormono-independiente.

Se determinaron algunos descriptores moleculares como volumen molecular, area superficial,
ovalidad, area superficial polar, momento dipolar y log P, y se observd que en la mayoria de las
comparaciones, el descriptor molecular que mas se correlacioné con los resultados biolégicos fue este
ultimo.

Se evalud la toxicidad in vitro de los compuestos intermediarios y los compuestos finales
mediante ensayos de inhibicion del crecimiento de células mononucleares, y se determiné que todos
los compuestos sintetizados no exhibieron toxicidad frente a este tipo de células sanas a la
concentracion de 50 uM, lo que confirmé la seguridad de los compuestos esteroideos propuestos y se

correlacion6 con los resultados previamente determinados en nuestro laboratorio.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL
7.1. Métodos y Materiales

La pureza de los productos y el progreso de las reacciones se monitorearon mediante CCF,
empleando cromatoplacas de aluminio recubiertas con gel de silice 60F,s4 (0.20 mm de espesor) y un
sistema de elucion CHCI;-MeOH (95:5). Las cromatoplacas se visualizaron con lampara de luz UV
empleando una longitud de onda de 254 mm y posteriormente, se revelaron con una solucién acida de
cloruro de cobalto 2% (m/v).

La purificacion de los productos se realizé mediante CC empleando gel de silice Kiesegel 60 de
0.063-0.2 mm (MN) o Fluorisil® de 60-100 malla (Aldrich) empacadas en columnas de vidrio y como
sistema de elucion, una mezcla de hexano-AcOEt (8:2) o un gradiente de hexano-AcOEt, segun sea el
caso.

Los puntos de fusién de los productos intermediarios y finales se determinaron en un aparato
de Fisher-Johns y se informaron sin corregir.

Los espectros de IR se obtuvieron en un equipo Perkin Elmer Spectrum 400, FT-IR/FT-FIR
utilizando la técnica de reflectancia por ATR. Las unidades se reportan como cm™.

Los espectros de UV se determinaron en un espectrofotémetro UV-VIS Perkin Elmer modelo
Lambda 2, utilizando como disolvente metanol. Las unidades se expresan como nm.

Los espectros de RMN-'H y RMN-"C se determinaron en los equipos Inova Varian de 400 MHz
y VRX-300s, respectivamente. Se empleé como disolvente CDCl; y TMS como estandar interno. Los
desplazamientos quimicos (8) se muestran en ppm y las constantes de acoplamiento en Hertz (Hz). La
multiplicidad de las sefales se expresa como sencilla (s), doble (d), triple (t), maltiple (m) y doble de
doble (dd).

Los espectros de masas de los compuestos (II)-(IV) y (VId) se determinaron mediante la técnica
de ionizacion de bombardeo de atomos rapidos (FAB) en un espectrometro de masas Termo-Electron
modelo DFS (Double Focus Sensor), empleando alcohol 3-nitrobencilico como matriz interna; mientras
que la introduccién de la muestra fue por medio de una sonda directa a una temperatura menor a 50
°C y se detectaron los iones positivos. Por otro lado, los espectros de masas de los compuestos (V),
(VIa)-(Vic), (Vle)-(VIf) y (Vlla) se determinaron mediante la técnica de analisis directo en tiempo real
(DART) en un espectrometro de masas AccuTOF JMS-T100LC con un analizador lon Sense DART
modelo SVP100. El ion molecular, para ambas técnicas, se expresa como [M+1]" y se informa
mediante las unidades m/z.

La materia prima, acetato de 16-deshidropregnenolona, se compré en Aldrich-Sigma y se
recristalizd6 con MeOH. Su identidad se comprobd con su punto de fusion (170-172°C) y se compard
con la literatura (170-178°C).
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7.2. Sintesis Quimica

La ruta sintética consistié en una serie de 5 pasos para llegar a la obtencién de los productos
finales (VlIa-VIf) y un paso adicional para la obtenciéon del derivado reducido (Vlla) a partir de (Vla)

(Esquema 14).
o)
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Esquema 14. Ruta sintética general para la obtencion de los productos finales (Vla-VIf) y (Vlla).
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7.2.1. Sintesis de 16a,17a-epoxi-3B-hidroxipregn-5-en-20-ona (ll)

En un matraz de fondo plano de 250 mL, provisto de agitacion magnética, se disolvié 1.0 g (3
mmol) de acetato de 16-deshidropregnenolona (I) en 66 mL de MeOH caliente y se adicionaron 2 mL
(8 mmol) de una disolucién de NaOH 4 N y 4 mL de H,0O, al 30% (v/v), y se agité a temperatura
ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccion se concentré al vacio y el sélido obtenido se lavo con

agua y se filtré al vacio. Se obtuvo un rendimiento del 93%.

