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1. Introduccion

En México, las enfermedades por tumores malignos son la segunda causa de muerte solo por
detras de la diabetes mellitus; datos de la OMS, de 2008, afirman que en nuestro pais el cdncer de
préstata se encuentra dentro de los tipos de cancer mds frecuentes. Por otro lado, la hiperplasia
prostatica benigna (HPB) es una enfermedad que involucra el crecimiento anormal de células del estroma
y el epitelio prostatico, lo cual resulta en la compresién del canal uretral llevando a la interrupcién en el
flujo normal de la orina. Ambos padecimientos son favorecidos por el aumento de la dihidrotestosterona
(DHT) que es el metabolito de la testosterona obtenido por accidon de la enzima 5a-reductasa (5AR). El
tratamiento mas comun para ambos padecimientos es la terapia antiandrogénica, en la que una molécula
interviene en la esteroidogénesis y/o antagoniza la funcion de una hormona en la célula cancerosa,
deteniendo su crecimiento y funciones normales. Actualmente, existen compuestos esteroideos
(Finasterida® y Dutasterida®) aprobados para su uso clinico que pueden inhibir a la enzima 5AR, lo cual ha
sido empleado como una de las estrategias para el tratamiento de hiperplasia prostatica benigna.

Las enzimas 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasas (17B-HSDs) estdn involucradas en la catalisis
final de la sintesis de hormonas sexuales y juegan un papel muy importante en la regulacién y funcién
hormonal en el humano, ya que se encargan de convertir los 17-cetoesteroides (forma inactiva) a su forma
activa (17B-hidroxiesteroides). La 17B-HSD tipo 5 (AKR1C3) se encarga de la conversion de
androstenediona a testosterona, asi como de la conversién de estrona a 17B-estradiol. Debido a estas
razones, esta enzima resulta un blanco terapéutico interesante para el tratamiento de enfermedades
hormono-dependientes como lo es el cancer de préstata (CaP). Hasta la fecha, se han descrito muchos
inhibidores de las 17B-HSDs; los fitoestrogenos de la dieta han sido mencionados como buenos
inhibidores de las diferentes isoformas de esta enzima, incluyendo la tipo 5. También se han descrito
analgésicos no esteroideos (AINES), indometacina, acido flufenamico y otros relacionados como potentes
inhibidores. El grupo de investigacion del Dr. Gobec se dio a la tarea de evaluar biolégicamente el efecto
inhibitorio de acidos cinamicos sobre AKR1C3, ya que se sabe que muchos de estos compuestos presentan
actividad antibacterial, antifungica, antiparasitaria, asi como propiedades quimiopreventivas y
antitumorales.

En el grupo de trabajo del Dr. E. Bratoeff se han desarrollado nuevos derivados esteroidales de la
deshidroepiandrosterona (DHEA), que han mostrado actividad antiandrogénica in vivo en modelos de
hadmsteres castrados y, algunos otros, actividad in vitro sobre la inhibicion del crecimiento de lineas
celulares cancerosas de prostata. El presente trabajo esta enfocado en la sintesis y evaluacidn biolégica in
vivo e in vitro de nuevos derivados de DHEA que contienen un anillo heterociclico en el carbono C-17 y
cinamatos sustituidos en el carbono C-3 del esqueleto esteroidal; adicionalmente, también se desarrolld
un Analisis Cuantitativo de Relacidn Estructura-Actividad (QSAR por sus siglas en inglés).
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2. Antecedentes

2.1. Esteroides y hormonas esteroideas

Los esteroides son moléculas de naturaleza lipidica, derivados del colesterol, que se caracterizan
por tener en su estructura el ndcleo de ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 2.1) y se encuentran
ampliamente distribuidos en los organismos eucariontes, tanto en el reino animal como en el vegetal. Las
caracteristicas funcionales de las moléculas esteroideas estdn determinadas por la conformacién de sus
cuatro anillos (A, B, C, D) y la posicidn relativa de los grupos funcionales en el espacio. 12

©)

Figura 2.1. Nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno.

Dentro de los esteroides se encuentran las hormonas esteroideas, las cuales son moléculas
sintetizadas en el organismo a partir del colesterol (Esquema 2.1) y que se clasifican de acuerdo a su
funcidon bioldgica en: glucocorticoides, esenciales para la adaptacidon al estrés; mineralocorticoides,
encargados de la regulacidn del equilibrio normal de sodio y potasio en el organismo; progestinas, cuya
funcién principal es el mantenimiento del embarazo y, finalmente, hormonas sexuales: estrogenos y
andrégenos, que definen las caracteristicas sexuales secundarias femeninas y masculinas,
respectivamente. Los efectos fisioldgicos varian de un compuesto a otro, su funcién va desde vitaminas
hasta hormonas sexuales. ™

En el campo de la medicina, los esteroides juegan un papel importante como agentes
guimioterapéuticos para el tratamiento del cancer, asi como agentes antiinflamatorios. Por ejemplo, el
uso de Metiltestosterona (andrdgeno) y Tamoxifen (antiestrégeno), para el tratamiento de cancer de
mama, o Finasterida (antiandrégeno) para tratar el cancer de prdstata. La Prednisona, aparte de ser
empleada como agente quimioterapéutico, también se emplea como agente antiinflamatorio, al igual que
la Dexametasona y Betametasona. 3

2.2. Generalidades sobre los tumores benignos y malignos

La promocién y restriccién del crecimiento normal de una célula depende de un balance de sefiales
finamente controlado, permitiendo que la proliferaciéon y diferenciacién ocurran de una manera ordenada
y solo cuando sea necesario. En las células tumorales existen cambios y modificaciones ocasionados por
factores internos y/o externos sobre su genoma, provocando una continua proliferacion celular, pérdida
de diferenciacion y una disfuncion en el proceso normal de la muerte celular. Los tumores se pueden
dividir en dos grandes grupos, tumores benignos y tumores malignos (cancer): los primeros rara vez son
potencialmente mortales; éstos crecen dentro de una capsula bien definida la cual limita su tamafio,
ademds mantienen las caracteristicas de la célula de origen y por lo tanto, generalmente, estan bien
diferenciadas. Por otro lado, los tumores malignos son capaces de invadir tejidos circundantes y
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extenderse a otras areas del organismo para generar nuevos crecimientos (metdstasis). Algunas de las

causas que dan lugar al origen de cancer son factores genéticos (predisposicion genética), carcindgenos
s . . . . . . . . . s 34

quimicos, radiaciones ionizantes, infecciones bacterianas y virales, entre otras mas. ™

2.3. Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) y Cancer de Préstata (CaP)

La prdstata es una glandula que forma parte del aparato genital y urinario masculino, ésta se
encuentra situada inmediatamente debajo de la vejiga, siendo atravesada por el conducto urinario
llamado uretra. Su principal funcién esta relacionada con la produccién del fluido seminal. En los hombres
jovenes, tiene el tamaio aproximado de una nuez. El aumento en el tamafio de la prostata es muy comun
después de los 50 afios, lo cual puede conllevar al desarrollo de dos enfermedades relacionadas con el
crecimiento celular anormal: hiperplasia prostatica benigna (HPB) y cancer de préstata (CaP). *°

Vejiga
/ VCSicula
‘ /seminal

Recto

/

Glandula
— prostata

— Uretra

Figura 2.2. Aparato reproductor masculino. Localizacién de la gldndula prostatica.

La hiperplasia prostatica benigna es una enfermedad que afecta entre el 50 y 80% de los hombres
mayores de 50 afios. Se caracteriza por un aumento en el tamafio de la glandula prostdtica, que ocasiona
grados variables de obstruccién en la evacuacion de la vejiga, asi como disfuncion renal e infeccion en
tracto urinario. Existe un nimero considerable de hormonas y factores que influyen en el crecimiento
prostatico, entre éstos podemos mencionar factores endocrinos (andrégenos, estrégenos), sefiales
neuroendocrinas (serotonina, norepinefrina), entre otros. Se ha descrito que los estrégenos,
sinérgicamente con los andrégenos, estimulan el estroma prostatico, ya que aumentan el nimero de
receptores de andrégenos favoreciendo asi la produccién de la 5a-dihidrotestosterona (DHT), a la vez que
favorecen la apoptosis. °

Los efectos bioldgicos de la testosterona (T) y DHT son mediados a través del receptor de
andrégenos (RA). La DHT, metabolito reducido de la testosterona, es de 3 a 10 veces mas potente que la
testosterona debido a que se disocia mas lentamente del receptor de andrégenos. Existen dos isoformas
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del RA reportados, RA-A y RA-B. La isoforma B es la que predomina en la préstata, algunas mutaciones en
este receptor estan relacionadas con lesiones malignas. 48

Agrandamiento
de préstata/HPB

Prostata normal

Figura 2.3. Préstata normal (izquierda) e HPB (derecha). Una prdstata normal no obstruye el flujo de orina desde la
vejiga. El agrandamiento de la prdstata ejerce presion sobre la vejiga y uretra, obstruyendo el flujo de orina. 20

En la préstata, el efecto de los andrégenos inicia con el transporte de testosterona desde la
circulacién hacia la glandula. La testosterona es biotransformada a DHT por acciéon de la enzima 5a-
reductasa tipo 2, y transportada por difusion pasiva al citoplasma de la célula epitelial. En el citoplasma,
los mondmeros del RA estdn inactivos debido a que se encuentran unidos a proteinas llamadas
chaperonas (Hsp). Cuando la DHT, o testosterona, se une al RA éste sufre un cambio conformacional, las
chaperonas se disocian y el RA es fosforilado, solo asi es translocado al nucleo. En el nucleo, el RA se
dimeriza y se une a secuencias especificas del ADN conocidas como elementos de respuesta a andrégenos
(ERA), para llevar a cabo la transcripcion y posterior sintesis de las proteinas. La estabilidad del RA es
mantenida por la fosforilacion, ya que se ha demostrado que el factor de crecimiento transformante 8
(TGF B, por sus siglas en inglés (modulador de apoptosis)), el factor de crecimiento parecido a insulina tipo
1 (IGF-1) y la interleucina 6 (IL-6) participan aumentando la actividad del RA a través de la fosforilacion del

mismo receptor o de sus correguladores (CoA) (Esquema 2.2). 210
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Esquema 2.2. Mecanismo de accion del RA en una célula prostdtica. La testosterona es metabolizada a DHT, en el
estroma, por la enzima 5a-reductasa y se transporta por difusidon pasiva al citoplasma. Al unirse la DHT al RA, éste
sufre un cambio conformacional y la disociacién de Hsp; el RA es fosforilado, y el complejo hormona-receptor es
translocado al nucleo donde se une a ERAs que inducen la transcripcion de proteinas que favorecen la
proliferacion. °

El cadncer de prdstata (CaP) es uno de los mas comunes entre los hombres de edad avanzada. Es la
segunda neoplasia maligna mas comun y esta relacionada con aproximadamente el 10% de las muertes
relacionadas con cancer. En 2012, tan solo en Estados Unidos, se registraron 28,000 muertes relacionadas
con este padecimiento. En México, la Secretaria de Salud informa que el 45% de los pacientes con cancer
son varones, siendo el de préstata el que mas afecta a esta poblacion. 112

Las enfermedades prostdaticas crénicas requieren de un periodo largo de desarrollo, es decir, su
crecimiento es muy lento, no obstante existen algunos tipos de cancer de préstata que suelen ser muy

. . . , . L . . e 13,14
agresivos y tienen la capacidad de hacer metastasis, principalmente en los huesos y nédulos linfaticos.

2.4. Opciones terapéuticas para el tratamiento de hiperplasia prostatica benigna y cancer de préstata

Existen diferentes tipos de tratamiento para los pacientes de CaP e HPB. Algunos de éstos son
estandar (se emplean en la actualidad) y otros se encuentran bajo investigacion clinica. La eleccion del
tratamiento mas adecuado es una decisidon que involucra tanto al paciente, a su familia, asi como al
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equipo de atenciéon médica. Algunas de las opciones para el tratamiento de estos padecimientos pueden

. . 15,16
incluir:

e (Cirugia

e Radioterapia

e Criocirugia (crioterapia)
e (Quimioterapia

e Terapia hormonal

2.4.1. Terapia hormonal

A la terapia hormonal también se le conoce como terapia de privacion/supresion de andrdgenos
(ADT). Los andrdgenos son necesarios para la iniciacion del CaP, el balance entre estas sustancias quimicas
induce la proliferacién celular y la apoptosis, ademas de que regula el crecimiento normal de la prdstata.
En condiciones normales, existe un estado de equilibrio entre la sintesis y la inactivacién de andrégenos
activos. Un cambio en este balance (sintesis aumentada, inactivacién disminuida) puede llevar a una
influencia androgénica excesiva y a un incremento en la proliferacion celular. La mayoria de los cdnceres
de prdstata se derivan de las células epiteliales secretoras andrégenos-dependientes y, por esta razén, el
tratamiento hormonal para estos padecimientos estd basado en la modulacién de los niveles de
testosterona. Esto se puede lograr al suministrar un antagonista hormonal para bloquear la accién de este
andrégeno y de su metabolito, DHT, o bien, suprimir la produccién de estos andrégenos a través del
bloqueo de la enzima responsable de su sintesis. Como se menciond anteriormente, los principales
factores que contribuyen en la proliferacidn celular de la HPB y el CaP son la sobreproduccién de DHT vy la
sobreexpresién del receptor de andrégenos, este ultimo en el CaP, por lo cual los tratamientos

. . _ 17,18
hormonales mas exitosos para estos padecimientos son:

e Antagonistas del receptor de andrégenos.

¢ Inhibidores de la enzima 5a-reductasa.

¢ Inhibidores de la enzima CYP17-Al.

e Inhibidores de la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD).

2.4.1.1. Antagonistas del receptor de andrégenos

Los antagonistas de andrégenos se unen al receptor evitando asi la union de los esteroides
naturales al mismo, pero estos antagonistas no producen el cambio conformacional correcto en el
receptor que es esencial para obtener los cambios normales en la expresién de los genes. El Acetato de
Ciproterona es un antiandrégeno de naturaleza esteroidea que, en un principio, fue empleado como
anticonceptivo, posteriormente se identificd6 como un inhibidor competitivo del RA. La Flutamida fue el
primer antiandrégeno no esteroideo encontrado. Este fdrmaco en si no actla sobre el RA, pero es
metabolizado via hidroxilaciéon para dar lugar a especies activas. Este metabolito inhibe la captacién y
union de los andrégenos a sus receptores en los tejidos diana. Otros antiandrégenos no esteroideos de
uso clinico para el tratamiento de CaP son la Bicalutamida y la Nilutamida, los cuales tienen un mayor
tiempo de vida media en comparacién con la Flutamida, lo que lleva a la administracién de una sola dosis
al dia (Figura 2.4). Los antiandrégenos también son empleados en el tratamiento de la HPB. *°
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Figura 2.4. Estructuras de algunos antagonistas esteroidales y no esteroidales del receptor de andrégenos. *°

2.4.1.2. Inhibidores de la enzima 5a-reductasa

Hasta la fecha se ha descrito la existencia de tres isoformas de la enzima 5a-reductasa: tipo 1 (5AR-
1) la cual se expresa principalmente en foliculo capilar, piel e higado y es codificada por el gen SRD5A1;
tipo 2 (5AR-2), codificada por el gen SRD5A2, se expresa principalmente en préstata, vesiculas seminales,
epididimo y, en menor medida, en higado. La isoenzima tipo 3 (5AR-3) ha sido recientemente hallada y
descrita en cancer de prostata resistente a la castracion (CPRC). En mamiferos es ubicua, es decir, también
se ha encontrado en tejidos no androgénicos tales como pancreas y cerebro. La Tabla 2.1 muestra algunas
propiedades de las isoenzimas 1y 2. ***
Las isoformas 1 y 2 de la enzima 5AR son proteinas microsomales unidas a la membrana que actuan
mediante la reduccién del doble enlace entre los C4-C5 de esteroides con 19 y 21 carbonos, como la
testosterona y la progesterona, respectivamente. Principalmente, estas proteinas catalizan la reduccién de
testosterona dependiente de NADPH a su metabolito mas potente, la 5a-dihidrotestosterona (DHT)
(Figura 2.5). La enzima 5AR actla mediante la donacién directa de un hidruro por parte del cofactor
NADPH a la cara alfa de la testosterona; una vez que la enona ha sido activada por una interaccién
electrostdtica entre la enzima y la testosterona, el enolato generado es estabilizado por la enzima y
subsecuentemente es protonado para generar la 5a-DHT. Cabe mencionar que ninguna isoforma se ha
logrado purificar, esto debido a su naturaleza inestable, por lo que sus inhibidores han sido disefiados

. . ~ . 21,23
mediante disefios basados en ligandos.
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Tabla 2.1. Propiedades de la enzima 5o-reductasa (isoenzimas 1y 2). 2

‘ Propiedades 5AR-1 5AR-2 ‘
Tamaiio 259 aminodcidos 254 aminodcidos
Peso molecular 29.5 kDa 28.4 kDa
pH 6ptimo 6-8.5 5-5.5
Estado bioquimico Hidrofdbico Hidrofdbico
Distribucion tisular Higado, piel, cerebro, Prdstata, epididimo, vesiculas seminales, Utero,
ovarios, préstata, testiculos. pecho, foliculo capilar, placenta, testiculos.
Expresion en prostata  Baja (normal), alta en HPB y Alta en normal e HPB, baja en cancer.
cancer.
Gen que la codifica SRD5A1 SRD5A2
Localizacién 5p15 2p23
cromosdémica

5a-reductasa E’
G

NADPH NADP*

Testosterona 5a-dihidrotestosterona

Figura 2.5. Sintesis de 50-DHT a partir de testosterona por accién de la enzima 5a-reductasa. 2

Los azaesteroides son esteroides quimicamente modificados en los cuales un 4tomo de carbono es
sustituido por un dtomo de nitrégeno; se ha encontrado que este tipo de moléculas son capaces de inhibir
la actividad de la enzima 5AR. Los dos azaesteroides aprobados por la FDA (Food and Drug Administration)
para el tratamiento de HPB y CaP son la Finasterida y la Dutasterida (Figura 2.6), ambos actuan via
inhibicion competitiva. **
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Finasterida Dutasterida

Figura 2.6. Estructura quimica de Finasterida y Dutasterida; fdrmacos aprobados por |la FDA para el tratamiento de
HPB y CaP.

