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SINTESIS, ACTIVIDAD BIOLOGICA Y BASES MOLECULARES DE ACCION DE ANALOGOS
RIGIDOS DE ESTEROIDES NEUROACTIVOS Y HORMONAS ESTEROIDALES

En esta tesis se investigé la influencia de la conformacién global del esqueleto esteroidal sobre la
actividad de los esteroides neuroactivos y de los glucocorticoides. Por un lado, se disenaron y
sintetizaron tres 1,11-epoxiesteroides y un 11,19-epoxiesteroide, andlogos de esteroides
neuroactivos cuya conformacién estd restringida por la presencia del puente epéxido. Por otra
parte, se estudié la actividad glucocorticoide y las bases moleculares de accién de dos andlogos
rigidos: 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (210H-6,190P), y su 21-hemisuccinato derivado,
21-hemisuccinoiloxi-6,19-epoxiprogesterona (21HS-6,190P). La actividad transcripcional de
ambos compuestos se determiné utilizando el gen reportero MMTV-LUC y evaluando la
capacidad de los mismos de inhibir la actividad del factor de transcripcién NFkB. También se
estudié el efecto apoptdtico de estos compuestos en los fibroblastos de ratén 1.929. El conjunto
de estos resultados muestra que estos andlogos rigidos poseen potenciales aplicaciones como
drogas glucocorticoides. Finalmente, utilizando la herramienta computacional denominada
simulacién por dindmica molecular se investigaron las bases moleculares de accién de 210H-
6,190P y 21HS-6,190P. Para ello se determiné el comportamiento dindmico del dominio de
unién a ligando del receptor de glucocorticoides unido a cada uno de estos andlogos rigidos. Los
resultados muestran que cambios en regiones claves del receptor podrian ser utilizadas para

explicar los resultados experimentales obtenidos.

Palabras claves: esteroides, andlogos rigidos, glucocorticoides, receptor de glucocorticoides, bases

moleculares de accidn.






SYNTHESIS, BIOLOGICAL ACTIVITY AND MOLECULAR BASIS OF ACTION OF RIGID
ANALOGS OF NEUROACTIVE STEORIDS AND STEROIDAL HORMONES

This thesis explores the influence of global conformation of the steroid skeleton on the activity of
neuroactive steroids and glucocorticoids. In the first part, three 1,11-epoxysteroids and one
11,19-epoxysteroid analogs of neuroactive steroids with their conformation restricted by an
oxygen bridge, were designed and synthesized. On the second part, the glucocorticoid activity
and the molecular basis of action of two rigid analogs, 21-hydroxy-6,19-epoxyprogesterone
(210H-6,190P) and its hemisuccinate 21-hemisuccinoyloxy-6,19-epoxyprogesterone (21HS-
6,190P), was studied. Transcriptional activity of both compounds was determined using the
reporter gene MMTV-LUC and evaluating their capacity to inhibit the activity of the
transcription factor NF«kB. The apoptotic effect of these compounds was also studied in mouse
fibroblasts 1.929. The results obtained show that these rigid analogs have potential aplications as
glucocorticoid drugs. Finally the computational tool known as molecular dyamics simulation was
used to investigate the molecular basis of action of 210H-6,190P and 21HS-6,190P. Thus the
dynamic behavior of the ligand binding domain of the glucocorticoid receptor bound to these
rigid analogs was determined. The results show that changes in key regions of the receptor may

explain the experimental results.

Keywords: steroids, rigid analogs, glucocorticoids, glucocorticoid receptor, molecular basis of

action.
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Capitulo 1

1.1 Esteroides

Los esteroides son una clase de compuestos orgdnicos ampliamente distribuidos en la
naturaleza. El origen del término esteroide se remonta al nombre colesterina (formado a partir del
sustantivo griego kholé, ‘bilis’, y el adjetivo stereds, ‘duro, sélido’) [1], utilizado en 1815 por
Michel Chevreul para nombrar a la sustancia cristalizada a partir de cdlculos biliares humanos. A
fines de ese mismo siglo, al descubrirse la presencia de un grupo alcohol en esta sustancia, el
nombre colesterina fue reemplazado por el de colesterol. Posteriormente, cuando fueron
descubiertos diferentes compuestos de estructura similar al colesterol, todos fueron denominados
esteroides (término formado sobre la base de stereds mds un sufijo, -eidés, ‘que tiene el aspecto de’)
[2]. De esta manera, el término esteroide no estd asociado a una actividad biolégica en particular,
sino que designa a toda molécula que posee tres anillos de 6 carbonos y uno de 5 carbonos
dispuestos de la forma indicada en la Fig. 1.1. Estos dtomos de carbono constituyen el esqueleto
del esteroide, el cual puede adquirir distintas conformaciones segiin la forma en la cual estin

fusionados los anillos y el tipo de grupos funcionales presentes.

Na”

3
\4/ 6

Figura 1.1 Esqueleto carbonado de los esteroides y su numeracién.

Los esteroides se encuentran en animales, plantas y hongos, participando en numerosos
procesos fisiolégicos esenciales para la vida. De acuerdo al niimero de dtomos de carbono se
pueden clasificar en estranos (18 carbonos), androstanos (19 carbonos), pregnanos (21 carbonos)

y colestanos (27 carbonos) (Fig. 1.2).

21
18 18 18 Y20

cstrano androstano pregnano colestano

Figura 1.2 Clasificacién de los esteroides segtin el nimero de dtomos de carbono.
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Capitulo 1

En vertebrados, el esteroide mds abundante es el colesterol, el cual se biosintetiza a partir
del lanosterol, primer metabolito con estructura esteroidal obtenido por la ciclacién del
triterpeno escualeno (Fig. 1.3). El colesterol, ademds de cumplir funciones estructurales en las
membranas citoplasmadticas, es el punto de partida de la via biosintética que conduce al resto de

los esteroides.

ey - ey
- -~ -

escualeno

colesterol

lanasrera

Figura 1.3 Biosintesis del colesterol.

En el organismo humano, los esteroides cumplen una gran cantidad de funciones a través
de muy diversos mecanismos de accidén. A pesar de que estos mecanismos han sido investigados
intensamente desde hace muchos afos, actualmente solo algunos de ellos son comprendidos en
profundidad. En otros casos, si bien existen ciertos indicios sobre el modo por el cual el esteroide
interviene, ain no han podido establecerse con precisién las bases moleculares de accién. Por
consiguiente, cualquier clasificacién de los distintos mecanismos de accién de los esteroides debe
considerarse en forma aproximada. Usualmente, se los suele dividir segtin la velocidad de la
respuesta producida por el esteroide en efectos lentos, asociados a un modo de accién
denominado gendmico y en efectos rdpidos, asociados a un modo de accién denominado 7o

gendmico.

El modo de accién genémico fue el primero en ser descubierto y el mejor comprendido
hasta el momento. En este modo los esteroides se unen a receptores especificos intracelulares, los
cuales actiian como factores de transcripcién regulando la expresién génica de multiples formas.
Debido a que estdn involucrados procesos relativamente lentos como la transcripcién y la

traduccién de genes, la respuesta final puede demorar desde minutos a horas, e incluso dias [3]

[4].

En contraste, en el modo de accién no genémico los efectos producidos por el esteroide
se alcanzan rdpidamente, en el orden de los segundos o menos, y se caracterizan por la
insensibilidad a los inhibidores de la transcripcién. Si bien la existencia de estos efectos fue

informada también hace muchos afos, solo en las dltimas décadas su estudio ha cobrado real
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Capitulo 1

importancia, habiéndose observado efectos rdpidos para casi todos los grupos de esteroides. El
modo de accién no genédmico involucra muy diversos mecanismos segun el tipo de esteroide,
entre los que se destacan la modificacién de las propiedades fisicoquimicas de las membranas
citoplasmdticas, la unién a receptores de membrana, la unién a canales i6nicos, o incluso la unién

a los receptores cldsicos pero que actian sin modificar la expresién génica [5] [3].

En el presente trabajo se estudian dos de los mds importantes grupos de esteroides del
organismo humano: las hormonas esteroidales y los neuroesteroides. Mientras que el primer
grupo representa el ejemplo cldsico de accién genémica, el segundo actda a través de un modo no

genomico.

1.2 Hormonas esteroidales

Con el nombre hormonas esteroidales se designa a cinco diferentes familias de esteroides
que actian como mensajeros quimicos regulados por el SNC. Todas las hormonas esteroidales se
sintetizan a partir del colesterol mediante la accién de diferentes enzimas mitocondriales o del
reticulo endopldsmico liso (Fig. 1.4). Segun el érgano desde el cual son mayoritariamente
secretadas, estas hormonas se pueden clasificar en gonadales o adrenocorticoides. Las hormonas
gonadales, también conocidas como hormonas sexuales, se dividen a su vez en andrdgenos,
estrdgenos y progestdgenos, siendo la testosterona, el estradiol y la progesterona, respectivamente,
los esteroides mds abundantes de cada familia. Los adrenocorticoides son sintetizados en la
corteza de la glindula adrenal y se dividen en glucocorticoides y mineralocorticoides, siendo el

cortisol y la aldosterona, respectivamente, los mds abundantes.

Las hormonas esteroidales participan en multiples procesos en el organismo humano,
tanto en su desarrollo como en el funcionamiento, por lo tanto no resulta sencillo resumir
brevemente los muy variados efectos fisiolégicos de cada familia. En base a los primeros efectos
descubiertos para estas hormonas, a cada una se le suele asociar una funcién principal. El
estradiol, sintetizado a altos niveles en los ovarios de hembras en edad reproductiva, promueve las
caracteristicas sexuales femeninas y participa activamente en el ciclo menstrual. También la
progesterona es secretada por los ovarios e interviene en el ciclo menstrual, preparando al
endometrio para la implantacién del embrién; ademds cumple funciones fundamentales en el
mantenimiento del embarazo. La restosterona es sintetizada principalmente en los testiculos y
estimula las caracteristicas masculinas, manteniendo las glindulas accesorias al sistema

reproductor masculino.
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Figura 1.4 Biosintesis de hormonas esteroidales.
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Capitulo 1

En cuanto a las hormonas adrenocorticoides, la aldosterona participa en el mantenimiento
del balance electrolitico y del agua, mientras que el cortisol participa en numerosos procesos
metabdlicos, antiinflamatorios y antiinmunes. Cabe resaltar que la anterior descripcién de las
hormonas esteroidales hace referencia sélo a las funciones principales asociadas a cada una de

ellas, existiendo muchas otras que no han sido descritas.

Actualmente se sabe que las hormonas esteroidales actian tanto a través de mecanismos
genémicos como no genémicos. Sin embargo, son los primeros los mds profundamente
comprendidos y los que se estudiardn en este trabajo para el caso de los glucocorticoides. La
accién genémica de las hormonas esteroidales se ejerce a través de su unién a los denominados
receptores de esteroides (SR): receptor de andrégenos (AR), receptor de estrégenos (ER), receptor
de progestdgenos (PR), receptor de mineralocorticoides (MR) y receptor de glucocorticoides
(GR). Todos estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (NR), proteinas
solubles que actian regulando especificamente la expresién génica. Aunque las hormonas
esteroidales de una familia se unen principalmente a un unico receptor, debido al alto grado de
similitud de secuencia existente entre estas proteinas, algunas poseen afinidad por mds de uno de
ellos, fenémeno conocido como interaccién cruzada. Por ejemplo, el cortisol puede unirse tanto

al GR como al MR, y la progesterona, ademds de unirse al PR, presenta afinidad por el MR.

Farmacolégicamente, los SR constituyen uno de los blancos moleculares mds importantes
para el desarrollo de drogas, existiendo para cada uno de estos receptores varias drogas en el
mercado que regulan su funcién (Fig. 1.5) [6]. Numerosas enfermedades son tratadas mediante la
accion de estas drogas, aunque ninguna puede considerarse libre de graves efectos adversos. Esto
se debe a que los SR son receptores claves para el funcionamiento del organismo, finamente
regulados por la accién de los ligandos enddégenos, de manera que los cambios de actividad
provocados por la administracién de drogas generalmente causan severos desbalances en el

funcionamiento hormonal.

Por lo tanto, es debido principalmente a la propia naturaleza de estos receptores que el
desarrollo de drogas que actiian a través de algin SR representa un arduo desafio. Uno de los
principales inconvenientes reside en que la actividad de un compuesto unido a un SR depende
fuertemente del tipo celular. Ligandos que actiian como agonistas de un SR en ciertos tejidos
pueden actuar como antagonistas en otros. Asi, el descubrimiento de un compuesto con
capacidad de unirse a un SR debe acompafarse con un exhaustivo examen de su actividad en

diferentes tipos celulares. Por otra parte, como se mencioné anteriormente, dado el alto grado de
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similitud de secuencia entre los SR, muchas drogas presentan interacciones cruzadas con uno o

mds receptores, lo cual limita ampliamente su utilidad.

OH
aane _E
o H
tamoxifeno mestranol medroxiprogesterona dexametasona
antiestrégeno estrégeno progestigeno glucocorticoide
¢j. tratamiento de cdncer ej. anticonceptive €. anticonceptivo ¢j. antiinflamatorio

e mama

é\N"-
0 COOCH;
mifrepristona (RU486) ciproterona acetato eplerenona
antiprogestdgeno antiandrégeno, antiglucocorticoide antimineralocorticoide
y antiglucocorticoide y progestageno _ ; ar_mandrégcno »
¢j. abortivo ¢j. tratamiento cdncer de ¢j. tratamiento de hipertension
prostata

Figura 1.5 Algunas drogas que actdan a través de los SR y ejemplos de aplicacién

1.3 Neuroesteroides

El término neuroesteroide fue introducido por Baulieu en 1981 para referirse al sulfato de
dehidroepiandrostano (DHEAS) al descubrirse que este esteroide es sintetizado en el cerebro.
Actualmente, todos los esteroides sintetizados en el cerebro son considerados neuroesteroides,
mientras que el nombre esteroide neuroactivo se refiere a los esteroides que, independientemente
del origen, son capaces de modificar la actividad neuronal [7]. Al igual que las hormonas
esteroidales, los neuroesteroides se sintetizan a partir del colesterol via pregnenolona por la accién
de enzimas especificas (Fig. 1.6). Los metabolitos reducidos de progesterona, 3o-hidroxi-5a-
pregnan-20-ona (allopregnanolona) y 3a-hidroxi-5B-pregnan-20-ona (pregnanolona), o el

metabolito  reducido de  11-desoxicorticosterona,  3a,21-dihidroxi-50-pregnan-20-ona
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Capitulo 1

(allotetrahidroDOC), se encuentran entre los neuroesteroides mds abundantes [8]. Varios
procesos fisiolégicos y patoldgicos involucran cambios en los niveles de neuroesteroides en el
organismo, como por ejemplo estados de estrés, depresién, embarazo y envejecimiento. Los
neuroesteroides actiian principalmente mediante un modo de accién no genémico répido,

alterando la excitabilidad neuronal a través de la interaccién con diferentes canales idnicos.

0 O
— —_—p
il P450scc - sulfotransferasa HO4S0
colesterol sulfato de pregnenolona
pregnenolona preg
'
l o) 0. ™
21-hidroxilasa
—

progesterona 1 1-desoxicorticosterona

SB-rcduCt:y - Sa-reducrasa
0 \ 0 1 0 OH

e o . H (o) G
5B-dihidroprogesterona Sa-dihidroprogesterona So-dihidroDOC
1 1

= 3[3~I11dr0ﬂesleroiit_leshidmgepasa

l ] l o] i o. OH

Ho". Ho‘l‘ - L 2
H H HO H
pregnanolona allopregnanclona allotetrahidroDOC

Figura 1.6 Biosintesis de esteroides neuroactivos naturales

El mecanismo mejor estudiado es el de la interaccién de los neuroesteroides con el

receptor GABAa del neurotransmisor dcido y-aminobutirico (GABA). Este neurotransmisor
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regula la mayor parte de los procesos inhibitorios en el cerebro, interviniendo en el control de
numerosas funciones (motricidad, secreciones neuroenddcrinas, etc) y participando en el
desarrollo de ciertas enfermedades neuroldgicas y psiquidtricas (epilepsia, enfermedad de
Parkinson, etc). El receptor GABA4s es una proteina de membrana constituida por cinco
subunidades que forman un canal selectivo para el pasaje de iones cloruros desde el medio
extracelular hacia el interior de la neurona. La unién del GABA al receptor provoca la apertura
del canal selectivo, aumentando la conductividad de la membrana celular y produciendo una
hiperpolarizacién que inhibe la transmisién neuronal. Ademds del GABA, la actividad del
GABAAx puede ser modulada por una variedad de agentes estructuralmente diferentes, los cuales
actdan alostéricamente via sitios de unién especificos en el receptor. Las benzodiazepinas, los
barbituricos, el etanol, los anestésicos volatiles (haloetano, isoflurano, etc), la picrotoxina, y los

esteroides neuroactivos son ejemplos de compuestos que regulan la actividad de este receptor.

Segiin el neuroesteroide, y su concentracién, existen tres diferentes efectos sobre el
GABAA4: potenciacién de la accién de GABA, activacién directa del canal e inhibicién de la
accion de GABA. La allopreganonolona y la pregnanolona (Fig. 1.6) son ejemplos de
neuroesteroides que potencian la accién del GABA o activan directamente el pasaje de iones
cloruro. Por otra parte, esteroides con un grupo sulfato en el C-3, como por ejemplo el sulfato de

pregnenolona (Fig. 1.6), funcionan como antagonistas no competitivos de GABA [9].

Evaluaciones clinicas y preclinicas han demostrado la eficacia de varios esteroides
neuroactivos en el tratamiento de diversas fisiopatologias del sistema nervioso central. Por
ejemplo, se describié su potencial uso como anestésicos, anticonvulsivos, sedantes, hipnéticos,
ansioliticos y en el tratamiento de ciertos casos de drogadependencia. Particularmente interesante
desde el punto de vista terapéutico, es el efecto anticonvulsivo de estos esteroides que poseen un
perfil similar a las drogas antiepilépticas cldsicas. Sin embargo, a diferencia de los anticonvulsivos
cldsicos, los esteroides neuroactivos son eficaces en el tratamiento de convulsiones y estados

epilépticos provocados por la intoxicacién con cocaina en humanos [10].

1.4 Anidlogos rigidos de hormonas esteroidales y de esteroides neuroactivos

Los esteroides no son moléculas rigidas. Por el contrario, el esqueleto carbonado de un
esteroide es una estructura que posee alta flexibilidad, cuya conformacién depende de los grupos
funcionales unidos, asi como del entorno presente. Debido a esta flexibilidad, los esteroides
pueden adaptar su conformacién e interaccionar favorablemente con sitios de unién de diferentes

proteinas, como ocurre en el caso de las hormonas esteroidales. Por lo tanto, a la hora de estudiar

10

Lautaro D. Alvarez



Capitulo 1

las relaciones estructura-actividad de un esteroide en un determinado sitio de unién, no sélo
importan los grupos funcionales presentes y su orientacién, sino también la flexibilidad del
esqueleto esteroidal, que determinard en tltima instancia el comportamiento de la molécula.