Figura 16. Estructura y numeracion del compuesto |l.
El compuesto Il (C,1H30,03, PM. 330 uma) se obtuvo como un sdlido blanco cristalino con un
punto de fusion de 183-185°C y se caracterizé mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades espectroscépicas y espectrométricas del compuesto intermediario Il

IR (Espectro 1, FTIR-ATR)

Asignacién v (cm™)
O-H 3343
C-H alifatico 2937
C=0 cetona 1691
C=C olefina 1634
C-0 epoxido 1243
C-0 alcohol 1055
RMN "H (Espectro 2, 400 MHz, CDCl,)
Asignacion S (ppm)
H-6 5.33 (d, J=5.2 Hz, 1H)
H-16 3.67 (s, 1H, H-16)
H-3 3.55-3.48 (m, 1H)
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H-21 2.03 (s, 3H)
2.32-2.16 (m, 2H), 1.98-1.79 (m, 4H),
CH, (H-1, H-2, H-4, H-7, H-11, H-12, H-15), OH
1.64-1.36 (m, 9H)
1.35-1.28 (m, 1H), 1.20-1.09 (m, 1H),
CH (H-8, H-9, H-14)
1.00-0.93 (m, 1H)
H-19 1.04 (s, 3H)
H-18 1.02 (s, 3H)
RMN "*C (Espectro 3, 100 MHz, CDCl5)
Asignacioén S (ppm)
Cc-20 205.1
C-5 141.3
C-6 121.1
C-3 71.8
C-17 71.2
C-16 60.7
CH,y CH (C-1, C-2,C-4, C-7,C-8, C-9, C-11, C-12, 504, 45.7,42.3, 37.3, 31.7, 31.6, 31.5,
C-14, C-15) 29.9,27.7,20.6
C (C-13, C-10) 41.7, 36.8
Cc-21 26.1
Cc-19 19.5
C-18 15.3
EM (Espectro 4, FAB®)
Asignacién m/z
[M+1]* 331
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7.2.2. Sintesis de 16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (lll)

Siguiendo el método descrito por Kirk y Rajagopalan,® se adapté y se estandarizé para la
obtencion del compuesto lll, como se menciona enseguida: En un matraz de fondo redondo de 250
mL, provisto de agitacién magnética y adaptado a una trampa Dean-Stark y un refrigerante, se disolvi
1.0 g (3 mmol) de Il y 12 mL (97.6 mmol) de N-metil-4-piperidona en 100 mL de tolueno seco. Se
destilaron 40 mL de tolueno y enseguida se adicionaron 3.1 g (15 mmol) de isopropéxido de aluminio.
Posteriormente, se destilaron 10 mL de tolueno. Se retird la trampa Dean-Stark y se coloco el
refrigerante en posicion de reflujo. La mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante 24 h. La reaccién
se monitoreo por CCF y al término se concentré al vacio, el residuo se extrajo con 100 mL de AcOEt y
se lavd con HCI 15% (2 x 50 mL), solucién saturada de NaHCO; (2 x 50 mL) y agua destilada (2 x 50
mL). La fase organica se separd, se secd con Na,SO, anhidro y se concentrd al vacio. El sélido

obtenido se recristalizé de MeOH. Se obtuvo un rendimiento del 60%.

Figura 17. Estructura y numeracion del compuesto ll.
El compuesto lll (C21H2303, PM. 328 uma) se obtuvo como un sélido blanco cristalino con un
punto de fusidon de 205-206 °C y se caracterizoO mediante métodos espectroscopicos vy

espectrométricos como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades espectroscoépicas y espectrométricas del compuesto intermediario Il

IR (Espectro 5, FTIR-ATR)

Asignacién v (cm™)
C-H alifatico 2928
C=0 cetona 1698
C=0 a,B-insaturada 1659
C=C olefina 1608
C-0 epoxido 1229
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UV (Espectro 6, MeOH)

Asignacién Amax (nm)
C=0 a,B-insaturada 239.8
RMN "H (Espectro 7, 400 MHz, CDCIs)
Asignacién o (ppm)
H-4 5.70 (s, 1H)
H-16 3.68 (s, 1H)
H-21 2.01 (s, 3H)
Gy CH b, 1240, et 4, | 225 0 50, T Lo o) T 12
H-19 1.17 (s, 3H)
H-18 1.06 (s, 3H)
RMN "*C (Espectro 8, 100 MHz, CDCls)
Asignacioén S (ppm)
C-20 204.8
C-3 199.5
C-5 170.6
C-4 124.2
C-17 70.9
C-16 60.5
CH,y CH (C-1, C-2, C-6,C-7,C-8, C-9,C-11, | 54.0,45.0, 35.7, 34.0, 33.4, 32.8, 31.7, 31.3, 27.5,
C-12, C-14, C-15) 20.5
C (C-13, C-10) 41.7,38.8
C-21 26.1
c-19 17.4
c-18 15.3
EM (Espectro 9, FAB®)
Asignacion m/z
[M+1]* 329
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7.2.3. Sintesis de 16a,17a-epoxi-21-hidroxi-20,20-dimetoxipregn-4-en-3-ona (IV)

Con base en el método descrito por Kamernitzky, et al,*® se adaptd y se estandarizé para la
obtencion del compuesto IV, como se indica enseguida: En un matraz de fondo redondo de 100 mL,
provisto de agitacién magnética, se disolvié 1.0 g (25 mmol) de NaOH en 30 mL de una mezcla de
MeOH-DCM (2:1) y posteriormente se adicionaron 1.0 g (3 mmol) del intermediario lll y 1.8 g (5.8
mmol) de diacetoxiyodobenceno (DIB), y se agité a temperatura ambiente durante 24 h. El progreso de
la reaccion se observo mediante CCF. La mezcla de reaccion se concentré al vacio, se extrajo con 100
mL de AcOEt y se lavo con agua destilada (2 x 50 mL). La fase organica se separd, se secé con
Na,SO, anhidro y se concentré al vacio. El producto obtenido se purific6 mediante CC con gel de silice

y se empled como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (8:2). Se obtuvo un rendimiento del 50%.

