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RESUMEN

El cancer de préstata (CaP) y la hiperplasia prostatica benigna (HPB) han sido un problema de salud
importante en México ya que afectan a méas del 21% y 55% de los hombres, respectivamente. El CaP tiene una
alta incidencia, asi como mortalidad. De acuerdo al Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado (ISSSTE), 17 mexicanos mueren diariamente debido a un diagnéstico tardio de CaP.
Por otra parte, la HPB también conocida como agrandamiento benigno de la préstata, es un problema comuin en
varones por arriba de los 50 afios de edad. El constante crecimiento de la préstata en la HPB afecta el tracto
urinario haciendo esta enfermedad potencialmente mortal.

La quimioterapia es frecuentemente considerada como uno de las opciones principales para el
tratamiento del CaP; sin embargo, debido a su pobre selectividad, esta terapia suele atacar tanto células
cancerosas como sanas. Por otro lado, la terapia hormonal es otra opcion para el tratamiento del CaP. Esta
estrategia mejora significativamente la salud y ayuda a prolongar la esperanza de vida. Desafortunadamente, el
CaP, habitualmente, evoluciona a una forma resistente. Por tanto, la terapia hormonal debe ser mejorada por
medio del descubrimiento de nuevos candidatos a farmacos, mas potentes y selectivos, para suplir estas
terapias de primera linea.

El crecimiento anormal de las células prostaticas, ya sea en el CaP o HPB, depende de la testosterona
(T) y su metabolito mas androgénico, dihidrotestosterona (DHT); ambos andrégenos estimulan a los tumores
andrégeno-dependientes de prdstata. Entonces, suprimiendo la accién de T y DHT mediante la inhibicion de
enzimas clave involucradas en su sintesis es una estrategia interesante para disminuir la progresion de CaP e
HPB. En este contexto, la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 (17p-HSD3) y la 5a-reductasa (5aR) son
enzimas que juegan un papel critico en la ruta androgénica. Tanto 17p-HSD3 como 5aR, son conocidas por
catalizar los ultimos pasos en la biosintesis de los andrégenos activos T y DHT, respectivamente.

La presente tesis tiene como objetivo la sintesis de nuevos derivados esteroidales como inhibidores de
17B-HSD3 y 50R. Adicionalmente, este trabajo pretende encontrar nuevas moléculas que puedan inhibir la
proliferacién del cancer prostatico o disminuir el crecimiento de la prostata con la finalidad de tratar el CaP o la
HPB, respectivamente. La primer parte de esta tesis esta dedicada a la sintesis quimica y la actividad bioldgica
de 17p-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-onas. Estos compuestos fueron evaluados contra dos isoformas de la
enzima 5aR (50R1 y 5aR2) asi como células cancerosas de préstata. Las moléculas mas potentes de ambos
ensayos fueron, posteriormente, evaluadas en hamsteres gonadectomizados con el objetivo de determinar si
estos esteroides son capaces de disminuir el peso de la glandula prostatica. Por otro lado, la segunda parte de
esta tesis esta enfocada en la sintesis por modificaciones estructurales sisteméaticas del compuesto RM-532-105
(compuesto lider) para obtener nuevos inhibidores de la 17p-HSD3 con mejor estabilidad metabdlica. Estos
derivados fueron evaluados por medio de tres ensayos: inhibicion directa de la 17p-HSD3, actividad androgénica
en células LAPC-4 y estabilidad metabdlica en microsomas de higado humano.

Los ensayos biologicos realizados mostraron que en la serie de 17p-N-arilcarbamoylandrost-4-en-3-onas,
el compuesto 17B-N-[3,5-bis(trifluorometil)fenilcarbamoillandrost-4-en-3-ona  (6k) vy 17p-N-(1,3-tiazol-2-
ilcarbamoil)androst-4-ene-3-ona (6g) exhibieron un mayor efecto inhibitorio sobre células cancerosas de préstata
gue los farmacos comerciales finasterida, flutamida y ketoconazol; mientras que los compuestos 17p-N-(4-
fluorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona (6e) y 17B-N-(4-clorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona (6h) fueron los
inhibidores mas potentes de la enzima 50R2. Incluso, ambos compuestos disminuyeron el peso de la glandula
prostéatica. Por otra parte, el derivado de RM-532-105 que contiene un grupo 4-picolilo unido a la posicién C-168
(esteroide 14n) fue identificado como un inhibidor de la 17p-HSD3 con dos veces menos potencia que el
compuesto lider. No obstante, esta molécula mostré un efecto citotdxico en células LAPC-4 y fue seis veces mas
estable que RM-532-105 en el ensayo de estabilidad metabdlica.
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ABSTRACT

Prostate Cancer (PCa) and Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) have been a major public health concern
in Mexico since they affect more than 21% and 55% of men, respectively. PCa has a higher incidence and
mortality as well. According to the Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE), 17 mexican men die every day due to a late diagnostic of PCa. On the other hand, BPH also called
benign enlargement of the prostate, is a common problem for men over 50 of age. The constant prostate
enlargement in BPH affects the urinary tract, thereby making this disease potentially life-threatening.

Chemotherapy is frequently considered one of the first choices to treat PCa; however due to its poor
selectivity, this therapy often attacks either cancerous or normal cells. Conversely, Hormonal therapy is another
choice for the treatment of PCa. This strategy improves significantly the health and help to prolong the life
expectancy. Unfortunately, PCa habitually evolves toward a resistant form. Therefore, hormonal therapy must be
improved by discovering new selective and potent drug candidates to supply these first-line therapies.

The abnormal growth of prostate cells either PCa or BPH depends of testosterone (T) and its most
androgenic metabolite dihydrotestosterone (DHT); both androgens stimulate the androgen-dependent prostate
tumors. Hence, suppressing T and DHT action through the inhibition of key enzymes involved in their synthesis is
an interesting strategy to decrease the progression of PCa and BPH. In this context, 17p-hydroxisteroid
dehydrogenase type 3 (178-HSD3) and 5a-reductase (5aR) are enzymes which play a critical role into the
androgenic pathway. Both 178-HSD3 and 50R are well-known to catalyze the last step in the biosynthesis of the
active androgens T and DHT, respectively.

The present thesis deals with the synthesis of new steroidal derivatives as 17p—HSD3 or 5aR inhibitors.
Additionally, this work attempts to find novel molecules that may inhibit the prostate cancer cell proliferation or
decrease the prostate enlargement in order to treat PCa and BPH, respectively. The first part of this thesis is
dedicated to the chemical synthesis and biological activity of 17p-N-arylcarbamoylandrost-4-ene-3-ones. These
compounds were assessed against two isoforms of 5aR (50R1 and 5aR2) as well as prostate cancer cells. The
most potent molecules from both assays were further tested on gonadectomized hamsters to find out whether
these steroids are able to decrease the weight of the prostate gland. Conversely, the second part is focused on
the synthesis by systematic structure modifications of RM-532-105 (a lead compound) to obtain new 17p-HSD3
inhibitors with better metabolic stability. These derivatives were assessed by using three assays: direct inhibition
of 17p-HSD3, androgenic effect on LAPC-4 cells and metabolic stability on human liver microsomes.

The performed biological assays showed that in the series of 17B-N-arylcarbamoylandrost-4-en-3-one
derivatives, the compound 17p-N-[3,5-bis(trifluoromethyl)phenylcarbamoyl]landrost-4-ene-3-one (6k) and 17p-N-
(1,3-thiazol-2-ylcarbamoyl)androst-4-ene-3-one (6g) exhibited a higher growth inhibitory effect than commercially
available drugs finasteride, flutamide and ketoconazole on prostate cancer cells; whereas the compounds 173-N-
(4-fluorophenylcarbamoyl)androst-4-ene-3-one (6e) and 17B-N-(4-chlorophenylcarbamoyl)androst-4-ene-3-one
(6h) were the most potent 5aR2 inhibitors. Moreover both compounds decreased the weight of the prostate
gland. On the other hand, the RM-532-105 derivative which bears a 4-picolyl group attached to C-16p position
(steroid 14n) was identified as a 17B-HSD3 inhibitor with two-fold less potency than the lead compound.
Nevertheless, this molecule exhibited a cytotoxic effect on LAPC-4 cells and was six-fold more stable than RM-
532-105 in the liver metabolic stability assay.
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Lista de abreviaciones

17p-HSD's: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasas

17B—HSD1: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1

17B—HSD2: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2

17B—HSD3: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3

17B—HSD4: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 4

17B—HSD5: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 5

17B—HSD6: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 6

17B—HSD7: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 7

17B-HSD8: 17pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 8

17B-HSD9: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 9

17B-HSD10: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 10

17B-HSD11: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 11

17B-HSD12: 17p3-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 12

17B-HSD13: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 13

17B-HSD14: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 14

17B-HSD15: 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 15

30—HSD3: 3au-hidroxiesteroide deshidrogenasa

4—diona: 4-androstendiona

4-diona[**C]: 4-androstendiona marcada isotépicamente con carbono 14
5aR: 50-reductasa

50R1: 50-reductasa tipo 1

50R2: 50-reductasa tipo 2

A: Angstrom

a_nH: Descriptor de niimero de atomos de hidrégeno presentes
ADME-Tox: Administracion, Distribucién, Metabolismo, Excrecién y Toxicologia
ADN: Acido desoxirribonucleico

Al(OiPr)3: isopropéxido de aluminio

ALM: Activity Landscape Analysis (Analisis del Panorama de Actividad)
APCI: Atmospheric Pressure Chemical lonization (Ionizacién quimica a presién atmosférica)
APH: Aceptor de puentes de hidrégeno

APT: Attached Proton Test (Adjunto de protones de prueba)

ARN: Acido ribonucleico

ATCC: American Type Culture Collection

ATR: Attenuated Total Reflection (Refleccion total atenuada)

Bcl-2: B-cell ymphoma 2 (Célula B, linfoma 2)
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CaP: Céancer de Proéstata

CDClj3: Cloroformo deuterado

Clso: Concentracion inhibitoria 50

cLogP: Coeficiente de particion octanol/agua calculado

CoMFA: Comparative Molecular Field Analysis (Andlisis Comparativo de Campos Moleculares)
COSY: Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de Correlacion)

CRPC: Castrate Resistant Prostate Cancer (Cancer de recurrente/resistente a la castracion)
CTL: grupo control

CYP17: Enzima citocromo P450 17A1

CYP19: Enzima citocromo P450 19 o también conocida como Aromatasa

CYP24A1: Enzima citocromo 450 24A1

CYP3A: Enzima citocromo 450 3A.

DAST: trifluoruro de dietilaminoazufre

DCM: diclorometano

DEAD: Diethyl azodicarboxylate (azodicarboxilato de dietilo)

DFS: Double Focus Sector (Sector de doble enfoque)

DFT: Density Functional Theory (Teoria de Funcionales de la Densidad)

DHEA: Deshidroepiandrosterona

DHT: 50—dihidrotestosterona o cominmente conocida como dihidrotestosterona

DHT[®H]: Dihidrotestosterona marcada isotépicamente con tritio

DIPEA: N,N-diisopropietilamina

DMSO: Dimetilsulféxido

DPH: Donador de puentes de hidrégeno

DTT: Ditiotreitol

E_rsol: Descriptor de energia libre de solvatacién

E_tor: Descriptor de potencial de energia de torsion

El: Estrona

E2: Estradiol

ECFP: Extended-Connectivity Fingerprints (Huellas Dactilares de Conectividad Extendida)
EGF: Epidermal Growth Factor (Factor de crecimiento epidérmico)

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas)
EM: espectrometria de masas

FAB: Fast Atom Bombardment (Bombardeo de a&tomos acelerados)

FDA: Food and Drug Administration (Administracion de Farmacos y Medicamentos)

FIDE: Finasterida.

HEK-293: Linea celular primaria de rifidn

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfonico
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HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation (Correlacién heteronuclear de enlaces multiples)
HPB: Hiperplasia Prostatica Benigna
HPLC: High performance liquid chromatography (Cromatografia de liquidos de alta eficiencia)

HPLC-MS: High performance liquid chromatography-Mass spectrometry (Cromatografia de liquidos de alta
eficiencia acoplado a espectroscopia de masas)

HSD17B3: gen que codifica para la enzima 178-HSD3

HSD3B2: 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A-5-4 isomerasa tipo |l

HSP: Heat Shock Porteins (Proteinas de choque térmico)

HSQC: Heteronuclear Simple Quantum Correlation (Correlacién heteronuclear de simple cuanto)
Hz: Hertz

IE: Impacto electrénico

IGF: Insulin-like Growth Factor (Factor de crecimiento similar a insulina)

IR: Infrarrojo

J: Constante de acoplamiento (expresada en Hertz)

KGF: Keratinocyte growth factor (Factor de crecimiento de queratinocitos)

LAPC-4: Linea celular de carcinoma de prostatico de humano el cual es andrégeno-sensible
LNCaP: Linea celular de adenocarcinoma prostatico de humano andrégeno-sensible

LNCaP[17B-HSD3]: Linea celular de carcinoma de prostatico de humano el cual es androgeno-sensible y ademas
esta transfectada con el gen HSD17B3 para la sobreexpresion de la enzima 17p-HSD3

m/z: relacion masa/carga

M: Molar

M": ion molecular

mMARN: ARN mensajero

MeOH: Metanol

mM: milimolar

MOE: Molecular Operating Environment

MR: Molar Refractivity (Refractividad molar)

NAD": Nicotin adenin dinucleétido (forma oxidada)

NADH: Nicotin adenin dinucleétido (forma reducida)

NADP": Fosfato de Nicotin adenin dinucleétido (forma oxidada)
NADPH: Fosfato de Nicotin adenin dinucleétido (forma reducida)
nM: Nanomolar

NOESY: Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy (Espectroscopia de efecto nuclear Overhauser)
p/v: relacién peso/volumen

PADPR: Fosfoadenosin difosforibosa

PBMC: Células polimorfonucleares de sangre de rata

PBS: Phosphate Buffer Solution (Solucién buffer de fosfatos)

PC3: Linea celular de cancer de préstata metastasico el cual es andrégeno-insensible
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PCA: Principal Component Analysis (Analisis de componentes principales)
PhCHs: Tolueno

PPhj: Trifenilfosfina

ppm: partes por millon

PSA: Antigeno Prostéatico Especifico

APTS: Acido p-toluensulfénico

QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationship (Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad)
RA: Receptor de andrégenos

RMN **C: Resonancia Magnética Nuclear para el &tomo de carbono

RMN *°F: Resonancia Magnética para el atomo de flGior

RMN 'H: Resonancia Magnética Nuclear para el &tomo de hidrégeno
RMN 2D: Resonancia Magnética bidimensional

RPMI: Medio Roswell Park Memorial Institute

SOMFA: Self-organizing molecular field analysis (Analisis auto-organizado del campo molecular)
SRB: Sulforodamina B

SRD5A1: Gen 5a-reductasa tipo 1

SRD5A2: Gen 5a-reductasa tipo 2

STUI: Sintomas del tracto urinario inferior

T: Testosterona

T[**C]: Testosterona marcada isotépicamente con carbono 14

T[®H]: Testosterona marcada isotépicamente con tritio

Tc: coeficiente de Tanimoto

TEA: N,N"-trietilamina

TGF—p: Factor de crecimiento transformante beta

THF: Tetrahidrofurano

TPSA: Topological Surface Area (Area Polar Superficial Topolégica)

UPLC-ESI-MS: Cromatografia de liquidos de ultra-alta resoluciéon acoplado a espectrometria de masas de ionizacién

por electroespray

UV: Ultravioleta

v/v: relacién volumen/volumen

&: Desplazamiento quimico

d¢: Desplazamiento quimico de carbono
8,: Desplazamiento quimico de hidrégeno
pM: micromolar

Vmax. longitud de onda méaxima

6. Sigma de Hammet
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1. INTRODUCCION

La Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) es una enfermedad que involucra el crecimiento anormal de
células del estroma y el epitelio prostéatico, lo que conlleva a la compresién del canal uretral interrumpiendo el
flujo normal de la orina, dando lugar a la presencia de ciertos sintomas como la nocturia (sensacién de miccion
durante el suefio), disuria (dolor durante la miccion), hematuria (presencia de sangre en la orina por ruptura de
venas en la superficie de la prostata) e insuficiencia renal.

La HPB es la neoplasia benigna més frecuente en el hombre. En estudios de autopsia la frecuencia a los
40 afos de edad es de un 25%, llegando a 100% a los 80 afios. Esto no significa que todos los que tienen la
neoplasia microscépica desarrollen la enfermedad clinica. Los sintomas se presentan en 10% a los 40 afios de
edad y en 40% de los hombres a los 70 afios. La HPB es una causa significativa de deterioro en la calidad de
vida de los hombres mayores y ademas tiene asociada morbilidades significativas®.

Segun datos del INEGI en México, 55% de la poblacién con HPB es mayor de 64 afios y 30% tiene entre
55 y 64 afios, lo que equivale, en nuestra poblacién, a 8% del total, con una esperanza de vida de 70 afios.?
Esta enfermedad no so6lo se limita a causar los sintomas antes mencionados, sino que también puede incurrir en
una enfermedad con mayor morbilidad como el cancer de préstata (CaP).’

El CaP al igual que la HPB, es una de las neoplasias mas frecuentes en el hombre. La Organizacion
Mundial de la salud (OMS) prevé que la cifra de nuevos casos de cancer alcance los 10 millones anuales a partir
del 2015; también considera que la cifra anual de muertes por cancer en todo el mundo se duplicara de seis
millones en el 2000 a 12 millones en el 2020. En nuestro pais, la tasa de mortalidad observada por cancer de
préstata ha aumentado de 7.7 a 9 muertes por cada 100,000 hombres entre el 2000 y el 2005.>* Ambos
padecimientos se ven favorecidos por un aumento de andrégenos, en especial de la testosterona (T) y
dihidrotestosterona (DHT) que son los principales metabolitos de las enzimas 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 3 (17p—HSD3) y la 5a-reductasa (5aR), respectivamente.>® Tanto en la HPB como en el
CaP se ha podido demostrar un aumento localizado de estas dos enzimas y existe también la evidencia de un
catabolismo reducido de la DHT.

Una de las estrategias para el tratamiento de la HPB es la terapia hormonal. Con el fin de disminuir los
niveles de DHT producidos por la préstata, inhibidores de la 5a-reductasa como la finasterida y la dutasterida
son utilizados hoy en dia para reducir el tamafio de la préstata y con ello prevenir futuras lesiones malignas en
este 6rgano.” Sin embargo, cuando el CaP est4 presente la estrategia cambia y no sélo suprime la produccién
de DHT, sino también de su precursor, la testosterona, y es en este punto cuando entran los inhibidores de la
17p-HSDS3.

El presente trabajo se divide en dos partes: la primera, se enfoca en la sintesis y evaluacion biol6gica de
derivados de 17B-N-arilcabamoilandrost-4-en-3-ona como antiproliferativos sobre lineas celulares cancerosas de
prostata, LNCaP y PC3. También se presenta la actividad inhibitoria de estos derivados sobre las enzimas 5a-
reductasa tipo 1 y 2. La segunda parte del presente se desarrollé6 durante una estancia de investigacion en el
grupo de trabajo del Dr. Donald Poirier y estd enfocada en la sintesis de derivados de la androsterona como
inhibidores de la enzima 17p-HSD3. Ademas de la preparacion de estos compuestos, se presenta también la
actividad androgénica en células LAPC4 (actividad no deseada) asi como la estabilidad metabdlica de los
esteroides sintetizados.

Pagina 1



2. Antecedentes

2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades sobre los tumores benignos y malignos

La promocién y restriccion del crecimiento normal de una célula depende de un balance de sefales
finamente controlado, de tal modo que la proliferacion y diferenciacién ocurra de una manera ordenada y
s6lo cuando sea necesario. En las células tumorales existen cambios y modificaciones ocasionados por
factores internos y/o externos para su genoma, provocando una continua proliferacion celular, pérdida de
diferenciacion y una disfuncién en el proceso normal de la muerte celular. Los tumores pueden ser divididos
en dos grupos principales, de caracter benigno o maligno (conocido como cancer). Los tumores benignos
rara vez son mortales; estos crecen dentro de una cépsula bien definida que limita su tamafio y mantienen
las caracteristicas de la célula de origen y, por lo tanto, generalmente estan bien diferenciados. Los
tumores malignos invaden los tejidos circundantes y se extienden a diferentes areas del cuerpo para
generar nuevos crecimientos o metéstasis. Ademas, existen diferentes clones dentro del tumor con
diferentes capacidades para crear metastasis, una propiedad que esta determinada genéticamente y que, a
menudo, es el proceso que causa la muerte del hospedero.? Las causas que originan el cancer se pueden
deber a factores genéticos (predisposicion genética), carcinégenos quimicos, radiaciones ionizantes, e

infecciones bacterianas y virales.’

El inicio y el desarrollo del tumor (tumorigénesis) es un proceso de varios pasos; con cada paso se
ven reflejados cambios que promueven la transformacion progresiva de células sanas en tumorales.
Diversos estudios han demostrado que los genes de células tumorales estan frecuentemente modificados
en sitios diferentes, que van desde mutaciones puntuales, hasta translocaciones cromosOmicas. Hoy se
sabe que el cancer es un fendbmeno que se lleva a cabo en dos tiempos, mismos que a su vez abarcan tres

etapas: iniciacion, promocion y progresion.°

Basados en estas observaciones, se ha propuesto que el desarrollo tumoral ocurre a través de un
proceso similar a la evolucion Darwiniana, en el cual una secuencia de modificaciones genéticas, cada una
proveyendo un tipo diferente de ventaja en el crecimiento, conducen al cambio progresivo de células sanas
en tumorales.™ Weinberg ha sugerido que el gran catalogo de genotipos de células tumorales pueden
resultar en diez modificaciones esenciales en la fisiologia celular que, colectivamente, inducen la

1214 astas son: sefializacion activa del crecimiento; evasion de la muerte celular;

malignidad (Esquema 1);
potencial replicativo ilimitado; dafio y estrés replicativo del ADN; estrés mitético; inestabilidad gendmica;
estrés metabdlico; evasion de la respuesta inmune; angiogénesis sostenida y finalmente, invasion de

tejidos y metastasis.
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2. Antecedentes

Activa sefializacion del

crecimiento
Invasion de tejidos Evasién de la muerte
y metdstasis celular y senescencia
Angiogépesis ' \ Potencial replicativo
sostenida > ! \ ilimitado
Evasion de la Dafio y estrés
respuesta inmune replicativo del ADN
Estrés metabolico @ Estrés mitctico
Inestabilidad
genomica

Esquema 1. Cambios caracteristicos en la fisiologia de una célula cancerosa.
2.2 Esteroides y hormonas esteroidales

Los esteroides son derivados del colesterol, de naturaleza lipidica, que se caracterizan por tener en
su estructura el nacleo de ciclopenta/aperhidrofenantreno® (Figura 1). Estan ampliamente distribuidos en
los organismos eucariontes, tanto en el reino animal como en el vegetal. Las caracteristicas funcionales de
las moléculas esteroideas estan determinadas por la conformacion de sus cuatro anillos (A, B, C, D) y la

orientacion relativa de los grupos funcionales en el espacio.