La Finasterida (Proscar ®) fue uno de los primeros inhibidores de esta enzima en llegar al mercado.
Es considerado como un inhibidor selectivo de la isoforma 2; se une un 90% a proteinas plasmaticas y
sufre un amplio metabolismo hepatico, principalmente por CYP3A4, llevando a metabolitos inactivos, los
cuales son eliminados a través de la bilis y la orina. Su biodisponibilidad es del 63%. Se ha encontrado que
disminuye los niveles de DHT en suero en un 85% y en préstata en un 90%. La DHT remanente es
sintetizada por accion de la isoforma 1, a la cual no es capaz de inhibir. Por otro lado, la Dutasterida
(Avodart ®) es un inhibidor no selectivo de ambas isoenzimas; comparado con la Finasterida, tiene un
tiempo de vida media mayor, se une completamente a proteinas plasmaticas y es 60 veces mas potente.
También sufre un metabolismo primario por parte de CYP3A4 y reduce los niveles de DHT en suero en un
95%. Algunos de los efectos adversos que provocan estos farmacos son disfuncion eréctil, disminucion de

21,22 . . TR .
““ El mecanismo de inhibicién propuesto se ilustra en el

la libido, impotencia sexual, entre otros.
Esquema 2.3, en donde en el dltimo paso, a diferencia de la testosterona, en la Finasterida ya no se lleva a
cabo la transferencia de protéon de un residuo de la enzima (letra B) al carbanidn, lo que promueve la

formacion de un aducto entre el NADPH y el anillo lactamico. **

NS
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PADPR—N Z dihidrotestosterona
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finasterida PADPR—N{EE: + R dihidrofinasterida
|
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Esquema 2.3. Mecanismo de inhibicion de la enzima 5a-reductasa por acciéon de la Finasterida (PADPR=

fosfoadenosin difosforibosa). 24
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Se ha estudiado también el farmacdéforo y una Relacidn Estructura-Actividad (SAR, por sus siglas en

inglés) de una serie de azaesteroides para determinar los requerimientos necesarios para la inhibicion de

la enzima 5AR, los cuales se ilustran en la siguiente figura (Figura 2.7). **

Amidas y cetonas lipofilicas

son preferidas

R,

La estereoquimca

beta es preferida La estereoquimica beta es preferida

la insaturacién en 1.2 es \ Un metilo en alfa o beta es preferido
tolerada si R1=H,un '}
anillo de 7 miembors

con insaturacién no ¢s
tolerado

-—

La 7-beta sustitucién es preferida

\ La estercoquimica alfaes preferida

HON=, H, § H 4 grupos hidrofébicos pequeiios son preferidos, si R1=CHs
no son tolerados  aymenta la afinidad por el AR

Figura 2.7. Relacién Estructura-Actividad (SAR) de los azaesteroides. 2
2.4.1.3. Inhibidores del CYP17

Desde la década de los 60’s se ha descrito al complejo P450 (CYP) como una familia de enzimas
localizadas predominantemente en el higado, cuya funcién principal es el metabolismo de farmacos vy
otros xenobidticos. Sin embargo, también se sabe que este complejo enzimatico esta involucrado en
funciones celulares tales como el metabolismo de eicosanoides, biosintesis de colesterol y acidos biliares,
sintesis y metabolismo de esteroides y, alin en estos tiempos, existen algunas enzimas CYP de las cuales se
desconoce su funcién. Las mutaciones en los genes CYP son responsables de errores congénitos en el
metabolismo, los cuales contribuyen a severas enfermedades clinicas. 26

Los citocromos P450 esteroidogénicos son un grupo Unico de enzimas responsables de la sintesis
de hormonas vitales para la reproduccion, manejo del estrés y control del balance electrolitico en el
cuerpo. Estas enzimas catalizan la biosintesis de mineralocorticoides, glucocorticoesteroides y andrégenos
y, aunque estos citocromos esteroidogénicos comparten un mecanismo de reaccion comun con sus
homoélogos en drganos como higado y pulmdn, son sustancialmente érgano-especificos. Dentro de este
ambito, el CYP17A1 (también conocido como P450c17 y P450-17A1) presenta al menos dos actividades
cataliticas diferentes: reacciéon 17a-hidroxiliasa y 17,20-liasa sobre C20-esteroides, colocando a esta
enzima en un punto de ramificacién clave en la biosintesis de aldosterona, cortisol y andrégenos. 2”/*

La enzima CYP17A1 es una monooxigenasa ubicada en reticulo endopldsmico de la glandula
adrenal, testiculos, placenta y ovarios, contiene 508 aminoacidos con un grupo prostético hemo en su sitio
activo. Su actividad 17a-hidroxiliasa cataliza la produccidn de glucocorticoides (cortisol) mientras que su
actividad 17,20-liasa permite la biosintesis de esteroides sexuales. De manera especifica, esta enzima
actla sobre pregnenolona y progesterona; la 17a-hidroxilacién de ambos esteroides da lugar a 17a-
hidroxipregenenolona y 17a-hidroxiprogesterona, respectivamente. La reaccion 17,20-liasa rompe el

11
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grupo acetilo en el carbono 17 del anillo D del esteroide para convertir los intermediarios hidroxilados a

deshidroepiandrosterona (DHEA) o androstenediona. La actividad catalitica de esta enzima es modulada
por el citocromo bs, el cual juega un papel importante en la regulacidn intracelular en la biosintesis de
andrdgenos. Se ha observado que el citocromo b; estimula, principalmente, la actividad 17,20-liasa (de 5 a
10 veces) de CYP17A1, no afectando la reacciéon de 17a-hidroxilacion. Esta enzima es una diana
importante para el tratamiento de cancer de prdéstata y mama que proliferan en respuesta a la produccién
de andrégenos y estrégenos. 2"’

En los ultimos 50 afios se ha previsto la importancia de la inhibicidon del CYP17A1 debido al paso
catalitico que es critico en la biosintesis de todos los andrégenos y su consecuente aplicacion en el
tratamiento de enfermedades dependientes de andrégenos, como el cancer de prdstata. Generalmente,
los inhibidores de CYP17A1 se han clasificado estructuralmente como esteroideos y no esteroideos. Los
inhibidores esteroideos son similares a los sustratos naturales (pregnenolona y progesterona), sin
embargo, tienen modificaciones en el anillo D, especificamente en el carbono C-17. Dentro de los
inhibidores esteroideos se pueden clasificar a los inhibidores competitivos tipo 1y tipo 2 que se distinguen
en el modo de unién al sitio activo de la enzima. Los inhibidores tipo 1 desplazan el agua e interaccionan
con el hierro del grupo hemo permitiendo que este dtomo exista en un estado pentacoordinado, esto
induce un desplazamiento en el maximo de absorcion del espectro UV entre 420nm y 390nm. Los
inhibidores competitivos tipo 2 interaccionan con el &tomo de hierro en el grupo Hemo sin desplazar al
agua teniendo este dtomo en un estado hexacoordinado, ademds de que también interaccionan con los
aminoacidos cercanos a este grupo prostético, teniendo desplazamiento en el maximo de absorcién en el
espectro de UV entre 421-430nm. 28

El primer inhibidor del CYP17 fue el Ketoconazol (que aun es empleado en el tratamiento de
cancer prostatico resistente a la castracion), sin embargo, el uso de este farmaco ha sido limitado debido a
su inespecificidad, ya que inhibe a otras enzimas de la familia del citocromo P450, como el CYP3A y el
CYP24A1; lo que genera hepatotoxicidad, toxicidad gastrointestinal e insuficiencia renal (Figura 2.8). *°

Ketoconazol Abiraterona TOK-001

Figura 2.8. Inhibidores del CYP17.

La Abiraterona es un farmaco recientemente aprobado por la FDA y es tal vez uno de los
antiandrégenos mas exitosos en la actualidad, ya que a diferencia del Ketoconazol, si es selectivo hacia la
enzima CYP17; este farmaco disminuye los niveles de estradiol, deshidroepiandrosterona vy
androstenediona. Debido a su pobre biodisponibilidad, la Abiraterona se comercializa como el profarmaco

12
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acetilado en el carbono C-3 (acetato de Abiraterona) que es rapidamente desacetilado in vivo a su

metabolito activo.’

Recientemente se elucidé por cristalografia de rayos X la interaccién de la Abiraterona y del TOK-
001 con el CYP17 (Figura 2.9), observandose que uno de los nitrégenos del heterociclo (nitrégeno del
grupo piridina para la Abiraterona y del benzimidazol para TOK-001) forma un enlace covalente
coordinado (distancia de 2.2 A) con el hierro del grupo hemo, asi como la formacién de un puente de
hidrégeno entre el hidroxilo en C-3 y la asparagina 202 (N202) de la hélice F (distancia de 2.6 A para la
Abiraterona y 2.4 A para TOK-001). *

Figura 2.9. Interaccién de la Abiraterona y el TOK-001 con la enzima CYP17. *®

En el grupo de trabajo del Dr. Njar se ha desarrollado una amplia gama de compuestos con la
finalidad de inhibir a la enzima CYP17. Estos compuestos cuentan con el esqueleto de androstano y un
heterociclo en el carbono C-17, y se ha observado la importancia de la posicién y el nUmero de dtomos de
nitrégeno del heterociclo en C-17. En la Tabla 2.2 se muestra el porcentaje de inhibicion de esta enzima de

algunos de los derivados obtenidos por el Dr. Njar. ***

13
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Tabla 2.2. Inhibicidn de la enzima CYP17, 5a-reductasa y receptor de andrdgenos por parte de algunos derivados

desarrollados por el grupo del Dr. Njar. **°

Serie D Serie E

Serie/compuesto % Inhibicion de la Uniodn al receptor androgénico.
5a- Reductasa a (Clso nM)
10 My
[Clso (nM)]

LNCaP

SA

11600 10985

| SerieA |
I
P c N c 8+1.0 SA . .
P N N o 13+1.0 SA - .
| SerieB |
N C N 55411 [152+10 nM] - -
C N C 7+1 (14245 nM] . .
N N C 191 [198+33 nM] - -
N N - 1250.0 17% - -
C N - 300.0 53% 845 384
| SerieD |
[ X B 5817.4 56% - -
Pmaas c N - 915.0 [480 nM] 1200 242
| SerieE |
L x EE 3810.0 - - 366
T c N - 500.0 - - 374
- - - 8000 - - -
- - - 11000 - - -
| Flutamida |

SA= sin actividad

Asimismo, Njar y colaboradores publicaron un modelo farmacofdrico tridimensional a través del
modelado molecular (Figura 2.10), en el cual encontraron los requerimientos necesarios de derivados de
androstano para la union con CYP17. Este modelo destaca la presencia de tres regiones hidrofdbicas
(esferas color azul) y dos zonas aceptoras de puentes de hidrégeno (esferas color verde). *
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A B

Figura 2.10. A) Superposicion de derivados esteroideos inhibidores de CYP17; B) Modelo farmacofdrico con
comunes en los derivados esteroideos con un grupo azol. Las esferas azules denotan las regiones hidrofdbicas,
mientras que las esferas verdes indican zonas capaces de aceptar puentes de hidrégeno. *

2.4.1.4. Inhibidores de la enzima 17B-hidroxiestroide-deshidrogenasa (17B-HSD)

La enzima 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (17B-HSD, por sus siglas en inglés) controla el
Ultimo paso de sintesis de todos los andréogenos y estrogenos. Estas enzimas son oxidoreductasas que
comprenden dos familias: deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDRs, por sus siglas en inglés) y
aldo-ceto reductasas (AKRs, por sus siglas en inglés). Hasta la fecha se han identificado 15 isoformas de la
17B-HSD, siendo la tipo 5 la Unica AKR. Las hormonas son los principales sustratos de estas enzimas y, a
pesar de que su mayor funcidn radica en la oxidacion o reduccién de la posicion 17 del nucleo esteroidal,
también son capaces de llevar transformaciones de multiples sustratos en la posiciéon C-3 del esteroide.
Entre ellas guardan un tamafio similar (250-350 aminodacidos), ademas todas requieren NADP* o NADPH
como cofactor para llevar a cabo su funcion oxidativa o reductora, respectivamente. La isoenzima 3
cataliza la formacion de testosterona a partir de androstenediona en testiculos mientras que la isoenzima
5 hace lo mismo pero en los tejidos periféricos como la préstata. Por tal motivo, la isoenzima 5 resulta de
suma importancia como diana bioldgica para el tratamiento del CaP. 3133

La enzima 17B-HSD tipo 5, también conocida como AKR1C3, es una enzima multifuncional con
actividad 3a- y 20a-reductasa, incluyendo la conversion de DHT a 3a-androstanodiol, y progesterona a
20a-hidroxiprogesterona (Esquema 2.4). Los productos de estas reacciones son promotores del
crecimiento tumoral. Esta enzima también estd involucrada en el desarrollo de CPRC a través de la
formacion intratumoral de testosterona. Incluso muchos estudios han demostrado que en la prostata, la
sintesis de andrégenos bioldégicamente activos procede via AKR1C3 y que en cancer de préstata estd

34,35
sobre-expresada.
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5a-androstandiona 5a-DHT 3a-androstanodiol

173-HSD5
—_—
Testosterona
HO
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(20a-HSD)
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Progesterona 20o-hidroxiprogesterona

17B-HSD5

—_—
o

Esquema 2.4. Actividad de 17B-HSD5 (AKR1C3). **

El desarrollo de inhibidores de la enzima 17B-HSD5 es todo un reto, ya que existen 3 isoenzimas
gue estan estrechamente ligadas con ésta debido a su alto porcentaje de homologia de secuencia (>84%).
Esta enzima es inhibida por varias clases de compuestos, no obstante, todos estos compuestos contienen

uno o mas anillos y, al menos, un grupo carbonilo en su estructura. Curiosamente, muchos de los

compuestos que inhiben a esta enzima han sido descritos como eficaces en la quimioprevencion del
. . . 35
cancer (Figura 2.11), por ejemplo:

Antiinflamatorios no esteroideos (AINES): Indometacina, N-(4-clorobenzoil)melatonina
(CBM, andlogo de la indometacina), andlogos del &cido N-fenilantranilico (Acido
flufenamico).

Esteroides: Acetato de medroxiprogesterona (MPA), EM1404 (espirolactona).

Derivados de ciclopentano: Bimatoprost (farmaco para el tratamiento de glaucoma).
Benzodiazepinas: en primera instancia empleadas como ansioliticos, no obstante han
mostrado inhibicién AKR1C3, Cloxazolam es un ejemplo de ello.

Flavonoides y acidos cindmicos: muchos derivados de estos compuestos han mostrado
tener efectos quimiopreventivos en cancer.
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Figura 2.11. Inhibidores de la enzima 17B-HSD tipo 5 (AKR1C3). *

2.4.1.4.1. Acido cindmico como inhibidor de la enzima 178-HSD tipo 5

El acido cinamico (acido 3-fenilpropenoico) es el constituyente mayoritario de la planta oriental
Cinnammomum cassia. El 4cido cindmico y sus derivados han sido descritos por poseer un amplio espectro
terapéutico, incluyendo actividad antitumoral contra melanoma, glioblastoma y adenocarcinoma de
préstata y pulmon. El acido trans-cindmico es precursor en la biosintesis de los flavonoides en las plantas;
a estos compuestos polifendlicos que han sido aislados de una gran variedad de plantas, se les han
atribuido actividades antivirales, antiinflamatorias, antimutagénicas y anticarcinogénicas. De manera
general se conocen, por medio de publicaciones, los siguientes efectos: suprimen la motilidad in vitro de
células cancerosas de pulmén (antimetastasico, ya que reduce la actividad enzimatica que degrada la
matriz celular), protege a células medulares del estrés oxidante ocasionado por quimioterapia, reduce la
inflamacién producida por la produccién de lipopolisacdridos de macréfagos y algunos ésteres del acido
cindmico poseen actividad antitumoral, limitando asi la angiogénesis. Se ha estudiado también su
influencia sobre enzimas metabolizadoras de esteroides encontrando que inhiben la aromatasa, sulfatasa,
Sa-reductasa, 3B y 17B-HSD, entre otras. > **%
dio a la tarea de estudiar el efecto inhibitorio del acido cindmico sustituido sobre la actividad de la

En el afio 2006, el grupo de investigacidn del Dr. Gobec se

isoforma 5 de la 17B-HSD, encontrando que el acido a-metilcinamico fue el que presentd la menor Clsg
(6.4 pMm). >°
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2.5. Hibridacion Molecular: técnica de modificacion estructural en la Quimica Farmacéutica

La modificacidon estructural de una molécula tiene por objeto optimizar su principal actividad
farmacolodgica, a fin de disponer de moléculas mas selectivas y menos toxicas, con mejores propiedades
farmacocinéticas o sin problemas de formulacidon farmacéutica debidos a una solubilidad y/o estabilidad
inadecuadas. *® En el 4rea de la Quimica Farmacéutica existen numerosos métodos de busqueda de
moléculas activas, una de ellas es la hibridacion molecular.

La hibridacion molecular es una modificacion molecular que tiene como objetivo generar nuevas
moléculas activas, en las cuales las caracteristicas de los componentes individuales son moduladas,

. aps 38,39
amplificadas o modificadas.

El término “ligandos multiples”, propuesto por Morphy y colaboradores,
aplica para fdrmacos capaces de reconocer mads de un receptor. Las ventajas de los ligandos multiples son:
1) su capacidad para activar diferentes blancos terapéuticos por una sola molécula, incrementando asi su
eficacia terapéutica y 2) su capacidad para cambiar el perfil de biodisponibilidad en la célula y ser
eliminado completamente una vez que ha ejercido su efecto. De acuerdo con esta definicién, los
compuestos que demuestran una actividad significativa sobre otros blancos terapéuticos irrelevantes para

. . 40,41
la enfermedad son considerados como no selectivos.

El punto de partida molecular para un proyecto
de ligandos multiples, se genera empleando uno de dos enfoques distintos, ya sea por el diseiio racional
de una combinacién de farmacdéforos o bien la seleccién de bibliotecas de compuestos o farmacos

. 41
conocidos.

Los compuestos hibridos pueden ser construidos por union directa, mediante agentes
espaciadores (linkers) o por traslape de las subunidades farmacoféricas (Figura 2.12). *° Estas dos
subunidades deben estar situadas a una distancia adecuada para que interaccionen de manera eficaz con
los sitios activos de enzimas y/o receptores. % Cabe mencionar que la mayoria de las moléculas disefiadas
por este método usan un grupo éster como agente espaciador, el cual es escindido por accién de las
esterasas presentes en plasma, liberando asi a los dos farmacos que, posteriormente, pueden actuar de
manera independiente. *!
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Farmaco A /-—-\

S
Férrﬁaco B \\J - ’ Grupos
e \ farmacofaricos bceptor B
.\\\ 7 /
: ! [ spacer m—
Hibrido AB Hibrido A/B A-espaciador-B

Figura 2.12. Técnicas de hibridacién molecular. Hibrido AB (izquierda) obtenido por unién directa
de las subunidades farmacofoéricas; hibrido A/B (centro) obtenido por traslape de subunidades
farmacoféricas; hibrido A-B (derecha) obtenido empleando un linker. 4

Dado que las dianas bioldgicas sobre las que actian las moléculas hibridas pueden estar o no
relacionadas, es necesaria una clasificacién mecanistica. Esto da lugar a tres tipos de hibridos
(Figura 2.13): tipo A (una sola diana y ambas porciones interactian en el mismo sitio activo de la diana);
tipo B (dos dianas bioldgicas no relacionadas y ambas porciones interactian en el sitio activo de las
mismas de manera independiente) y tipo C (dos sitios de la misma diana y las dos porciones de la
molécula hibrida actdan al mismo tiempo). ***

Debido a su amplia disposicion, particularmente en mamiferos, los esteroides han sido empleados
en la construccién de sistemas hibridos. Algunos ejemplos de agentes anticancerigenos mas comunes que
se han combinado con vectores esteroideos son las nitrosoureas, aminoacidos N-protegidos o péptidos,
productos naturales como geldanamicina e isocianatos y algunos metalofarmacos como el cisplatino
(Figura 2.14). 38,39

Figura 2.13. Tipos de interaccidn que presentan las moléculas hibridas.

Tk

Tipo A: solo una diana bioldgica.
Diana 1 ‘ Diana 1
ﬂ \_/—. Tipo B: dos dianas bioldgicas no relacionadas
Diana 1° Diana 2

|

Tipo C: dos dianas bioldgicas relacionadas.