Figura 18. Estructura y numeracion del compuesto IV.
El compuesto IV (Cy3H3,05, PM. 390 uma) se obtuvo como un sdélido blanco cristalino con un
punto de fusiéon de 150-152 °C y se caracterizoO mediante métodos espectroscopicos vy

espectrométricos como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Propiedades espectroscépicas y espectrométricas del compuesto intermediario IV

IR (Espectro 10, FTIR-ATR)

Asignacién v (cm™)
O-H en C-21 3426
C-H alifatico 2936
C=0 a,B-insaturada 1651
C=C olefina 1610
C-0 epoxido 1236
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C-0 alcohol 1084
UV (Espectro 11, MeOH)
Asignacion Amax (nm)
C=0 a,B-insaturada 240.3
RMN "H (Espectro 12, 400 MHz, CDCl,)
Asignacién S (ppm)
H-4 5.72 (s, 1H)
H-21 3.67 (d, J=5.9 Hz, 2H)
H-16 3.46 (s, 1H)
OCH; (a), OCH; (b) 3.30 (s, 3H), 3.26 (s, 3H)
CHay CH (1, B2 1o, 7,18, W Hrt, | (s 0, T 21 o 2,
’ ’ ’ 1.12-0.89 (m, 2H)
H-19 1.19 (s, 3H)
H-18 1.06 (s, 3H)
RMN °C (Espectro 14, 100 MHz, CDCls)
Asignacioén S (ppm)
C-3 199.6
C-5 171.0
C-4 124 1
C-20 102.0
C-17 69.6
C-16 62.6
Cc-21 58.5
OCH; (a), OCH; (b) 49.71, 49.51
CH2y CH (C-1, C-2, C-6, C-7,C-8,C-9, C-11, | 54.0,45.6,35.7, 34.0, 33.6,32.9, 32.5, 31.8, 27.0,
C-12, C-14, C-15) 20.6
C (C-13, C-10) 425, 38.8
Cc-19 17.3
C-18 15.3
EM (Espectro 15, FAB")
Asignacion m/z
[M+1]" 391
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7.2.4. Sintesis de 16a,17a-epoxi-21-hidroxipregn-4-eno-3,20-diona (V)

En un matraz de fondo redondo de 100 mL, provisto de agitacion magnética, se disolvieron 0.5
g (1.3 mmol) de IV en 15 mL de acetona y se adicionaron 6 gotas de HCI concentrado. La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 30 min. El progreso de la reaccién se observé mediante CCF. La
mezcla de reaccién se concentré al vacio, se extrajo con 100 mL de AcOEt y se lavé con agua
destilada (2 x 50 mL). La fase organica se separd, se secé con Na,SO, anhidro y se concentré al

vacio. El producto obtenido se recristalizé de hexano-AcOEt. Se obtuvo un rendimiento del 84%.

Figura 19. Estructura y numeracion del compuesto V.

El compuesto V (C,1Hz504, PM. 344 uma) se obtuvo como un sélido blanco con un punto de
fusion de 146-148 °C y se caracteriz6 mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos como

se muestra en |la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades espectroscépicas y espectrométricas del compuesto intermediario V
IR (Espectro 16, FTIR-ATR)

Asignacién v (cm™)
O-H en C-21 3457
C-H alifatico 2930
C=0 cetona 1711
C=0 a,B-insaturada 1660
C=C olefina 1614
C-0 epoxido 1233
C-0 alcohol 1067
UV (Espectro 17, MeOH)
Asignacion Amax (nm)
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C=0 a,B-insaturada 239.9
RMN 'H (Espectro 18, 400 MHz, CDCls)
Asignacién o (ppm)
H-4 5.72 (s, 1H)
. b 4.34 (dd, J;=19.7, J,=4.0 Hz, 1H),
H?-21, H>-21
4.04 (dd, J;=19.7, J,=5.3 Hz, 1H)
H-16 3.69 (s, 1H)
OH 2.94 (t, J=4.8 Hz, 1H)

CH. y CH (H-1, H-2, H-6, H-7, H-8, H-9, H-11,
H-12, H-14, H-15)

2.47-2.24 (m, 4H), 2.05-1.96 (m, 3H), 1.81-1.60
(m, 5H), 1.55-1.33 (m, 3H), 1.14-0.91 (m, 2H)

H-19 1.19 (s, 3H)
H-18 1.17 (s, 3H)
RMN °C (Espectro 20, 100 MHz, CDCl;)
Asignacion S (ppm)
C-20 206.0
C-3 199.4
C-5 170.3
C-4 124.3
C-17 70.0
C-21 65.8
C-16 62.1
CH,y CH (C-1, C-2, C-6,C-7,C-8, C-9,C-11, | 53.9,44.5, 358, 34.0, 33.3, 32.7, 31.7, 31.2, 27.9,
C-12, C-14, C-15) 20.5
C (C-10, C-13) 42.7,38.8
c-19 17.4
c-18 15.4
EM (Espectro 21, DART)
Asignacion m/z
[M+1]" 345
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7.2.5. Sintesis de los ésteres nicotinicos (Vla-Vle)