0o,
00

Figura 1. Nucleo de ciclopenta/a fenantreno

Dentro de los esteroides se encuentran las hormonas esteroideas, que son moléculas sintetizadas
en el organismo a partir del colesterol (Esquema 2), las cuales se clasifican de acuerdo a su funcion
biol6gica en: glucocorticoides, que son esenciales para la adaptacion al estrés; mineralocorticoides, que

regulan el equilibrio normal de sodio y potasio en el organismo; progestinas, cuya funcion principal es el
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2. Antecedentes

mantenimiento del embarazo y, finalmente, las hormonas sexuales como los estrogenos y andrégenos que
definen las caracteristicas sexuales secundarias femeninas y masculinas, respectivamente. Los efectos

fisiolégicos varian de un compuesto a otro, su funcion va desde vitaminas hasta hormonas sexuales.*®
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Esquema 2. Ruta metabdlica de la biosintesis de esteroides™®"’
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2. Antecedentes

2.2.1 Mecanismo de accién de una hormona esteroidal

La secuencia de eventos para la transcripcion de genes por una hormona esteroidea es la

siguiente'® (Esquema 3):

1) Union de una hormona esteroidea a su receptor.

2) Formacién de un homodimero que induce un cambio conformacional en el receptor y disociacion
de las HSP (Heat Shock Proteins, por sus siglas en inglés).

3) Transporte al nucleo (translocacion)

4) Unién a un elemento de respuesta.

5) Reclutamiento de co-activadores o co-represores.

6) Activacion de factores de transcripcion que tienen como consecuencia la sintesis de una

molécula de mARN y su correspondiente proteina la cual activa una respuesta biologica.

Hormona cstcmidw
—_—

v

Célula
Receptor
citoplasmico (R)

—>
OB
HSP
Aminoécidos

TTT (AA)
ATP
e l K

AA-TRNA

P .\ g -
V.~ Traduccién '.‘ " Transeripcién

q_ywy‘_\,:«\ Niceo 4

celul;ay
|‘(_

—— Ribosoma
Proteina e R“puesm
_inducida £ celular

Esquema 3. Mecanismo de accién de una hormona esteroidea (Adaptado de la referencia 19)

2.3 Hiperplasia prostéatica benigna (HPB) y cancer de préstata (CaP)

La prostata de un adulto (Figura 2), es una glandula compacta que forma parte del aparato genital y

urinario masculino. Esta se encuentra situada inmediatamente debajo de la vejiga, siendo atravesada por el
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conducto urinario llamado uretra. Su principal funcién esta relacionada con la produccién del fluido seminal.
La prostata puede ser origen de dos enfermedades relacionadas al crecimiento celular anormal: hiperplasia
prostatica benigna (HPB) y cancer de préstata (CaP).?°

Figura 2. Localizacion de la glandula prostatica humana.”*

La hiperplasia prostatica benigna o adenoma de prostata es una de las enfermedades benignas mas
comunes en el hombre y puede derivar en una hipertrofia benigna de la prostata, en una obstruccion

benigna de la prostata y/o en sintomas del tracto urinario inferior (STUI).

Los androgenos son hormonas esteroidales que estimulan y controlan las caracteristicas primarias y
secundarias masculinas. Ejercen su accion al unirse a un receptor nuclear llamado receptor de andrégenos
(RA). EI principal andrégeno es la testosterona (T) y su metabolito reducido, la 5a-dihidrotestosterona
(DHT), que 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 del RA reportados, RA-A y RA-B. El receptor de
andrégenos-B es la isoforma que predomina en la préstata, algunas mutaciones en este receptor estan

relacionadas a lesiones malignas.

Este receptor esta intimamente relacionado con la HPB y el CaP, ya que la interaccion de Ty DHT
con el RA y la subsecuente formacién del complejo T/RA o DHT/RA, que a su vez interacciona con el
nacleo, causa la transcripcion de varios genes, resultando en la produccion de varias proteinas como el

Antigeno Prostéatico Especifico (PSA, por sus siglas en inglés) y proteinas reguladoras importantes para el

Péagina 7
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crecimiento y funcion celular. La 4-diona es metabolizada a T por la accion de la enzima 17-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 3 (17p-HSD3) en los testiculos;® mientras que la DHT es sintetizada en la préstata a
partir de la testosterona circulante por la accién de la enzima 5a-reductasa tipo 2 (5aR2). Esta enzima se
localiza principalmente en las células del estroma prostéatico. La DHT estimula factores de crecimiento que
conducen a la proliferacion celular en la préstata; éstos incluyen al factor de crecimiento epidérmico (EGF,
por sus siglas en inglés), al factor de crecimiento de los queratinocitos (KGF, por sus siglas en inglés), y al
factor de crecimiento similar a insulina (IGF). La actividad del factor de crecimiento transformante beta

(TGF-B, por sus siglas en inglés) que modula la apoptosis también se ve afectado por la DHT (Esquema 4).

23,24

o) OH 5a-Reductasa 2 OH

173-HSD3 (5aR2)
+NADPH +NADPH
_> _>
O inhibidores O inhibidores O ﬁ
4-Androstendiona 17p-HSD3 Testosterona (5aR) 5a-dihidrotestosterona (DHT)

(4-diona) (T) Andrégeno potente

g Dimerizaciéon
h
\ j Receptor de andrégenos
—— (RA)

Translocacion hacia el nucleo y
unién al elemento de respuesta
androgénica que activa genes co-
represores y co-reguladores

I o Resultado:
2 O
- -z *HPB
. - *CaP
b ST IR
G

Incremento en la proliferacion de
células en la glandula prostatica

Esquema 4. Mecanismo de accién del andrégeno DHT: la testosterona proveniente de los testiculos entra a la célula
y es convertida a DHT por la enzima 5a-reductasa que, posteriormente, se une al RA provocando un cambio
conformacional; el complejo se une a elementos de respuesta en el ADN, que inducen la transcripcion de proteinas

que favorecen la proliferacion de células prostaticas.
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Mientras que en la HPB se desarrollan signos y sintomas claros, en el cancer de préstata (CaP) no
se presentan sintomas hasta que ya existe un avance considerable de la lesibn maligna y puede
confundirse con la HPB. Aunque la mayoria de los tipos de cancer de préstata crecen lentamente, existen
algunos que suelen ser muy agresivos y tienen la capacidad de hacer metastasis desde la prostata hacia
otras partes del organismo, particularmente en los huesos y nodulos linfaticos. Una de las formas mas
eficaces de detectar ésta enfermedad es la cuantificacion del PSA. El CaP es clasificado como un
adenocarcinoma o un cancer glandular cuando las células que normalmente secretan fluido seminal mutan

a células malignas. La regién periférica de la préstata es donde este adenocarcinoma es mas comun.?

La mayoria de los tipos de CaP expresan altos niveles de receptores de androgenos (RA) y su
crecimiento, al igual que la HPB, depende de la testosterona producida por los testiculos y la DHT. Una de
las caracteristicas en el metabolismo de estas células malignas es también una baja produccion de la
enzima 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD3) que es la responsable del catabolismo de la DHT,*
lo que conlleva al aumento en las concentraciones de éste metabolito. Algo importante que también se ha
observado es un aumento de la enzima 5a-reductasa tipo 1, mientras que la enzima tipo 2 se encuentra en

los mismos niveles que una préstata sana.

Para eliminar este padecimiento, es comun recurrir a la remocion de los andrégenos producidos por
los testiculos (castracion quirargica o quimica). Desgraciadamente, el paciente puede recaer en la
enfermedad y generar tumores malignos dando como resultado un nuevo padecimiento denominado cancer
de préstata recurrente/resistente a la castracion (CRPC, por sus siglas en inglés), en el cual estas células
cancerosas, ademas de tener la capacidad de reactivar sus receptores de andrégenos, también pueden
producir testosterona y DHT a partir del colesterol y pequefias cantidades de andrégenos producidas por
las glandulas adrenales.”” Adicionalmente, el receptor de andrégenos tiende a presentar mutaciones que
conllevan a la resistencia hacia diferentes antagonistas. En este sentido, esta reportado que el AR de la
linea celular LNCaP (cancer de préstata) posee una mutacion puntual en el residuo 877, el cual es un
residuo de tirosina que es sustituido por uno de alanina. Esta simple mutacion incrementa la afinidad por
otros esteroides diferentes a los andrégenos, lo que promueve la proliferaciéon de estas células en una

forma mas agresiva.”®

Una de las estrategias para el tratamiento de la HPB y el CaP es la terapia hormonal, que se

describe a continuacion.
2.4 Terapia hormonal: farmacos con actividad antiandrogénica

La mayoria de los tumores prostaticos son dependientes de andrégenos y, por esta razon, el

tratamiento hormonal para el cancer de préstata y la hiperplasia prostatica benigna esta basado en la
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modulacion de los niveles de testosterona. Esto se puede lograr al administrar un antagonista hormonal
para bloguear la accion de la testosterona y DHT, o suprimir la produccién de estos androgenos a traves
del bloqueo de la enzima responsable de su sintesis. Como se menciond anteriormente, los factores que
contribuyen en la proliferacién celular de la HPB y el CaP son principalmente la sobreproduccion de DHT y
la sobreexpresion del receptor de andrégenos en el caso del cancer de prostata, por lo cual los
tratamientos mas exitosos para estos padecimientos son los siguientes:*°

e Antagonistas del receptor de andrégenos.
e Inhibidores de la enzima CYP17-Al.

e Inhibidores de la enzima 5a-reductasa.

¢ Inhibidores de la enzima 173-HSD3.

2.4.1 Antagonistas del receptor de andrégenos

Los antagonistas de andrégenos se unen al receptor y compiten con los esteroides naturales, pero
éstos no producen el cambio conformacional correcto en el receptor que es esencial para obtener los
cambios normales en la expresion de genes.®® Estos también pueden ser Utiles para el tratamiento del
sindrome de ovario poliquistico, seborrea, alopecia androgénica y pubertad precoz.®! Existen agentes que
contienen el esqueleto esteroidal y que compiten con la DHT por el receptor de andrégenos, entre este tipo
de compuestos se encuentran el acetato de ciproterona, Win 49596 y, recientemente, se han reportado
algunos derivados de androstano con un grupo cianopirano en el anillo D, los cuales han tenido una
potencia hasta diez veces mayor que la bicalutamida.®* También existen antagonistas del receptor de
andrégenos que no poseen el esqueleto esteroidal, los farmacos de este tipo mas conocidos son la

flutamida, enzalutamida y, la ya mencionada, bicalutamida (Figura 3).

Desafortunadamente, en la mayoria de los casos, existe resistencia hacia este tipo de antagonistas;

esto se debe a mutaciones continuas del AR que incluso, convierten a farmacos como la flutamida en

agonistas.?*
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Esteroidales

Acetato de Ciproterona Win 49596 Derivados de cianopirano,
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Figura 3. Estructuras de algunos antagonistas esteroidales y no esteroidales del receptor de andrégenos.
2.4.2 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 que metabolizan farmacos y otros xenobidticos. Sin embargo,
también se conoce que las enzimas CYP estan involucradas en funciones celulares tales como el
metabolismo de eicosanoides, la biosintesis de colesterol y acidos biliares y la sintesis y metabolismo de
esteroides y de aminas biogénicas. Aln en estos tiempos existen algunas enzimas CYP cuya funcién se
desconoce. Mutaciones en los genes CYP son responsables de errores congénitos en el metabolismo, los

cuales contribuyen a severas enfermedades clinicas.®*

El citocromo P450-17A1 (también conocido como CYP17A1 y P450c17) es una monooxigenasa que
se encuentra en el reticulo endoplasmico en la glandula adrenal, testiculos, placenta y ovarios; contiene
508 aminoacidos con un grupo prostético hemo en sus sitio activo. Esta enzima es importante en la
produccion de esteroides androgénicos y estrogénicos. Su accion dual de 17o-hidroxiliasa cataliza la
produccion de precursores de cortisol (glucocorticoides) mientras que su actividad de C-17, C-20-liasa
permite la produccion de precursores de esteroides sexuales. Especificamente, esta enzima actia sobre la
pregnenolona y progesterona al agregar un grupo hidroxilo en el carbono 17 del anillo D del esteroide
(actividad de hidroxiliasa), o actua sobre la 17-hidroxipregnenolona y 17-hidroxiprogesterona para romper el

grupo acetilo en el carbono 17 del anillo D (la actividad liasa). La modulacion de actividad 17-alfa-
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hidroxiliasa o C-17, C-20-liasa esta modulada por el citocromo bs (bs) que determina cual ruta metabdlica
debe seguir el substrato en términos de formacién de glucocorticoides u hormonas sexuales. CYP17A1l es
una diana importante para el tratamiento de cancer de prostata y mama que proliferan en respuesta a la

produccion de andrégenos y estrégenos, respectivamente.*>3°

En los ultimos 50 afios, se ha previsto la importancia de la inhibicion 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 prostata. Generalmente, los
inhibidores del CYP17A1 se han clasificado estructuralmente como esteroidales y no esteroidales. Los
inhibidores esteroidales son similares a los substratos naturales pregnenolona y progesterona. Sin
embargo, estos tienen modificaciones en el anillo D, especificamente en el carbono C-17. Dentro de los
inhibidores esteroidales se pueden clasificar a los inhibidores competitivos tipo 1 y 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 atomo exista en un estado pentacoordinado, esto induce
un desplazamiento en el maximo de absorcién del espectro UV a aproximadamente 420-390nm. Los
inhibidores competitivos tipo 2 interaccionan con el atomo de hierro en el grupo hemo sin desplazar el agua
teniendo este atomo un estado hexacoordinado. Ademas, también interaccionan con los aminoacidos
cercanos a este grupo prostético teniendo desplazamiento en el maximo de absorcién en el espectro de UV

a aproximadamente 430-421 nm.

El primer inhibidor del CYP17 fue el ketoconazol (que aun es usado en el tratamiento de cancer

prostatico resistente a la castracion, CRPC). Sin embargo, el uso de éste 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
|-37

CYP24A1. Esto genera hepatotoxicidad, toxicidad gastrointestinal e insuficiencia rena

Ketoconazol Acetato de Abiraterona TOK-001
(Zytiga)

Figura 4. Inhibidores del CYP17.

La abiraterona (Figura 4) 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, éste si es selectivo a la
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enzima CYP17. Este farmaco disminuye los niveles de estradiol, deshidroepiandrosterona y
androstendiona. Debido a su pobre biodisponibilidad, la abiraterona se comercializa como el profarmaco
acetilado en el carbono C-3 (acetato de Abiraterona o Zytiga®) que es rapidamente desacetilado in vivo a su

metabolito activo.’

Recientemente se elucido, por cristalografia de rayos X, la interacciéon de la abiraterona y del TOK-
001 (o Galaterona) con el CYP17 (Figura 5) en la que se observo la interaccion de uno de los nitrdgenos
del heterociclo (nitrégeno del grupo piridina para la abiraterona y grupo bencimidazol para el TOK-001) con
el hierro del grupo hemo formando asi, un enlace covalente coordinado (distancia 2.2 A) y también la
formacion de un puente de hidrégeno del hidroxilo en C-3 con la aspargina 202 (N202) de la hélice F
(distancia 2.6 A para la abiraterona y 2.4 A para TOK-001).%

Abiraterona TOK-001
Figura 5. Interaccion de la Abiraterona y el TOK-001 con la enzima CYP17.

2.4.3 Inhibidores de la enzima 5a-reductasa (5aR)

La enzima b5a-reductasa cataliza la reduccion estereoselectiva de la testosterona a la
dihidrotestosterona (DHT) utilizando el cofactor NADPH. Existen dos isoformas de esta enzima, la isoforma
1 es codificada por el gen SRD5A1 y se encuentra, predominantemente, en piel e higado. Esta es activa a
un pH alcalino, mientras que la isoforma 2 es codificada por el gen SRD5A2 y se encuentra,

predominantemente, en la prostata, vesiculas seminales, epididimo y, en menor medida, en el higado.*®
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La actividad androgénica en la préstata es debida a la DHT. Alrededor del 95% de la testosterona es
convertida al andrégeno mas potente, DHT, por la isoforma 2 de la enzima 5a-reductasa (5aR2). Por lo
tanto, el bloqueo de esta enzima facilita la inhibicion de la accion de la testosterona en el tejido urogenital

sin bloquear la accién de andrégenos en el sistema periférico.

En la actualidad, el uso principal de los inhibidores de la 5aR es para el tratamiento de la alopecia
(inhibidores de la isoenzima 1) y de la hiperplasia prostatica benigna (inhibidores de la isoforma 2) ademas

de ser de gran importancia como agentes quimiopreventivos.’

La finasterida (Proscar®) fue uno de los primeros inhibidores de esta enzima que llegé al mercado y
posteriormente llegé la dutasterida (Avodart®), que no es selectivo por las dos isoformas. El mecanismo de
accion propuesto se ilustra en la Esquema 5. La finasterida actia como un inhibidor suicida ya que en el
ultimo paso, a diferencia de la testosterona, ya no se lleva a cabo la transferencia de proton de un residuo

de la enzima (letra B) al carbanién, lo que promueve la formacién de un aducto entre el NADPH vy el anillo

lactamico.®
N -
testosterona PADPR—NEEE: dihidrotestosterona
<k
H
0 Jams” 0
B—H
R op o o
finasterida PADPR—@H dihidrofinasterida
NSh)
7 7
o AN g 07
B—Hf H

Esquema 5. Mecanismo de inhibicién de la enzima 5a-reductasa por la finasterida. (PADPR = fosfoadenosin

difosforibosa. Adaptado de la referencia 38)

También se ha estudiado el farmacéforo y la Relacion Estructura Actividad (SAR, por sus siglas en
inglés) para determinar los requerimientos necesarios para la inhibicién de la enzima 50R2, los cuales se

ilustran en la Figura 6.
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Figura 6. SAR para los derivados azaesteroidales.’

En estudios previos, también se ha demostrado la influencia de diferentes amidas en el carbono C-
20 de algunos derivados azaesteroidales, observandose que sustituyentes voluminosos aumentan,
considerablemente, la selectividad hacia la 5aR2 (Tabla 1) lo que ha promovido la obtencion de algunos

derivados més potentes que los farmacos finasterida, dutasterida y epristerida. *°

Tabla 1: Inhibicion de la enzima 5a-reductasa por la finasterida, dutasterida, epristerida y derivados azaesteroidales
con diferentes amidas en la posiciéon C-20

FaC

N A
Finasterida Dutasterida Epristerida Compuestos I-VII
Clso (NM)
Compuesto Sustituyentes 5aR1 5aR1
Finasterida - 52 <0.1
Dutasterida - 2.4 0.5
Episterida - >1000 0.6
| Ri= Ce¢Hs; R,=H 20 0.2
Il R;= CgHs; Ro= CH; 350 24.6
1 Rl: 2-CF3C6H4; Rz: H 25.6 <0.1
\Y} Ri= CgHs; Ry= CgH5s >1000 25.2
\% R1,R,= 1-indolinil 120.2 0.4
VI R]_: 3'C5H5'C6H4,R2: H 14.0 <0.1
VII R.= 1-Naftil, R,=H 8.1 0.2
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2.4.3.1 Inhibidores de la enzima 5a-reductasa tipo 2 desarrollados en el grupo del Dr. Eugene

Bratoeff

Durante los dltimos 18 afios, el grupo de trabajo del Dr. Eugene Bratoeff ha reportado una amplia
gama de derivados esteroidales, de los cuales, algunos han mostrado mayor potencia que la finasterida
sobre la 5aR2.%>** Debido a la falta de la estructura tridimensional de ambas isoformas de la enzima 5aR,
durante todos estos afios se ha recurrido a la modificacion estructural sistemética de diferentes esteroides,
los cuales, en su mayoria, estan constituidos por el esqueleto de pregnano, aunque también existen

algunos de ellos que tienen el esqueleto de D-homoandrostano.

Sin embargo, en el afio 2010, Saurabh Aggarwal et. al.>® reportaron un trabajo en el que utilizé un
set de 30 moléculas desarrolladas en el grupo del Dr. Bratoeff para llevar a cabo un estudio SOMFA (Self-
organizing molecular field analysis, por sus siglas en inglés), la cual es una técnica QSAR-3D (3D
Quantitative Structure-Activity Relationship, por sus siglas en inglés). A diferencia de un estudio CoMFA
(Comparative Molecular Field Analysis, por sus siglas en inglés), SOMFA se basa en el estudio del campo
estérico y electrostatico de una serie de compuestos para relacionarlo con la actividad biol6gica, con la
ventaja de que se puede llevar a cabo el alineamiento, tanto de las moléculas de entrenamiento como de

las de prediccién, para refinar un modelo.*

En el estudio realizado por Aggarwal se encontré que la presencia de grupos voluminosos en las
posiciones C-3, C-16 y C-17 del esqueleto esteroidal incrementaban la inhibicion de la enzima 5aR2,
mientras que la presencia de este tipo de sustituyentes en la posiciones C-4 no era favorable para dicha
actividad. Por otro lado, la insercién de grupos electropositivos alrededor de las posiciones C-3 y C-4

incrementaba la potencia de este tipo de compuestos (Figura 7).
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Figura 7. Estudio SOMFA para los derivados sintetizados en el grupo del Dr. Bratoeff: (A) Estructura del compuesto
que fue utilizado como templete para el alineamiento; (B) Mapa de puntos para el compuesto utilizado como templete
en el que las regiones rojas y azules indican que la presencia de grupos voluminosos favorece o desfavorece,
respectivamente, la actividad inhibitoria sobre la enzima 5aR2; (C) Mapa de puntos para el compuesto utilizado como
templete en el que las regiones rojas y azules indican que la presencia de grupos electropositivos o electronegativos

favorece o desfavorece, respectivamente, la actividad inhibitoria sobre la enzima 5aR2.>*

Recientemente, José L. Medina-Franco et. al.>’

reportaron un nuevo estudio basado en la estructura
del ligando; en él, se realiz6 un andlisis quimioinformatico del panorama de actividad de 53 compuestos
desarrollados en nuestro grupo de trabajo, lo cuales son inhibidores de la enzima 5aR2. En resumen, en
este trabajo se utilizé el concepto de “Modelado del panorama de actividad” (Activity Landscape Analysis,
ALM, por sus siglas en inglés), el cual se enfoca en la identificacion de compuestos con una estructura muy
similar, pero diferentes potencias (conocidos como activity cliffs).*® ALM es parte de un concepto
denominado “Modelado de panoramas de propiedad” usado en quimica en donde “actividad” (tipicamente
referido como actividad biol6gica) es un caso especifico de “propiedad”. En este contexto, ALM no
necesariamente asume que todos los compuestos tienen exactamente el mismo mecanismo de accién.>®

En este sentido, esta metodologia, a diferencia del estudio SOMFA mencionado anteriormente, tiene la
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ventaja de que no es necesario tener la estructura tridimensional de los ligandos, asi como la generacion

del alineamiento de todos los compuestos y que, ademas, éstos tengan que ser congéneres.®

Para el grupo de 53 moléculas analizadas se realiz6 una representacion del espacio quimico (Figura
8) llevando a cabo un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) de la matriz de
similitud de los compuestos estudiados. Esta matriz se calculé utilizando los descriptores topoldgicos
Extended-Connectivity Fingerprints (ECFPs, por sus siglas en inglés),** mientras que la similitud estructural,
con base a los resultados de la matriz, se calculé por medio del coeficiente de Tanimoto (Tc).
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Figura 8. (A) Representacion visual del espacio quimico para el grupo de las 53 moléculas evaluadas. EI PCA
muestra la posicion relativa de la finasterida (FIDE); (B) Mapa SAS (Structure-activity similarity), cada punto (1431 en
total) representa la comparacion de un par de moléculas; en este mapa se compara la diferencia de potencia de cada
par en relacién con su similitud estructural. Los pares de compuestos estan categorizados de acuerdo a su actividad,
en donde “AA” representa un punto en donde ambas moléculas son activas (su plCs, > 8.0); “Al” representa una

molécula activa y otra inactiva, mientras que “II” representa a dos moléculas inactivas.

