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Resumen

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) y el cancer de prostata (CP) representan
problemas de salud publica en el entorno nacional y mundial, dada su elevada incidencia
en los hombres de mediana a avanzada edad. La enzima 5a-Reductasa, en especial en
su isoforma 2 (5aR2), tiene una importante funcién enzimatica en la amplificacion de la
respuesta androgénica en el tejido prostatico, ya que cataliza la reduccién del andrégeno
enddgeno testosterona (T) en su metabolito 5a-Dihidrotestosterona (5a-DHT), mas afin
por el receptor de androgenos (RA) y por lo tanto, mas eficaz para desencadenar la
respuesta androgénica. Se conoce que la actividad catalitica anormalmente elevada de
ésta enzima y por consiguiente, los niveles excesivos de 5a-DHT producidos, estan
implicados en el desarrollo y progresion de patologias prostéaticas, como la hiperplasia
prostatica benigna y el cancer de prostata. Por lo tanto, las investigaciones se han
enfocado al disefio racional de farmacos inhibidores de esta enzima o de antagonistas
del receptor de andrégenos (RA), como blancos estratégicos para su tratamiento.

Con la finalidad de contribuir al descubrimiento de nuevos inhibidores de la enzima 5aR2,
en el presente trabajo, se llevd a cabo el disefio, sintesis y evaluaciéon biologica in vitro e
in vivo de cuatro analogos novedosos del androstano con un grupo N-
ciclohexilcarboxamida sobre C17. Las moléculas, fueron disefiladas con base en
requisitos estructurales para inhibir a la enzima, entre los que destacan como grupo
farmacoférico diferentes grados de insaturacién y conjugacién (5-en; 4-en-3-ona y 4,6-
dien-3-ona) en los anillos A y B del nlcleo androstano, y como grupo auxoférico, una N-
ciclohexilcarboxamida en C17. Los compuestos de interés, fueron sintetizados a partir del
acetato de 16-deshidropregnenolona, que fue modificada quimicamente para dar origen a
los analogos novedosos: N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5),
N-ciclohexil-33-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6), N-ciclohexil-3-
oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7) y N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-
17-carboxamida (8). Asimismo, se obtuvieron los intermediarios de sintesis: acido 3f3-
hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2) y acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxilico (3). Tanto los compuestos novedosos 5 a 8, como los intermediarios de
sintesis 2 y 3, fueron caracterizados mediante técnicas espectroscépicas (UV, IR, RMN
'H, °C), espectrométricas (EM-IE, APCI, EM-FAB) y de difraccion de Rayos X en
algunos casos. Por otro lado, como medida de su posible biodisponibilidad oral, tanto a
los compuestos novedosos como a los intermediarios de sintesis se les calculd el
logaritmo de su coeficiente de particion en el sistema n-octanol/agua (Log P).

La actividad de los analogos novedosos e intermediarios de sintesis sobre la biosintesis y
accion de los andrégenos enddgenos, se evalud in vitro e in vivo. Los ensayos in vitro
consistieron en determinar el efecto inhibitorio de los compuestos sobre la enzima 5aR2
de prostata humana, comparando su efecto con el del farmaco de uso en terapéutica
para el tratamiento de HPB, finasterida (F). Los resultados se expresaron como la
concentracion de compuesto que disminuye la actividad catalitica de la enzima en un
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cincuenta por ciento (Clsp). También, se determiné su afinidad para unirse al RA de
prostata de rata mediante ensayos con ligandos radioactivos, en los cuales se cuantifico
la capacidad de los analogos del androstano sintetizados (2 a 8) para desplazar del sitio
de unién, al ligando radiactivo patréon 17a-metil->H-mibolerona. Los resultados se
expresaron como el porcentaje remanente de 17a-metil-*H-mibolerona unida al RA al
aumentar la concentraciéon de cada compuesto. Como blanco adicional de accion, se
determiné el efecto inhibitorio de los andlogos del androstano sobre la enzima 17[3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) humana, la cual es una enzima que
contribuye al desarrollo de CP hormono-refractario por llevar a cabo la biosintesis de T
intra-tumoral a partir de A*-androstendiona. En este caso, los resultados también
estuvieron expresados como Clsy.

El efecto in vivo de los andlogos sintetizados sobre la biosintesis y/o accién de
androgenos enddgenos se determind en hamsteres macho gonadectomizados, tratados
concomitantemente con T y/o cada uno de los analogos sintetizados 2 a 8 empleando F
como referencia. El punto final de este ensayo, consistié6 en comparar el efecto de los
analogos novedosos sobre el indice de masa (peso del érgano/peso corporal) para la
prostata y las vesiculas seminales, con el provocado por la F. También, se comparé el
efecto de éstos con el de F sobre el diametro de la mancha del érgano del flanco en los
hamsteres tratados, a partir del cual, se pudo inferir su efecto inhibitorio sobre la
isoforma 1 de la enzima 5a-Reductasa.

Se encontré que la introduccion del sustituyente N-ciclohexilcarboxamida sobre C17 en el
nucleo esteroidal androstano, resulté benéfico para la actividad inhibitoria in vitro de la
5aR2, dado que los compuestos que presentaron esta caracteristica estructural fueron
significativamente mejores inhibidores (Clsy, 0.169, 0.105 y 0.155 nM, para 6, 7 y 8,
respectivamente) que los intermediarios de sintesis que no la presentaron (Clsy 1100,
467 nM, para 2 y 3, respectivamente) e incluso que F (Cls, 8.5 nM). Asimismo, se
determiné que el aumento en el grado de insaturacion y conjugacion en los anillos Ay B
del nicleo esteroidal también resultaron benéficos para dicha actividad, encontrando
como mas activo al compuesto 7, el cual present6 el mayor grado de insaturacion y
conjugacion en su estructura por presentar la entidad 4,6-dien-3-ona.

Se encontré que los analogos novedosos N-ciclohexilcarboxamida 6 a 8 carecen de
afinidad por el RA, dado que no lograron desplazar de manera significativa al ligando
patron 17a-metil-*H-mibolerona del sitio de unién. Por otro lado, y contrario a lo
esperado, se encontr6 que los andalogos sintetizados 2 a 7 estimulan la actividad
catalitica de la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, al causar un aumento en los
niveles de T producida a partir de A*-androstendiona, cuando se encontraron presentes
en el medio de reaccion.

Los hallazgos de la presente investigacion permiten suponer que los analogos novedosos
N-ciclohexilcarboxamida 6 a 8 modulan dos rutas androgénicas. Por un lado, producen
un efecto anabdlico leve debido a un incremento en la biosintesis de T a partir de A*-
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androstendiona a través de la 178-HSD y por otro, evitan los efectos androgénicos
indeseables de la 5a-DHT sobre la préstata por ser inhibidores de la enzima 5aR2.
Resultando en un mecanismo de accién benéfico para el tratamiento de la HPB porque
permite restablecer la accidn fisiologica de la T y al mismo tiempo reducir la proliferacién
celular intra-prostética activada por la 5a-DHT.

Con relacion al efecto in vivo de los analogos sintetizados 2 a 8 sobre la biosintesis y
accion de los andrégenos endogenos, se encontré que en comparacion a la F, ninguno
de ellos disminuyé de manera significativa el crecimiento del érgano del flanco en los
hamsteres gonadectomizados, tratados concomitantemente con T. Por lo tanto, fueron
inactivos como inhibidores de la isoforma 1 de la enzima 5a-Reductasa. Adicionalmente,
dado que tampoco disminuyeron de manera significativa el indice de la prostata ni de las
vesiculas seminales de los animales tratados, se determiné que carecieron de efecto
antiandrogénico in vivo.

Los valores de LogP calculados tanto para los analogos novedosos finales 5 a 8 como
para los intermediarios de sintesis 2 a 3, indicaron que estas moléculas poseen mayor
afinidad por la fase lipidica que por la fase acuosa, evidenciando con ello su caracter
lipofilico. Dado que estos valores fueron mayores que 1y que los valores de energia libre
de transferencia derivados del LogP calculado fueron negativos, se infiere que su paso a
través de membranas bioldgicas estd favorecido termodindmicamente y ocurre de
manera espontanea mediante un mecanismo de difusién pasiva. Por lo cual, se presume
gue dichos compuestos no presentarian problemas de permeabilidad en el organismo.
Sin embargo, debido a que los analogos novedosos 6 a 8 fueron inactivos in vivo pero
activos in vitro sobre la enzima 5aR2, hace suponer que algin proceso farmacocinético
muy posiblemente relacionado con su metabolismo esta afectando su biodisponiblidad y
por ende su actividad in vivo.

Palabras claves: 5a-Reductasa, testosterona, hiperplasia prostatica benigna, cancer de
préstata, analogos del androstano, actividad antiandrogénica.
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Abstract

Benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostate cancer (PC) are public health problems
due to their high incidence in mature men. 5a-Reductase enzyme, particularly in its form 2
(5aR2), plays an important role in the amplification of androgenic responses in prostatic
tissues, since it catalyses the reduction of the endogenous androgen testosterone (T) into
5a-Dihidrotestosterone (5a-DHT), which in turn, has more affinity to bind the androgen
receptor (AR) and therefore, to exert androgenic responses. It is known that uncontrolled
activity of 5aR2 and consequently, excessive levels of produced 5a-DHT, are implicated
in the maintenance and development of prostatic disorders such as BPH and PC.
Therefore, the research has been focused to the rational design of inhibitors for this
enzyme as well as of androgen receptor antagonists, as targets for the treatment of these
illnesses.

In order to contribute to the design of a new potential class of 5aR2 inhibitors, the design,
synthesis and in vitro and in vivo biological evaluation of four novel androstane steroid
analogs with N-cyclohexylcarboxamide moiety at C17, was carried out. The molecules
were designed based on structural requirements to inhibit the enzyme, such as different
degrees of unsaturation and conjugation (5-ene, 4-ene-3-one and 4,6-diene-3-one) on A
and B rings of androstane skeleton, which was the pharmacophore group. In addition, a
N-cyclohexylcarboxamide moiety at C17 was the auxophore. The compounds were
synthesized from 16-Dehydropregnenolone acetate, which was chemically modified in
order to obtain the new analogues: N-cyclohexyl-33-acetoxyandrost-5,16-diene-17-
carboxamide (5), N-cyclohexyl-33-hidroxyandrost-5,16-diene-17-carboxamide (6), N-
cyclohexyl-3-oxoandrost-4,6,16-triene-17-carboxamide ) and N-cyclohexyl-3-
oxoandrost-4,16-diene-17-carboxamide (8). In addition, the synthesis intermediates: 3-
hydroxiandrost-5,16-dien-17-carboxilic acid (2) and 3B-acetoxyandrost-5,16-dien-17-
carboxilic acid (3) were also obtained. Both, new compounds (5 to 8) and intermediates (2
and 3) were characterized by spectroscopic (UV, IR, 'H, **C NMR) and spectrometric
techniques (MS-El, APCI, FAB-MS) as well as by X rays in some instances. On the other
hand, the logarithm of the partition coefficient in n-octanol/water system (Log P) of both,
new compounds and intermediates was determined (Log P) as a measure of their
possible oral bioavailability.

The effect of both, novel androstane analogues 5 to 8 and synthesis intermediates 2 and
3 on the biosynthesis and action of endogenous androgens was evaluated by in vitro and
in vivo assays. In the in vitro assays, their inhibitory effect on human 5aR2 enzyme was
determined and compared with that of the drug control finasteride (F). The results were
expressed as the concentration of each compound able to decrease the catalytic activity
of the enzyme in fifty percent (ICso). Additionally, their affinity to bind to rat prostate AR
was also determined by radioligand assays, quantifying the ability of each compound (2 to
8) to displace the control ligand 17a-methyl->H-mibolerone from the binding site at AR.
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The results were expressed in terms of the percentage of remaining concentration of 17a-
methyl->H-mibolerone when the concentration of each compound was increased. Finally,
their ability to inhibit the human enzyme 17p-hydroxysteroid dehydrogenase (17B-HSD)
was also tested, as an additional target that contributes to the development of hormone-
refractory PC, due to its ability to carry out the biosynthesis of T from A*-androstenedione
into the tumor. In this case, the results were also expressed as ICx.

The in vivo effect of the synthesized analogues on the biosynthesis and action of
endogenous androgens was determined on castrated male hamsters treated
concomitantly with T and/or compounds 2 to 8, using F as a control. The endpoint of this
assay consisted in comparing the effect caused by the androstane analogues on mass
indexes (weight organ/weight body) for prostate and seminal vesicles, with that of F. In
addition, their effect on the diameter size of pigmented flank organs of hamsters was also
determined and compared with F, as a measure of their inhibitory effect on the form 1 of
5a-Reductase.

It was found, that the introduction of the N-cyclohexylcarboxamide moiety at C17 on the
androstane skeleton was beneficial for the in vitro inhibitory effect of human 5aR2, since
the novel analogues bearing this characteristic (IC5, 0.169, 0.105 and 0.155 nM, for 6, 7
and 8, respectively) were more active than the synthesis intermediates which did not
present it (ICs, 1100, 467 nM, for 2 and 3, respectively) and even more, than the
reference drug finasteride (ICso 8.5 nM). Additionally, it was determined that if the degree
of unsaturation and conjugation at A and B rings on the steroidal skeleton is increased, it
is also beneficial for such activity, finding the compound 7, which bears the highest
degree of unsaturation and conjugation due to the 4,6-diene,3-one moiety on it structure,
as the most active.

It was also found, that the N-cyclohexylcarboxamide analogues 6 to 8 did not have
binding affinity for the AR, since they were not able to significantly displace the pattern
ligand 17a-methyl-*H-mibolerone from AR binding site. On the other hand, and contrary to
expectations, it was found that the androstane analogues 2 to 7 increased the catalytic
activity of the 17B-HSD, because they caused an increase in T levels produced from A’-
androstenedione, when they were present in the reaction mixture.

These findings let suggest that the novel N-cyclohexylcarboxamide analogues 6 to 8
modulate two important androgenic paths. On one hand, they produce a slight anabolic
effect since they increase T biosynthesis from A*-androstenedione through 17B-HSD. On
the other hand, they avoid the undesirable androgenic effects of 5a-DHT on prostate due
to they are inhibitors of 5aR2, which in turn it is a desired effect for the BPH treatment
because it lets to restore the physiological action of T and in addition to reduce the intra-
prostatic cell proliferation mechanisms activated by 5a-DHT.

Regarding to the in vivo effect of the analogues 2 to 8 on the biosynthesis and action of
endogenous androgens, it was found that comparing with F, they did not significantly
decreased the growth of pigmented flank organs on male gonadectomized hamsters,
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treated concomitantly with T. Therefore, they were inactive as inhibitors of the form 1 of
50-Reductase. In addition, due to they neither decreased the mass indexes for prostate
nor seminal vesicles on the treated animals, they lacked of antiandrogenic activity in vivo.

The LogP values calculated for both, the novel analogues 5 to 8 and the synthesis
intermediates 2 and 3, indicated that they have more affinity for the lipid phase than for
the aqueous one, therefore they have lipophillic nature. Due to these values were lower
than 1, in conjunction with the fact that their calculated values of transfer free energy
derived from LogP were negative, it can be inferred that their passage through biological
membranes is thermodynamically propitious and spontaneously occurs by a passive
diffusion mechanism. Therefore, it can be assumed that such compounds would not
present permeability problems into the body when they are administrated orally. However,
since the novel analogues 6 to 8 were inactive in vivo but active in vitro on 5aR2, it allows
infer that it is possible that a pharmacokinetic process, related with their metabolism is
affecting their bioability and therefore the in vivo activity.

Keywords: 5a-Reductase (5aR), Testosterone (T), Prostatic benign hyperplasia (BPH),
prostate cancer (PC), androstane analogs, antiandrogenic activity.
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ANTECEDENTES

Los andrégenos son hormonas sexuales de tipo esteroidal sintetizadas endégenamente a
partir del colesterol. Tienen una funciéon crucial en el desarrollo, mantenimiento y
regulacion del fenotipo masculino durante la embriogénesis, permitiendo la maduraciéon y
el mantenimiento de los érganos sexuales masculinos (Li & Al-Azzawi, 2009; Cabeza et
al., 2008). La principal hormona masculina es la testosterona (T), producida via endocrina
involucrando al hipotalamo, la adenohipdfisis, la corteza adrenal y los testiculos (Moreira
et al., 2008). Pequefios vasos sanguineos permiten una intima conexion entre el
hipotalamo y la adenohipdfisis, donde la sangre arterial que llega a la adenohipofisis pasa
primero por el hipotdlamo, el cual, bajo estimulos neuroendocrinos libera sustancias que
actian como controladores de otras hormonas en dicho 6rgano. La secrecion de
hormonas liberadoras de gonadotropinas (GnRH), activan la producciéon a nivel de la
adenohipdfisis, de una serie de hormonas que inician un control endocrino para la
sintesis de T (Cabeza et al., 2008).

La hormona luteinizante (LH) liberada en la circulacion sanguinea, se une a su receptor,
una glicoproteina, miembro de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas-G. La
LH en las células de Leydig, presentes en los testiculos, activa la sintesis de
pregnenolona a partir del colesterol, en el interior de la mitocondria a través reacciones
catalizadas por el citocromo P450scc/CYP11A1l. Una vez formada la pregnenolona, ésta
continua una serie de pasos enzimaticos en el reticulo endoplasmatico, donde finalmente
es convertida en T, visto esto como un mecanismo de amplificacion androgénica, por
accion de un conjunto de enzimas conocidas como hidrdoxiesteroides deshidrogenasas
(HSD). (Gao, Bohl, & Dalton, 2005; Midzak, Chen, Papadopoulos, & Zirkin, 2009).

Una vez sintetizada la T, es secretada a la circulacion sanguinea unida a proteinas
transportadoras como la globulina de unibn a hormonas sexuales (SHBG), que
transportan cerca del 40% de la T producida, un 60% esta unida débilmente a la
albumina y solo un 2% se encuentra libre (Gao, Bohl, & Dalton, 2005). La T biodisponible
es capaz de atravesar la membrana plasmética en las células blanco, donde puede ser
aromatizada a estradiol por el citocromo P450-aromatasa también llamada estrégeno
sintasa (Michels & Hoppe, 2008). O se reduce irreversiblemente a 5a-Dihidrotestosterona
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(5a-DHT) por la accién de la enzima 5a-Reductasa (5aR) dependiente de NADPH
(Petrow et al., 1984; Russell & Wilson, 1994; Rittmaster et al., 2008) (Figura 1).

Figura 1. Andrégenos endogenos testosterona y 5a-Dihidrotestosterona.