Una manera de fijar la conformacién de una molécula y disminuir su flexibilidad es
mediante la introduccién de puentes intramoleculares. Esta metodologia, ampliamente utilizada
en quimica medicinal, puede también observarse en la naturaleza. Por ejemplo, en la aldosterona,
la formacién de un puente intramolecular entre las posiciones 11 y 18 favorece una
conformacién globalmente plana, adecuada para la interaccién con el MR. Utilizando este
concepto, y con el objetivo de aumentar la especificidad de los esteroides por sus receptores, en
nuestro grupo de investigacién se disefiaron y sintetizaron variados esteroides con puentes
intramoleculares, andlogos rigidos de hormonas esteroidales y neuroesteroides. Dependiendo de
las posiciones involucradas y de la longitud del puente (tipo y nimero de dtomos) se obtuvieron
estructuras con distinto grado de rigidez y deformacién [11-21].

En particular, fueron sintetizados varios andlogos rigidos con puentes epdxido que
resultaron biolégicamente activos. En primer lugar se sintetiz6 el compuesto 11,19-
epoxiprogesterona (Fig. 1.7), en el cual la introduccién de un oxigeno puente entre los carbonos
C-11 y C-19 en la molécula de progesterona da una estructura rigida globalmente plana, similar a

la de la aldosterona.

0 (@]
@]
19 19
0
O 6] 6
11,19-epoxiprogesterona 6,19-epoxiprogesterona
OH 0
0 @] 0
21 21‘K‘\fOH
0]
19 19 19
0] (0] . (0]
O 6 O 6 HO 6
21hidroxi- 21hemisuccinoiloxi- 6,19-epoxipregnenolona
6,19-epoxiprogesterona 6,19-epoxiprogesterona
(210H-6,190P) (21HS-6,190P)

Figura 1.7 Andlogos rigidos de hormonas esteroidales y neuroesteroides con puente epdxido.
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Estudios bioldgicos realizados con este andlogo rigido mostraron que posee afinidad por el
MR y que presenta potentes propiedades sodioretentoras [22]. En contraste, la introduccién de
un puente epdxido entre C-6 y C-19 condujo a una estructura con una curvatura pronunciada en
la zona de anillos A/B (6,19-epoxiprogesterona). Si bien este esteroide no presenté actividad
glucocorticoide ni mineralocorticoide, la introduccién de un hidroxilo en C-21 condujo a un
andlogo rigido, 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (210H-6,190P), con afinidad por el GR. Al
evaluarse la actividad glucocorticoide de dicho compuesto en diferentes ensayos, se observé que el
mismo se comportaba como un antiglucocorticoide puro [14] [23]. Ademds, 210H-6,190P no
presentd afinidad por el PR ni por el MR, lo cual lo hace un potencial antiglucocorticoide
especifico. Por otra parte, la introduccién de un grupo hemisuccinato en posicién 21 condujo a
un compuesto (21HS-6,190P) que en estudios preliminares también mostré notables e
interesantes propiedades glucocorticoides. Una parte de este trabajo de tesis consiste en el estudio
de la actividad glucorticoide y las bases moleculares de accién de los andlogos rigidos 210H-
6,190P y 21HS-6,190P.

A vpartir de la introduccién del puente epéxido 6,19, también fue sintetizado el
compuesto 6,19-epoxipregnenolona (Fig. 1.7), andlogo rigido del neuroesteroide pregnanolona

(Fig. 1.6), el cual result6 un potente anticonvulsivo 7z vive [17].

1.5 Objetivos

Como su titulo lo indica, el objetivo general de esta tesis es la obtencién y el estudio de
diferentes andlogos rigidos de esteroides neuroactivos y hormonas esteroidales. El trabajo
realizado corresponde al drea de la quimica medicinal, e involucra diferentes disciplinas: sintesis
orgdnica, ensayos de actividad bioldgica y quimica computacional. Distintas técnicas de cada una
de estas disciplinas fueron empleadas con el objetivo de continuar y profundizar la investigacién
sobre los andlogos rigidos de esteroides con puentes epéxido en posiciones seleccionadas. En tal
sentido se plantearon dos estrategias diferentes en funcién del conocimiento previo que se

disponia y que se describié en la seccién anterior.

En el caso de los esteroides neuroactivos, no existia informacién sobre la influencia de la
deformacién controlada del esqueleto esteroidal en la zona critica de los anillos A/B, la cual
generarfa cambios en la orientacién del hidroxilo en posicién 3a y en la distancia entre ese
hidroxilo y el grupo 20-ceto. Se eligié como base para este estudio una serie de tres 1,11-
epoxiesteroides (andlogo 1-3) y un 11,19-epoxiesteroide (andlogo 4), que requirieron el

desarrollo de estrategias especificas de sintesis para cada caso (Fig. 2.18).
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anilogo 3 anélogo 4

Figura 1.8 Andlogos rigidos de neuroesteroides sintetizados en esta tesis

En el caso de los andlogos de glucocorticoides se contaba con informacién sobre la notable
especificidad de 210H-6,190P y 21HS-6,190P hacia el GR, asi como con estudios
preliminares de sus actividades. No se sabia sin embargo, el modo de accién de estos andlogos a
nivel molecular ni las razones por las cuales la introduccién del grupo hemisuccinato provocaba
un cambio tan dramdtico en la actividad. Resultaba necesario para profundizar en el desarrollo de
nuevos moduladores de la accién glucocorticoide obtener un perfil de actividad mds amplio de
210H-6,190P y 21HS-6,190P mediante ensayos biolégicos especialmente seleccionados. Por
otra parte, era imprescindible para racionalizar e interpretar los resultados de actividad, tener
informacién sobre las bases moleculares del mecanismo de accién de ambos compuestos. Para
alcanzar este objetivo, se eligié una aproximacién computacional.

En los capitulos que siguen se presentan los resultados obtenidos y las conclusiones en

funcién de los objetivos planteados.
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En este capitulo se describen las estrategias sintéticas empleadas para la obtencién de
nuevos anilogos rigidos de esteroides neuroactivos con puente epdxido. Ademds, se presentan los
resultados obtenidos al investigar, mediante métodos de modelado molecular, el mecanismo
involucrado en la reaccién de ciclacién que conduce a la formacién de puentes 1,11-epéxido.

Finalmente, se informan los resultados de actividad biolégica de estos compuestos.

2.1 El receptor GABAay los neuroesteroides

Como se menciond en el capitulo anterior’, los neuroesteroides actiian principalmente
modulando la actividad del receptor GABAa. Este receptor pertenece a la superfamilia de canales
i6nicos manejados por ligando denominada Cys-loop, y estd formado por el ensamblaje de cinco
subunidades: dos subunidades o, dos subunidades B y una subunidad adicional, generalmente v,

aunque a veces puede ser 9, €, T o 0 (Fig. 2.1a).

intracelular

HO" ) HOY ™R o g

allopregnanolona regnanolona T
preg (c preg @ Potenciacion @ Activacién directa

(d)

Figura 2.1 a) Estructura del receptor GABAa b) Dominios de cada subunidad ¢) Neuroesteroides
enddgenos: allopregnanolona y pregnanolona d) Probables sitios de unién de los neuroesteroides en

el GABAA

1 Capitulo 1, seccién 3
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Cada subunidad posee alrededor de 450 residuos distribuidos en tres dominios: un
dominio extracelular, un dominio transmembranar y un dominio intracelular (Fig. 2.1b).
Estudios de clonado molecular han determinado que existen 6 isoformas para la subunidad a,
tres isoformas para la subunidad P y 3 isoformas para la subunidad y, siendo la combinacién
o1B2y2 la mds abundante en el cerebro de mamiferos. Ademds del sitio de unién para el GABA,
en el GABA4 se han identificado distintos sitios en los dominios extracelular y transmembranar
en los cuales la unién de diferentes especies quimicas produce variados efectos sobre la apertura

del canal.

Los neuroesteroides como allopregnanolona y pregnanolona (Fig. 2.1¢) pueden tanto
potenciar la actividad del GABA, a concentraciones del orden nanomolar, como activar
directamente la apertura del canal a concentraciones mayores, del orden micromolar. De acuerdo
a estudios mutacionales recientemente realizados, existen por lo menos dos sitios en el receptor
GABAs para la unién de esteroides (Fig. 2.1d) [24]. El sitio localizado entre las hélices
transmembrana M1 y M4 de la subunidad o estaria involucrado en el efecto de potenciacién de
los neuroesteroides, mientras que otro sitio, localizado entre la hélice M1 de la subunidad a y la

hélice M3 de la subunidad B, serfa responsable de la apertura directa del canal.

Si bien la allopregnanolona y la pregnanolona poseen idénticos grupos funcionales, la
conformacién global del esqueleto esteroidal difiere notablemente debido a la forma en la cual

estdn fusionados los anillos A y B (Fig. 2.2).

0 0 0
HO" b HO' H HO"

allopregnanolona pregnanolona 6,19-epoxipregnenolona

s o ‘j\J_l

Figura 2.2 Geometrias optimizadas HF/6-31G** de allopregnanolona, pregnanolona y 6,19-

epoxipregnenolona
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En la configuracién zrans (5o, 10B) de la allopregnanolona el esteroide adquiere una
conformacién globalmente plana, mientras que en la pregnanolona la configuracién cis (58, 103)
conduce a una conformacién torsionada, con el anillo A orientado hacia la cara alfa del esteroide.
A pesar de esta gran diferencia en la conformacién global del esqueleto esteroidal, la
allopregnanolona y la pregnanolona poseen un efecto anestésico similar en ratones y ratas [20].
Resulta evidente entonces que el GABA4 posee la capacidad de acomodar tanto un esteroide de
estructura plana como uno de estructura torsionada. Ademds, estudios de la relacién estructura-
actividad realizados con una gran variedad de andlogos sintéticos de neuroesteroides proponen un
modelo de farmacéforo en el cual la fusién entre anillos A y B puede ser trans o cis, con grupos
polares en los extremos de la molécula: un hidroxilo con estereoquimica o en posicién 3 y un
grupo aceptor de puente de hidrégeno en la posicién 20 (si bien este modelo es incompleto y
existen algunas excepciones, resume las caracteristicas mds comunes de los compuestos activos).
Recientemente, Veleiro y Burton publicaron un trabajo de revisién sobre las relaciones estructura-

actividad de esteroides neuroactivos [25].

Por lo expuesto, la obtencién y el estudio de andlogos rigidos de neuroesteroides con una
conformacién plana similar a la de allopregnanolona o torsionada similar a la de pregnanolona
resulta de gran interés, tanto desde el punto de vista farmacolégico, como para la investigacién de
las bases moleculares de accién de los neuroesteroides. Anteriormente, en nuestro grupo de
investigacién se sintetizé el andlogo rigido de neuroesteroides 6,19-epoxipregnenolona, en el cual
la introduccién de un puente 6,19 conduce a una conformacién torsionada, semejante a la de la
pregnanolona (Fig. 2.2). Al evaluar la actividad como modulador alostérico del receptor GABAa
utilizando sinaptoneurosomas de corteza cerebral en hamsters, se observé que el flujo de iones
cloruro inducido por 6,19-epoxipregnenolona resulté mayor al inducido por pregnanolona, y
similar al inducido por allopregnanolona en concentraciones de 0,1 a 100 pM. Por otra parte, en
estudios iz vivo con hamsters utilizando el 4cido 3-mercaptopropidnico como agente inductor de
convulsiones, se observé un efecto anticonvulsivo significativo con 6,19-epoxipregnenolona a

dosis entre 20 y 50 mg/kg p.c. [17].

Teniendo en cuenta estos prometedores resultados biolégicos observados con 6,19-
epoxipregnenolona, en este trabajo se sintetizaron nuevos andlogos rigidos de allopregnanolona y
pregnanolona (Fig. 2.3) a partir de la introduccién de diferentes puentes epdxido
intramoleculares en el esqueleto esteroidal. Por un lado se sintetizaron tres andlogos que poseen
un puente epdéxido conectando los dtomos C-1 y C-11 (andlogos 1, 2 y 3), y por otro lado se

sintetizd el andlogo rigido 4, con un puente epéxido entre los dtomos C-11 y C-19. Como se
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muestra en la Fig 2.3, la introduccién de un puente la,11a (2 y 3) conduce a una conformacién
global torsionada, semejante a la de la pregnanolona, mientras que la introduccién de un puente
18,11 (1) conduce a una conformacién global plana del esteroide, semejante a la de la
allopregnanolona. En cuanto al andlogo 4, como se mencioné en el capitulo anterior?, la

introduccién de un puente 113,19 también da lugar a una conformacién global plana.

Todos estos nuevos andlogos rigidos fueron sintetizados a partir del esteroide comercial
11a-hidroxiprogesterona y utilizando la reaccién de funcionalizacién remota denominada
reaccidn de hipoiodito para la formacién del ciclo intramolecular correspondiente (reaccién de

ciclacién).

H

andlogo 1 andlogo 2 andlogo 3 andlogo 4
| | \

Figura 2.3 Andlogos rigidos sintetizados en este trabajo y sus geometrias optimizadas HF/6-31G**

Ho™

2.2 Reaccidn de ciclacién. Reaccién de hipoiodito

La funcionalizacién intramolecular de carbonos no activados iniciada por radicales, en
particular por radicales alcoxilo, ha sido tema de numerosos trabajos de revisién [26] [27].
Heusler y Kalvoda introdujeron el término reaccion de hipoiodito para describir la ruptura
homolitica de hipoioditos de alquilo [26]. El mecanismo general de esta reaccién para la
formacién del éter intramolecular se describe en la Fig. 2.4a. Los hipoioditos de alquilo son
generados 7z situ a partir de la reaccién del alcohol correspondiente con reactivos como N-
iodosuccinimida, acilhipoioditos o diacetato de iodobenceno (DAIB). La ruptura homolitica de

los hipoioditos de alquilo puede ser inducida por calor o por irradiacién con luz visible, y se
% Capitulo 1, seccién 4
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acelera en presencia de dtomos de iodo. Una adecuada concentracién de dtomos de iodo se
obtiene por irradiacién de I, disuelto con luz de una longitud de onda entre 500 y 550 nm, en la
region de la principal banda de absorcién del iodo (522 nm en hidrocarburos saturados y 512 nm
en hidrocarburos halogenados). El estado de transicién mds favorable para la transferencia
intramolecular de hidrégeno es un anillo de 6 miembros en forma de silla, consecuentemente, el
hidrégeno ubicado en el dtomo de carbono & es atacado preferentemente, dando lugar a la

formacién de compuestos de tipo tetrahidrofurano (Fig. 2.4a).

H o)
ngH)kR
|
0 |
O = — UL &
R
R
(b)

Figura 2.4 Reaccién de hipoiodito a) Mecanismo de la reaccién de ciclacién intramolecular generada

por DAIB/I,/hv b) Reacciones secundarias: i) B-fragmentacidn, ii) oxidacion

Si no se encuentra un hidrégeno a la distancia éptima para la transferencia intramolecular
(menor de 3A), el radical alcoxilo puede reaccionar seglin otros caminos energéticamente
favorables. Las reacciones competitivas mds importantes son la B-fragmentacién y la oxidacién de

alcoholes secundarios a cetonas (Fig. 2.4b).

2.3 Antecedentes: obtencién de 1,11-epoxiesteroides

En trabajos previos, en nuestro grupo de investigacién se estudi6 la formacién de puentes
1,11-epéxido aplicando la reaccién de hipoiodito (DAIB/I;/hv) sobre diferentes 1la-
hidroxiesteroides: 1la-hidroxiprogesterona (5) y los derivados reducidos en posicién 5,
compuestos 6 y 7 (Fig. 2.5). Determinando las estructuras de minima energia de estos
compuestos puede observarse que para todos existe al menos un hidrégeno del C-1 a la distancia
adecuada para que ocurra la transferencia intramolecular de hidrégeno, paso inicial de la reaccién

de ciclacién.
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distancia (A)
HAP-O11p Hdo O11p
5(a2p) 223 2,45
5 “ B,ZU’.) - 2|.l 1
6 - 2,18
7 221 2,57

Figura 2.5 Geometrias optimizadas AM-1 de los compuestos 5, 6y 7

En esteroides A* como 5, el anillo A puede encontrarse en una conformacién cuasi-trans
(10,2P) o en una conformacién cuasi-cis (1f3,2a), siendo la primera generalmente la mds estable.
En la conformacién cuasi-trans de 5 y en el compuesto 7 ambos hidrégenos del C-1 estin a
menos de 3 A de distancia del oxigeno del hidroxilo 11a, pero teniendo en cuenta que el estado
de transicién mds favorable para la transferencia intramolecular de hidrégeno es un anillo de 6
miembros en forma de silla, se espera que sea el Hf el que intervenga en la reaccién. En cambio,
en la conformacién cuasi-cis (18,2a) de 5 y en el compuesto 6 solamente el Ha estd ubicado en

una posicién adecuada para el desarrollo de la reaccién.

La Fig. 2.6 resume los resultados obtenidos al probar la reaccién de ciclacién sobre los
compuestos 5, 6 y 7 [20]. Unicamente en el caso del compuesto 7 se obtuvo el puente epéxido
esperado, con un rendimiento del 66%. Con los compuestos 5 y 6 se obtuvieron los
correspondientes A' derivados, con rendimientos del 87% y 88% respectivamente. Ademds, en el
caso del compuesto 6 se aislé el intermediario iodado en posicidén 1 al usar menos equivalentes de
los reactivos (DAIB/I,). Cuando la reaccién de ciclacién se ensayé sobre el 3o-acetoxi-11a-
hidroxi-5B-pregnano 9, se obtuvo el compuesto 10 con el puente epéxido 1a,11a con 89% de

rendimiento.
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HO.. DAIBi, HO..
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Figura 2.6 Antecedentes de la reaccién de ciclaciéon con diferentes 110-hidroxiesteroides
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2.4 Sintesis de nuevos andlogos rigidos con puentes 1,11-ep6xido

En base a los antecedentes previos de la reaccién de ciclacién sobre 11o-hidroxiesteroides,
en este trabajo de tesis se desarrollaron diversas estrategias sintéticas para la obtencién de los

andlogos 1-3.
Sintesis del andlogo 1
El andlogo 1 se sintetizd a partir de 8 empleando el camino sintético representado en el

Esquema 2.1. El compuesto 8 se obtuvo siguiendo la técnica empleada anteriormente en nuestro

grupo de investigacién [20].

Esquema 2.1 Reactivos: a) NaBHy, MeOH, CH,CL, 25°C, 90 min; b) Ph;P, HCOOH, DEAD,
THEF, 25°C, 14 hs; ¢) PCC, BaCOs, MS 3 A, CH,Cl,, 25°C, 30 min; d) KHCOs, MeOH, 25 °C,

15 min.