Diana 1 Diana 2
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Figura 2.14. Ejemplos de moléculas hibridas teniendo el esqueleto ciclopentanoperhidrofenantreno como
estructura base. A) Hibrido de progesterona con adenina como inhibidor de la glicoproteina P que presenté la
mayor actividad sobre células de leucemia humana K562/R7 resistentes. B) Hibrido de testosterona con
geldanamicina, es activo contra células de cancer de mama (MCF-7). 38

2.6. Isosterismo y bioisosterismo

El isosterismo fue inicialmente un concepto puramente quimico, en un intento de aplicar a las
moléculas el hecho de que, en el caso de los dtomos, una distribucién electrdnica similar conduce a
propiedades similares. Asi, Langmuir observd la semejanza de propiedades fisicoquimicas (densidad,
solubilidad, etc.) que presentan ciertas moléculas, como el nitrégeno y el mondxido de carbono. Atribuyd
dicha semejanza a que estos compuestos poseen el mismo numero de atomos y de electrones de valencia
y los definié como isésteros. *

En 1925, H.G. Grimm formulé la Ley de desplazamiento del hidruro (Tabla 2.3), la cual extendio el
concepto de isosterismo a especies que teniendo diferente nimero de dtomos, poseen el mismo nimero
de electrones de valencia. Por ejemplo, si se parte del ion 0> y se afiade un protén a su ndcleo, resulta el
anion F; por otra parte, si se une un protdn a la capa de electrones de valencia resulta el anién OH".
Ambas especias son isoelectronicas y muestran una considerable semejanza en sus propiedades quimicas,
por lo que pueden considerarse isOsteras. Esta comparaciéon entre los aniones F y OH sugiere que un
atomo es isdstero de la especie que resulta al agregar un protdn y dos electrones al &tomo que le precede
en el sistema periddico. 3

Algunos dtomos y grupos isdsteros se muestran a continuacion:

Monovalentes: H, F, Cl, Br, I, OH, SH, NH,, CH3, CFs.
Divalentes: -Se-, -S-, -CH=CH-, -O-, -NH-, -CH,-, -CF,-.
Trivalentes: -CH=, -N=, -P=, -As=.

Tetravelentes: =C=, =N=, =P=, C, Si.

il L S
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Tabla 2.3. Ley del desplazamiento de “hidruro” de Grimm.

H | CH, NH, OH, FH,
H | » CHs NH; OH3"
H | ,» CH, NH,"

Existen también isdsteros no cldsicos, definidos como dtomos o grupo de atomos que no cumplen
con las propiedades electrénicas y estéricas para definir un iséstero cldsico, sin embargo comparten
propiedades fisicas y quimicas (acidez, polaridad, capacidad para formar puentes de hidrégeno, etc.). ®

El fendmeno por el que dos compuestos de estructuras relacionadas presentan propiedades
semejantes fue descrito por Friedman como bioisosterismo. Un bioisdstero se define como un grupo que
puede usarse para sustituir a otro dentro de una molécula manteniendo la actividad biolégica de ésta.
Friedman también considerd que los isdsteros que presentan actividad biolégica opuesta (antagodnica)
deben ser contemplados como bioisdsteros, ya que estos compuestos generalmente actlan sobre el

. iy . 43,44
mismo sitio activo del receptor.

2.7. Derivados de 1,2,4-triazol

En nuestro grupo de trabajo se han desarrollado derivados de DHEA con un anillo 1,2,4-triazol en
el carbono C-17 y ésteres aromaticos y alifaticos en el carbono C-3 del esteroide (Tablas 2.4 y 2.5), los
cuales mostraron una importante actividad bioldgica sobre lineas celulares de cancer de préstata (PC-3),
cancer de mama (MCF-7) y cancer de pulmdn (SKLU1). En estos compuestos se observé la influencia del
sustituyente en posicién para del anillo aromatico, observdndose que el orden de citotoxicidad en las
lineas antes mencionadas es: -CF3> -CN> -NO,>-H> -CH3> -OCHj, 0 mientras que para los compuestos con
ésteres alifaticos se observo la influencia de la elongacién de la cadena sobre la actividad de la enzima
17B-HSD, ya que conforme aumenté el nimero de metilenos (-CH,-) la actividad fue decayendo (Tabla
2.5). %
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Tabla 2.4. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento en lineas celulares cancerosas promovido por derivados de DHEA

con un grupo 1,2,4-triazol en C-17 y benzoatos en C-3. 60

.

Compuesto Sustituyente (R) % de inhibicion del crecimiento en lineas celulares de cancer (50 uM)
MCF-7 SKLU-1

Tl -OCH;3 SA 23.0£3.6 9.2+ 0.1
T2 -CH; 3.1+ 0.3 48.7+ 5.7 68.0£ 4.2
T3 -H 21.8+£8.1 33.5+£7.0 39.7£0.2
T4 -CN 100 100 89.91£5.9
T5 -NO, 85.7+14.3 100 100

T6 -CF3 100 100 89.1+ 7.0
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Tabla 2.5. Concentracién inhibitoria 50 (Clsp) sobre la enzima 17f-HSD promovido por derivados de DHEA con un
anillo 1,2,4-triazol en C-17 y ésteres alifaticos en C-3. 16

27

Compuesto Sustituyente (R) Clso (nM)
Va H 0.13
Vb -CH; 0.12
Vc -CH,CH; 0.15
vd ~(CH,),CH; 0.18
Ve ~(CH,)3CH3 0.28
vf ~(CH,)4CH; 0.38
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3. Hipétesis

Con base en todo lo anterior, si los nuevos derivados de DHEA contienen en su estructura el anillo
heterociclico de 1,2,4-triazol en C-17 y ésteres de acido cinamico en C-3, obtenidos mediante la técnica de
hibridacion molecular, entonces la actividad antiandrogénica de éstos derivados se mantendra o superara
a la actividad antiandrogénica mostrada por cada una de las entidades.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Sintesis y evaluacion bioldgica de nuevos derivados de la deshidroepiandrosterona (DHEA) con el
nucleo de 1,2,4-triazol en el carbono C-17 del esteroide, asi como ésteres de acido cinamico en el carbono
C-3 para que sean evaluados en estudios in vivo e in vitro.

4.2. Objetivos particulares

1. Sintetizar derivados de DHEA con un grupo triazol en C-17 y ésteres de 4cido cindmico en
C-3 (6a-6i).
6a: X=H R=Me
6b: X=Me R=H
6¢: X=H R=H
6d: X=F R=H
6e: X=ClI R=H
(ﬁ 6f: X=Br R=H
W o 6g: X=CHO  R=H
X i 6h: X=CF, R=H
Compuestos 6a-6i 6i: X=OMe R=H
2. Sintetizar un derivado de DHEA con un grupo imidazol en C-17 y el alcohol libre en C-3.
Compuesto 7
3. Sintetizar un derivado de DHEA con un grupo benzimidazol en C-17 y el alcohol libre en C-3.

Compuesto 8
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4. Someter a evaluacion biolédgica los compuestos obtenidos:

a) Ensayos in vitro:

b) Ensayos in vivo:

Determinacion de la concentracidn inhibitoria 50 (Clso) sobre las
enzimas 5-AR tipo 2 y 17B-HSD.

Determinacidon del porcentaje de inhibicién del crecimiento sobre
lineas celulares de cancer de préstata (PC-3 y LNCaP) asi como en
lineas celulares sanas (1774).

Determinaciéon del peso de la préstata, didmetro de la mancha
pigmentada y peso de vesiculas seminales en hamsteres castrados.
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5. Analisis de Resultados

5.1. Parte quimica

Los nuevos derivados fueron obtenidos mediante la siguiente ruta de sintesis:

DHEA (1) 2 3

f |67% g | 52%

6a: X=H R=Me 46%
6b: X=Me R=H 32%
6c: X=H R=H 30%
6d: X=F R=H 48%
6e: X=ClI R=H 69%
6f: X=Br R=H 30%
6g: X=CHO R=H 57%
6h: X=CF, R=H 62%
6i: X=OMe R=H 26%

Esquema 5.1. Reactivos y condiciones de sintesis. a) Acido férmico, 40°C, 45 min.; b) POCls/DMF, CHCl5;, 80°C, 10 h;
¢) H,S0,, CH3COCH; /H,0, 90°C, 2.5 h; d) 1,2,4-triazol, Na,COs, DMF, 70°C, 5.5 h; e) trans-XC¢H,CH=CR-COOH, DCC,
DMAP, CHCI3, 2h; f) 1,3-imidazol, Na,COs, DMF, 80°C, 6 h; g) Benzimidazol, Cs,COs;, DMF, 60°C, 2h.
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Para la obtencién de los nuevos derivados se empled deshidroepiandrosterona (DHEA) como

materia prima.

De acuerdo con el Esquema 5.1, el compuesto 2 fue obtenido por medio de una reaccién de
esterificacion de Fisher y su presencia se comprobd, en primera instancia, por espectroscopia de IR. La
ausencia de una banda alrededor de 3300 cm™ fue un indicativo de que no existia el alcohol de la posicién
C-3 del esteroide y la existencia de dos bandas alrededor de 1736 y 1702, caracteristicas de la vibracidn
del grupo carbonilo (C=0), correspondientes a cetona y formiato, respectivamente.

La RMN-"H confirma la presencia del éster con una sefial multiple en un desplazamiento de 4.77-
4.69 ppm que corresponde al proton del C-3 (H-3) del esteroide, asi como el desplazamiento de la sefal
simple en 8.03 ppm, que pertenece al protén del formiato. La sefial doble en 5.42 ppm fue asignada al
protdn de C-6. Las sefiales simples correspondientes a los metilos de las posiciones 18 y 19 presentaron un
desplazamiento de 0.89 y 1.05 ppm, respectivamente. Por su parte, la RMN-"3C evidencia la presencia del
compuesto 2 presentando una sefal con un desplazamiento de 160 ppm que corresponde al carbono
carbonilico del éster.

En cuanto a la espectrometria de masas, se observé el ion molecular ([M+1]) con una relacién m/z
317 y un pico base de 271, el cual se propone es debido a la pérdida del fragmento CHOO'.

La obtencién del derivado 17-clorovinilformilo (3) se llevéd a cabo mediante la reaccién de
Vilsmeier-Haak en la cual se empled oxicloruro de fosforo (POCls) y N’,N’-dimetilformamida (DMF) para la
obtencidén de un grupo formilo a, B insaturado en C-16 y un dtomo de cloro en C-17; este compuesto es un
intermediario clave para reacciones de adicidn-eliminacién en C-17.

En la espectroscopia de IR, la ausencia de la banda alrededor de 1730 cm™ indica la desaparicién
del grupo cetona en el carbono C-17, mientras que la aparicion de una banda en 1665 cm’ se atribuye a la
presencia del grupo carbonilo a, B insaturado perteneciente al aldehido, asi como en 2730 cm™ una sefial
debido a la vibracion C-H del grupo formilo conocida como resonancia de Fermi.

En la espectroscopia de RMN-'H, la incorporacién del grupo formilo a,p insaturado se hace
evidente con la presencia de una seiial simple en 9.98 ppm. En RMN-"3C las sefales gue se encuentran en
188.17 ppm, 162.36 ppm y 136.56 ppm, confirmaron la presencia de un grupo carbonilo a, B insaturado
por adicidn de un grupo formilo sobre el carbono C-16.

El compuesto 4 se obtuvo con un alto rendimiento (91%) mediante una reaccién de hidrdlisis bajo
condiciones &cidas. La espectroscopia de IR presentd una sefial en 3417 cm™ correspondiente a la
vibracién O-H del alcohol obtenido en C-3.

Por su parte, en RMN-'H se indica la ausencia del grupo formiato, lo que se hace evidente cuando
el desplazamiento de la sefial multiple pasa de 4.77-4.69 en el intermediario 3, a 3.59-3.44 ppm en el
intermediario 4 para el protdn en la posicién C-3. Lo mismo ocurre en RMN-C, ya que la sefial en 73.74
ppm pasa a 71.71 ppm para el carbono C-3, esto aunado a la desaparicion de la sefial en 160.68 ppm del
carbonilo del éster. La aparicion del ion molecular 334 m/z en espectrometria de masas confirma,
también, la obtencion del intermediario 4.
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La sintesis del intermediario 5, asi como de los compuestos finales 7 y 8, involucrd una reaccién de
adicién-eliminacidn sobre el carbono C-17 del nucleo esteroidal. Para ello se empled carbonato de sodio o
de cesio para llevar a cabo la abstraccion del protén del azol y posteriormente llevar a cabo una reaccién
de sustitucién nucleofilica-vinilica sustituyendo al &tomo de cloro en C-17.

La espectroscopia de IR para los tres derivados mostré sefiales alrededor de 3360-3300 cm™

correspondientes a vibraciones del grupo O-H, confirmando la presencia de este grupo en C-3. Sefiales
entre 3180-3085 cm™ pertenecientes al sistema aromatico (=C-H); para el compuesto 7, una sefial en 649
cm™ por la presencia del imidazol; para el compuesto 8, dos sefiales en 853 cm™y 737 cm™ debidas a la
presencia del bencimidazol.

En RMN-'H, para estos compuestos, se observa una sefial simple en 10.11-9.60 ppm que se
atribuye al protén del grupo formilo en C-16, ademas de sefiales simples para los compuestos 5y 7 en la
zona de protones aromaticos entre 8.40 -7.11 ppm, mientras que aparicion de sefiales dobles de dobles
(dd) para los protones del grupo bencimidazol con desplazamientos que van de 7.98 a 7.35 ppm del
compuesto 8.

En la Tabla 5.1 se ilustran la asignacién de sefales asi como los desplazamientos quimicos mas
. . 1 . . . .
representativos obtenidos en RMN-"H para los intermediarios 2-5 y compuestos finales 7 y 8.

En RMN-"°C, para el compuesto 5 aparecio una sefial con desplazamiento de 153.18 ppm, la cual se
asigné a los carbonos equivalentes (A y B) del anillo de triazol, mientras que para el compuesto 7 las
sefiales de los carbonos del nucleo de imidazol (A-C) se ubican con desplazamientos que van de 137-120
ppm; en el compuesto 8, los desplazamientos correspondientes a los carbonos del nucleo de benzimidazol
(B-E) abarcan de 124-122 ppm, mientras que el carbono A se desplazd hacia campo bajo (141 ppm). En la
Tabla 5.2 se enlistan los desplazamientos quimicos mas representativos en RMN-"2C para los compuestos
2-5,7y8.
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Tabla 5.1. Desplazamientos quimicos (8, ppm) en RMN-'H de los intermediarios 2-5 y compuestos finales 7y 8.

Compuesto Estructura
H-18
1.05
2 (s, 3H)
0.89
3 (s, 3H)
0.99
(s, 3H)
4
1.06
5 (s, 3H)
1.05
7 (s, 3H)
1.05
(s, 3H)
8

H-19

0.89
(s, 3H)

1.07
(s, 3H)

1.05
(s, 3H)

1.19
(s, 3H)

1.07
(s, 3H)

1.05
(s, 3H)

Protén
H-3 H-6
4.69-4.77 5.4
(m, 3H) (d, J=4.7
Hz, 1H)
4.69-4.77 5.41
(m, 3H) (d, J=4.7
Hz, 1H)
3.59-3.44 5.36
(m, 1H) (s, 1H)
3.63-3.40 5.38
(m, 1H) (d, J=3.6
Hz, 1H)
3.53 5.38
(m, 1H) (dd, J=3.2,
2.1Hz, 1H)
3.55 5.40 (s,
(m, 1H) 1H)

9.98
(s, 1H)

9.98
(s, 1H)

10.11
(s, 1H)

9.73
(s, 1H)

9.59 (s,
1H)

Otros

8.03
(s, 1H, 3-
CHOOR)

8.03
(s, 1H,
3-CHOOR)

8.41

(s, 1H, H-B);
8.11

(s, 1H, H-A)

7.63

(s, 1H, H-B);
7.22

(s, 1H, H-C);
7.11

(s, 1H, H-A)

7.98
(s, 1H, H-A);
7.85
(dd, J=7.0,
2.8 Hz, 2H,
H-B, H-E);
7.35
(dd, J=6.0,
2.9 Hz, 2H,
H-C, H-D)
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Tabla 5.2. Desplazamientos quimicos (8, ppm) en RMN-"C de los intermediarios 2-5 y compuestos finales 7 y 8.

Compuesto Estructura

C-18
2 13.69
3 18 15.12
4 18 15.13
N 16.12

5 BY A
7 N—a 16.31

B¢/
18 < B

8 B 19.46

C-19

19.47

19.34

19.45

19.44

20.61

20.67

C-3

73.81

73.74

71.71

71.66

71.65

71.62

Carbono

C-6

122.36

122.32

121.04

120.98

120.97

120.63

188.17

188.23

189.24

187.83

187.91

C-17

221.06

162.36

162.49

156.91)

160.81

141.66

Otros

160.71
(3-COOR)

160.68
(3-COOR),
136.56 (C-16)

141.22
(C-5);
136.59
(C-16)

153.18 (C-A);
153.18 (C-B);
141.20 (C-5);
132.50 (C-16)

141.22 (C-5);

137.96 (C-B);
134.07 (C-16);
130.86 (C-A);
120.09 (C-C)

141.26 (C-A);
124.91 (C-C);
123.66 (C-D);
122.68 (C-B);
120.92 (C-E)
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5.1.1. Derivados 3B-cinamoiloxi-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6a-6i).

Los compuestos 6a-6i fueron obtenidos a través de la reaccion de Steglich 49 para la cual se hizo
reaccionar el compuesto 5 con diciclohexilcarbodiimida (DCC), N’,N’-dimetilaminopiridina (DMAP) y el
acido cinamico correspondiente, en cloroformo como disolvente. Los rendimientos obtenidos van de 26%
a 69% generando, en la mayoria de los casos, un sélido color blanco.

La incorporaciéon del acido cinamico (y acido a-metilcindmico para 6a) para obtener un éster se
demostro, inicialmente, por la espectroscopia de IR en la cual desaparecié la banda de 3300 cm™ de la
vibracion O-H para el intermediario 5, asi como la presencia de sefales en un rango de frecuencia de
3167-3100 cm™ que corresponden a vibraciones =C-H del anillo aromatico, la intensa sefial alrededor de
1700 cm™ del grupo C=0 del éster y sefiales confirmatorias de sustitucion 1,4 del anillo aromatico entre
830y 760 cm™.

En RMN-'H continta la sefial simple alrededor de 9.80 ppm que corresponde al protén del grupo
formilo del carbono C-16 y las dos sefiales simples entre 8.42 y 8.12 ppm de los protones del anillo de
1,2,4-triazol. Los desplazamientos en un intervalo de 7.67-7.62 ppm y 6.53-6.28 ppm, con constantes de
acoplamiento de 16 Hz, fueron asignados a los protones B’ y A’; asimismo, se observan claramente los
protones del sistema aromatico en un intervalo de 7.52-7.42 ppm para los protones 2’ y 6’, y en un
intervalo entre 7.38-6.89 ppm para los protones 3’ y 5’. Para los compuestos 6a y 6b hay presencia de una
sefal simple con un desplazamiento de 2.10 y 2.37 ppm, respectivamente, correspondientes al grupo
metilo que tienen ambos compuestos en su estructura, en posicién alfa al carbonilo del éster para el
compuesto 6a y en posicion para en el anillo aromatico para el compuesto 6b. En el derivado 6d, que
contiene al atomo de fluor, se observa el acoplamiento H-F, al igual que el compuesto 6h con valores de
constante de acoplamiento J=5.6 y 2.5 Hz, respectivamente, para los protones 2’-6’. El compuesto 6g
presenté una sefal simple con un desplazamiento de 10.03 ppm que pertenece al protdon del grupo
formilo sustituido en la posicién para del anillo aromatico.