Testosterona 50 - Dihidrotestosterona

La reduccion de la T, se convierte en uno de los pasos enzimaticos mas importantes, no
solo por los efectos biolégicos en la biosintesis de esteroides, sino por las implicaciones
patolégicas en tejido prostatico.

El mecanismo por el cual la T se convierte a 5a-DHT se describe a continuacion (Figura
2): inicialmente el cofactor NADPH se une a la enzima formando un complejo 5aR-
NADPH al cual se une la T para llevar a cabo la transferencia estereoespecifica de un
hidruro del NADPH a la posiciéon C5 alfa de la T conduciendo a la reduccion del doble
enlace en C4-C5. Este proceso produce la formacién de un enolato en C3-C4, que es
estabilizado por un residuo electrofilico de la enzima, propiciando la formacién del
complejo 5aR-NADP*-DHT.

De manera alterna, este mecanismo puede ser visto como la activacion de una cetona
a,B-insaturada por un residuo electrofilico de la enzima, conduciendo a una especie
polarizada positivamente que acepta un hidruro del NADPH en la posicién C5 a través de
una adicion tipo Michael. Finalmente, se libera la 5a-DHT del complejo por un
tautomerismo mediado por la enzima, produciendo la regeneracion de ésta y la
consecuente liberacion de NADP* (Levy et al., 1990; Bull et al., 1996; Bratoeff et al.,
2005; Aggarwal et al., 2010).
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Figura 2. Conversion de Testosterona a Sa-dihidrotestosterona por la enzima 5a
Reductasa (Aggarwal et al., 2010).

OH

Testosterona 5a-Dihidrotestosterona
A

NADPH /—A NADP+

Para que tanto la T como la 5a-DHT ejerzan sus respectivas acciones androgénicas,
deben unirse a su receptor, conocido como el receptor de andrégenos (RA). Este es un
miembro de la familia de receptores nucleares, que modula la expresion genética,
activando factores de transcripcion celular que desencadenan una cascada de
sefalizaciones en diferentes regiones del ADN.

A la fecha se cuenta con datos cristalogréficos del RA unido a sus ligandos endégenos T
y 5a-DHT, por lo que se han podido establecer cuatro regiones o dominios funcionales en
la estructura terciaria del receptor. EI dominio N-terminal (NTD) que es el menos
conservado, presenta la region mas importante de regulacion transcripcional conocida
como funciéon de activacion (AF-1) o también referida como unidad de activacion
transcripcional (TAU) (Gao, Bohl, & Dalton, 2005; van de Wijngaart, Dubbink, van Royen,
Trapman, & Jenster, 2012). Recientemente se ha establecido una funcién reguladora en
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el tréfico intracelular del RA, siendo el NTD un factor importante en la localizacion
citoplasmética y en el transito hacia el nacleo (Dar et al., 2014).

El domino de unién al ADN (DBD), es el mas conservado entre los receptores nucleares
y consiste en dos dedos de zinc que coordinan 4 residuos de cisteina cada uno. El
primero, se une a secuencias especificas de ADN, conocidas como elementos de
respuesta a andrégenos (ERA), el segundo, permite al RA dimerizarse (Helsen et al.,
2012; Helsen & Claessens, 2014). La region hinge o bisagra, presente entre el DBD vy el
dominio de unién al ligando (LBD), se consideraba solo una secuencia indistinta de
polipéptidos pero ahora se ha establecido que es de gran importancia para la actividad
del RA, siendo una region vital en la sefalizacion para la translocacion al nucleo al igual
gue es un sitio blanco para interacciones postransduccionales de acetilacion,
ubiquitinacion y metilacién. (Clinckemalie, Vanderschueren, Boonen, & Claessens, 2012).

El LBD, formado por 12 a-hélices en un arreglo antiparalelo tipo sandwich, esta
compuesto principalmente por residuos hidrofébicos de cadenas cortas, con aminoacidos
polares capaces de estabilizar por puentes de hidrégeno, las extremidades del nucleo
esteroidal (Pereira de Jésus-Tran et al., 2006). Una vez unido el ligando enddgeno al
bolsillo hidrofébico, la hélice 12 (H12) se mueve y cierra el bolsillo de unién, forméandose
una de las regiones con mayor relevancia transcripcional, conocida como funcién de
activacion (AF-2), donde se inicia el reclutamiento de coactivadores (Axerio-Cilies et al.,
2011; Helsen & Claessens, 2014).

En el citoplasma, el RA se encuentra unido tanto a proteinas chaperonas de choque
térmico (Hsp) como a proteinas co-chaperonas. Cuando la T o 5a-DHT se unen al RA 'y
forman el complejo RA-ligando, se produce una disociacién de éstas provocando la
movilizacién del RA hacia el nucleo, donde se dimeriza. En el nlcleo, se une a los ERA
(Michels & Hoppe, 2008; Tindall & Rittmaster, 2008; Yap et al., 2008), promoviendo asi la
expresion de genes en diferentes tejidos donde se expresa el RA tales como: la préstata,
el musculo esquelético, el higado y el sistema nervioso central (Gao, Bohl, & Dalton,
2005; Haendler & Cleve, 2012), entre otros (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accién de andrégenos. Dominio de union a ligando (LBD),
Dominio de union a ADN (DBD), proteinas chaperonas de choque térmico (Hsp90)
(esquema realizado con el programa ChembioDraw Ultra 12.0®-CambridgeSoft).
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A pesar de gue ambos andrégenaos comparten un mismo receptor, la 5a-DHT posee una
mayor afinidad por el RA (Aggarwal et al., 2010). La actividad catalitica anormalmente
elevada de la enzima 5aR, que por lo general se observa en los hombres maduros,
produce un incremento en los niveles de 5a-DHT cuyo poder androgénico amplificado,
estd implicado en la patogénesis y desencadenamiento de desérdenes dependientes de
andrdégenos como el cancer de préstata (CP), la hiperplasia prostética benigna (HPB), el
acné androgénico, el ovario poliquistico, el hirsutismo, la pubertad masculina precoz y la
calvicie androgénica, entre otros (Petrow et al., 1984; Li et al., 1995a; Pérez et al., 2005;
Rittmaster et al., 2008; Alcaraz et al., 2009). Por lo tanto, se sugiere que la inhibicién de
ésta enzima y la consecuente reduccion en los niveles de 5a-DHT, constituye un blanco
estratégico para el disefio y desarrollo racional de farmacos que modifiquen la biosintesis
de androgenos enddgenos.
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1.1 Enzima 5a-Reductasa (3-oxo-esteroide-4-ene
deshidrogenasa) {E.C.1.3.99.5}

El primer acercamiento al entendimiento bioquimico de las superfamilias de enzimas
oxido-reductasas en la amplificacion androgénica, se dio con el descubrimiento de las
enzimas 5aR y 5BR (5B8-Reductasa) en higado de rata, logrando establecer su actividad
reductora en A*® esteroides derivados del androstano (AD) y pregnano (PR).
Posteriormente, una condicion hereditaria de pseudohermafroditismo, permitié identificar
la mutacién de una nueva isoenzima, la 5aR2 (David W. Russell & Jean D. Wilson, 1994,
Imperato-McGinley & Zhu, 2002; Langlois, Zhang, Cooke, & Trudeau, 2010; Azzouni,
Godoy, Yun, & Mohler, 2012). En este momento quedd al descubierto, la importancia
biolégica de las enzimas 5aR vy la funciéon androgénica que cumplia la 5a-DHT como un
metabolito reducido, en el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales
secundarias durante la embriogénesis (Figura 4).

Figura 4. Diagrama de las funciones de la T y 5a-DHT en el desarrollo de los 6rganos
sexuales masculinos del feto (Adaptado de Imperato-McGinley & Zhu, 2002).
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A la fecha se han clasificado tres diferentes tipos de enzimas 5aR, ordenadas en
subfamilias. En el primer subgrupo se encuentran las isoenzimas 5aR1 y 5aR2, en el
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segundo, solo la 5aR3. Solo estas dos subfamilias estan directamente involucradas en la
actividad androgénica. Existe un subgrupo de enzimas GPSN2 y GPSN2L (glycoprotein
synaptic 2, glycoprotein synaptic 2-like), que aunque no estén claramente establecidas
sus funciones y sus sustratos sean diferentes a los de la 5aR, comparten una actividad
enzimatica de reduccion semejante (Langlois, Zhang, Cooke, & Trudeau, 2010; Azzouni,
Godoy, Yun, & Mohler, 2012).

La 5aR1 esta compuesta por 259 aminoéacidos y tiene un pH de actividad catalitica
optimo entre 6.0 y 8.5; esthd expresada predominantemente en la piel, glandulas
sebéceas, cuero cabelludo, higado y cerebro. La 5aR2 tiene un pH optimo de actividad
catalitica entre 5.0 y 5.5; estd expresada principalmente en prostata, piel genital y
vesiculas seminales. La 5aR3 se encuentra especificamente sobre-expresada en células
cancerosas prostaticas hormono-refractarias, es decir, en aquellas que no responden a
un tratamiento farmacoldgico y debido a esto, dicha isoforma se ha convertido en un
nuevo blanco terapéutico para el tratamiento del CP (Li et al.,, 1995a; Uemura et al.,
2008).

A pesar de la funcion determinante que presenta la reduccion de la T en la biosintesis de
andrégenos, se ha establecido que un desbalance en la actividad catalitica de la 5aR
como en los niveles de su metabolito reducido, estan directamente relacionados con el
desarrollo de patologias prostéaticas. Por lo que, un control hormonal via inhibicién de la
enzima 5aR se convierte en un blanco terapéutico para el tratamiento de estas
patologias.

La mayor parte de inhibidores de 5aR son sustancias de origen sintético, tanto de
naturaleza esteroidal como no esteroidal. En particular, las sustancias de naturaleza
esteroidal al ser homologos de las hormonas esteroidales endégenas, han servido como
prototipo para el disefio y desarrollo de este tipo de farmacos (Poirer, 2008; Singh et al.,
2000). A la fecha se conocen mas de 23 grupos quimicos de inhibidores de 5aR
(Aggarwal, Thareja, Verma, Bhardwaj, & Kumar, 2010), dentro de los cuales los de mayor
importancia clinica son los 4-azaesteroides al cual pertenecen la finasterida (F, Proscar®)
y la dutasterida (D, Avodart®) (Figura 5) (Stoner et al., 1993; Bull et al., 1996; Kurup et
al., 2000), farmacos de eleccion para el tratamiento de HPB y prevencion de CP
(Naslund & Miner, 2007).
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Figura 5. Farmacos inhibidores de 5aR mas estudiados (esquema realizado con el
programa ChembioDraw Ultra 12.0®-CambridgeSoft).

Finasterida (F) Dutasterida (D)

Durante los ultimos afios, diversos grupos de investigacion (Li et al., 1995b; Shibata &
Takegawa, 1992; Bratoeff et al., 1997b, 2003, 1999, 2005, 2007, 2008 2012; Amr, Abdel-
Latif, & Abdalla, 2006; Aggarwal et al., 2012; Arellano et al., 2011; Cabeza et al., 19993,
1999b; Garrido et al., 2011; Kim, Kim, & Ma, 2012; E. Soriano-Garcia et al., 1998, 2003,
2004a, 2004b, Kurup et al., 2000; inter alia) han aunado sus esfuerzos para sintetizar una
gran variedad de moléculas esteroidales con poder inhibidor de 5aR. Asi, se ha
establecido una relacion empirica entre la estructura y el caracter inhibidor de esta
enzima para analogos de PR y AD, a partir de las cuales se han deducido los siguientes
requisitos estructurales a tener en cuenta para el disefio de entidades quimicas
novedosas mas activas:

a) La presencia de un sistema conjugado 4-en-3-ona 0 4,6-dien-3-ona 6 1,4,6-trien-3-
ona, como grupo farmacoférico que brinde porciones electrofilicas similares a la cetona
a,B-insaturada de la T que sean susceptibles de ser reducidas por la enzima 5aR
provocando su inhibicién.

b) En los compuestos con el sistema 4,6-dien-3-ona y 1,4,6-trien-3-ona, la insercion de
un atomo de bromo en C6 favorece la reduccidon enzimética del doble enlace en la
molécula, dado el efecto electroatractor que confiere el &tomo de halégeno sobre dicha
posicion.

c) La presencia de grupos voluminosos y lipofilicos en C17, tipo éster o amida, con
sustituyentes de tipo arilo, ter-butilo o fenilo sustituidos, como en las moléculas de Fy D,
pues se cree que dichos grupos interactian con una region hidréfoba de la enzima
(Kurup et al., 2000; Li et al., 1995b; Aggarwal et al., 2010a; Aggarwal, Thareja, Bhardwaj,
& Kumar, 2010b) y brindan estabilidad metabdlica a la molécula al no permitir la
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degradacién de la cadena lateral en C17. Por lo tanto se considera como un grupo
auxoférico. A partir de un andlisis comparativo de la relacién cuantitativa existente entre
la estructura quimica y la actividad inhibitoria de 5aR para diversos azaesteroides, se ha
podido predecir que la introduccién de sustituyentes tipo ciclohexilo o adamantilo sobre el
nitrégeno de la amida, podrian ser adecuados para mejorar la actividad inhibitoria (Kurup
et al., 2000). Sin embargo, esto a la fecha de plantear la presente investigacion no se ha
comprobado experimentalmente.

1.2 Enzima 17@-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
(AKR1C3)

La enzima 17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) es una enzima perteneciente
a las oxidoreductasas. Se han identificado cerca de 14 subtipos (Adamski & Jakob, 2001;
Marchais-Oberwinkler et al., 2011), que catalizan la oxidacion o reduccién en la ultima
etapa de la biosintesis de esteroides, modulando la amplificacion androgénica o
inactivandola (Qiu, Zhou, Labrie, & Lin, 2004; Marchais-Oberwinkler et al., 2011). Asi,
puede reducir la 4-androsten-3,17-diona (A*-androstenediona) un andrégeno débil, en
T, como también a la estrona en 173-estradiol, siendo este ultimo, un potente estrogeno.

Su funcién en la activacibn androgénica se establecié a partir de observaciones de
pacientes que padecian CP a los cuales se les habia bloqueado la produccién de
andrégenos testicular, pero continuaban con niveles remanentes de 5a-DHT en proéstata,
concluyendo que existia una ruta enzimatica intracrina que regulaba los niveles de este
andrégeno. Se estableci6 que esta ruta enzimatica inicial con la produccion de A4-
androstenediona a partir de la dehidroepiandrosterona (DHEA) proveniente de las
glandulas suprarrenales, la enzima involucrada en la sintesis es la 3B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3B-HSD). Posteriormente se da la conversion de la A4-androstenediona
en T, esta conversién es catalizada por la 178-HSD5 que se encuentra expresada en las
células basales de la prostata. Finalmente la T intraprostatica es reducida
irreversiblemente a 5a-DH por la enzima 5aR. El rol androgénico de las enzimas HSD se
ha convertido en un blanco terapéutico novedoso de estudio (Qiu, Zhou, Labrie, & Lin,
2004), en especial la 17B-HSD5 pues se considera que ésta enzima esta implicada tanto
en HPB, como en el crecimiento de tumores prostéticos, asi como en el desarrollo de CP
hormono-refractario debido a la formacién de T intra-tumoral (Qiu, Zhou, Labrie, & Lin,
2004; Byrns, Jin, & Penning, 2011).
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1.3 Hiperplasia Prostéatica Benigha y Cancer de Prostata

La HPB es una condicién muy frecuente que afecta a hombres de mediana y avanzada
edad. En Colombia, para el 2005 la prevalencia de HPB se estimaba en 260 por 1000
hombres (Gonzéles et al., 2007). Esta condicién actualmente presenta mas de 500 mil
prostatectomias transuretrales realizadas cada afio en todo el mundo, siendo la segunda
cirugia mas comun realizada en hombres mayores de 65 afios (Kenny et al., 1997).

La HPB es una patologia en la que hay un crecimiento exacerbado no canceroso de las
células prostaticas (Figura 6), debido a una proliferacion excesiva del tejido glandular y
fibromuscular, con la progresiva proliferacién nodular (Aggarwal et al., 2010; Kenny et al.,
1997). Se caracteriza por una disminucién en la tasa maxima de flujo urinario;
disminucion en la fuerza y calibre del chorro; sensacion de vaciamiento incompleto; doble
miccién; pujar para orinar y goteo al terminar de orinar; empeorando los sintomas del
tracto urinario bajo (STUB). Esto conlleva complicaciones en la retencion urinaria aguda
y la necesidad de intervencion quirdrgica (Kenny et al., 1997; Rittmaster et al., 2008).

Figura 6. Préstata normal e hiperplasia prostéatica benigna
(http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/prostate/Patient)
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Dentro de las terapias para el tratamiento de la HPB se encuentran los antagonistas de
receptores a1-adrenérgicos, que atentan los sintomas de la patologia, permitiendo vaso
dilatacién del musculo liso de la uretra y aumento del flujo urinario. Se conoce sobre los
efectos adversos que causa este tipo de terapia, como la hipotensién ortostatica, mareos,
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cansancio, congestion nasal y disfuncion eyaculatoria (Fitzpatrick & Artibani, 2006). Por
otro lado, se encuentran los inhibidores de la enzima 5aR, que controlan los niveles
plasmaticos de 5a-DHT, implicada en el desbalance de la homeostasis entre la
proliferacion y muerte celular, propiciando el crecimiento anormal de la prostata (Alcaraz
et al., 2009).

Estd bien establecido que tanto la T como 5a-DHT son andrégenos implicados en el
mantenimiento de la estructura, funcionalidad, crecimiento e integridad de los tejidos de
la préostata (Aggarwal et al., 2010), sin embargo también son responsables del desarrollo
y progresion de la HPB y el CP. Aunque no hay claras evidencias que pacientes que
padecen HPB podrian finalmente desarrollar CP (Fujita et al., 2005; Thompson et al.,
2003), hay datos epidemioldgicos y patolégicos que sugieren una relacion entre ambos
padecimientos, por lo tanto, el manejo y los enfoques terapéuticos son comunes (Alcaraz
et al., 2009). Se conoce gue el uso de inhibidores de la enzima 5aR pueden disminuir los
niveles de andrégenos y con ello, reducir el riesgo de desencadenar CP (Rittmaster et al.,
2009).

El CP de es uno de los mas comunes entre hombres, se considera como una
enfermedad multifactorial que incluye atrofia inflamatoria proliferativa y neoplasia
intraepitelial prostatica (NIP) o crecimiento no canceroso de las células que revisten las
superficies internas y externas de la prostata (Tindall & Rittmaster, 2008).