Los resultados de este estudio arrojaron algunos aspectos importantes (Figura 9), entre los que
destacan la presencia de una cetona dentro del anillo A, la cual es esencial para la actividad biolégica. Otro
aspecto importante es la cantidad de instauraciones dentro del esqueleto esteroidal, es decir, la presencia
de una dienona o trienona, siendo ésta Ultima la que tiene un impacto negativo sobre la actividad biolégica.
Otra observacion importante, es que, tanto la presencia de la cetona como el nUmero de instauraciones
tienen mayor peso que la presencia 0 ausencia de un grupo voluminoso (éster o carbamato) sobre la

posicién C-17.
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EB-6
Te=0.507
pICs) = 6.96

EB-53
Tc=0.446

pICSO =5.78

EB-13

/ pICsp = 10.20 \
0

EB-46 EB-9
Te=0.590 Tc=0.493
pICS(] =7.15 pIC50 =7.04

Figura 9. Relacién Estructura-Actividad del compuesto EB-13, el cual es generador de activity cliffs.

2.4.4 Enzima 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasatipo 3 (17—HSD3)

Las 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasas (17p—HSD's, por sus siglas en inglés) son una subfamilia
de quince é6xido-reductasas que utilizan NAD*, NADH, NADP* o NAPDH como cofactor para llevar a cabo
su funcién (Tabla 2).°*% Las 17p—-HSD's son responsables de la reduccién del grupo carbonilo en la
posicion 17 o la oxidacion del grupo 178—OH en diferentes esteroides manteniendo asi las concentraciones
adecuadas de cada hormona esteroidal para su respectivo receptor.”’ Aunque puede parecer que estas
macromoléculas son capaces de realizar tanto la reduccion y oxidacion de sus sustratos dependiendo del

cofactor presente, se ha establecido que las 173—-HSD's prefieren realizar s6lo un tipo de reaccion.
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Tabla 2. Caracteristicas generales de las isoformas de 173-HSD's

Enzima Localizacion celular Localizacion Cofactor Funcion
cromosomica
17-HSD1 Citosol 17911-g21 NADPH Estrona — Estradiol
17p-HSD2 Reticulo endoplasmico 16g24.1-2 NADP* Estradiol — Estrona
17B-HSD3 Reticulo endoplasmico 9922 NADPH  4-diona — Testosterona?®
17-HSD4 Peroxisoma 5g2.3 NAD* Multifuncién
173-HSD5 Citosol 10p14-15 NADPH  4-diona — Testosterona
17p-HSD6 Membranal 12913.3 NAD* Androstendiol — DHT
17B-HSD7 Membranal 10pl11.2 NADPH Estrona — Estradiol
17B-HSD8 Mitocondria 6p21.3 NAD* Estradiol — Estrona
17B-HSD9 ND" ND" NAD* Multifuncion
17B-HSD10 Mitocondria Xpl11.2 NAD* Multifuncién
17B-HSD11  Reticulo endoplasmico 4g22.1 ND" ND"
17B-HSD12  Reticulo endoplasmico 11p11.2 NADPH Multifuncién
17B-HSD13 Citosol 4g22.1 ND" ND"
17B-HSD14 Citosol 19913.33 NAD* Estradiol — Estrona
17B-HSD15° ND” NDP NADPH 4—diona — DHT

4 17B-HSD3 es la enzima que realiza la mayor transformacion de 4—diona — Testosterona.
® ND = No determinado.
° No se ha caracterizado completamente el papel de esta enzima en la esteroidogénesis.

Actualmente, existe un gran interés por este tipo de enzimas ya que se ha identificado que su
sobreexpresion esta directamente relacionada a diferentes padecimientos. Por ejemplo: la enzima
17B-HSD1, que es la encargada de catalizar la reduccion de Estrona (E1) al estrogeno mas potente
Estradiol (E2), se encuentra sobreexpresada en tumores de glandulas mamarias. Por otro lado, la
17B-HSD10, que se expresa principalmente en el tejido cerebral, es una enzima multifuncional que ademas
de participar en desactivacion de E2 a E1, mediante la oxidacion del grupo 173-OH, también lleva a cabo
la oxidacién de algunos acidos grasos y participa en la formacion de agregados de proteina B-amiloide

favoreciendo asf la aparicion y la progresion de la enfermedad de Alzheimer.”

Finalmente, la enzima  17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 3 (178—-HSD3) es una
macromolécula que se expresa en testiculos y células cancerosas de prostata. Esta realiza la

transformacién de 4-androstendiona (4-diona) a uno de los andrégenos méas potentes, la testosterona
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(Figura 10), por medio de la reduccion estereoselectiva de la cetona en C-17. La testosterona sintetizada
juega un papel esencial en el crecimiento y proliferacion de células prostaticas malignas.® Un dato que cabe
resaltar es que, en tumores cancerosos de préstata, la expresion de la enzima 17p-HSD3 es 31 veces
mayor a lo normal.” Por tanto, la 17—-HSD3 es una diana farmacoldgica atractiva para el desarrollo de

nuevos agentes para el tratamiento del cancer de proéstata.

+NADPH
M——— G L
178-HSD3| ©
4-androstendiona Testosterona
(4-diona) (T)
Andrégeno débil Andrégeno potente

(-)
Inhibidores de
17B-HSD3

Figura 10. Conversion de la 4-diona a T por la enzima 17p-HSD3

2.4.4.1 Inhibidores de la enzima 17—-HSD3

Hasta la fecha, existe una gama de inhibidores esteroidales y no esteroidales de la enzima
17B-HSD3 (Figura 11). Algunos ejemplos representativos de inhibidores no-esteroidales son algunos
derivados del &cido antranilico” (compuesto XVIII), oxazolidin-2-tioxo-5-onas’ (compuesto XIX) y algunas
cumarinas’ (compuesto XX). Por otro lado, el desarrollo de compuestos de origen esteroidal dirigidos a
esta diana es mas extenso. En este sentido, el grupo de trabajo del Prof. Donald Poirier fue uno de los
pioneros en este ramo y ha reportado hasta la fecha una cantidad considerable de este tipo de inhibidores,
los cuales estan compuestos exclusivamente por el esqueleto de 3a-hidroxiandrosta-17-ona (comunmente
conocido como androsterona o ADT). Inicialmente, el compuesto BTN2 fue de los primeros reportados y
presentd actividad anti-17p—HSD3 con una Cls, =57 nM.”® Posteriormente, en el mismo grupo, se
sintetizaron por quimica combinatoria nuevos esteroides. La evaluacion bioldgica de éstos frente a la
enzima de 17p—HSD3 permitié asentar que, la presencia en posicion C-3 de una cadena lateral voluminosa
y de caracter lipofilico (como en el caso del compuesto C-7-3) es crucial para la actividad inhibitoria.”” Estos

estudios sirvieron como base para la preparacion de una nueva generacion de esteroides, de los cuales se
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identificé al derivado RM-532-105 como uno de los mas potentes de su clase. En la siguiente seccién se
profundizard, més a detalle, acerca de este inhibidor.

No esteroidales

H3CO H;CO
H —

N
S Cl o)
Cl
O
)\@ XIX cl OH )EX
Xvii OH Clgo =12 M Clsp =8 nM

Clsy = 60 nM

Esteroidales

o}
CF, RM-532-105

BTN2 c-7-3
Clsg = 57 M Clsp = 35 M Clso = 26 M

Figura 11. Inhibidores no esteroidales y esteroidales de la enzima 17p-HSD3.
2.4.4.2 Compuesto RM-532-105 como inhibidor potente de la enzima 17p—HSD3

En 2011, se reportd la sintesis de diferentes derivados de androsterona por el grupo de
investigacion del Prof. Donald Poirier.”® En este estudio, se presentaron compuestos diversos, lo cuales
contenian una piperazina o 2,5-dimetilpiperazina unida directamente al metileno que se encontraba en la
posicion C-3 del esqueleto esteroidal. A este anillo heterociclico se incorporaron diferentes grupos entre los
gue se encontraban, principalmente, anillos alifaticos y arométicos unidos al nitrégeno de la piperazina con
un espaciador metileno o sulfona. De la serie de compuestos evaluada sobre la enzima 17p-HSD3, el
compuesto con la clave interna RM-532-105 fue el que demostré la mayor potencia al disminuir la actividad
catalitica de esta enzima con una Clsgp = 26 nM en un modelo en el que se utilizaron células HEK-293
(células sanas de rifidbn que sobreexpresan 17p—HSD3). También, se elucid6 su actividad en un

homogenizado de testiculos de rata con una Clsg = 13 + 2 nM.” Adicionalmente, se descubrié gue este
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compuesto era capaz de disminuir la trasformacion de 4-diona a testosterona con una Cls,= 85 nM en
células LNCaP[173—HSD3] que corresponden a células cancerosas de prostata transfectadas con el gen
HSD17B3 y que por tanto, son un modelo muy aproximado a un tumor maligno de la glandula prostatica en

el que se sobreexpresa la enzima 178—-HSD3 (Figura 12).

Por otra parte, este derivado no mostré un efecto androgénico, ya que no indujo la proliferaciéon de
células Shonogi y LAPC-4 que se caracterizan por ser andrégeno-sensibles, es decir, que la presencia de
cualquier compuesto agonista del receptor de andrégenos promueve su crecimiento y division celular.®® Sin
embargo, al evaluar RM-532-105 en modelo de rata para determinar su eficacia, se observoé que a una
dosis de 10 mg/Kg no tenia ningun efecto en la disminucién de los niveles plasmaticos y testiculares de
testosterona, por lo que se incrementé la dosis hasta 50 mg/Kg en donde el decremento de los niveles
plasméaticos de T y DHT disminuyeron en un 31% y 45%, respectivamente, después de dos horas de
administrarse el compuesto por via subcutanea. No obstante, los niveles de ambos andrégenos volvieron a
la normalidad siete horas después de la administracion, lo que indicaba una baja duracién del efecto de
RM-532-105. Como se discutira mas adelante, en el Capitulo 5.5.2, la baja eficacia de este derivado se

debe a que es facilmente metabolizado a un compuesto inactivo.

: : O«..N Hé I:I
ol E)
EpiADT 36 compuestos (@)

Y = piperazina o 2,5-dimetilpiperazina
X= CH2 (o] SOZ
Z = Ciclohexil, bencenos disustituidos, piridina

RM-532-105

1. Inhibicion de la actividad catalitica de
la 173-HSD3 en los siguientes modelos:

* Clgg = 26 nM en células HEK-293.
* Clgg = 13 nM en homogenizado de testiculos de rata.
* Clgg = 85 nM en células LNCaP[17B3-HSD3].

2. Actividad biolégica in vivo:

* A las 2 h de administrar una dosis de 50 mg/Kg redujo
en un 31% y 47% los niveles de Testosterona y DHT,
respectivamente, en modelo de rata.

* Los niveles de T y DHT volvieron a la normalidad sélo
5 h mas tarde.

Figura 12. RM-532-105 como compuesto lider
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2.5 La modificacién estructural en el disefio de nuevos farmacos

Una vez que se dispone de un compuesto prototipo, uno de los aspectos en la Quimica
Farmacéutica que adquiere relevancia es el disefio de farmacos que permitan la exploracién sistémica de
dicho compuesto cabeza de serie. Dicho conjunto de pautas, son la base de la llamada “modificacion
estructural” que, aun siendo un método en gran parte empirico, presenta una serie de ventajas que lo han
hecho popular. La primera de ellas es la probabilidad de mejorar las propiedades farmacol6gicas del
prototipo. Por otra parte, es posible obtener compuestos mas simples que mantengan o mejoren la
actividad del prototipo y para los que puedan emplearse rutas sintéticas comunes, o aproximaciones
combinatorias de las mismas con el consiguiente ahorro de tiempo y de dinero. Por otra parte, el empleo de
la misma en la evaluacion farmacoldgica o bioquimica para toda la serie de compuestos presenta también
un gran interés, tanto econémico como cientifico ya que permite una mejor comparacion de las actividades

y posibilita el establecimiento de las Relaciones Estructura-Actividad mas fiables.®

2.5.1 Concepto de bioisosterismo y su aplicacion en el desarrollo y optimizacion de moléculas
activas

El concepto de isosterismo fue introducido en 1919 por I. Langmuir que estaba interesado por las
relaciones fisicoquimicas de las moléculas isésteras, las cuales él defini6 como: “Co-moléculas que tienen
el mismo numero y arreglo de electrones. Estas co-moléculas entonces deben tener el mismo nimero de
atomos. La diferencia esencial entre los isGsteros esta confinada a la carga de los nicleos de los atomos

constituyentes”.

En 1932, Erlenmeyer publicé una serie de estudios detallados acerca del concepto de isosterismo vy,
particularmente, a la aplicacién a sistemas biolégicos. Erlenmeyer propuso su propia definicibn como:
“elementos, moléculas o iones en los cuales las capas electronicas externas pueden ser consideradas

como idénticas”.

En 1951, Friedman introdujo el término bioisosterismo para describir el fenbmeno observado entre
las sustancias estructuralmente relacionadas y lo defini6 como los compuestos que se ajustan a las

definiciones de isosterismo y que, ademas, ejercen una actividad biolégica similar.

Mas tarde, Thornber propuso una ampliacion a este término, definiéndolo como subunidades o

grupos o moléculas que poseen propiedades fisicoquimicas y efectos biolégicos similares.

En 1970, Alfred Burger clasifico y subdividio los bioisésteros en dos grandes categorias: clasicos

(Tabla 3) y no-clasicos (Tabla 4). Los bioisosteros clasicos son los atomos, sustituyentes o grupos
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funcionales de la misma valencia, y las equivalencias entre anillos (Figura 13); mientras que los

bioisosteros no-clasicos no se ajustan a las definiciones de la primera clase.

Tabla 3. Ejemplos de atomos y grupos de atomos bioisésteros clasicos

Monovalentes Divalentes | Trivalentes Tetravalentes |
-OH, -NH,, -CHg;, -OR -CH,- =CH- =C=
-F -Cl, -Br, - |, -SH, -PH, -O- =N- =Si=
-Siz, -SR -S- =P- =N+=

N N N

Figura 13. Equivalencias entre anillos

Tabla 4. Ejemplos de atomos y grupos de a&tomos de bioisdsteros no-clasicos

-CO- -COOH -SO,NH; -H -CONH- -COOR- -CONH,
-CO,- -SOzH PO(OH)NH, -F -NHCO- -ROCO CSNH, -CsH4N
-SO,- -SO,NHR -CeHs
SO;NH,
-SO,NR- C4H4NH

El reemplazo bioisostérico tiene diferentes finalidades, las cuales se enlistan a continuacion:

Incrementar la selectividad de un compuesto activo al sustituir un atomo o un grupo de atomos.
Mejorar la solubilidad de un compuesto.
Mejorar su perfil ADME-Tox.

> w N

Propiedad intelectual: ya que al realizar esta estrategia, hay una alta probabilidad de generar una

nueva entidad quimica con una actividad biolégica similar a la de la molécula patentada.

Algunos ejemplos en los que se ha aplicado exitosamente esta estrategia es en el desarrollo de
sulfonamidas antibacterianas. Otro ejemplo es la procaina y la procainamida, en donde la segunda es mas
estable a la degradacién metabdlica y por tanto su efecto como anestésico es mas duradero gracias a la

sustitucion de la funcién éster por una amida (Figura 14).%?
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Figura 14. Algunos ejemplos en los que se aplica el reemplazo bioisostérico.
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3. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Hasta la fecha, el cAncer de préstata es uno de los problemas de salud mas comunes en México..
Aunque existen tratamientos disponibles, muchos de ellos presentan efectos adversos, por ejemplo, la
finasterida (inhibidor de la 5aR2) no es util para el tratamiento del cancer de préstata; de hecho, su uso
puede incrementar el riesgo de promover un cancer prostatico mas agresivo, ya que este farmaco tiene la
desventaja de que, alternativamente, a la inhibicion de 5aR2, puede promover la expresion de factores de
transcripcién en células cancerosas de préstata que son andrégeno-insensibles.®* Por otro lado, los
antagonistas del receptor de andrégenos, aunque tienen una gran eficacia, suelen presentar resistencia por
parte de tumores malignos de prostata avanzados; incluso, como se habia mencionado previamente en la
seccion 2.4.1, este tipo de farmacos pueden fungir como agonistas cuando interactlan con el receptor de
androgenos mutado en ciertos tipos de cancer de prostata. Finalmente, los inhibidores de la enzima CYP17
como la abiraterona, la cual disminuye significativamente los niveles plasmaticos de andrégenos, suele
incrementar los niveles de mineralocorticoides lo que resulta en efectos secundarios graves como

hipertension arterial y retencion de liquidos en el cuerpo.®

Debido a este tipo de efectos secundarios, es necesario generar antiandrogenos que presenten
mayor selectividad, preferentemente en las Gltimas etapas de la esteroidogénesis, hacia la inhibicion de
macromoléculas que estén involucradas en la sintesis de los andrégenos T y DHT; con la finalidad de
detener la proliferacion de células prostaticas malignas andrégeno-sensibles De hecho, una molécula que,
ademas de inhibir la producciéon de los andrégenos mencionados, sea también capaz de detener el
crecimiento de células malignas mas agresivas, las cuales son capaces de sobrevivir en ausencia de T y
DHT, seria un plus para el tratamiento del cancer de préstata. Por tanto, las enzimas 17p—-HSD3 y 5aR al
estar directamente involucradas en la produccion de T y DHT, respectivamente, son mas atractivas.
Adicionalmente, como se habia mencionado, ambas enzimas se encuentran comunmente sobreexpresadas

en tumores cancerosos de prostata.
3.1 Inhibicién de la enzima 5a-reductasa

Si bien es cierto que en nuestro grupo de trabajo se ha generado una considerable biblioteca de
compuestos que inhiben a la enzima 5aR tipo 1 y 2 y que, ademas, son capaces de disminuir el peso de
prostata en modelos in vivo, por lo que son Utiles para el tratamiento de la HPB; es poco lo que se ha
investigado respecto al CaP, el cual, es un padecimiento mas complejo y con mayor mortalidad en nuestro
pais. En este sentido, en el presente proyecto se propone la sintesis de nuevos derivados esteroidales con

el esqueleto de androstano, especificamente androst-4-en-3-ona con diferentes amidas aromaticas
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sustituidas en la posicion C-17 (17B-N-arilcabamoilandrost-4-en-3-onas). El razonamiento de esta
propuesta se basa en que, de acuerdo a los estudios realizados por el analisis del panorama de actividad
de los compuestos preparados en nuestro laboratorio, asi como el estudio SOMFA realizado para las
mismas moléculas, es necesaria la presencia de una cetona a,3-insaturada en la posicién C-3 y grupos
voluminosos en la posiciébn C-17. Debido a que hasta el momento los grupos voluminosos unidos a
derivados esteroidales reportados han sido, en su gran mayoria, ésteres, los cuales es bien sabido que son
susceptibles a ser hidrolizados en el organismo con facilidad, en este proyecto se propone que estos
grupos voluminosos sean amidas, las cuales son metabdlicamente mas estables que los ésteres; esto esta

pensado por supuesto a estudios posteriores en modelos in vivo.
Adicionalmente, se propone la diversificacion de estas amidas aromaticas, esto es:

1. Incorporar diferentes anilinas sustituidas en C-20 con diferente patron de sustitucién para la
formacion de las amidas en C-17 del esteroide.

2. Estudiar el efecto de homologacion al utilizar bencilaminas en vez de anilinas.

3. Utilizar algunos equivalentes anulares o isdsteros del benceno como lo son la piridina y el tiazol.

En este sentido, incorporar 2-aminopiridina y 2-aminotiazol a la posicién C-20.

4. Finalmente, incorporar la indolina la cual, en teoria, generaria un derivado con menor libertad

conformacional que los derivados propuestos en los puntos anteriores.

Las modificaciones antes mencionadas, tienen la intencion de observar y determinar los
requerimientos necesarios para la inhibicion de las enzimas 5aR tipo 1 y 2, asi como la actividad
antiproliferativa en células cancerosas de préstata, ya que, en principio, los cambios expuestos modificarian

las propiedades fisicoquimicas de cada molécula y, por tanto, su interaccién con sus dianas biolégicas.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, en conjunto con los estudios realizados sobre los
azaesteroides, descritos en la seccion 2.4.3, se espera que los nuevos derivados propuestos, los cuales
contendrdn en su estructura una cetona o,p-insaturada en C-3 y amidas en C-17 con grupos tanto
voluminosos como electronegativos, presenten una mayor actividad sobre la isoforma 2 de la 5aR (5aR2).
Con ello, se observara una disminucién en el peso de la préstata en modelos in vivo, ya que esta isoforma
se expresa en mayor proporcion en prostata sana y se sobreexpresa en padecimientos como la HPB. Por
otro lado, se espera que los derivados con amidas, menos voluminosos, en la misma posicion sean menos
potentes hacia la isoforma 2 y presenten una mayor inhibiciéon de la actividad catalitica de la isoforma 1

(50R1). Por tanto, estos esteroides tendran una mayor actividad antiproliferativa en la linea celular LNCaP
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(linea celular de cancer de préstata andrégeno-sensible) ya que estas células sobreexpresan la 5aR1 en
vez de 50R2 (Figura 15).

Inhibicién de la enzima 5aR1 y 5aR2
17B-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-onas g

oA

e
N

Grupo voluminoso Volumen de la amida . s s «
R= Arilamina, bencilamina l T Inhibicion de ° —/ =
— 5aR1 > ' 2N

(N

> SN

o

Disminucion en el proliferacion de células LNCaP
(células cancerosas andrégeno-sensibles)

T Inhibicién de | —3 —
N Y, —_— 50R2 3 S ! S
'

Esqueleto de androstano TVqumen de la amida

Disminucion del tamafo y peso de la prostata
en modelos in vivo

Figura 15. Estrategia para la generacion de inhibidores de las dos isoformas de la enzima 5a-reductasa.

3.2 Inhibicién de la enzima 17p-HSD3

Como se menciond anteriormente, en la seccion 2.4.4.2, el derivado de androstano RM-532-105 ha
demostrado ser uno de los inhibidores més potentes para la enzima 17p-HSD3. Sin embargo, este
compuesto es facilmente metabolizado lo que disminuye su eficacia en modelos in vivo. En este sentido,
uno de los metabolitos principales encontrados para este compuesto fue el producto de la hidroxilacién en
el carbono C-16. Por tanto, es necesario llevar a cabo diferentes modificaciones sistematicas sobre este
compuesto con la finalidad de incrementar su estabilidad metabdlica, ya sea para evitar su reconocimiento
por parte de las enzimas responsables de metabolizar a este derivado o por medio de la incorporacion
directa de diferentes grupos en el carbono C-16 para “bloquear” dicha posiciéon. Estas modificaciones se

dividen en dos puntos (Figura 16):

1. Modificar la conformacién espacial de los anillos A 'y D del compuesto lider RM-532-105: esto se
logra a través de la epimerizacion del hidrégeno en posicion C-5 (5a-H) o el metilo unido a C-13
(13p-CHjs). Aunque esta estrategia no es muy comun en la modificacion de prototipos, se sabe que
la estereoquimica juega un papel esencial en la farmacocinética; esto se debe a que las enzimas
gue participan en los procesos de metabdlicos en el organismo son altamente estereoespecificas,
es decir, que “reconocen” la estereoquimica de un sustrato y sélo catalizan la reaccion sobre éste si
la estereoquimica es la correcta.®® Por tanto, se esperaria que las modificaciones en la
estereoquimica del esqueleto esteroidal disminuyeran el reconocimiento por parte de las enzimas

gue llevan a cabo la hidroxilacion en C-16 de RM-532-105.