Por reduccién de 8 con NaBHj4 en metanol a 25 ©C se obtuvo el 33,20B3-diol 11 como
producto mayoritario. La inversién de la configuracién del carbono 3 se logré mediante la
reaccién de Mitsunobu [28] por tratamiento del diol 11 con DEAD, PhsP y HCO,H. Cabe
destacar que esta reaccién tiene lugar selectivamente sobre el C-3, sin verse afectado el hidroxilo
en posicién 20. Por dltimo, la oxidacién del compuesto 12 con PCC en presencia de BaCO; y
tamiz molecular 3 A, seguida de hidrlisis suave del formiato en posicién 3 usando KHCO; en

metanol, condujo al andlogo 1 con un 27 % de rendimiento desde 8.
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El espectro de RMN 'H de 1 (Fig. 2.7 y Tabla 2.1) mostré un singulete ancho no
resuelto a 8 4,42 (W12 =8,5 Hz) correspondiente al H-3. La ausencia de acoplamiento axial-axial
confirmé la orientacién ecuatorial asignada a dicho hidrégeno. La sefal a 4,03 ppm
correspondiente al H-1 se observé como un doble doblete con constantes de acoplamiento 11,8 y
5,7 Hz, lo cual es consistente con un acoplamiento tipo axial-axial y otro axial-ecuatorial con los
protones del C-2, confirmando la orientacién o asignada al H-1. La presencia de un 1B,11a-
ep6xido concuerda ademds con la existencia del doble doble doblete (/= 11,0, 10,5 y 4,8) a 3,77
ppm asignado al H-11.

H1
W
I I I I ‘ I I I I I I I I I ‘ I I I I I I I I I ‘
4.50 4.00 3.50 (ppm)

Figura 2.7 Estructura HF/6-31G** del andlogo 1 y espectro RMN 'H

En el espectro de RMN "C (Tabla 2.1) se observaron sefales correspondientes a tres
carbonos oxigenados a 8 68,2, 73,9 y 83,3 asignados respectivamente a los carbonos 3, 11y 1. La
estructura del compuesto 1 se confirmé mediante espectroscopia RMN 2D vy espectrometria de

masa.

Sintesis del andlogo 2
Como se mencioné anteriormente, la reaccién de hipoiodito sobre 6 no conduce a la

formacién del puente epdxido intramolecular sino al compuesto 3-ceto a,B-insaturado, mientras

que partiendo del 3-acetato 9 se obtiene el ciclo deseado (Fig. 2.6).
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é (‘H) é (‘H)
6(PC) B 8 (3C) a B
1 83,3 4,03 12 43,2 1,35 2,42
2 34,8 2,08 1,63 13 48,4
3 68,2 4,42 14 58,8 1,27
4 33,6 1,19 1,94 15 22,8 1,71 1,23
5 43,2 1,87 16 24,4 1,71 2,24
6 32,4 1,93 1,93 17 61,6 2,65
7 26,7 1,54 1,54 18 14,6 0,64
8 31,3 1,65 19 15,6 0,94
9 64,4 0,97 20 209,2
10 38,1 21 31,9 2,12
11 73,9 3,77

Tabla 2.1 Desplazamientos quimicos de "H (500 MHz) y *C (125 MHz) del andlogo 1.

En base a esos antecedentes, el andlogo 2 se preparé a partir del compuesto 17 reducido

en posicién 3 (Esquema 2.2).

AcO™

Aco™

Esquema 2.2 Reactivos: a) TBDMSCI, imidazol, DMF, 50 °C, 3 hs; b) NaBHs, MeOH, CH,Cl,, 0
°C, 30 min; ¢) 1. AcO, Py, 25 °C, 14 hs; d) HF 40%, THF, CH3CN, 25 °C, 20 min; e) DAIB, I,
CH.,Cl,, hv, 25 °C, 45 min; f) K;CO;, MeOH, 25 °C, 30 min. (X=TBDMSi).

Para la obtencién de 17, previamente a la reduccién del grupo 3-ceto y posterior

acetilacién, resulté necesario proteger el hidroxilo en posicién 11 con un grupo que pudiera ser
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removido sin afectar al grupo acetato, de manera de obtener el 110-OH libre necesario para la
posterior reacciéon de ciclacién.

La proteccién del 11a-OH de 6° se llevé a cabo con cloruro de ter-butildimetilsililo
(TBDMSCI) en presencia de imidazol. El compuesto 14 fue reducido con NaBH4 en metanol a
0 °C, obteniéndose el 3a-hidroxiesteroide 15. La estereoespecificidad de esta reaccién se debe al
impedimento estérico sobre la cara o del esteroide generado por la fusién cis de los anillos A/B,
permitiendo que el agente reductor se aproxime s6lo desde la cara . El compuesto 15 se acetild
empleando Ac,O en piridina, y posteriormente el grupo protector en posicién 11 fue removido
con HF 40% en una mezcla de THF y acetonitrilo. Sobre el compuesto 17 se llevé a cabo la
reaccién de ciclacién con DAIB/Iy/hv, obteniéndose el compuesto ciclico 18 con un rendimiento
del 80%. Finalmente el grupo 3-acetato fue removido con K;COj; en metanol, obteniéndose el

andlogo 2 con un 20% de rendimiento a partir de 6.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 2 (Fig. 2.8 y Tabla 2.2) se observé un
multiplete ancho a § 3,59 (W12 = 30 Hz), el cual confirmé la orientacién axial () asignada al H-
3. Por otra parte la presencia de un doble doblete a 6 3,95 (/ = 9,3 y 7,5 Hz) asignado al H-1 y
de un doble triplete a 3,90 (/ = 4,3 y 11,0 Hz) asignado al H-11, estdn de acuerdo con la

presencia de un la,11a-epdxido en la molécula.

H1
H11

H3

I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I
4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50 (ppm)

Figura 2.8 Estructura HF/6-31G** del andlogo 2 y espectro RMN 'H

3 El compuesto 6 se obtuvo por hidrogenacién catalitica (Pd 10%/C) de la 11a-hidroxiprogesterona,
compuesto comercial.
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En el espectro de RMN "C (Tabla 2.2) se observaron tres sefiales correspondientes a
carbonos oxigenados a 68,3, 75,5 y 85,3 ppm, asignados a los C-3, C-11 y C-1. La estructura del

compuesto 2 se confirmé mediante espectroscopia RMN 2D y espectrometria de masa.

5 (*H) 3 (‘H)
3(PC)  « B 3(P°C)  a B
1 853 3,95 12 452 1,38 2,48
2 420 230 1.40 13 47,6
3 683 3,59 14 584 1,28
4 353 1,61 1.61 15 225 171 1,23
5 386 1.89 16 242 1,77 2,06
6 266 1,67 1,01 17 62,0 2,63
7 268 147 1,86 18 15,0 0,64
8 347 1,43 19 21,3 1,07
9 513 1,41 20 208,0
10 38,4 21 31,7 2,14
11 755 3,90

Tabla 2.2 Desplazamientos quimicos de "H (500 MHz) y *C (125 MHz) del anédlogo 2

Sintesis del andlogo 3

Teniendo en cuenta que, al igual que en el caso del compuesto 6, la reaccién de ciclacién
directa sobre la 1la-hidroxiprogesterona (5) conduce tnicamente al derivado 3-ceto o,f-
insaturado (Fig. 2.6), para la obtencién del andlogo 3 se propuso probar la reacciéon de ciclacién

sobre los intermediarios 19 y 20, en los cuales el grupo 3-ceto estd reducido y protegido.

HO,‘ ox H o' OAc

>0 AcO
19 20

Los intermediarios 19 y 20 se prepararon mediante reacciones que involucran
protecciones y desprotecciones selectivas en las posiciones 3, 11 y 20 (Esquema 2.4 y 2.5

respectivamente). Para la obtencién de 19, el compuesto de partida 5 fue acetilado y reducido
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con NaBH4 en MeOH/CH,Cl,, y posteriormente tratado con TBDMSCI e imidazol en DMF
para obtener el compuesto 21. Finalmente, el grupo acetato protector de posicién 11 en 21 fue
removido con KOH en THF-MeOH obteniéndose el intermediario 19 buscado.

HO, © AcO, ox HO, O
a b
—_— —_—
o 20 20
21

5 19

Esquema 2.4 Reactivos: a) 1. Ac;O, Py, 25 °C, 2 hs. 2. NaBH4, MeOH, CH,CL, 25 °C, 90 min. 3.
TBDMSCI, imidazol, DMF, 50 °C, 4 hs; b) KOH, THF, MeOH, 25 °C, 48 hs. (Z=TBDMSi)

Para la obtencién del intermediario 20, se invirtieron los grupos utilizados para proteger

las posiciones 11, 3 y 20.

HO,' OAc

0] YO OAc
[ i; : Ljéj&—< )
a b
_>
C OAc
o AcO HO,,
5 22
AcO
20

Esquema 2.5 Reactivos: a) 1. TBDMSCI, imidazol, DMF, 50 °C, 3 hs. 2. NaBHs, MeOH, CH,ClL,,
25 °C, 1 hs. 3. AcO, Py, 25 °C, 14 hs; b) HF 40%, THF, CH;CN, 25 °C, 20 min; c) BusNF,
THE, 60 °C, 4 hs. Z=TBDMSi)

En una primera etapa 5 fue sililado con TBDMSCI e imidazol en DMF, y por posterior
reduccién con NaBH4 en MeOH-CH,ClL, y acetilacién con Ac;O en piridina se obtuvo el
compuesto 22. Al intentar desproteger el hidroxilo en posicién 11a del compuesto 22 usando
HF 40% en THF-acetonitrilo se obtuvo 23, producto de la eliminacién del acetato en posicién
3. Por lo tanto se probé la desproteccién en un medio neutro mediante el uso de BusNF en

THF, obteniéndose el intermediario 20 deseado.
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Reaccidn de hipoiodito sobre el intermediario 19

El tratamiento del intermediario 19 con DAIB/I;/hv en CH,Cl, empleando distintas
condiciones de reaccién, condujo en todos los casos a mezclas complejas. En todas las
condiciones ensayadas el producto mayoritario, aunque en bajo rendimiento, fue identificado
como un producto de B-fragmentacién de la reaccién de hipoiodito, al que se le asigno

tentativamente la estructura 24 (Esquema 2.6).

HO, Oz

20
19

Esquema 2.6 Reactivos: a) DAIB, I,, CH,Cl, hv, 2 hs. (2=TBDMSi)

En el espectro de RMN "H del compuesto 24 se observaron senales correspondientes a los
anillos A y B similares a las descriptas para el compuesto 19: un singulete ancho a § 5,40
asignado al H-4 y un multiplete (Wi, = 16 Hz) a § 4,21 ppm correspondiente al H-3. El
multiplete a 8 3,81 corresponderia al H-20 mientras que las sefiales a campos altos a 8 0,84, 1,13
y 1,42 se asignaron a los metilos 18, 21 y 19, respectivamente. A campos bajos se observé ademds
un doble doblete (/= 4,3 y 1,2 Hz) a 8 9,98, lo cual indica la existencia de un grupo aldehido en
la molécula. Dada la presencia de este grupo funcional se plantearon los posibles productos de -
fragmentacién a partir de 19 (Fig. 2.9).

En el espectro COSY se observé una correlacién entre la senal a 9,98 ppm y las sefiales a
3,12y 2,29 ppm. El doble doblete a 6 3,12 (/ = 14,2, 1,2) y el doble doblete 2 8 2,29 (/= 14,2y
4,4) fueron asignados al metileno en posicién 12, por lo tanto la correlacién observada en el
espectro COSY sugeria que el compuesto 24 era el producto mayoritario de reaccién. El ién
molecular a m/z 688 en el espectro de masa de baja resolucién concuerda con la presencia de un
iodo en la molécula, mientras que en el espectro de masa de alta resolucién se observa un ién a
m/z 561,4177 correspondiente al i6n [M-I]*. La inestabilidad de 24 no permitié un estudio

completo por RMN 2D para confirmar esta estructura.
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@) H
oz
I
24
| oz
O
H
20
25

Figura. 2.9 Productos posibles de B-fragmentacién del compuesto 19. (X=TBDMSi)

Reaccidn de hipoiodito sobre el intermediario 20.

En la Tabla 2.3 se resumen las condiciones utilizadas al ensayar la reaccién de ciclacién

sobre el compuesto 20. Todas las reacciones se llevaron a cabo en CH>ClL.

HO, OAc OAc

AcO
20

Esteroide/DAIB/I, Tiempo (min) Rendimiento de 26 (%)

1 1:1,2:1° 15 20
2 1:1,2.1* 30 30
3 1:2,4:2° 15 30-50
4 1:1,2:1° 15 60

Tabla 2.4 Reaccién de ciclacién del compuesto 20

‘irradiacién luminosa: ldmpara de tunsgteno 300W (5000 Im) a temperatura
ambiente. "microondas: 300W, 120 °C, 250 psi
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Usando las condiciones de ciclacién descritas para la obtencién de los andlogos 1 y 2
(Entrada 1), se aislé el compuesto de partida entre los subproductos de reaccién. En base a este
resultado se probé aumentando el tiempo de reaccién (Entrada 2) o la cantidad de reactivos
(Entrada 3), y si bien no se recuperé compuesto de partida, en ambos casos se aislaron
subproductos correspondientes al camino de B-fragmentacién. Si bien en las condiciones de la
entrada 3 se logré obtener el compuesto 26 con un mejor rendimiento, los resultados no fueron
reproducibles. El rendimiento y reproducibilidad de la reaccién se incrementaron al probar una

nueva técnica que involucra el uso de microondas (Entrada 4).

En el espectro de RMN 'H del compuesto 26 (Fig. 2.10) se observé un doble doblete a &
4,24 (J = 10,8 y 6,8 Hz) asignado al H-1 y un doble triplete a 3,97 (/ = 4,7 y 11,0 Hz) asignado

al H-11, sefales que sugerian la presencia de un 1o, 11a-epdxido en la molécula.

H4 H3
,J\M M Hl h

\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\ \\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\
5.75 5.50 5.25 5.00 4.75 4.25 4.00 3.75 (ppm)

Figura 2.10 Espectro RMN 'H del compuesto 26

Teniendo en cuenta que en compuestos con funcionalidad A* se podrian formar puentes
tanto lo,11a-6xido como 1B,11a-6xido (Fig. 2.5), para establecer la estereoquimica del puente
C1/C11 en el compuesto 26 se compararon los datos obtenidos mediante cdlculos AM1 de
ambos isémeros con datos experimentales obtenidos en el espectro ROESY. Segtn los cdlculos
AM1 (Fig. 2.11), la distancia H1B-H19 es de 2.56 A en el isémero 1o,110, mientras que la
distancia Hl1o-H19 es mayor de 3 A en el isémero 1B,11a.. Por lo tanto, en base a la correlacién
observada en el espectro ROESY entre el H-1 (4,24 ppm) y el H-19 (1,19 ppm), se asigné la
estereoquimica 1o, 11a al compuesto 26. En el espectro de RMN C se observaron tres sefiales
correspondientes a carbonos oxigenados a 67,5, 75,9 y 82,0 ppm, asignados a los C-3, C-11 y C-
1.
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5y edsad

low ]l lex 1B8.11ax

Figura 2.11 Geometrias optimizadas AM1 de los posibles isémeros del compuesto 26

La estructura del compuesto 26 se confirmé mediante espectroscopia RMN 2D (Tabla

2.4) y espectrometria de masas.

3 (*H) 8 (‘H)
8 (PC) « B 5 (¥C) o B
1 820 4,24 12 44,3 1,16 2,31
2 341 232 1,59 13 46,8
3 675 5,09 14 574 1,18
4 1154 5,64 15 224 1,67 1,18
5 1514 16 26,5 1,85 1,35
6 30,1 238 2,13 17 597 1,08
7 340 1098 1,00 18 13,9 0.69
8 31,1 1,65 19 198 1,19
9 533 1,71 20 723 4,81
10 41,8 21 20,0 1,14
1 759 3,97 Acet. 170,5/21,5

Tabla 2.4 Desplazamientos quimicos de "H (500 MHz) y *C (125 MHz) del compuesto 26.

Sintesis del andlogo 3 a partir de 26
Una vez obtenido el compuesto ciclico 1a,11a-epoxipregnano 26 se desarroll6 el camino

sintético descrito en el Esquema 2.7 para la obtencién del andlogo 3. Para introducir las

funcionalidades 3a-OH y 20-ceto caracteristicas de los neuroesteroides se realizaron una serie de

33

Lautaro D. Alvarez



Capitulo 2

reacciones de proteccién y desproteccién selectiva de las funciones oxigenadas en C-3 y C-20,

junto a la reduccién estereoespecifica del carbonilo en posicién 3.

AcO

J

Esquema 2.7 Reactivos: a) 1. KOH-acuoso 5%, MeOH-THEF, 25°C, 3hs. 2. PCC, CH,Cl,, BaCOs,
25 °C, 40 min; b) LiAl(t-BuQO)s, THEF, 0°C, 3 hs; c) TBDMSCI, imidazol, DMF, 25 °C, 45 min; d)
LiAlH4, THF, 25 °C, 2 hs.; e) 1. PCC, CH,Cl,, BaCOs, 25 °C, 40 min, 2. BusNF, THF, 25 °C, 18
h. (S=TBDMSi)

La hidrolisis selectiva del acetato en posicién 3 de 26 utilizando KOH 5% en MeOH,
seguida por oxidacién con PCC-BaCOs; condujo a 27. Debido a la conformacién del anillo A de
este 3-cetoesteroide (27) (semisilla 1,2a) se logré la reduccién estereoespecifica del carbonilo en
posicién 3 usando un agente reductor voluminoso (LiAl(#BuO)s;). Una vez obtenida la
funcionalidad 3a-hidroxi deseada sélo restaba incorporar la funcionalidad ceto en posicién 20.
Para ello se protegié el hidroxilo en posicién 3 en el compuesto 28 con el grupo TBDMS vy se
removié el grupo acetato protector de posicién 20 obteniéndose 30. Por oxidacién con PCC-

BaCO; y posterior desililaciéon con BusNF en THF se obtuvo el andlogo 3 con un rendimiento

de 13 % a partir de 26.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 3 (Fig. 2.12 y Tabla 2.5) se observé un doble
triplete 2 8 4,34 (/ = 11,3 y 3,3 Hz), el cual confirmé la orientacién axial asignada al H-3. Por
otra parte la presencia de un doble doblete a & 4,12 (/= 11,2 y 6,3 Hz) asignado al H-1 y de un
doble triplete a 3,98 (/ = 4,9 y 11,1 Hz) asignado al H-11, estdn de acuerdo con la presencia de

un lo,1la-epéxido en la molécula.
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H4

H11

H3

Sk

I ‘ T T T ‘ T T [ ‘ [ | ‘ [ | ‘ [ N ‘ [ ‘ [ ‘ |
5.40 5.30 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 (ppm)

Figura 2.12 Estructura HF/6-31G** del andlogo 3 y espectro RMN 'H

En el espectro de RMN "C (Tabla 2.2) se observaron tres sefiales correspondientes a
carbonos oxigenados a 66,7, 76,2 y 83,8 ppm, asignados a los C-3, C-11 y C-1. La estructura del

compuesto 3 se confirmé mediante espectroscopia RMN 2D y espectrometria de masa.