Algunos de los tratamientos para combatir el CP se describen a continuacion:

La cirugia es el procedimiento mas utilizado, especialmente la prostatectomia radical,
gue puede ser retropubica o perianal. La reseccién transuretral, es otro procedimiento
quirdrgico utilizado, aunque se lleva a cabo mas en pacientes diagnosticados con HPB.
Dentro de los posibles problemas que experimentan los pacientes tras alguna de las
cirugias, la impotencia es la mas comun; también se observa pérdida de control de orina,
acortamiento del pene 'y en ciertas ocasiones hernias inguinales.
(http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/prostate/Patient/page4).

Tanto la quimioterapia como la radioterapia, son tratamientos utilizados en CP. La
radioterapia es una terapia externa de emisiones radioactivas en el area de la prostata,
también hay una técnica conocida como braquiterapia, que utiliza implantes de pellets
radioactivos en la préstata los cuales emiten radiacion directamente en la glandula.

La terapia hormonal utiliza moléculas que bloquean la produccién de andrégenos a nivel
testicular como suprarrenal. Se conoce como castracién quimica y los farmacos pueden
ser agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante, antiandrégenos que
bloquean la union de andrégenos al RA, al igual que los inhibidores de la sintesis de T
(http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/prostate/Patient/page4).
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1.4 Coeficiente de Reparto

Se ha estimado que alrededor del 75% de los farmacos considerados como candidatos a
convertirse en medicamentos, no consiguen llegar al mercado a causa de problemas
presentes en su biodisponibilidad al ser evaluados in vivo (Lipinski et al., 2001,
Silverman, 2004). Dada la gran pérdida en recursos y en tiempo que esto conlleva, la
tendencia mas reciente es la de evaluar, tan pronto como sea posible, aquellos
pardmetros fisicoquimicos que den una idea de la biodisponibilidad de estas moléculas
(Silverman, 2004). Entre los pardmetros fisicoquimicos mas estudiados en la Quimica
Medicinal para determinar la interaccion farmaco-receptor y correlacionar la estructura de
los farmacos con su actividad biolégica se encuentra el coeficiente de particion 1-
octanol/agua; las entalpias de solucion; la tension superficial y la solubilidad en diferentes
disolventes (Lipinski et al., 2001; Silverman, 2004).

El coeficiente de particion 1-octanol/agua, es un parametro fisicoquimico utilizado para la
estimacion del transporte, la distribucién y el destino de farmacos en el organismo. Por lo
que la habilidad de un farmaco de alcanzar un blanco especifico en el cuerpo depende en
parte de su facilidad de atravesar membranas. Los farmacos necesitan tener algunas
caracteristicas polares que impartan algun grado de solubilidad en agua para que puedan
ser transportados en el sistema circulatorio al igual que deben tener un balance 6ptimo
de grupos no polares gue finalmente le permita atravesar barreras lipidicas (Leo et al.,
1971). La proporcion de caracteristicas polares y no polares en un farmaco es por lo
tanto una propiedad fisicoquimica critica y es definida mateméticamente como (ecuacion
1):

P = [Farmaco]fase lipidica/[Farmaco]|fase acuosa Q)
Donde:

P = coeficiente de particion
[Farmaco] fase lipidica = Concentracion del farmaco en la fase lipidica

[Farmaco] fase acuosa= Concentracion del farmaco en la fase acuosa

El termino lipidico, se refiere a una fase organica con dicha naturaleza, en especial al 1-
octanol, como disolvente organico modelo debido a su balance hidréfilo-lipofilo y su
capacidad de formacion de enlaces de hidrogeno y a su contenido relativamente alto de
agua de saturacion (Baena et al., 2004).
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El coeficiente de particién 1-octanol/agua puede ser obtenido por la distribucién de una
sustancia o farmaco entre 1-octanol y agua en un embudo de separacién y después de
establecerse un equilibrio, se determina la concentracién en cada fase como (ecuacién
2).

P = [Farmaco]octanol/[Farmacolagua (2

Los valores obtenidos son usualmente nimeros exponenciales y es por lo tanto comudn
expresar el coeficiente de particion como el logaritmo de P (LogP).

Estas condiciones pueden ser descritas termodindmicamente si se considera un sistema
formado por dos solventes inmiscibles, 1 y 2, que interaccionan a una temperatura dada
formando dos fases en equilibrio. Si a este sistema se incorpora un tercer componente A,
éste se distribuird en las dos fases de acuerdo con el equilibrio definido. Asumiendo una
mezcla ideal, en la fase 1 del disolvente, la energia libre de Gibbs de A, o el potencial
guimico, 1A, es expresado como (ecuacion 3):

ulA = W14 + RTInx1A (3)

Donde p°l1A es el potencial quimico estandar de A, a dilucién infinita en la fase 1.
Igualmente en la otra fase, el potencial quimico, p°2A, es (ecuacion 4):

u2A = u'24 + RTInx2A (4)

Si el potencial quimico no es idéntico en las dos fases, ocurrira transferencia de masa de
A, y las fracciones molares de A, X,, cambiardn hasta que el potencial quimico de A
llegué a ser igual en ambas fases, es decir hasta que el equilibrio sea alcanzado
(ecuacion 5).
X2A

W1A — 24 = —RTIn (322 (5)
El cambio estandar de energia libre de transferencia del farmaco desde la fase acuosa
hasta la organica (AGy._.,) se calcula mediante la expresion (ecuacion 6):

AGy_o, = —RTInP (6)

En la cual, R es la constante universal de los gases (8.314 J mol* K') y T es la
temperatura absoluta en Kelvin. (Leo et al., 1971; Baena et al., 2004).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

En la actualidad, las enfermedades mediadas por andréogenos u hormonas sexuales
masculinas, como el CP y la HPB, han llegado a ser un serio problema de salud publica
en el entorno nacional y mundial dada su alta incidencia en los hombres maduros. EI CP
ocupa el segundo lugar a nivel mundial entre los tumores causantes de la muerte de
varones mayores de 65 afios (http:/globocan.iarc.fr/Pages/fact_sheets_cancer.aspx). En
Europa se estima como la tercera causa de muerte después del cancer de pulmén, colon
y recto (Ferlay et al., 2010), y en paises como Estados Unidos, es la segunda causa de
muerte después del cancer de pulmén, mientras que la HPB representa la segunda
causa de cirugia (Bratoeff et al., 2005; Jemal et al., 2008). Segun la estimacion de
incidencia de cancer en Colombia, el CP representa el tipo de cancer mas comun en la
poblacion masculina madura con una incidencia entre 6.500 y 8.000 nuevos caso por afio
y es la segunda causa de defunciones por cancer después del cancer de estbmago con
cerca de 2.400 muertes cada afio y una tendencia al incremento (Ministerio de Salud y
Proteccién Social., 2013).

Ambas patologias presentan etiologias diversas, entre las que destacan, las
modificaciones tisulares relacionadas con la edad, las alteraciones hormonales por
exceso de androgenos (Prins & Korach, 2008; Leder, 2007), el sindrome metabdlico y los
procesos inflamatorios (Kramer, Mitteregger, & Marberger, 2007; Briganti et al., 2009).
Igualmente se conocen factores importantes de riesgo implicados en el desarrollo de CP
como lo son la edad, la raza, niveles elevados de antigeno prostéatico especifico (APE),
factores genéticos, medio ambientales y alimenticios (Rittmaster et al., 2009, Powell
2007). Aungque no existen claras evidencias de pacientes que padecen HPB puedan
desarrollar CP, se ha establecido que los niveles excesivamente anormales de
andrégenos influyen en dicho proceso (Thompson et al., 2003; Fujita et al., 2005).

Entre las alternativas terapéuticas para estas enfermedades, la cirugia es el método mas
empleado, afectando la calidad de vida del paciente por los problemas postoperatorios,
entre los que se destacan la disfuncion sexual eréctil, la incontinencia urinaria y la
limitacion para la actividad fisica intensa (Catafio & Morales, 2009). Por lo tanto, el
tratamiento farmacologico esta adquiriendo importancia, pues ayuda a reducir o revertir
los requerimientos de cirugia (Fitzpatrick & Artibani, 2006; Colon & Payne, 2008;
Aggarwal et al., 2010). Teniendo en cuenta que estos padecimientos son dependientes
de andrégenos, la estrategia farmacolégica se vale del empleo de sustancias que por
diversos mecanismos de accion modifican la biosintesis y accion de andrégenos
enddgenos (Bratoeff et al., 1997a, Harris, 2009, Poirier, 2008). En especial, los farmacos
inhibidores de la enzima 5aR, resultan los de mayor importancia para el tratamiento de la
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HPB y la prevencion de su progresion en CP (Mellon, 2005), mientras que los
antagonistas del receptor de andrégenos (ARA) representan la alternativa farmacologica
mas empleada para el tratamiento de CP (Fitzpatrick & Artibani, 2006; (Wirth, Hakenberg,
& Froehner, 2007; Szmulewitz & Posadas, 2007; Tindall & Rittmaster, 2008; Colon &
Payne, 2008; Aggarwal et al., 2010). Lo anterior sugiere, que tanto la inhibicion de 5aR
como el antagonismo sobre el RA, constituyen blancos estratégicos para el disefio
racional de fArmacos para tratar estos padecimientos.

A pesar de la importancia médica de los inhibidores de 5aR, en los ultimos afios, su
empleo clinico sigue siendo restringido por los efectos colaterales que ocasionan:
alteraciones hormonales, ginecomastia, efecto anabdlico, nauseas, fallas cardiacas,
retencion de liquidos, efectos hepatotoxicos severos, pérdida del deseo sexual y
anormalidades en el semen (Bratoeff et al., 1997a, 2005; Bull et al., 1996; Mellon, 2005).
Cabe destacar que la FDA, alerté a la comunidad médica del uso de inhibidores de 5aR,
F y D, pues aungue en estudios clinicos se demostré su eficacia en la reduccion de los
niveles de 5-DHT y disminucién en la aparicién de CP, también se descubrié que hay un
mayor riesgo en los pacientes de ser diagnosticado con CP de alto grado
(http://www.fda.gov/drugs/drugsafety/ucm258314.htm). Teniendo en cuenta esta serie de
problemas, la busqueda de nuevas entidades quimicas con mayor potencia
antiandrogénica y minimos efectos no deseados, esta ampliamente justificada.

Un aspecto importante a tener en cuenta en el disefio racional de farmacos, ademas de
la afinidad que debe tener por su diana biolégica y de ser metabdlicamente estable, es
gue debe ser lo suficientemente biodisponible para alcanzar su blanco y ejercer su
accion. Se ha estimado que alrededor del 75 % de los farmacos considerados como
candidatos a convertirse en medicamentos, no consiguen llegar al mercado a causa de
problemas en su biodisponibilidad al ser evaluados in vivo (Lipinski et al., 2001;
Silverman, 2004). En la mayoria de los casos, la escasa biodisponibilidad es
consecuencia de una inadecuada liposolubilidad. Desde el punto de vista biolégico, la
lipofilicidad de un farmaco puede ser representada por el parametro fisicoquimico
logaritmo del coeficiente de particidbn en el sistema 1-octanol/agua, siendo Util para
predecir su biodisponibilidad (Lipinski et al., 2001).

En el presente trabajo, se disefiaron moléculas esteroidales analogas del androstano
basados en estudios que correlaciona la estructura quimica con la actividad biolégica
(SAR), estableciendo ciertos requerimientos estructurales para inhibir la enzima 5aR. Por
lo tanto, las nuevas moléculas propuestas en el presente trabajo presentan algunos de
los sistemas: 5-en; 4-en-3-ona o0 4,6-dien-3-ona, que segun estudios previos (para el
caso de los dos ultimos) son grupos farmacéforos deducidos a partir del mecanismo
enzimatico de la reduccién de la T. Adicionalmente, con base en estudios que
correlacionan de manera cuantitativa la estructura quimica con la actividad biolégica
(QSAR, del inglés: Quantitative structure-activity relationship) (Kurup et al., 2000) para el
grupo de azaesteroides, se establecié que el sustituyente en C17 es de vital importancia
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a la hora de buscar una mayor actividad inhibitoria de la enzima, actuando posiblemente
como grupo auxoférico, siendo los sustituyentes tipo amida unidos a grupos lipofilicos y
voluminosos los mas recomendables para dicha actividad. Teniendo lo anterior como
base, en la presente investigacion se disefiaron, sintetizaron y evaluaron in vivo e in vitro
analogos novedosos del androstano con un grupo N-ciclohexilcarboxamida en C17 y
diferentes farmacoforos (5-en, 4-en-3-ona o 4,6-dien-3-ona) en los anillos A y B del
nacleo androstano.

Cabe resaltar que las moléculas obtenidas en el presente trabajo doctoral son originales
corroborada previa busqueda en la base de datos SciFinder®, convirtiéndose en una
nueva clase de posibles inhibidores tipo 17-N-ciclohexilcarboxamida. Lo anterior en
conjunto con los resultados de actividad biolégica suma un valioso aporte al estado del
arte de los inhibidores de 5aR.
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2.1 Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y evaluar fisicoquimica y bioldégicamente in vivo e in vitro,
analogos novedosos del androstano, con requerimientos estructurales para inhibir la
enzima 5aR y/o potencial antagonismo sobre RA, con la finalidad de contribuir al
desarrollo de farmacos novedosos para el tratamiento del CP y de la HPB.

2.2 Objetivos especificos

Desarrollar e implementar métodos de sintesis quimica para obtener analogos
novedosos del androstano con estructura 4-en-3-ona 0 4,6-dien-3-ona y en C17
una amida unida a un grupo ciclohexilo.

Comprobar la identidad de los compuestos sintetizados mediante su
caracterizacién por constantes fisicas y andlisis espectroscépicos (IR, RMN, UV)
y espectrométricos (EM).

Evaluar la actividad antiandrogénica in vivo de los analogos sintéticos mediante el
efecto sobre los indices (peso de drgano/peso corporal) para la préstata y las
vesiculas seminales de hamster dorado.

Evaluar el poder inhibidor in vitro sobre la enzima 5aR y la afinidad de unién al
RA de los analogos sintéticos.

Contribuir al conocimiento de las propiedades fisicoquimicas y establecer una
correlacion con la posible biodisponibilidad de los analogos del androstano
sintetizados, mediante la determinacion del coeficiente de particion 1-
octanol/agua.

Deducir relaciones entre la estructura quimica, el parametro fisicoquimico
coeficiente de particién 1-octanol/agua y la actividad antiandrogénica in vivo e in
vitro de los analogos del androstano sintetizados, a fin de contribuir al disefio
racional de farmacos que constituyan mejores alternativas terapéuticas para
tratamiento del CP y de la HPB.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Lugares de realizacion

La sintesis quimica se llevé a cabo en los laboratorios 302 y 319 del Departamento de
Farmacia, Universidad Nacional de Colombia bajo la supervision de la Dra. Norma
Angélica Valencia Islas. La determinacién computacional del coeficiente de reparto 1-
octanol/agua de los compuestos sintetizados se realizé bajo la supervisién del Doctor
José Leopoldo Rojas del departamento de Quimica. Los estudios de actividad
antiandrogénica in vitro e in vivo se realizaron en el Laboratorio de Hormonas G006 del
Departamento de Sistemas Biologicos de la Universidad Autbnoma Metropolitana-Unidad
Xochimilco, México. D.F. bajo la supervision de la Dra. Marisa Cabeza Salinas.

3.2 Procedimientos experimentales generales

Los puntos de fusién de los compuestos se determinaron en un aparato Biichi SMP 20 y
no estan corregidos. Los analisis espectroscopicos de absorcion al ultravioleta (UV) se
realizaron en un espectrofotbmetro UV-VIS shimadzu UV1700; los espectros de
absorcion al infrarrojo (IR) fueron tomados en un Espectrofotometro Perkin Elmer
IR/FTIR, Modelo Spectrum RX1 utilizando la técnica de pastilla de KBr. Los de
resonancia magnética nuclear (RMN) en modalidad unidimensional (RMN *H, RMN *°C,
DEPT) y bidimensional (HSQC, HMQC), en un espectrémetro Bruker Avance 400, (segun
se indica en cada espectro), empleando como referencia interna TMS, y se procesaron
con el programa Mestrec v. 4.8.6.0 (Mestrelab Research, 2006). Para el analisis por
espectrometria de masas (EM) se utilizaron las técnicas de ionizacién por impacto
electronico (IE), FAB (Bombardeo con Atomos Répidos) y APCI (lonizacion Quimica a
Presion Atmosférica) segun se indica en cada espectro. Para la EM-IE se utilizd6 un
Termo-Electron con sonda para introduccion directa, a una velocidad de calentamiento
de 100 °C/min. La EM-FAB se llevé a cabo en un espectrometro de masas DFS (Double
Focus Sector) marca Thermo-Electron, bombardeando la muestra con iones de cesio (50
°C), empleando deteccién positiva de iones y reabsorcién de la muestra en una matriz de
alcohol nitrobencilico. Los andlisis cristalografia de rayos X se realizaron en un
difractometro Bruker Smart APEX AXS CCD equipado con un radiador monocromado de
grafito y radicacion Mo Ka (A, 0.71073 A), usando el método ®-scan.

El seguimiento de las reacciones se monitored por cromatografia en capa fina (CCF),
utilizando cromatoplacas de gel de silice (60GF.s4, 0.25 mm, Merck) y sistemas de
elucion hexano:AcOEt en las proporciones (5:5, 6:4 y 7:3); revelando con luz ultravioleta
(254 nm) y como revelador quimico una solucién de H,SO, al 2% en etanol con posterior
calentamiento a 100 °C. La purificacion de los intermediarios de sintesis y productos
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finales se hizo ya sea por recristalizacion, cromatografia en columna utilizando gel de
silicel 60 (0.063-0.200 mm, Merck) y/o cromatografia en capa fina tipo preparativo.

Los reactivos empleados fueron grado analitico (GA): hidroxido de sodio 97 %, sulfato de
sodio anhidro (Na,S0O,), bromuro de litio (LiBr), carbonato de litio (Li,COs), bicarbonato
de sodio (NaHCOs;), isopropoxido de aluminio Al(iPro)s, tiosulfito de sodio (Na,S,0,)
(Carlo Erba); acetato de 16-deshidropregnenolona (ADP) (Sigma-Aldrich); bromo, &cido
clorhidrico, piridina, anhidrido acético, acido acético glacial, cloruro de tionilo,
ciclohexilamina, dimetil formamida (DFM), N-metilpiperidona (Panreac). Los disolventes
(GA) fueron: cloroformo 99.0 %, dioxano 99.2 %, metanol 99.5 % (Merck); acetato de
etilo 99.5 %, diclorometano 99.0 %, n-hexano 95.0 %, tolueno 99.5 % (Mallinckrodt);
CDCI; como disolvente deuterado, (99.8 + atom % D), (Aldrich).