Pagina 29



3. Planteamiento de la hipotesis

2. Modificacion sobre el carbono C-16 o C-17: debido a que se observé en en el ensayo de estabilidad

metabdlica que el principal metabdlito correspondia a la incorporacion de un grupo hidroxilo en la
posicion C-16 del compuesto RM-532-105. Se propone entonces afadir diferentes grupos en C-16 o
sustituir la cetona en C-17; esto con la finalidad de disminuir la reactividad de la posicion C-16 y/o

bloguearla. Por lo tanto, se espera que estas modificaciones incrementen, significativamente, la
estabilidad metabdlica de los nuevos analogos de RM-532-105; aunque, al igual que el punto

anterior, existe el riesgo de disminuir la afinidad de estos nuevos compuestos por la 17-HSD3, con

lo cual, la actividad inhibitoria sobre esta enzima se veria mermada.

Inhibiciéon de 173-HSD3
Modificacién sistematica del compuesto lider RM-532-105)

Mantener la cadena -~ 0 @

lateral

N J

@ Modificacion espacial de los

anillos A y D a través de
la epimerizacién de los grupos 5a-H
y 13B-CH; para dar 5p-H
y 13a-CH3, respectivamente.

Modificaciones sistematicas
en las posiciones C-16 y C17.

Incorporar en C-16:
*-F

*-(CHs),

* -4-picolilo

Sustituir =O en C-17 por:
* -difluoro

* -BOH

* -aOH

* Oxirano

Figura 16. Estrategias para generar nuevos derivados de RM-532-105 con mayor estabilidad metabdlica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

1. Sintetizar derivados de 17B-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-ona y determinar la actividad inhibitoria
de estos compuestos sobre las enzimas 5aR1 y 5aR2, asi como su actividad antiproliferativa en
células cancerosas de prostata y, finalmente, la actividad antiandrogénica in vivo.

2. Sintetizar derivados de androstano, especificamente, analogos del compuesto lider RM-532-105 y
determinar la actividad inhibitoria de estos compuestos sobre la enzima 17p-HSDS3; la actividad
androgénica indirecta a través de células LAPC-4 vy, finalmente, la estabilidad metabdlica de los

derivados mas prometedores.
4.2 Objetivos particulares

1. Sintetizar los siguientes derivados:

Tabla 5: 17B-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-onas

a:,SH@OCHa o ;5”@0@@ c:gHQ d;gu© e:fg”@F

OCH;

f: K{H@F g fgu@ h:;ﬁ”@u i EHQU it f,ffu@

CFs c

= k=£{H©0F3 I: ;H@ msﬁui;\l\\ n: f‘gr@ o ‘KHQOCHS
:H a H F roH ey S e
. ziN/© ‘KNV@ AN ”KNM©\CF3 X ﬁ

R
Compuesto Nombre
6a 17B-N-(4-metoxifenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6b 17B-N-(3-metoxifenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6¢c 17B-N-(2-metoxifenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6d 17B-N-fenilcarbamoilandrost-5-en-3-ona
6e 17B-N-(4-fluorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6f 17B-N-(3-fluorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
69 17B-N-(2-fluorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6h 17B-N-(4-clorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
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6i 17p-N-(3-clorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6j 17p-N-(2-clorofenilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6k 17p-N-[3,5-bis(trifluorometil)fenilcarbamoillandrost-4-en-3-ona
6l 17p-N-(2-piridinilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6m 17pB-N-(1,3-tiazol-2-ilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6n 17p-(2,3-dihidro-1H-indol-1-il)carbonilandrost-4-en-3-ona
60 17p-N-(4-metoxibencilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6p 17B-N-bencilcarbamoilandrost-4-en-3-ona
6q 17B-N-(4-fluorobencilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6r 17B-N-(4-clorobencilcarbamoil)androst-4-en-3-ona
6s 17B-N-[3,5-bis(trifluorometil)bencilcarbamoil]androst-4-en-3-ona
6t 17B-N-[(2-piridinilmetil)carbamoillandrost-4-en-3-ona
6u 17B-N-[(1,3-tiazol-2-il)metilcarbamoillandrost-4-en-3-ona

2. Llevar a cabo la evaluacion bioldgica de los compuestos mencionados en la Tabla 4 sobre las
enzimas 5aR1 y 5aR2. Evaluar la actividad antiproliferativa de estos esteroides en lineas
cancerosas de prostata LNCaP (androgeno-sensible) y PC3 (andrégeno-insensible); asi como
lineas celulares primarias (células sanas). Finalmente, determinar la disminucién del peso de la
prostata en hamsteres gonadectomizados, por parte de los compuestos mas prometedores
resultantes de las pruebas anteriores, esto con la finalidad de evaluar la actividad antiandrogénica in

Vivo.

3. Sintetizar los siguientes compuestos:

Tabla 6: Analogos del compuesto lider RM-532-105

Modificaciones

en C-17y C-16
Compuestos
14c-14n
Compuesto Estructura Nombre
1l4a - (3a,50,13a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-3-
hidroxiandrostan-17-ona
14b - (3B,5p)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-3-

hidroxiandrostan-17-ona
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1l4c RF (3a,5a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-17,17-
: f 5 difluoroandrostan-3-ol
H
14d OH (3a,5a,17p)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-
\/;'ES illmetillandrostan-3,17-diol
ﬁ
1l4e oH (30,50,17a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-
% il)metillandrostan-3,17-diol
H
14f OCHs  (3a,5a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-17-
&5 metoxiandrostan-3-ol
a
149 OH (3a,5a,17p)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2- (trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-17-
\/;'6 metilandrostan-3,17-diol
g
14h o (3a,50,17p)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-ilmetil]-17-
% " etinilandrostan-3,17-diol
H
14i NOH (30,5a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-3-
\/;'Eg hidroxiandrostan-17-oxima
A
14j 2 (3a,5a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-3-hidroxi-
&5 17-(2 -espirooxiranil)androstano
14k o (30,50,160)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-3,17-
/\:'é ““““ oH  dihidroxiandrostan-17-ona
H
14l % (30,50,16a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2- (trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-16-
\/:’é ..... F fluoro-3-hidroxiandrostan-17-ona
H
14m O (30,5a)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-16,16-
<ji§< dimetil-3-hidroxiandrostan-17-ona
&
14n 2 (30,50,16p)-3-[(trans-2,5-dimetil-4-{[2-(trifluorometil)fenil]sulfonil}piperazin-1-il)metil]-16-
(piridin-4-metil)-3-hidroxiandrostan-17-ona
=N

4. Llevar a cabo la evaluacion biologica de los compuestos mencionados en la Tabla 5 sobre la enzima
17p—HSD3. También, evaluar estos analogos de RM-532-105 sobre la linea celular de cancer de
prostata LAPC-4 (andrégeno-sensible), para detectar una posible actividad proliferativa y, por tanto,
indeseable por parte de estos compuestos. Finalmente, determinar la estabilidad metabdlica de

estos nuevos esteroides sobre microsomas hepaticos de humano.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS
5.1 Derivados de 17B-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-ona
5.1.1 Parte Quimica

Las 17B-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-onas fueron preparadas a partir de la 33-hidroxipregnen-20-ona (1).

En el Esquema 6, se ilustra la ruta sintética realizada para la obtencion de los compuestos finales 6a-6u.

4a-4u 5a-5u 6a-6u
4a: 65% 4b:64% 4c:42% 5a: 94% 5b: 90% 5c: 88% 6a: 62% 6b: 57% 6c¢: 55%
4d: 67% 4e: 60%  4f: 60% 5d:91% 5e:93% 5f: 93% 6d: 64% 6e:65% 6f: 56%
49:45% 4h: 67% 4i: 62% 59: 92% 5h:91% 5i: 90% 69:70%  6h:68% 6i: 62%
4j:32% 4k: 42% M:67% 5j: 87% 5k:89% 51: 90% 6j: 60% 6k: 65% 6l: 70%
4m: 60% 4n:54% 40:69% 5m: 86% 5n:91% 50:89% 6m: 71% 6n:45% 60:73%
4p: 68% 4q:82%  4r: 78% 5p: 91% 59:91% 5r: 89% 6p:71% 69:56% 6r: 89%
4s:76% 4t: 79% 4u: 39% 5s:69% 5t:88% 5u:92% 6s: 52% 6t: 76% 6u: 57%
" O I o
a:;fN b: sz OCHs C:K‘{N d:ﬂ,ffN e:ﬂffN
H H H OCH, H H
L o o
f: f’fN F g: ﬁ” h: ;‘EN H ﬂ’ng/@\Cl ] r”?{N/@
H F H H H
CF3
) ) OCHj
= . . ¢ . po . . HJ©/
R k'r“’gN@Cﬁ I: ;’5” N m.fng N n: Hﬁ@ o: E’gN
H H
F cl &
X X X SN cFy NN
. H S
u: ‘HQN\/L{\]\

Esquema 6. Ruta sintética para la obtencion de los derivados de 17B3-N-arilcarbamoilandrost-4-en-3-ona. Reactivos y
condiciones: (a) NaOH, Br,, Dioxano, <10°C, 9 h; (b) Anhidrido acético, piridina, t.a, 8 h; (c) 1. SOCI,, DCM, t.a, 2 h;
2. Arilamina (indolina para 4n), TEA, CH,Cl,, 1 h; (d) KOH 10% en MeOH, t.a. 50 min; (e) Al(OiPr);, 1-metil-4-
piperidona, tolueno, reflujo 7 h.
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La preparacion del acido 33-hidroxiandrost-5-en-173-oico (2) se realizd6 de acuerdo la metodologia
reportada por J. Staunton y E. J. Eisenbraun,® en la cual se lleva a cabo la reaccion de Lieben (o
comunmente conocida como la reaccion de haloformo) usando 3B-hidroxipregnen-20-ona (1), bromo e

hidroxido de sodio. Este intermediario se obtuvo con un rendimiento del 83 %.

El mecanismo de reaccion para este derivado se ilustra en el Esquema 7.%” En él se observa que el
metilo de la posicién C-21 sufre una halogenacién secuencial. La tribromometilcetona formada es después
hidrolizada por el exceso de hidréxido de sodio presente en el medio de reaccién, formando asi el grupo

carboxilo en C-17 y liberando bromoformo como subproducto.

Halogenacién secuencial del grupo metilo

- HOH

- CHBr3

Esquema 7. Mecanismo de reaccién para la obtencion del acido 3B-hidroxiandrost-4-en-17(-oico (2).

La obtencién satisfactoria del grupo carboxilo en C-17p se comprob6é mediante espectroscopia de
infrarrojo (IR) al observar la banda caracteristica de este grupo en una vmax= 3396 y 3219 cm™, mientras
que en la espectroscopia de Resonancia Magnética de Hidrégeno (RMN 'H) se pudo apreciar la
desaparicién de la sefial correspondiente al metilo de la posicién C-21 a dy= 2.11 ppm, siendo remplazada

por una sefial simple ancha en dy = 11.5 ppm que corresponde al proton acido del grupo carboxilo.

El intermediario 2 se hizo reaccionar con anhidrido acético y piridina para obtener el derivado
acetilado en C-3 (compuesto 3) con un rendimiento del 91%. La presencia del grupo acetato en C-3 se
pudo corroborar facilmente mediante la espectroscopia de infrarrojo al detectar nuevas bandas a 1792 y
1246.52 cm™ que corresponden a tensiones de tipo C=0 y C-O, respectivamente, del grupo éster.

También, se observo la desaparicion de la banda a 3396 cm™ que pertenece a la tensién O-H del alcohol
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en C-3 del compuesto 2. En cuanto a la espectroscopia de RMN 'H, una sefial que integra para tres
hidrogenos a = 2.11 ppm junto al desplazamiento del protén unido al carbono C-3 desde oy= 3.27 ppm

hasta 6= 4.60 ppm confirman la presencia del grupo en cuestion.

Para la generacion del cloruro del &cido en la posicion C-17f, se hizo reaccionar el intermediario 3
con cloruro de tionilo y después con las arilaminas o bencilaminas apropiadas en presencia de trietilamina
(TEA), con lo que se obtuvieron los compuestos 4a-4u en rendimientos moderados (32% a 82%). En la
espectroscopia de infrarrojo, se pudo apreciar la desaparicion de la banda correspondiente al estiramiento
O-H del grupo carboxilo; en su lugar, se observo la aparicion de una banda delgada a aproximadamente
3400 cm™,

Como se muestra en las Tablas 7, 8, 9, 10, 11 y 12, en la espectroscopia de RMN *H se observan
diversas sefales que confirman la presencia de las amidas aromaticas. En general, se identificaron nuevas
sefiales entre oy= 6.5 a 8.5 ppm que corresponden a los protones unidos a los diferentes anillos
aromaticos. También, para los derivados de 4a-4m se observo la presencia de una sefial simple ancha que
va de oy= 6.9 a 8.1 ppm, mientras que para el derivado de tiazol (4m) se encuentra a dy= 10.89 ppm. Este
tipo de sefial intercambia con D,0 y se asigno al proton de la amida (-CONH-). De manera similar, para los
derivados de bencilamina (40-4r), 2-picolina (4s), 3,5-Bis(trifluorometil)bencilamina (4t) y 2-
(aminometil)tiazol (4u) se encontraron sefiales entre oy = 6.9 y 8.3 ppm que fueron asignadas a los
protones unidos a los sistemas aromaticos, asi como una sefial triple ancha que aparece entre oy= 6.9y
8.3 ppm. Esta ultima, al igual que los derivados mencionados anteriormente, intercambia con D,O vy
también se asigné al protén de la amida (-CONH-). Adicionalmente, en estos compuestos, se identificd una
sefial 6ctuple de un sistema AB entre oy= 5.5 y 5.8 ppm que pertenece a los hidrégenos diasterotopicos
del grupo metileno unido a la amida en la posicion C-17 (-CONH-CH,-Ar). La amplitud de esta sefial

incrementa proporcionalmente a la electronegatividad del sustituyente unido al anillo aromatico.
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Tabla 7: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios para sustituidos, 4a, 4e y 4h; asi como 4d en RMN 'H

4d 4da de 4h
FNH 6 FNH 6 FNH 6 F-NH 6
Protén 5 5 5 5
2 2 2 2
R = 3 4 3 o— 3 F 3 cl
18-CHs 0.77 (s, 3H) 0.76 (s, 3H) 0.77 (s, 3H) 0.75 (s, 3H)
19-CHs 1.02 (s, 3H) 1.02 (s, 3H) 1.03 (s, 3H) 1.02 (s, 3H)
3a-H 457-4.66 (m, 1H)  4.58-4.64 (m, 1H) 4.57-4.65 (m, 1H) 4.57-4.65 (m, 1H)
H-6 5.38 5.38 5.38 5.38
(d,J=5.0Hz, 1H)  (d,J = 4.6 Hz, 1H) (d, J=5.0Hz) (d, J = 4.6 Hz)
H-2’ y H-6’ 7.52 7.41 7.47 7.48
(d,J=7.6Hz,2H)  (d,J=8.9 Hz, 2H) (dd, J = 9.1, 4.8 Hz, 2H) (d, J = 8.8 Hz, 2H)
H-3’y H-5’ 7.30 6.85 6.99 7.26
(t, J=7.1Hz,2H)  (d,J=89Hz 2H)  (ddd,J=104,6.3,29Hz 2H)  (d,J=8.8Hz, 2H)
3B-COOCH; 2.03 (s, 3H) 2.03 (s, 3H) 2.03 (s, 3H) 2.03 (s, 3H)
-CONH- 7.16 (sa, 1H) 6.96 (sa, 1H) 7.05 (sa, 1H) 7.21 (sa, 1H)
otros 7.08 3.78
(t, J=7.42, 1H, (s, 3H, Ar-OCHy) - -
H-4")
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Tabla 8: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios meta sustituidos, 4b, 4f, 4k, 4i, en RMN 'H

Proton

18-CHj

19-CH;
3a-H
H-6

H-2’

H-4’

H-5’
H-6’
38-COOCH;

-CONH-

otros

4k 4b 4f 4i
N 6 F-NH o FNH o FNH o
2 5'CF3 6 3'0\ 6'®§F 6 3'CI
o D o Rt R a4
0.78 (s, 3H) 0.76 (s, 3H) 0.75 (s, 3H) 0.75 (s, 3H)
1.04 (s, 3H) 1.02 (s, 3H) 1.02 (s, 3H) 1.02 (s, 3H)
4.62-4.70 (m, 1H) 4.59-4.66 (M, 1H) 4.56-4.62 (M, 1H) 4.58-4.67 (M, 1H)
5.38 5.38 5.37 5.37
(d, J=5.4 Hz, (d, J = 5.4 Hz, 1H) (d, J = 5.4 Hz, 1H) (d, J = 5.4 Hz, 1H)
1H)
8.12 (s) 7.36 7.51 7.66
(t, J = 2.1 Hz, 1H) (dt, J=11.0, 2.2 Hz, (t, J=1.9 Hz, 1H)
1H)
7.56 (s, 1H) 6.63 6.78 7.04
(ddd, J=8.3,2.5,0.8 (tdd, J=8.2,25,1.1 (ddd, J=8.0,2.0,0.9
Hz, 1H) Hz, 1H) Hz,1H)
- 7.18 (t, J = 8.2 Hz, 1H) 7.20
7.13 - 7.27 (m, 2H) (t, J = 8.1 Hz, 1H)
8.12 (s) 6.95 (ddd, J = 8.3, 2.5, 7.40 (ddd, J =8.0, 2.0, 0.9
0.8 Hz, 1H) Hz, 1H)
2.05 (s, 3H) 2.03 (s, 3H) 2.03 (s, 3H) 2.04 (s, 3H)
8.01 (sa, 1H) 7.27 (sa, 1H) 7.37 (sa, 1H) 7.46 (sa, 1H)
- 3.80 - -

(s, 3H, Ar-OCHj)
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Tabla 9: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios orto sustituidos, 4c, 4g, 4j, en RMN 'H

4c 49 4
o— F cl
Protén %Njé 3 E_Nké 3 %Njég
6 6 6
5 4 5 4 5 4
18-CHj 0.76 (s, 3H) 0.75 (s, 3H) 0.75 (s, 3H)
19-CH, 1.02 (s, 3H) 1.02 (s, 3H) 1.01 (s, 3H)
3a-H 4.56-4.65 (m, 1H) 4.56-4.62 (m, 1H) 4.55-4.63 (m, 1H)
H-6 5.38 5.37 5.37
(d, J=5.0 Hz, 1H) (d, J = 5.0 Hz, 1H) (d, J = 5.0 Hz, 1H)
H-3’ 6.87 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H) 7.34
(dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H)
H-4’ 7.02 6.99
(td, J=7.7, 1.4 Hz, 1H) 2.00-7.18 (td, J = 7.7, 1.4 Hz, 1H)
H-5 6.95 (m, 3H) 7.22
(td, J =7.7, 1.4 Hz, 1H) (td, J = 7.4, 1.4 Hz, 1H)
H-6’ 8.40 8.33 8.42
(dd, J = 7.9, 1.6 Hz, 1H) (dd, J= 8.5, 1.7 Hz, 1H) (dd, J=8.0, 1.4 Hz, 1H)
3B-COOCH; 2.03 (s, 3H) 2.03 (s, 3H) 2.02 (s, 3H)
-CONH- 7.68 (sa, 1H) 7.24 (sa, 1H) 7.56 (sa, 1H)
Otros 3.79 - -

(s, 3H, Ar-OCHy)
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Tabla 10: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios sustituidos con heterociclos, 4l, 4m y 4n, en RMN H

Protén

18-CH;

19-CH;
3a-H
H-6
H-2’
H-3’
H-4’
H-5’
H-6’

H-7°

38-COOCH;
-CONH-

4]

4n

0.74 (s, 3H)
1.00 (s, 3H)
4.54-4.64 (m, 1H)

5.36

(d, J =5.4 Hz, 1H)

8.29-8.18

(m). Translape con H-6"

7.68

(ddd, J = 8.5, 5.0, 1.7 Hz, 1H)

7.01

(ddd, J = 7.3, 4.6, 1.3 Hz, 1H,
8.29 - 8.18

(m). Translape con H-3"

2.02 (s, 3H)
8.13 (sa, 1H)

S /4
5

0.74 (s, 3H)
1.00 (s, 3H)

4.55-4.63 (M, 1H)

5.36

(d, J =5.4 Hz, 1H)

7.44

(d, J = 3.62 Hz, 1H)

6.98

(d, J = 3.62 Hz, 1H)

2.03 (s, 3H)
10.89 (sa, 1H)

2
%—N%a,
7a 4
"Ny
0.86 (s, 3H)

1.02 (s, 3H)
4.55-4.63 (M, 1H)
5.38
(d, J = 5.4 Hz, 1H)
4.15
(dg, J = 18.2, 9.3 Hz, 2H)
3.14
(t, J = 8.4 Hz, 2H):
6.99
(t, J = 7.4 Hz, 1H)

7.18 (m, 2H)

8.29
(d, J=8.3 Hz, 1H)
2.03 (s, 3H)
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Tabla 11: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios de bencilamina, 40-4r, en RMN H

Protén

18-CHj

19-CHs
H-3
H-6

CONH-CH,-Ar

H-2’y H-6’

H-3’y H-5’

3B-COOCH,
-CONH-

otros

4p 40 4q 4r
2" 3 2" 3 20 3 2" 3
NH NH NH NH
PL©4, N Co\ N CF N CC'
R = 6" 5 6 5 6 5 6" 5
0.72 (s, 3H) 0.70 (s, 3H) 0.69 (s, 3H) 0.69 (s, 3H)
1.02 (s, 3H) 1.01 (s, 3H) 1.01 (s, 3H) 1.01 (s, 3H)
4.46-4.60 (m, 1H) 4.46-4.60 (m, 1H) 4.51-4.68 (m, 1H) 4.53-4.63 (m, 1H)
5.36 5.36 5.36 5.36
(d,J=4.7Hz, 1H) (d, J=4.7 Hz, 1H) (d,J=4.7Hz, 1H) (d,J=4.7 Hz, 1H)
4.46 4.37 4.41 4.40

(octeto AB, J =25.2,

14.6, 5.5 Hz, 2H)

7.26-7.36 (m, 5H)
Translape con H-4"

2.03 (s, 3H)
5.58
(t, J = 5.0 Hz, 1H)

(octeto AB, J = 29.5,
14.5, 5.6 Hz, 2H)
7.20
(d, J = 8.7 Hz, 2H)

6.85
(d, J = 8.7 Hz, 2H)
2.01 (s, 3H)
5.63
(t, J = 5.3 Hz, 1H)
3.78
(s, 3H, Ar-OCHj)

(octeto AB, J =33.1,

14.6, 5.5 Hz, 2H)
7.25

(dd, J = 7.3, 4.5 Hz, 2H)

7.00
(t, J = 8.5 Hz, 2H)
2.01 (s, 3H)
5.78
(t, J=5.3 Hz, 1H)

(octeto AB, J = 36.1,
14.9, 5.9 Hz, 2H)
7.21
(d, J = 8.6 Hz, 2H)

7.25
(d, J =8.3, 2H)
2.01 (s, 3H)
5.78
(t, J = 5.3 Hz, 1H)
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Tabla 12: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios 4s-4u en RMN 'H

4s 4t 4u
. CF 2
Aol P = A
R = 6 or, 34
18-CHs 0.69 (s, 3H) 0.62 (s, 3H) 0.69 (s, 3H)
19-CHs 1.02 (s, 3H) 0.95 (s, 3H) 1.01 (s, 3H)
3a-H 4.46-4.60 (M) 4.46-4.60 (M) 4.51-4.68 (m, 1H)
translape con -CONH-CH,- translape con -CONH-
Ar CH,-Ar
H-6 5.36 5.36 5.36
(d, J = 4.7 Hz, 1H) (d, J = 4.7 Hz, 1H) (d, J = 4.7 Hz, 1H)
-CONH-CH,-Ar 4.46-4.60 (M) 4.46-4.60 (M) 4.41
translape con H-3 translape con H-3 (octeto AB, J = 33.1, 14.6, 5.5 Hz,
2H)
H-2’ 7.74 (sa) -
translape con H-4" y H-6"
H-3’ - 7.26
(dd, J = 7.8 Hz, 1H)
H-4 7.74 (sa) 7.62
translape con H-2" y H-6 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 1H)
H-5 - 7.15
(dd, J = 7.5, 5.0 Hz, 1H)
H-6’ 7.74 (sa) 8.47
translape con H-2" y H-4 (d, J=4.9 Hz, 1H)
3B-COOCH; 1.98 (s, 3H) 1.97 (s, 3H) 2.01 (s, 3H)
-CONH- 6.25 6.74

(t, J = 5.3 Hz, 1H)

(t, J = 5.3 Hz, 1H)
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Una vez aislados los intermediarios 4a-4u, el éster en estos compuestos fue hidrolizado al alcohol
correspondiente para obtener los intermediarios 5a-5u. Esta reaccién se logro al tratar los esteroides 4a-4u
con una solucién metandlica de hidréxido de potasio al 10% p/v. Los rendimientos para esta reaccion, en
general, fueron buenos (69% a 94%).