8 ("H) 3 ('H)
6 (PC) o B S (1*C) a B
1 838 4,12 12 44,0 1,35 2,43
2 40,5 2,29 1,54 13 47,9
3 66,7 4,34 14 59,6 1,24
4 1235 5,33 15 22,6 1,70 1,26
5 1439 16 24,3 2,25 1,74
6 295 231 1,25 17 61,7 2,63
7 3306 1,97 1,01 18 14,8 0,66
8 31,0 1,64 19 19,5 1,11
9 582 1,25 20 209,0
10 41,7 21 31,8 2,12
11 76,2 3,98

Tabla 2.5 Desplazamientos quimicos de "H (500 MHz) y *C (125 MHz) del andlogo 3
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Sintesis de 1a,11a-epoxiprogesterona

A partir del intermediario 26 se sintetiz6 la la,1la-epoxiprogesterona (31), andlogo

rigido de hormonas esteroidales, mediante dos pasos de reaccién (Esquema 2.8).

AcO

Esquema 2.8 Reactivos: a) 1. LiAlHy, THF, 45 min, 25 °C; 2. PCC, CH,Cl,, BaCOs3,25 min,
25 °C.

En el espectro de RMN 'H del compuesto 31 (Fig. 2.13 y Tabla 2.6) se observé un doble
doblete a & 4,34 (/ = 9,2 y 8,0 Hz) asignado al H-1, que estd de acuerdo con los valores de las
constantes de acoplamiento obtenidas usando la ecuacién de Altona para este compuesto y su 13-
isémero (/= 9,6 y 7,0 Hz para el 1a,11a-epéxido y /= 11,5 y 4,0 Hz para el 1B,110-epdxido).
El doble triplete a 6 4,03 (/ = 11,0 y 4,6 Hz) se asigné al H-11. Los H-2 se observaron como un
doble doblete a 8 2,91 (8,0 y 15,8 Hz) y un doblete a 6 2,54 (9,2 y 15,8 Hz).

H1 H11

Sy

H4
i M )
[ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ! ‘ [ ‘ [ ‘ !
5.80 570 450 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.00 2.90 2.80 (ppm)

Figura 2.13 Estructura HF/6-31G** de 1a.,11a-epoxiprogesterona (31) y espectro RMN 'H
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En el espectro de RMN "C (Tabla 2.) las dos sefales correspondientes a carbonos
oxigenados a 75,9 y 82,9 ppm, fueron asignadas a los C-11 y C-1 respectivamente. La estructura

del compuesto 31 se confirmé mediante espectroscopia RMN 2D y espectrometria de masa.

d (‘H) d (‘H)
5(°C) B 5(°C) " o B

1 829 4,34 12 43,8 1,43 2,50
2 449 2,91 2,54 13 48,1 2,16 1,20
3 1982 14 60,5 1,42
4 121,0 5,78 15 22,6 1,74 1,32
5 166,6 16 243 2,28 1,83
6 342 17 615 2,65
7 31,2 2,59 2,34 18 14,8 0,73
8 31,7 2,16 19 20,5 1,27
9 578 1,32 20 2087

10 42,6 21 31,0 2,14

11 759 4,03

Tabla 2.6. Desplazamientos quimicos de 'H (500 MHz) y *C (125 MHz) de 1a,11a-
epoxiprogesterona (31)

2.5 Sintesis del andlogo 4

El andlogo 4 se sintetizé a partir de la 11,19-epoxiprogesterona (32) empleando el camino
sintético indicado en el esquema 2.10. El compuesto 32 se obtuvo siguiendo la metodologia

desarrollada en nuestro grupo de investigacién [11].

Para obtener el andlogo 4 a partir de 32 se utiliz6 una estrategia similar a la utilizada
previamente para la obtencién del andlogo 1. Por reduccién de 32 con NaBHjy se obtuvo el diol
33 como producto principal. Por tratamiento del diol 33 con dcido férmico, DEAD y PhsP y
posterior purificacién por cromatografia flash se aislaron el compuesto 34 y su 3P isémero en
relacién 30/3P 4:1. La estereoquimica en la posicién 3 de ambos compuestos se establecié por
comparacion de los datos experimentales (constantes de acoplamiento en el espectro de RMN
'H) con los valores esperados por cdlculos de modelado molecular AM1 vy la aplicacién de la
ecuacién de Altona (Tabla 2.7).
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0 OH
0O o OH
0
a b
—> _»
X
o HO -
32 33 H™ O 34
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c d
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|\ 4 J

Esquema 2.10 Reactivos: a) NaBHs, MeOH, CH,Cl,, 25°C, 90 min; b) PhsP, HCOOH, DEAD,
THEF, 25°C, 14 hs.; ¢) PCC, BaCO;, MS, CH:Cl,, 25°C, 30 min; d) KHCOs, MeOH, 25 °C, 15

min.

En el espectro de RMN 'H, el H-3 correspondiente al compuesto 34 se observd como
multiplote no resuelto a & 5,27 (W¥2 =15,0Hz), mientras que el H-3 correspondiente a su 3f3-

estereoisdmero (H-3 pseudoaxial), se observé como un multiplete ancho (W'2= 22,0Hz) a &

5,45.

H(3)-C-C-H(2B)/(J529)  H(3)-C-C-HQ2a)/(Js,) H(3)-C-C-H(4)/(J5,4)
Compuesto 36 30,7°/6,14 Hz 86,2°/1,29 Hz 57,1°/3,78 Hz

Isémero 33 162,2°/10,02 Hz 44,7°/6,45 Hz 75,0°/2,87 Hz

Tabla 2.7. Angulos de torsién (H-C-C-H) segun cdlculos AM1 y constantes de acoplamiento
calculadas mediante la ecuacién de Altona para los conférmeros de minima energfa del compuesto

36 y su isémero 3.

La formacién del 3B formiloxiesteroide, no observada en la sintesis del andlogo 1 en
donde se empleé una metodologia similar, se puede explicar debido a la mayor reactividad del
3p-alcohol alilico en 33 comparado con el compuesto 11 que reaccionaria directamente con el
dcido férmico usado en la reaccion de Mitsunobu, para dar el formiato correspondiente.

Por ultimo, la oxidacién del 20-hidroxilo del compuesto 34 con PCC en presencia de

BaCO:s3, seguida de hidrdlisis suave del 3a-formiato en medio bésico, condujo al andlogo 4
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deseado con rendimiento del 30% a partir de 32. La estructura del andlogo 4 fue determinada

mediante cristalografia de rayos X, confirmando la orientacién pseudoaxial del 3a-hidroxilo (Fig.

2.14).

Figura 2.14 Estructura de rayos X del andlogo 4

En el espectro de RMN 'H del compuesto 4 (Fig. 2.15, Tabla 2.8) se observé un
singulete ancho a 8 4,10 (W1, = 12,5 Hz) y un doblete (/ = 4,4 Hz) a 8 5,68 asignados al H-3 y
al H-4 respectivamente. El sistema AB correspondiente al CH»-19 apareci6 a 6 3,76 (dd, J = 8,2
y 1,8 Hz) y 2 8 3,68 (d, / = 8,2Hz). El singulete ancho a 4,41 ppm se asigné al H-11.

H19
H4 H11 H3
|1 ‘ [ ‘ | ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ |
5.70 5.60 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 (ppm)

Figura 2.15 Estructura HF/6-31G** del andlogo 4 y espectro de RMN 'H

39

Lautaro D. Alvarez



Capitulo 2

En el espectro de RMN '°C se observaron tres carbonos oxigenados a 8 63,4, 70,8 y 77,8,
asignados a los carbonos 3, 19 y 11 respectivamente. Los datos correspondientes a los espectros

de RMN 2D estdn de acuerdo con la estructura del compuesto 4.

5 (*H) 3 (‘H)
3(PC)  « B 3(P°C)  «a B

1 283 1,51 1,51 12 415 1,72 2,41
2 289 1,67 1,08 13 44,4
3 634 4,10 14 53,0 1,28
4 1265 5,68 15 239 1,66 1,32
5 1419 16 22,6 2,07 2,07
6 347 2,29 2,29 17 64,7 2,52
70278 1,82 1,82 18 15,7 0,80
8 349 1,50 19 708 3,76 3,68
9 574 1,02 20 209,0

10 46,7 21 312 2,13

1 778 4,41

Tabla 2.8 Desplazamientos quimicos de "H (500 MHz) y *C (125 MHz) del andlogo 4
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2.6 Modelado Molecular

Reaccidén de ciclacién

El conjunto de los antecedentes previos y de los resultados obtenidos en esta tesis sobre la
reaccién de ciclacién de 11a-hidroxiesteroides redne informacién que puede ser utilizada para

investigar cémo afecta la conformacién global del esteroide al desarrollo de la misma.

Rs
HO., HO,,
R2 Ry Ry
1To-hidroxiesteroide 1,11-epoxiesteroide Al-11a-hidroxiesteroide
11o- 1,11- A-11o-
hidroxiesteroide epoxiesteroide hidroxiesteroide
Comp. RI1 R2 R3 t (min) Rendimiento Rendimiento
1 6 pH =0 -0 30 ; 88 %
- a 80 %

2 17 BH a-AcO =0 20 puente la, 110 -
3 5 A =0 =0 602 - 87 %

4 b 60%
4 20 A B-AcO AcO 15 puente Lo, 110t -
5 19 A* B-TBDMS TBDMS 302 - -
6 7 oH =0 -0 60 66% 22%

puente 1f3,11a

Tabla 2.9 Resumen de las reacciones de ciclacidn sobre 11a-hidroxiesteroides

* DAIB/I, 1,2:1; irradiacién luminosa (Idmpara de tunsgteno 300W) a temperatura ambiente.
> DAIB/I, 1,2:1; microondas: 300W, 120 °C, 250 psi.

¢ Se obtienen mezclas complejas, de las cuales sélo se pudo aislar un producto de B-fragmentacién.

Para ello se determinaron, utilizando métodos de cédlculo @b initio, la geometria
optimizada y la estabilidad de intermediarios claves de la reaccién, de manera de intentar explicar

la formacién de los productos observados en cada caso. La reaccién de ciclacién fue ensayada
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sobre siete 11a-hidroxiesteroides diferentes, de los cuales dos son 5B-H, tres A* y uno 5a-

H (Tabla 2.9).

Teniendo en cuenta el mecanismo de reaccién propuesto para la reaccién de ciclacién
(Fig. 2.16) se optimizaron las geometrias de los intermediarios I y II correspondientes a los 110t

hidroxiesteroides de partida.

H H/I . . . | O
OH 0 H O | OH |I° R
O = = = U (= O
R R R R R
I II

Figura 2.16 Mecanismo de la reaccién de ciclacién.

Ciclacion sobre 11 a-hidroxi-5f-pregnanos

La reaccién de ciclacién sobre el compuesto 6 (5B-H, 3-ceto) condujo tnicamente al
derivado A!, con un 88% de rendimiento (Tabla 2.9, Entrada 1). Cuando se utiliz6 una menor
concentracion de reactivos ademds del derivado A' se pudo aislar una pequena cantidad del 1a-
iodo-esteroide. La Fig. 2.17a muestra las geometrias optimizadas del radical y de los

intermediarios iodados en posicién 1 correspondientes al compuesto 6.

compuesto 6 compuesto 17
S el e
radical radical

!

Bt Koy Y% I

la-iodo 1B-iodo la-iodo 1B-iodo
0 Kcal/mol -3,92 Kcal/mol 0 Kcal/mol -3,55 Kcal/mol

() (b)

Figura 2.17 Intermediarios correspondientes a los compuestos 5f3.
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Debido a la conformacién torsionada del radical, el ataque del radical iodo por la cara
beta del esteroide estaria favorecido sobre el ataque por la cara alfa, mucho menos expuesta.
Ademds, el derivado 1B-iodo resultante es 3,92 Kcal/mol mds estable que el isémero la-iodo.
Por lo tanto, ambos fenémenos llevan a suponer que el intermediario mayoritario serfa el 13-
iodo. Este intermediario posee una conformacién en la cual es posible un ataque del 110-OH al
C-1 en un mecanismo tipo Sx2, lo cual llevaria a la formacién del puente epéxido 1a,11c. Sin
embargo, la orientacién axial del 4tomo de iodo y la presencia del grupo del 3-ceto, favorecen atin
més la eliminacién del iodo para dar el producto insaturado A', explicando los resultados

obtenidos.

Al sustituir el grupo 3-ceto por un 3o-acetato (compuesto 17) efectivamente se obtiene el
compuesto ciclico (Tabla 2.9, Entrada 2, pdg. 41). La conformacién global del radical y de los
intermediarios iodados correspondientes al compuesto 17 resultan similares a los del compuesto
con el grupo 3-ceto (Fig. 2.17b). Nuevamente, el intermediario 1f-iodo es mds estable que el 1a-
iodo pero al no estar especialmente favorecida la eliminacién el intermediario 1B-iodo puede

ciclarse por el ataque del 11a-OH al C-1, de acuerdo con el resultado observado.
Ciclacion sobre 11a-hidroxi-A*-pregnenos

La reaccién de ciclacién sobe el compuesto 5 (A*-3-ceto) también conduce Gnicamente al
derivado A', con un 87% de rendimiento (Tabla 2.9, Entrada 3, pdg. 41). Como vimos
anteriormente, en esteroides A* el anillo puede existir en una conformacién cuasi-trans
(generalmente mds estable) o en una conformacién cuasi-cis. Por lo tanto, para comprender el
curso de la reaccién de ciclacién sobre este compuesto resulta necesario investigar la energia
relativa de cada uno de los intermediarios en las dos conformaciones posibles (Fig. 2.18a). En el
caso del intermediario radical, se obtiene la misma geometria optimizada partiendo de la
conformacién cuasi-trans que partiendo de la conformacién cuasi-cis. Este radical también posee
una conformacién levemente torsionada, en la cual el ataque del radical iodo por la cara beta
estarfa favorecido. La energia de los intermediarios lo-iodo y 1B-iodo en cambio, varia
apreciablemente con la conformacién del anillo A. El intermediario mds estable es el la-iodo
cuasi-trans, seguido del 1B-iodo cuasi-cis y del 1B-iodo cuasi-trans; el 1o-iodo cuasi-cis es el menos
estable de todos, posiblemente debido a la repulsién entre el iodo y el 11a-OH. Los dos
intermediarios mds estables (1o-iodo cuasi-trans y 1B-iodo cuasi-cis) son aquellos en los que el
iodo queda axial, posicion en la cual se puede eliminar para dar el derivado A', de acuerdo con el

resultado obtenido. Si bien la geometria del intermediario 1B-iodo cuasi-cis permitiria un ataque
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tipo Sx2 del 110-OH al C-1 para formar el puente 1a,110, como en el caso anterior se obtiene
el derivado A' porque la eliminacién estarfa favorecida por la presencia del grupo 3-ceto.

La reaccién de ciclacién sobre el compuesto 20 (5B-H, 3B-acetato) condujo en todas las
condiciones empleadas al compuesto ciclico, pero solo con el uso de microondas se lo obtuvo de

forma reproducible y con buen rendimiento (Tabla 2.9, Entrada 4, pag. 41).

compuesto 5

la-iodo cuasi trans lﬂ—iodo cuasi trans la-iodo cuasi cis lﬂ—iodo cuasi cis

-6,0 Kcal/mol -2,3 Kcal/mol 0 Kcal/mol -3,6 Kcal/mol
(a)

compuesto 20

LRy AR

radical cuasi trans radical cuasi cis
0 Kcal/mol -0.06 Kcal/mol
- y * " . ’ . b .“'_‘ I
la-iodo cuasi trans 1B-iodo cuasi trans la-iodo cuasi cis 1B-iodo cuasi cis
-7,6 Kcal/mol -3,1 Kcal/mol 0 Kcal/mol -0,7 Kcal/mol
(b)

Figura 2.18 Intermediarios correspondientes a los compuestos A*.

El radical correspondiente al compuesto 20 (Fig. 2.18b) puede existir en ambas
conformaciones cuasi-trans 'y cuasi-cis, con energfas practicamente iguales. En cuanto a los
intermediarios iodados, la sustitucién del 3-ceto por un grupo 3B-acetato mds voluminoso
modifica las energfas relativas de las conformaciones cuasi-trans y cuasi-cis. El intermediario la-

iodo cuasi-trans continta siendo el més estable, pero en este caso seguido del 1B-iodo cuasi- trans
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y luego por las conformaciones cuasi-cis que poseen una energia similar. Las conformaciones
cuasi-trans estan estabilizadas respecto a las conformaciones cuasi-cis debido a que en las primeras
el sustituyente voluminoso en posicién 3 estd ecuatorial mientras que en las segundas estd axial.
La desestabilizacién del intermediario 1B-iodo cuasi-cis, intermediario que conduce a la
formacién del puente 1,11, podria explicar la necesidad de utilizar microondas para obtener el
compuesto ciclico con buen rendimiento y de forma reproducible. Solamente con la alta energia
proporcionada por el uso de microondas puede obtenerse una concentracién suficiente del

intermediario que conduce a la formacién del puente.

Cuando en lugar de un grupo 3B-acetato hay un grupo 3B-TBDMS la reaccién conduce a
mezclas complejas, de la cuales tnicamente pudo aislarse el producto de B-fragmentacién (Tabla
2.9, Entrada 5, pdg. x). Debido a la dificultad de optimizar las estructuras con grupo TBDMS,
para obtener las geometrias y las energias de los intermediarios correspondientes al compuesto 19
estos fueron reemplazados por grupos trimetilsililo. De esta manera, se encontré que el radical en
conformacién cuasi-trans es 1,4 Kcal/mol mds estable que en conformacién cuasi-cis. La
diferencia de energfa de los intermediarios iodados respecto del mds inestable (o-iodo cuasi-cis)
fue de -10,8 Kcal/mol para el a-iodo cuasi-trans, -6,2 Kcal/mol para el B-iodo cuasi-transy de
-2,3 Kcal/mol para el B-iodo cuasi-cis. Por lo tanto, cuanto mds grande es el grupo voluminoso en
posicién 3P mds se desestabilizan las conformaciones cuasi-cis respecto de las cuasi-trans. En base
a esta tendencia, la presencia de un grupo TBDMS, mds voluminoso que el trimetilsililo utilizado
para los cdlculos, desestabilizarfa atin mds al intermediario B-iodo cuasi-cis, explicando por qué no

se obtiene el producto de ciclacién partiendo del compuesto 19.