La incorporacion de los ésteres de los compuestos 6a-6i en RMN-">C se evidencié por la presencia
de sefales alrededor de 166 ppm, correspondientes al carbono carbonilico del éster. La aparicion de
sefales en un intervalo de 136-122 ppm concernientes a los carbonos del anillo aromatico y la sefial en
aproximadamente 70 ppm perteneciente al C-3 del esteroide. Las Tablas 5.3 y 5.4 presentan las sefiales
mas representativas en RMN-"H y RMN-"C para los derivados 6a-6i.
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Tabla 5.3. Desplazamientos quimicos (8, ppm) de los compuestos 6a-6i en RMN-'H

6a: X=H R=CH,
6b: X= CH, R=H
6c: X=H R=H
6d: X=F R=H
6e: X=ClI R=H
2 B
N I 6f: X= Br R=H
7t
roA 69:X=CHO  R=H
X4 6'
5 6h:X= CF, R=H
6i: X=OCH, R=H
Compuesto / Sustituyente (X)
Proton .
6a (X=H, 6b 6¢ 6d 6e 6f 6g 6h 6i
R=CH;) (-CHs) (-H) (-F) (-c1) (-Br) (-CHO) (-CFs) (-OCHs)
H-18 1.12 1.11 1.11 1.11 1.11 1.10 1.11 1.11 1.10
(s, 1H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H-19 1.20 1.20 1.21 1.20 1.21 1.20 1.21 1.21 1.20
(s, 1H (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H-3 4.75 4.74 4.76 4.76 4.75 4.74 4.76 4.77 4.74
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H, (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
H-3)
H-6 5.45 5.44 5.45 5.44 5.45 5.44 5.45 5.46 5.44
(d, J=4.0 (d, J=5.0 (s, 1H) (d, J=5.1 (s, 1H) (d, J=4.7 (d, J=5.0 (d, J=4.6 (d, J=4.9
Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H)
H-3’ 7.39 7.18 7.38 7.07 7.35 7.38 7.90 7.63 6.89
v (d, 2H) (d, J=8.0 (s, 3H) (t, 2H) (d,/=8.4  (d, /=84  (d, =83  (d,J=25  (d,J/=8.7
H-5’ Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H)
H-2’ 7.39 7.42 7.52 7.51 7.45 7.51 7.67 7.62 7.47
y (d, 2H) (d,/=8.1  (d,J=3.5 (m, 2H) (d, /=85  (d, /=83  (d,/=5.8  (d,J=5.6  (d,J/=8.7
H-6’ Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H) Hz, 2H)
H-A’ - 6.37 6.42 6.36 6.39 6.40 6.53 6.49 6.28
(d,/=16.0 (d,J/=16.0 (d,J=16.0 (d,/=16.0 (d,J=16.0 (d,J=16.1 (d,J=16.0 (d,J=15.9
Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H)
H-B’ 7.67 7.65 7.67 7.63 7.62 7.60 7.71 7.68 7.62
(s, 1H) (d, /=16.0 (d,J/=16.0 (d,J=16.0 (d,/=16.0 (d, J=16.0 (s, 1H) (d, J=16.2 (d, J=15.9
Hz, 1H) Hz, 1H,) Hz, 1H,) Hz, 1H,) Hz, 1H) Hz, 1H,) Hz, 1H,)
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6a(X=H 6b 6¢c 6d 6e 6f 6g 6h 6i
R=CH;) (-CHs) (-H) (-F) (-c1) (-Br) (-CHO) (-CFs) (-OCH;)
H-A 8.12 8.12 8.12 8.12 8.12 8.12 8.12 8.12 8.12
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H-B 8.42 8.42 8.42 8.43 8.42 8.42 8.42 8.42 8.42
(s. 1H) (s. 1H) (s. 1H) (s. 1H) (s. 1H) (s. 1H) (s. 1H) (s. 1H) (s. 1H)
16-CHO 10.11 10.11 10.12 10.12 10.11 10.11 10.03 10.12 10.11
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
Otros 2.10 2.37 7.38 10.11 3.83
(s, 3H, (s, 3H, (s, 3H, (s, 1H, (m, 1H,
a-CHs); Ar-CHs) H-4") Ar-CHO) OCH;)
7.32
(t, 1H,
H-4")

Tabla 5.4. Desplazamientos quimicos (8, ppm) de los compuestos 6a-6i en RMN-"C

6a: X=H
6b: X=CH,
6¢c: X=H
6d: X=F
6e: X=CI
6f: X=Br
6g:X= CHO
6h:X= CF,

6i: X= OCH,

R= CH,
R=H
R=H
R=H
R=H
R=H
R=H
=H

=H

6a (X=H 6b 6C 6d 6e 6f 68 6h 6i

R=CH;) (-CHs) (-H) (-F) (-cn (-Br) (-CHO) (-CF3) (-OCH)
C-18 16.10 16.11 16.12 16.12 16.12 15.80 16.11 16.13 16.11
C-19 20.60 20.61 20.62 20.61 20.63 20.30 20.62 20.63 20.61
C-3 74.21 73.40 73.86 73.93 74.02 73.71 74.27 74.23 73.63

34



N

iencias
uimicas

5. Andlisis de Resultados

6a (X=H 6b 6¢ 6d 6e 6f 6g 6h 6i
R=CH) (-CHs) (-H) (-F) (-l (-Br) (-CHO) (-CFs) (-OCH)
C-5 132.46 140.19 134.62 132.48 140.10 133.21 137.29 140.02 132.49
C-6 128.36 121.94 121.99 122.02 122.06 121.74 122.14 122.14 121.90
C-3’yC-5’ 129.74 129.74 129.02 116.28 132.52 131.95 130.29 125.98 114.45
116.06
C-2’yC-6’ 128.96 128.17 128.18 130.07 129.33 129.22 128.61 126.02 129.81
129.98
Cc-1 136.08 131.87 132.51 130.82 133.12 133.18 142.93 137.99 127.34
c-4’ 128.47 132.50 130.36 156.88 136.28 124.28 132.49 128.29 161.47
C-A’ 121.91 117.57 118.70 118.41 119.31 119.06 121.92 121.30 116.16
C-B’ 138.70 144.71 144.70 143.41 143.82 142.99 143.83 143.82 144.36
C-A 153.18 153.20 153.21 143.80 153.22 152.89 153.21 153.23 153.21
C-B 143.80 140.77 143.82 140.09 143.24 139.75 140.29 142.81 140.22
16-CHO 189.20 189.18 189.16 189.22 189.16 188.84 189.14 189.15 189.16
3-COOR 168.15 166.68 166.49 166.39 166.23 165.88 165.89 165.90 166.80
C-16 140.20 140.77 140.16 140.09 143.24 139.75 140.00 132.50 140.22
C-17 156.87 156.88 156.88 153.19 156.88 156.55 156.86 156.87 156.88
Otros 14.22 940 === == s e 191.53 122.95 55.50
(a-CHs)  (Ar-CHs) (Ar-CHO) (Ar-CFs) (Ar-OCH;)

El peso molecular de estos compuestos fue confirmado mediante la espectrometria de masas.
Ademas de obtener el ion molecular, en algunos casos, se proponen fragmentos representativos de estos
derivados los cuales se ilustran en el Esquema 5.2.

En todos los casos se propone la pérdida del grupo éster por medio de la ruptura en el enlace C-O
del carbono carbonilico (Fragmentacién “A”) para dar la especie [C¢Hs-CH=CH-CO]" con relacién m/z 131;
se plantea también, la pérdida del grupo éster a través de un re arreglo obteniendo una especie con
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relacion m/z 349 (Fragmentacion “B”). Ademas, es posible la pérdida del nicleo 1,2,4-triazol dando lugar a

un fragmento m/z 431 y el catidn-radical 1,2,4-triazol con m/z 69 (Fragmentacion “C”).

Fragmentacion "C"

L
©A/LO
Cc
—
m/z 431, 1% AR

+

/§N
L NH

m/z 69

m/z 148

m/z 349

Esquema 5.2. Mecanismo de fragmentacién propuesto para los compuestos 6a-6i.

5.2 Parte Bioldgica
5.2.1. Estudios in vitro

5.2.1.1. Concentracion inhibitoria 50 (Clso) de los derivados 6a-6i, 7 y 8 sobre la enzima 5a-reductasa
tipo 2 de prostata humana.

La evaluacidn de concentracidn inhibitoria 50 de la serie 6a-6i y de los compuestos 7 y 8 se llevo a
cabo en el Instituto de Pruebas Bioldgicas en el Laboratorio de Hormonas del Departamento de Sistemas
Bioldgicos en la Unidad Xochimilco de la Universidad Auténoma Metropolita (UAM). La Tabla 5.5 ilustra los
resultados obtenidos de este ensayo.
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Tabla 5.5. Concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de los nuevos derivados de androstano sobre la enzima 5 AR-2.

N . x= -
2 6a: X= H R= CH,

N/N

6b:X=CH, R=H
‘ CHO 6c: X=H R=H
: 6d: X=F R=H

X N0 6e: X=Cl R=H
Xm 6f: X=Br R=H
6g:X=CHO  R=H
6a-6i 6h:X=CF,  R=H

6i: X=OCH, R=H

Compuesto 6a 6b 6¢C 6d 6e 6f 68 6h 6i 7 8 Finasterida
Clso (nM) NA 69 NA 0.149 32 NA 0.97 55 4.18 >100uM  >100uM 8.5
NA= No activo.

En trabajos previos de Relaciéon Cuantitativa Estructura-Actividad tridimensional por el método
SOMFA (self-organizing molecular field analysis, por sus siglas en inglés) de derivados de pregnano vy
androstano, se observd que la presencia de grupos voluminosos y grupos electronegativos en C-3, C-6 y

C-17 favorecen la actividad inhibitoria sobre la enzima 5a-reductasa tipo 2. >

A pesar de que no se
conoce la estructura cristalina de esta enzima, con los resultados presentados en la Tabla 5.5 se puede
inferir que los compuestos desarrollados en este trabajo cumplieron con alguno de los requisitos antes
mencionados, ya que seis (6b, 6d, 6e, 6g, 6h, 6i) de los once compuestos finales inhibieron la actividad
catalitica de la isoenzima 2, teniendo en comun la presencia de un anillo aromatico unido al esqueleto
esteroidal mediante una funcion éster en C-3. Ademads, los compuestos 6d y 6g fueron los que
presentaron una menor Clsg, teniendo en comuin que ambos tienen un grupo electronegativo unido al
anillo aromatico. Los derivados 7 y 8, que no cuentan con el grupo cinamato en C-3, no presentaron

actividad bioldgica sobre la enzima.

Cabe destacar que los compuestos 6d, 6g y 6i tuvieron una Clsg menor a la que se reporté para el
farmaco de referencia, Finasterida (8.5 nM).

Como se menciond anteriormente, el compuesto 6d, que cuenta con un dtomo de flior en la
posicion para del anillo aromatico, fue el que presentd la menor Clsy sobre la actividad de la enzima,
siendo este compuesto el mds activo. El dtomo de fldor suele ser muy usado en la busqueda de agentes
terapéuticos debido a sus caracteristicas quimicas. Contrario a lo que se piensa, el fllor estd mas
relacionado, en cuestidon de radio de Van der Waals, con el oxigeno que con el hidrégeno. Ademas, cuando
estd unido al &tomo de carbono se crea un momento dipolar muy grande alrededor de este enlace debido
a la diferencia de electronegatividad entre estos 4tomos. Este dipolo puede contribuir a la capacidad de la
molécula para que presente mejores interacciones intermoleculares; aunado a esto, el fllor es capaz de
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formar puentes de hidrégeno los cuales son mas débiles que los que se forman entre H-O pero son lo

suficientemente fuertes para contribuir a la unién de estos derivados fluorados con su sitio receptor. >*
Los mismos criterios aplican para el grupo CF; (6h), el cual es un iséstero de CHs e iséstero no cldsico del Cl
(6e) y del ciano (CN). El cloro (6e) y el formilo (6g) como grupos sustituyentes, son grupos
electroatractores los cuales modifican la densidad electrénica del anillo aromatico llevando a una
modificacion en la forma de interaccién de éste con su sitio receptor, ademads de que el grupo formilo en
si, es capaz de formar puentes de hidrégeno. El cloro sin embargo, debido a su naturaleza hidrofdbica

. . oy . ) . 44,51
puede presentar interacciones con sitios hidrofébicos de la enzima. ™

Por su parte, el metilo también es
un sustituyente hidrofébico que se puede unir a sitios de esta naturaleza mediante interacciones

hidrofébicas o de Van der Waals. **

De manera general, es posible que para que exista una mejor inhibicidon de la enzima 5AR-2 por
parte de estos derivados, ademads de contener un grupo hidrofébico directamente unido a la posicién C-3
del esteroide, como lo es el cinamato, también sea necesario que este mismo grupo se encuentre
sustituido en posicidn para del anillo aromatico con grupos aceptores de puentes de hidrégeno (puentes
de hidrégeno no clésicos en el caso del flior).

5.2.1.2. Ensayo de inhibicion de la enzima 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa de los nuevos derivados
(6a-6h).

Existen dos rutas mediante las cuales es posible la sintesis de DHT, una de ellas a partir de
androstenediona, que por accién de la enzima 5a-reductasa se transforma en 5a-androstandiona y a su
vez es transformada a DHT por accidn de la enzima 17B-HSD. La segunda ruta comprende la sintesis de
testosterona a partir de androstenediona por acciéon de 17B-HSD y la posterior conversion a DHT

catalizada por 5AR (Esquema 5.3). **>

Se ha reportado la inhibicion de la enzima 17B-HSD por sustratos
estructuralmente diferentes, los cuales han sido divididos como inhibidores esteroideos (Acetato de
Medroxiprogesterona) y no esteroideos (agentes antiinflamatorios y analogos). >* En estudios previos
realizados en el grupo de investigacion del Dr. Bratoeff, se encontré que derivados del androstano con el
anillo de 1,2,4-triazol en C-17 y ésteres alifaticos en C-3 del esteroide presentaron actividad inhibitoria
sobre esta enzima. '® En otros estudios realizados por el grupo de investigacién del Dr. Gobec se observo
que derivados del 4cido cindmico eran capaces de inhibir la actividad de esta enzima. > La obtenci6n de
los nuevos derivados se basé en la técnica de hibridacion molecular, con la cual se esperaba actividad
bioldgica de los compuestos sobre la enzima 17B-HSD, no obstante, ninguno de los compuestos presento

actividad inhibitoria sobre la misma.
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17f - HSD
—_—
o/ O/
Androstenediona (4-diona) Testosterona
5a-reductasa 5a-reductasa

50— androstandiona DHT

Esquema 5.3. Participacion de 17B-HSD en la sintesis de DHT.

En trabajos realizados por Qiu > y colaboradores, considerando la estructura cristalina del
complejo ternario Enzima-androstenediona-NADP, se determinaron los detalles de las interacciones
responsables del reconocimiento enzimdatico, lo cual puede ser de utilidad para el disefio de nuevos
inhibidores de esta enzima. En el complejo ternario se observd que, debido al impedimento estérico del
sustrato (androstenediona), una vez que ha sido reconocido por los residuos Trp227 y Phe306, éste solo
puede entrar a la cavidad del sitio de unidn del sustrato con el grupo cetona del carbono C-17 orientado
hacia el sitio catalitico de la enzima, y con la cara alfa orientada hacia el anillo de nicotinamida del cofactor
NADP. Para los nuevos derivados obtenidos en este trabajo, se presume que el modo de unién del ligando
con el sitio activo de la enzima no cumplid con este requisito aunado a que el volumen del sustituyente en
C-3 impide tal interaccidn y por tales motivos fueron inactivos.

5.2.1.3. Ensayo de citotoxicidad de los nuevos derivados (6a-6i, 7 y 8) y de los intermediaros (4 y 5).

La evaluacién del porcentaje de inhibicién de la serie 6a-6i, de los productos finales 7 y 8 y de los
intermediarios 4 y 5, se llevd a cabo en la Unidad de Pruebas Bioldgicas del Instituto de Quimica, UNAM,
mediante el método de Sulforrodamina B °! sobre lineas celulares de cancer de préstata humana, LNCaP
(sensible a andrégenos) y PC-3 (independiente de andrdgenos). Ademas se evalud la actividad citotdxica
de los mismos frente a cultivos primarios de macréfagos murinos (J774), mediante el modelo MTT, o1 para
determinar toxicidad en células normales. Los resultados estdn reportados como porcentaje de inhibicién
con su respectivo error estdndar medio (EEM). Los compuestos fueron comparados con el Ketoconazol, el
cual ha sido empleando en la terapia para el tratamiento de cancer de préstata. % La Tabla 5.6 (serie 6), la
Tabla 5.7 (productos finales 7 y 8 e intermediarios 4 y 5) y el grafico 5.1 muestran los valores de inhibicion
obtenidos a concentracion 50 uM y a 25 pM, en algunos casos, para cada compuesto obtenido.
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Tabla 5.6. Porcentaje de Inhibicién de crecimiento promovido por los compuestos 6a-6i y Ketoconazol sobre lineas

celulares de cancer de préstata (PC-3 y LNCaP) y células sanas (J774).

6a: X=H
6b: X= CH,
6¢c: X=H
6d: X=F
6e: X=CI
6f: X=Br
6g:X= CHO
6h:X= CF,

6i: X= OCH,

R= CH,
R=H
R=H
R=H
R=H
R=H
R=H
R=H

R=H

6a 6f 6g 6h 6i KTZ
38.8
PC-3 31.3 44.7 100 100 NC  4001*
+8.6 +15.2
LNCaP 35.8 26.0 97.8 53.8 NC 100
+3.4 +7.3 +2.1 +10.7
29.3 10.6 91.9 100 NC 76.5
1774 +6.9 +2.1 +2.1 +3.0*

NC= No citotoxico; * Concentracién= 25uM; KTZ= Ketoconazol
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Tabla 5.7. Porcentaje de inhibicidon de crecimiento mostrado por los compuestos 7 y 8 e intermediarios 4 y 5, sobre
lineas celulares de cancer de prostata (PC-3 y LNCaP) y células sanas (J774).

N
7: R= «@

4: R= Cl
W
N
e (T
W\ N
MW

4 5 7 8 KTZ
95.1+1.4* 68.4+6.1 71.86.6 93.246.7 38.8+0.01*
PC-3
100* 88.6+11.2 28.7+2.8 88.7+11.3 100
LNCaP
98.7+1.2%* 46.1+2.2 89.245.6 58.3+2.2 76.5+3.0%*
1774

NC = No citotdxico; *Concentracién=25 uM; KTZ= Ketoconazol

Porcentaje de inhibicion de nuevos derivados de DHEA

120
100
S 80
9
] H PC-3
£ 60
= kd LnCaP
el
x 40 L11774
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Grafico 5.1. Porcentaje de inhibicidn de los nuevos derivados de DHEA sobre lineas celulares de cancer

de prostata (PC-3 y LNCaP).
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Para la linea PC-3, todos los derivados, tanto intermediarios como productos finales (a excepcién

de 6a y 6i), presentaron un porcentaje de inhibicién por arriba del 50%, y aquellos compuestos con una
concentracién de 25 pM (6d y 4) tuvieron un valor superior (100% y 95%, respectivamente) al del farmaco
de referencia Ketoconozol (38.8%).