Respecto a la caracterizacion estructural de estos derivados, especificamente en la espectroscopia
de IR, todos ellos presentaron la pérdida de la banda ubicada a 1730 cm™, la cual pertenece al
estiramiento C=0 del grupo éster; en su lugar, en todos estos compuestos, se encuentra una banda ancha
con un nimero de onda de aproximadamente 3300 cm™ que pertenece al grupo O-H. Por otro lado, en la
espectrosocopia de RMN *H, los tnicos cambios observables fueron, por supuesto, la pérdida del metilo
del grupo acetato ubicado a 1.97 ppm, pero también el desplazamiento a campo alto de la sefal del protén
unido directamente al carbono C-3 (3a-H), el cual tenia un 64= 4.46-4.60 ppm para los intermediarios 4a-4u

y se desplaz6 hasta 6= 3.49-3.57 ppm en los compuestos 5a-5u.

Finalmente, la oxidacion del carbinol en C-3 fue llevada a cabo mediante la reaccion de Oppenauer;
utilizando para ello isopropéxido de aluminio y N-metil-4-piperidona en reflujo de tolueno, con lo cual se

obtuvieron los productos finales 6a-6u en rendimientos que fueron desde el 52% al 89%.

El mecanismo de reaccién se muestra en la Esquema 8,2”% en donde, tanto el hidroxilo en C-3 del
esteroide como el carbonilo de la 1-metil-4-piperidona se unen al atomo de aluminio del isopropéxido de
alumnio. Una vez que el alcohol queda unido como alcéxido y el carbonilo se coordina al metal, se da la
transferencia del ion hidruro desde el carbinol. La transferencia de este 4tomo ocurre via un estado de
transicion de seis miembros. En este punto, el producto puede dejar la esfera de coordinacion del aluminio
por medio de la alcoholisis. La isomerizacion de la doble ligadura en C-5 puede darse a través de la
abstraccion del protén acido en C-4 por parte del anién isoprop6xido para que, posteriormente, el alcéxido
formado, incorpore su par electrénico al dieno, el cual puede tomar el protdén del isopropanol para generar

la doble ligadura en C-4.
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Esquema 8. Mecanismo correspondiente a la reaccion de Oppenauer.

En la espectroscopia de IR, para estos compuestos finales, se observé la pérdida de la banda
ubicada a 3300 cm™ del grupo O-H, proveniente de los intermediarios 5a-5u; apareciendo, entonces, una
nueva banda con un vma= 1675 cm™, la cual fue asignada a la cetona a,B-insaturada formada. En cuanto a
la espectroscopia de RMN 'H, las Tablas 13, 14, 15, 16, 17 y 18 ilustran los desplazamientos quimicos, asf
como las constantes de acoplamiento encontradas para los compuestos finales. En todos estos derivados
se observo la perdida de las sefiales asignadas a los protones unidos a las posiciones C-3 y C-6. En su
lugar, se identificd una nueva sefial simple a 5.74 ppm que integra para un solo proton. Esta se asigné al

hidrogeno vinilico de la posicion 4 (H-4).
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Tabla 13: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los compuestos finales para sustituidos, 6a, 6e y 6h; asi como 6d en RMN H

6d 6a 6e 6h
FNH 6 FNH 6 FNH 6 FNH 6
Proton o 5 2,®5' , 5 2'@5'
R = 3 4 3 o~ 3 F 3l
18-CHjs 0.81 (s, 3H) 0.90 (s, 3H) 0.81 (s, 3H) 0.79 (s, 3H)
19-CH, 1.19 (s, 3H) 1.19 (s, 3H) 1.20 (s, 3H) 1.20 (s, 3H)
H-4 5.74 (s, 1H) 5.74 (s, 1H) 5.75 (s, 1H) 5.74 (s, 1H)
H-2’ y H-6’ 7.53 7.42 7.49 7.46
(d, J = 7.6 Hz, 2H) (d, J = 8.9 Hz, 2H) (t, J = 8.6 Hz, 2H) (d, J = 8.8 Hz, 2H)
H-3’ y H-5’ 7.31 6.84 7.00
(t, J=7.1Hz, 2H) (d,J=9.0Hz,2H) (ddd, J = 10.4, 6.3, 2.9 Hz, 2H) 7.27
-CONH- 7.20 (sa, 1H) 7.10 (sa, 1H) 7.12 (sa, 1H) (m, 3H)
otros 7.09 (t,J=7.4Hz, 1H, 3.78

H-4")

(s, 3H, Ar-OCHy)
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Tabla 14: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los compuestos finales meta sustituidos, 6k, 6b, 6f, y 6i, en RMN H

Proton

18-CHs

19-CHs
H-4
H-2’

H-4

H-5’

H-6’

-CONH-

otros

6k 6b 6f 6i
FNH F-NH o FNH o FNH o
2’©gca 6,®§o\ 6’®§F 6’®§0|
— FCY 4 5 4 5 4 5 4
0.78 (s, 3H) 0.78 (s, 3H) 0.79 (s, 3H) 0.79 (s, 3H)
1.18 (s, 3H) 1.18 (s, 3H) 1.19 (s, 3H) 1.19 (s, 3H)
5.74 (s, 1H) 5.74 (s, 1H) 5.74 (s, 1H) 5.74 (s, 1H)
8.12 (s) 7.36 7.51 7.71
(t, = 2.1 Hz, 1H) (dt, J = 11.0, 2.2 Hz, (t, J = 2.0 Hz, 1H)
1H)
7.56 (s, 1H) 6.64 6.76 7.04
(ddd, J=8.3,2.5,08  (tdd, J=82,25, 1.1 (ddd, J = 8.0, 2.0, 0.9
Hz, 1H) Hz, 1H) Hz,1H)
- 7.18 (t, J = 8.2 Hz, 1H) 7.20
7.13-7.27 (m, 2H) (t, J = 8.1 Hz, 1H)
8.12 (s) 6.95 (ddd, J = 8.3, 2.5, 7.40 (ddd, J =8.0, 2.0, 0.9
0.8 Hz, 1H) Hz, 1H)
8.01 (sa, 1H) 7.27 (sa, 1H) 7.67 (sa, 1H) 7.55 (sa, 1H)
- 3.88 - -

(s, 3H, Ar-OCHy)
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Tabla 15: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los compuestos finales orto sustituidos, 6c, 6g, 6j, en RMN 'H

6¢C 69 6]
o— F Cl
NH 24 NH 24 NH 2/
Protén §7 @ 3 5_ @ 3 %_ ,@3'
6 6 6
R = 5 4 5 4 5 4
18-CH3 0.78 (s, 3H) 0.78 (s, 3H) 0.81 (s, 3H)
19-CH; 1.19 (s, 3H) 1.18 (s, 3H) 1.19 (s, 3H)
H-4 5.74 (s, 1H) 5.73 (s, 1H) 5.74 (s, 1H)
H-3’ 6.87 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H) 7.34
(dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H)
H-4’ 7.02 7.02
(td, J=7.7,1.4 Hz, 1H) 7.00-7.18 (td, J=7.7,1.4 Hz, 1H)
H-5’ 6.95 (m, 3H) 7.26
(td, J =7.7, 1.4 Hz, 1H) (td, J=7.4,1.4 Hz, 1H)
H-6’ 8.40 8.30 8.43
(dd, J=7.9, 1.6 Hz, 1H) (dd, J=8.5, 1.7 Hz, 1H) (dd, J=8.0, 1.4 Hz, 1H)
-CONH- 7.68 (sa, 1H) 7.23 (sa, 1H) 7.55 (sa, 1H)
otros 3.88 - -

(s, 3H, Ar-OCHy)
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Tabla 16: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales méas representativas para los compuestos finales sustituidos con heterociclos, 6l, 6m y 6n, en RMN 'H

6l 6m 6n
] FNH . F—NH 2 4
Protén 3'@?1 @ . %7:%3
R= 41 o 7 s
18-CHj 0.80 (s, 3H) 0.78 (s, 3H) 0.85 (s, 3H)
19-CHs 1.19 (s, 3H) 1.18 (s, 3H) 1.18 (s, 3H)
H-4 5.74 (s, 1H) 5.74 (s, 1H) 5.73 (s, 1H)
H-2’ - - 4.15
(dc, J=18.2, 9.3 Hz, 2H)
H-3’ 8.22 - 8.18 (m) - 3.14
Translape con H-6" (t, J = 8.4 Hz, 2H);
H-4’ 7.68 7.44 6.99
(ddd, J =8.5, 5.0, 1.7 Hz, 1H) (d, J =3.62 Hz, 1H) (t, J=7.4 Hz, 1H)
H-5’ 7.04 6.98
(ddd, J = 7.4, 5.0, 1.0 Hz, 1H) (d, J = 3.5 Hz, 1H) 7.18 (m, 2H)
H-6’ 8.22—8.18 (m) -
Translape con H-3"
H-7 - - 8.29

(d, J = 8.3 Hz, 1H)
-CONH- 8.11 (sa, 1H) 10.06 (sa, 1H) -
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Tabla 17: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los compuestos finales 60-6r en RMN H

Protén

18-CHs
19-CHs
H-4

-CONH-CH,-Ar

H-2’ y H-6’

H-3’y H-5’

-CONH-

otros

(octeto AB, J =25.2,
14.6, 5.5 Hz, 2H)

7.26-7.36 (m, 5H)

Translape con H-4"

5.76
(m, 2H)
Translape con H-4

(octeto AB, J = 30.4,
14.5, 5.6 Hz, 2H)
7.19
(d, J =8.7 Hz, 2H)

6.84
(d, J = 8.7 Hz, 2H)

5.66
(t, J =5.1 Hz, 1H)

3.78
(s, 3H, Ar-OCHj)

(octeto AB, J = 33.2,
14.7, 5.8 Hz, 2H)
7.26
(ddd, J=8.8,3.7,1.1
Hz, 2H)

7.01
(ddd, J=9.6,5.8,2.5
Hz, 2H)

5.79
(t, J = 5.3 Hz, 1H)

6p 60 6q 6r
2" 3 2 3 2 3 2 3
NH NH NH NH
3_ \—®4' g_ F< >7o\ % \—< >—F §— ;< >—C|
R = 6 5 6" 5° 6" 5 6" 5
0.79 (s, 3H) 0.73 (s, 3H) 0.74 (s, 3H) 0.73 (s, 3H)
1.21 (s, 3H) 1.16 (s, 3H) 1.18 (s, 3H) 1.17 (s, 3H)
5.76 (m, 2H) 5.70 (s, 1H) 5.71 (s, 1H) 5.70 (s, 1H)
Translape con
-CONH-
4.46 4.37 4.41 4.41

(octeto AB, J =40.6,
14.8, 5.8 Hz, 2H)
7.21
(d, J=8.8 Hz, 2H)

7.25
(d, J = 8.3, 2H)

5.83
(t, J = 5.3 Hz, 1H)
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Tabla 18: Desplazamiento quimico & (ppm), tipo de sefial, constante de acoplamiento (Hz) y nimero de protones de

las sefiales mas representativas para los intermediarios 6s-6u en RMN 'H

Proton

18-CHs
19-CHs
H-4
CONH-CH,-Ar
H-2’
H-3’
H-4’
H-5'

H-6’

-CONH-

(t, J = 5.3 Hz, 1H)

(t, J = 5.3 Hz, 1H)

6s 6t 6u
i > o §_NH NE' ' N\H_</N]4.
N :>4' \—Q 5 s
R = 6 cr, 34
0.73 (s, 3H) 0.74 (s, 3H) 0.73 (s, 3H)
1.18 (s, 3H) 1.18 (s, 3H) 1.17 (s, 3H)
5.70 (s, 1H) 5.71 (s, 1H) 5.73 (s, 1H)
4.57 4.55 4.76
(octeto AB, J =86.3, 15.5, (sexteto AB, J =5.0, 4.9.Hz, (octeto AB, J =58.9, 16.1, 5.9
6.1 Hz, 2H) 2H) Hz, 2H)
7.75 (sa, 3H) - -
translape con H-4" y H-6"
- 7.26 -
(dd, J = 7.8 Hz, 1H)
7.75 (sa, 3H) 7.62 7.68 (d, J = 3.1 Hz, 1H)
translape con H-2" y H-6 (td, J=7.7, 1.8 Hz, 1H)
- 7.15 7.27 (d, J = 3.1 Hz, 1H)
(dd, J = 7.5, 5.0 Hz, 1H)
7.75 (sa, 3H) 8.47 -
translape con H-2" y H-4 (d, J=4.9 Hz, 1H)
6.25 6.74 6.28 (t, J = 5.5 Hz, 1H)
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Los compuestos finales también fueron caracterizados por resonancia magnética de carbono (RMN
3C), en la cual, se identificaron las sefiales caracteristicas de los metilos angulares 18-CH; y 19-CH; a
aproximadamente 13.3 y 17.3 ppm, respectivamente; mientras que los carbonos de las posiciones C-4y C-
5 se ubicaron entre 121.7 y 170.8 ppm, respectivamente. La presencia de los grupos carbonilo de la amida
y la enona se confirmaron al observarse las sefiales correspondientes en 171.2 y 199.7 ppm,
respectivamente. Para los derivados 60-6u, el grupo metileno CONH-CH,-Ar se asignd a una sefal que se
desplaza entre 41 y 43 ppm. Por ultimo, para todos los compuestos, se observaron diferentes sefiales
entre 110 y 162 ppm, las cuales fueron asignadas a los diferentes carbonos aromaticos (Tablas 19 y 20).

Tabla 19: Desplazamiento quimico & (ppm) de las sefiales mas representativas para los compuestos finales 6a-6g en
RMN *C

6a 6b 6¢ 6d 6e 6f 69
] NH 6 §—NH > %—NH o NH 6 NH 6 g—NH 2 §—NH 2]
Proton 1 5 17 o 17 3 1 5 1 5 1 F 1 3
e e IS I W T
3 o— 5 4 5 4 S 3 °F 5 4 5 4
18-CH, 13.32 13.44 13.35 13.46 13.49 13.48 13.37
19-CH,4 17.33 17.46 17.51 17.45 17.52 17.42 17.49
C-4 121.76 124.03 123.42 124.19 124.12 123.99 124.04
c-1 131.22 139.49 127.94 138.22 134.18° 139.93° 126.53"
C-2’ 123.86 105.46 147.70 119.95 121.8° 107.38" 152.40°
c-3 114.06 160.28 109.90 129.10 115.7° 163.09' 114.81°
c-4 156.22 110.14 124.04 124.07 159.4¢ 110.69% 124.18°
C-5 114.06 129.71 119.76 129.10 115.7° 130.05' 121.88
C-6’ 123.86 111.88 121.24 119.95 121.8' 115.08" 124.70"
C-5 170.82 171.36 170.90 171.08 171.03 171.40 171.17
-CONH- 171.27 171.19 171.18 171.21 171.11 171.88 171.23
C-3 199.68 199.84 199.64 199.70 199.67 200.11 199.76
Otros 53.8 554 53.9 - - - -
(OCHs) (OCHs) (OCHs)

3Jcr=2.6 Hz; "Jcr =7.8 Hz; Jc.r =22.4 Hz; “Jck = 243 Hz; ; SJcr = 22.4 Hz; Jc.r = 7.8 Hz; %Jc.r = 11.0 Hz; "Jc.r = 26.5 Hz; 'Jck =
244.4 Hz: *Jcr = 21.3 Hz; 'Jer = 9.4 Hz; ™Jcr = 21.3 Hz; "Jc.r = 10.2 Hz; ®Je.r = 242.2 Hz; PJcr = 19.3 Hz; YJcr = 7.7 Hz; "Jok =
3.6 Hz;
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Tabla 20: Desplazamiento quimico & (ppm) de las sefiales mas representativas para los compuestos finales 60-6u en
RMN **C

60 6p 6q 6r 6s 6t 6u

CFs e n=F

2 3 2 3 2 3 2 3 - NH N .

NH NH NH NH . 4

poon T PO PO PG el TG0 T
—. o 3 a4

s o s ot -
18-CHs 13.39 13.40 13.41 13.42 13.26 13.32 13.37
19-CH, 17.46 17.46 17.46 17.46 17.31 17.48 17.50

CONH-CH-Ar 43.15 43.72 42.95 42.97 42.59 43.88 41.04

C-4 123.96 123.96 123.97 123.98 123.86 123.97 124.03
c-1 130.36 138.80 134.73% 137.51 141.12 - -
c-2’ 129.29 127.96 129.62° 129.31 127.72' 156.78 167.72
C-3’ 114.12 128.77 115.58° 128.86 131.81° 122.40 -
c-4 159.02 127.52 162.17° 133.23 121.18" 136.83 142.39
C-5’ 114.12 128.77 115.58° 128.86 131.81° 122.31 119.61
C-6’ 129.29 127.96 129.62° 129.31 127.72' 149.09 -
C-5 171.18 171.20 171.20 171.19 171.30 171.26 171.10

-CONH- 172.40 172.52 172.58 172.62 172.97 172.76 172.78
C-3 199.57 199.60 199.63 199.61 199.73 199.61 199.56
Otros 55.38 - - - 123.26' - -

(OCHy) (CFs)

ek = 3.3 Hz; "Jcr =8.1 Hz; “Jcr =21.4 Hz; “Jcr = 245.5 Hz; ®Jcr = 22.4 HZ; 'Jor = 2.6 HzZ; 9Jcr = 33.3 Hz; "Jcr = 3.8
Hz; Jcr = 272.9 Hz.
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Por ultimo, fue posible la obtencién de un cristal del compuesto final 6n, el cual fue ideal para su
caracterizacion por cristalografia de Rayos-X de monocristal. Esta técnica permitié la elucidacion, asi como
la corroboracion de la estructura de dicho compuesto (Figura 17).

Figura 17. Estructura cristalina de 173-(2,3-dihidro-1H-indol-1-il)carbonilandrost-4-en-3-ona (6n)

Cabe resaltar que durante el transcurso de este proyecto se realizaron diferentes ensayos con la
finalidad de reducir los pasos de reaccién o incrementar el rendimiento (Esquemas 9 y 10). El primero de
estos intentos fue la obtencion del acido androst-4-en-3-ona-173-oico a partir de la progesterona por medio
de la reaccion de bromoformo. Desafortunadamente, después de hacer reaccionar este esteroide con
bromo e hidréxido de sodio se obtuvo una mezcla compleja de productos, en donde el compuesto deseado
se aislé con mucha dificultad por cromatografia en una columa con un rendimiento del 12%. No se realizé
la separacién y caracterizacion de los otros compuestos. Sin embargo, es posible que éstos hayan sido el
resultado de bromaciones sucesivas en las posiciones 2 y/o 5, ya que éstas corresponden a posiciones de
un carbono alfa al carbonilo y alilico, respectivamente.

Br2
NaOH
4>
Dioxano
0°Cata

8h .
Progesterona 12% Acido androst-4-en-3-ona-173-oico

Esquema 9. Reaccion de bromoformo sobre la progesterona
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Otra via por la que procuré incrementar el rendimiento, fue en el paso para la sintesis de las amidas
aromaticas (4a-4u) a partir del compuesto 3. En este sentido, se exploré el uso de diferentes agentes
acoplantes como la N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y el 1,1-carbonildiimidazol (CDI). Adicionalmente,
el compuesto 3 se traté con anhidrido trifluoroacético para formar el anhidrido mixto, el cual, en teoria
formaria la amida en presencia de anilina. Sin embargo, en ninguno de estos ensayos se observl un
avance de reaccion significativo, por lo que se opt6 por seguir usando el SOCI, para generar el cloruro del

acido en la posicién C-17.

NH,

DCC, CDI,
_o anhldrlfj_o AcO
trifluoroacético

Esquema 10. Ensayos con de diferentes agentes acoplantes para la formacion de la amida aromatica en C-17
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5.1.2 Parte biolégica: 17p-N-arilcabamoilandrost-4-en-3-onas
5.1.2.1 Relacion Estructura-Actividad de los derivados de 17p-N-arilcabamoilandrost-4-en-3-ona

sobre las enzimas 5aR1 y 5aR2

Este ensayo consisti6 en determinar la capacidad, de los compuestos preparados, para inhibir la
actividad catalitica de las enzimas 50R1 y 5aR2 y con ello, disminuir la cantidad de DHT sintetizada a partir
de la testosterona. Como se observa en la Tabla 21, la finasterida, que es el farmaco de referencia,
presenté una Clso= 8.5 nM sobre 5aR2. Para los nuevos derivados, en una primera aproximaciéon, se
determind el papel de la 4-enona y/o de la amida aromética en posicién C-17; por lo que se evaluaron el
acido androst-4-en-173-oico, el intermediario 5d y el compuesto final 6d sobre 50R1 y 5aR2. Como se
observa en la Figura 18, s6lo el acido androst-4-en-17f-oico y el compuesto 6d mostraron actividad sobre
la 5aR2; ambos compuestos contienen la 4-enona en su estructura por lo que la presencia de este grupo
es esencial para la actividad anti-5aR2. Asimismo, al comparar el acido androst-4-en-173-oico con el
compuesto 6d se observa claramente que el intercambio de la amida aromética por el acido carboxilico en
la posicion C-17 disminuye la potencia sobre la enzima 50R2.