Ciclacion sobre 11 a-hidroxi-5o-pregnanos

A diferencia de los casos anteriores, con la reaccién de ciclacién sobre el compuesto 7
(50, 3-ceto) se obtiene, ademds del derivado A', el compuesto ciclico deseado (Tabla 2.9,
Entrada 6, pdg. 41). Observando las geometrias optimizadas (Fig. 2.19) de los intermediarios
iodados se encuentra que en ninguno de ellos puede darse un ataque tipo Sn2 del 110-OH sobre
el C-1. Por lo tanto, otro mecanismo diferente debe ser considerado para explicar el curso de esta
reaccién. El intermediario 1a-iodo, en el cual el iodo estd axial, es mucho mds estable que el 13-
iodo, lo que explicarfa la formacién del derivado A'. Una posibilidad para explicar la formacién

del compuesto ciclico es que este se forme a partir del derivado A', mediante la formacién del
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radical por perdida del hidrégeno del grupo 11a-OH y ataque de este radical al C-1 del sistema
o, B-insaturado (adicién tipo Michael).

compuesto 7

A3

radical
ol U~ A
. “
~u ; y Ve
la-iodo 1B-iodo
-5,6 Kcal/mol 0 Kcal/mol

Figura 2.19 Intermediarios correspondientes a los compuestos 5a.

En resumen, el andlisis termodindmico de la reaccién de ciclacién de 1la-
hidroxiesteroides a través de la obtencién de las geometrias optimizadas y de la energia de los
intermediarios claves puede utilizarse para explicar el curso de la misma segtin la conformacién

del esteroide.

Anilisis conformacional de los andlogos 1-4

Como se menciond anteriormente, la introduccién de un puente la,11a (2 y 3) conduce
a una conformacién semejante a la de la pregnanolona, mientras que la introduccién de un
puente 1B,11a (1) o de un puente 118,19 (4), conduce a una conformacién semejante a la de la
allopregnanolona.

En la figura 2.20 se muestra la superposicién de las estructuras optimizadas HF/6-31G**
de los andlogos rigidos sintetizados en esta tesis (1, 2, 3 y 4) con las estructuras optimizadas de los
neuroesteroides allopreganolona y pregnanolona. Ademds se determind para cada estructura la
distancia entre los oxigenos 30-OH y 20-ceto, grupos claves para la actividad neuroesteoide, cuya

separacién ha sido sefialada como un factor importante para conseguir actividad sobre el receptor

GABA4 [25].
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0 ®]
HO.@E@ .“ﬁ
A HO

allopregnanolona pregnanolona

edad , ALY
X

"-—v‘-—rl

s
'l |
(a) @/w
HO™ :
H

andlogo 1

(b)

H
andlogo 2

()
an 1|nuu 3
KO
andlogo 4

Distancias entre oxigenos de los grupos 3a-OH y 20-ceto A)

allopregnanolona pregnanolona  andlogo 1 andlogo 2 andlogo 3  andlogo 4
10.91 10.54 10.33 10.34 10.92 11.28

Figura 2.20 Superposicién de las estructuras optimizadas HF/6-31G** de allopreganolona y
pregnanolona con las de los andlogos rigidos de neuroesteroides 1-4.
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El andlogo 1 posee una conformacién global plana, semejante a la de la allopregnanolona,
pero con una distancia menor entre los oxigenos de los grupos 3a-OH y 20-ceto. Sin embargo,
observando en la direccién perpendicular al esqueleto esteroidal, se encuentra que el puente
intramolecular del andlogo 1 produce un notable cambio en la estructura del esteroide. Debido a
la formacién de un nuevo ciclo de cinco miembros, en el que participan dtomos de los anillos A,
B y C, la distancia entre los C-1 y C-11 disminuye (2.33 A andlogo 1 y 3.08 A
allopregnanolona), acercando el anillo A al anillo C.

El andlogo 2 posee, en cambio, una conformacién torsionada hacia la cara a del esteroide,
semejante a la de pregnanolona. Nuevamente, a causa del puente intramolecular los anillos A y C
se acercan y la distancia entre los oxigenos 3a-OH y 20-ceto disminuye respecto a los de
pregnanolona.

El puente la,l1lo del andlogo 3 también produce una conformacién torsionada,
semejante a la de la pregnanolona. Sin embargo, el doble enlace adicional entre dtomos C4 y C5
deforma sustancialmente la forma silla del anillo A respecto a la del andlogo 2, resultando una
molécula menos torsionada con mayor distancia entre los oxigenos de los grupos 3a-OH y 20-
ceto.

El andlogo 4 tiene una conformacién global plana, levemente mds plana que la de

allopreganolona, con una mayor distancia entre los oxigenos de 3a-OH y 20-ceto.

2.7 Actividad moduladora del GABAa de los andlogos 1, 2, 3y 4

Las relaciones estructura-actividad involucradas en la interaccién de los neuroesteroides
con el sitio o los sitios de unién en el receptor GABA4 se han estudiado mediante ensayos de
unién al receptor, electrofisiologia y ensayos de comportamiento. A causa de esta diversidad, y a
que estos ensayos no han sido utilizados de forma sistemdtica, muchas veces resulta dificil
comparar los resultados obtenidos [25].

Entre los ensayos de unién al receptor mds utilizados se encuentran aquellos que miden la
inhibicién de la unién de [*°S]-TBPS o de [’H]-TBOB a sinaptosomas obtenidos de cerebelo de
rata. [*°S]-TBPS y [’H]-TBOB son compuestos que se unen a sitos del canal del receptor GABA,
que tienen afinidad por los neuroesteroides, obteniéndose asi informacién acerca de la actividad
de éstos sobre el receptor GABAa. Otros ensayos usualmente empleados consisten en determinar
la capacidad de los neuroesteroides de estimular la unién de [’H]-flunitrazepam (un ligando al
sitio de unién para benzodiacepinas del receptor GABAA4), o en evaluar el efecto sobre la unién de

agonistas como el muscimol.
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Utilizando el ensayo de inhibicién de la unién de [PH]-TBOB, el grupo de investigaciéon
del Dr. Coirini determiné la actividad de los andlogos rigidos 1, 2 y 4 sintetizados en esta tesis
(Fig. 2.21). Los neuroesteroides allopregnanolona y pregananolona, usados como control
positivo, inhibieron la union de [PH]-TBOB con valores de ICso de 329 + 13 nM y 830 + 11 nM
respectivamente. Comparativamente, el andlogo 4 cuya conformacién es semejante a la de
allopregnanolona, mostr6 una actividad similar a la misma, mientras que el andlogo 1, también
estructuralmente relacionado a allopregnanolona, resulté menos activo. Por otra parte, el andlogo
2, el cual posee igual conformacién del anillo A que pregnanolona, pero con una curvatura
menor hacia la cara alfa, resulté mds activo que este neuroesteroide. Estos resultados indican que

la introduccién de un anillo adicional en el esteroide permite modular la actividad de los mismos

sobre el receptor GABAA.

Figura 2.21 Inhibicién de la unién de [PH]-TBOB de los neuroesteroides allopreganonolona (ICs =
329 + 13 nM), pregnanolona (ICso = 830 + 11 nM) y de los andlogos 1 (ICso = 741 + 300 nM), 2
(ICso= 420 + 48 nM) y 4 (ICs5o= 518 + 68 nM).

Asimismo, este grupo de investigacién se encuentra evaluando el efecto de los andlogos

1-4 sobre la unién de [**S]-TBPS, la unién de [PH]-muscimol y la unién de [3H]-flunitrazepam.
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En este capitulo se presentan los resultados obtenidos al estudiar la actividad
glucocorticoide de dos andlogos rigidos previamente sintetizados en el laboratorio: 210H-
6,190P y 21HS-6,190P “. Este estudio comprende una serie de ensayos biolégicos en distintas
lineas celulares realizados con el objetivo de obtener un mayor conocimiento sobre las
propiedades glucocorticoides de estos compuestos. Antes de exponer los resultados obtenidos se
presenta una introduccién general sobre los glucocorticoides, su receptor (GR) y sobre su
mecanismo general de accién, resaltando los aspectos que resultan imprescindibles para

comprender la actividad exhibida por estos andlogos rigidos.

3.1 Glucocorticoides
Descubrimiento

A fines de 1930, varios grupos de investigacién, entre ellos el de E. Kendall en la Clinica
Mayo de EE-UU, el de T. Reichstein en Suecia y el de O. Wintersteiner en Columbia, aislaron, a
partir de extractos de glindulas adrenales, pequenas cantidades de esteroides activos conocidos
actualmente como cortisol y cortisona (Fig. 3.1) [29]. A partir de este descubrimiento, intensos
esfuerzos fueron realizados con el fin de obtener mayores cantidades de estos esteroides y de
lograr una mayor comprensién de sus propiedades bioldgicas [30]. La sintesis de cortisona se
logré en el afo 1946 y los extraordinarios resultados obtenidos al administrar esta droga a
pacientes con artritis reumatoide severa fueron inmediatamente aclamados en todo el mundo. La
primera inyeccién en humanos fue realizada en la Clinica Mayo en septiembre de 1948, y
rapidamente en 1950 E. Kendall, T. Reichstein y P. Hench obtuvieron el Premio Nobel por este
trabajo [30].

OH

HO
{"OH

cortisol cortisona

Figura 3.1 Estructuras de glucocorticoides naturales
# Capitulo 1, Seccién 4
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Sin embargo, pronto se descubrié que los efectos benéficos del uso de estos
glucocorticoides estaban acompafiados de graves efectos secundarios, como el desbalance
electrolitico o la osteoporosis. En consecuencia, numerosos grupos de investigacién en quimica
medicinal se abocaron a la tarea de buscar modificaciones de la estructura base del cortisol, de
manera de encontrar nuevos compuestos con una mejor relacién entre efectos benéficos y
adversos. Para alcanzar este objetivo no existia una gufa establecida a seguir, sino que una gran
cantidad de andlogos fueron sintetizados y enviados a laboratorios para testearlos en ensayos
biolégicos determinados. Como resultado de este proceso se obtuvo una gran cantidad de
compuestos con actividad glucocorticoide, y paralelamente, se establecié una serie de requisitos

estructurales necesarios para que el esteroide posea dicha actividad.

Como veremos mds adelante, a pesar de la enorme cantidad de GCs sintetizados durante
mds de 50 anos y de la valiosa informacién sobre la relacién estructura-actividad acumulada,
hasta la fecha no se ha podido conseguir un compuesto que carezca por completo de los efectos

indeseables, si bien existen muchos que poseen un mejor indice terapéutico que el del cortisol.
Biosintesis, transporte, disponibilidad celular

El cortisol, principal glucocorticoide enddgeno, es sintetizado en la corteza adrenal’, y
liberado a la circulacién sistémica de manera diurna y pulsitil. Su biosintesis estd regulada por
una jerarquia de dérganos enddcrinos compuesta por el hipotdlamo, la glindula pituitaria y la
corteza adrenal, en lo que se denomina eje HPA [31]. En repuesta a diversas senales, propias del
ritmo circadiano o senales derivadas de eventos de estrés psicoldgico o fisiolégico, el hipotdlamo
secreta la hormona liberadora de corticotrofina (CRH), la cual a su vez activa la liberacién de la
hormona adrenocorticotrofina (ACTH) en la glindula pituitaria. La ACTH viaja hasta la corteza
adrenal donde activa la sintesis de cortisol a partir del colesterol (Fig. 1.2). A su vez, la alta
concentracién de cortisol ejerce una intensa retroalimentacién negativa a distintos niveles del eje
HPA, lo que resulta finalmente en un ritmo pulstl de produccién de glucocorticoides

enddgenos [32].

Luego de su liberacién, los glucocorticoides se transportan unidos a proteinas del plasma
sanguineo, principalmente (80%) a la globulina fijadora de cortisol (CBG), 5% a la albimina y el
resto (15%) lo hace de forma libre [33]. La biodisponibilidad intracelular del cortisol en el

citoplasma estd controlada por la accién de dos enzimas: la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa

> Capitulo 1, seccién 2
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tipo 2 (11B-HSD2) y la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (113-HSD1) [29]. La 118-
HSD?2 cataliza la conversién de cortisol en cortisona, metabolito con muy baja afinidad por el
GR, mientras que, en forma opuesta, la 113-HSD1 cataliza la conversién de cortisona en
cortisol. Los niveles relativos de expresiéon de estas enzimas, determinantes del nivel de cortisol
intracelular, varfan segtn el tipo celular, y constituye un mecanismo de la especificidad de accién
de los glucocorticoides. Por ejemplo, como el cortisol también posee afinidad por el MR,
mientras que cortisona no, una alta expresién de 113-HSD2 (como sucede en células de rinén)
evita la activacién del GR en estos tejidos. En contraste, la alta expresién de 113-HSD1 asegura

altos niveles de cortisol en tejidos con funcién metabdlica, como el tejido adiposo, pulmén o

higado [29].
Efectos fisiol4gicos

Los glucocorticoides enddgenos son esenciales para la vida. Estos esteroides poseen
funciones indispensables en varios sistemas, como el endocrino, el renal, el inmune y el neuronal
[31], ejerciendo diversos efectos en practicamente todos los tejidos y dérganos del organismo
humano (Fig. 3.2). Es justamente esta multiplicidad de accién la que impide clasificar los efectos
de los glucocorticoides mediante un esquema sencillo. La accién de los glucocorticoides no debe
entenderse como un conjunto discreto de actividades individuales sino como una compleja red de

efectos interconectados e integrados en una respuesta fisiolégica resultante.

De todas maneras, segin la concentracién sistémica, la accién global de los
glucocorticoides suele dividirse en dos grandes grupos. A baja concentracién, la mayoria de los
efectos son sobre enzimas involucradas en el metabolismo, mientras que a alta concentracién -
como por ejemplo en situacién de estrés- se activa una amplia red de mecanismos
antiinflamatorios e inmunosupresores [31]. Dentro de los efectos metabdlicos, la principal
funcién de los glucocorticoides, como su nombre lo indica, es la de incrementar los niveles
circulantes de glucosa. Para ello se inducen procesos anabdélicos que estimulan la gluconeogénesis
en el higado, a la vez que se activa la accién catabélica en 6rganos periféricos, dando como
resultado la degradacién proteica y el aumento de la lipdlisis [32]. Por otra parte, los efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores estdn relacionados, principalmente, a la capacidad de los
glucocorticoides de inhibir la sintesis, liberacién y eficacia de muchas citoquinas proinflamatorias
(TNF, IL1, IL2, IL6, entre otras) en diversos tipos celulares, como células T, macréfagos y
neutrdfilos [31] [34] [35]. Ademds, estos efectos estdin complementados con la actividad

apoptética o antiapéptotica que ejercen los glucocorticoides segtin el tipo celular. Por un lado
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inducen la apoptosis en la mayorfa de las células nucleadas del sistema vascular, como los
timocitos, mielomas o monocitos, pero por otro lado los glucocorticoides poseen propiedades
antiapoptéticas en células, tejidos u 6rganos en donde la inflamacién tiene lugar, como por
ejemplo en la glindula mamaria, hepatocitos o fibroblastos [36].

Ademis de los efectos anteriormente mencionados, los glucocorticoides intervienen
activamente en el sistema nervioso central (SNC). En el cerebro, no solo la excitabilidad de las
neuronas ante un dado estimulo estd regulada por los glucocorticoides, sino también su
morfologia y supervivencia. De esta manera, los GCs poseen claros efectos sobre la memoria y las
funciones cognitivas, aunque también afectan otras funciones del SNC, incluyendo la
normalizacién del tono cardiovascular, el estado de alerta y el suefio [35].

Los glucocorticoides también juegan un importante rol durante el desarrollo embrionario,

particularmente en las etapas finales de la maduracién pulmonar previas al nacimiento [34].

Desarrollo embriogénico
-SNC, pulmén

Inmunosupresién
Sistema endécrino - efectos antiinflamatorios
- eje HPA , - apoptdsis de timocitos,
- eje gonadal \ 0 OH MONOCIrtos, erc
wOH
Sistema cardiovascular ——
etabolismo

- flujo sal/agua
» presién sanguinea - gluconeogénesis

- degradacién de proteinas

O : B . w
codtdiol lipélisis
Huesos Cerebro
- formacién - respuesta al estrés
.- metabolismo de Ca* - funciones cognitivas, memoria

Figura 3.2 Principales efectos fisiolégicos del cortisol en el organismo humano.

Si bien la presencia de glucocorticoides es requisito indispensable para la vida, su exceso,
el cual puede ser causado por tumores o anomalias en la hipéfisis o en la glindula suprarrenal,
provoca graves trastornos, conocidos con el nombre de sindrome de Cushing, con sintomas como
obesidad central, cara de luna llena, hipertensién arterial, acumulacién de grasa en los hombros,

diabetes, impotencia, e inclusive depresién, ansiedad y psicosis.
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Glucocorticoides como drogas

La gran cantidad y diversidad de efectos que ejercen los GCs en el organismo humano los
hace un campo extremadamente valioso en cuanto a oportunidades para la explotacién
farmacoldgica. Efectivamente, los GCs sintéticos son una de la clase de drogas mds prescriptas en
el mundo y su uso resulta indispensable en el tratamiento de enfermedades autoinmunes,
desérdenes inflamatorios y cdncer, entre otras (Fig.3.3). Se ha estimado que en el afio 2003 mis

del 0.5 % de la poblacién occidental utilizaba crénicamente algiin glucocorticoide [37].

'deseadosm

Figura 3.3 Usos clinicos de los glucocorticoides

Ademds, junto a los receptores de histamina, el GR es el blanco molecular con mds drogas
aprobadas actualmente en el mercado [38], lo que muestra la importancia farmacolégica de este
receptor y la alta capacidad que posee para unir diferentes moléculas. Decenas de drogas
glucocorticoideas son utilizadas en el tratamiento de distintos trastornos, existiendo
formulaciones para administracién oral, tdpica, ocular, nasal, intramuscular, etc. Dexametasona
(dex), prednisolona, triamcinolona, y fluticasona furoato (Fig. 3.4) son ejemplos de

glucocorticoides sintéticos ampliamente utilizados clinicamente.
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dexametasona prednisolona triameinolona fluticasona furoato

Figura 3.4 Glucocorticoides sintéticos més utilizados

Lamentablemente, los efectos benéficos deseados del uso de glucocorticoides siempre
estdn acompanados de graves efectos adversos. Cuando los glucocorticoides son prescriptos para
tratar, por ejemplo, una reaccién alérgica de la piel o una tlcera crénica, médicos y pacientes
permanecen con la misma sensacién: “el diablo combate al diablo” [32]. El uso crénico de GCs
sintéticos en dosis farmacolégicas provoca efectos similares, o ain mds graves, a los causados por
el exceso de GCs endbgenos. Diabetes, osteoporosis, atrofia de la piel, redistribucién de la grasa,
glaucoma, hipertensién arterial, psicosis y neurodegeneracién, son algunos de los sintomas
producidos, segun dosis y duracién del tratamiento con glucocorticoides [32] [29] [31].