Procedimiento general:

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, provisto de agitacion magnética, se disolvieron 0.87
mmol del acido nicotinico correspondiente, 0.107 g (0.87 mmol) de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) y
0.180 g (0.87 mmol) de N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) en 10 mL de AcOEt y se agitaron durante
10 min. Posteriormente, se adicionaron 0.1 g (0.29 mmol) de V y se agité a temperatura ambiente
durante 2 h (excepto para el compuesto 6d, se agité durante 6 h). La reaccion se monitoreé mediante
CCF. La mezcla de reaccion se filtré al vacio, para separar la DCU formada. El filtrado se lavé con HCI
5% (1 x 20 mL), solucién saturada de NaHCO; (1 x 20 mL) y agua destilada (1 x 20 mL). La fase
organica se separd, se secé con Na,SO, anhidro y se concentré al vacio. El correspondiente producto
obtenido se purific6 mediante CC con fluorisil y se empled un gradiente con una mezcla de hexano-
AcOEt. El solido obtenido se recristalizd de MeOH. Las constantes fisicas (punto de fusién y

apariencia) y los rendimientos determinados se muestran en la Tabla 5.

X=H (Vla), Cl (VIb), Br (Vlc), Me (Vid), MeO (Vle)

Figura 20. Estructura general y numeracion de los compuestos finales Vla-Vle.

Tabla 5. Constantes fisicas de los compuestos Vla-Vie

Peso
Formula Punto de Rendimiento
Compuesto molecular Apariencia .
molecular fusién (°C) (%)
(uma)
Via C,7H31NOs 449 Sélido blanco 218-220 31
Vib C,7H30CIO5 483 Soélido blanco cristalino 211-213 57
Vic Co7H30BrOs 528 Sélido blanco 222-224 46
Vid CosH33NOs 463 Soélido blanco 232-234 37
Vie CosH33NOg 479 Sélido blanco cristalino 199-201 76
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Los productos finales Vla-Vle se caracterizaron mediante métodos espectroscopicos y

espectrométricos como se muestra en las Tablas 6-9.

Tabla 6. Senales caracteristicas de IR de los productos finales Vla-Vie

IR (FTIR-ATR, v, cm™)