Los compuestos 6b, 6d, 6e, 6g, 6h y 8 asi como el intermediario 4 mostraron un porcentaje de
inhibicion mayor o igual al 85%, para la linea celular PC-3, y el derivado 6e mostro selectividad hacia esta
linea celular con respecto LNCaP y J774. Estos resultados sugieren a estos nuevos derivados como
candidatos en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de cdncer de prdstata e
hiperplasia prostatica benigna.

Los derivados 5, 7 y 8, que tienen un grupo azol, y un dtomo de Cl en el caso del compuesto 4,
unido al carbono C-17 del esteroide asi como el alcohol libre en C-3 mostraron buena actividad citotdxica
sobre ambas lineas celulares cancerosas, siendo 4 y 8 los dos derivados mds potentes de esta serie. Al
revisar sus valores de Log P (Tabla 5.9) notamos que ambos compuestos fueron los que presentaron los
valores mds altos de este pardmetro (2.39 y 3.0, respectivamente), con respecto a 5 (1.02) y 7 (1.51). Por
lo tanto, se puede teorizar que la actividad de estos compuestos esta relacionada con la lipofilia, siendo
los derivados 4 y 8 lo suficientemente permeables para atravesar la membrana celular y llegar al sitio
activo de la célula.

Para la linea LNCaP, ninguno de los compuestos presentd una potencia mayor a la del Ketoconazol
(100%); no obstante, nuevamente los compuestos 6b, 6d, 6g, 4, 5 y 8 son los que presentaron la mejor
actividad citotoxica (>85 % de inhibicion), y en este caso el intermediario 5 fue quien presento selectividad
hacia esta linea celular con respecto a PC-3 y J774.

Al realizar un andlisis mas minucioso y comparar estos resultados con los reportados en el ensayo
de concentracion inhibitoria 50 de la enzima 5a-reductasa 2, observamos que los compuestos que
exhibieron una mejor actividad citotoxica sobre las dos lineas celulares de cancer de prostata (6b, 6d, 6e,
6g), son los mismos que mostraron la mejor actividad inhibitoria sobre la enzima antes mencionada. Cabe

66-68

sefialar que en ambas lineas celulares se expresan las tres isoformas de la enzima 5a-reductasa, lo

gue sugiere que los nuevos derivados pueden estar actuando via inhibicidn de esta enzima.

Con base en estas observaciones, se puede predecir que la presencia de grupos voluminosos en
C-3 y C-17 del esteroide, asi como la presencia de sustituyentes electroatractores en la posicion para del
anillo aromatico, favorecen la actividad bioldgica de estos compuestos.

5.2.2. Estudios in vivo.
5.2.2.1. Determinacion de la actividad antiandrogénica de los derivados de 1,2,4-triazol (6a-6h).

Este ensayo se llevé a cabo en el Instituto de Pruebas Bioldgicas en el Laboratorio de Hormonas del
Departamento de Sistemas Bioldgicos en la Unidad Xochimilco de la Universidad Auténoma Metropolitana
(UAM). En este estudio se emplearon hamsteres machos de la cepa Syrian Golden (150-200 g de peso) y se
realiz en 11 grupos de 3 animales por experimento. Estos fueron gonadectomizados 30 dias antes del
experimento, manteniéndolos a una temperatura controlada de 22°C y en periodos de luz-oscuridad por
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12 hrs, la comida y el agua fueron suministradas ad libitum diariamente. Durante 6 dias se administré por
via subcutanea:

e Un grupo control: 200 pL de aceite de sésamo (vehiculo).
e Unsegundo grupo: 200 ug de testosterona en 200 uL de aceite de sésamo

e Un tercer grupo: 200 pg de Finasterida mas 200 pg de testosterona en 200 ulL de aceite de
sésamo.

e Ocho grupos a los cuales se les administré 200 ug de testosterona mas 400 pg de los derivados
de 1,2,4-triazol (6a-6h).

Los resultados obtenidos de este ensayo se resumen e ilustran en la tabla 5.8 y en los graficos 5.2
(diametro de mancha pigmentada) y 5.3 (tamanfio de la prdstata y vesiculas seminales).

Tabla 5.8. Actividad antiandrogénica de los derivados 6a-6h.

6a: X=H R=CH,

6b: X=CH, R=H

6¢c: X=H R=H
6d: X=F R=H
6e: X=CI R=H
6f: X=Br R=H

6g:X= CHO R=H
6a-6h 6h:X= CF, R=H

Peso de las vesiculas
seminales (mg)

Tratamiento Diametro de la mancha Peso de la préstata (mg)

pigmentada (mm)

' CONTROL  195:08 46.2+12.2 92.8+13.8

T 3.6+1.5 83+15.96 169.1+52
T+F 3.9:0.6 69.5+23.9 110.9+33.15
T+6a 3.5:0.32 84.1849.1 174.25+19.4
T+6b 4.13£1.2 72.90£10.5 173.4+30.3

T +6¢ 3.16+1.15 75.5+16.74 154.7450
T +6d 2.5+1.35 69.33+8.64 137.8+33.3
T+6e 2.33+1.9 74.75+25.9 177.48+19.6

T +6f 3.5+1.5 85.012.0 178+24

T+6g 2.41+1.9 93.1#35.4 183.2422.9
T+6h 2.7+1.26 59.43+0.7 198.3462.5

T= Testosterona; F= Finasterida
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5.2.2.1.1. Didmetro de la mancha pigmentada

Efecto de los derivados de 1,2,4-triazol (6a-6h) sobre

el diametro de la mancha pigmentada (mm)

5
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£
o 3
b 2
S j
a
O -
> > S ) 2\
é&o X @ v@ x@,\ x@\ q,e\(' ,:3‘\ & v\«
& «xb'b «xb < < KX & oo «xb

Diametro de la mancha pigmentada (mm)

Grafico 5.2. Actividad antiandrogénica de los compuestos 6a-6h mediante la determinacién del diametro de la
mancha pigmentada.

En este ensayo se determind la actividad de los compuestos sobre los érganos flanco, que se
encuentran en la parte dorsal de la piel del roedor y que son andrégeno-dependientes. Cuando los
organos flanco de un hamster castrado son tratados con testosterona, éstos tienden a hacerse mas
grandes y obscuros; la actividad de la isoforma 1 de la enzima 5a-reductasa se hace presente en esta zona.
Al comparar la actividad presentada por los compuestos con respecto a la presentada por la Finasterida
(Grafico 5.2), todos (excepto 6b), tuvieron un efecto en la disminucién del didmetro de la mancha
pigmentada, lo que es un indicativo de que, probablemente, estos compuestos estan actuando sobre la
isoenzima 1 de la 5a-reductasa.

5.2.2.1.2. Peso de la préstata y de vesiculas seminales

Otros dos ensayos que se llevaron a cabo para la determinacion de la actividad antiandrogénica de
los nuevos derivados de DHEA, fueron la determinacion del peso de la prdstata y de vesiculas seminales
(Grafico 5.3). En ambos érganos se encuentra activa la isoforma 2 de la enzima 5a-reductasa, pero a
diferencia de la prostata, la concentracion de esta isoenzima en las vesiculas seminales es
aproximadamente 30% menor.

La evaluacién de los ocho derivados de 1,2,4-triazol (Tabla 5.8) muestra que, a excepcion de 6f y
6g, todos tienen la capacidad de disminuir el peso de la préstata, pero solo 6h (59.43 mg) disminuye, de
manera significativa, el peso de este érgano en comparacidon con la Finasterida (69.5 mg). En lo
concerniente al peso de las vesiculas seminales solo 6¢ y 6d (154.7 mg y 137.8 mg, respectivamente)
presentaron una disminucién en el peso de estos 6rganos con respecto a los otros compuestos analogos,
no obstante, su actividad no fue mejor a la reportada para la Finasterida (110.9 mg).
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Efecto de los derivados de 1,2,4-triazol (6a-6h) sobre el peso

de la préstata y vesiculas seminales (mg)

Peso (mg)

L4 Peso de la préstata (mg) M Peso de la vesiculas seminales (mg)

Grafico 5.3. Actividad antiandrogénica de los compuestos 6a-6h mediante la determinacién del peso de la préstata y
de vesiculas seminales.

5.3. Parte computacional

Con el fin de determinar si existe una correlacion entre la actividad biolégica observada para los
derivados 6a-6i y algun parametro fisicoquimico o electrénico, se llevé a cabo un analisis exploratorio
computacional. Para ello se modelaron los derivados de la serie 6 y derivados 1,2,4-triazol obtenidos en
estudios previos (T1-T6, Tabla 2.4). ©

5.3.1. Modelado molecular

Las estructuras fueron pre-optimizadas utilizando el campo de fuerza Merck (MMFF94), eligiendo
al conférmero de minima energia de cada derivado. Una vez obtenidos estos conférmeros, se optimizé
nuevamente su geometria con el método semiempirico PM-6. Esta geometria se optimizé de nuevo por el
método de funcionales de la densidad DFT/B3LYP 6-31G*, empleando agua como disolvente implicito en
ambos casos y, posteriormente, se calcularon los descriptores QSAR.

5.3.2. Analisis de los descriptores QSAR para los derivados de 1,2,4-triazol

Con el fin establecer relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés)
para los ensayos de citotoxicidad, se analizaron los descriptores moleculares obtenidos en los estudios de
modelado molecular mediante el programa BuildQSAR®**

PC-3).

para las dos lineas celulares evaluadas (LNCaP y

Se analizaron todos los parametros obtenidos en funcion de la actividad citotdxica, expresada
como porcentaje de inhibicidon de crecimiento (% inhibicion). Se plantearon posibles ecuaciones mediante
el protocolo de busqueda sistematica, realizando primeramente el calculo de la matriz de correlacién de
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los parametros para determinar cudles de ellos eran colineares con una relacién de mas del 80% y realizar
simplificaciones al modelo. En la tabla 5.9 se enlistan, para las series de compuestos 6a-6i y T1-T6, ® Jos
descriptores calculados utilizando el programa Marvin Sketch °°, algunos fueron obtenidos de la
bibliografia, *° y el célculo del descriptor de funcién condensada de Fukui (f ), el cual se detalla en la
seccion 7.4,

Tabla 5.9. Descriptores QSAR para los derivados 1,2,4-triazol (6a-6i y T1-T6)

6a:X=H R=CH, T1: R= OCH,

6b:X=CH, R=H T2: R= CH,

6c:X=H =H T3:R=H

6d:X=F R=H T4: R=CN

6e:X=ClI =H T5: R= NO,

6f: X=Br R=H T6: R= CF,

6g:X= CHO =H

6h:X=CF, =H

6i: X= OCH, =H

Compuesto Log P (VG) Log P Polarizabilidad Impedimento Volumen de Area polar
(Klopman) estérico del Van der superficial
sustituyente Waals (A%
en posicién (A%
para del anillo
aromatico

6a 4.99 5.42 -6.55 57.39 1.08 490.08 74.08
6b 5.18 5.51 -6.79 57.32 3.72 490.04 74.08
6C 4.72 5.00 -6.32 55.55 1.07 473.35 74.08
6d 4.86 5.12 -6.55 55.21 0.67 478.09 74.08
6e 5.23 5.63 -6.98 54.71 0.37 487.18 74.08
6f 5.51 5.78 -7.20 58.25 0.29 491.66 74.08
6g 4.39 4.69 -6.16 57.44 2.69 492.90 91.15
6h 5.60 5.88 -7.18 56.54 3.46 504.40 74.08
6i 4.46 4.86 -6.26 58.07 4.50 499.27 83.31
T1 3.53 4.63 -5.94 54.53 4.54 471.36 83.31
T2 4.25 5.27 -6.47 53.77 3.74 462.13 74.08
T3 3.78 4.76 -5.99 52.01 1.06 445.46 74.08
T4 3.60 3.60 -6.48 54.36 1.91 462.79 97.87
T5 3.73 4.67 -5.97 53.90 2.63 469.02 119.90
T6 4.66 5.65 -6.87 53.03 3.47 476.52 74.08

VG= Viswanadhan and Ghose
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Compuesto Refractividad Momento LUMO fenel Hammet *°
molar dipolar (eV) nitrogeno 4 (o)
(Debye) del anillo de
triazol

6a 161.85 0.0 8.8257 -0.35062 -0.04380 0.00278 0.0
6b 162.53 -1.24 10.7905 -0.34506 -0.04325 0.00091 -0.170
6C 157.49 0.0 9.5521 -0.35024 -0.04389 0.00626 0.0
6d 157.71 -0.46 7.7161 -0.35029 -0.04343 0.00774 0.062
6e 162.30 -0.97 7.3426 -0.35029 -0.04276 0.00358 0.227
6f 165.11 -1.16 7.2049 -0.35039 -0.04230 0.00401 0.232
6g 167.04 N/R 5.6047 -0.35048 -0.04939 0.00880 0.42
6h 163.46 -2.40 5.9860 -0.35067 -0.05114 0.00895 0.540
6i 163.95 -0.55 10.483 -0.33521 -0.04304 0.0001 -0.268
T1 154.21 -0.55 9.3979 -0.23888 -0.08405 0.00151 -0.268
T2 152.79 -1.24 9.8783 -0.23946 -0.08420 0.00939 -0.170
T3 147.74 0.0 9.0753 -0.23975 -0.08450 0.01085 0.0
T4 173.51 -0.51 4.8324 -0.24042 -0.08940 0.01302 0.660
T5 155.07 -2.52 4.9009 -0.35111 -0.07172 0.03354 0.778
T6 153.72 -2.40 5.3922 -0.24042 -0.08325 0.01353 0.540

N/R= No reportado

5.3.2.1. PC-3, cancer de prostata independiente de andrégenos.

En el analisis de matriz de correlacion (datos no mostrados), el descriptor que tuvo una mayor
relacién con la actividad citotéxica fue solo el descriptor de Hammet (o), para el cual se muestran las
ecuaciones de correlaciéon encontradas para esta linea celular.

% Inhibicion= 83.8173 (+50.9592)0 +48.0133 (+19.1214).....Ec. 1.
(n=15, r’=0.702, F= 12.617, Q,= 0.322)

La correlacidén de la actividad observada contra la pronosticada se muestra en el grafico 5.4. En
éste se percibe que los compuestos 6b y 6d se encuentran lejos de la linea de tendencia de regresion,
siendo el compuesto 6b el que mas se aleja de la misma; al excluir este compuesto del andlisis, se observd
una mejora en el mismo, la ecuacién 2 describe este modelo.
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PC-3: Actividad Observada vs Actividad Calculada

120

Actividad observada
(% de inhibicidn)

Actividad calculada
(% de inhibicion)

Grafico 5.4. Correlacion entre actividad observada vs actividad calculada obtenida de ecuacién 1.
% Inhibicion=+99.5778 (+42.3319) ¢ + 40.1830 (+ 16.3256).....Ec 2.
(n=14; r’= 0.829; F= 26.273; Q2= 0.577)

En esta ecuacidn se percibe que al excluir el compuesto 6b el modelo mejord considerablemente
en cuanto a la colinealidad haciéndose evidente que, nuevamente, el parametro de Hammet es el que
sigue correlacionando de manera positiva con la actividad bioldgica observada para la linea celular PC-3. Si
en esta ocasion se excluye el compuesto 6d, obtenemos el siguiente modelo:

% Inhibicion = + 104.6905 (+ 33.3403) ¢ + 34.9983 (+ 13.3309).....Ec. 3.

(n=13; r’= 0.902; F= 47.766; Q2= 0.730)
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PC-3: Actividad Observada vs Actividad Calculada
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Grafico 5.5. Correlacion entre actividad observada vs actividad calculada obtenida de ecuacién 3.

De acuerdo con los tres modelos obtenidos anteriormente (Ec.1-Ec.3), se hace evidente que el
efecto predominante de los compuestos en la actividad biolégica de los mismos es meramente
electrénico. Revisando los coeficientes de correlacidon de actividad biolégica observada versus la actividad
calculada para cada uno de ellos, la constante de Hammet (o) es la que presenté mayor significancia con la
actividad bioldgica. Si se grafica este parametro versus la actividad bioldgica observada se obtiene la
siguiente correlacion (Grafico 5.6):

Actividad Observada vs Hammet (o)
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Grafico 5.6. Correlacion de actividad bioldgica observada contra constante de Hammet (o).
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Con base en este grafico (5.6) y los dos previos (5.4 y 5.5), se observa claramente que aquellos
compuestos con un valor de o mayor a 0.4 (parte superior derecha), son los que presentaron una mayor
actividad inhibitoria en el crecimiento sobre la linea celular PC-3, teniendo en comun que todos presentan
grupos electroatractores, ademds de que conforme aumenta la fuerza electroatractora de éstos también
aumenta la actividad bioldgica sobre esta linea celular. Es posible que en este caso se esté llevando una
interaccion m-m (m-stacking en inglés) entre el anillo del cinamato en C-3 con un residuo aromatico, como
lo es la fenilalanina, tirosina o triptofano, en el hipotético sitio receptor. Asimismo, se sabe que la fuerza
de este tipo de interacciéon es directamente proporcional al caracter electroatractor de uno de los
sustituyentes sobre uno de los anillos aromaticos que estan préximos entre si.

5.3.2.2. LNCaP, cancer de prdéstata sensible a andrégenos.

Para llevar a cabo el andlisis QSAR de esta linea celular Unicamente se consideraron los
compuestos de la serie 6a-6i. En este caso, de acuerdo a la matriz de correlacién, el descriptor que tuvo
una mejor correlacion con la actividad citotdxica fue el descriptor de la funciéon condensada de Fukui (f ).
Las ecuaciones de correlacién generadas del andlisis se muestran a continuacion:

% Inhibicion = + 4791.4363 (+ 7953.3764) f(-) + 28.1495 (+ 45.4651)....Ec. 4.

(n=9; r’ = 0.474; F = 2.030; Q2 = No Pred)

LNCaP: Actividad Observada vs Actividad Calculada
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Grafico 5.7. Correlacion de actividad observada vs actividad calculada obtenida de ecuacién 4.

En el grafico 5.7 se observa que el compuesto 6b se aleja considerablemente de la linea de
correlacién. Al eliminar este compuesto del modelo se percibe el siguiente cambio en la ecuacién del

mismo (Ec. 5):
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% Inhibicién = + 8317.9846 (+ 5833.8250) f(-) + 2.4268 (+ 35.3219)....Ec.5.