A pesar de los reiterados e intensos esfuerzos realizados durante décadas en el campo de los
glucocorticoides a la fecha no existe ningtin glucocorticoide que pueda ser usado crénicamente
sin presentar severos efectos secundarios. La incertidumbre sobre la existencia de una droga con
esas caracteristicas es un tema latente en la industria farmacéutica [32]. Sin embargo, en los
tltimos afios, el estudio de las bases moleculares de accién del GR se ha incrementado
notoriamente, obteniéndose valiosa informacién que puede ser utilizada para comprender mejor
la actividad de los glucocorticoides y lograr el disefio de moléculas mds seguras y sin efectos no

deseados.
Relaciones estructura actividad de los GCs

Como consecuencia del intenso proceso de bisqueda de nuevos glucocorticoides llevado a
cabo desde su descubrimiento, se han podido establecer algunas consideraciones generales sobre
la relacién estructura-actividad. El término actividad en este caso no se refiere tinicamente a la
capacidad de un ligando de unirse al receptor, sino que, en funcién del ensayo utilizado, incluye
una variedad de otros procesos que pueden intervenir en el efecto glucocorticoide medido. La

mayor parte de la informacién obtenida en el desarrollo de glucocorticoides sintéticos deriva del
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estudio de su accién tdpica, por lo tanto, ciertas propiedades fisico-quimicas del ligando
(solubilidad, coeficiente de particidn, etc) intervienen activamente en la respuesta final observada
[30]. En la mayoria de los casos, sin embargo, la afinidad de unién al receptor (RBA) de un
glucocorticoide correlaciona bien con su potencial terapéutico [30]. Por ejemplo, se ha
demostrado que el RBA estd relacionado a la eficacia de muchos glucocorticoides inhalados [39].
Ademis, el RBA de un dado glucocorticoide suele coincidir al trabajar con receptores de distintas

especies [39]. El modelo farmacéforo general mds aceptado para un glucocorticoide es el

siguiente (Fig. 3.5) [39]:

21-OH
esencial para actividad MC,
no absolutamente requerido para
actvidad GC, admite dcrivacll)os ésteres

11B-OH

esencial para actividad GC

17-OH
admite gran variedad de
derivados ésteres para actividad

Al2 GC

incrementa actividad GC _ " :

. 16a-CHj; o 16B-CH;
aumenta actividad GC y
disminuye actividad MC

3-cetoy A3

incrementa actividad GC

' 6a y 9a halogenacién

incrementa actividad GC

Figura 3.5 Relacién estructura-actividad de los glucocorticoides

- En el anillo A, el grupo 3-ceto y el A** son esenciales para la actividad glucocorticoidea,

mientras que la presencia de un doble enlace adicional en posicién 1,2 la incrementa.

- En el anillo B, la presencia de un halégeno (comtnmente fluor, y en algunos casos
cloro) en posiciones 60t y 90 aumentan la actividad. Si bien la presencia de estos dtomos hace al
esteroide mds resistente a los procesos metabdlicos de degradacién, también estd comprobado que
aumentan la afinidad de unién. Cabe resaltar ademds, que estas modificaciones también
aumentan la afinidad del esteroide por el MR, con lo cual se incrementan los efectos adversos
relacionados a este receptor.

- En el anillo C, el hidroxilo 11 es requerido para la actividad glucocorticoide.
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- En el anillo D, existe un cierto grado de libertad en la sustitucién en los C16 y C17. La
introduccién de un metilo en 16 (o o PB) tiende aumentar la actividad glucocorticoidea y
disminuir la actividad mineralocorticoidea. Se han sintetizado una gran cantidad de derivados
sobre el 17-OH, mayormente ésteres, los cuales aumentan significativamente la actividad.

- Al igual que en posicién 17, el 210H admite una gran variedad de derivados ésteres.

Este modelo del farmacéforo de un glucocorticoide no debe considerarse de forma
estricta. Al estar basado Ginicamente en informacién obtenida con ligandos derivados del cortisol,
describe Gnicamente a una de las muchas clases posibles de compuestos que pueden unirse al
receptor de glucocorticoide (GR). Existen esteroides con alta afinidad por este receptor que no
cumplen estos requisitos, e incluso se conocen varios ligandos de estructura no esteroidal que
tienen importantes propiedades glucocorticoides (Fig. 3.0).

Ademis, este modelo describe solo las relaciones estructura-actividad de glucocorticoides
con actividad agonista, es decir con efectos similares a los del cortisol, sin tener en cuenta que
para el GR también existen compuestos antagonistas (antiglucocorticoides), los cuales bloquean

la accién de los agonistas.

Sn o NH
o)
A
o)
deacilcortivazol AL-438 ZK 216348 Compuesto A
(@) (b
Figura 3.6 a) Glucocorticoide que no cumple el modelo farmacéforo b) Glucocorticoides no
esteroidales
Antiglucocorticoides

Al igual que los glucocorticoides, los antiglucocorticoides poseen un gran nimero de
aplicaciones clinicas. Un antiglucocorticoide podria ser utilizado, en principio, para tratar
aquellos trastornos causados, justamente, por un exceso de glucocorticoides enddégenos o
sintéticos: sindrome de Cushing, hipertensién dependiente de glucocorticoides, inmunosupresién
inducida por glucocorticoides, diabetes, depresién central y ansiedad, presién ocular y glaucoma

son algunos de los usos potenciales de los antiglucocorticoides.
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Los tnicos compuestos con actividad antiglucocorticoide que existen actualmente en el
mercado son el acetato de ciproterona y la mifepristona (RU486) (Fig. 3.7). Sin embargo,
ninguno de ello es utilizado como tal, sino por la actividad antagonista que poseen sobre otro

tipo de receptor de esteroides (SR).

acetato de ciproterona RU486 RU43044

Figura 3.7 Antiglucocorticoides

El acetato de ciproterona es, ademds de un antiglucocorticoide débil, un antiandrégeno
fuerte utilizado comtnmente en el tratamiento de cdncer de préstata. RU486 es un
antiglucocorticoide fuerte, de afinidad por el GR similar a la de los glucocorticoides agonistas
mds potentes, que también posee un fuerte efecto antiprogestdgeno, debido al cual RU486 se
utiliza como abortivo [40]. Aunque se han sintetizado cientos de andlogos de RU486 en busca de
separar la actividad antiglucocorticoide de la antiprogestdgena, en la mayoria de los casos en que
esto se logrd, la actividad remanente fue la antiprogestdgena [41]. Muchos menos casos resultaron
con actividad principal antiglucocorticoide, por ejemplo RU43044 (Fig. 3.7) es un
antiglucocorticoide puro, con 1/6 de la actividad de RU486 pero solo activo in vitro ya que se

metaboliza ripidamente [42].
Resumiendo, el uso como antiglucocorticoide de las dos tnicas drogas aprobadas en el
mercado (el acetato de ciproterona y la RU4806), estd restringido debido a la interaccién cruzada

que poseen con otros SR. Un antiglucocorticoide especifico apto para uso clinico y sin efectos

sobre otros SR es atin una meta pendiente.

61

Lautaro D. Alvarez



Capitulo 3

3.2 El receptor de glucocorticoides (GR)

El GR es una proteina perteneciente a la familia de receptores de esteroides (SR), la cual
forma parte a su vez de la superfamilia de receptores nucleares (NR). El GR estd codificado por el
gen NR3C1, de 9 exones y que se expresa en casi todos los tejidos y 6rganos del organismo
humano. Como se verd posteriormente, existen muchas isoformas del GR cuyo nivel de expresién
depende del tipo celular y que poseen diferente actividad. En esta seccién se describirdn las
caracteristicas generales de los NR y SR, dejando los detalles de la estructura molecular del GR y

de las bases moleculares de accién para ser discutidos con mayor profundidad en el capitulo 4.
Receptores Nucleares (NR)

Simplificando el mecanismo de accién de los NRs, puede decirse que estos son receptores
solubles que actdan como factores de transcripcién luego de unirse a ligandos especificos. La
superfamilia de NR se caracteriza porque sus miembros estdn formados por tres dominios de
diferente estructura y funcién: un dominio N terminal de activacién independiente del ligando,
un dominio central de unién al DNA y un dominio C terminal de unién al ligando. En
humanos, la exploracién completa del genoma muestra que la superfamilia de NRs incluye 48
receptores, entre los que se destacan los receptores de esteroides (SR), de hormona tiroidea (TR),
de vitamina D (VDR) y de é4cido retindico (RAR) [35]. Ademds, existen muchos NR
denominados huérfanos ya que, hasta la fecha, no se conoce si unen algin ligando [43] [44].

Los NRs cumplen variadas y esenciales funciones en el organismo, como por ejemplo en
el desarrollo embriogénico, en el metabolismo y en la muerte celular. La disfuncién en la
sefializacién de los NR produce enfermedades de orden proliferativo, reproductivo y metabdlico,
como cdncer, infertilidad, obesidad y diabetes, entre otras [43]. Teniendo en cuenta que los NRs
han sido seleccionados por la naturaleza para unir especificamente moléculas orgdnicas pequenas,
no es sorprendente que los NRs posean una rica historia en el drea del descubrimiento de drogas.
Las drogas que actian sobre algin NR estin entre las mds comunmente usadas y segun
informacién compilada en 2003, 34 de las 200 drogas mds prescriptas en el mundo poseen como
blanco molecular algin NR [44].

Si bien la mayoria de los NRs fueron considerados inicialmente como simples factores de
transcripcién, estudios acumulados durante las dltimas décadas muestran que el mecanismo
global de accién de los NRs es mucho mds complejo. Los NRs interactiian con una gran
diversidad de otras proteinas, regulando la expresién génica mediante multiples mecanismos a

distintos niveles, dependientes del tipo celular. La alta dificultad en el disefio de drogas para los
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NRs radica principalmente en la vasta complejidad de la biologia asociada a su modo de accién.
Globalmente, la meta actual en el descubrimiento de drogas para NRs es manipular el receptor
por medio de ligandos especificos de manera de retener los beneficios tejido-selectivos mientras se

minimizan los efectos indeseables.
Receptores de Esteroides (SR)

El genoma humano contiene seis genes estrechamente relacionados que codifican para los
receptores ERa,, ERB, GR, MR, PR y AR. Cada receptor es funcionalmente distinto, uniendo
cada uno, preferentemente, un ligando enddgeno especifico. Estudios de evolucién genética
proponen que todos estos receptores derivarfan de un mismo gen ancestral, el cual codificaba
para un SR ancestral con funcionalidad de ERa [45]. De esta manera el primer receptor de la
familia era activado por el estradiol, metabolito sintetizado en la etapa final de la biosintesis de
esteroides. Esto implica que nuevos pares hormona-receptor emergieron cuando un receptor
ancestral se duplic y luego evolucioné incrementando la afinidad por esteroides ya presentes,
convirtiendo a estos intermediarios en nuevas hormonas. En la misma linea, se propone que el
GR evolucioné a partir del MR luego que este sufriera determinadas mutaciones puntuales que

hicieron al nuevo receptor especifico para la unién de cortisol [46].

Como consecuencia de esa relacién evolutiva existe una alta similitud de secuencia entre
los dominios de unién al ligando de los SR (Fig. 3.8), lo cual causa interacciones cruzadas entre
las hormonas enddgenas y los receptores. Por ejemplo, el cortisol también pueden unirse al MR
con alta afinidad, y la progesterona, ligando natural del PR, también exhibe propiedades
antimineralocorticoides. Esta promiscuidad entre hormonas y receptores es un factor

determinante en el disefio de firmacos que actien a través de algin SR.

AF-1 DBD LBD
( 100% | 100% | 100% | GR
( <15% [ 94% | 60% JMR
| < 15% L 92% | 50% | PR
[ < 15% | 86% | 50% AR
| < 15% [ 52% | 24% JERa
( < 15% I 52% | 23% JERB

Figura 3.8 Porcentaje de similitud de secuencia entre los SR segtin dominio
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Algunos de los efectos adversos del uso de GCs sintéticos antes mencionados se deben a
que estos ligandos interaccionan también con el MR, afectando el balance electrolitico del
organismo. Por otro lado, hemos visto que RU486 estd limitado en su uso clinico como
antiglucocorticoide por su fuerte actividad antiprogestigena, mientras que el acetato de
ciproterona es un débil antiglucocorticoide utilizado como antiandrégeno. Asi, a la hora de
disenar nuevos ligandos para el GR, resulta esencial que no presenten interacciones cruzadas con

los demds SR.

Estructura del GR

Al igual que los demds NRs, el GR es una proteina modular organizada en tres dominios

con estructura y funcién bien diferenciada (Fig. 3.9a).

N AF-1 DBD LBD C
. Activacién constitutiva + Unién al DNA < Unién del ligando
. Sitios de fosforilacién - Dimerizacién - Dimerizacion

. Unién de cofactores (AF-2)
(a)

(b)

Figura 3.9. a) Principales funciones asociadas a cada dominio. b) Estructura del GR DBD unido al
DNA (pdb:1r4r). ¢) Estructura del GR LBD (pdb:1n2z)

Dominio de funcion de activacion 1 (AF-1)
En términos tanto de tamafio como de homologia, el AF-1 es el dominio mds variable

(menos conservado) entre los NR, e incluso entre diferentes especies del GR. El GR AF-1 estd

formado por 420 residuos, los cuales no adoptan una estructura terciaria bien definida y cumplen
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una funcién de activacién independiente del ligando, uniendo cofactores indispensables para la
actividad transcripcional. Ademds, este dominio posee sitios que pueden ser fosforilados, por
ejemplo por la N terminal jun quinasa (JNK), lo que altera su translocacién al nicleo y por

consiguiente su actividad.
Dominio de unién al DNA (DBD)

Este dominio, altamente conservado entre los NR y especies de GR, estd formado por 63
residuos. Dos grupos de Cys altamente conservadas, cada una coordinando un dtomo de Zn,
estabilizan una conformacién adecuada para la unién a secuencias especificas del DNA,
denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE). La secuencia consenso GRE
consiste en dos secuencias de 6 nucledtidos conservados, separados por 3 bases no conservadas:
TGTTCTnnnAGAACA [47]. El GR interacciona con los sitios GRE como dimero, con un
mondémero unido a cada una de estas secuencias conservadas. El DBD contiene tres hélices, la
primera encaja en el surco mayor del DNA, mientras que la segunda y el loop que la precede
crean una interfase de homodimerizacién. Utilizando rayos X o RMN se han obtenido

numerosas estructuras del homodimero GR DBD y de éste unido a un oligonucléotido de

secuencia GRE (Fig. 3.9b) [48] [49] [50].
Dominio de unién al ligando (LBD)

Como su nombre lo indica, este dominio, formado por 250 residuos, posee una cavidad a
la cual de une especificamente el ligando. Ademds, el GR LBD posee otras dos regiones
fundamentales para la actividad del receptor: la regién AF-2 y una segunda interfase de
dimerizacién. El GR LBD, al igual que los LBD de otros NR, estd constituido por 10 a-hélices y
2 hojas beta que se pliegan en una estructura globular, con tres grupos de hélices que forman los
lados y la tapa del glébulo (Fig. 3.9¢). La estructura y funcién de cada regién de este dominio

serd desarrollada con mds detalle en el capitulo 4.
Especificidad de accién: isoformas y cofactores

La actividad del GR depende del tipo celular. Un ejemplo clave de esta dependencia
tisular es la respuesta bioldgica a glucocorticoides en el control de la muerte celular. Mientras que

en algunos tipos celulares los glucocorticoides son agentes proapoptéticos, en otros poseen el

efecto opuesto. La especificidad tisular del GR estd dada por varios factores, entre los que se
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incluyen, la expresion especifica de diferentes isoformas y la presencia de cofactores especificos en
cada tipo celular.

El splicing alternativo del transcripto primario del gen NR3C1 genera dos proteinas, el
GRo, mds abundante y descripto anteriormente, y una variante denominada GRp. Estas dos
isoformas poseen idénticos dominios AF-1 y DBD, diferencidndose Gnicamente en el dominio
LBD. El GRP es una proteina mds corta que GRat (742 residuos contra 777 residuos), siendo los
15 residuos finales Gnicos para la isoforma GRp. Inicialmente se habia informado que GRP no
unfa ligando y que regulaba la expresién génica solamente inhibiendo la accién de GRa,
comportindose como un dominante negativo de GRa.. Sin embargo, datos recientes muestran
que GRp, en ausencia de GRa., puede regular la expresién génica y ademds es capaz de unir el
ligando RU486. Los niveles relativos de expresién de estas dos isoformas, determinados por el
tipo celular, constituyen asi un mecanismo de la especificidad de accién de los glucocorticoides
[51].

Recientemente, se ha informado otro mecanismo adicional para generar heterogeneidad
del GR: la traduccién del transcripto maduro del GRa puede iniciarse en sitios alternativos,
codones AUG internos, generdndose distintas isoformas de traduccién que solo difieren en la
longitud del dominio N terminal AF-1. Estudios realizados en ratén y rata muestran que el nivel
de expresién de estas isoformas depende claramente del tejido analizado, y que cada isoforma

regula de manera particular la expresién génica del tejido [51].

El término cofactores designa a familias de proteinas que regulan la actividad
transcripcional de los NRs. Generalmente, los cofactores son proteinas enzimdticamente activas
que median, principalmente reorganizando la cromatina, la senal entre el receptor unido al DNA
y la maquinaria transcripcional. Cldsicamente, los cofactores han sido clasificados como
coactivadores o corepresores, dependiendo de la influencia que poseen sobre la actividad del NR.
Los coactivadores son proteinas que, o bien poseen actividad acetiltransferasa de histonas, o bien
reclutan otras proteinas con esta actividad, lo que conduce finalmente al remodelamiento de la
cromatina y la subsiguiente activacién de la transcripcién [52] [53]. En cambio, los corepresores
son proteinas con actividad deacetiltransferasa de histonas, o que reclutan otras con esta
actividad, que resulta en una compactacién de la cromatina, inhibiendo la transcripcién [52].
Mis de cien cofactores distintos han sido descubiertos [35] para los NRs, estando su expresién
determinada por el tipo de tejido. Ademds, y no menos importante, es que la mayoria de estos
cofactores no son especificos de un dado receptor sino que regulan la actividad de muchos NR
distintos, asi como la de otros factores de transcripcién [54], siendo entonces elementos

fundamentales de la regulacién de la expresién génica. El nivel de expresién de un cofactor dado
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depende del tipo de tejido y del contexto celular [53]. Asi, el control espacial y temporal de la
expresion de los cofactores constituye un mecanismo de la especificidad de accién de los NR.
Para el GR se conocen varias familias de coactivadores que interaccionan directamente
con el receptor. Algunos interaccionan con el dominio AF-1, como BRG1 (SWI/SNEF), o P/CAF
(ADA/SAGA), y otros con el LBD, como la familia p160. La familia de coactivadores p160
contiene tres miembros, SRC-1/NCOA-1, TIF2 (o GRIP1) y p/CIP, que poseen repetidos
motivos LxxLL adecuados para la unién al dominio AF-2 del LDB. Dado que estos
coactivadores, ademds de unirse al GR, poseen la capacidad de interaccionar entre si, existe
comunicacién entre los dominios AF-1 y AF-2 del receptor [52, 54] [52]. También se conocen

corepresores, como NCoR o SMRT, que interaccionan directamente con el LBD del GR.