Espectro 22 26 30 34 38
Asignacion Via Vib Vic Vid Vie
C-H aromatico 3061 3039 3027 3062
C-H alifatico 2921 2928 2935 2931 2942
C=0 éster 1735 1733 1737 1732
C=0 cetona 1724 1723 1718 1722 1714
C=0 a,B-insaturada 1681 1680 1681 1677 1667
C=C aromatico 1592 1585 1577 1599 1600
C-0 epoxido 1244 1244 1241 1244 1246
C.O-C éster 1273 1267 1276 1265 1266
1110 1117 1088 1112 1113
Tabla 7. Sefiales caracteristicas de RMN 'H de los productos finales Vla-Vle
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz, 5, ppm)
Espectro 23 27 31(300 MHz) 35 39
Asignacion Via Vib Vic Vid Vie
H-2’ 9.26 (s, 1H) 9.04 (s, 1H) 8.99 (s, 1H) 9.14 (s, 1H) 8.87 (s, 1H)
8.88 (dd,
H-6’ J=4.8, ,=1.5 - . - -
Hz, 1H)
8.32 (dt, 8.27 (dd, 8.15 (dd, 8.22 (dd, 8.16 (dd,
H-4’ J=8.0, =19 | J;=8.2, J,=1.9 | J;=8.3, J,=24 | J=8.1,,=2.0 | J=8.7, =23
Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H)
7.40 (dd,
H.5’ J=T 4 4=hQ 7.43(d,J=8.3 | 7.60(d, J=8.3 | 7.26 (d, J=8.0 | 6.76 (d, J=8.7
Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H)
Hz, 1H)
H-4 5.72 (s, 1H) 5.73 (s, 1H) 5.72 (s, 1H) 5.72 (s, 1H) 5.72 (s, 1H)
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498 (d, J=17.2 | 4.98 (d, J=17.2 | 4.98 (d, J=17.2 | 495 (d, J=17.2 | 491 (d, J=17.2
H?-21, Hz, 1H), 4.85 | Hz, 1H),4.85 | Hz, 1H),4.85 | Hz, 1H), 4.85 Hz, 1H), 4.83
HP-21 (d,J=171Hz, | (d,J=171Hz, | (d,J=17.2 Hz, | (d, J=17.2Hz, | (d, J=17.3 Hz,
1H) 1H) 1H) 1H) 1H)
pinicinas — _ 3.99 (s, 3H)
OCH; - -
H-16 3.88 (s, 1H) 3.87 (s, 1H) 3.87 (s, 1H) 3.88 (s, 1H) 3.87 (s, 1H)
piridina-CH; 2.64 (s, 3H)
CH, y CH 2.45-226 (m, | 2.48-2.23 (m, | 2.49-223(m, | 2.43-2.25(m, 2.46-2.25 (m,
(H1, H2, 4H), 2.08-1.97 | 4H), 2.06-1.91 | 4H), 2.10-1.93 | 4H), 2.06-1.89 | 4H), 2.07-1.96
H-6, H-7, H- (m, 3H), 1.82- | (m, 3H), 1.82- | (m, 3H), 1.79- | (m, 3H), 1.81- | (m, 3H), 1.81-
8. H-0, H-11, 1.62 (m, 5H), 1.59 (m, 5H), 1.60 (m, 5H), 1.61 (m, 5H), 1.60 (m, 5H),
H-12, HA14, 1.51-1.39 (m, | 1.49-1.31(m, | 1.52-1.36 (m, 1.46-1.32 (m, 1.51-1.38 (m,
H-15) 3H), 1.11-0.94 | 3H), 1.09-0.92 | 3 H), 1.10-0.89 | 3H), 1.08-0.93 | 3H), 1.11-0.92
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
H-19 1.19 (s, 3H) 1.19 (s, 3H) 1.19 (s, 3H) 1.19 (s, 3H) 1.18 (s, 3H)
H-18 1.16 (s, 3H) 1.16 (s, 3H). 1.16 (s, 3H) 1.16 (s, 3H) 1.16 (s, 3H)
Tabla 8. Sefiales caracteristicas de RMN "°C de los productos finales Vla-Vle
RMN "C (CDCl;, 100 MHz, 5, ppm)
Espectro 24 28 32 36 40
Asignacion Via Vib Vic Vid Vie
C-20 199.4 199.4 1971 199.4 199.4
C-3 198.5 198.4 197.05 198.7 198.9
C-5 170.4 170.4 169.0 170.5 170.4
R’COOR 164.9 164.0 162.4 165.0 167.2
C-6’ 154.0 156.3 150.0 163.9 165.0
C-2 151.3 151.6 145.6 150.7 150.6
c-4 137.4 139.9 138.3 137.9 139.8
C-3 125.4 123.6 122.8 118.9
Cc4 124.3 124.4 122.5 124.3 124.2
C-5 123.5 124.3 127.1 123.2 110.9
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Cc-17 70.5 70.5 68.7 70.5 70.5
C-21 66.7 66.9 65.5 66.6 66.4
C-16 61.7 61.7 60.1 61.7 61.6
piridina-OCH; 54.2
piridina-CH; 251
CH,y CH 54.0, 44.5, 54.0, 44.5, 524,429, 54.0, 44.5, 54.0, 44.5,
(C-1, C-2, C-6, 35.8, 34.0, 35.8,34.1, 34.1, 32.6, 35.8, 34.0, 35.8, 34.0,
C-7,C-8,C-9, 33.3, 32.8, 33.3, 32.8, 31.6, 31.2, 33.3, 32.8, 33.3, 32.8,
C-11, C-12, 31.7,31.2, 31.7,31.2, 30.2, 29.8, 31.7, 31.2, 31.7, 31.2,
C-14, C-15) 27.9,20.5 27.9,20.5 26.2,19.0 27.9,20.5 27.9,20.5
C(C-13,C-10) | 4238, 388 42.8,38.8 41.0,37.3 42.8,38.8 42.7,38.8
C-19 174 174 15.9 17.4 17.4
C-18 15.3 15.3 13.8 15.3 15.3
Tabla 9. Senales caracteristicas de EM de los productos finales Vla-Vie
EM (DART, m/z)
Espectro 25 29 33 37 41
Asignacion Via Vib Vic Vid Vie
[M+1]" 450 484 528 464 480 (FAB™)
[M+3]* 486 530
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7.2.6. Sintesis del éster benzoico (VIf)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, provisto de agitacidn magnética, se disolvieron 0.053
g (0.44 mmol) de acido benzoico, 0.053 g (0.44 mmol) de 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) y 0.090 g
(0.44 mmol) de N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) en 10 mL de AcOEt y se agitaron durante 10 min.

Posteriormente, se adicionaron 0.1 g (0.29 mmol) de V y se agité a temperatura ambiente durante 1 h.

La reaccion se monitore6 mediante CCF. Al término de la reaccién, la mezcla se filtré al vacio para
separar la DCU formada. El filtrado se lavé con HCI 15% (1 x 20 mL), solucién saturada de NaHCO; (1
x 20 mL) y agua destilada (1 x 20 mL). La fase organica se separo, se secé con Na,SO, anhidro y se

concentré al vacio. El producto obtenido se recristalizé de MeOH. Se obtuvo un rendimiento del 46%.

Figura 21. Estructura y numeracion del compuesto VIf.

El compuesto VIf (CysH3,05, PM. 448 uma) se obtuvo como un sdlido blanco con un punto de
fusion de 203-205 °C y se caracterizé mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos como

se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Propiedades espectroscoépicas y espectrométricas del compuesto final VIf

IR (Espectro 42, FTIR-ATR)