(n=8;r’=0.818; F = 12.173; Q2 = 0.427)

Este segundo modelo muestra que el principal parametro de correlacién con la actividad
inhibitoria de estos compuestos sobre la linea celular LNCaP es el indice y/o funcion de Fukui (parametro
gue mide la capacidad de reactividad de una molécula o un sitio en particular de ésta frente a un agente
nucleofilico f*, electrofilico f ~ o radicalario fo) 80 el nitrégeno de la posicion cuatro (N-4) del anillo
1,2,4-triazol. A todos los datomos de la molécula se les determind este valor (datos no mostrados)
encontrandose que este atomo fue el que presentd un valor de mayor significancia. Este modelo sugiere
gue, de manera general, los sustituyentes con caracter electroatractor en la posicién para del anillo
aromatico de las nuevas moléculas influyen en el aumento de la densidad electrénica en el atomo de
nitrégeno (N-4) del 1,2,4-triazol, haciéndolo, posiblemente, capaz de formar puentes de hidrégeno de una
manera mas efectiva, por ejemplo, con residuos de cisteina o tirosina que son donadores de puentes de
hidrégeno en un hipotético sitio receptor, aunque es necesario ampliar la biblioteca de compuestos sobre
esta linea celular para corroborar esta declaracién. El grafico 5.8 ilustra la correlacion de la funcién de
Fukui con la actividad bioldgica observada.

Actividad observada vs Fukui (f°)
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indice de Fukui ()

Grafico 5.8. Correlacion de actividad bioldgica observada vs indice de Fukui (f).
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6. Conclusiones

Se obtuvieron once nuevos derivados de la deshidroepiandrsoterona (6a-6i, 7 y 8), los cuales
fueron caracterizados mediante técnicas espectroscopicas (IR, 'H-RMN y 13C—RMN) y espectrométricas
(EM).

La presencia de ésteres aromaticos para sustituidos con grupos electroatractores, unidos al C-3 del
nucleo esteroidal, es esencial para la inhibicipon de la actividad catalitica de la enzima 5a-reductasa tipo 2.

Todos los compuestos finales (6a-6i, 7 y 8) y los intermediaros (4 y 5) fueron evaluados in vitro
sobre lineas celulares mediante el ensayo de porcentaje de inhibicion del crecimiento. De manera general,
se observd que la presencia de grupos electroatractores en la posicion para en el anillo aromatico del
cinamato o el alcohol libre en la posicién C-3 favorece su actividad citotéxica en lineas celulares de cancer
de préstata (PC-3 y LNCaP).

Los derivados de la serie 6 fueron sometidos a estudios in vivo para determinar su actividad
antiandrogénica. De acuerdo a los resultados obtenidos, estos compuestos, aparentemente, actlan via
inhibicién de las dos isoformas de la enzima 5a-reductasa.

Empleando herramientas de la quimica computacional se pudo determinar que, para los derivados
de 1,2,4-triazol presentados en este trabajo junto con los presentados en estudios previos, el pardmetro
de Hammet (o) estad directamente relacionado con la actividad biolégica mostrada por los compuestos.
Derivados con valor 6>0.4 tuvieron una mejor actividad para PC-3.

Los derivados que cumplen con el punto anterior fueron aquellos que en su estructura cuentan
con grupos electroatractores, ademds de que la fuerza de éstos estd directamente relacionada con la
actividad bioldgica, es decir, entre mayor es la fuerza electroatractora del grupo sustituyente mayor es la
actividad citotdxica en la linea celular PC-3.

Asimismo, para la linea celular LNCaP el parametro que mejor correlaciond con la actividad
citotéxica de los derivados fue la funcion de Fukui (f ), ya que derivados con valores de f~ >0.75 fueron los
mas activos en esta linea celular de CaP.

Finalmente, con los resultados obtenidos de actividad biolégica y de andlisis QSAR se puede
concluir, de manera general, que los principales factores implicados en la actividad biolégica de los nuevos
derivados de DHEA son electréonicos. No obstante, es necesario aumentar la biblioteca de compuestos
para llevar a cabo un andlisis mas detallado en estudios posteriores.
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7. Metodologia Experimental

7.1. Reactivos y equipo

Todas las materias primas empleadas se obtuvieron comercialmente en grado reactivo y se
utilizaron sin purificar.

Para la evaporacidon de los disolventes se empled un rotaevaporador G1 Heidolph modelo
02389372. Los puntos de fusidon fueron determinados en un aparato de Fisher-Johns y no estan
corregidos.

Los espectros de RMN 'H y RMN B3¢ se realizaron en un aparato Varian VxR-300S (400 MHz) y
Varian 300 (75 MHz), respectivamente. Como referencia interna se empled tetrametilsilano (TMS) y
cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente.

Los desplazamientos quimicos estdn reportados en ppm (8) y las constantes de acoplamiento (J) en
Hertz (Hz); la multiplicidad de las sefiales se expresa como s=simple, d= sefial doble, dd= sefial doble de
doble y m= sefial multiple.

La espectroscopia de infrarrojo (IR) se determind en un aparato Perkin ElImer Spectrum 400, FT-
IR/FT-FIR mediante la técnica de Reflectancia por ATR. Las unidades se reportan en cm™.

Los espectros de masas se determinaron por la técnica de ionizacién de bombardeo de dtomos
rapidos (FAB por sus siglas en inglés) en un espectrometro de masas Termo-Electron modelos DFS (por sus
siglas en inglés, Double Focus Sector) empleando alcohol 3-nitrobencilico como matriz interna; la
introduccion de la muestra fue mediante sonda directa a una temperatura menor a 50°C, detectando los
iones positivos. El idn molecular se indica como [MH]" y la nomenclatura m/z= masa/carga se reporta con
su respectiva abundancia relativa (AR).

7.1.1. Cromatografia

Para la cromatografia abierta en columna se empled como fase estacionaria gel de silice 60
(Aldrich®) y/o Fluorisil 200 (Aldrich®).

Los analisis cromatograficos se realizaron mediante técnicas convencionales, empleando placas de
vidrio recubiertas de gel de silice marca Aldrich” con 0.2 mm de espesor. La visualizacién de las mismas se
realizé con ayuda de una cdmara de luz UV y, posteriormente, se revelaron con una solucién de cloruro de
cobalto al 2% en H,S0O,4 2N. Los sistemas de elucidon se muestran en la 7.1.
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Tabla 7.1. Sistemas de elucion empleados en cromatografia en capa fina CCF
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| Hexano: Acetato de Etilo 6:4
1 Hexano: Acetato de Etilo 8:2
[} Hexano: Acetato de Etilo 1:1

v Acetato de Etilo o




)

iencias . .
uimicas 7. Metodologia Experimental

7.2. Descripcion de la ruta de sintesis

DHEA (1)

6a: X=H R=Me 46%
6b: X=Me R=H 32%
6¢c: X=H R=H 30%
6d: X=F R=H 48%
6e: X=ClI R=H 69%
6f: X=Br R=H 30%
6g: X=CHO R=H 57%
6h: X=CF, R=H 62%
6i: X=OMe R=H 26%

Esquema 6.1. Reactivos y condiciones de sintesis. a) Acido férmico, 40°C, 45 min.; b) POCl;/DMF, CHCl;, 80°C, 10 h;
¢) H,S0,, CH3COCH; /H,0, 90°C, 2.5 h; d) 1,2,4-triazol, Na,COs, DMF, 70°C, 5.5 h; e) trans-XC¢H,CH=CR-COOH, DCC,
DMAP, CHCI3, 2h; f) 1,3-imidazol, Na,COs;, DMF, 80°C, 6 h; g) Benzimidazol, Cs,COs;, DMF, 60°C, 2h.
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7.2.1. Método para la obtencion de 3B-(formiloxi)-androst-5-en-17-ona (2).

En un matraz de fondo redondo de 50 mL se hizo reaccionar 1 g (3.5 mmol) de
deshidroepiandrosterona (1) en 10 mL (3 mmol) de &acido formico a una temperatura de 40°C.
Transcurridos 45 minutos se vacié sobre 100 mL de agua, dando lugar a la formacion de un precipitado
blanco el cual se filtré, se lavd con solucidon saturada de bicarbonato de sodio y se secé mediante sistema
de vacio obteniendo un polvo blanco, el cual se utilizé en la reaccidn posterior.

Aspecto: polvo blanco fino
Rendimiento: 97% R~ 0.40 (Sistema )
p.f.= 143-145 °C

Formula molecular: C,oH,503

Peso molecular (uma): 316

IR (Espectro 1, FTIR-ATR, cm™): 2964.45, 2941.61, 2890.43, 2824.65 (C-H alifatico); 1736.86 (C=0 cetona);
1702.53 (C=0 formiato); 1172.75 (C-0O).

RMN-"H (Espectro 2, CDCl3, & ppm): 8.03 (s, 1H, 3-CHOOR); 5.42 (d, J=4.7 Hz, 1H, H-6); 4.77-4.69 (m, 1H, H-
3); 1.05 (s, 3H, H-19); 0.89 (s, 3H, H-18).

RMN-"3C (Espectro 3, CDCl3, & ppm): 221.06 (17-C=0); 160.71 (3-COOR); 139.72 (C-5); 122.36 (C-6); 73.81
(C-3); 19.47 (C-19); 13.69 (C-18).

EM (Espectro 4, FAB®, m/z): 317 [M+1], 4% AR.
7.2.2. Método para la obtencion de 3B-formiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (3).

En un matraz de fondo redondo de dos bocas de 50 mL adaptado a un sistema de reflujo, con
agitacién magnética y en condiciones anhidras, se colocaron 5 mL (53.6 mmol) de oxicloruro de fésforoy 5
mL de N,N-dimetilformamida anhidra (DMF, 64.6 mmol), los cuales se agregaron lentamente; esta mezcla
de reaccién se mantuvo en agitacion vy, transcurridos 10 minutos, se agregd, de manera lenta, 1 g (3.2
mmol) del compuesto 2 disuelto en 10 mL de cloroformo. La mezcla se calenté a 80°C por 10 horas.
Posteriormente se retird el calentamiento, se dejé enfriar, se diluyé con 100 mL de cloroformo y se
depositd sobre 200 mL de una solucion saturada de bicarbonato de sodio con agitacion vigorosa. La fase
organica se extrajo, se lavd con soluciéon saturada de bicarbonato de sodio (3x100 mL) y agua (3x 100 mL),
se secd con sulfato de sodio anhidro y se purific6 mediante columna de gel de silice, eluyendo por
gradiente con una mezcla de hexano-acetato de etilo.
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Aspecto: sélido blanco cristalino
Rendimiento: 73%  Rg= 0.56 (Sistema I)
CHO p.f.=168-169 °C

Férmula molecular: C,,H,,ClO3

Peso molecular (uma): 362

IR (Espectro 5, FTIR-ATR, cm'l): 2952.66, 2922.09, 2905.63, 2893.77, 2866.14, 2854.18, 2830.75 (C-H
alifatico); 2730.23 (C-H formilo); 1712.49 (C=0 formiato); 1665.69 (C=0 a,B insaturado); 1584.80 (C=C);
1164.75 (C-0).

RMN-'H (Espectro 6, CDCls, 6 ppm): 9.98 (s, 1H, CHO); 8.03 (s, 1H, 3-CHOOR); 5.41 (d, J=4.7 Hz, 1H, H-6);
4.77-4.69 (m, 1H, H-3); 1.07 (s, 3H, H-19); 0.89 (s, 3H, H-18).

RMN-*3C (Espectro 7, CDCls, 5 ppm): 188.17 (16-CHO); 162.36 (C-17); 160.68 (3-COOR); 139.79 (C-5);
136.56 (C-16); 122.32 (C-6); 73.74 (C-3); 19.34 (C-19); 15.12 (C-18).

EM (Espectro 8, FAB*, m/z): 363 [M+1]", 2% AR, 365 [M+3]", 0.5% AR.
7.2.3. Método para la obtencion de 3B-hidroxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (4).

En un matraz de fondo redondo de 150 mL con agitacién continua, se pesaron 1.290 g (3.6 mmol)
del compuesto 3, se agregaron 80 mL de acetona y 10 mL de agua; esta mezcla de reaccion se colocéd
sobre un bafio de hielo-agua donde se adicionaron, lentamente, 8 gotas de acido sulfurico concentrado.
Posteriormente, se calentd a 90°C durante 2.5 horas, después de las cuales se dejo enfriar y se vacié sobre
300 mL de agua, formandose un precipitado blanco que se filtrd y secd por sistema de vacio.

Aspecto: polvo blanco fino
Rendimiento: 91% R~ 0.5 (Sistema I)
p.f.=109-111 °C

Formula molecular: C,oH,;CIO,
HO

Peso molecular (uma): 334

IR (Espectro 9, FTIR-ATR, cm™): 3417.55 (O-H); 2935.27-2850.11 (C-H alifatico); 2743.03 (C-H formilo);
1666.23 (C=0 q,B insaturado); 1585.14 (C=C).

RMN-'H (Espectro 10, CDCls, & ppm): 9.98 (s, 1H, CHO); 5.36 (s, 1H, H-6); 3.59-3.44 (m, 1H, H-3); 1.05 (s,
3H, H-19); 0.99 (s, 3H, H-18).

RMN-*3C (Espectro 11, CDCls, & ppm): 188.23 (16-CHO); 162.49 (C-17); 141.22 (C-5); 136.59 (C-16); 121.04
(C-6); 71.71 (C-3); 19.45 (C-19); 15.13 (C-18).
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EM (Espectro 12, FAB®, m/z): 335 [M+1]", 4% AR; 337 [M+3]", 1.2% AR.
7.2.4. Método para la obtencion de 3B-hidroxi-17-(1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (5).

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, acondicionado a agitacidn continua y con trampa de
humedad, se hicieron reaccionar 829 mg (1.2 mmol) de 1,2,4-triazol y 1.272 g (1.2 mmol) de carbonato de
sodio en 5 mL de N,N-dimetilformamida anhidra. Transcurridos 10 minutos se agregé 1 g (3 mmol) del
compuesto 4 y se calentéd a 70°C durante 5.5 horas, se vacié sobre 50 mL de una mezcla agua-hielo
obteniendo un precipitado amarillo, el cual se filtré y se sometid a purificacion mediante cromatografia en
columna de fluorisil, eluyendo por gradiente con una mezcla de hexano-acetato de etilo.

N Aspecto: polvo blanco.
A
By i
18 N’N Rendimiento: 70% Ri=0.55 (Sistema Ill)
p.f.=229-230 °C

Formula molecular: C22H29N302

Peso molecular (uma): 367

IR (Espectro 13, FTIR-ATR, cm'l): 3300.96 (O-H); 3112.27, 3104.31
(=C-H); 2963.60, 2937.70, 2905.75, 2862.74 (C-H alifatico); 1665.77 (C=0 a,[ insaturado); 1618.30 (C=C).

RMN-'H (Espectro 14, CDCl3, 6 ppm): 10.11 (s, 1H, CHO); 8.41 (s, 1H, H-B); 8.11 (s, 1H, H-A); 5.38 (d, J=3.6
Hz, 1H, H-6); 3.63-3.40 (m, 1H, H-3); 1.19 (s, 3H, H-19); 1.06 (s, 3H, H-18).

RMN-'3C (Espectro 15, CDCls, & ppm): 189.24 (16-CHO); 156.91 (C-17); 153.18 (C-A); 153.18 (C-B); 141.20
(C-5); 132.50 (C-16); 120.98 (C-6); 71.66 (C-3); 19.44 (C-19); 16.12 (C-18).

EM (Espectro 16, FAB®, m/z): 368 [M+1]", 2% AR.

7.2.5. Método general para la obtencion de los derivados 3B-cinamoiloxi-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-
formilandrosta-5,16-dieno (6a-6i).

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se pesaron 186 mg de N,N’-diciclohexilcarbodiimida
(DCC, 0.9 mmol), 110 mg de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 0.9 mmol) y 0.9 mmol del acido 4-cindmico
con el patrén de sustitucion deseado, se agregaron 10 mL de cloroformo y se puso en agitacidn.
Transcurridos 10 minutos, se agregaron de manera lenta 100 mg (0.3 mmol) del compuesto 5. La reaccién
se monitored por aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente después de las cuales se eliminé el
disolvente, se agregaron 25 mL de acetato de etilo, se agitdé durante 20 minutos mas y el precipitado
obtenido (exceso de DCU) se filtré por gravedad. La fase liquida se lavd con solucién de acido clorhidrico al
5% v/v (4x15 mL), solucién saturada de bicarbonato de sodio (4x15 mL) y agua (4x15 mL), se secd con
sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio. El sélido obtenido se recristalizé de cloroformo-metanol
(compuestos 6a,6¢c-6g) y/o se sometid a cromatografia en columna de fluorisil, eluyendo por gradiente
con mezcla de hexano-acetato de etilo (compuestos 6b, 6h, 6i).
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7.2.5.1. 3B-(a-metilcinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6a).

N : i
8 A Aspecto: polvo fino blanco.
19 N’N

Rendimiento: 46% Rs=0.40 (Sistema I)
: ‘ p.f.= 195-197 °C
3 N A 0”3 5 L,
6 Formula molecular: C3;H37N30;
a 6
Peso molecular (uma): 511

IR (Espectro 17, FTIR-ATR): 3123.36 (=C-H); 2978.69-2841.79 (C-H alifatico); 1705.58 (C=0 éster); 1660.93
(C=0 formilo); 1615.14 (C=C); 1252.39 (C-C); 1198.74 (C-0); 770.23 (benceno monosustituido).

RMN-'H (Espectro 18, CDCls, 6 ppm): 10.11 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.67 (s, 1H, H-
B’); 7.39 (d, 4H, H-2’, H-3’, H-5’, H-6’); 7.32 (t, 1H, H-4’); 5.45 (d, J=4.0 Hz, 1H, H-6); 4.75 (m, 1H, H-3); 2.10
(s, 3H, a-CHs); 1.20 (s, 1H, H-19); 1.12 (s, 1H, H-18).

RMN-*3C (Espectro 19, CDCls, & ppm): 189.20 (16-CHO); 168.15 (3-COOR); 156.87 (C-17); 153.18 (C-A);
143.80 (C-B); 140.20 (C-16); 138.70 (C-B’); 136.08 (C-1'); 132.46 (C-5); 129.74 (C-3', C-5'); 128.96 (C-2’, C-
6'); 128.47 (C-4'); 128.36 (C-6); 121.91 (C-A’); 74.21 (C-3); 20.60 (C-19); 16.10 (C-18); 14.22 (a-CH).

EM (Espectro 20, FAB, m/z): 512 [M+1]", 100% AR; 145 [CsHs-CH=CH(CH5)-CO]", 9% AR.
7.2.5.2. 3B-(4-metilcinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6b).

N Aspecto: polvo blanco compacto.
B</ i
19 N’N

Rendimiento: 32% R~ 0.44 (Sistemall)

p.f.=225-227°C

¥ X4 0 ‘
M 3% % Férmula molecular: C;;H3;N30;
"6

Peso molecular (uma): 511

IR (Espectro 21, FTIR-ATR): 3123.71 (=C-H); 2930.19-2855.64 (C-H alifatico); 1708.32 (C=0 éster); 1680.88
(C=0 formilo); 1633.72 (C=C); 1205.26 (C-0); 1171.77 (C-C); 814.96 (benceno 1,4-disustituido).

RMN-'H (Espectro 22, CDCls, § ppm): 10.11 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.65 (d, 1H,
J=16.0 Hz, H-B'); 7.42 (d, J=8.1 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7.18 (d, J=8.0 Hz, 2H, H-3’, H-5'); 6.37 (d, J=16.0 Hz, 1H,
H-A’); 5.44 (d, J=5.0 Hz, 1H, H-6); 4.74 (m, 1H, H-3); 2.37 (s, 3H, Ar-CHs); 1.20 (s, 3H, H-19); 1.11 (s, 3H, H-
18).