3.3 Sintesis quimica

Figura 7. Ruta de sintesis para nuevos analogos del androstano
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3.3.1 Sintesis del acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxilico (2)

Preparacion de hipobromito de sodio (NaBrO): A una solucion de hidroxido de sodio (1,46
g, 36,5 mmol) en agua (12,5 mL) enfriada a -5 °C, se le adicioné bromo (1,5 g, 0,48 mL)
con agitacion constante hasta disolucion total. La mezcla resultante se diluyé con dioxano
frio (8,3 mL) y se mantuvo a 0 °C hasta su utilizacion.

Procedimiento: En un bal6n de tres bocas equipado con un agitador magnético, se
adicionaron 100 mg (0,28 mmol) de acetato de 16-deshidropregnenolona (ADP) y se
disolvieron con agitacion magnética en mezcla dioxano (5 mL) y agua (1,1 mL) a una
temperatura entre 8 y 10 °C. Posteriormente, se le adicion6 gota a gota, la soluciéon de
hipobromito de sodio previamente preparada (10 mL) y se mantuvo en agitacion (18 h)
hasta la desaparicion de la materia prima, determinado por CCD. Transcurrido este
tiempo, se adiciond una solucion de tiosulfito de sodio (10 mL) (a fin de eliminar el exceso
de hipobromito formado) y se sometié a calentamiento bajo reflujo (15 min). Acto
seguido, se ajustd el pH de la mezcla resultante a un valor entre 5.0 y 6.0 mediante la
adicién de acido clorhidrico 5% (1 mL); se transfiri6 a un vaso de precipitados y se enfrié
para permitir la precipitacion del compuesto de interés, lo cual se pudo apreciar mediante
la formacion de un precipitado blanco, que se filtr6 al vacio, se lavé con agua destilada y
se seco a la estufa (40°C) dando origen al compuesto acido 3B-hidroxiandrosta-5,16-
dien-17-carboxilico (2) (figura 8 y tabla 1, anexo A figuras 22 a 26), con un rendimiento
del 60 %, el cual fue cristalizado de n-hexano:AcOEt (7:3).

Figura 8. Oxidacién de la metilcetona en C17 del acetato de 16-deshidropregnenolona
(1) para la obtencion del acido 3f3-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).

NaBrO




43

Tabla 1. Propiedades fisicas, datos espectroscépicos y espectrométricos del &cido 38-
hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).

Propiedades Fisicas Estructura
Aspecto Sdlido blanco amorfo

Formula molecular CaoH2503 oH
Peso molecular (uma) 316

Punto de fusion (°C) 255 - 257

Solubilidad: Dioxano

Datos espectroscopicos

IR (KBr) Vima (cm™)
3450 (m) (Est) O-H
2965 (f, st), 2934 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH;
2899 (f), 2864 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH,-
1693 (f) (Est) C=0 de —COOH
1606 (m) (Est) -C=C-
1438 (m) (Flex) -CH,-
1240 (m) (Flex) -CHs
1041 (f) (Est) -C-Oen C3
957 (d) (Flex) -C-OH
RMN 'H (Dioxano, 400 MHz) & (ppm) (J en Hz) Asignacion
1.43 (s, 3H) -CH; en C18
1.56 (s, 3H) -CH; en C19
5.82 (d, °J = 4.4 Hz, 1H) =CH- en C6
7.21 (s, 1H) =CH- en C16
11.36 (s, 1H) -COOH- en C20
RMN **C ( Dioxano, 100 MHz) & (ppm) Asignacion
15.9 -CH; en C18
19.3 -CH; en C19
71.3 C-OH en C3
120.8 =CH- en C6
142.5 CH=C- en C5
143.6 =CH en C16
147.4 -CH=C- en C17
165.6 C=0 en C20
EM-IE m/z (% Abundancia Relativa)
316 (18) M*
298 (14) [M™— 18 (H,0)]
283 (20) [298 — 17 (OH)]
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3.3.2 Sintesis del acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxilico (3).

A un balén de tres bocas equipado con un agitador magnético, se le adicionaron 100 mg
(0,316 mmol) de acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2) y piridina (0,6
mL) calentando ligeramente hasta disolucion total. La solucién resultante se enfrid a
temperatura ambiente y se le adicioné Ac,O (1,2 mL) dejando en reaccién (8 h) a
temperatura ambiente, monitoreando por CCD el avance de reaccion. Una vez finalizada
la reaccion, se le adicion6 agua destilada (20 mL) hasta la aparicién de un precipitado
blanco que se filtr6 al vacio, se lavdé con agua destilada y se seco para dar el acido 3p3-
acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3) con un rendimiento del 80 %, el cual se
cristaliz6 de acido acético glacial (Figura 9, Tabla 2, Anexo A Figuras 27 a 30).

Figura 9. Proteccion del alcohol en C3 mediante acetilacion para la obtencion del &cido
3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3)
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Tabla 2. Propiedades fisicas, datos espectroscépicos y espectrométricos del acido 3f3-

acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3)

Propiedades Fisicas

Estructura

Aspecto Solido blanco amorfo
Formula molecular C22H300,4

Peso molecular (uma) 358

Punto de fusion (°C) 240 - 244

Solubilidad: Cloroformo, diclorometano.

Datos espectroscopicos

IR (KBr) v,. (cm™)

3434 (d) (Est) O-H de -COOH
2937 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH;
2896 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH,-
1734 () (Est) C=0 de CH5-COO- en C3
1680 (f) (Est) C=0 de -COOH en C20
1603 (d) (Est) -C=C-
1432 (m) (Flex) -CH,-
1373 (m) (Flex) -CHs
1254 (f) y 1034 (m) (Est) (Asim) C-O-C de CH;COO- en C3
962 (d) (Flex) C-OH
RMN *H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) (J en Hz) Asignacion
0.96 (s, 3H) -CH; en C18
1.06 (s, 3H) -CH; en C19
2.03 (s, 3H) -CH; en CH;COO en C3
3.72 (m, 1H) -CHen C3
5.38 (d, °J = 4.3 Hz, 1H) =CH- en C6
6.93 (s, 1H) =CH- en C16
RMN “°C (CDCl3, 100 MHz) 3 (ppm) Asignacion
15.7 -CH; en C18
19.2 -CH; en C19
21.4 -CH; en CH3;COO en C3
73.8 C-OenC3
121.8 =CH- en C6
140.2 CH=C- en C5
145.8 =CH- en C16
148.9 CH=C- en C17
166.8 C=0 de COOH en C20
170.5 C=0 de CH;COO en C3
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Tabla 2. (Continuacion)
EM-IE m/z (% Abundancia Relativa)
359 (10) [M+H] ™
316 (35) [M™ + H] — 42 (CH,=C=0)
298 (100) [316 — 18 (H,0)] 0 [M" — 60 (CH3COOH)]
283 (30) [300 — 17 (OH)]

3.3.3 Sintesis de N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxamida (5).

A un balén de tres bocas y equipado con un agitador magnético, se adicionaron 100 mg
(0,28 mmol) de acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico y SOCI, (387 pL)
manteniendo en agitacién constante por 6 horas. Transcurrido este tiempo, se adapté al
matraz de reaccién, una trampa de cloruro de calcio y se adicioné ciclohexilamina en
exceso (780 pL) con agitacion vigorosa, formandose un sdélido amarillento que se disolvid
en CH,CI, y fue transferido a un embudo de separacién, donde se lavé con &cido
clorhidrico diluido (3 x 10 mL). La fase organica, se secé con sulfato de sodio anhidro y
se evapor0 hasta sequedad en rotavapor. El producto N-ciclohexil-33-acetoxiandrosta-
5,16-dien-17-carboxamida (5) (rendimiento del 70 %) se cristaliz6 de hexano-AcOEt (5:5)
(Figura 10, Tabla 3, Anexo A Figuras 31 a 35).

Figura 10. Formacion de la entidad N-ciclohexilcarboxamida en C17 previa formacion in
situ del cloruro de acilo 4, para la obtencidn del N-ciclohexil-33-acetoxiandrostan-5,16-
dien-17-carboxamida (5).
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Tabla 3. Propiedades fisicas, datos espectroscopicos y espectrométricos de N-ciclohexil-

3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5).

Propiedad Estructura
Aspecto Sdlido blanco amorfo

Formula molecular CosH4NO3

Peso molecular (uma) 439

Punto de fusion (°C) 154 - 156

Solubilidad: Cloroformo, diclorometano.

Datos espectroscopicos

IR (KBr) v,. (cm™)

3316 (m) (Est) N-H amida secundaria
2933 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CHjs
2855 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH,-
1734 () (Est) C=0 de CH5-COO- en C3
1638 (f) (Est) C=0 de -(C=0)-NH- en C17
1591 (f) (Est) -C=C-
1526 (f) (Flex) N-H (banda ll) en C17
1451 (m) (Flex) -CH,-
1372 (m) (Flex) -CHs
1245y 1032 (f) (Est) (Asim) C-O-C de CH;COO- en C3
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) (J en Hz) Asignacion
1.01 (s, 3H) -CH; en C18
1.14 (s, 3H) -CH; en C19
2.04 (s, 3H) -CH; en CH;COO en C3
3.78 (m, 1H) -CH en C3
5.98 (d, °J = 6.1 Hz, 1H) =CH-en C6
6.27 (s, 1H) =CH-en C16
6.74 (sbr, 1H) -(C=0)-NH- en C17
RMN *C (CDCl;, 100 MHz) & (ppm) Asignacion
16.4 -CH; en C18
19.3 -CH; en C19
215 -CH; en CH3;COO en C3
73.8 C-OenC3
122.1 =CH- en C6
134.8 CH=C- en C5
140.2 =CH- en C16
151.0 CH=C-enC 17
165.1 C=0 en —CONH- en C20
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Tabla 3. (Continuacion)

170.6 C=0 en CH3;COOR en C3

EM FAB* m/z 440 [M + H]

3.3.4 Sintesis de N-ciclohexil-3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxamida (6).

En un baldn de tres bocas equipado con un agitador magnético, se adicionaron 100 mg
(0,23 mmol) de N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida y se
disolvieron con agitacién constante y calentamiento (40 °C) en MeOH (20 mL).
Posteriormente, se adiciond NaOH (7 mL) al 2% y se mantuvo en agitacion (20 minutos)
monitoreando por CCD la desaparicion de la materia prima. Concluida la reaccion, se
adicioné agua destilada (20 mL) hasta la aparicién de un precipitado blanco, el cual se
filtr6 al vacio, se sec6 y purificd por CC. La N-ciclohexil-33-hidroxiandrostan-5,16-dien-
17-carboxamida (6) se cristalizé de hexano-AcOEt (5:5) obteniéndose con un rendimiento
del 80 % (Figura 11, Tabla 4, Anexo A Figuras 36 a 40).

Figura 11. Hidrolisis basica del acetato en C3 de 5, para la obtencién de N-ciclohexil-3[3-
hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6).

NH

NaOH
MeOH
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Tabla 4. Propiedades fisicas, datos espectroscopicos y espectrométricos de N-ciclohexil-
3B-hidroxiandrosta-5,16-dien-17-carboxamida (6).

Propiedad Estructura
Aspecto Sdlido blanco amorfo

Formula molecular CasH3oNO,

Peso molecular (uma) 397

Punto de fusion (°C) 186-188

Solubilidad: Cloroformo, diclorometano.

Datos espectroscopicos

IR (KBr) V. (cm-5)
3433 (m) (Est) N-H
3306 (d) (Est) O-H de C3
2927 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CHs
2854 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH,-
1636 (f) (Est) C=0 de -(C=0)-NH- en C17
1542 (1) N-H (banda I1)
1432 (m) (Flex) -CH,-
1349 (m) (Flex) -CHs
1108 (1) (Est) C-O
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) (J en Hz) Asignacion
1.00 (s, 3H) -CH; en C18
1.13 (s, 3H) -CH; en C19
3.78 (m, 1H) -CHen C3
5.97 (d, °J = 4,4, 1H) =CH- en C6
6.26 (sa, 1H) =CH- en C16
6.71 (s, 1H) -(C=0)-NH- en C17
RMN *C (CDCl;, 100 MHz) & (ppm) Asignacion
16.6 -CH; en C18
19.5 -CH; en C19
71.9 C-OenC3
121.3 -CHen C6
135.0 -CH en C16
141.4 -CH=C- en C5
151.0 -CH=C- en C17
165.2 C=0 en -CONH en C20
EM-FAB* m/z 399 [M + 2H]*"
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3.3.5Sintesis de N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-
carboxamida (7).

Es un balén de tres bocas equipado con un agitador magnético, se adicionaron 100 mg
(0,25 mmol) de la N-ciclohexil-3f3-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6), 308 mg
(4,17 mmol) de carbonato de litio (Li,COs3), 206 mg (2,37 mmol) de bromuro de litio (LiBr)
y DFM (1,4 mL). La suspension resultante se agité con calentamiento suave y se le
adiciond una solucion de bromo (0,3 mL) en dioxano (8,3 mL) (880 pL). La mezcla de
reaccion resultante se sometié a reflujo (3 horas), a temperatura maxima de 80 °C, hasta
la desaparicién de la materia prima que fue monitoreada por CCD. Transcurrido el tiempo
de reaccion, la suspension se filtr6 al vacio y al filtrado se le adicion6 una solucion de
bicarbonato de sodio y tiosulfito de sodio (12 mL) hasta la formacion de un precipitado
amarillento esponjoso, que se filtr6 al vacio, se sec6 y se purificd por cromatografia en
capa fina preparativa obteniendo Ila N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-
carboxamida (7) con un rendimiento del 70 % (Figura 12, Tabla 5, Anexo A Figuras 41 a
44).

Figura 12. Oxidacién de Shapiro para la obtencién de la N-ciclohexil-3-oxoandrostan-
4,6,16-trien-17-carboxamida (7).

NH =0

\O Li,CO;, LiBr

DFM

Br,/Dioxano
80°C
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Tabla 5. Propiedades fisicas, datos espectroscépicos y espectrométricos de la N-
ciclohexil-3-oxoandrosta-4,6,16-trien-17-carboxamida (7).

Propiedad Estructura
Aspecto Sdlido blanco amorfo

Formula molecular CosH3sNO,

Peso molecular (uma) 393

Punto de fusion (°C) 175-178

Solubilidad: Cloroformo, diclorometano.

UV (MeOH) A...: 282 nm

Datos espectroscopicos

IR (KBr) v, (cm™)

3355 (m) (Est) N-H
2932 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CHjs
2854 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH,-
1653 (f) (Est) C=0 en C3
1646 (f) (Est) C=0 de -(C=0)-NH- en C17
1617 (m) (Est) -C=C-
1522 (f) (Flex) N-H (banda Il) en C17
1450 (m) (Flex) -CH,-
1350 (m) (Flex) -CHs
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) (J en Hz) Asignacion
1.02 (s, 3H) -CH; en C18
1.15 (s, 3H) -CH; en C19
5.70 (s, 1H) =CH-en C4
5.98 (d, °J = 4.0, 1H) =CH- en C6
6.15 (s, 1H) =CH- en C16
6.26 (dd, J =3.2,1.7, 1H) =CH- en C7
RMN ™C (CDCl;, 100 MHz) 5 (ppm) Asignacion
16.3 -CH; en C18
16.4 -CH; en C19
123.9 =CH-en C4
128.4 =CH- en C6
133.6 =CH-en C7
140.3 =CH- en C16
151.0 CH=C- en C17
163.5 CH=C- en C5
164.8 C=0 en -CONH en C20
199.5 C=0enC3
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Tabla 5. (continuacion)

RMN DEPT 90 (ppm)
123.9 =CH-enC4
128.4 =CH-en C6
133.6 =CH-en C7
140.3 =CH- en C16

EM-APCI m/z 394.15 [M + H]™

3.3.6 Sintesis de N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-
carboxamida (8).

A un balén de tres bocas equipado con un agitador magnético se le adicionaron 100 mg
(0,25 mmol) de N-ciclohexil-3p-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida y se
disolvieron en N-metilpiperidona (360 pL) y tolueno (10 mL). La mezcla de reaccién se
sometié a calentamiento bajo reflujo en un aparto de Dean-Stark y una vez extraida una
fraccion de 10 mL del destilado, se adicionaron 94 mg (0,46 mmol) de Al(iPro)s
sometiendo nuevamente a reflujo bajo atmésfera de nitrégeno con agitacion constante
por un periodo de 5 horas. El avance de la reaccion se monitore6 por CCD y una vez
concluida, la mezcla se concentr6 en el rotavapor y el residuo resultante se extrajo con
mezcla AcOEt (10 mL):agua destilada (5 mL). La fase acuosa resultante, se extrajo con
AcOEt (2X10mL) y todas las fases organicas se reunieron y extrajeron sucesivamente
con HCI 5% (10 mL), NaHCO; 10% (10 mL) y agua destilada (10 mL). Acto seguido, se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se les evaporé el disolvente en rotavapor. El
compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8) se obtuvo como
s6lido amarillo que se purificé por cromatografia en capa fina preparativa en un sistema
de n-hexano-AcOEt (6:4), con un rendimiento del 70% (Figura 13, Tabla 6, Anexo A
Figuras 45 a 50).

Figura 13. Oxidacion de Rupert Viktor Oppenauer (Graves et al., 2006) para la obtencion
de N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8).
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Tabla 6. Propiedades fisicas, datos espectroscopicos y espectrométricos del N-ciclohexil-
3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8).

Propiedad Estructura
Aspecto Soélido blanco amorfo

Formula molecular CoH3NO,

Peso molecular (uma) 395

Punto de fusion (°C) 165-168

Solubilidad: Cloroformo, diclorometano.