Asignacién v (cm™)
C-H aromatico 3071
C-H alifatico 2932
C=0 cetona 1711
C=0 a,B-insaturada 1671
C=C aromatico 1599
C-0 epoxido 1235
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1269
C-0O-C éster
1104
RMN "H (Espectro 43, 400 MHz, CDCI5)
Asignacién o (ppm)
H-2’ y H-6’ 8.08 (dd, J;=8.2, J,=1.2 Hz, 2H)
H-4’ 7.58 (t, J=7.4 Hz, 1H)
H-3’ y H-5’ 7.45 (t, J=7.7 Hz, 2H)
H-4 5.73 (s, 1H)
H?-21, H°-21 4.92 (d, J=17.2 Hz, 1H), 4.85 (d, J=17.3 Hz, 1H)
H-16 3.89 (s, 1H)
2.47-2.26 (m, 4H), 2.08-1.97 (m, 3H), 1.83-1.59
(H-1, H-2, H-6, H-7, H-8, H-9, H-11, H-12, H-14,
(m, 5H), 1.51-1.39 (m, 3H), 1.11-0.92 (m, 2H)
H-15)
H-19 1.19 (s, 3H)
H-18 1.17 (s, 3H)
RMN "C (Espectro 44, 100 MHz, CDCl,)
Asignacién S (ppm)
C-20 200.8
C-3 200.3
C-5 171.8
R’COOR 167.5
c-4 134.9
C-2’y C-6’ 131.37
c-1 130.8
C-3’yC-% 129.9
C4 125.6
C-17 71.9
Cc-21 67.8
C-16 63.0
55.4,45.9,37.1,354, 34.7,34.1, 33.1, 32.6, 29.2,
(C-1,C-2,C-6,C-7,C-8, C-9, C-11, C-12,
21.87
C-14, C-15)
C (C-13, C-10) 44 .1,40.2
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Cc-19 18.7

C-18 16.7

EM (Espectro 45, DART)
Asignacién m/z
[M+1]" 449
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7.2.7. Sintesis de 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla)

De acuerdo al método publicado por Cole y Julian,*® se adapté y estandarizé para la obtencién
del compuesto Vlla, como se describe enseguida: En un matraz de fondo redondo de 100 mL, provisto
de agitacién magnética, se disolvieron 0.1 g (0.22 mmol) de Vla en 3 mL de AcOH glacial, y se
adicionaron 0.128 g (1.04 mmol) de CrCl, anhidro. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante
15 min. Al término de la reaccion, la mezcla se vertié en 50 mL de una disolucién fria de HCI 5% (v/v) y
se formd un precipitado fino que se extrajo con AcOEt (5 x 10 mL). La fase organica se separd y se
lavd con una solucién saturada de NaHCO; (1 x 50 mL) y agua destilada (1 x 50 mL). La fase organica
se separd, se secod con Na,SO, anhidro y se concentré al vacio. El producto obtenido se purificd
mediante CC con gel de silice y se empled un gradiente con una mezcla de hexano-AcOEt. El sdlido

obtenido se recristalizé de MeOH. Se obtuvo un rendimiento del 14%.

Figura 22. Estructura y numeracion del compuesto Vlla.

El compuesto Vlla (C,7H31NO4, PM: 433 uma) se obtuvo como un soélido blanco con un punto de
fusion de 202-204 °C y se caracterizé mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos como

se muestra en la Tabla 11.

Tabla 11. Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto final Vlla

IR (Espectro 46, FTIR-ATR)

Asignacién v (cm™)
C-H aromatico 3063
C-H alifatico 2938
C=0 cetona 1728
C=0 a,B-insaturada 1671
C=C aromatico 1586
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C-O-C éster 1276
1108
RMN "H (Espectro 47, 300 MHz, CDCl,)
Asignacién S (ppm)
H-2’ 9.28 (s, 1H)
H-6’ 8.79 (s, 1H)
H-4’ 8.36 (d, J=8.0 Hz, 1H)
H-5’ 7.41 (dd, J,=7.8, Jo=4.8 Hz, 1H)
H-16 6.83 (d, J=1.4 Hz, 1H)
H-4 5.72 (s, 1H)
H?-21, HP-21 5.31 (d, J=16.0 Hz, 1H), 5.15 (d, J=15.9 Hz, 1H)
CH,yCH
(H-1, H2, H6, H7, H8, H0, H11, H-12, H-14, 2.44-2.30 (m, 5H), 2.21-2.09 (m, 1H), 2.06-1.96
(m, 1H), 1.91-1.35 (m, 8H), 1.16-1.01 (m, 2H)
H-15)
H-19 1.20 (s, 3H)
H-18 0.97 (s, 3H)
RMN °C (Espectro 48, 100 MHz, CDCl;)
Asignacién o (ppm)
C-3 199.6
C-20 189.9
C-5 170.8
R’COOR 164.8
C-6’ 153.7
C-2’ 151.8
c-4 151.1
C-17 144.3
C-16 137.6
Cc-3 125.7
C-4 124.2
C-5 123.5
C-21 66.4
CH,y CH

(C-1, C-2, C-7, C-8, C-9, C-11, C-12, C-14,)

554, 54.1, 35.6, 34.3, 34.0, 33.9, 31.9, 20.8
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C (C-13,C-10) 46.9, 38.8
CH; alilico (C-6, C-15) 32.8
Cc-19 17.3
C-18 16.1
EM (Espectro 49, DART)
Asignacién m/z
[M+1]" 434
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7.3. Evaluacion Biolégica
7.3.1. Evaluacién de la actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer de préstata

Se evalué la actividad antiproliferativa de los productos intermediarios (lll y V) y finales (Vla-VIf
y Vlla) en cultivos de lineas celulares de cancer de préstata como PC-3 (andrégeno-independiente) y
LNCaP (andrégeno-dependiente) mediante la técnica de tincion con Sulforrodamina B (SRB).