RMN-*3C (Espectro 23, CDCls, 6 ppm): 189.18 (16-CHO); 166.68 (3-COOR); 156.88 (C-17); 153.20 (C-A);
144.71 (C-B’); 140.77 (C-B, C-16); 140.19 (C-5); 132.5 (C-4’); 131.87 (C-1'); 129.74 (C-3', C-5’); 128.17 (C-2,
C6'); 121.94 (C-6); 117.57 (C-A’); 73.40 (C-3); 20.61 (C-19); 19.40 (Ar-CHs); 16.11 (C-18).
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EM (Espectro 24, FAB®, m/z): 512 [M+1]", 79% AR; 145 [4-CH3-CgH,-CH=CH-CO]", 100% AR.
7.2.5.3. 3B-(cinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6c).

N Aspecto: polvo fino blanco.
Rendimiento: 30% R~ 0.42 (Sistema l)
p.f.=189-191 °C

Formula molecular: C3;H3sN3O03

Peso molecular (uma): 497

IR (Espectro 25, FTIR-ATR): 3137.91 (=C-H); 2985.19-2841-34 (C-H alifatico); 1708.96 (C=0 éster); 1661.97
(C=0 formilo); 1614.57 (C=C); 1202.70 (C-0); 1173.56 (C-C); 772.01 (benceno monosustituido).

RMN-'H (Espectro 26, CDCls, 6 ppm): 10.12 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.67 (d, 1H,
J=16.0 Hz, H-B’); 7.52 (d, J=3.5 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7.38 (s, 2H, H-3’, H-4’, H-5’); 6.42 (d, J=16.0 Hz, 1H, H-A");
5.45 (s, 1H, H-6); 4.76 (m, 1H, H-3); 1.21 (s, 3H, H-19); 1.11 (s, 3H, H-18).

RMN-*3C (Espectro 27, CDCls, 6 ppm): 189.16 (16-CHO); 166.49 (3-COOR); 156.88 (C-17); 153.21 (C-A);
144.70 (C-B’); 143.82 (C-B); 140.16 (C-16); 134.62 (C-5); 132.51 (C-1'); 130.36 (C-4’); 129.02 (C-3’, C-5');
128.18 (C-2’, C-6'); 121.99 (C-6); 118.70 (C-A’); 73.86 (C-3); 20.62 (C-19); 16.12 (C-18).

EM (Espectro 28, FAB®, m/z): 498[M+1]", 100% AR; 131 [C¢Hs-CH=CH-CO]", 47% AR.
7.2.5.4. 3B-(4-fluorcinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6d).

N Aspecto: solido blanco cristalino.

N-N

Rendimiento: 48% R~ 0.43 (Sistemal)
p.f.= 199-200 °C

6 Férmula molecular: C31H3,FN3O3
Fa 6'

Peso molecular (uma): 515

IR (Espectro 29, FTIR-ATR): 3105.20 (=C-H); 2946.48-2851.55 (C-H alifatico); 1696.35 (C=0 éster); 1663.07
(C=0 formilo); 1615.32 (C=C); 1199.85 (C-0); 1182.06 (C-C); 833.93 (benceno 1,4-disustituido).

RMN-'H (Espectro 30, CDCls, § ppm): 10.12 (s, 1H, CHO); 8.43 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.63 (d, 1H,
J=16.0 Hz, H-B’); 7.51 (m, 2H, H-2", H-6'); 7.07 (t, 2H, H-3’, H-5"); 6.36 (d, J=16.0 Hz, 1H, H-A"); 5.44 (d, J=5.1
HZ, 1H, H-6); 4.76 (m, 1H, H-3); 1.20 (s, 3H, H-19); 1.11 (s, 3H, H-18).

RMN-'3C (Espectro 31, CDCls, § ppm): 189.22 (16-CHO); 166.39 (3-COOR); 156.88 (C-4’); 153.19 (C-17);
143.80 (C-A); 143.41 (C-B’); 140.09 (C-B, C-16); 132.48 (C-5); 130.82 (C-1’); 130.07 (C-2’); 129.98 (C-6');
122.02 (C-6); 118.41 (C-A’); 116.28 (C-3’); 116.06 (C-5); 73.93 (C-3); 20.61 (C-19); 16.12 (C-18).
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EM (Espectro 32, FAB®, m/z): 516 [M+1]", 48% AR; 149 [4-F-C¢H,-CH=CH-CO]", 65% AR.
7.2.5.5. 3B-(4-clorocinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6e).
Aspecto: polvo blanco compacto.

Rendimiento: 69% R~ 0.47 (Sistema )

p.f.= 235-237°C

Formula molecular: C3;H3,CIN3O5

Peso molecular (uma): 531

IR (Espectro 33, FTIR-ATR): 3099.61 (=C-H); 2947.13-2850.07 (C-H alifatico); 1695.21 (C=0 éster); 1664.47
(C=0 formilo); 1613.42 (C=C); 1199.13 (C-0); 1180.17 (C-C); 828.90 (benceno 1,4-disustituido).

RMN-'H (Espectro 34, CDCls, 6 ppm): 10.11 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.62 (d, 1H,
J=16.0 Hz, H-B’); 7.45 (d, J/=8.5 Hz, 2H, H-2’, H-6’); 7.35 (d, J/=8.4 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 6.39 (d, J/=16.0 Hz, 1H,
H-A’); 5.45 (s, 1H, H-6); 4.75 (m, 1H, H-3); 1.21 (s, 3H, H-19); 1.11 (s, 3H, H-18).

RMN-*3C (Espectro 35, CDCl;, 5 ppm): 189.16 (16-CHO); 166.23 (3-COOR); 156.88 (C-17); 153.22 (C-A);
143.82 (C-B’); 143.24 (C-B, C-16); 140.10 (C-5); 136.28 (C-4’); 133.12 (C-1’); 132.52 (C-3’, C-5'); 129.33 (C-
2’, C-6'); 122.06 (C-6); 119.31 (C-A’); 74.02 (C-3); 20.63 (C-19); 16.12 (C-18).

EM (Espectro 36, FAB*, m/z): 532 [M+1]*, 13% AR; 534 [M+3]", 3% AR; 166 [4->°CI-C¢Hs-CH=CH-CO]", 6%
AR; 168 [4->'Cl-CgH4-CH=CH-CO]", 2.5% AR.

7.2.5.6. 3B-(4-bromocinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6f).

Aspecto: polvo blanco cristalino.

N
B</ \||A
Rendimiento: 30% Ri=0.46 (Sistema )
p.f.=209-211°C
2 B
N |
S Férmula molecular: C3;H34BrN;O3
Br4 6’

Peso molecular (uma): 575

IR (Espectro 37, FTIR-ATR): 3099.10 (=C-H); 2946.83- 2850.15 (C-H alifatico); 2742.33 (C-H aldehido);
1695.91 (C=0 éster); 1664.32 (C=0 formilo); 1612.17 (C=C); 1199.25 (C-0); 1181.78 (C-C); 826.65 (benceno
1,4-disustituido).

RMN-'H (Espectro 38, CDCls, § ppm): 10.11 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.60 (d, 1H,
J=16.0 Hz, H-B’); 7.51 (d, J=8.3 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 7.38 (d, J=8.4 Hz, 2H, H-3’, H-5"); 6.40 (d, J=16.0 Hz, 1H,
H-A’); 5.44 (d, J=4.7 Hz, 1H, H-6); 4.74 (m, 1H, H-3); 1.20 (s, 3H, H-19); 1.10 (s, 3H, H-18).
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RMN-*3C (Espectro 39, CDCl;, 5 ppm): 188.84 (16-CHO); 165.88 (3-COOR); 156.55 (C-17); 152.89 (C-A);
142.99 (C-B’); 139.75 (C-B, C-16); 133.21 (C-5); 132.18 (C-1’); 131.95 (C-3’, C-5'); 129.22 (C-2/, C-6'); 124.28
(C-4); 121.74 (C-6); 119.06 (C-A’); 73.71 (C-3); 20.30 (C-19); 15.80 (C-18).

EM (Espectro 40, FAB', m/z): 576 [M+1]", 26% AR; 578 [M+3]", 25% AR; 209 [4-"°Br-C¢H,-CH=CH-CO]", 8%
AR; 211 [4-¥'Br-CgH4-CH=CH-CO]", 8% AR.

7.2.5.7. 3B-(4-formilcinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6g).
Aspecto: polvo blanco cristalino.

Rendimiento: 57%  Rg= 0.45 (Sistema )
p.f.=242-244°C

Formula molecular: C3;H35N30,

5 Peso molecular (uma): 525

IR (Espectro 41, FTIR-ATR): 3128.95 (=C-H); 2933.12-2853.32 (C-H alifatico); 2747.35 (C-H aldehido);
1713.95 (C=0 éster); 1673.94 (C=0 formilo); 1623.34 (C=C); 1193.38 (C-0); 1176.31 (C-C); 758.42 (benceno
1,4-disustituido).

RMN-'H (Espectro 42, CDCls, 6 ppm): 10.11 (s, 1H, CHO aromatico); 10.03 (s, 1H, 16-CHO); 8.42 (s, 1H, H-
B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.90 (d, J=8.3 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 7.71 (s, 1-H, H-B’); 7.67 (d, J=5.8 Hz, 2H, H-2’, H-6’);
6.53 (d, J=16.1 Hz, 1H, H-A’); 5.45 (d, J=5.0 Hz, 1H, H-6); 4.76 (m, 1H, H-3); 1.21 (s, 3H, H-19); 1.11 (s, 3H,
H-18).

RMN-"C (Espectro 43, CDCl3, 8 ppm): 191.53 (Ar-CHO); 189.14 (16-CHO); 165.89 (3-COOR); 156.86 (C-17);
153.21 (C-A); 143.83 (C-B’); 142.93 (C-1’); 140.29 (C-B); 140.00 (C-16); 137.29 (C-5); 132.49 (C-4’); 130.29
(C-3’,C-5'); 128.61 (C-2’, C-6'); 122.14 (C-6); 121.92 (C-A’); 74.27 (C-3); 20.62 (C-19); 16.11 (C-18).

EM (Espectro 44, FAB®, m/z): 526 [M+1]", 1% AR; 159 [4-CHO-CgH,-CH=CH-CO]", 7% AR.
7.2.5.8. 3B-(4-trifluorocinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6h).
Aspecto: polvo blanco compacto.

B</N\||A
¥l NN Rendimiento: 62%  Ry= 0.49 (Sistema I)

p.f.= 227-228°C

A 0735 Férmula molecular: C3;H3,F3N303

F3C a6
5 Peso molecular (uma): 565

IR (Espectro 45, FTIR-ATR): 3162.23 (=C-H); 2974.89-2844.15 (C-H alifatico); 1693.43 (C=0 éster); 1651.66

(C=0 formilo); 1600.58 (C=C); 1208.47 (C-0); 1174.41 (C-C); 829.34 (benceno 1,4-disustituido).
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RMN-'H (Espectro 46, CDCls, § ppm): 10.12 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.68 (d, 1H,
J=16.2 Hz, H-B’); 7.63 (d, J=2.5 Hz, 2H, H-3’, H-5'); 7.62 (d, J=5.6 Hz, 2H, H-2’, H-6"); 6.49 (d, J=16.0 Hz, 1H,
H-A’); 5.46 (d, J=4.6 Hz, 1H, H-6); 4.77 (m, 1H, H-3); 1.21 (s, 3H, H-19); 1.11 (s, 3H, H-18).

RMN-'3C (Espectro 47, CDCl;, § ppm): 189.15 (16-CHO); 165.90 (3-COOR); 156.87 (C-17); 153.23 (C-A);
143.82 (C-B’); 142.81 (C-B); 140.02 (C-5); 137.99 (C-1’); 132.50 (C-16); 128.29 (C-4’); 126.02 (C-2’, C-6);
125.98 (C-3’, C-5'); 125.95 (Ar-CF3); 122.14 (C-6); 121.30 (C-A’); 74.23 (C-3); 20.63 (C-19); 16.13 (C-18).

EM (Espectro 48, FAB®, m/z): 566 [M+1]", 43% AR; 199 [4-CF5-C¢H,-CH=CH-CO]", 25% AR.
7.2.5.9. 3B-(4-metoxicinamoiloxi)-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (6i).
Aspecto: polvo blanco compacto.

NN Rendimiento: 26%  Rs=0.40 (Sistema I)

p.f.=244-245°C

3 .
wo 35 Férmula molecular: C5;Hs7N50,4
HaCO A" &
-

Peso molecular (uma): 527

IR (Espectro 49, FTIR-ATR): 3136.59 (=C-H); 2937.06-2844.69 (C-H alifatico); 2731.15 (C-H aldehido);
1707.33 (C=0 éster); 1672.18 (C=0 formilo); 1602.28 (C=C); 1205.17 (C-0); 1167.10 (C-C); 826.96 (benceno
1,4-disustituido).

RMN-"H (Espectro 50, CDCls, & ppm): 10.11 (s, 1H, CHO); 8.42 (s, 1H, H-B); 8.12 (s, 1H, H-A); 7.62 (d, 1H,
J=15.9 Hz, H-B’); 7.47 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-2, H-6’); 6.89 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-3’, H-5’); 6.28 (d, J=15.9 Hz, 1H,
H-A’); 5.44 (d, J=4.9 Hz, 1H, H-6); 4.74 (m, 1H, H-3); 3.83 (m, 1H, OCHs); 1.20 (s, 3H, H-19); 1.10 (s, 3H, H-
18).

RMN-*3C (Espectro 51, CDCls, & ppm): 189.16 (16-CHO); 166.80 (3-COOR); 161.47 (C-4’); 156.88 (C-17);
153.21 (C-A); 144.36 (C-B’); 140.22 (C-B, C-16); 132.49 (C-5); 129.81 (C-2’-C-6'); 127.34 (C-1’); 121.90 (C-6);
116.16 (C-A"); 114.45 (C-3’, C-5'); 73.63 (C-3); 55.50 (Ar-OCHs); 20.61 (C-19); 16.11 (C-18).

EM (Espectro 52, FAB®, m/z): 528 [M+1]", 77% AR; 161 [4-CH30-CgH,-CH=CH-CO]", 100% AR.
7.2.6. Método para la obtencion de 3B-hidroxi-17-(1H-imidazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (7).

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, acondicionado con agitacidn continua y trampa de
humedad, se hicieron reaccionar 579 mg (8.5 mmol) de 1,3-imidazol y 901 mg (8.5 mmol) de carbonato de
sodio en 5 mL de N,N-dimetilformamida. Transcurridos 10 minutos se agregaron 550 mg (1.7 mmol) del
compuesto 4 y se calentd a 80°C durante 6 horas, se vacidé sobre 30 mL de una mezcla agua-hielo,
obteniendo un precipitado amarillo, el cual se filtré y se sometid a purificacion mediante cromatografia en
columna de fluorisil, eluyendo por gradiente con una mezcla de hexano-acetato de etilo.
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Aspecto: polvo beige.

Rendimiento: 67%  Rg= 0.53 (Sistema IV)
p.f.=216-217°C

Formula molecular: C3H30N,0,

Peso molecular (uma): 366

HO

IR (Espectro 53, FTIR-ATR): 3356.74 (O-H); 3182.57 (=C-H); 2959.91-
2821.13 (C-H alifatico); 1647.96 (C=0 formilo); 1592.58 (C=C).

RMN-'H (Espectro 54, CDCls, 6 ppm): 9.73 (s, 1H, CHO); 7.63 (s, 1H, H-B); 7.22 (s, 1H, H-C); 7.11 (s, 1H, H-
A); 5.38 (dd, J=3.2, 2.1 Hz, 1H, H-6); 3.53 (m, 1H, H-3); 1.07 (s, 3H, H-19); 1.05(s, 3H, H-18).

RMN-"3C (Espectro 55, CDCls, & ppm): 187.83 (16-CHO); 160.81 (C-17); 141.22 (C-5); 137.96 (C-B); 134.07
(C-16); 130.86 (C-A); 120.97 (C-6); 120.09 (C-C); 71.65 (C-3); 20.61 (C-19); 16.13 (C-18).

EM (Espectro 56, FAB®, m/z): 367 [M+1]", 39% AR.

7.2.7. Método para la obtencion de 3B-hidroxi-17-(1H-benzimidazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(8).

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, acondicionado con agitacién continua y trampa de
humedad, se hicieron reaccionar 71 mg (0.6 mmol) de benzimidazol y 195 mg (0.6 mmol) de carbonato de
cesio en 3 mL de N,N-dimetilformamida. Transcurridos 10 minutos se agregaron 100 mg (0.3 mmol) del
compuesto 4 y se calentd a 60°C durante 2 horas, se vacié sobre 30 mL de una mezcla agua-hielo,
obteniendo un precipitado amarillo, el cual se filtré y se sometio a purificacién mediante cromatografia en
columna de fluorisiO,l eluyendo por gradiente con una mezcla de hexano-acetato de etilo.

B Aspecto: polvo fino blanco.
Rendimiento: 52% Ri=0.55 (Sistema IV)
p.f.= 203-204°C

Formula molecular: C,7H3;N,0,

HO Peso molecular (uma): 416

IR (Espectro 56, FTIR-ATR): 3334.38 (O-H); 3087.34 (=C-H);
2958.71-2865.77 (C-H alifaticos); 1671.68 (C=0 formilo); 1618.42 (C=C); 737.25 (benceno 1,2-disustituido).

RMN-'H (Espectro 57, CDCls, 6 ppm): 9.59 (s, 1H, CHO); 7.98 (s, 1H, H-A); 7.85 (dd, J=7.0, 2.8 Hz, 2H, H-B,
H-E); 7.35 (dd, J=6.0, 2.9 Hz, 2H, H-C, H-D); 5.40 (s, 1H, H-6); 3.55 (m, 1H, H-3); 1.05 (s, 6H, H-19, H-18).

RMN-*3C (Espectro 58, CDCls, § ppm): 187.91 (16-CHO); 141.56, 141.25 (C-A); 124.21 (C-C); 123.66 (C-D);
122.68 (C-B); 120.92 (C-6); 120.63 (C-E); 71.62 (C-3); 20.57 (C-19); 19.45 (C-18).
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EM (Espectro 59, FAB®, m/z): 417 [M+1]", 100% AR.
7.3. Parte bioldgica

7.3.1. Material biolégico.
e 36 hamsteres machos de la cepa Syrian Golden con peso promedio entre 200-250 g.
e Tejido de préstata humana de cadaver conservado a -70°C, proporcionado por el Departamento de
Patologia del Hospital General de México.

7.3.1.1. Sustancias y equipos.

e Testosterona [°H] (T [3H]) actividad especifica 85-105 Ci/mmol, suministrada por NEN Life Science
Products. Inc. (Boston, MA):

e Mibolerona [3H] actividad especifica 70-87 Ci/mmol, suministrado por NEN Perkin Elmer Life
Science Products. Inc. (Boston, MA).

e Ultracentrifuga marca Beckman modelo Optima L-70K.

e Centrifuga marca Beckman modelo Allegra 6R.

e Analizador de Centelleo Packard modelo Tri-Carb 2100 TR.

e Placas cromatograficas de Silice gel 60 GF254 en soporte de aluminio (20X20 cm, Merck).