UV (MeOH) A...: 239 nm

Datos espectroscopicos

IR (KBr) Vo (cm™)
3320 (m) (Est) N-H
2918 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CHjs
2855 (f) (Est) (Sim) (Asim) C-H de -CH,-
1647 (f) (Est) C=0 en C3
1636 (f) (Est) C=0 de -(C=0)-NH- en C17
1527 (f) (Flex) C-N-H (banda Il)
1451 (m) (Flex) -CH,-
1349 (m) (Flex) -CHs
RMN 'H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm) (J en Hz) Asignacién
1.00 (s, 3H) -CH; en C18
1.04 (s, 3H) -CH; en C19
5.73 (s, 1H) =CH-en C4
6.23 (s, 1H) =CH- en C16
6.76 (s, 1H) -(C=0)-NH- en C17
RMN "°C (CDCl;, 100 MHz) & (ppm) Asignacion
16.4 -CH; en C18
17.2 -CH; en C19
123.9 =CH-en C4
134.2 =CH- en C16
150.9 CH=C- en C17
164.9 C=0 en -CONH en C20
170.3 CH=C- en C5
199.5 C=0enC3
EM APCI m/z 396.20 [M + H]"
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4. EVALUACION BIOLOGICA

4.1 Procedimientos experimentales generales.

Para los ensayos in vivo se utilizaron hAmsteres machos de la cepa dorada con peso
promedio entre 200-250 g de 10 semanas de edad, provistos por la Unidad de
Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio-Bioterio (UPEAL-Bioterio) de
la Universidad Autbnoma Metropolitana-Xochimilco. Para la determinacion in vitro de la
actividad de la 5aR, se empleé tejido de prostata de un individuo de 53 afios de edad,
fallecido de diabetes e insuficiencia renal, que fue donado por el Dr. Juan Soriano del
Depto. de Patologia del Hospital General de la Ciudad de México. El tejido prostatico se
conservé a una temperatura de -70°C. Para determinar la capacidad de unién de los
analogos sintetizados al RA, se utilizé citosol obtenido al centrifugar 140,000 xg
homogenados de préstata de rata de la cepa Wistar. Todos los procedimientos se
llevaron a cabo de acuerdo a las normas establecidas para el buen uso de animales de
laboratorio aprobado por el Comité Institucional de Uso y Cuidado de Animales de la
UPEAL-Bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana y de la Universidad Nacional
de Colombia, bajo el aval del comité de ética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia: Acta 03, Reunion del Comité de ética de la Facultad
de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia con fecha del 26 de Agosto del 2010
(Anexo B, Figura 54).

La testosterona marcada con tritio (T[1,2,6,7-°H], de actividad especifica de 95 Ci/mmol);
la mibolerona marcada con tritio (17a-metil->*H-MIB (MIB[®H], de actividad especifica de
70-87 Ci/mmol) y la androstenediona (4-androstene-3,17-dione[1,2,3,7-*H(N)] (4-
diona[*H] de actividad especifica 90 Ci/mmol, fueron proporcionados por Perkin-Elmer®
Life y Analytical Sciences (Boston, MA). Tanto la T, 5a-DHT, MIB, androstenediona y
androstandiona radioinertes se obtuvieron de Steraloids® y el NADPH vy lubrol PX fueron
de marca Sigma®. El liquido de centelleo Ultima Gold fue de marca Packard®. La
finasterida se obtuvo por extraccioén del medicamento Proscar® Merck, Sharp & Dohme.
La ultracentrifuga fue marca Beckman modelo Optima L-70K y la centrifuga, marca
Beckman modelo Allegra 6R con rotor SW 60 Ti, Beckman Instruments, Palo Alto, CA. El
analizador de centelleo fue marca Packard modelo Tri-Carb 2100 TR y los
homogenizadores de tejidos Ultra-Turrax IKA T18 Bésico, Wilmington, NC y Mill IKA A1l
Bésico. Se emplearon cromatofolios de aluminio HPTLC Keiselgel 60 F,s4 (20X20 cm)
marca Merck®.
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4.2 Obtencion de la fraccion citosolica de proéstata de
rata.

50 prostatas de rata se homogenizaron a 0°C empleando TEMD con inhibidores (2 Mm
PMSF y 5 mM leupeptina). Los homogenados se centrifugaron (140,000 x g, 60 minutos,
SW60 Ti rotor) y la fraccion citosolica correspondiente al sobrenadante del homogenado
de préstata de rata, se almacen6 a —70 °C (Revco) hasta su posterior empleo. Las
proteinas de citosol prostatico se determinaron por el Método de Bradford (1986).

4.3 Determinacion de la afinidad de union por el receptor
de andrégenos (RA) de los analogos del androstano
nueva sintesis.

Se incubaron una serie de tubos conteniendo: MIB[*H] (1 nM), mas concentraciones
crecientes de mibolerona no radiactiva (MIB) (10™° -10” M) y/o los compuestos a evaluar
2 a 8 por duplicado, disueltos en etanol (200, 800, 2000 nM), junto con triamcinolona
disuelta en etanol (200 nM) (este esteroide se utiliz6 para prevenir la interaccién de MIB
con los receptores de glucocorticoides y de progesterona). A dichos tubos, se les
adicionaron alicuotas de citosol de prostata (5 mg de proteina, determinada por el
método de Bradford en un volumen de 200 pL) e inhibidores de proteasas dejando en
incubacién por 18 h a 4 °C en presencia de buffer TEMD pH 8 (350 pL).

Una vez terminada la incubacién, a los tubos se les adicion6 una suspension de
hidroxiapatita (500 pL) y se incubaron por 15 min mas a 4°C sobre cama de hielo,
agitando en vortex cada 5 min. Los tubos se centrifugaron a 3700 rpm por 5 min,
desechando el sobrenadante y re-disolviendo el pellet formado en buffer Tris-Na,EDTA
pH 7.4 (1 mL). Este procedimiento se repitié 3 veces mas. Acto seguido, se agreg6 etanol
(1 mL) a cada tubo y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se
centrifugaron a 3700 rpm por 5 min tomando alicuotas del sobrenadante (600 uL), las
gue se mezclaron con liquido de centelleo Ultima Gold para finalmente leer en el
contador de centelleo la radiactividad debida a la MIB[*H] unida al receptor (Cabeza et
al., 1999a).

Con los resultados obtenidos, se construyeron curvas de concentracion versus
porcentaje de union al RA, a partir de las cuales se calcul6 la Clsg utilizando el programa
Sigma Plot version 12. La Afinidad Relativa de Union (ARU) se calculé de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

Cls, compuesto de referencia MIB[3H] x 100

%ARU =
% Cls, compuesto inhibidor
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4.4 Determinacion de la actividad inhibitoria de la enzima
5a-Reductasa tipo Il de los analogos del androstano
de nueva sintesis.

Tubos conteniendo T[1,2,6,7-°H] y/o diferentes concentraciones (10™ a 10° M) de F o
compuestos 2 a 8 disueltos en DMSO, se incubaron en un volumen final de 1 mL de
medio de reaccion (1 mM de ditiotreitol, buffer de fosfato 40 mM, a pH 6.5 y 2 mM de
NADPH). La reaccion se inicio al adicionar la fraccidon enzimatica (134 ug de proteina al
medio de reacciébn mencionado) y la incubacién se realizé a una temperatura de 37.5 °C
durante 60 min y se interrumpié adicionando CH,CI, (1 mL).

La fraccion de CH,CI, conteniendo a la 5a-DHT formada, se separ6 de la mezcla anterior
y se reservd. Acto seguido, la mezcla de reaccion se lavd con porciones adicionales de
CH,Cl, (5 x 1 mL) a fin de extraer la cantidad de 5a-DHT remanente. Todas las
fracciones de diclorometano se reunieron y el disolvente se evaporé a sequedad. El
residuo resultante, se disolvié en etanol (50 pL) y se aplico en una placa cromatogréfica
de gel de silice empleando estandares de T y DHT no radiactivas como referencia.
Dichas placas se eluyeron tres veces en mezcla CHCI;:Me,CO (9:1) y el factor de
retencién (Rf) de los estandares se determiné detectando a la T con luz UV y a la 5a-
DHT con acido fosfomolibdico.

Una vez eluidas las placas, las areas de la placa que tuvieron el mismo Rf que la 5a-DHT
se cortaron y a las tiras resultantes se les determiné el contenido de radiactividad en un
contador de centelleo (Packard tri-car 21000 TR) utilizando Ultima Gold como solucién de
centelleo (Cabeza et al., 1999a). Con la finalidad de calcular la Cls, (concentracion que
produce el 50 % de la inhibicién de la enzima 5aR) se evaluaron seis concentraciones
diferentes (10" a 10 M) por duplicado, de los compuestos sintetizados, bajo las mismas
condiciones a las indicadas en el péarrafo anterior. Con los resultados obtenidos, se
construyeron curvas de concentracion versus respuesta a partir de las cuales se calculé
la Clsq utilizando el programa Sigma Plot versién 12. Los resultados de este experimento
se muestran en el anexo B, Figura 52.

4.5 Determinacion del efecto de los analogos del
androstano de nueva sintesis sobre la enzima 17-
Hidroxiesteroide deshidrogenasa (AKR1C3).

El volumen final del medio de incubacién fue de 200 uL (1 mM ditiotreitol, buffer de

fosfatos 40 mM, a pH 7.5, 2.5 mM NADPH, A*androstendiona no radiactiva y 50 pL
DMSO). La reaccion se inicio al adicionar la fraccion enzimatica (134 ug de proteina al
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medio de reacciébn mencionado) y se llevé a cabo a una temperatura de 37.5 °C durante
30 min interrumpiéndola mediante adicién de AcOEt (200 uL).

La fraccion de acetato de etilo se separd del medio de incubacién, el cual a su vez se
extrajo 5 veces mas con el mismo disolvente. Las fases orgénicas resultantes, se
evaporaron a sequedad y el residuo obtenido se disolvio en EtOH:CHCI; (1:1) (500 pL) y
se aplico en una placa cromatogréfica de gel de silice empleando T, 5a-DHT, A’-
androstendiona, 5a-androstandiona y androstendiol no radiactivos como estandares de
referencia. La placa se eluyé en una mezcla de CHCl;:Me,CO (9:1) dos veces.

Tanto la T como la A*-androstendiona se visualizaron en la placa cromatogréafica con luz
UV a 254 nm y la presencia de la 5a-androstandiona se evidencio al rociar la fracciéon de
la placa correspondiente al estandar con una mezcla 1:1 de meta-dinitrobenceno al 2%
en etanol y una solucién etanélica 2.5 N de hidréxido sodio. La 5a-DHT y el androstendiol
se revelaron con &cido fosfomolibdico al 8% en metanol y posterior calentamiento. Las
areas correspondientes a los estandares mencionados, se cortaron y a las tiras
resultantes se les determind la radioactividad utilizando un contador de centelleo
(Packard tri-car 21000 TR) y Ultima Gold como solucién de centelleo (Cabeza et al.,
2011). Con la finalidad de calcular la Clsy (concentracion que produce el 50 % de la
inhibicion de la enzima) se evaluaron seis concentraciones diferentes (10-** a 10-* M) por
duplicado, de los compuestos sintetizados 2 a 8, bajo las mismas condiciones a las
indicadas en el parrafo anterior. Con los resultados obtenidos se construyeron curvas
dosis-respuesta a partir de las cuales se calculd la Clsg utilizando el programa Sigma Plot
version 12. Los resultados de este experimento se muestran en el anexo B, Figura 53.

4.6 Determinacion de la actividad farmacologica in vivo
de los analogos del androstano de nueva sintesis.

Para llevar a cabo las gonadectomias, los animales se anestesiaron con pentobarbital via
intraperitoneal previo ayuno y posteriormente se intervinieron quirdrgicamente retirando
los testiculos. La administracion de los esteroides a evaluar se realizdé 30 dias después
de la castracion. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en nueve grupos de
cuatro animales cada uno. Tres grupos, se utilizaron como control, a los que se les
administré por via subcutdnea: al primero, vehiculo (200 pL de aceite de sésamo); al
segundo, T (1 mg/Kg) y al tercero, T + F (1 mg/kg). Los grupos de tratamiento se
administraron simultdneamente con T (1 mg/Kg) y/o los esteroides 2 a 8 (2 mg/Kg), por
un periodo de 6 dias.

24 horas después de la ultima administracion, los animales se sacrificaron en camara de
CO,, y se les retird la préostata y las vesiculas seminales. Adicionalmente, se les midi6 el
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didmetro de la mancha pigmentada del érgano flanco con un vernier (Cabeza et al.,
2011). Los indices calculados a partir de los pesos de los érganos extirpados, en relacién
con el peso corporal, se compararon estadisticamente a través de un andlisis de varianza
y una prueba de Dunnet como test de comparaciones multiples, utilizando el Programa
JMP version 7. Los resultados de estos experimentos se muestran en las Figuras 20 y 21
(Seccion de Resultados y discusion).

4.7 Determinacion del coeficiente de reparto 1-
octanol/agua de los analogos del androstano de
nueva sintesis.

La determinacion del coeficiente de reparto (P) se llevé a cabo mediante los programas
MarvinSketch 5.5®-ChemAxon Ltd, ChembioDraw Ultra 12.0®-CambridgeSoft y
Molinspiration®. Adicionalmente se calculé la energia libre de transferencia que
representa la energia asociada al proceso de traspaso de 1 mol de sustancia de la fase
acuosa a la organica, representativo del paso de un compuesto a través de membranas
bioldgicas. Esta energia fue calculada mediante la ecuacion: AG,._ ., = —RTInP,

donde R representa la constante universal de los gases (8,314 ﬁ); T, la temperatura

en grados Kelvin y P el coeficiente de reparto.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis quimica

La sintesis de los compuestos objeto de este estudio inicié con el disefio de la ruta de
sintesis y la adaptacién de las reacciones del esquema sintético propuesto en la figura 7
a las condiciones de laboratorio.

La reaccién del bromoformo (bromaciéon en presencia de una base fuerte) sobre la
materia prima acetato de 16-deshidropregnenolona (1) (Zhu, et al., 2003) permitié la
obtencion del intermediario de sintesis acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxilico (2). Teniendo en cuenta, que durante esta reaccién, se produjo la hidrélisis
del acetato en C3 y que el alcohol generado resultaria sensible en la etapa subsecuente,
donde se requeriria de la formacién de un cloruro de acilo en C17; fue necesario proteger
dicho alcohol mediante una acetilacién con anhidrido acético y piridina originando al
acido 3B-acetoxiandrosta-5,16-dien-17-carboxilico de estructura 3. Una vez protegido el
alcohol en C3, el cloruro de acilo se formé in situ por reaccion del intermediario 3 con
cloruro de tionilo en presencia de piridina, dando origen al intermediario 4, a partir del
cual, se obtuvo la N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5) por
reaccion con ciclohexilamina.

Dado que los compuestos finales 7 y 8 deberian poseer una cetona insaturada en C3 (4-
en-3-ona y 4,6-die-3-ona, respectivamente) fue necesario llevar a cabo la hidrélisis
basica del acetato en C3 para obtener el alcohol 6, el cual posteriormente fue oxidado
por dos métodos diferentes. La oxidacion de Rupert Viktor Oppenauer (Graves et al.,
2006) con iso-propdxido de aluminio y metilpiperidona en tolueno, condujo al compuesto
8 (N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida). Mientras que la oxidacién de
Shapiro empleando carbonato de litio, bromuro de litio y bromo en N,N-dimetilformamida
(Cabeza et al., 1999b) condujo al compuesto 7 (N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-
17-carboxamida) (Figura 7).

5.2 Caracterizacion estructural

El intermediario de sintesis 2 (acido 3p-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico) fue
obtenido mediante la reaccion del haloformo sobre el acetato de 16-
deshidropregnenolona. En esta reaccion, la metilcetona en C20 de la materia prima se
halogend exhaustivamente en presencia de una base fuerte, seguida de una sustitucion
nucleofilica acilica, conduciendo a un acido carboxilico (Zhu, et al., 2003). De manera
simultanea, se llevé a cabo la hidrélisis del acetato en C3, como resultado de las
condiciones bésicas de la reaccion. La identidad del intermediario de sintesis acido 3p3-
hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2) asi obtenido (Rendimiento) se determiné
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mediante el andlisis de sus espectros de IR, RMN y masas como se describe a
continuacion.

En el espectro de IR (anexo A, Figura 22) se observan bandas de absorcion entre 3600 y
3200 cm™ caracteristicas de estiramientos de enlaces O-H para alcohol y &cido
carboxilico, respectivamente. En 1693 cm™ se observa una banda de intensidad fuerte
debida al estiramiento del enlace C=0 para grupo carbonilo de &cido carboxilico, que es
confirmado con las sefiales para el estiramiento C-O en 1240 y 1041 cm™y una banda
débil de flexion fuera del plano del enlace C-OH en 957 cm™.

En el espectro de RMN *H (anexo A, Figura 23) a un & de 1.43 y 1.56 ppm, se observan
dos sefales simples que integran para 3 hidrogenos cada una, caracteristicas de
hidrégenos unidos a carbonos sp®, correspondientes a los metilos angulares C18 y C19,
respectivamente. Como se aprecia, los hidrégenos del metilo angular 18 presentan un
desplazamiento quimico menor respecto al metilo 19, por encontrarse cerca del cono de
proteccion que origina la nube electronica del grupo carbonilo en el C20. Adicionalmente,
en 5.82 ppm se observa una sefial doble que integra para un hidrogeno, con una
constante de acoplamiento a 3 enlaces de distancia de 4.4 Hz, correspondiente al
hidrégeno vinilico sobre C6, acoplado con el hidrégeno sobre C7. También se observa
una sefal simple en 7.21 ppm que integra para un hidrégeno, correspondiente al
hidrégeno vinilico en C16. Finalmente, a campo bajo en 11.36 ppm se observa la sefal
caracteristica para un hidrégeno de acido carboxilico.

En el espectro de RMN *C (anexo A, Figura 24) se observa una sefial en 71.3 ppm de
un carbono sp® base de oxigeno correspondiente al alcohol en C3, asi como también las
sefiales en 120.8 y 143.6 ppm correspondientes a los carbonos sp? en C6 y C16,
respectivamente y una sefial en 165.6 ppm caracteristica del grupo carbonilo de acido
carboxilico en C20.

Los crosspeak observados en el espectro de correlaciéon heteronuclear HMQC para el
intermediario de sintesis 2 (Figura 14), entre oy 1.33 y 0¢ 15.26, y entre dy 1.54 y &¢
18.85 permitieron diferenciar las sefiales de los metilos angulares C18 y C19
respectivamente. De igual modo, las correlaciones a un enlace para los carbonos sp?
entre 645.81 y 8¢ 120.8, y entre &y 7.20 y &¢ 143.43 permitieron asignar los hidrégenos y
carbonos para las posiciones 6 y 16 respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Espectro HMQC del acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).
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El espectro de correlacion heteronuclear HMBC para el intermediario de sintesis 2
(anexo A, Figura 25), permiti6 asignar las sefiales de los carbonos C5 y C17 dadas las
correlaciones H—C observadas entre &y 1.56 y &c 142.52 que fue asignada al
acoplamiento a 3 enlaces entre el metilo angular en H19 y el carbono C5, y la observada
entre &4 1.43 y &c 147.41, correspondiente al acoplamiento a 3 enlaces entre el metilo
angular en H18 y el carbono C17.