Las lineas celulares cancerosas se cultivaron en medio RPMI-1640 adicionado de suero fetal
bovino (SFB) y glutamina 2.0 yM y se incubaron bajo condiciones de humedad y una atmésfera de 5%
de CO, a una temperatura de 37°C. Las células adheridas a las paredes del frasco se removieron
mediante una solucién de tripsina-EDTA al 0.05%. La densidad del inéculo se ajusté a 7.5x10*
células/mL (PC-3) y 3.0x10* células/mL (LNCaP). La suspensién celular se inoculé en placas de 96
pozos y se incubaron durante un periodo de 24 h a 37°C.

Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO para obtener una concentracion de 20 mM.
Se agregaron 100 pL de la solucién a cada uno de los pozos que contenian las lineas celulares (plato
experimental) 6 100 yL de DMSO 6 vehiculo (plato basal), para obtener un volumen total de 200 uL
por cada pozo y una concentracion de 50 uM (compuestos de prueba). Los platos experimentales se
incubaron durante 48 h a 37°C en una atmésfera de 5% de CO; y saturada de humedad. El plato basal
se incubd durante 1 h bajo las mismas condiciones.

Transcurridos los periodos de incubacion respectivos, cada uno de los platos experimentales y
basales se fijaron con 50 pL de acido tricloroacético (TCA) al 50%, y se incubaron durante 60 minutos
a 4°C. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se lavaron con agua desionizada dejandolos secar
durante 24 h. Una vez secos, se tifieron con 100 pL de SRB 0.4% (p/v) en AcOH al 1% y el exceso de
SRB se retir6 mediante lavados de AcOH 1% y se dejaron secar durante un periodo de tiempo de 24 h.
Finalmente, el complejo SRB-proteinas se disolvi6 con una solucion de Tris
(tris(hidroximetil)aminometano) pH 10.5 y se determiné la densidad 6ptica (DO) de los micropozos
mediante un espectrofotdmetro a una longitud de onda de 515 nm. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

La DO es directamente proporcional al crecimiento celular e inversamente proporcional al grado
de inhibicién del crecimiento de cada compuesto de prueba. La actividad antiproliferativa se informé
como porcentaje de inhibicion del crecimiento celular y se determiné mediante la siguiente expresion

matematica:

., L. DO promedio muestra
% de inhibicion del crecimiento = 100 — [(DO promedio vehiculo) * 100]

Después de calcular el % de inhibiciéon de crecimiento celular por cada muestra y por triplicado,

se determiné el promedio y se calculd su respectivo error estandar medio (EEM).
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7.3.2. Evaluacién de la toxicidad en células mononucleares

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) son aquellas que se caracterizan por
tener sélo un nucleo redondo como los linfocitos o los monocitos. Estas células sanguineas se
obtienen de la sangre usando un medio de separacion (ficoll hypaque de densidad 1.078g/mL) y por
gradientes de centrifugacion, se separa la sangre en varios extractos celulares, donde los monocitos y
linfocitos forman un anillo translucido por encima de los eritrocitos y por debajo de la capa del plasma.
Para conseguir la separacion, la muestra de sangre se deposita sobre el medio de separacion y se
centrifuga para acelerar la separacion, el medio aglutina a los eritrocitos.

Para la obtencion de las células mononucleares, se emplearon ratas Wistar macho de 250-300
g que fueron anestesiadas con pentobarbital sédico por via intraperitoneal. Una vez que el animal
estuvo completamente anestesiado, en condiciones de asepsia, se procedié a limpiar con etanol la
parte toracica y se introdujo una aguja con su respectiva jeringa de 10 mL cargada con 1 mL de
heparina. Se extrajeron 9 mL de sangre por puncién cardiaca y se mezclé suavemente, para impedir la
formacioén de coagulos.

En tubos conicos de vidrio, a los cuales previamente se les afadid6 3 mL del medio de
separacion, se depositaron lentamente 3 mL de sangre sin diluir, evitando que se mezclara la sangre y
el medio de separacién; posteriormente, los tubos se centrifugaron en un rotor oscilante a temperatura
ambiente, iniciando con una fuerza de centrifugacion relativa de 500 g y se incrementé hasta alcanzar
2000 g durante 20 min. Una vez que termind la centrifugacion, se recolecté la fraccion mononuclear
con una pipeta Pasteur, se depositd en los tubos conicos, se adiciono buffer de fosfato (PBS) pH 7.2, y
se procedié a centrifugar a 2500 g por 5 min. Una vez que termind la centrifugacion, el sobrenadante
se decanto, se agregd PBS para resuspender el pellet y se centrifugé nuevamente, para eliminar los
restos del medio de separacion. El pellet celular se resuspendié en medio de cultivo RPMI y se
determiné la viabilidad de las células usando azul de tripano, ajustando la densidad de las CMSP a
1x10° cel/mL.