3.3 Mecanismo de accién de GR
Modelo disociado

El GR regula la expresién, positiva o negativamente, de cientos de genes, segun tipo y
contexto celular. Para ello, como se mencioné anteriormente, el GR interacciona, ademds de con
el ligando, con una gran cantidad de otras proteinas (factores de transcripcién, chaperonas,
cofactores, etc), tanto en el citoplasma como dentro del ndcleo, y con regiones especificas del
DNA. Por lo tanto, deberia considerarse una compleja red de interacciones al intentar explicar los
mecanismos moleculares de accién de los glucocorticoides. A pesar de ello, en muchos dmbitos
todavia se acepta un modelo extremadamente simplificado de cémo el receptor regula la
expresién génica. Este modelo, que llamaremos modelo disociado, establece que existen dos
grandes modos de accién por los cuales el GR acta: un modo directo y otro indirecto (Fig.
3.10). En el modo directo, denominado transactivacion, el receptor, luego de ser activado por la
unién del ligando, se une como homodimero a sitios GRE presentes en los promotores de los
genes blanco, lo cual conduce a la transcripcién de estos genes. En cambio, en el modo indirecto,
denominado transrepresion, el complejo ligando-receptor, como mondémero, inhibe la expresion
de genes activados por otros factores de transcripcién, como NFkB o AP-1.

Si bien es cierto que muchos genes son regulados por alguno de estos mecanismos, hay
muchos otros cuyo modo de accién no se corresponde con ninguno de ellos. El término
transactivacién debe su origen a razones histéricas ya que, en realidad, este mecanismo deberia

nombrarse cis-activacién debido a que en él ocurre la unién del GR al DNA.
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Figura 3.10 Principales modos de accién del GR segtin el modelo disociado

Incluso existen genes que poseen sitios denominados GRE negativos (nGRE) a los cuales
se unen homodimeros de GR, pero que, en lugar de activar la transcripcién, la inhiben y
usualmente a este mecanismo también se lo clasifica como transactivacién, cuando
corresponderia llamarlo cis-represién. El término transrepresién en ocasiones tampoco resulta
adecuado, ya que también hay genes regulados por otros factores de transcripcién, como STAT5,

que en lugar de inhibirse en presencia del GR, se inducen.

Mds alld de la terminologia usada, el verdadero riesgo del modelo disociado estd en que
generalmente acepta que los genes regulados por el mecanismo de transactivacién estdn asociados
a los efectos metabdlicos del uso de glucocorticoides (o sea los efectos adversos indeseables),
mientras que los genes regulados por la transrepresion intervienen en los efectos antinflamatorios

(o sea los efectos benéficos deseados) (Fig. 3.11a).

/GC\ /GC\

transactivacion transrepresion transactivacion transrepresion
I';genA ] I;gen B [genC | [genX|[genY | IjgenZ J |genA | [genB 'genC J |; gen X | (gen Y ] (genZ |
3 3 & & & & 1 I
| efectos adversos | | efectos benéficos | | efectos adversos | | efectos benéficos |
(a) (b)

Figura 3.11 Esquemas del modo de accién del GR [55]
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Bajo este supuesto surge entonces el concepto de glucocorticoide disociado: un
glucocorticoide que sea capaz de hacer transreprimir pero no transactivar al GR, manteniendo los
efectos antiinflamatorios benéficos pero sin los efectos adversos, siendo, desde el punto de vista

farmacolégico, el glucocorticoide ideal
Limitaciones del modelo disociado

Si bien este modelo es altamente reduccionista, resulta de enorme utilidad a quienes
buscan encontrar nuevos glucocorticoides disociados, ya que existen métodos relativamente
sencillos para medir tanto la capacidad de transactivacién (por ejemplo observando la expresion
de genes reporteros manejados por promotores con sitios GRE), como la capacidad de
transrepresién (por ejemplo, inhibicién de la actividad de AP-1), de una gran cantidad de
compuestos con elevada eficiencia. La aceptacién del modelo disociado permite, por lo tanto,
emplear métodos de screening simples de alta capacidad en busca de nuevos glucocorticoides con
mejor indice terapéutico.

La creciente expectativa por encontrar algin glucocorticoide disociado ideal se vio
reforzada con el descubrimiento del mutante A458T del mGR, denominado GR*™. Segin sus
descubridores, el GRY™ es un receptor incapaz de homodimerizar que transreprime a otros
factores de transcripcién, como AP-1 y NF«B, pero no transactiva a genes regulados por sitios
GRE [56] [57] [58]. De esta manera se establecié la idea de que si una mutacién puntual es capaz
de producir un cambio en el receptor que lo hace disociar las acciones de transrepresién de las de
transactivacién, muy probablemente existan ligandos que también puedan lograrlo. Dado que la
aceptaciéon del modelo disociado influye sobre el proceso de busqueda de nuevos

glucocorticoides, resulta verdaderamente importante analizar su validez.

En los dltimos afos, gran cantidad de trabajos muestran evidencia de por qué el modelo
disociado debe ser sustituido por un modelo mds general y abarcativo del mecanismo de accién
de los glucocorticoides [59] [31] [55]. Numerosos compuestos, algunos quizds con buen perfil de
actividad, pueden haber sido ignorados y descartados al evaluar tnicamente la relacién de
actividades de transactivacién y transrepresiéon. La asociacién de los efectos adversos a la
transactivacion y de los benéficos a la transrepresion es una simplificacién extrema, y equivocada,
de la situacién general de la accién del GR, pues, aun aceptando que la transactivacién y
transrepresién son los tnicos mecanismos de accién del GR, existen tanto genes involucrados en
respuestas benéficas regulados por transactivacién como genes de respuestas adversas por

transrepresién [60] (Fig. 3.11b).
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Si bien los efectos antinflamatorios de los glucocorticoides se relacionan
tradicionalmente al mecanismo de transrepresion, la activacién de genes juega un rol importante
en estos efectos, con lo que aquellos ligandos incapaces de activar genes podrian carecer de una
importante componente de la accién antiinflamatoria. En apoyo a esto, se ha demostrado que el
GRY™ puede actuar en algunos de los mecanismos inflamatorios, pero no en todos, no ejerciendo
entonces los glucocorticoides una respuesta antiinflamatoria completa. Por ejemplo, en monos
que expresan tnicamente el GRY™, si bien el tratamiento con GCs de la dermatitis irritante
produce los mismos resultados que en el caso del GR salvaje, la respuesta contra la
hipersensibilidad de contacto desaparece, y mientras que la supresién de algunos mediadores
inflamatorios se conserva, caso de TNF-a. 0 MMP-13, no se observa la de otros como MCP-1 o
IL-1beta. Por otro lado, los efectos adversos de los glucocorticoides no estin dados
exclusivamente por la activacién de genes. Por ejemplo, si bien la induccién de enzimas
catabélicas es suprimida en monos expresando el GR*™, la induccién de la osteoporosis resulta
similar al caso de GR salvaje, indicando que la inhibicién de genes participa en este efecto
adverso [32].

El descubrimiento de ligandos como RU24858, ZK216348 y AL-438 (Fig. 3.12) también
aporta evidencia contra el modelo disociado. A pesar de que estos ligandos en ensayos in vitro
cumplen los requisitos para ser nombrados como disociados, es decir transreprimen pero no
transactivan, cuando se los prueba iz vivo ninguno logra alcanzar completamente la disociacién

de los efectos deseados de los adversos [32].

RU24858 AL-438 ZK 216348

Figura 3.12 Glucocorticoides con actividad disociada i vitro

Pero no solo resulta equivocado el hecho de asociar la transactivacién a los efectos
adversos y la transrepresién a los efectos benéficos, sino que incluso la simple clasificacién del
mecanismo de accién en transactivacién y transrepresion debe ser revisada. Prueba de ello es que
la mayoria de los genes activados directamente por los GCs no parecen estar controlados por

sitios GRE convencionales. Por ejemplo, un estudio de microarray en linfomas T de ratén
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identific6 44 genes directamente regulados por GCs, de los cuales solo 5 poseen sitios que
coinciden exactamente con la secuencia GRE consenso [61]. Todo esto sugiere que los GCs
tienden a regular la expresién génica principalmente a través de elementos de secuencia que no
son los cldsicos GRE consenso. Incluso, genes como TAT o PEPCK, utilizados como modelo de
transactivacién y considerados representativos de los efectos adversos, son en verdad regulados de

una manera mucho mds compleja de lo que se acepté originalmente [55].
Moduladores selectivos del GR

La discusién anterior revela entonces que el concepto de glucocorticoide disociado debe
ser abandonado y reemplazado por el de modulador selectivo. El concepto de modulador selectivo
emergié con el descubrimiento del efecto del tamoxifeno en el ER. La actividad del tamoxifeno
depende del tipo de tejido, en el ttero posee efectos estrogénicos, mientras que en la mama es un
antiestrogénico. Asi, dado que el tamoxifeno modula selectivamente la actividad de su receptor
seguin el tipo celular, se lo ha designado con el término de modulador selectivo del ER (SERM)
(43, 44]. Este concepto rdpidamente fue trasladado a otros receptores (PR, AR, etc), y finalmente
adoptado para los NR en general (SNuRMs), constituyendo actualmente un concepto
fundamental para el diseno de nuevas drogas de estos receptores. En el caso del GR, muy

probablemente, el empeno en encontrar ligandos disociados ideales haya retrasado la aceptacion

del concepto de moduladores selectivos del GR (SGRMs).

3.4 Anilogos rigidos de glucocorticoides

210H-6,190P y 21HS-6,190P (Fig. 3.13)° son dos andlogos rigidos de glucocorticoides
sintetizados en nuestro grupo de investigacion, los cuales en ensayos bioldgicos previos exhibieron

interesantes propiedades glucocorticoides.

OH O
O
L l
O O

210H-6,190P 21HS-6,190P

Figura 3.13 Estructura de 210H-6,190P y 21HS-6,190P

¢ Capitulo 1, Seccién 4
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Al evaluar la actividad de 210H-6,190P sobre los receptores GR, MR y PR se encontré
que este andlogo rigido es un antagonista del GR, sin afinidad por el MR y el PR. Este
comportamiento hace que 210H-6,190P sea un compuesto sumamente atractivo desde el punto
de vista farmacoldgico, ya que como vimos anteriormente aun no existe en el mercado una droga
con actividad antiglucocorticoide especifica. Por otro lado, la introduccién de un grupo
hemisuccinato en la posicién 21 de 210H-6,190P conduce a un nuevo derivado, 21HS-

6,190P, también especifico para el GR pero con una actividad diferente a la de su precursor.

En este trabajo se planearon y realizaron diferentes ensayos biolégicos con la finalidad de
profundizar el estudio sobre la actividad glucocorticoide de estos andlogos rigidos. Antes de

exponer los resultados obtenidos, se presenta andlisis breve de las caracteristicas estructurales de

210H-6,190P y 21HS-6,190P, y de los antecedentes de su actividad biolégica.

21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (210H-6,190P)

Al igual que dexametasona (dex) o cortisol, 210H-6,190P posee el sistema A*-3-ceto y la
misma cadena lateral en posicién 17 (Fig 3.14), pero, a diferencia de estos ligandos agonistas, en
el andlogo rigido no existen los hidroxilos en posiciones 11fy 17a. Como se menciond
anteriormente’, RU486 (Fig. 3.14) es una droga que posee fuerte actividad antiglucocorticoide y
antiprogestdgena. Estructuralmente, 210H-6,190P y RU486 comparten algunas importantes
caracteristicas. En la Fig 3.14 se comparan las estructura obtenidas por cdlculos HF/6- 31G** de
estos esteroides con las de cortisol y dex. En esteroides A* como 210H-6,190P, el puente 6,19
tuerce el esqueleto esteroidal en la unién entre anillos A y B, estabilizando una conformacién
global curvada, en la cual el anillo A estd formando una semisilla invertida 1, 2a (Fig. 3.14),
disposicién opuesta a la encontrada en el cortisol (1o, 23), pero similar a la de RU486.

Al superponer la estructura cristalina que adopta RU486 dentro del GR LBD [62] con la
estructura de minima energfa de 210H-6,190P, se observa que las conformaciones de estas dos
moléculas resultan notablemente similares (Fig. 3.15a). En contraposicién, la conformacién de
210H-6,190P es muy diferente de la conformacién global de dex dentro del GR LBD (Fig.
3.15b). Estas caracteristicas estructurales se ven reflejadas en los valores del dngulo de torsién
entre C1-C10-C5-Co6, dngulo representativo del nivel de torsién del esteroide, ya que este resulta
similar para 210H-6,190P y RU486 pero diferente para dex. No obstante, también existen
diferencias estructurales fundamentales entre estos dos antiglucocorticoides. RU486 es una

molécula muy flexible, cuya conformacién global depende del entorno.

7 Capitulo 3, seccién 1.6
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OH

RU486 210H-6,190P

Figura 3.14 Geometrias optimizadas HF/6-31G** de cortisol, dex, RU486 y 210H-6,190P

\

ide gk

RU486 en el GR dex en el GR RU486 en el GR
210H-6,190P HF/6-31G** 210H-6,190P HF/6-31G**
(a) (b) (d)
Angulo de torsién C1-C10-C5-C6 (9):
RU486 en el GR LBD 160.5
210H-6,190P HF/6-31G**  159.1
dex en el GR 174.8
RU486 en el PR LBD 177.1

Figura 3.15 a) Superposicién de la estructura de 210H-6,190P optimizada HF/6-31G** (violeta)
con la estructura de RU486 en el GR LBD (verde). b) Superposicién de la estructura de 210H-
6,190P optimizada HF/6-31G** (violeta) con la estructura de dex en el GR LBD (rojo). ¢) Angulo
de torsiéon C1-C10-C5-C6 para cada una de las estructuras que se indican. d) Superposiciéon de la
estructura de RU486 en el GR LBD (verde) con su estructura en el PR LDB (amarillo). RU486 en el

GR LBD obtenida de pdb:1nhz, dex en el GR LBD obtenida de pdb:1m2z y RU486 en el PR LBD obtenida
de pdb:2w8y.
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Esto puede observarse en el hecho de que mientras que en el GR LBD RU486 adquiere
una conformacién torsionada, en el PR LBD la conformacién es globalmente plana (Fig. 3.15d).
Por lo tanto, la alta flexibilidad del esqueleto esteroidal estaria vinculada con la capacidad de
RU486 de unirse a mds de un receptor de esteroides (SR). En contraste, 210H-6,190P es una
molécula con una conformacién de menor flexibilidad, lo cual reduce la capacidad de adaptacién
a distintos. Debido a la presencia del puente 6,19 epéxido, 210H-6,190P no puede adoptar una
conformacién plana como la de RU486 en el PR sino que adopta una conformacién torsionada

como la observada para RU486 en el GR. Esto podria explicar, al menos en parte, la especificidad

de accién por el GR de 210H-6,190P.

La determinacién inicial del efecto de 210H-6,190P como hormona esteroidal revelé
que si bien posee la capacidad de desplazar la [°H]corticosterona unida al GR de extractos de
timo de rata, es incapaz de desplazar a [*H]aldosterona del MR de células de rifién o a
[PH]progesterona del PR de células de tatero [14]. Cuando fue evaluada iz vive la capacidad de
producir un aumento de la cantidad de glucégeno depositado en higados de rata, lo cual ocurre
con los agonistas del GR, se encontré que este andlogo rigido per se no posee efecto alguno [14].
El efecto antiglucocorticoide se evidencié al estudiar la actividad de la enzima tirosina
aminotransferasa (TAT) en hepatocitos de rata, dado que con 210H-6,190P per se no se
observé induccién de la expresién de TAT, pero cuando fue administrado junto a dex inhibié el
80% de la induccidén alcanzada [14]. Del mismo modo, en células Cos-1 cotransfectadas con el
gen reportero MMTV-LUC vy con el vector que expresa el hGR, 210H-6,190P se comport6
como un antiglucocorticoide puro, es decir inhibiendo a dexametasona, pero sin actividad per se.
En cambio, utilizando las mismas células y el mismo gen reportero, pero expresando el hPRA, se
observé que 210H-6,190P no posee actividad ni como progestdgeno ni como antiprogestdgeno.
La actividad antagonista pura de 210H-6,190P fue también determinada evaluando el efecto
apoptético en timocitos de ratén [19].

Dadas sus propiedades antiglucocorticoides selectivas, 210H-6,190P también fue
utilizado por el grupo de Funder para estudiar el mecanismo del antagonismo
cortisol/progesterona en la regulacién de la actividad de la 15-hidroxiprostaglandina
dehidrogenasa [63] y rencientemente por el grupo de Lubo para investigar el efecto del PR y del
GR en la contraccién de arterias uterinas [64].

Resumiendo, en los ensayos realizados con anterioridad a esta tesis 210H-6,190P se

comportd como un antiglucocorticoide puro y especifico.
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21-hemisuccinato-6,19-epoxiprogesterona (21HS-6,190P)

21HS-6,190P es el 21-hemisuccinato derivado de 210H-6,190P. Este compuesto fue
disenado con el fin de aumentar la solubilidad del precursor, de manera de conseguir un nuevo
andlogo con mejor biodisponibilidad para ensayos iz vivo. Sin embargo, cuando este nuevo
andlogo rigido fue probado en el ensayo de induccién del gen reportero MMTV-LUC en células
Cos-1 se observd, sorpresivamente, que posefa actividad agonista. Al igual que para 210H-
6,190P, también se evalué el efecto apoptdtico en timocitos de ratén, encontrindose que la
actividad de 21HS-6,190P depende de la presencia o no de dex en el medio. Al administrarse
solo, actia como un glucocorticoide moderado, sin embargo cuando se administra junto con dex
se comporta como un antiglucocorticoide muy potente. Por tltimo, en el ensayo de induccién de
MMTV-LUC en células Cos-1 expresando el hPRA se observé que 21HS-6,190P no posee
efecto alguno, lo cual indica que este derivado retiene la especificidad por el GR caracteristica de

210H-6,190P.
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Figura 3.16 Antecedentes de actividad glucocorticoide de 210H-6,190P y 21HS-6,190P. a)
Induccién de MMTV-LUC en células Cos-1. b) Apotosis de timocitos
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La Fig. 3.16 muestra los resultados obtenidos para ambos andlogos rigidos en los ensayos
de induccién del gen reportero MMTV-LUC y apoptosis de timocitos, los cuales serdn discutidos

conjuntamente a los obtenidos en esta tesis.