En el espectro de masas por impacto electronico (EMIE) (anexo A, Figura 26) para el
intermediario de sintesis 2, se observé un i6n molecular de m/z 316, correspondiente al
peso molecular esperado para el mismo. Se aprecia la pérdida de 18 unidades a partir
del ion molecular, produciendo el i6n m/z 298, correspondiente a la pérdida de una
molécula de agua, caracteristica para alcoholes secundarios como el encontrado en C3.
A partir de este fragmento, se produce el fragmento m/z 283, por pérdida de un grupo
hidroxilo (-17 unidades) caracteristica de acidos carboxilicos.
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Teniendo en cuenta, que durante la reaccion del bromoformo se produjo la hidrélisis del
acetato en C3, y que el alcohol generado resultaria sensible en la etapa subsecuente,
donde se requeriria de la formacién de un cloruro de acilo en C17; fue necesario proteger
dicho alcohol mediante una acetilacién dando origen al acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-
dien-17-carboxilico (3) cuya identidad se determind mediante el andlisis de sus
espectros de IR, RMN y masas como se describe a continuacion.

En el espectro de IR (anexo A, Figura 27) se observa la aparicibn de una banda de
intensidad fuerte en 1734 cm™ caracteristica del estiramiento C=0 del carbonilo del grupo
éster en C3. La presencia de dicho grupo se confirmé con la banda en 1254 cm™ debida
al estiramiento asimétrico C-O-C. Adicionalmente se sigue observando en 1680 cm™ la
banda del grupo carbonilo del acido carboxilico en C20.

En el espectro de RMN *H, (anexo A, Figura 28) del intermediario 3 a diferencia de 2, se
observa la aparicion de un singulete en 2.03 ppm, que integra para tres hidrogenos, el
cual corresponde al metilo del acetato formado en C3. Por otro lado, las sefiales de los
hidrégenos vinilicos sobre C6 y C16 se observan como un doblete y singulete a 5.38 y
6.93 ppm, respectivamente. Las sefiales para los metilos angulares 18 y 19 aparecen
como sefiales simples que integran para 3 hidrégenos, en 1.0 y 1.06 ppm,
respectivamente y la correspondiente al H3 en 3.72 ppm como un multiplete.

En el espectro de RMN *3C (anexo A, Figura 29) se observa el mismo patrén de las
sefales que en el intermediario 2, salvo la aparicién de una nueva sefial en 170.5 ppm
caracteristica de un grupo carbonilo de éster y una nueva sefial en 21.4 ppm para un
carbono sp® del metilo del acetato, que se encuentra desprotegido por estar unido a un
grupo carbonilo. Esto confirmé la formacién del éster acetato en posicién C3.

En el espectro de masas por impacto electrénico (EM-IE) (anexo A, Figura 30) se
observa el ién cuasi-molecular [M + 1] m/z 359, que confirma el peso molecular del
intermediario 3 mas un hidrogeno. Se observa la pérdida de 42 unidades
correspondiente a una cetena (CH,=C=0) produciendo el ion m/z 316, confirmando la
acetilacion en C3. A partir de éste i6n, se deriva el pico base m/z 298 por perdida de
agua (-18 unidades) a partir del alcohol secundario en C3 o también puede ser derivado
a partir del i6bn molecular por perdida de acido acético (-60 unidades).

Una vez protegido el alcohol en C3, se procedio a la formacién de la amida en C17 previa
formacion in situ del respectivo cloruro de acilo 4 (Figura 7) dando lugar al analogo
novedoso N-ciclohexil-33-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5) cuya identidad
se determind mediante el analisis de sus espectros de IR, RMN y masas como se
describe a continuacion.

En el espectro de IR (anexo A, Figura 31) del analogo novedoso 5, se observa una banda
de intensidad media en 3316 cm™ caracteristica del estiramiento N-H para amida
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secundaria, que se confirma con la banda Il de flexion N-H en 1526 cm™. Cabe
mencionar, que dada la forma e intensidad de dicha banda de absorcién, se podria
encontrar sobrepuesta con la banda de estiramiento O-H de &cido carboxilico.

En el espectro de RMN 'H (anexo A, Figura 32), se observa un singulete ensanchado,
gue integra para 1 hidrogeno, en 6.74 ppm, caracteristico del hidrogeno de la amida en
C17. Dado que los hidrogenos del grupo N-ciclohexilo de la N-ciclohexilcarboxamida se
encuentran ubicados a campo alto, enmascarados en la zona entre 2.3 y 2.0 ppm donde
también aparecen gran parte de las sefiales del nuacleo esteroidal, fue dificil su
asignacion. Sin embargo, siguen aprecidndose las sefiales caracteristicas de los metilos
angulares H18 y H19, en 1.01 y 1.14 ppm, respectivamente.

En el espectro de RMN *C, (anexo A, Figura 33) para 5, se observa un patrén de
sefales similares a las del intermediario de sintesis 3, diferencidndose por la aparicién de
una sefial en 165.1 ppm, correspondiente al carbonilo de amida formado en C20. Los
crosspeak observados en el espectro de correlacion heteronuclear HSQC para 5 (anexo
A, Figura 34), permitieron establecer las correlaciones para los carbonos sp” entre &,
5.99 y 8. 129.1 (122.1 ppm, segun espectro unidimensional, Figura 33, anexo A), y entre
On 6.25 y Oc 134.5 (134.8 ppm, segun espectro unidimensional, Figura 33, anexo A)
caracteristicas de C6 y C16, respectivamente.

En el espectro de masas por la técnica FAB" para el analogo novedoso 5 se encuentra
un i6n cuasi-molecular [M+H]" m/z 440, que confirma su peso molecular mas un
hidrégeno (anexo A, Figura 35).

Luego de llevarse a cabo la formacién del grupo N-ciclohexilcarboxamida en C17, el
siguiente paso consistié en la desproteccion del alcohol en C3 a fin de llevar a cabo su
posterior oxidacion. La desproteccion del alcohol en C3 de 5 se llevé a cabo mediante
hidrolisis basica obteniéndose el analogo novedoso N-ciclohexil-3B-hidroxiandrostan-
5,16-dien-17-carboxamida (6), cuya identidad fue determinada mediante el analisis de
sus espectros de IR, RMN y masas como se describe a continuacion.

En el espectro de IR (anexo A, Figura 36) se observa una banda de absorcién de media
intensidad en 3433 cm™ correspondiente al estiramiento N-H del grupo amida asi como
también se aprecia la aparicion de una banda de intensidad fuerte en 3306 cm™ asignada
el estiramiento del enlace O-H del alcohol formado en C3. Se observa también, la
desaparicion de la banda en 1734 cm™ del carbonilo del grupo acetato.

En el espectro de RMN *H, (anexo A, Figura 37) de 6, se observa una sefial ensanchada
y desplazada a campo bajo en 6.71 ppm, caracteristica de un hidrogeno de amida. Asi
como las sefales correspondientes a los metilos angulares H18 y Hal9 en 1.04 y 1.13
ppm, respectivamente y las sefiales de los hidrogenos vinilicos H6 y H16 en 5.97 y 6.26
ppm, respectivamente. Adicionalmente, se aprecia la sefal del H base de acetato en C3
en 3.78 ppm.
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El espectro de RMN **C de 6, (anexo A, Figura 38) posee un patron similar de sefiales al
compuesto 5, sin embargo se observa la desaparicion de la sefial en 170.6 ppm asignada
al carbonilo del éster acetato en C3, con lo que se confirma que se llevd a cabo la
obtencion del alcohol deseado en dicha posicion.

En el espectro de masas por la técnica FAB" para el analogo novedoso 6 se encuentra
un ién cuasi-molecular [M*+2H]*" m/z 399, que confirma su peso molecular mas dos
hidrogenos (anexo A, Figura 39).

La estructura del andlogo novedoso N-ciclohexil-3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxamida (6) se confirm6 de manera inequivoca a través de su analisis de difraccion
de rayos X (anexo A, Figura 40) permitiendo corroborar la formacion del grupo N-
ciclohexilcarboxamida en posicién C17. La estructura cristalina claramente muestra la
presencia de la N-ciclohexilcarboxamida sobre C17 y la disposicion B de los metilos
angulares C18 y C19, caracteristica también esencial de la materia prima de partida 1.
Se aprecia asimismo, la presencia del alcohol en C3 con disposicion (3, asi como los
dobles enlaces en C5 y C16 que confieren cierta planaridad a los anillos B y D del nucleo
androstano. También es posible observar la fusion de anillos B-C trans y C-D trans.

Una vez desprotegido el alcohol en C3, el siguiente paso consistid en realizar su
oxidacion por dos rutas diferentes; una mediante reaccion de Rupert Viktor Oppenauer
(Graves et al., 2006), ampliamente utilizada en la sintesis de esteroides para la formacion
de sistemas A*®-ceto-esteroides, a partir de A®-3-hidro-esteroides (Almeida, Kocovsky, &
Backvall, 1996). Mediante dicha reaccién, se obtuvo una cetona a, B insaturada o entidad
4-en-3-ona como la obtenida en el analogo novedoso final 8. El otro método de oxidacién
de 6 consisti6 en la oxidacion de Shapiro (Cabeza et al., 1999b), reaccion de bromacion-
deshidrobromacion usando bromo en DFM en presencia de LiBr y Li,CO; para la
formacion de una cetona a,[3,y,06-insaturada o entidad 4,6-dien-3-ona como la obtenida en
el analogo novedoso final 7. Para la oxidacion de Oppenauer, los procedimientos iniciales
contemplaban la utilizaciéon de ciclohexanona como molécula aceptora de hidruros, pero
debido a la dificultad de separar contaminantes originados por condensaciones aldélicas
de este reactivo, se reemplazé por la 1-metil-4-piperidona, que presenta una ventaja al
momento de purificar los productos insaturados esperados (Raggio & Watt, 1976;
Almeida, Kocovsky, & Backvall, 1996). La identidad de los analogos novedosos finales N-
ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7) y N-ciclohexil-3-oxoandrostan-
4,16-dien-17-carboxamida (8) fue determinada mediante el analisis de sus espectros
de IR, RMN y masas como se describe a continuacion.

Los espectros de IR (anexo A, Figuras 41 y 46, respectivamente) para ambos
compuestos presentaron un patron de bandas de absorcidon muy similar entre ellos,
observandose en ambos casos, la desaparicion de la banda correspondiente al alcohol
en C3y la aparicion de una banda en 1647 cm™ caracteristica de una cetona conjugada
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con un doble enlace como las presentadas en 7 (cetona a,B-insaturada) y 8 (cetona
a,B,y,0 —insaturada).

En el espectro de RMN 'H (anexo A, Figura 42) para el analogo novedoso 7, se observan
las siguientes sefiales: s en 570, d en 598, s en 6.15 y dd en 6.26 ppm
correspondientes a los hidrégenos vinilicos H4, H6, H16 y H7, respectivamente, de la
cetona a,B,y,0-insaturada. La sefial doble de doble se asign6 al hidrégeno vinilico en C7,
gue por presentar mayor conjugacion y por ende mayores estados resonantes vs el
hidrégeno vinilico en C6, se encuentra menos apantallado y por lo tanto, se desplazada a
campo bajo respecto al hidrogeno vinilico en C6. La multiplicidad doble de doble de dicha
sefial, es debida al acoplamiento que presenta este hidrogeno vinilico a tres enlaces de
distancia con los hidrégenos vecinales en C6 y C8 a quienes se acopla con diferentes
constantes de acoplamiento. La sefal doble del hidrégeno vinilico sobre el C6 es debida
Unicamente al acoplamiento que presenta con el hidrogeno vinilico sobre C7.
Adicionalmente, se observa una sefial s en 6.15 ppm que integra para 1H,
correspondiente al hidrogeno vinilico H16.

En el caso del compuesto 8, en el espectro de RMN *H (anexo A, Figura 47) se observa
la formacion de la cetona a,B-insaturada por la aparicion de una sefal simple que integra
para 1H, correspondiente al hidrégeno vinilico H4 en 5.73 ppm y desaparicion de la sefial
simple en 5.97 ppm correspondiente al hidrégeno vinilico en C6 que se observaba en el
compuesto predecesor 6. Adicionalmente, se aprecia una sefial s en 6.23 ppm que
integra para 1H, correspondiente al hidrégeno vinilico H16. La sefal del hidrégeno de
amida esta ca. 6.7 ppm.

En los espectros de RMN **C (anexo A, Figuras 43 y 48) para los compuestos 7 y 8, se
aprecia la desaparicion de la sefial en 71.6 ppm caracteristica de enlace sencillo C-O de
alcohol, y aparece una sefial en 199.5 ppm caracteristica de una cetona. Ambos
compuestos presentan patrones de sefiales similares en RMN **C siendo la diferencia
mas evidente en el compuesto 7, donde se observan cuatro sefiales caracteristicas de
los carbonos vinilicos en C4, C6, C7 y C16, los cuales se determinaron mediante
experimentos DEPT 90 (anexo A, Figuras 44 y 49) como los encontrados en 123.9,
128.4, 133.6, 140.3 ppm, respectivamente. Mientras que los carbonos con
desplazamiento quimico en 123.9, 134.2 ppm correspondian a los carbonos C4 y C16,
respectivamente del compuesto 8. La asignacion de los carbonos C5 y C17 de los
compuestos 8y 7, se llevd a cabo por deduccién de las sefiales restantes observadas en
los espectros de RMN *°C.

Los iones cuasi-molares [M+H]" observados en los espectros de EM-APCI en modo
positivo para los analogos novedosos del androstano finales 7 y 8 (anexo A, Figuras 45,
50, respectivamente) confirmaron los pesos moleculares esperados para dichos
compuestos (394.15 y 396.20 m/z respectivamente).
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5.3 Determinacion de la actividad bioldgica in vitro.

5.3.1 Determinacion de la afinidad de unién por el receptor de
andrégenos de los analogos del androstano de nueva
sintesis.

Todos los mecanismos enzimaticos para la biosintesis de esteroides endégenos como la
T y 5a-DHT, tienen como finalidad la interaccién de dichas andr6genos con su receptor
(RA), el cual presenta una funcién importante en la modulacion androgénica. Se ha
establecido que los niveles elevados de T y 5a-DHT estan relacionados con el desarrollo
de CP. Por lo que, dentro de las alternativas terapéuticas para el tratamiento de dicha
enfermedad se encuentra el bloqueo de la respuesta androgénica que se logra
antagonizando al RA convirtiéndose en un blanco terapéutico para el disefio de farmacos
(Bahashwan et al., 2011).

La determinacion de la estructura cristalina del RA en complejo con sus ligandos
naturales, las hormonas T y 5a-DHT, ha permitido una mejor comprension de las
interacciones moleculares que rigen esta unién. Se sabe que el dominio de unién al
ligando (LBD) del receptor de andrégenos, forma un cavidad con caracteristicas
hidrofobicas donde los residuos de aminoacidos no polares son capaces de estabilizar
por puentes de hidrogeno al ndcleo esteroidal de dichas hormonas (Fragkaki et al.,
2009).

Los estudios previos han demostrado que los andrégenos que se unen al RA con alta
afinidad, poseen un grupo carbonilo de cetona sobre C3 y un hidroxilo en C17, las cuales
son caracteristicas estructurales importancia en la T. Esto obedece a la capacidad que
presenta el atomo de oxigeno del grupo carbonilo para formar puentes de hidrégeno con
los residuos de aminoacidos arginina 752 y glicina 711 del receptor, ya sea de forma
directa o indirecta a través de su previa interaccién con moléculas de agua. Por otro lado,
el grupo hidroxilo puede ser estabilizado con residuos de aminoacidos polares como
treonina 877 y asparagina 705, presentes también en el LDB del RA (Figura 15) (Pereira
de Jesus-Tran et al., 2006; Fragkaki et al., 2009). Esta bien establecido que la remocién
del grupo hidroxilo en C17 del nucleo esteroidal conduce a una disminucioén en la afinidad
de union del esteroide por el LDB; por lo tanto la naturaleza de los sustituyentes en esta
posicion cumple una funcion importante para modular la interaccion de las diferentes
moléculas disefiadas sobre el RA.
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Figura 15. Interacciones de importancia entre el ligando endégeno 5a-DHT y el dominio
de unién al ligando del receptor de andrégenos. Las interacciones mostradas son tipo
puente de hidrogeno (Fragkaki et al., 2009).
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La afinidad de uniéon por el RA de los compuestos sintetizados en el presente trabajo de
investigacion, se llevé a cabo mediante un ensayo de competencia por la unién a éste
entre el ligando radiactivo (MIB[®H]) versus los compuestos sintetizados. En todas las
determinaciones se mantuvo constante la concentracion de MIB[*H] y se fue
aumentando gradualmente la concentracién de mibolerona no radioactiva (o ligando frio)
a fin de observar y cuantificar que conforme aumenta la concentracién de mibolerona no
radioactiva, el porcentaje de MIB[*H] unida al receptor disminuye. Lo anterior, debido a
que se genera una competencia entre la MIB[®H] y la MIB no radioactiva por ocupar los
mismos sitios de unién al receptor de andrégenos. A partir de estos resultados, se
construy6 una curva de saturacion de los sitios de unién al receptor de andrégenos,
donde en el eje Y se presenta el porcentaje de MIB[*H] unida al RA y en el eje X se
presenta la concentracion de los compuestos sintetizados (nM) evaluados (Figura 16).
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Figura 16. Afinidad de unién por el receptor de andrégenos de prostata de los analogos
del androstano de nueva sintesis 2 a 8.
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A partir del comportamiento observado en la Figura 16, se puede deducir que ni los
intermediarios de sintesis 2 y 3, ni los compuestos finales 5 a 8 desplazaron
significativamente a la MIB[*H] del dominio de unién al ligando del RA, lo que indica que
estos esteroides no se unen a dicho receptor. Sin embargo, se puede apreciar poca
afinidad por el RA de los esteroides 7 y 8, dado que desplazaron ligeramente a la
MIB[>H] del mismo. Un comportamiento similar se observa en estudios de Bahashwan et
al., 2011, donde se concluye que los esteroides con sistemas conjugados en el anillo A
gue semejan a la estructura de la T como en el caso de 7 y 8, pueden presentan afinidad
de unién por el RA debido a que posiblemente pueden establecer enlaces similares a la
T con los aminoacidos clave en el dominio de union al ligando. En consecuencia, la
entidad 4-en-3-ona y su extension a la entidad 4,6-dien-3-ona constituyen una
caracteristica estructural de importancia a considerar en el disefio de entidades quimicas
afines por RA.
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Cabe notar que a pesar de que la introduccién en el nicleo del androstano de la entidad
N-ciclohexilcarboxamida en C17 al igual que la T, podria favorecer la formacion de un
enlace por puente de hidrégeno con aminoacidos clave en el dominio de unién al ligando
del RA, no favorece la interaccién con el mismo, pues los compuestos sintetizados 5y 6
gue poseen solamente dicha caracteristica estructural sin presentar las entidades 4-en-3-
ona y 4,6-dien-3-ona no presentaron afinidad por el RA. Lo anterior hace suponer que
posiblemente el grupo N-ciclohexilcarboxamida al ser voluminoso, genere impedimento
estérico que impida la interaccién adecuada de dichos compuestos con los residuos de
aminoacidos que normalmente estabilizan el nucleo esteroidal dentro del dominio de
union al ligando del RA.