En placas de 96 pozos, se depositaron 100 ul de las CMSP, se incubaron durante 1 h. Después
del tiempo de incubacién, se adiciond el compuesto de prueba a la concentracion de 50 uM en un
volumen de 100 ul y se incubd, de nueva cuenta, en una atmoésfera de CO, a 37°C durante 24 h.
Posteriormente, las células se fijaron con una soluciéon de acido tricloroacético frio al 50% por 1 h a
4°C, se lavaron tres veces con agua de la llave y se dejaron secar a temperatura ambiente. Enseguida,
se tifieron con sulforrodamina B (SRB) y se lavaron con una solucién de acido acético al 1 %. Una vez
secas las placas, se afnadio 100 yL de un buffer de Tris, para favorecer la solubilidad de la SRB, y se
determinaron en un lector de Elisa a una longitud de onda de 515 nm.

La toxicidad celular se determiné mediante la ecuacién descrita en el apartado 7.3.1.
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7.3.3. Resultados de la evaluacion de la actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer

de prostata y toxicidad en células mononucleares

Se evaluo la actividad antiproliferativa de los productos intermediarios (lll y V) y los productos
finales (Vla-VIf y Vlla) sobre lineas celulares de cancer de préstata como son PC-3 (independiente de
androgenos) y LNCaP (dependiente de andrégenos) mediante la técnica de sulforrodamina B.
Adicionalmente, se evaluo la toxicidad de los compuestos frente a células mononucleares (CMN) como
un modelo de células sanas o normales. Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibicion

del crecimiento celular con su respectivo error estandar medio (EEM), como se observa en la Tabla 12.

Tabla 12. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de las lineas celulares de cancer de prostata y de
células mononucleares por cada compuesto evaluado

% inhibicién del crecimiento (50 pM)

Compuesto PC-3 LNCaP CMN
Referencia
Flutamida  63.612.2 78.2+11.7 NE
Intermediarios
29.8+0.8 SA SA
5 92.7+7.2 83.216.2 SA
Finales
6a 38.546.2 SA SA
6b 38.417.9 SA SA
6c SA SA SA
6d SA SA SA
6e 58.9+3.4 42.6+2.7 SA
6f 23.316.0 SA SA
7a 87.6+1.9 65.310.4 SA

SA: sin actividad; NE: no evaluado
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7.4. Analisis Computacional

7.4.1. Calculo de descriptores moleculares

El analisis computacional se llevé a cabo en una computadora HP w1907 con un procesador
Intel® Pentium Dual-Core E2180 de 2 GB de RAM y 360 GB de disco duro. Se realizé el modelado
molecular empleando el programa Spartan 08®. En primera instancia, se llevé a cabo la construccién
de cada una de las moléculas para realizar un analisis conformacional mediante el método de
mecanica molecular MMFF (campo de fuerza molecular Merck). Posteriormente, se obtuvieron
distintos conférmeros, entre los cuales se seleccioné el de menor energia. Una vez seleccionado dicho
conférmero, se procedié a llevar a cabo la optimizacion de la geometria aplicando el método semi-
empirico AM1 (Austin Model 1) y se realiz6 el calculo de los descriptores moleculares como volumen
molecular, area molecular, area superficial polar, ovalidad, polarizabilidad, momento dipolar y log P
(Ghose-Crippen).Los resultados de los calculos computacionales correspondientes a los compuestos

evaluados biolégicamente se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Descriptores moleculares calculados para los compuestos intermediarios y finales

Descriptores
]| \" Via Vib Vic Vid Vie VIf Vila
moleculares

Volumen (A®) 347.41 | 354.85 | 455.83 | 469.20 | 473.85 | 474.22 | 483.79 | 461.79 | 450.48

Area (A%) 343.43 | 352.40 | 453.44 | 468.88 | 473.80 | 473.63 | 484.91 | 458.09 | 450.21
PSA (A%) 40.102 | 59.548 | 67.614 | 67.700 | 67.656 | 67.532 | 73.774 | 60.154 | 56.309
Ovalidad 1.44 1.45 1.58 1.61 1.61 1.61 1.63 1.59 1.58

Polarizabilidad 6719 | 67.79 | 7617 | 7732 | 77.71 | 7766 | 7849 | 76.58 | 75.73

Momento dipolar 2.26 2.96 4.57 4.09 4.07 4.97 4.15 4.44 6.59

Log P 3.53 2.83 3.34 4.18 4.52 412 3.87 4.16 4.19
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Espectro 35. RMN 'H (CDCI;) ) de 21-(6-metilpirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona

(VId).
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Espectro 36. RMN "*C (CDCI;) ) de 21-(6-metilpirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona

(Vid).
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Espectro 37. EM (FAB, ID) ) de 21-(6-metilpirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VId).
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Espectro 38. IR (FTIR-ATR) de 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona
(Vle).
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Espectro 39. RMN H (CDCI;) de 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona
(Vle).
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Espectro 40. RMN *C (CDCI;) de 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona
(Vle).
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Espectro 41. EM (DART) de 21-(6-metoxipirid-3-il)carboniloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (Vle).
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Espectro 42. IR (FTIR-ATR) de 21-benzoiloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VIf).
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Espectro 44. RMN "°C (CDCIls) de 21-benzoiloxi-16a,17a-epoxipregn-4-eno-3,20-diona (VIf).
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Espectro 46. IR (FTIR-ATR) de 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla).
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Espectro 47. RMN H (CDCI;) de 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla).
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Espectro 48. RMN "*C (CDCI3) de 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlia).
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Espectro 49. EM (DART) de 21-(pirid-3-il)carboniloxipregna-4,16-dieno-3,20-diona (Vlla).
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