HO
Ac. Androst-4-en-17p-oico 4d
5aR1: Sin actividad 5aR1: Sin actividad 5aR1: Sin actividad
5aR2: Clgp = 114.9 nM 5aR2: Sin actividad 5aR2: Cl5p = 150.0 nM

Figura 18: Importancia de la enona en C-3 y el grupo fenilo en C-17 para la actividad inhibitoria sobre 50R1 y 504R2

Posteriormente, y con la intencion de observar si la diversificacion de amidas en C-17 tenian un
impacto significativo sobre la actividad catalitica de las enzimas 5aR1 y 5aR2, se continué con la
evaluacion de los compuestos finales restantes (6a-6u). Adicionalmente, y con la finalidad de encontrar
una relacion entre algan parametro fisicoquimico y/o estructural con la actividad biolégica, se calcularon
mediante el método de Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés) B3LYP 6-31G* los
descriptores: numero de aceptores y donadores de puentes de hidrogeno (APH y DPH, respectivamente),
momento dipolar, volumen molecular, coeficiente de particion (cLogP) y el niumero de conférmeros para
cada molécula. Adicionalmente, se calcularon otros 333 descriptores tipo MOE; mientras que los
descriptores ¢ de Hammett y la refractividad molar (MR) se obtuvieron de la literatura.®
Desafortunadamente, no se encontrd correlacién lineal alguna entre estos parametros y la actividad sobre

las enzimas 5aR1 y 50R2.
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Como se ilustra en la misma Tabla 21, los huevos esteroides tienen una mayor selectividad hacia
5a0R2. Estos resultados son congruentes con lo observado previamente para los azaesteroides reportados
en la literatura, en donde, la incorporacion de sustituyentes voluminosos en la posicion C-17
incrementaban la selectividad hacia la segunda isoforma de la 5aR. En este sentido, la serie 60-6u, la
cual presenta un mayor volumen molecular y libertad conformacional, tiene una potencia todavia menor
sobre la enzima 5aR1 que los homdlogos inferiores 6a, 6d, 6e, 6h, 6k, 61 y 6m. Asimismo, el patrén de
sustitucion sobre el anillo aromético es de gran relevancia para incrementar la potencia sobre 5aR1, ya que
los compuestos 6b y 6f fueron los derivados mas potentes de la serie de anilina; ambos son analogos meta
sustituidos que contienen un grupo metoxilo y fldor, respectivamente. De igual manera, los anélogos 61 y
6m, que corresponden a los esteroides que poseen los heterociclos piridina y tiazol, respectivamente,
tuvieron una potencia considerable aunque menor a los compuestos mencionados anteriormente. Con
estas observaciones, es probable que los grupos metoxilo y flGior, asi como los nitrégenos sp? en los anillos
de piridina y tiazol estén funcionando como aceptores de puentes de hidrogeno en el sitio receptor de la
5aR tipo 1.

Por otro lado, el sustituyente incorporado en C-20 para formar la amida en C-17 también modula,
en gran medida, la actividad sobre la 5aR2. Inicialmente, cuando se comparan los resultados obtenidos por
los derivados de anilina para sustituidos (6a, 6d, 6e, 6h, 6k) con sus respectivos homadlogos superiores
(60, 6p, 60, 6r) se observa que los ultimos poseen una menor potencia (excepto 6p). Por tanto, la
incorporacién de un espaciador, como lo es el grupo metileno, entre el nitrégeno de la amida y el anillo
aromatico parece resultar en un factor negativo para inhibir a la 5aR2. Sin embargo, esta suposicién no se
cumple cuando este anillo aromatico pertenece al benceno sin sustituir o a un heterociclo, ya que los
compuestos 6l y 6m son menos potentes que 6t y 6u. A esta observacién también se unen los compuestos

6k y 6s, que son los analogos sustituidos con 3,5-bis-trifluorometilanilina.

Al comparar la actividad de todos los compuestos sobre la 5aR2, es evidente que los derivados de
anilina para sustituidos son los mas potentes. En este sentido, los analogos 6e y 6h presentaron una
potencia 50 veces mayor a la finasterida, que es el farmaco de referencia, mientras que los derivados de
bencilamina 6p y 6q mostraron una potencia equiparable a la de este azaesteroide. De estos resultados
sé6lo se puede inferir que los sustituyentes electronegativos (y preferentemente poco voluminosos, es decir,
con un valor de MR bajo) unidos al anillo aromatico disminuyen la actividad catalitica de la enzima 5aR tipo
2. Esto se puede deber a un aumento en interacciones tipo pi-stacking y/o fuerzas dipolo-dipolo en el sitio
receptor. Cuando se compara el derivado 6d con 6n se observa que la potencia del segundo es
aproximadamente 5 veces mayor; por lo que se infiere que el “anclaje” de este grupo, es decir, aumentar la

rigidez de la amida en C-17, probablemente mejora la actividad anti-5aR2. Asimismo, cuando se realiza el
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reemplazo bioisostérico del anillo bencenoide en 6d por un sistema heterociclico, como lo son la piridina
(compuesto 6l) y el tiazol (compuesto 6m), la actividad se retiene en ambos compuestos, siendo el

derivado de piridina el de mayor potencia.

Tabla 21: Actividad inhibitoria de los compuestos 6a-6u sobre las enzimas 5a-Reductasa tipo 1y 2

hiD, HO  en O

h:,KH@C' i:gH@Lcl ¥ ﬁu?

i 5,@ . %HJ©,OCH3
S ICHENRT >SN cuENT Pt

OCHj3 @
a:;’éN@ b: Ay OCH,
H H
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S
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H H

\§N
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Compuesto Descriptores Clso (NM)
APH DPH Momento G cLogP  Volumen MR Ndmero de 50R1 50R2
dipolar molecular conférmeros
(debye) (A%

6a 3 1 3.05 -0.27 4.35 452.46 7.87 24 >100000 5.0
6b 3 1 1.78 0.12 4.39 452.45 7.87 24 1680 137.3
6¢C 3 1 3.74 - 4.35 456.11 7.87 24 11800 40.9
6d 2 1 1.86 - 4.40 425.00 1.03 6 >100000 150.0
6e 2 1 0.86 0.06 4.55 429.71 0.92 6 4730 0.112
6f 2 1 1.62 0.34 4.59 429.56 0.92 12 353 135
69 2 1 2.52 - 455 429.66 0.92 12 >100000 114.5
6h 2 1 0.90 0.23 4.99 438.41 6.03 6 4670 0.167
6i 2 1 1.90 0.37 5.03 438.42 6.03 12 48440 504.9
6j 2 1 2.93 - 4.99 438.22 6.03 12 3990 226
6k 2 1 2.43 0.43 6.38 489.13 5.02 6 >100000 116
6l 3 1 3.14 - 357 419.12 - 12 >100000  59.2
6m 3 1 3.62 - 338 406.88 - 12 1350 154
6n 2 0 2.96 - 450 451.05 - 6 2030 322
60 3 1 3.40 -0.27 4.49 471.75 7.87 36 >100000 23.6
6p 2 1 3.30 - 453 444.22 1.03 18 >100000 8.45
6q 2 1 3.11 0.06 4.68 448.43 0.92 18 11990 8.05
6r 2 1 3.36 0.23 5.12 457.30 6.03 18 75000 20.3
6s 2 1 3.85 0.43 6.51 508.41 5.02 18 79230 35.3
6t 3 1 5.43 - 3.26 438.34 - 36 >100000  54.2
6u 3 1 5.12 - 3.18 423.18 - 36 62970  21.1

Finasterida 2 2 5.07 - 3.32 388.23 - 6 ND 8.5
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5.1.2.2 Actividad antiproliferativa en las lineas celulares de cancer de prostatay células sanas

5.1.2.2.1 Actividad antiproliferativa sobre la linea celular de cancer de préstata LNCaP (andrégeno-

sensible) y células polimorfonucleares de sangre de rata (PBMC)

En un inicio, se realizé la evaluacién biolégica de los esteroides mostrados en la Tabla 1, ya que
estos fueron los que, cronoldgicamente, se prepararon primero. La actividad antiproliferativa de estos
derivados se llevd a cabo en células LNCaP, las cuales expresan receptor de andrégenos (RA") y, por
tanto, su proliferacion se ve incrementada en presencia de los androgenos T y DHT. Por otra parte, los
compuestos preparados también fueron evaluados sobre células polimorfonucleares de sangre de rata
(PBMC), las cuales representan un modelo de células sanas. Los farmacos comerciales finasterida,
flutamida y ketoconazol, que son utilizados cominmente para el tratamiento de cancer de préstata, se

emplearon en estos ensayos como controles positivos.

La basqueda de las moléculas con mayor potencial antiproliferativo sobre las células cancerosas de
préstata LNCaP y PBMC, se determind a una concentracion de 50 uM para todos los compuestos y
farmacos de referencia. Esto con la finalidad de observar el porcentaje de inhibiciébn del crecimiento
(expresado como % de inhibicién). Mientras que en las células PBMC se realizé un solo ensayo, en linea

celular LNCaP se realizaron tres ensayos diferentes:

1. Los compuestos y los farmacos de referencia se evaluaron sobre las células cancerosas a una
concentracion de 50 uM en ausencia de cualquier andrégeno en el medio de cultivo.

2. Los compuestos y los farmacos de referencia se evaluaron sobre las células cancerosas a una
concentracion de 50 uM en presencia de testosterona a un concentraciéon de 0.1 uM en el medio de
cultivo.

3. Los compuestos y los farmacos de referencia se evaluaron sobre las células cancerosas a una

concentracion de 50 uM en presencia de DHT a un concentracién de 0.1 uM en el medio de cultivo.

En estos ensayos, el efecto antiproliferativo basal en el medio libre de andrégenos se fij6 a 0%, los
andrégenos testosterona y DHT incrementaron la proliferacion de las células en estudio en un 72.1 y
75.3%, respectivamente; es decir, que utilizando la Ecuacién 1 de la Seccion 7.2.1.1, el efecto

antiproliferativo seria entonces del -72.1 y -75.3% para ambos esteroides.

Por otro lado, el farmaco de referencia flutamida inhibié el crecimiento de las células LNCaP
estimuladas con Ty DHT con un % Inhibicién del 29.6 y 25.1%, respectivamente, mientras que en el medio

libre de androgenos, este farmaco no presenté actividad. Estos resultados se pueden deber a que la
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flutamida antagonizé el efecto de los andrégenos evaluados por medio de la interaccidn en el receptor de

andrégenos de esta linea celular.®

El efecto de la finasterida sobre las células LNCaP se hace notar cuando éstas fueron tratadas con
testosterona y en ausencia de andrégenos pero no en presencia de DHT. La actividad de la finasterida en
células que no fueron tratadas con algun andrégeno se puede deber a que este azaesteroide presenta un
mecanismo de accion alterno, en el cual induce la apoptosis de esta linea celular por medio de la
interaccion con proteinas Bcl-2 y algunas caspasas. Respecto a la baja actividad de la finasterida en
células cancerosas tratadas con testosterona y DHT, se puede inferir que este farmaco induce la inhibicién
del crecimiento en células LNCaP a través de la interaccion con la enzima 50R1 después de 9 dias de
tratamiento con testostrerona, en lugar de las 48 horas realizadas en el ensayo presente.

Respecto a los compuestos finales, éstos mostraron actividad antiproliferativa en las células LNCaP
en presencia o en ausencia de la estimulacién de andrégenos. Sin embargo, esta actividad es mas potente
cuando las células fueron tratadas con testosterona, ya que los porcentajes de inhibicion son, en general,
mayores. Por otro lado, al analizar en detalle la estructura de los compuestos evaluados y su actividad, se
observo que los derivados de anilina con el patron de sustitucion para en el anillo aromatico son menos
efectivos para reducir el crecimiento de las células cancerosas de prOstata (menor porcentaje de
inhibicion).

Aunque, en general, la actividad antiproliferativa es mayor cuando los compuestos son evaluados
contra las células LNCaP tratadas con testosterona; cabe sefialar que no existe relacion alguna entre esta
actividad y la observada para la enzima 5aR1 (Tabla 21), ya que se esperaria que los derivados 6d y 6k no
presentaran actividad antiproliferativa en este estudio, ya que ambos no presentaron actividad inhibitoria
significativa sobre la enzima 5aR1. Sin embargo, los dos compuestos poseen una actividad importante

sobre las células LNCaP.

Tanto 6k como 6m fueron los que demostraron la mayor actividad antiproliferativa, ya sea en la
presencia o ausencia de andrégenos. Es posible que la actividad de estos compuestos se deba a que
poseen una alta lip6fila (para el caso del compuesto 6k) y un alto valor de la superficie polar superficial
(TPSA, por sus siglas en inglés) como en el caso del compuesto 6m. Ambas propiedades moleculares son
conocidas por tener una relacion con la permeabilidad hacia membranas celulares.”® Cabe destacar
también, que estos dos compuestos presentaron una potencia superior a los farmacos de referencia

finasterida, flutamida y ketoconazol.
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Tabla 22: Porcentaje de inhibicion del crecimiento de los compuestos 6a, 6d, 6f, 6h, 6k y 6n; asi como los farmacos

de referencia flutamida, finasterida y ketoconazol a concentracion de 50 yM sobre células LNCaP y PBMC

NS AN CIRYN G VN o

CF;

S
ot I 4

Descriptores % de inhibicién del crecimiento a % de
50 uM en células LNCaP inhibicion
(media+D.E) del
Compuesto T DHT crecimiento
cLogP TPSA HBA HBD Sin [0.1 pM] [0.1pyM] @aS0uMen
andrégenos células
PBMC
(mediatD.E)
6a 435 55.40 3 1 48.7+4.3 38.6£13.9 29.7+7.1 7.940.8
6d
440  46.17 2 1 40.9+2.3 66.246.3 59.4+17.7 8.7+2.6
6f
455  46.17 2 1 29.1+0.7 44.3+0.3  29.0+3.0 4.1+2.5
6h
4.99 46.17 2 1 -6.1+0.4 1.6£7.6 13.4+10.4 0
6k 6.38  46.17 2 1 100.0+3.2 100+18.8 100+8.6 9.1+1.0
6m 3.38 59.06 3 1 100+2.9 100+9.9 100+4.2 16.8+2.4
6n 450 37.38 2 0 69.1+4.0 49.9+1.0 52.6+0.9 0
Flutamida - - - - -3.4+0.8 29.6+1.0 25.11+1.3 0
Finasterida - - - - 34.615.6 21.1+0.9 0 3.7£1.6
Ketoconazol - - - - 82.7+0.9 76.0£5.5 68.2+6.1 ND?

% ND = No determinado

Posteriormente, se determiné la concentracion minima requerida para inhibir el crecimiento del 50%
(Clso) de las células LNCaP. Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Tabla 23, en
donde se observa que el derivado 6k es mejor inhibidor en células LNCaP (Cls, = 12.8 uM), mientras que
6m presentd una Clso = 16.0 uM. Ambos esteroides son mas potentes que el ketoconazol en esta linea

celular (Clsp=12.8 uM).
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Tabla 23: Concentracion de los compuestos 6k, 6m y ketoconazol, la cual inhibe el crecimiento del 50% (Cls)

de las células LNCaP en un medio libre de andrégenos

Compuesto LNCaP Clso (M)

(mediatD.E)
6k 12.8+0.7
6m 16.0+1.8

Ketoconazol 25.0+5.7

Por dltimo, se determiné la actividad citotoxica de los mismos compuestos sobre las células PBMC,
las cuales representan un modelo de células sanas. Asi pues, todos los compuestos sintetizados

exhibieron una baja citotoxicidad a la concentracién evaluada.

5.1.2.2.2 Actividad antiproliferativa de los compuestos finales 6a-6u sobre la linea celular de cancer

de préstata PC3 (andrdgeno-insensible) y células gingivales de humano

Al observar que los nuevos derivados esteroidales, presentados anteriormente, tenian un efecto
importante en la inhibicién de las células LNCaP en ausencia de andrégenos se decidié entonces, evaluar
todos los compuestos sobre células PC3. Esta linea representa a células cancerosas de préstata que no
expresan AR. Por tanto, su crecimiento es insensible a la presencia de andrdgenos, por lo que éstas
representan un modelo de cancer de préstata mas agresivo y avanzado, también conocido como Cancer
de Prostata Resistente a la Castracion (CRPC, por sus siglas en inglés). Adicionalmente, todos los
esteroides sintetizados se evaluaron en células gingivales, las cuales representan un modelo de células
sanas y sirvieron, en este estudio, para determinar la selectividad de las nuevas moléculas. Asimismo, los
resultados de los compuestos evaluados se compararon con la actividad antiproliferativa del etopésido y
ketoconazol. Estos dos farmacos son utilizados en el tratamiento del CRPC. Todos los compuestos y

farmacos de referencia fueron evaluados a una concentracion de 50 uM.

Los resultados de este ensayo se ilustran en la Tabla 24, en donde se puede observar que los
nuevos derivados sintetizados son mas selectivos hacia la linea celular PC3 (mayores % de inhibicion) que
por las células gingivales. Por otro lado, los farmacos de referencia ketoconazol y etopdsido presentaron
una actividad antiproliferativa del 82.7% y 42.7%, respectivamente. En cuanto a los derivados esteroidales,
es evidente que la presencia del anillo aromético en estos compuestos, asi como su homologacién y el

patron de sustitucién tienen un impacto significativo sobre la actividad bioldégica observada. En este
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sentido, la presencia de un metileno entre el carbonilo en posicién C-17 y la amina aromética parece tener
un efecto negativo para la actividad antiproliferativa, ya que si se comparan a los derivados 6a, 6d, 6e, 6h,
6k, 61 y 6m con sus homdlogos superiores, 60, 6p, 6q, 6r, 6s, 6t y 6p, se puede observar que los valores
de porcentajes de inhibicion son menores en el segundo grupo. De hecho, si se compara la actividad
inhibitoria de los compuestos mas potentes de toda la serie, es decir, los esteroides 6k y 6m (porcentaje de
inhibicién= 100% para ambos) con 6s y 6u (% de inhibicion= 51.6 y 51.3%, respectivamente), es claro que

la potencia se ve mermada drasticamente.

Por otra parte, el patrén de sustitucion sobre el anillo aromatico es esencial para la actividad
antiproliferativa sobre la linea PC3. Cuando se realiza una comparacién de los derivados de anilina 6a-6k,
se puede apreciar que en los compuestos que contienen el grupo metoxilo (6a, 6b y 6¢), el patron de
sustitucién que mejora la potencia es en posicion orto; mientras que en los seis analogos halogenados (6e-
6j) el patrén de sustitucion que favorece dicha actividad es en posicién meta. En este sentido, el derivado
6k, que cuenta con dos grupos trifluorometilo en posicibn meta, es uno de los mas potentes de toda la
serie de compuestos sintetizados. Por tanto, la presencia grupos electronegativos en esta posicién parece
ser importante para la actividad antiproliferativa sobre las células PC3.

Respecto al cambio bioisostérico del anillo bencenoide por los anillos heterociclicos de piridina y
tiazol (compuestos 61 y 6m, respectivamente) es claro que esta estrategia fue favorable, ya que ambos
analogos poseen una potencia mayor a la del compuesto 6d. Es posible que, al igual que en la linea
celular LNCaP mencionada en la seccion anterior, el nitrogeno del anillo heterociclico esté jugando un
papel importante en la interaccion con el sitio de uniébn a un receptor. Esta interaccion podria estar

mediada por puentes de hidrégeno con uno o varios residuos.

Finalmente, la restriccion de la conformacion del compuesto 6d para dar el derivado 6n es
ligeramente favorable (% de inhibicion = 59.9% versus 65.5%). Con este resultado y los observados en los
derivados 60-6u, es posible que un menor grado de libertad del anillo aromatico en C-17 tenga un impacto

positivo para la inhibicion de la proliferacién de las células PC3.
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Tabla 24: Porcentaje de inhibicién del crecimiento de los compuestos 6a-6u y los farmacos de referencia ketoconazol

y etopdsido a una concentracion de 50 uM sobre células PC3 y gingivales
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CFs Cl
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Compuesto Descriptores % de inhibicion del crecimiento a 50 uM (mediatD.E)
a nH E_rsol E_tor Células PC3 Células gingivales
6a 35 -12.471841 6.7215357 20.7£2.5 7.62+1.4
6b 35 -15.620435 6.6547518 55.5+3.0 24.6+1.2
6¢C 35 -16.414505 7.1228681 73.41£1.3 24.35%£3.2
6d 33 -14.761915 6.680203 59.9+3.7 17.37x1.7
6e 32 -14.362585 6.704587 52.914.1 5.17+1.4
6f 32 -14.442842 6.6517787 62.1+1.9 17.37£1.7
69 32 -15.458299 6.7195001 38.7+1.5 28.74+1.5
6h 32 -13.892885 6.6980414 42.915.6 0.0
6i 32 -13.489203 6.6684165 47.3£1.9 9.36+1.6
6j 32 -14.469841 6.9178858 30.3£1.9 19.95+2.16
6k 31 -20.29487 7.8759151 100.0 29.30+4.5
6l 32 -14.361082 6.5418634 73.91£2.7 18.88+2.6
6m 30 -14.841991 17.793282 100.0 24.06+4.8
6n 35 -16.814072 10.171718 65.5£2.3 8.64+2.0
60 37 -4.0268826 5.5951948 17.0+1.2 9.32+0.9
6p 35 -13.151432 5.5103669 0.0 9.32+0.9
6q 34 -13.862782 5.4627357 47.2+1.2 0.0
6r 34 -14.713428 5.4255457 71.9+0.9 26.2+1.0
6s 33 -15.742661 6.4066691 51.6+£1.1 23.5+2.4
6t 34 -12.703914 5.0902476 28.61+2.8 5.53+1.7
6u 32 -13.128382 4.2370262 53.7£2.4 4.67+1.5
Ketoconazol - - 82.7+£0.9 4.7+2.4
Etopdsido - - 42.7+0.8 ND?

#No determinado

Al realizar un analisis mas profundo y utilizando los descriptores moleculares para cada compuesto,
se encontr6 que existian tres propiedades fisicoquimicas que correlacionaban con la actividad
antiproliferativa de los compuestos evaluados (Tabla 24). Estos descriptores son: la diferencia de la

energia libre de solvatacion (E_rsol), el potencial de energia de torsién (E_tor) y el nUmero de atomos de
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hidrégeno presentes (a_nH). Como se ilustra en la Gréfica 1, un valor de E_rsol menor a -14 junto con un
valor de E_tor mayor a 7 favorece la actividad antiproliferativa sobre esta linea celular. Asimismo, el
numero de atomos de hidrogeno es un pardmetro negativo. Por tanto, los compuestos 6k y 6m son los que
cumplen con estos tres requisitos, ya que el derivado 6k tiene un valor de E_rsol= - 20.29487, E_tor=
7.8759151 y a_nH= 31; mientras que 6m tiene valores de E_rsol= -14.841991, E_tor= 17.793282y a_nH=
30. De estos valores se infiere que los compuestos que son capaces de liberarse con mayor facilidad de su
capa de solvatacion, asi como de tener una mas estructura rigida, pueden entonces interaccionar con una

diana (o dianas) farmacoldgica(s) asociada(s) a la proliferacion de las células PC3.