5.3.2 Determinacion de la actividad inhibitoria de la enzima 5a-
Reductasa tipo Il de los analogos del androstano de nueva
sintesis.

Se conocen 3 isoformas de la enzima 5aR (3-oxo-esteroide-4-en deshidrogenasa
{E.C.1.3.99.5}) las cuales presentan distribuciones particulares en diferentes tejidos
(Wang, Fan, Jin, Xing, & Niu, 2014). En tejido prostéatico, se expresa principalmente la
isoforma 2 (5aR2), la cual tiene una funcién enzimatica importante que modula la
respuesta androgénica y por tanto el desarrollo y mantenimiento del tejido prostético. Es
de resaltar, que la actividad catalitica exacerbada de ésta enzima, esta relacionada con
el desarrollo y progresion de patologias prostaticas como la HPB y CP. Por lo que su
inhibicion, se convierte en un blanco estratégico para el disefio racional de farmacos para
tratar estos padecimientos (Cabeza et al., 2011).

A la fecha, no existe informacion sobre la estructura cristalina de la enzima 5aR, lo que
dificulta establecer con certeza los mecanismos moleculares involucrados en la unién a
sus sustratos enddgenos. Los estudios in silico, en especial aquellos que no hacen uso
de la estructura 3D de la diana bioldgica, como los estudios QSAR, que correlacionan de
manera cuantitativa la estructura quimica de una serie de compuestos vs sus
propiedades biologicas, se consideran una herramienta valiosa para el disefio de
moléculas con mejores caracteristicas inhibitorias sobre este blanco terapéutico
(Aggarwal, Thareja, Bhardwaj, & Kumar, 2010b).

En el presente trabajo, la actividad de la enzima 5aR2 se determind al cuantificar la
cantidad de 5a-dihidrotestosterona tritiada (5a-DHT[H]) producida por la fraccién
membranal de homogenados de prostata humana, a partir de testosterona radiactiva
(T[1,2,6,7-3H]), en presencia ya sea, de los compuestos intermediarios de sintesis 2 'y 3,
los analogos novedosos finales 6 a 8 (Figura 7) o del inhibidor de comparacion finasterida
(F). Cabe mencionar, que para este ensayo, se trabajé con fraccion membranal, dado
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gue la ubicacion de la 5aR2 dentro de la célula blanco se encuentra a nivel de la
membrana celular (Thomas et al., 2008).

Los resultados de este ensayo, se reportan como concentracion inhibitoria 50 (Clsg), que
representa la concentracion a la cual se inhibe el 50% de la actividad enzimatica de la
5aR2. Como puede apreciarse en la Tabla 7, los intermediarios 2 y 3 presentaron
actividad inhibitoria débil (Clsg 1100 y 467 nM, respectivamente) en comparacién con el
patrén F (8.5 nM), lo cual era de esperarse, dado que dichas moléculas todavia no
presentan el farmacoforo para la enzima 5aR2 (un doble enlace conjugado a un grupo
carbonilo o entidad 4-en-3-ona, como en el caso del sustrato endégeno T); a pesar de
presentar una instauracion en su estructura sobre el C5 (Figura 7).

Tabla 7. Actividad inhibitoria de la 5aR2 de los andlogos del androstano de nueva
sintesis 2 a 8. Los valores de Clsy representan la concentracion de los esteroides
sintetizados para inhibir el 50% de la actividad enzimatica.

Compuesto Clso (nM)
acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17- carboxilico (2) 1100
acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3) 467
N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5) >100uM
N-ciclohexil-33-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6) 0.169
N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7) 0.105
N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8) 0.155
Finasterida 8.5

Cuando se llevo a cabo la introduccién de la ciclohexanocarboxamida en la posicion C17
del ndcleo androstano para dar origen al andlogo novedoso 5 (Figura 7), se observé la
pérdida de la actividad inhibitoria sobre la enzima 5aR2. Este hecho pudo obedecer, a
qgue dicho sustituyente podria estar generando impedimento estérico en la molécula 5
para interactuar adecuadamente con el sitio activo de la enzima. Aunado al hecho, de
gue también en esta molécula, se encuentra presente un grupo acetato en C3,
volviéndola ain mas voluminosa. Es de destacar, que el compuesto 5, tampoco posee el
farmacaforo para la enzima 5aR2 por lo que era de esperarse su carencia de actividad.

Al llevarse a cabo la hidrélisis del grupo acetato en C3 del compuesto 5 y dar origen al
analogo novedoso 6 (Figura 7), el cual posee el grupo N-ciclohexilcarboxamida en C17 y
carece del farmacoforo para la 5aR2, se logr6 un efecto positivo en la actividad
inhibitoria, ya que este compuesto resultd muy activo (Clsg 0.169 nM), incluso mas activo
gue el patrén F. Comparando la estructura del intermediario de sintesis 2, con el analogo
novedoso 6 (Figura 7) la Unica diferencia radica en que el primero carece de la N-
ciclohexilcarboxamida en C17, por lo cual se puede considerar que la insercién de dicha
entidad al nucleo del androstano favorece la actividad inhibitoria de la enzima 5aR2, a
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pesar de que el compuesto 5, que también posee dicha caracteristica estructural, haya
resultado inactivo.

Los hallazgos anteriores, permiten confirmar la hipotesis formulada en este trabajo
referente a que la introduccion de grupos lipofilicos y voluminosos tipo ciclohexilamida
sobre C17, serian benéficos para mejorar la actividad inhibitoria de la 5aR2. Hay que
aclarar, que aunque dicha hipétesis tuvo como fundamento los estudios orientados a la
optimizacion de 4-azaesteroides (Kurup et al., 2000) y los nuevos compuestos de la
presente investigacion no pertenecen a este grupo de esteroides, los hallazgos
encontrados en este estudio permiten sugerir a dicha caracteristica estructural como
importante para el disefio de nuevas moléculas como inhibidores de la enzima 5aR2.

Una vez evaluado el efecto del grupo ciclohexilamida sobre la actividad inhibitoria de la
5aR2, se procedié a evaluar el efecto de dos diferentes grupos farmacoféricos sobre la
misma: a) la entidad 4-en-3-ona o cetona a,f insaturada presente en el sustrato
endégeno T, y b) la entidad 4,6-dien-3-ona o cetona q,B,y,d insaturada establecida
empiricamente por estudios previos (Aggarwal et al.,, 2010a; Aggarwal, Thareja,
Bhardwaj, & Kumar, 2010b; Arellano et al., 2011). Esta bien establecido que porciones
electrofilicas en los anillos A y B del nucleo esteroidal, en derivados del pregnano,
favorecen la actividad inhibitoria de la enzima 5aR2, ya que los compuestos resultantes,
gue poseen dichas caracteristicas, actGan como sustratos suicidas de la misma. Como
se observa en la Tabla 7, la entidad 4-en-3-ona presente en el analogo novedoso 8
(Figura 7) produce un aumento de la actividad inhibitoria de la 5aR2 respecto al
compuesto 6 que carece de la misma. Adicionalmente, se puede ver que al llevarse a
cabo la extension de la conjugacién de dicha entidad para dar origen a la entidad 4,6-
dien-3-ona, como ocurre en el analogo novedoso 7 (Figura 7), se favorece también
considerablemente la actividad inhibitoria, siendo incluso dichos compuestos mas activos
que el farmaco de referencia F (Clsy 0.155, 0.105, 8.5 nM respectivamente, para 8, 7y F).
A partir de este hallazgo, se confirma la hip6tesis referente a que la extensién en la
conjugacion de la entidad 4-en-3-ona produce una region mas electrofilica en la
molécula, lo cual es benéfico para convertirse en un sustrato mas facilmente reducible
por la enzima 5aR2 (Aggarwal et al., 2010a; Aggarwal, Thareja, Bhardwaj, & Kumar,
2010b; Bahashwan et al., 2011). En relacion a la entidad N-ciclohexilcarboxamida en C17
es de importancia destacar que esta puede estar actuando como grupo auxoférico pues
se cree que interacciona con una region lipofilica de la enzima para favorecer la
formacion de un complejo 5aR2-anélogo del androstano mas estable que el formado
entre 5aR2-T, lo que limita la accién reductora de la enzima por su sustrato endégeno Ty
por ende se reduce la formaciéon de 5a-DHT.

De acuerdo a estos resultados, se puede inferir que existe una relacion estructural de
importancia entre el grupo N-ciclohexilcarboxamida en C17 y el grado de instauracion de
los anillos A y B del esteroide, adicionalmente se comprueba que la extension en la
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conjugacion de la entidad 4-en-3-ona para dar lugar a la entidad 4,6-dien-3-ona, favorece
la actividad inhibitoria de la 5aR2 (Figura 17).

Figura 17. Caracteristicas estructurales de importancia en anélogos del androstano para
conferir actividad inhibitoria sobre la enzima 5aR2 derivadas en el presente estudio
(esquema realizado con el programa ChembioDraw Ultra 12.0®-CambridgeSoft).

El grupo ciclohexano carboxamida
incrementa sustancialmente la actividad inhibitoria de la 5aR2
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Farmacoforo para la reduccion enzimatica mejora la actividad inhibitoria de la 50 R2

5.3.3 Determinacién del efecto de los analogos del androstano de
nueva sintesis sobre la enzima 17B-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa (AKR1C3).

Como se menciond en el apartado 1.2, la enzima 17B-HSD cataliza la formacion de T a
partir de A’-androstendiona (4-diona), y contribuye al desarrollo de patologias
prostaticas, por lo que se convierte en un blanco terapéutico para el tratamiento de HPB
y CP (Qiu, Zhou, Labrie, & Lin, 2004; Luu-The, Bélanger, & Labrie, 2008). Por su
importancia en la biosintesis de esteroides, se determiné el posible efecto inhibitorio in
vitro tanto de los analogos novedosos finales 5 a 7 como los intermediarios de sintesis 2
y 3 sobre la actividad catalitica de esta enzima.

El ensayo se basa en la determinaciéon de T[*H] que se forma al incubar la fraccién
membranal de préstata humana, en presencia de la A*-androstendiona[®H] (Figura 18)
como sustrato endogeno (Cabeza, et al., 2015).
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Contrario a lo esperado, se observo que los compuestos causaron un aumento en la tasa
de formacién de T[*H] respecto al control (Tabla 8). (El control hace referencia a todos
los reactivos a excepcion de los compuestos a evaluar, con este blanco se obtiene un
valor maximo de conversién de T[*H] a partir de la A*-androstendiona[®H]). Esto hace
pensar que los compuestos, por algiin mecanismo desconocido, favorecen la actividad
catalitica de la enzima 17BHSD. Este comportamiento fue observado para todos los
analogos sintetizados y aunque no es evidente que exista una relacion entre la estructura
de los compuestos evaluados y su actividad mostrada, se puede deducir que el
compuesto 7, requiere de una concentracibn mayor para provocar dicho efecto en
comparacion con los restantes compuestos.

Figura 18. Sintesis de T a partir de A*-androstendiona (esquema realizado con el
programa ChembioDraw Ultra 12.0®-CambridgeSoft).

OH

NADPH NADP+

NS

17B-HSDS5

4-androsten-3,17-diona Testosterona

Tabla 8. Efecto de los andlogos del androstano de nueva sintesis 2 a 7 sobre la 178-
HSD5. Los Valores de CEs, representan la concentracion de los analogos del androstano
sintetizados para mejorar en un 50% la actividad catalitica de la enzima.

Compuesto CEso (nM)
acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2) 5.3
acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3) 0.0663
N-ciclohexil-33-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5) 2.6
N-ciclohexil-33-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6) 0.0371
N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7) >100

La figura 19 pretende explicar el mecanismo de accion presentado por los analogos
novedosos del androstano 6 a 8 obtenidos por sintesis en el presente estudio. Por un
lado, dichos compuestos no presentaron afinidad por el receptor de andrégenos por lo
cual no pueden bloquear la respuesta androgénica causada por sus ligandos endégenos
5a-DHT y T. Por otro lado, los analogos 6 a 8 resultaron activos como inhibidores de la
enzima 5aR2 causando una disminucién en la biosintesis de 5a-DHT a partir de T in vitro
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en tejido prostatico. Esto ultimo, es de importancia dada la implicacion de dicho
metabolito en el agrandamiento de la préstata (Andriole et al., 2004; Timms & Hofkamp,
2011). Sin embargo, contrario a lo esperado, los analogos novedosos finales 6 y 7
favorecieron la actividad catalitica de la enzima 17B-HSD in vitro provocando un aumento
de T a partir de A*-androstendiona en tejido prostatico. Los resultados obtenidos
permiten suponer que los nuevos analogos sintetizados, podrian modificar dos rutas
androgénicas de importancia, por un lado los compuestos 6 y 7 estarian produciendo un
efecto anabolico leve, debido a un incremento en la biosintesis de T como consecuencia
de la actividad catalitica de la 17B-HSD (Borst, Lee, Conover, & Stephen, 2005; Isbarn et
al., 2009) y por otro lado estan evitando los efectos androgénicos indeseables sobre la
préstata debido a la inhibicién de la enzima 5aR2, como consecuencia se disminuyen los
niveles de 5a-DHT (Simdes et al., 2013).

Se ha podido establecer que en algunos hombres maduros como proceso natural de su
envejecimiento se produce una disminucion en los niveles intra-prostaticos de T,
asociados con la pérdida de fuerza, masa muscular y densidad mineral ésea; disminucién
del deseo sexual y disfuncién eréctil, asi como también disminucién de las funciones
cognitivas. También se ha establecido que la diminucién de los niveles de T en edad
madura estan directamente relacionados con un aumento en los niveles intra-prostaticos
de 5a-DHT, andrégeno directamente relacionado con la progresién de HPB y CP (Leder,
2007). Por lo tanto, un abordaje I6gico en el tratamiento de estas patologias consistiria en
aumentar la concentracion de T y disminuir los niveles de 5a-DHT, modulando
selectivamente la sintesis de androgenos mediante terapia farmacoldgica. Todo esto
orientado por un lado, a restablecer la accion fisioldgica de la T y por otra parte
reduciendo los mecanismos de proliferacion celular intra-prostaticos activados por la 5a-
DHT (Vasconsuelo, Pronsato, Ronda, Boland, & Milanesi, 2011; Vasconsuelo, Milanesi, &
Boland, 2013).
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Figura 19. Mecanismo de accion propuesto para los analogos del androstano de nueva
sintesis en la formacion de testosterona a partir de 4-diona e inhibicién de la enzima
5aR2 (DHEA=dehidroepiandrosterona) (4-diona=A*-androstendiona) (esquema realizado
con el programa ChembioDraw Ultra 12.0®-CambridgeSoft).
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5.4 Evaluaciéon Farmacolégica in vivo de los analogos
del androstano de nueva sintesis.

El ensayo in vivo se fundamenta en la capacidad de los compuestos para prevenir el
crecimiento de oOrganos dependientes de andrdgenos enddgenos como la préstata,
vesiculas seminales y la mancha pigmentada del érgano del flanco de hamsteres
gonadectomizados y tratados con T exégena.

5.4.1 Efecto de los analogos novedosos del androstano 5 a 8 e
intermediarios de sintesis 2 a 3 sobre el 6rgano del flanco de
hamsteres macho castrados.

Los érganos del flanco, son complejos pilosebaceos que se encuentran en la parte dorsal
del hdmster y se distinguen como dos manchas pigmentadas. En el macho miden 8 mm
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mientras que en las hembras 2 mm. Cuando el hamster macho se castra, los 6rganos del
flanco disminuyen su tamafio hasta parecerse a los de la hembra. Sin embargo, cuando
el macho castrado se trata diariamente con T, estos 6rganos restablecen su tamafo, lo
gue demuestra que estas estructuras dependen de andrégenos para su crecimiento. Se
ha demostrado que en estas érganos, la T se metaboliza a 5a-DHT por la presencia de
5aR, principalmente en su forma 1, ademas de tener RA (Bratoeff E et al., 2013). Por lo
cual, son un buen modelo para medir el efecto in vivo de sustancias con actividad sobre
la biosintesis y accion de andrégenos endogenos (Figura 20).

Figura 20. Efecto de los analogos novedosos 5 a 8 e intermediarios de sintesis 2 a 3 (2
mg/kg) y finasterida (F), sobre el didmetro del 6rgano del flanco. (C=control, T=
testosterona, 1 mg/kg, T+F=testosterona + finasterida, 1 mg/kg) (*p<0.05 diferencias
comparado con T); via de administracion subcutanea.
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Los resultados de este ensayo (Figura 20) mostraron que ninguno de los compuestos
sintetizados fueron capaces de inhibir de manera significativa el crecimiento del érgano
flanco provocado por la T en los animales gonadectomizados, en la dosis (2 mg/kg) y



77

tiempo de aplicacion (10 dias) del tratamiento, en comparacion con el patron finasterida
gue si presento efecto significativo (p < 0.05).

5.4.2 Efecto de los analogos del androstano de nueva sintesis 5 a
8 e intermediarios de sintesis 2 a 3 sobre el peso de la
prostata y vesiculas seminales de hamsteres castrados.

En la Figura 21 se muestran los resultados del efecto antiandrogénico in vivo de los
intermediarios de sintesis 2 a 3 y analogos novedosos del androstano 5 a 8 vs el farmaco
de referencia F sobre los indices de masa obtenidos a partir del peso de la prostata y de
las vesiculas seminales en relacion al peso corporal de cada animal. Como era de
esperarse, la castracion disminuyé el indice de pesos de dichos 6rganos, mientras que el
tratamiento diario por 10 dias con T los restauré. El tratamiento combinado de T con F
disminuy6 significativamente el indice de masa de la préstata y de las vesiculas
seminales (p < 0.05), lo cual era de esperarse debido a que la F empleada como control
en este experimento, es un farmaco inhibidor de la 5aR2 (Aggarwal et al., 2010) que se
emplead para mejorar los sintomas de la HPB. Comparando el efecto de los compuestos
2 a 8 (Figura 21) con el de la F, se puede apreciar que dichos compuestos no disminuyen
significativamente el indice de masa de la prostata y ni de las vesiculas seminales,
cuando se aplicaron conjuntamente con la T, lo cual es indicativo de su falta de actividad
sobre la biosintesis y accién de los andrégenos enddgenos in vivo.

Dado que la enzima 5aR2 es constitutiva en tejido prostatico (Thomas et al., 2008) y
vesiculas seminales, se esperaba una disminucion en los indices de peso de estos
organos por efecto de los analogos novedosos 6 a 8, puesto que en los resultados in vitro
dichos compuestos mostraron actividad inhibitoria de la 5aR2, incluso mayor que el
farmaco de referencia F. El hecho de que los compuestos 6 a 8 presenten actividad
inhibitoria in vitro pero no in vivo de la 5aR2 puede obedecer a algun proceso
farmacocinético que esté afectando la biodisponiblidad y por tanto la concentracién
plasmética requerida para observar el efecto farmacolégico.