7.3.2. Ensayo in vitro: citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas.

Se determiné el porcentaje de inhibicién del crecimiento para los compuestos 4, 5, 6a-6i, 7y 8
sobre las lineas celulares de cdncer de préstata PC-3 y LNCaP. Dicho ensayo fue llevado a cabo por la M. en
C. Maria Teresa Obdulia Ramirez Apan en la Unidad de Pruebas Bioldgicas del Instituto de Quimica,
UNAM. El ensayo se realiz6 mediante el método de Sulforodamina B (SRB). ®2 | as células se cultivaron en
un medio RPMI-1640, enriquecido con un 10% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/mL de
Penicilina G, 100 pg/mL de anfotericina B y 1% de aminoacidos no esenciales; se incubaron a 37°C en una
atmosfera humeda con 5% de CO,.

Posteriormente se tomaron 100 pL de la linea celular correspondiente, el contenido de células por
pozo varia entre 5 000 a 15 000, dependiendo de la linea celular, y se incubd por 24 h. Se prepard una
solucién stock en dimetilsulféxido (DMSO) de cada compuesto a evaluar, dicha solucién se adiciond a cada
pozo de las lineas celulares en 100 pL de medio de cultivo, quedando una solucién final de cada
compuesto de 50 uM, posteriormente las lineas celulares se incubaron por 48 horas. Adicionalmente se
prepard un blanco, el cual consiste en un pozo que contiene Unicamente medio de cultivo, éste se cultivo
solamente por una hora. Ambas incubaciones se llevaron a cabo a una temperatura de 37°C con una
atmadsfera con 5% de CO, y 100% de humedad relativa.

Finalizado el tiempo de incubacién, se procedié a la fijacién de los cultivos celulares in situ por la
adicién de 50 pL de acido tricloroacético (TCA) al 50% (p/v) frio, se incubaron por 60 minutos a 4°C, se
desecho el sobrenadante, se hicieron cinco lavados con agua ionizada y se dejo secar por 24 horas.
Posteriormente se realizo el tefiido adicionando 100 pL de Sulforodamina B (0.4% p/v en acido acético) a
cada pozo, se mantuvo en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente, a continuacion se hicieron
lavados con dacido acético al 1% y se dejé secar durante 24 h. Las células fijadas se resuspendieron
utilizando 10 mM de buffer Tris en agitacidén por 5 minutos. Finalmente, se determiné la densidad éptica a
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515 nm utilizando un lector ELISA. Los resultados del andlisis primario muestran el porcentaje de
inhibicion £ desviacion estandar.

7.3.3. Ensayo de viabilidad del macréfago.
7.3.3.1. Aislamiento del cultivo primario de macréfagos murinos.

Los macréfagos fueron obtenidos de la cavidad peritoneal de ratones Swiss hembras de peso entre
25-30 g. Bajo condiciones de asepsia, se administraron por via intraperitoneal 0.5 mL de medio de
trioglicolato estéril al 3% p/v. Después de 72 hrs, los animales fueron sacrificados por inhalacién de CO,.
Bajo condiciones de esterilidad, se inyectaron 7 mL de buffer de fosfatos (PBS) en la cavidad peritoneal y
se realizdé un masaje abdominal vigoroso. Con la ayuda de una jeringa se extrajo el liquido peritoneal, el
cual fue depositado en placa de cultivo para favorecer la separacién de los macréfagos de otras células
del fluido del peritoneo. La placa se incubé a 37°C con 5% de CO, durante dos horas. Al concluir este
tiempo, la placa fue lavada 3 veces con PBS y, con la ayuda de un cosechador de células, se procedio al
desprendimiento de los macréfagos murinos. La cuenta de los macroéfagos de realizé con azul de tripano y
de esta manera se ajusté la densidad del inoculo a 1.0x10 6 cél/mL en medio de cultivo RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino. En placas de 96 pozos se depositaron 100 plL de la
suspension de células, dejdndolas en reposo por un lapso de 60 minutos para que los macrofagos se
adhirieran al sustrato del pozo. Los compuestos de prueba se prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO) o
agua a una concentracién de 20 mM. Se agregaron 100 pL de la soluciédn del compuesto de prueba cuya
concentracién final en cada pozo correspondiéd a 50 pM. Cada compuesto de prueba se agregd en 3
pozos, asi como su respectivo vehiculo, al finalizar se incubaron a 37°C con 5% de CO, por 24 horas.

7.3.3.2. Viabilidad del macréfago.

La actividad de los compuestos de ensayo sobre la viabilidad celular se determiné por el método
colorimétrico de MTT ®* (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). El MTT se preparé en
una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) a una concentracion de 5 mg/mL. Se adicionaron 20 pl/pozo
y se incubd durante 4 horas a 37°C con 5% de CO,_ Al finalizar este periodo se descartd el sobrenadante;
los cristales de formazan generados en cada pozo fueron disueltos agregando 100 puL de DMSO. La placa
se mantuvo en agitacion durante 10 minutos y posteriormente se midié la absorbancia a 570 nm. El
porcentaje de viabilidad se calculé de acuerdo a la siguiente expresién:

promedio de absorbancia compuesto de prueba

Viabilidad = ( )x100

promedio absorbancia vehiculo
7.3.4. Ensayo in vitro: inhibicion de la enzima 5a- reductasa.

El ensayo consistid en 2 partes. La primera de ellas fue la extracciéon de la enzima 5a-reductasa y
en la segunda se realizé la determinacidon de la concentracién inhibitoria 50 (Clso) de los compuestos
6a-6i, 7y 8.
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7.3.4.1. Extraccion de la enzima 5a-reductasa.

La préstata de caddver humano se cortdé y homogeneizé utilizando una soluciéon A (20 mM de
fosfato de sodio, 0.32 M de sacarosa. 0.1 mM ditiotreitol, pH=6.5). Este homogeneizado se centrifugd a
1500 rpm durante 20 minutos. El pellet formado se separd y se lavd 3 veces con el medio A y nuevamente
se centrifugd a 4400 rpm durante 10 min. Finalmente, el pellet se resuspendié en el medio A y se
almacend a -70 °C. Se determiné el contenido de proteinas por el método de Bradford " utilizando como
referencia albumina sérica bovina. El contenido de proteinas fue de 5 mg de proteina/mL de proéstata
humana.

7.3.4.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de la enzima 5a-reductasa en glandulas
prostaticas humanas.

Para cada uno de los compuestos, 6a-6h, se prepararon dos series de 6 tubos cada una, con
concentraciones de 10™° — 10™ disueltos en metanol y conteniendo testosterona tritiada (T [*H]) a una
concentracion final de 2 nM; asimismo, se incluyeron los tubos controles a los que se adiciond T [3H] ala
misma concentracion de 2nM. Los tubos fueron colocados en bafio de agua y bajo atmdsfera de
nitrégeno, hasta evaporar totalmente el disolvente; enseguida se afiadieron 720 pL de bufer de fosfatos
(40mM, pH= 6.5), 80uL de fraccién microsomal de préstata de caddver humano, la cual contenia 360
ug/mL de proteina. Posteriormente se adicionaron 100 pL de DTT (1ImM) y 100 puL de NADPH (2mM)
dando asi inicio a la reaccién.

Los tubos se agitaron en un vértex y se incubaron a 37 °C por una hora; finalizado este tiempo se
agregé 1 mL de diclorometano para detener la reaccidn y se agitaron nuevamente en vértex por un
minuto. Se extrajo la fase organica en la que se encontraba la dihidrotestosterona tritiada (DHT [H]),
realizando tres extracciones mas y, una vez reunidos los extractos, el disolvente se evaporé en un baiio de
agua. El sdlido formado se resuspendid en 0.5 mL de metanol y se aplicé gota a gota en una placa
cromatografia para separar la DHT [*H] formada; el procedimiento se repitié 5 veces. Adicionalmente, se
aplicaron los estandares de testosterona y DHT en cada extremo de la placa. Esta se eluyd 3 veces en un
sistema de elucién cloroformo-acetona 9:1.

Para la visualizacion de los estdndares, las placas se observaron bajo luz UV (A=254nm) vy
posteriormente se revelaron con una solucién de acido fosfomolibdico en metanol al 8%. Se marcd y cortd
la zona correspondiente a la DHT [*H] (Rf.0.64). A continuacidn, los pedazos de silice se colocaron en viales
en donde se les adicionaron 5 mL de liquido de centelleo Ultima Gold Packard y finalmente se leyd la
reactividad producida por la DHT [*H] en el analizador de centelleo. La actividad de la enzima se calculd
con base a los controles que se incubaron en presencia Unicamente de T [H].

Los resultados obtenidos para este ensayo mostraron que la actividad de la T+Finasterida dio un
valor de concentracion inhibitoria 50 de 8.5x10° M, para la enzima prostatica humana.
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7.3.5. Ensayo in vitro: Ensayo de inhibicion de la enzima 17B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa
(17B-HSD).

En este ensayo se preparé una serie de tubos, los cuales contenian:

Androstenediona tritiada (A*A [?H]) (4nM), androstenediona (A%A) fria (174 puM), DMSO vy las
soluciones de los compuestos 6a-6h.

En primera instancia, se evapord el disolvente de A*A [*H] (4nM), A*A —fria (174 uM) y del inhibidor
(para que solo quedara en DMSO,) con ayuda de un bafio de agua.

Posteriormente, a cada tubo de ensayo se le adicionaron 10 uL de la solucién que contenia buffer
de fosfatos (40mM, pH 7.5), 100 pL de DTT (ImM) y 100 puL de NADPH (25mM); finalmente se adicionaron
60 pL de fraccion microsomal de préstata de caddver humano, con lo que se dio inicio a la reaccién
enzimatica.

A continuacién, los tubos se incubaron a 37.5 °C con agitacién constante durante 30 minutos;
pasado este tiempo, se agregaron 100 pL de diclorometano para detener la reaccién, se agité nuevamente
en voértex por 1 minuto, se centrifugé a 3700 rpm durante 5 min y se extrajo el diclorometano (fase
inferior), éste se colocd en tubos cénicos, donde posteriormente se adicionaron 100 pL de acetato de
etilo, se agitd nuevamente en vértex por 1 minuto y se extrajo el acetato de etilo (fase superior) y se
repitié el mismo procedimiento 5 veces y se colocd en el mismo tubo cdénico. Se dejo evaporar el
disolvente y se agregaron 100 pL de una mezcla cloroformo—metanol (1:1) y se aplicé gota a gota sobre
una placa cromatografica, el procedimiento se repitid 5 veces; adicionalmente se aplicaron los estadndares
de A*A, T, DHT, 5aA (Androstenediol) y androstandiol y se dejd secar por 30 minutos, Se eluyd dos veces
en un sistema cloroformo:acetona (9:1).

Los estandares de Ty de A*A se observaron bajo luz UV (A=254nm) y posteriormente se revelaron
con una solucién de acido fosfomolibdico en metanol al 8% y calor. Se marcé y cortd la zona de DHT y
androstandiol. El 5aA se reveld con una solucion de KOH 2.5N: meta-dinitrobenceno 2% (1:1) y calor.

Finalmente, los pedazos de silice se colocaron en viales en donde se les adicionaron 10 mL de
liguido de centelleo Ultima Gold (packard) y se determiné la Clso [nM] de la enzima.

7.3.6. Ensayo in vivo: determinacidn del peso de la préstata y de vesiculas seminales, y didmetro de la
mancha pigmentada en hamsteres castrados.

Se llevd a cabo la evaluacidn bioldgica de los compuestos 6a-6h para medir su actividad
antiandrogénica en hamsteres castrados. El ensayo se realizé en el Instituto de Pruebas en el Laboratorio
de Hormonas del Departamento de Sistemas Bioldgicos de la Unidad Xochimilco en la Universidad
Autonoma Metropolitana (UAM), en el que se utilizaron hamsteres machos de la cepa Syrian Golden
(entre 150-200g), se realiz6 en 11 grupos de 3 animales por experimento, éstos son gonadectomizados 30
dias antes del experimento, manteniéndolos a una temperatura controlada de 22°C y en periodos de luz-
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oscuridad 12 hrs, la comida y el agua fue suministrada ad libitum diariamente. Durante 6 dias se le
administré por via subcutdnea:

e Un grupo control: 200 pL de aceite de sésamo (vehiculo).

e Unsegundo grupo: 200 ug de testosterona en 200 uL de aceite de sésamo

e Un tercer grupo: 200 pg de Finasterida mas 200 ug de testosterona en 200 uL de aceite de
sésamo.

e Ocho grupos a los cuales se les administré 200 ug de testosterona mas 400 pg de los derivados
de 1,2,4-triazol (6a-6h).

Después del tratamiento, los hamsteres se sacrificaron en una cdmara de CO, y posteriormente los
6rganos fueron diseccionados para ser analizados.

7.4. Parte computacional

El disefio molecular se realizdé en una computadora Lenovo con un procesador Intel ® Core™ 2 Duo
de 3 GHz y 4 GB de memoria. De manera inicial se llevd a cabo un andlisis conformacional, mediante el uso
del programa Spartan 08®, "* en el cual las moléculas fueron pre-optimizadas utilizando el campo de
fuerza Merck (MMFF94) y se eligié el conférmero de minima energia. Una vez obtenido este conférmero,
con el programa Gaussian 099, 2 se llevé a cabo la optimizacidon de las moléculas aplicando el método
Semiempirico PM-6 (Parameterization Method 6, por sus siglas en inglés) y posteriormente se calculd la
energia empleando el método de funcionales de la densidad (DFT) con el hibrido de Backe-Lee-Yang-Parr
tres con una polarizada (B3LYP 631G’), agregando cargas g=-1, 0y +1. En ambos métodos se empled agua
como disolvente implicito. De los resultados obtenidos se tomaron las cargas de Orbitales Naturales de
Enlace (NBO, por sus siglas en inglés). Se determind la funcidn de Fukui f (r) para el tomo de nitrogeno
(N2) y el atomo de nitrégeno (N4) del anillo 1,2,4-triazol, asi como la funcién Fukui f'(r) para el carbono
carbonilico del grupo éster (COOR) del C-3 del nucleo esteroidal. El calculo de la funcién de Fukui se llevé a
cabo utilizando las siguientes ecuaciones:

f+(r) =p N (r)-pnlr)
Fr)=pn(r)-pnalr)

donde p N+, P N Y P n1 SON las densidades electrdnicas de las moléculas con carga negativa, neutra y
positiva respectivamente, todas teniendo la misma estructura geométrica. En la tabla 7.2 se ilustra cémo
se calcularon las funciones condensadas de Fukui.
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Tabla 7.2. Funciones condensadas de Fukui obtenidas a partir de las cargas NBO.

Cargas NBO y funciones de Fukui condensadas para los derivados de 1,2,4-triazol

Compuesto  COOR COOR N2 N2 N4 N4 f+(r) fir)

(q=0) (q=-1) (q=0) (q=+1) (q=0) (q=+1) COOR N2
6a 0.7837 0.784  -0.30118 -0.30005 -0.5207 -0.51792 0.0003 0.00113
6b 0.75149 0.75145 -0.30141 -0.30096 -0.52072 -0.51981 -0.00004 0.00045
6¢ 0.75219 0.75214 -0.30115 -0.29904 -0.51849 -0.51223 -0.00005 0.00211
6d 0.75395 0.7539 -0.30138 -0.29881 -0.52075 -0.51301 -0.00005 0.00257
6e 0.75527 0.75522 -0.30144 -0.30007 -0.52068 -0.5171 -0.00005 0.00137
6f 0.75413 0.75408 -0.30149 -0.29998 -0.52112 -0.51711 -0.00005 0.00151
6g 0.76445 0.75907 -0.30140 -0.29855 -0.52089 -0.51209 -0.00538 0.00285
6h 0.7645 0.76463 -0.30141 -0.2985 -0.52099 -0.51204 0.00013 0.00291
6i 0.7451 0.74506 -0.30146 -0.30139 -0.52072 -0.52062 -0.00004 0.00007

f(r)

N4

0.00278

0.00091

0.00626

0.00774

0.00358

0.00401

0.0088

0.00895

0.0001

Por otro lado, con los resultados obtenidos de la optimizacion por el método semiempirico PM6, con ayuda

del programa MarvinSketch®, * se calcularon descriptores QSAR y, con el programa BuildQSAR®, °* se construyeron

los modelos para los compuestos 6a-6i y T1-T6.
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Espectro 16. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 5.
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Espectro 20. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6a.
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Espectro 21. IR (FTIR-ATR) del compuesto 6b.
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Espectro 22. RMN-"H (CDCl;) del compuesto 6b.

85



NN

Ciencias
Quimicas ANEXO: Espectros
1500
. N 1000
§ ? F800 1400
|
o 600 1300
5? EE [0 1200
‘ 1 N 200
A l l L \ Lo ; 1100
\ \ \ \ \ \ \ \ § 1000
142 140 138 136 134 132 130 128 5
1 (ppm) ]
< 900
800
Eé 700
&
/ 600
500
L iz 400
© N 3 5 <« §§v o‘%wMEDNS /E
. 2.2 gal| T8 BerEana
§ g s g8 | FOSAN )
T 8B NN 200
| I 100
) ‘ l | | | | i I Lo
r-100
2‘00 1‘90 1‘80 1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 ‘ 9‘0 éO 7‘0 (;0 5‘0 ‘;0 ?lO 20 1‘0 6
1 (ppm)
1
Espectro 23. RMN-"3C (CDCl;) del compuesto 6b.
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Espectro 24. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6b.
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Espectro 28. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6c.
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Espectro 30. RMN-"H (CDCl;) del compuesto 6d.
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Espectro 32. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6d.
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Espectro 35. RMN-"2C (CDCl;) del compuesto 6e.
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Espectro 36. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6e.
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Espectro 44. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6g.
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97



N

Ciencias
Quimicas

ANEXO: Espectros

{2600
1500
2400
s z _ 1000 0 °L 2200
N I Lsoo § R + 2000
w iE 1800
ro
I
126 125 124 13 122 [ 1600
fl(ppm) oo N®WLT O
SESRANg [~ 1400
NS
1200
1000
- 289 Ncwwmﬁmggi [ 800
n g o %8¢  gesssan /|
g 11 g3z AN oo
T
‘B 400
‘ l 200
i L J
r-200
200 1% 180 10 160 150 140 130 120 1o 100 % 8 70 6 5 4 30 20 10 0
1 (ppm)
13
Espectro 47. RMN-""C (CDCl;) del compuesto 6h.
1005 >°
957
90
857
4| 69
80—
757
= X
70—
= F3C
654 81 8 CyH3,F3N;0,
60% 83 P.M. 565 g/mol
55— 91 136
50
45% 154 566
404 107
357 109
304
= 199
255
20 155
= 567
15- 165
103 178 | 207 289 350
3 221 256 307
— 351 564 | 568
53 402 427 462 494 524 P sg3 g3
0 ‘w m ‘w\‘w n‘\ ‘m ‘\ u‘ \H‘w \‘m ‘;\ h‘\ u\‘ T " \‘u M‘M h‘wuh‘\ ‘\ ‘\
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
m/z

Espectro 48. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 6h.
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Espectro 51. RMN-"3C (CDCl;) del compuesto 6i.
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Espectro 54. RMN-"H (CDCl;) del compuesto 7.
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Espectro 56. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 7.
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Espectro 59. RMN-">C (CDCl;) del compuesto 8.
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Espectro 60. Espectrometria de masas (FAB, ID) del compuesto 8
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