%Inhibicion_PC3

Gréfica 1: Gréfico 3D en donde se relaciona el % de inhibicion del crecimiento en células PC3 con

los descriptores E_rsol, E_tory a_nH

Por dltimo, se determiné la Clso sobre la linea celular PC3 para el ketonconazol y los compuestos
mas potentes, 6k y 6m (Tabla 25). Contrario a los resultados observados sobre la linea celular LNCaP, en
este caso se pudo apreciar que 6m fue el mas potente, con un valor de Clso= 6.6 uM; mientras que 6k y el

ketonocazol presentaron una Clgo= 14.2 y 11.7 uM, respectivamente.
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Tabla 25: Concentracion de los compuestos 6k, 6m y ketoconazol, la cual inhibe el crecimiento del 50% (Clso) de las
células PC3

Compuesto PC3 Clso (MM)

(mediaxD.E)
6k 142+ 1.6
6m 6.6 £0.7
Ketoconazol 11.7+0.6

La actividad biolégica presentada por 6k y 6m sobre las lineas celulares andrégeno sensibles e
insensibles (LNCaP y PC3, respectivamente) hace suponer que el mecanismo de accién de ambos
esteroides es independiente a la inhibicién de alguna macromolécula relacionada con la estereoidogénesis.

Aunque es necesario llevar a cabo mas estudios para corroborar esta observacion.

Debido a que 6k y 6m presentaron una potencia mayor a los farmacos de referencia, asi como una
baja actividad antiproliferativa en células sanas, ambos esteroides son entonces candidatos para estudios

posteriores en el tratamiento de tumores cancerosos de préstata.

5.1.2.3 Actividad antiandrogénica in vivo en hamsteres gonadectomizados

Los compuestos 6a, 6e y 6h que fueron los que mostraron mayor actividad inhibitoria sobre la
enzima 50R2, fueron elegidos para determinar su actividad antiandrogénica en hamsteres castrados. Este
es un modelo de la HPB ya que, en él, sélo, se mide el crecimiento generalizado de la préstata y no el
crecimiento de células malignas como ocurre en el cancer de préstata. A pesar de que los compuestos 6k
y 6m no tuvieron actividad significativa sobre la enzima 5aR2, fueron elegidos debido a su actividad
antiproliferativa; esto con el fin de observar si, en estudios in vivo, estos dos derivados son capaces de
disminuir el tamafio de la préstata por posible mecanismo andrégeno-independiente, como el mostrado en

las lineas celulares cancerosas de prostata.

En este ensayo de disminucion del tamafio de la préstata, se utilizaron hamsteres machos de la
cepa Syrian Golden (entre 150-200 g), los cuales se dividieron en 8 grupos de 3 animales por experimento.
Estos fueron gonadectomizados 30 dias previos al experimento y diariamente, por 6 dias, se les administré

por via subcutanea:

e Grupo 1: 200 uL de aceite de sésamo (vehiculo).
e Grupo 2: 200 pg de testosterona en 200 uL de aceite de sésamo
e Grupo 3: 200 ug de Finasterida mas 200 ug de testosterona en 200 pL de aceite de sésamo.

e Grupos 4,5, 6, 7y 8: 200 ug de testosterona mas 200 ug de los esteroides 6a, 6e, 6h, 6k y 6m.
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Los resultados de este experimento se ilustran en la Grafica 2, en donde se puede observar que la
préstata tiene un peso promedio de 46.2 mg en el grupo control, el cual pertenece a los hamsteres
gonadectomizados que fueron tratados sélo con el vehiculo; mientras que en el grupo que se administro
testosterona, se observa un claro aumento en el peso, dando un valor promedio de 83.1 mg. Por otro lado,
cuando se administr¢ finasterida y testosterona se observa una disminucion del peso de este 6rgano hasta
69.5 mg, lo que indica que este farmaco estéd impidiendo la transformacion de este andrégeno a DHT por
medio de la inhibicion de la enzima 5aR2. la cual se expresa principalmente en este tejido.

Respecto a los compuestos sintetizados, éstos presentaron, en su mayoria, una disminucién del
peso de la prostata con respecto al grupo que solo fue tratado con testosterona. En este sentido, los
derivados 6a, 6e, 6h y 6m fueron los que disminuyeron el peso de éste con valores de 74.2, 71.1, 73.9 y
79.1 mg, respectivamente; mientras que el compuesto 6k, incrementd el peso hasta 87.8 mg, que es un
valor mayor al obtenido por el grupo que fue tratado con testosterona, lo que indica que, in vivo, 6k se
comporta como un andrégeno; por tanto, este es un caso de una actividad biolégica indeseable desde el

enfoque presentado en este trabajo.

Por otro lado, existe una relacion entre la actividad biologica observada en este estudio y la
actividad inhibitoria sobre la enzima 5aR2, ya que los derivados halogenados 6e y 6h tuvieron una Clso de
0.112 y 0.167 uM, respectivamente, sobre esta diana farmacoldgica; mientras que 6a present6é una Clso=
5.0 uM. Los tres compuestos mencionados, mostraron, en este caso, una disminucién del peso de la
préstata con valores de 71.1, 73.9 y 74.2 mg, respectivamente, lo que posiciona al derivado fluorado (6e)
como el antiandrégeno mas potente. No obstante, esta actividad es todavia ligeramente menor a la de la

finasterida.

En ultimo lugar se encuentra el derivado de tiazol 6m, el cual disminuy6 ligeramente el peso de la
préstata si se le compara con el grupo control que fue tratado con testosterona, lo que reafirma el hecho de
que 6m actla en las células cancerosas de prostata por un mecanismo que no esta asociado con la
esteroidogénesis. Asimismo, estos datos indican que 6m no es util para el tratamiento de HPB, pero

posiblemente lo sea para el tratamiento del CaP.
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Gréfica 2: Disminucién del peso de la préstata de hAmsteres gonadectomizados por parte de los

compuestos 6a, 6e, 6h, 6k, 6m Yy la finasterida
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5.2 Andlogos del compuesto lider RM-532-105 como inhibidores de la enzima 17p—HSD3

5.2.1 Parte Quimica

Otra parte del presente proyecto se centrd en la sintesis de diferentes analogos del compuesto RM-
532-105 el cual, como se menciond en la seccion 2.4.4.1, es un inhibidor de la enzima 17p-HSD3.
Desafortunadamente, este derivado sufre un amplio metabolismo provocando una disminucion de su
eficacia en pruebas in vivo. Por tal motivo, fue pertinente realizar modificaciones en su estructura con la
finalidad de incrementar su resistencia al metabolismo. Las estrategias que se llevaron a cabo fueron,
inicialmente, la modificacion de la estereoquimica en el esqueleto esteroidal. Esto debido a que las
enzimas y diferentes proteinas involucradas en el metabolismo de Fase 1 son susceptibles a cambios en la

conformacion espacial de los sustratos sobre los que actlan.

Considerando lo anterior, se llevé a cabo la preparacion de los compuestos 14a y 14b (Esquemas
11y 12). En el primero, se genero la inversion del metilo unido al carbono C-13 para pasar de la cara § a la
cara o, lo que madifica la conformacién del anillo D; mientras que para el segundo derivado, se partié de la
5B-epiandrosterona (5B-epiADT o compuesto 9b) con la cual, la conformacién del anillo A es
significativamente diferente a la del compuesto RM-532-105.

Para la sintesis del compuesto 14a se utilizé epiandrosterona (epiADT) como material de partida.
La primera reaccion en llevarse a cabo fue la epimerizacion del metilo unido a C-13. Para ello se utiliz6 la
metodologia reportada por Yaremenko y Khvat.®* Aunque el mecanismo por el cual se da esta reaccién no
esta bien establecido, se ha propuesto que la o-fenilendiamina se adiciona a la cetona en C-17 y
posteriormente promueve la apertura via radicalaria del enlace entre los carbonos C-17 y C-13, lo que
conlleva a la isomerizacion del metilo unido a este Ultimo, de la conformacién axial (133-CH3) a la
ecuatorial (13a-CHs) con el concomitante cierre del anillo de cinco miembros. Durante esta epimerizacion
se llevo a cabo también la acetilacion del grupo hidroxilo en C-3 como reaccién secundaria. Por lo tanto,
fue necesario hidrolizar el grupo acetato del producto crudo en presencia de hidroxido de potasio para
obtener el intermediario 9a, el cual, cabe mencionar, presenta una ligera menor polaridad que la epiADT.
En la espectroscopia de RMN *H, la sefial correspondiente al metilo unido a C-13 (0 18-CH,) tiene un
desplazamiento significativo a campo bajo desde 6= 0.86 ppm, para la epiADT, hasta 6= 0.95 ppm para el

compuesto sintetizado.

Partiendo del intermediario 9a, las reacciones que se llevaron a cabo para obtener los compuestos
finales 14a y 14b son iguales (Esquemas 11 y 12). En este sentido, los intermediarios 9a (13a-epiADT) y
9b (5B-epiADT) se hicieron reaccionar con etilenglicol en presencia de cantidades cataliticas de acido p-

toluensulfénico (APTS) a reflujo de tolueno para proteger el grupo carbonilo en la posicion C-17,
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generando asi los intermediarios 10a y 10b en rendimientos aceptables (79% y 74%, respectivamente).
Una sefial multiple ubicada a §.,= 3.88 ppm en el espectro de RMN *H, para ambos compuestos, fue
indicativo de que la reaccion se realizé exitosamente, ya que esta sefial corresponde al grupo etilo del cetal
en C-17 (-OCH,CH,0-).

Esquema 11: Sintesis del compuesto 14a. Reactivos y condiciones: (a) 1) o-fenilendiamina, AcOH, reflujo, 6 h; 2)
KOH (10% en MeOH), t.a. 1h; (b) Etilenglicol, APTS, PhCHjs, reflujo, Dean-Stark, 12 h; (c) Dess-Martin periodinano,
DCM, t.a, 1 h; (d) (CH3)sSO’I, NaH, DMSO, THF, t.a, 5 h; (e) trans-2,5-dimetilpiperazina, EtOH, 70 °C, 12 h; (f) 1)
Cloruro de 2-(trifluorometil)bencensulfonilo, TEA, DCM, r.t, 4 h; 2) HCI 36% v/v, acetona, 0°C, 30 min.

Esquema 12: Sintesis del compuesto 14b. Reactivos y condiciones: (a) Etilenglicol, APTS, PhCHjs, reflujo, Dean-
Stark, 12 h; (b) Dess-Martin periodinano, DCM, t.a, 1 h; (c) (CH3);SO’I, NaH, DMSO, THF, t.a, 5 h; (d) trans-2,5-
dimetilpiperazina, EtOH, 70 °C, 12 h; (e) 1) Cloruro de 2-(trifluorometil)bencensulfonilo, TEA, DCM, r.t, 4 h; 2) HCI
36% v/v, acetona, 0°C, 30 min.

Una vez preparados los intermediarios 10a y 10b, éstos se hicieron reaccionar con el reactivo de
Dess-Martin (DMP) para oxidar el carbinol en la posicion C-3 a la cetona correspondiente, obteniendo los
compuestos 11a y 11b. El mecanismo de reaccion de esta oxidacion se ilustra en el Esquema 13,% en el

cual se observa la adicion del alcohol al yodo pentacoordinado del DMP (o periodinano) para dar el
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diacetoxialcoxiperiodinano. Posteriormente, el protdn a del alcohol es removido por la base (el ion acetato)

para liberar la cetona en C-3 junto con una molécula de iodinano.

Oxidacion de Dess-Martin

ééj\/fo‘% jw| aeo OAc Cw;;{ AcO* ©:X< %"\\f

- AcOH U
0O H cetona
en C-3
Reactivo de carbinol en C-3 iodinano

Dess-Martin

Esquema 13. Mecanismo de reaccién de la oxidacién de Dess-Martin.

En la espectroscopia de RMN *H, para ambos derivados, se pudo apreciar la desaparicion de la
sefal multiple en 8,= 3.6 ppm, que corresponde al protdn 3o-H, lo que indica la presencia de la cetona en
esta posicion. Posteriormente, se realizé la epoxidacion de Corey-Chaykovsky® (Esquema 14) sobre los
intermediarios 11a y 11b para generar los intermediarios 12a y 12b. Para ello, fue necesaria la formacion
in situ del metiluro de dimetilsulfoxonio. Esto se logré al hacer reaccionar ioduro de trimetilsulfoxonio con
hidruro de sodio. Una vez finalizada la evolucion de gas en el seno de reaccion (por desprendimiento de
H,), se agregaron los esteroides mencionados. En este punto, se da la adicién nucleofilica reversible del
iluro al carbonilo en C-3. En este ataque, se forma un intermediario que evita la interaccién 1,3-diaxial
entre el grupo metilendimetilsulfoxénio y las posiciones C-1 y C-5 del esteroide, lo que conlleva a la
formacion de los epoxidos 12a y 12b. En los dos intermediarios se observé la aparicion de una nueva
sefial simple con un 64= 2.60 ppm que integra para dos protones. Esta sefial corresponde al grupo

metileno del oxirano formado.
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Formacion in situ del metiluro de dimetilsulfoxénio
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Esquema 14. Mecanismo de reacciéon de la epoxidacién de Corey-Chaykovsky.

Para llevar a cabo la apertura del oxirano por medio de una adicion nucleofilica bimolecular (Sy2),
estos dos intermediarios se hicieron reaccionar con trans-2,5-dimetilpiperazina para obtener los derivados
13a y 13b en rendimientos moderados. En ambos se observé la desaparicion de la sefial con 4= 2.60
ppm, mencionada anteriormente. En su lugar, se observé la presencia de los protones correspondientes a
los grupos metilo unidos al anillo heterociclico entre 5, = 0.98 -1.01 ppm; adicionalmente, se encontraron
nuevas sefales entre 5y = 2.60 - 2.61 ppm gue se asignaron a los metinos (CH3;CH) de las posiciones 2y 5

del anillo de piperazina.

A continuacién, tanto el compuesto 13a como 13b se hicieron reaccionar con cloruro de 2-
(trifluorometil)bencensulfonilo en condiciones basicas. Finalmente, las sulfonamidas formadas se trataron
con acido clorhidrico en acetona, para desproteger el cetal en C-17 dando asi, los compuestos finales 14a
y 14b con rendimientos globales del 1.8% y 13%, respectivamente. En la espectroscopia de RMN 'H se
observo la desaparicion del etileno del cetal en C-17 asi como la presencia de la arilsulfonamida debido a
la aparicion de nuevas sefiales entre 6y = 7.68 y 8.17 ppm que corresponden a los protones del sistema
aromatico. Adicionalmente, se encontré un desplazamiento generalizado a campo bajo por parte de los
protones del anillo de piperazina, asi como los protones de los metilos unidos a ésta. Otra caracteristica
importante fue que en estos compuestos, se identific6 con mayor facilidad, la sefial que corresponde al
metileno que se localiza entre la posicion C-3 y el anillo de piperazina. Esta sefial se desdobla como dos

sefales dobles entre 6, = 2.12 y 2.30 ppm con una constante de acoplamiento de aproximadamente 14 Hz.
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Por otra parte, en la espectroscopia de RMN **C, para ambos compuestos finales, se pudo
observar, en primera instancia, la presencia de una sefial en dc = 221.4 ppm que corresponde al carbono
de la cetona en C-17, la cual confirma la desproteccion satisfactoria del cetal. Otras sefiales entre c=
127.5 y 139.3 ppm se asignaron a los carbonos unidos al anillo aroméatico de la sulfonamida. También, se
observd una sefial cuadruple en 6c = 122.6 ppm con una constante de acoplamiento de 274.4 Hz que
corresponde al grupo trifluorometilo unido al carbono con la asignacién C-28. En las tablas 26, 27, 28 y 29
se elucidan, con mas detalle, todas las sefiales y sus respectivas asignaciones para todos los compuestos
finales (14a-14n). La elucidacion estructural completa de los compuestos finales se realiz6 mediante el uso
de diferentes experimentos de RMN 2D, tales como COSY, NOESY, HSQC y HMBC. Un ejemplo de la
asignacion mediante estas técnicas, para el compuesto 14b, se encuentra detallado en el articulo del
ANEXO 2.

Con fines comparativos, se realizo la sintesis del compuesto 16, el cual corresponde a la cadena
lateral unida a la posicién C-3 en todos los compuestos finales. Para su preparacion (Esquema 15), se hizo
reaccionar cloruro de 2-(trifluorometil)bencensulfonilo con 2,5-trans-dimetilpiperazina en exceso. El
producto obtenido (intermediario 15) se trat6 con yoduro de metilo y N,N-diisopropietilamina (DIPEA) para

obtener el compuesto 16 como producto final con un rendimiento global del 31%.

CF, CF3 CF3
s G e G
+ HN NH —_— o071 O//§_N NCH;
\—/ 66% 3 ;}J 48% o) ;}—/

15 16

Esquema 15. Sintesis del compuesto 16. Reactivos y condiciones: a) DCM, 0°C, 1 h; b) CHal, DIPEA, 0°C, 3 h.

Otra estrategia realizada para generar nuevos analogos del compuesto RM-532-105, como
inhibidores de la enzima 178-HSD3 y con mejor estabilidad metabdlica, fue la modificacion de las
posiciones C-16 y C-17. La principal razén, en un inicio, fue que se sospechaba que la hidroxilacién en la
posicion C-16 (compuesto 14k) y/o la reduccion de la cetona en C-17 (compuesto 14d) eran los principales
metabolitos generados al incubar el compuesto RM-532-105 en presencia de microsomas hepaticos de
humano. Cabe mencionar que esta hipétesis fue confirmada en estudios realizados al mismo tiempo que
se sintetizaron todos estos analogos, por lo que en ese momento se pensé que era importante bloquear
ambas posiciones del esqueleto esteroidal, ademas de preparar los compuestos 14k y 14d en cantidades
suficientes para determinar su actividad bioldgica in vitro. Por tanto, se realiz6 inicialmente, la sintesis del

compuesto 14c¢ (Esquema 16), el cual es un derivado difluorado en la posiciéon C-17 de RM-532-105. Para
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su sintesis, fue necesario partir del acetato de epi-ADT, el cual se hizo reaccionar con trifluoruro de

dietilaminoazufre (DAST) para obtener el intermediario 7.

12¢ . 13¢ CFs 14c

Esquema 16: Sintesis del compuesto 14c. Reactivos y condiciones: (a) DAST, 80°C, 12 h; (b) KOH 10% en metanol,
ta, 1h; (c) Dess-Martin periodinano, DCM, t.a, 1 h; (d) (CH3)sSO’I, NaH, DMSO, THF, ta, 5 h; (e) trans-2,5-
dimetilpiperazina, EtOH, 70 °C, 12 h; (f) Cloruro de 2-(trifluorometil)bencensulfonilo, TEA, DCM, r.t, 4 h.

Para corroborar la existencia de los dos atomos de fllor en la posicion C-17 se analizaron los
espectros de RMN *H y RMN *3C de este compuesto. En el primero, se observé un desdoblamiento de la
sefal correspondiente al metilo 18-CH; que indica el acoplamiento a larga distancia entre los protones
unidos a este grupo con los atomos de flior en C-17 (constante de acoplamiento Jyr = 1.9 Hz). En el
espectro de RMN **C se pudo apreciar la desaparicién de la sefial correspondiente al carbono carbonilico
y, en su lugar, aparecieron dos sefiales dobles con un 6c= 132.5 ppm y una constante de acoplamiento de
250 Hz para cada una. Una vez obtenido el compuesto 7, se procedié a hidrolizar el grupo acetato de este
intermediario utilizando una solucién metandlica de hidroxido de potasio al 10 % p/v para dar el compuesto
8. A partir de este Ultimo se llevaron a cabo las mismas reacciones (excepto la desprotecciéon del cetal) que

para los derivados 14ay 14b. El rendimiento global para la sintesis de 14c fue del 12%.

Por otra parte, los analogos 14d-14n (Esquema 17) se sintetizaron a partir del compuesto RM-532-
105. La primera reaccion sobre este compuesto fue la reduccion del grupo carbonilo en C-17 mediante el
uso de borohidruro de sodio para obtener el compuesto final 14d. Para este derivado se observé una sefial
triple con un &,= 3.62 ppm y una constante de acoplamiento de 10.2 Hz en la espectroscopia de RMN *H,
asi como una sefial negativa con un .= 81.9 ppm en la espectroscopia de RMN *C; ambas sefales
corresponden al proton del carbinol en la posicién C-17 y que junto con la desaparicion de la sefial en c=

221.4 ppm de la cetona en esta misma posicion confirman la reducciéon de este grupo.
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Esquema 17: Sintesis de los compuestos 14d-14n. Reactivos y condiciones: (a) NaBH,;, MeOH, 0°C, 1 h; (b)
1) acido p-nitrobenzoico, PPhs;, DEAD, PhCH3;, 80 °C, 4h; 2) KOH en metanol (10% m/v), t.a, 3.5 h; (c) NaH, CHal,
DMF, rt 12 h; (d) CHsMgBr, PhCHg, reflujo, 4h después rt 12 h; (e) 1) Trimetilsililacetileno, MeLi, THF/dietileter (1:1), O
°C, t.a; 2) 5% K,CO; en MeOH, t.a. 1 h; (f) clorohidrato de hidroxilamina, acetato de sodio, EtOH, 60°C, 1h; (g)
(CH3)sSI, NaH, DMSO, THF, t.a, 4.5 h; (h) 1) CuBr,, MeOH, 65 °C, 12 h; 2) NaOH 1M, DMF, DCM, 3 h, t.a; (i)
Selectfluor™, H,SO, conc., EtOH, 60 °C, 72 h; (j) NaH, CHsl, THF, 70 °C, 12 h; (k) 4-piridincarboxaldehido, KOH
(20% m/v), EtOH, reflujo, 30 min; (I) H,, 10% Pd/C, MeOH, t.a, 36 h; (m) Dess-Martin periodinano, DCM, rt, 1h.
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Tabla 26: Desplazamiento quimico & (ppm) de las sefiales caracteristicas para los compuestos 14a-14g y RM-532-
105 en RMN 'H

. 32 C;\\?\,l\;%)y HO 4 32 O\“ f\;
30% 3%3 2 RM-532-105 @gcﬂ coﬂﬁfﬁ;os
RM-532-105 1l4a 14b 1l4c 14d 14e 14f 149
Protén F e OH OH OCH, OH
18-CH; 0.85 0.96 0.85 0.85 0.71 0.64 0.72 0.83
(d, nr =19 Hz)
19-CH; 0.75 0.56 0.98 0.74 0.73 0.73 0.71 0.73
25-CH; 0.89 0.88 0.88 0.87 0.94 0.94 0.87 0.87
26-CH; 1.19 1.19 1.18 1.19 1.18 1.18 1.18 1.18
16a-H - 2.17 2.04 1.99 1.45 1.67 1.41 1.13
16B3-H 2.32 2.31 244 1.99 2.01 2.13 1.97 1.72
20-CH, 2.15y2.33 215y 212y 2.12y2.30 213y 213y 212y 213y
2.32 2.30 2.32 2.32 2.30 2.32
21-CH 2.82 2.89 2.89 2.89 2.87 2.87 2.89 2.87
22-CH, 3.35y3.52 3.35y 3.35y 3.35y3.49 332y 332y 3.32y 3.32y
3.49 3.49 3.49 3.49 3.49 3.49
23-CH 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05
24-CH, 2.33y3.09 233y 233y 2.33y3.08 233y 233y 3.08y 233y
3.08 3.08 3.08 3.08 3.49 3.08
H-29 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87
H-30y H-31 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68
H-32 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17
otros - - - - 3.62 3.71 3.20 1.20

(A7a0-H)  (17B-H) (17a-H)  (17a-CHj)
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Tabla 27: Desplazamiento quimico & (ppm) de las sefiales caracteristicas para los compuestos 14h-14n en RMN H