78 SINTESIS Y ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIANDROGENICA IN VIVO
E IN VITRO DE ANALOGOS NOVEDOSOS DEL ANDROSTANO

Figura 21. Efecto antiandrogénico in vivo de los analogos del androstano de nueva
sintesis 5 a 8 e intermediarios de sintesis 2 a 3 (2 mg/kg) y finasterida (F), sobre el indice
de masa (peso del 6rgano/peso corporal) para la prostata y las vesiculas seminales de
hamster dorado. (C=control, T=testosterona 1 mg/kg, T + F= testosterona+finasterida, 1
mg/kg) (*p<0.05 diferencias significativas comparando con T), via de administracion
subcutanea.
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5.4.3 Establecimiento de relaciones entre la estructura quimica,
el coeficiente de reparto n-octanol/agua y la actividad in
vivo e in vitro sobre la biosintesis y accion de andréogenos
enddgenos de los analogos del androstano sintetizados.

El paso a través de las membranas biolégicas y la distribucién en el organismo, son dos
factores determinantes en la capacidad de un farmaco para alcanzar su blanco de accién
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a fin de producir un efecto biol6gico determinado. El coeficiente de reparto o coeficiente
de particibn (P) es un parametro fisicoquimico que permite determinar de modo
cuantitativo, el grado de lipofilia o hidrofobicidad de una molécula, permitiendo también
inferir como se comportara en el entorno de los fluidos biol6gicos del organismo y cémo
sera su paso a través de membranas biolégicas (Lipinski et al., 2001; Silverman, 2004).
Desde el punto de vista de disefio de farmacos, éste pardmetro permite predecir las
caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas de una molécula, asociadas a modificaciones en
Su estructura para mejorar su interaccién con su blanco de accién (Lipinski et al., 2001;
Silverman, 2004).

Dado que los valores del logaritmo del coeficiente de reparto (Log P) calculados tanto
para la finasterida (F) como para los analogos del androstano sintetizados 2 a 8 (Tabla 9)
fueron mayores de 1 se pudo establecer que estas moléculas poseen mayor afinidad por
la fase lipidica que por la fase acuosa, evidenciando con ello su caracter lipofilico.
Considerando que dichos valores para los analogos novedosos 6, 7 y 8 (los cuales
poseen caracteristicas estructurales para inhibir a la 5aR2) resultan mayores que el
encontrado para la F, nos permite sugerir que un aumento en su lipofilicidad es benéfico
para mejorar la actividad inhibitoria in vitro de la enzima 5aR2, tal como se evidencié en
el ensayo in vitro (Cls, (nM): 0.169, 0.105 y 0.155 para 6, 7 y 8, respectivamente y 8.5
para F). Este hallazgo estd de acuerdo con nuestra hipétesis en el sentido de que la
introduccion de grupos lipofilicos y voluminosos como la entidad N-ciclohexilcarboxamida
en C17 en el nucleo del androstano podria favorecer la interaccion de este grupo con una
region lipofilica del sitio activo de la enzima propiciando su inhibicién (Aggarwal et al.,
2010a).

A partir de los valores de P se calculo la energia libre de transferencia (AG,, - grg ). 1@

cual representa la energia asociada al proceso de traspaso de una mol de sustancia
desde la fase acuosa a la organica a una temperatura de interés, en el presente estudio
37.0 °C. Este pardmetro desde el punto de vista bioldgico, permite predecir la viabilidad
del paso de un compuesto a través de membranas biolégicas. Los valores negativos de
energia libre transferencia (Tabla 9) tanto para F como para los analogos del androstano
2 a 8 indican que su paso a través de membranas biolégicas se ve favorecido
termodindmicamente y ocurre de manera espontdnea mediante un mecanismo de
difusion pasiva, por lo cual podria asumirse que dichos compuestos no presentan
problemas de permeabilidad en el organismo.

Considerando que los valores de AG -, org Para los analogos novedosos 6 a 8 resultaron
mas favorables termodinamicamente que el encontrado para la F y teniendo presente
que éstos poseen actividad inhibitoria in vitro de la 5aR2 mayor que dicho farmaco, era
de esperarse que fueran activos in vivo. Sin embargo ninguno de ellos fue activo in vivo.
Este hecho podria obedecer a que se esta llevando a cabo algin proceso
farmacocinético de tipo metabdlico que esta afectando la biodisponiblidad y por lo tanto,
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la concentracion plasmaética requerida para observar el efecto farmacolégico in vivo tal y
como se menciond anteriormente [seccion 5.4.2].

Tabla 9. Coeficiente de reparto (P) y energia libre transferencia (AGqc - org = —RT In P)

de analogos novedosos del androstano 5 a 8 e intermediarios de sintesis 2 a 3.

LogP AG
Compuesto Molinspiration ® | MarvinSketch® Chem?:g(;raw Promedio (k.;l/crgooﬁl
F 4,00 3,07 3,15 3,41 -20,2
2 3,51 3.10 3.24 3,28 -19,5
3 4,21 3.54 3.47 3,74 -22,2
5 6,00 4.76 4.60 5,12 -30,4
6 5,27 4.89 4.37 4,84 -28,8
7 4,58 4.52 3.85 4,32 -25,6
8 5,09 4.89 4.17 4,72 -28,0
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CONCLUSIONES

Se disefi6 e implementdé una ruta sintética para la obtencibn de cuatro analogos
novedosos del androstano (N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida
(5), N-ciclohexil-3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6), N-ciclohexil-3-
oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7) y N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-
17-carboxamida (8)) con farmacéforo para inhibir a la enzima 5aR2 y grupo auxoféricol7-
N-ciclohexilcarboxamida.

Ni los analogos novedosos 6 a 8 ni los intermediarios de sintesis (acido 3[-
hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2) y acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxilico (3)) presentaron afinidad por el RA a nivel in vitro. Esto pudo deberse a que
dichos compuestos fueron disefiados principalmente para inhibir a la enzima 5aR, por lo
tanto no presentaron caracteristicas estructurales para unirse al dicho receptor.
Adicionalmente y contrario a lo esperado, los analogos novedosos 6 a 8 favorecieron la
actividad catalitica in vitro de la enzima 17B-HSD encargada de la biosintesis de T en
tejido prostético, por lo cual se considera que poseen un efecto anabdlico leve. Dadas
estas consideraciones, en el disefio de farmacos para el tratamiento de la HPB como del
CP, es necesario probar a los nuevos derivados en todas las vias de sintesis de
andrégenos a fin de comprender su actividad bioldgica.

Se comprob6 que la introduccién en el ndcleo del androstano del sustituyente N-
ciclohexilcarboxamida en C17 aumenta considerablemente la actividad inhibitoria de la
enzima 5aR2 in vitro, pues los compuestos con esta caracteristica (6, 7 y 8) resultaron
mas activos que el farmaco finasterida. Adicionalmente, se confirmé que la extension en
la conjugacion del farmacoéforo 4-en-3-ona para dar origen a la entidad 4,6-dien-3-ona
produce un sustrato mas facilmente reducible por la enzima 5aR2 in vitro, pues el
analogo novedoso 7, que cumplié con esta caracteristica resultd el mas activo de todos.

Los analogos del androstano novedosos 6 a 8 no presentaron actividad in vivo sobre la
biosintesis y accion de los andrégenos enddgenos, dado que no causaron una
disminucion significativa en los indices de masa para la prostata y las glandulas
seminales como tampoco disminuyeron significativamente el tamafio del 6rgano
pigmentado del flanco en hamsteres dorados. Por lo tanto, no se logr6 establecer una
correlacion entre de la actividad biolégica in vivo e in vitro sobre la inhibicion de la
enzima 5aR.

El calculo de LogP para los analogos novedosos del androstano 6 a 8 evidencié su
caracter lipofilico incluso mayor que el de la F, permitiendo corroborar que un aumento
en la lipofilicidad es benéfico para mejorar la actividad inhibitoria de la enzima 5aR2. Esto
esta de acuerdo con lo encontrado en los ensayos de inhibicién in vitro de dicha enzima
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permitiendo confirmar que la introduccion de grupos lipofilicos y voluminosos en el nicleo
del androstano, podria favorecer la interaccion de este grupo con una regién lipofilica en
el sitio activo de la enzima propiciando su inhibicion.

Los valores de AG, -, oy Para los analogos novedosos del androstano 6 a 8 permitieron
establecer que su paso a traves de membranas biolégicas se ve favorecido
termodindmicamente y que ocurre de manera espontanea, por lo cual dichos compuestos
no presentan problemas de permeabilidad en el organismo. Sin embargo debido a que
los compuestos 6 a 8 fueron inactivos in vivo, al parecer algin proceso farmacocinético
muy posiblemente relacionado con su biotransformacion, esta afectando su
biodisponiblidad.

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de Docking molecular con el fin de establecer las interacciones entre la
enzima 17B-HSD con los nuevos esteroides.

Evaluar la actividad antiandrogénica en otros blancos de accién en la biosintesis de
andrégenos. Con el fin de comprender mejor la relacion estructura-actividad para el
disefio de nuevas entidades quimicas mas activas y selectivas.

Determinar las concentraciones intraprostéaticas y séricas de T y 5a-DHT en el modelo in
vivo, con el fin de corroborar la accion estimulante los nuevos esteroides sobre la enzima
17B-HSD.
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ANEXO A: ESPECTROSCOPIA

Figura 22. Espectro de IR (KBr) del compuesto acido 3p-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).
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Figura 23. Espectro de RMN *H (Dioxano, 400 MHz) del acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).

11.36

COQH

.

7.2

5.82
581

—5.82
—5 81

NMR (400 MHz. ) & 5.82 (d. J= 4.4 Hz).

T T T T T T T T T T T T T T T I T T T
5.87 5.85 5.83 5.81 5.79
f1 (ppm})

!
=

H19
HE
I
¥

1.56

Te—— 143

H18

ppm (t1)




94 SINTESIS Y ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIANDROGENICA IN VIVO
E IN VITRO DE ANALOGOS NOVEDOSOS DEL ANDROSTANO

Figura 24. Espectro de RMN **C (Dioxano, 400 MHz) acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).
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Figura 25. Espectro de correlacién heteronuclear HMBC del compuesto acido 3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).
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Figura 26. Espectro de masas (IE) del compuesto acido 3p-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (2).
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Figura 27. Espectro de IR (KBr) del compuesto acido 33-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3).
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Figura 28. Espectro de RMN *H (CDCl;, 400MHz) del compuesto acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3).
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Figura 29. Espectro de RMN **C (CDCl;, 400MHz) del compuesto acido 3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3).
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Figura 30. Espectro de EM-IE del compuesto acido 33-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxilico (3).
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Figura 31. Espectro de IR (KBr) del compuesto N-ciclohexil-33-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5).
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Figura 32. Espectro de RMN *H (CDCIl;, 600MHz) del compuesto N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5).
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Figura 33. Espectro de RMN **C (CDCl;, 400MHz) del compuesto N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5).
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Figura 34. Espectro de correlacién heteronuclear HSQC (CDClz;, 600MHz) del N-ciclohexil-3B-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-
carboxamida (5).
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Figura 35. Espectro de masas (FAB) del compuesto N-ciclohexil-33-acetoxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (5).
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Figura 36. Espectro de IR (KBr) del compuesto N-ciclohexil-3B-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6).
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Figura 37. Espectro de RMN *H (CDCl;, 400 MHz) del compuesto N-ciclohexil-38-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6).
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Figura 38. Espectro de RMN **C (CDCls;, 400 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6).
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Figura 39. Espectro de masas (FAB) del compuesto N-ciclohexil-33-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6).
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Figura 40. Patron de difraccion de Rx del compuesto N-ciclohexil-3p-hidroxiandrostan-5,16-dien-17-carboxamida (6).
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Figura 41. Espectro de IR (KBr) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7).
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Figura 42. Espectro de RMN *H (CDCl,, 400 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7).
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Figura 43. Espectro de RMN **C (CDCl;, 300 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7).
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Figura 44. Espectro de RMN en modalidad DEPT 90 (CDClIz, 300 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-
carboxamida (7).
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Figura 45. Espectro EM-APCI del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,6,16-trien-17-carboxamida (7).
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Figura 46. Espectro IR (KBr) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8).
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Figura 47. Espectro RMN *H (CDCls, 400 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8).
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Figura 48. Espectro RMN **C (CDCl;, 400 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8).
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Figura 49. Espectro de RMN en modalidad DEPT 90 (CDCls, 400 MHz) del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-
carboxamida (8).
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SINTESIS Y ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIANDROGENICA IN VIVO
E IN VITRO DE ANALOGOS NOVEDOSOS DEL ANDROSTANO

Figura 50. Espectro EM-APCI del compuesto N-ciclohexil-3-oxoandrostan-4,16-dien-17-carboxamida (8).
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ANEXO B: ENSAYOS IN VITRO

Figura 51. Curvas de Clsq del ensayo in vitro de inhibicion de la enzima 5aR2 para los
compuestos 2 a 8 y Finasterida. El andlisis fue realizado por regresion lineal usando SigmaPlot
12.0.
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Figura 52. Curvas de CEg, del ensayo in vitro de inhibicion de la enzima 17B-HSD para los
compuestos 2 a 8. El andlisis fue realizado por regresion lineal usando SigmaPlot 12.0.
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Figura 53. Aval del comité de ética para realizar los estudios in vivo.

%% UNIVERSIDAD
‘¥ NACIONAL
U1\ DE COLOMBIA
! SEDE BOGOTA

COMITE DE ETICA FACULTAD DE
CIENCIAS

Bogota, agosto 26 de 2010

Profesora

NORMA ANGELICA VALENCIA ISLAS
Facultad de Ciencias

Ciudad

Respetada Profesora:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunién
realizada el dia 26 de agosto de 2010 (Acta 03), evalud aspectos éticos del proyecto de
extensién presentado por usted.

Como resultado de esta revisidn, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el
concepto final.

Proyecto: “Sintesis y estudio de la actividad antiandrogénica in vivo e in vitro de anélogos
novedosos de androstano”. Grupo de Investigacion en Quimica Medicinal.

Observaciones: El proyecto evalia la actividad antiandrogénica de andlogos de
andostrano en un modelo in vivo desarrollado en ratas Wistar machos.

El procedimiento involucra una cirugia de castracion de los animales, para esto se tiene
un protocolo claramente establecido en cuanto al uso de anestésicos y analgésicos al
igual que los métodos de sacrificio de los animales. Los ensayos se realizaran en el
Bioterio del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia asi como
en la Universidad Auténoma de México en donde existen protocolos acerca del cuidado y
uso de los animales de experimentacion. Los investigadores manifiestan acogerse a la
Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.

Concepto: Aprobado.

Cordialment

~

LUIS\FE ANDO OSPINA G.
Coordinador Comité de Etica
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Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400

Teléfono: (57-1) 316 5045 Conmutador: (57-1) 316 5000 Ext. 14666 Fax: 14456
Correo electrénico: lfospinag@bt.unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE CIENCIAS

RESOLUCION No. 050
11 de marzo de 2010
(Acta 07)

"Por la cual se modifica la Resolucién No. 270.1 de 2008 del Consejo de Facultad, en el sentido de actualizar la

conformacién del Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia Sede

de Bogota”"

EL CONSEJO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
en ejercicio de sus facultades legales y reglamentarias vy,

CONSIDERANDO:

Que el Acuerdo 011 de 2005 del Consejo Superior Universitario en su articulo 35 establece las funciones del Consejo
de Facultad y en el numeral 10 establece la facultad para conformar comisiones, con caracter temporal o
permanente.

Que el Consejo de la Facultad de Ciencias, en sesién de julio 31 de 2008, Acta No. 24, atendiendo la normatividad
vigente, estudio y definio la conformacion del Comite de Etica de la Facultad.

Que se hace necesario actualizar la conformacién del Comité Permanente de Etica para la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

RESUELVE:

ARTICULO 1°: Modificar la Resolucion No. 270.1 de 2008 del Consejo de Facultad, en el sentido de actualizar la
conformacion del COMITE PERMANENTE DE ETICA de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia
Sede Bogota, asi:

8

oohswWN

LUIS FERNANDO OSPINA GIRALDO, adscrito al Departamento de Farmacia, quien actuara como Coordinador del
Comité.

CLAUDIA PATRICIA VACCA GONZALEZ, adscrita al Departamento de Farmacia. p
JESUS ORLANDO VARGAS RIOS, adscrito al Departamento de Biologia.

PEDRO FILIPE DE BRITO BRANDAO, adscrito al Departamento de Quimica.

LILIANA LOPEZ KLEINE, adscrita al Departamento de Estadistica.

GLORIA AMPARO GALEANO GARCES, adscrita al Instituto de Ciencias Naturales.

ARTICULO 2°: VIGENCIA. La presente resolucion entrara en vigencia a partir de la fecha de su expedici_én y deroga
todas las normas que le sean contrarias, en especial la Resolucién No. 270.1 de 2008 de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional de Colombia Sede Bogota.

COMUNIQUESE Y CUMPLASE

Dada en Bogoté, D. C., a los once (11) dias del mes de marzo de 2010

] g

IGNACIO/MANTILLA | HEVBER DE JE S BARBOéA BARBOSA
residente ecretario

A
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Produccion Cientifica

e “Crystal Structure and Synthesis of N-cyclohexyl-3b-hydroxyandrost-5,16-diene-17-
carboxamide dihydrate”. Juan Lopez-Lezama, Manuel Soriano-Garcia, Norma A.
Valencia-Islas and Marisa Cabeza, X-ray Structure Analysis Online. 2014, VOL 30. (59-
60)

e 2" |nternational Conference on Medicinal Chemistry & Computer Aided Drug Designing
2013. Las Vegas, USA. “Poster” Synthesis and evaluation antiandrogenic activity in vitro
of novel steroidal 17-cyclohexycarboxamide.

o XIV Congreso Colombiano de Farmacologia y terapéutica 2013. “Poster” Evaluacion de
la actividad antiandrogénica in vivo de nuevos analogos del androstano.

e 30° Congreso Latinoamericano de Quimica 2012. Cancun — México. “Poster” Sintesis
de un analogo novedoso del androstano como potencial inhibidor de la enzima 5a-
Reductasa.

e XV Congreso de la Federacion Farmacéutica Sudamericana 2012. “Poster”
Determinacién experimental y computacional del coeficiente de particiébn n-octanol/agua
de anéalogos del androstano con potencial antiandrogénico.