: S 7 Modificaciones

- @@3 2%224 en C-17 y C-16
* % 28 % ” Compuestos
14h-14n
14h 14i 14j 14k
Proton OH NOH O 0
mOH
P PP
18-CH; 0.82 0.87 0.86 0.93 0.89 0.86 0.67
19-CH; 0.73 0.73 0.73 0.74 0.74 0.74 0.72
25-CH3 0.87 0.87 0.87 0.87 0.87 0.87 0.87
26-CHj; 1.18 1.17 1.19 1.18 1.18 1.18 1.18
16a-H 1.94 2.46 1.77 - - - 2.45
168-H 2.26 2.46 1.96 4.35 5.08 - -
20-CH, 213y232 213y232 214y232 214y232 212y230 212y230 212y2.30
21-CH 2.87 2.87 2.87 2.87 2.87 2.87 2.89
22-CH, 3.32y349 332y349 335y349 335y349 335y349 335y349 3.35y3.39
23-CH 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05 4.05
24-CH, 233y3.08 233y3.08 233y308 233y308 233y3.08 233y3.08 2.33y3.08
H-29 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87 7.87
H-30 y H-31 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68 7.68
H-32 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17 8.17
otros 2.56 8.41 2.59y2.89 2.44 - 1.01 2.61y3.16
(17a-C=CH) (=FNOH)  (Oxirano-CH,) (16a-OH) (16a-CHs) (33-CHy)
1.16 7.09
(16B-CH;) (H-35y H-38)
8.48
(H-36 y H-37)
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Tabla 28: Desplazamiento quimico & (ppm) y asignacién de todas las sefiales para los compuestos 14a-14g y RM-
532-105 en RMN **C

7 e
Modificaciones

) 2 C;\\%/’\is\g)ﬂ HO 4 H 6 y Oy en C-17
30@[; % RM-532-105 Compuestos
20257 2 14c-14g
RM-532-105% 14a 14b 14c 14d 149
Carbon R OH OCH, OH
25-CHs, 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 .
C-18 15.2 25.8 13.8 13.4 11.2 17.1 11.2 13.9
C-19 13.7 10.9 23.5 11.2 11.9 11.9 8.6 11.0
26-CHj, 15.7 15.7 15.7 15.7 15.6 15.6 15.7 15.6
C-11 20.2 20.3 19.9 20.5 20.4 20.6 20.5
C-15 21.7 21.8 22.2° 23.3 24.6 23.2 23.3
C-6 28.4 26.4 28.3 28.5 28.6 28.6 26.2
C-16 35.9 33.8 35.9 32.8 30.5 32.3 27.6 38.9
C-7 30.7 25.7 28.5 31.5 32.3 32.7 31.6
C-2 32.4 32.3 34.4 31.0 32.5 35.5 32.5 32.4
C-1 33.7 33.6 31.6 33.8 33.8 33.9 33.8 33.8
C-10 39.3 35.9 34.9 35.8 35.5 35.8 35.8 35.8
C-8 35.8 37.8 35.2 35.4 35.8 35.7 35.3 354
C-12 32.4 32.3 31.7 28.99 36.7 31.5 38.0 31.6
C-4 394 39.4 36.9 39.4 39.4 394 394 394
C-5 39.5 40.5 38.0 40.9 40.7 40.6 40.7 40.8
C-13 47.8 50.1 47.9 453" 42.9 45.3 42.9 45,5
22-CH, 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0
23-CH 52.3 49.5 49.5 49.5 49.5 49.5 49.5 49.5
C-14 52.4 50.8 51.5 49.4' 50.9 48.7 514 50.6
24-CH, 52.3 52.4 52.3 49.5 52.4 52.4 52.3 52.4
C-9 - 51.4 40.0 54.3 54.2 53.9 54.2 54.1
21-CH 54.7 54.7 54.6 54.7 54.7 54.7 54.2 54.7
20-CH, 65.7 65.7 65.7 65.7 65.8 65.8 65.8 65.8
C-3 70.9 70.3 71.4 70.3 71.0 71.0 70.9 71.0
Cng 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6
Cc-28° 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5
Cc-29° 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5
C-32 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9
C-31 132.2 132.2 132.1 132.1 132.1 132.1 132.1 132.1
C-30 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5
C-27 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3
C-17 221.4 221.4 221.4 132.6" 81.9 80.0 90.8 81.7
Otros - - - - - - 57.8 25.8
(oct) (17a-CHs)

Tomadosde la referencia 78; JCF—2744H2 “Jcr =43.8 Hz; JCF-64Hz ®Jc.r =6.7 Hz; JCF-457Hz 9Jcr=5.3
Hz; "Jer =20.1 Hz; 'Jer =4.7 Hz; JCF—2592y2511Hz
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Tabla 29: Desplazamiento quimico & (ppm) y asignacién de todas las sefiales para los compuestos 14h-14n en
RMN **C

22

32 O\\S,N
e 5 2 en C-17 y C-16
30 FpacF, 22
29,7 Compuestos
14h-14n
14h 14i 14] 14k 14| 14m
Carbén OH NOH N 0 0 0
g : : d : :
25-CHj 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6 8.6
C-18 11.2 17.1 14.4 14.0 14.2 14.4 13.7
C-19 12.8 11.2 11.2 11.2 11.1 11.2 11.1
26-CHj; 15.7 15.6 15.7 15.6 15.6 15.7 15.6
C-11 20.6 204 20.3 20.0 19.7 20.1 20.1
C-15 23.1 23.1 235 30.5 28.2° 324 28.1
C-6 28.5 28.5 28.6 - 26.5 28.3 28.2
C-16 38.9 24.6 29.0 71.3 90.2° 45.1 50.1
C-7 314 31.4 314 30.2 31.2 30.9 30.9
C-2 33.2 325 325 31.8 324 325 324
C-1 33.8 33.6 33.8 33.7 33.6 33.7 33.7
C-10 35.8 35.9 35.6 35.9 35.9 35.9 35.9
C-8 36.1 34.9 35.8 34.9 34.8 34.6 34.4
C-12 32.7 34.0 33.9 31.2 30.4 37.9 31.8
C-4 39.4 39.5 39.4 39.4 39.3 39.3 39.3
C-5 40.6 40.5 40.7 40.6 40.6 40.7 40.6
C-13 46.8 43.9 40.1 47.6 47.8 48.9 48.2
22-CH, 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0 46.0
23-CH 49.6 49.5 49.5 49.5 49.5 49.5 49.5
C-14 50.4 53.8 52.8 48.2 48.3 48.1 49.8
24-CH, 52.4 52.4 52.4 52.4 52.4 524 52.3
C-9 53.7 54.2 54.3 54.0 53.9 54.4 54.9
21-CH 547 54.7 54.7 54.7 54.7 54.7 54.7
20-CH, 65.8 65.7 65.7 65.7 65.7 65.7 65.7
C-3 71.0 71.0 70.9 71.0 70.9 70.9 70.9
CF3® 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6 122.6
c-28° 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5 127.5
C-29° 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5 128.5
C-32 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9 131.9
C-31 132.1 132.1 132.1 132.1 132.1 132.1 132.1
C-30 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5 132.5
C-27 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3 139.3
C-17 79.9 171.2 70.6 220.0 213.4 225.6 221.4
Otros 73.8 - 53.7 - - 25.9 36.9 (33-CHy)
(17a-C=CH) (oxirano-CH,) (16-CHy) 124.3 (C-35y C-38)
87.6 27.3 148.9 (C-34)
(17a-C=CH) (16-CH,) 149.7 (C-36 y C-37)

AJer=274.4 Hz; ®Jcr =43.8 HZ; “Jcr =6.4 Hz; “Jcr = 12.1 Hz; ®Jcr = 186.7 Hz.
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El compuesto final 14d también sirvi6 de intermediario para preparar los esteroides 14e y 14f.
Mediante la reaccién de Mitsunobu® (Esquema 18), se logré la inversion del hidroxilo en C-17 (14e);
mientras que para la formacién del metoxilo se llevé a cabo una reaccion entre 14d y yoduro de metilo.
Para el compuesto 14e, se hizo reaccionar el precursor 14d con &cido p-nitrobenzoico, trifenilfosfina y
azodicarboxilato de dietilo (DEAD, por sus siglas en inglés) en tolueno a 80°C. El primer paso de esta
reaccion es la adicion irreversible de la trifenilfosfina al DEAD para formar el aducto zwitterionico, el cual,
abstrae el protén del acido p-nitrobenzoico. El siguiente paso es el ataque del alcohol en C-17 del
esteroide hacia el grupo trifenilfosfonio del aducto mencionado anteriormente, activandolo como grupo
saliente. Posteriormente, el carboxilato del p-nitrobenzoato lleva a cabo la sustitucion nucleofilica
bimolecular sobre el carbono C-17 por la cara alfa del esteroide. El éster nitrobenzoico obtenido, es

hidrolizado inmediatamente al alcohol correspondiente (17a-OH) en condiciones basicas.

COOH o
COo0
r  COsEt © CO.Et o CO,Et
N=N — N-N 2 . HN-N +
Et0.C A_: ppn, Et0,C  ©® PPh, EtO,C  ®PPhg NO,
DEAD NO,

CO,Et
HN-N% o KOH
CO,Et
14d HN-NH 14e
EtO,C

Esquema 18. Mecanismo de reaccidn de Mitsunobu para la inversion del alcohol en C-17

La inversion del alcohol se confirmé con la ayuda de la espectroscopia de RMN *H, ya que se
encontré una sefal doble ubicada a 6= 3.71 ppm con una J= 5.9 Hz que se asign0 al proton 17p-H que
claramente difiere, tanto en desplazamiento quimico como en la constante de acoplamiento del proton 17a-
H de su precursor (14d). Adicionalmente, en el experimento NOESY (Figura 19), el proton 17p-H presenta
una interaccion, a través del espacio, con los protones del metilo 18-CHjs, lo que es indicativo de que este
atomo se encuentra orientado hacia la cara beta del esteroide, mientras que el grupo hidroxilo esta

orientado hacia la cara alfa confirmando asi, la epimerizacién del alcohol en C-17.
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20-CH +

22-CH2 21-CH  50.cH + 24-CH
24-CH '

M
'@ 0.6
P} =) o o |
| @ | | | © | | & |© |,

S== D &

f1 (ppm)

Figura 19. Espectro parcial del compuesto 14e correspondiente al experimento NOESY

Para la sintesis del analogo 14f, fue necesario generar el alcéxido en C-17, sobre el compuesto
14d, y después hacer reaccionar este anion con yoduro de metilo. La presencia del grupo metoxilo se
corroboré al observar una sefial simple que integra para tres hidrogenos y que tiene un desplazamiento
quimico de &,= 3.31 ppm en la espectroscopia de RMN *H, asi como una nueva sefial en la espectroscopia
de RMN *C con un desplazamiento quimico de &.= 57.81 ppm, sefiales que corresponden a los
hidrégenos unidos a este grupo (metoxilo) asi como el carbono unido al atomo de oxigeno,

respectivamente.

La reaccion de RM-532-105 con bromuro de metilmagnesio dio el derivado metilado en C-17 (149).
El grupo metilo adicionado en esta posicién (17a-CHj;) se identific en la espectroscopia de RMN *H como
una sefal simple que integra para tres hidrogenos y que esta ubicada en &4= 1.20 ppm, mientras que en la
espectroscopia de RMN *°C se identificé la sefial para este grupo con un desplazamiento quimico de 8=
25.8 ppm. Adicionalmente, el desplazamiento a campo alto del grupo metilo 183-CH; y la ausencia de la
sefial correspondiente a la cetona en C-17 indican la presencia del alcohol en esta posicion. Finalmente,
en el espectro del experimento NOESY no se encontré ninguna interaccion, a través del espacio, entre los
metilos 17a-CH; y 18-CHjs, lo que indica que la adicion del metilo en esta reaccion se llevé a cabo,

predominantemente, por la cara alfa del esteroide.
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Otra sustitucion llevada a cabo en la posicion C-17 del compuesto RM-532-105 fue la etinilacion.
Para ello, se hizo reaccionar este derivado con trimetilsililacetileno. EI compuesto crudo obtenido de esta
reaccion se traté con carbonato de potasio para remover el grupo trimetilsililo y obtener asi el esteroide
14h. Al igual que en los analogos mencionados anteriormente, fue notoria la ausencia de la sefial
correspondiente al grupo carbonilo en la posicién C-17 en la espectroscopia de RMN *C y que junto a un
claro desplazamiento a campo alto por parte del metilo 18-CH; en RMN *H y **C, sugieren la presencia del
grupo hidroxilo en esta posicion. Ademas, la presencia de una nueva sefial simple que integra para un
hidrégeno con un &.,= 2.56 ppm, encontrada en el espectro de RMN *'H, aunado a la presencia de dos
nuevas sefiales en la espectroscopia de RMN *C con desplazamientos quimicos de 73.8 y 87.6 ppm,
respectivamente, confirman la presencia del grupo etino en C-17 (17a-C=CH). De igual forma que el
compuesto 14g, en el experimento NOESY no existe interaccion alguna entre el metilo 18-CHs y el nuevo
sustituyente. Lo que indica que la etinilacion, al igual que la metilacién, se llevé a cabo por la cara alfa del

esqueleto esteroidal.

Por otra parte, el tratamiento de RM-532-105 con clorhidrato de hidroxilamina y acetato de sodio en
etanol a 65°C generd la oxima en C-17 (compuesto 14i). La presencia de este grupo se confirmé al
encontrar una sefial simple ancha con un desplazamiento quimico de 8.41 ppm en la espectroscopia de
RMN 'H y que fue asignada al protén acido de la oxima (=NOH); mientras que en la espectroscopia de
RMN *3C se observo un desplazamiento a campo alto que corresponde al carbono C-17, pasando de 221.4

ppm en el compuesto RM-532-105 hasta 171.2 ppm en el derivado 14i.

El andlogo 14j fue preparado mediante la epoxidacion de Corey-Chaykovsky sobre la cetona en la
posicion C-17 del compuesto RM-532-105. El metileno del anillo de oxirano generado aparece como dos
sefales dobles con un dy= 2.59 y 2.89 ppm y una constante de acoplamiento de 5.1 Hz para cada una;
mientras que el carbono correspondiente a este grupo se ubica en 53.7 ppm, en el espectro de RMN **C.
Por otra parte, la sefial del carbono de la cetona en C-17 desaparece, dando lugar a una nueva sefial con
un dc= 70.6 ppm. En el experimento NOESY no existe interaccion, a través del espacio, entre los
hidrégenos del metileno del anillo de oxirano y los hidrégenos correspondientes al metilo 18-CHjs, lo que
sugiere que la adicién del metileno hacia la cetona en el carbono C-17 fue llevada a cabo por la cara alfa

del esteroide.

Los derivados 14k-14n preparados, son también analogos del compuesto RM-532-105. A diferencia
de los compuestos mencionados anteriormente, éstos contienen diferentes modificaciones en la posicion
C-16. El compuesto 14k, que posee un grupo hidroxilo en esta posicion, fue preparado en dos pasos: el
primero fue la bromacién en C-16 con bromuro de cobre Il. El crudo de reaccion resultante se tratd con

hidroxido de sodio. El producto mayoritario de esta reaccion se purific6 por medio de HPLC. En la
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espectroscopia de RMN *H se observé, inicialmente, la aparicién de una nueva sefial simple ancha con un

desplazamiento quimico de 2.44 ppm y que fue asignada al grupo hidroxilo (16-OH). La desaparicion de

una sefal multiple a 64= 2.50 ppm, que es caracteristica del protén 163-H, en el producto sintetizado se

ubic6 como una sefial doble con un 8= 4.35 ppm y una J= 6.6 Hz. Para determinar la orientacion de este

protén se utilizé el espectro del experimento NOESY para este compuesto (Figura 20); en él se observo

una clara interaccion, a través del espacio, entre el protén 163-H y los protones del metilo 18-CHs. Esto

confirma la orientacion hacia la cara beta de este atomo y por tanto, indica que el grupo hidroxilo en C-16

se encuentra orientado hacia la cara alfa del esteroide (16a-OH).

19B-CH3 ™"~ ———=_

443 442 441 440 439 438 437 436 435 434 433 432 431 430 4

Figura 20: Espectro parcial del compuesto 14k correspondiente al experimento NOESY

29 428 427 4.26

La adicidn electrofilica del atomo de fllor en la posiciébn C-16 de RM-532-105 (Esquema 29), se

llevé a cabo al tratar este compuesto con Selectfluor™ para dar asi el analogo 14l. Esta reaccion esta

catalizada por &cido sulftrico para la formacién del enol.** El rendimiento obtenido fue del 14%.

Esquema 29. Mecanismo de reaccion de fluoracién en la posicion C-17

NaHCO3

wnfE
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La presencia del atomo de fldor en la posicién en cuestidén se observé en la espectroscopia de RMN
'H, en donde, de forma similar al derivado 14k, la sefial correspondiente al proton 16p-H se desplaza a
campo bajo hasta 3= 5.08 ppm y ademas se desdobla como dos sefales dobles con una constante de
acoplamiento de 50.7 y 17.4 Hz. La primer constante es caracteristica del acoplamiento geminal
hidrégeno-flior, mientras que la segunda constante corresponde al acoplamiento hidrogeno-hidrégeno.
Asimismo, en la espectroscopia de RMN *C se observé un claro desplazamiento, a campo bajo, de la
sefal que corresponde a C-16, la cual, se encuentra a 35.9 ppm en el compuesto de partida (RM-532-105),
mientras que en el analogo sintetizado se ubicé a 90.2 ppm. Adicionalmente, esta sefal presenta una
constante de acoplamiento de 186.7 Hz, lo cual es un claro indicativo de la presencia del &tomo en
cuestién en la posicion C-16 del esqueleto esteroidal. En cuanto a la orientacion en el espacio de este
elemento, ésta fue confirmada al analizar el espectro del experimento NOESY (Figura 21). Al igual que en
el analogo 14k, se observéd también una clara interaccion en el espacio entre el protén 163-H y la sefial
correspondiente al metilo 18-CHs;, por tanto, la orientacién del &tomo de fllor en la posicién C-17 es por la

cara alfa del esteroide.

1 QB-CHS B :—n.75

EEE N .
Ll.m
i ;1.15

>

o
2
]

f1 ppm)

T T T T T T T T T T T
526 524 522 520 518 516 514 512 510 'ZFE,US )S‘US 5.04 5.02 500 498 496 494 492 4.9
ppm,

Figura 21. Espectro parcial del compuesto 14| correspondiente al experimento NOESY

El andlogo 14m, el cual posee dos grupos metilo unidos a la posicion C-16, fue sintetizado al
generar, en primera instancia, el anion en esta posicién con hidruro de sodio y después dar tratamiento

con yoduro de metilo. Los metilos geminales fueron identificados claramente en la espectroscopia de RMN
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'H como dos sefiales simples con desplazamientos quimicos de 1.01 y 1.16 ppm; mientras que en la

espectroscopia de RMN *°C las sefiales de estos dos grupos se ubicaron a 25.9 y 27.3 ppm.

Finalmente, para la sintesis del compuesto 14n (el cual contiene la 4-metilenpiridina o 4-picolina en
la posicion C-16), fue necesario realizar tres pasos de reaccién a partir del esteroide RM-532-105. La
primera reaccion consistio en llevar a cabo una la condensacion alddlica con 4-piridincarboxaldehido en
presencia de hidréxido de potasio para dar el intermediario 15. La presencia del anillo heterociclico de
piridina fue identificada claramente en el espectro de RMN *H como dos sefiales dobles con un 8= 7.35y
8.46 ppm, ambas con constantes de acoplamiento de 6.0 Hz. La primera sefal se asigno a los hidrégenos
unidos a las posiciones 3 y 5 del anillo de piridina, mientras que la segunda corresponde a las posiciones 2
y 6. Por otro lado, en el mismo espectro, se encontré una sefial doble ubicada a 7.30 ppm que integra para
un solo hidrégeno y que fue asignada al protén vinilico del alqueno formado.

En este punto, hubiera sido convenientemente realizar la hidrogenacion catalitica para obtener
directamente el compuesto 14n. Sin embargo, de acuerdo a estudios previos®™ y experiencia generada en
el laboratorio, se sabe que esta reaccién promoveria la formacion de la mezcla de estereocisomeros (16a/3-
(4-metilenpiridina)). Por esta razén, fue necesario reducir el carbonilo en C-17 para 17 al carbinol
correspondiente (17B-OH, compuesto 18), con la finalidad de que durante la hidrogenacién catalitica en el
paso posterior, la adicidon del hidruro se lleve a cabo por la cara a del esteroide. Lo que conlleva a la

formacion preferencial de la 16B-(4-metilenpiridina) sobre 16a-(4-metilenpiridina).

En el espectro de RMN *H para el intermediario 18, se observé un claro desplazamiento del protén
vinilico, mencionado anteriormente, desde &= 7.30 ppm, en el precursor 17, hasta o4 = 6.45 ppm, en el
compuesto 18. Asimismo, se pudo apreciar el desplazamiento quimico hacia campo alto por parte de los
protones de las posiciones 3 y 5 del anillo de piridina hasta 7.21 ppm; asi como de las posiciones 2 y 6 con

un nuevo desplazamiento quimico de 8.49 ppm.

Una vez obtenido el intermediario 18, se llevé a cabo una reducciéon catalitica con Pd/C sobre el
alqueno en la posicion C-16 de este esteroide para la obtencion del intermediario 19. En el espectro de
RMN 'H para este compuesto, se pudo apreciar la desaparicién del protén vinilico, ubicado a &,= 7.30

ppm, asi como el desplazamiento hacia campo alto por parte de los hidrégenos del anillo de piridina.

Por ultimo, se realiz6 la oxidacion del carbinol en C-17. Para ello, el intermediario 19 se hizo
reaccionar con el reactivo de Dess-Martin, para generar la cetona en C-17, y asi obtener el esteroide 14n
como producto final. Con ayuda de los diferentes experimentos de RMN en 2D se pudo encontrar y asignar
la sefal correspondiente al metileno de la 4-metilenpiridina unida al carbono C-16. Los protones

diasterotOpicos de esta sefial aparecen como dos sefiales dobles de dobles: una de ellas tiene un
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desplazamiento quimico de 2.61 ppm con una J= 13.7 y 9.9 Hz; mientras que la otra sefial se ubica a 3.16
ppm con una J= 13.7 y 4.1 Hz. El carbono que sostiene ambos protones se identifico en la RMN ** C con
un dc= 36.9 ppm. La presencia de la cetona en C-17 se confirmo debido a la sefial con un desplazamiento
guimico de 221.4 ppm. Utilizando esta misma espectroscopia, se identificaron a los 5 carbonos del anillo
de piridina. Estos presentaron un desplazamiento quimico de 124.3 ppm para los carbonos de las
posiciones 3y 5; 148.6 ppm para el carbono de la posicion 4y, finalmente, 149.7 ppm para los carbonos
simétricos 2 y 6. Respecto a la orientacion en el espacio del sustituyente en C-16, el experimento NOESY
(Figura 22) revel6 interacciones entre los protones del metileno unido a C-16 y el metilo 183-CHs;; asi como
interacciones entre ese mismo metilo y la sefial correspondiente a los protones de las posiciones 2 y 6 del
anillo de piridina (H-35 y H-38), por lo que se infiere que la 4-metilenpiridina esta unida por la cara beta del

esteroide 14n. El rendimiento global para la sintesis de este derivado a partir del compuesto RM-5