3.5 Actividad glucocorticoide de 210H-6,190P y 21HS-6,190P

En base a los resultados de actividad previos (Fig. 3.16), durante este trabajo de tesis se
realizaron diferentes ensayos biolégicos en busca de evaluar los efectos glucocorticoides de
210H-6,190P y 21HS-6,190P con mayor profundidad. Estos ensayos fueron realizados en

colaboracién con el grupo de la Dra. Adali Pecci y llevados a cabo en su laboratorio.

Los fibroblastos de ratén 1929 constituyen un buen modelo en el cual los
glucocorticoides, de manera opuesta a los timocitos, poseen un efecto protector de la muerte
celular programada. Por lo tanto, esta linea celular fue elegida para investigar la accién apoptdtica
de 210H-6,190P y 21HS-6,190P y comparar los resultados con los obtenidos anteriormente
en timocitos. Antes de llevar a cabo este ensayo, se determiné la actividad de estos andlogos
rigidos sobre la induccién del gen reportero MMTV-LUC con el fin de evaluar si se comportan
de la misma forma en las células 1929 que en las células Cos-1. Ademds, utilizando las células
BHK de rinén de hiamster, las cuales poseen una alta eficiencia de transfeccién, se investigé el
efecto de la sobreexpresion del coactivador TIF2 sobre la induccién del MMTV-LUC. Por otra
parte, se desarrollaron distintas estrategias con el fin de determinar la capacidad de estos andlogos
rigidos de inhibir la accién de los factores de transcripcién NFkB y AP-1. Para ello se utilizaron
distintas lineas celulares (L1929, Cos-1, HelLa y BHK), consiguiendo solamente resultados
satisfactorios en el caso de las células BHK. Finalmente, se determiné la actividad apoptética de
210H-6,190P y 21HS-6,190P en las células 1929 evaluando su efecto protector contra la

muerte celular inducida por TNF-a..

En adelante, la expresién actividad glucocorticoide hace referencia a la actividad de un
compuesto actuando per se, como unico ligando del GR; en cambio, por actividad
antiglucocorticoide se entiende la capacidad de bloquear la accién de dex, un agonista del GR. En

todos los ensayos RU486 fue utilizado como control de actividad antiglucocorticoide.
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Induccién de MMTV-LUC en células 1.929

El modo de accién del GR es entendido con cierto detalle solamente para determinados
promotores, como el del virus de tumor mamario de ratén (MMTV) o el de tirosina
aminotransferasa (TAT) [32]. El promotor MMTYV presenta 5 sitios GRE y es frecuentemente
utilizado para medir la actividad de transactivacién del modelo disociado. Dado que el
mecanismo molecular por el cual ocurre la transcripcién estd mayormente bien establecido,
resulta una herramienta Gtil para investigar las bases moleculares de accién de los

glucocorticoides.

Las células 1929, las cuales expresan GR enddégeno, fueron transfectadas con el gen
reportero MMTV-LUC, y tratadas con 210H-6,190P y 21HS-6,190P, en ausencia o presencia
de dex. (Fig 3.17). Al igual que en las células Cos-1, 210H-6,190P se comporta como un
antiglucocorticoide puro, inhibiendo a 10° M la accién de dexametasona 10 M. También al
igual que en Cos-1, 21HS-6,190P posee actividad glucocorticoide sin efectos como
antiglucocorticoide. Estos resultados demuestran entonces que ambos andlogos rigidos tienen la
capacidad de unirse al GR enddgeno de ratdn, resultando complejos GR-ligando con una
actividad similar a la observada en el caso del GR humano en células Cos-1. La actividad
antiglucocorticoide de RU486 en las células L929 también es similar a la observada en las células
Cos-1.
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Figura 3.17 Induccién de MMTV-LUC en células 1929
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Induccién de MMTV-LUC en células BHK con agregado de coactivador TIF2

Como se mencioné anteriormente, el término coactivador designa a una serie de proteinas
que aumentan la actividad transcripcional de los NRs. Para los glucocorticoides son
especialmente importantes los coactivadores de la familia pl60, ya que estas proteinas
interaccionan directamente con el GR LBD. Esta familia contiene tres miembros, SRC-1, TIF2
(o GRIP1) y p/CIP, los cuales poseen actividad acetiltransferasa de histonas, que remodelan la
cromatina induciendo la transcripcién. En estudios de sobreexpresion el efecto de las proteinas
pl60 varia desde un incremento de la transcripcién hasta la inactividad, dependiendo de la
concentracion relativa del GR, de p160, del tipo celular y del promotor estudiado [54]. En ciertas
condiciones, incluso se ha observado que en presencia de altas concentraciones de TIF2, algunos
ligandos antagonistas adquieren la capacidad de inducir genes reporteros controlados por sitios
GRE. Por lo tanto, el propédsito de este ensayo fue evaluar cémo la presencia del coactivador
TIF2 modifica la capacidad de los distintos ligandos estudiados de inducir el gen reportero
MMTV-LUC. Para ello, se cotransfectaron células BHK con los pldsmidos correspondientes para
la expresion de MMTV-LUC y de TIF2, y se trataron con los distintos ligandos. Los resultados
(Fig. 3.18) muestran que la presencia de TIF2 incrementa el nivel de induccién de dex y de

21HS-6,190P, pero no afecta a la falta de actividad de 210H-6,190P y RU486.
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Figura 3.18 Induccién MMTV-LUC en células BHK con agregado de TIF
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Inhibicién de la actividad de NF«kB en células BHK

NFkB es un factor de transcripcién presente en la mayoria de las células animales,
involucrado en diversas respuestas inflamatorias e inducido por diversos estimulos como el estrés,
citoquinas, radicales libres, antigenos, entre otros. Estructuralmente, NF«kB es un heterodimero
generalmente formado por la subunidad p65 (o RelA) y otra subunidad menor, p50 o p52 [65]
[66]. Como vimos eanteriormente, muchos de los efectos antiinflamatorios de los
glucocorticoides estdin dados por la capacidad del GR de inhibir la actividad de NFkB
(transrepresién del modelo disociado).

El mecanismo por el cual ocurre la represién de NFkB es multiple, y atin no se conoce
completamente. En la mayoria de los casos estudiados, se observa que la represién entre GR y
NF«B es mutua y que ocurre sin modificacién de la unién al DNA del factor inhibido. Ademis,
ensayos de coinmunoprecipitacién muestran que existe interaccion fisica directa entre NFxB y
GR, con el GR DBD formando parte de la interfase de interaccién [66]. Segun los estudios
realizados con el GRY™, la capacidad del receptor de homodimerizar no resulta necesaria para la
inhibicién de NFxB, lo cual indica que en esta interaccién el GR actiia como mondémero [56].
Por otra parte, se ha determinado que el GR puede inhibir indirectamente la actividad de NFkB,
induciendo la sintesis de su inhibidor IkBa [32] [34].

Para determinar la actividad sobre NFkB, se utilizé el gen reportero kB-LUC, el cual
expresa la enzima luciferasa bajo el control de elementos kb del promotor HIV. En primer lugar,
se intenté determinar la actividad inhibitoria de los andlogos rigidos transfectando células 1.929
con el kB-LUC y activando a NF«kB mediante la incubacién con TNFa, no pudiéndose obtener
resultados reproducibles. Se encontraron similares inconvenientes cuando se utilizé el mismo
método en las células humanas HeLa.

Tampoco se pudo determinar la actividad de 210H-6,190P y 21HS-6,190P en células
Cos-1, en este caso induciendo la expresién del gen reportero mediante la sobrexpresién de la
subunidad p65. Finalmente, utilizando este método de activacién pero en las células BHK, que
poseen una alta eficiencia de transfeccién y expresan el GR de forma enddgena, se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Fig. 3.19.

Estableciendo la actividad de las células control (células no tratadas) como el 100%, puede
observarse que la presencia de dex disminuye la actividad de p65 a la mitad. De igual manera,
ambos andlogos rigidos se comportan como agonistas del GR inhibiendo la accién de p65.
210H-6,190P resulté menos activo que dex, inhibiendo un 25% la accién de p65, mientras que

21HS-6,190P mostré una actividad similar. En las condiciones utilizadas, RU486 también se
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comporté como un agonista, inhibiendo fuertemente la accién de p65. Por otra parte, ninguno

de los compuestos bloqueé la accién de dex.
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Figura 3.19 Inhibicién de kB-LUC en células BHK

Proteccién contra la muerte celular inducida por TNF-a en células L929

TNF-a es una citoquina que induce la muerte celular de las células 1.929 via necrosis y
apoptosis [67]. El papel protector de los glucocorticoides contra la muerte celular inducida por
TNF-a fue descubierto hace méds de 15 anos [68], y puede ser utilizado como modelo para
estudiar la capacidad antiapoptética de diferentes ligandos del GR. Si bien el mecanismo de
accién de este efecto protector de los glucocorticoides fue estudiado [68] [69], la informacién
obtenida no resulta concluyente. De acuerdo a Mendoza-Milla y colaboradores, la activacién de
NF«B es requerida para que el complejo GR-dex ejerza su accién antiapoptética [69]. Sin
embargo, también ha sido demostrado que la inhibicién de la actividad de NFkB no resulta
necesaria para dicha accién [70], indicando que el efecto protector de los glucocorticoides en
células L1929 involucra un mecanismo de accién mds complejo que el clisico modo de
transrepresién del modelo disociado. Cudles son los genes involucrados, y cémo son estos
regulados por el GR y el NF«B, son aspectos de esta respuesta protectora de los glucocorticoides

que permanecen aun desconocidos.
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Estableciendo la supervivencia de las células no tratadas (control) como el 100%, puede
observarse que el tratamiento con 2ng/mL de TNFa reduce la supervivencia al 53% (Fig. 3.20).
Dex revierte la muerte celular inducida por TNFa, obteniéndose una supervivencia del 88%.
Cuando 210H-6,190P y 21HS-6,190P son testeados en este ensayo se observa que ambos
revierten la accién de TNFa, aunque en menor medida que dex, con valores de supervivencia de
73% y 83%, respectivamente. Al administrar los andlogos rigidos junto a dex, no se observa
bloqueo del efecto, con valores de 94% para 210H-6,190P y de 90% para 21HS-6,190P.
Resumiendo, en este ensayo ambos andlogos rigidos se comportan como glucocorticoides

agonistas, sin efecto antiglucocorticoide.
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Figura 3.20 Apoptésis de células 1929

3.6 Discusién

Un punto a considerar previamente al andlisis de los resultados obtenidos, es la estabilidad
del grupo hemisuccinato de 21HS-6,190P en el medio biolégico. Dos clases de evidencias
apoyan el hecho de que 21HS-6,190P no se degrada en las condiciones utilizadas en los ensayos
realizados. Teniendo en cuenta que la hidrélisis de la unién éster conduce a una molécula de

210H-6,190P, los resultados significativamente diferentes de los ensayos de induccién del
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MMTV-LUC demuestran que 21HS-6,190P se mantiene estable. Asi, si la hidrélisis de la unién
éster fuese muy rdpida, no podrian explicarse los efectos agonistas de 21HS-6,190P. Por otro
lado, otros derivados ésteres obtenidos en nuestro de grupo de investigacién (21-acetato, 21-
propionato, 21-oleato, etc) fueron inactivos en el ensayo de apoptosis de timocitos, lo cual apoya
el hecho de que la actividad antagonista de 21HS-6,190P no se debe a la degradacién a 210H-
6,190P. Ademds, 21HS-6,190P mostré ser estable cuando fue incubado a 10° M en medio
RPMI 1640 (vida media de 72 h).

La tablas 4.1 y 4.2 rednen los antecedentes previos y los resultados aqui obtenidos de la
actividad biolégica de los andlogos rigidos estudiados. A partir de estos resultados se obtienen dos
clases distintas de informacién segin el tipo de ensayos involucrados. Una clase proviene de los
ensayos para determinar como estos esteroides regulan la actividad de un determinado gen
reportero, MMTV-LUC o kB-LUC (Tabla 4.1). Si bien este tipo de ensayos no poseen
relevancia fisiolégica, ya que miden la expresién de un dnico gen plasmidico no integrado al
genoma de la célula, resultan verdaderamente utiles para investigar las bases moleculares de

acci6n de los distintos complejos GR-ligando.

., Inhibicién
Induccién MMTV-LUC CB.LUC
células Cos-1 * células 1.929 células BHK células BHK
gluco antigluco gluco antigluco gluco gluco antigluco

dex + nc + nc + + nc
210H-6,190P - + - + - + -
21HS-6,190P + - + - ¥ + -
RU486 - + - + - + -

Tabla 4.1 Resumen de los resultados de ensayos utilizando genes reporteros.
nc=no corresponde, nd= no determinado. * Ensayo previo

En cambio, en los ensayos de apoptosis (Tabla 4.2), se mide una respuesta celular
integrada, que depende del cambio de expresién de diversos genes, y es en este sentido, que estos
ensayos representan un modelo mds cercano al fisiolégico para estudiar el efecto de los

glucocorticoides.
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Apoptosis
timocitos ° células L929
gluco antigluco gluco antigluco
dex + nc + nc
210H-6,190P - + + -
21HS-6,190P + ++ + -
RU486 - + nd nd

Tabla 4.2 Resumen de los resultados de apoptosis.
nc=no corresponde. * Ensayo previo

Induccion de MMTV-LUC e inbibicion de NFxB

Todos los ensayos de induccién del MMTV-LUC muestran con claridad que la
introduccién de un grupo hemisuccinato en la posicién 21 del antagonista 210H-6,190P
produce un nuevo andlogo rigido con actividad agonista. Este resultado es sumamente
importante, ya que muestra que la simple adicién de un grupo lateral voluminoso a un
glucocorticoide produce un cambio de antagonismo a agonismo sobre el GR. Evidentemente,
este grupo hemisuccinato debe estar involucrado en la interaccién proteina-ligando, estabilizando
el complejo GR-21HS-6,190P en una conformacién adecuada para inducir la transcripcién.
Esto implica que la unién de 21HS-6,190P al receptor produce un complejo capaz de llevar a
cabo todos los eventos necesarios para la transcripcién de un gen regulado por sitios GRE, entre
los que se incluyen, como veremos mds detalladamente en el préximo capitulo, la translocacién,
homodimerizacién, unién al DNA y reclutamiento de coactivadores. En el caso de 210H-
6,190P, el complejo que forma con el GR debe fallar necesariamente en alguno, o més de uno,
de estos eventos. Claramente, la presencia del grupo hemisuccinato en el GR LBD revierte esta

incapacidad.

La potencia transcripcional de un dado ligando no depende solamente de su afinidad por
el GR, también su concentracién, la del GR, cofactores y DNA son factores que intervienen en la
respuesta medida. Debido a la alta afinidad de dex por el GR, el estado de saturacién, es decir la
concentracién a la cual mayores dosis no elevan el nivel de induccién, se alcanza a
concentraciones del orden de 10® M. En ambos tipos celulares, la induccién del MMTV-LUC
alcanzada con 21HS-6,190P 10° M es alrededor de la mitad de la induccién alcanzada por

concentraciones saturantes de dex. Esta menor potencia transcripcional puede ser entendida
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considerando una baja afinidad de 21HS-6,190P por el GR o una alterada afinidad del complejo
GR-21HS-6,190P por los cofactores, o por una combinacién de ambos fenémenos. No se
poseen datos sobre la afinidad de este andlogo rigido por el receptor, con lo cual no resulta
posible determinar inequivocamente las causas de su menor potencia transcripcional. Sin
embargo, el hecho que en el ensayo de apoptosis de timocitos 21HS-6,190P posea fuertes efectos
antagonistas aun a bajas dosis podria estar indicando que este compuesto posee alta afinidad por
el GR, de manera que su menor potencia transcripcional respecto a dex podria estar en parte
asociada a la menor capacidad del complejo GR-21HS-6,190P de unir coactivadores (o a la

mayor capacidad de unir corepresores) que el complejo GR-dex.

El ensayo de induccién de MMTV-LUC con el agregado de TIF2 fue realizado con el
objetivo de evaluar el efecto de este coactivador sobre la actividad per se de los distintos ligandos.
Para los ligandos agonistas de este ensayo, dex y 21HS-6,190P, se encontrd, como se esperaba,
que la actividad transcripcional aumenta en presencia de TIF2. En el caso de los ligandos
antagonistas, 210H-6,190P y RU486, se observé que el agregado de TIF2 no produce efecto
alguno en la actividad. Dado que TIF2 interacciona directamente con el dominio de unién al
ligando (LBD) del GR, y que al trabajar a altas concentraciones de coactivador se estaria
favoreciendo esta interaccién, estos resultados sugieren que, o bien 210H-6,190P y RU486 no
producen complejos con el GR capaces de interaccionar con TIF2, o bien alguna otra etapa
previa del mecanismo que lleva a la transcripcién del MMTV-LUC resulta inhibido para estos

ligandos.

Como hemos visto anteriormente, otro de los ensayos cominmente usados para
caracterizar la actividad de un glucocorticoide es el de inhibicién de NFkB. En células BHK se
observé que ambos andlogos rigidos inhiben la actividad de NFxB. Si bien existen varios
mecanismos por los cuales el GR puede reprimir a este factor de transcripcién, en este caso, al
sobreexpresarse la subunidad p65, se estd determinando principalmente la capacidad de los
distintos complejos del GR de interaccionar fisicamente con el NFxB. En esta interaccién, el GR
participarfa como mondémero, por lo tanto, el hecho de que 210H-6,190P se comporte como
un agonista indica que el complejo GR-210H-6,190P posee la capacidad de actuar como
mondmero. Si adoptdsemos el modelo disociado podriamos decir que 210H-6,190P es un
glucocorticoide disociado, ya que es un antagonista de la transactivacién y un agonista de la
transrepresién. Sin embargo, dado el otro significado que atribuye este modelo a este término, es

preferible decir que 210H-6,190P es un glucocorticoide que, si bien no puede inducir la
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transcripcién de genes manejados por sitios GRE, puede actuar como mondémero reprimiendo a
NFxB.

21HS-6,190P también posee la capacidad de inhibir la accién de NFkB, resultado
consistente con su actividad agonista en la induccién del MMTV-LUC. El complejo GR-21HS-
6,190P se comporta, al menos en parte, de forma similar al complejo GR-dex. En cuanto a
RU4806, se han informado distintos resultados respecto a su capacidad de inhibir a NFxB. Por un
lado, en células Cos-1 sobreexpresando la subunidad p65 y el hGR, se observé que RU486 10°
M efectivamente inhibe la accién de NFxB [71]. Un resultado similar se obtuvo en células Hela,
utilizando un ensayo de doble hibrido y sobreexpresando p65 [72]. En cambid, también en HeLa
pero induciendo la accién de NFkB con TNFa, RU486 se comporta como un antagonista, no
afectando su accién [73]. Estos resultados en conjunto indican que la actividad inhibitoria de
RU486 sobre NF«B depende del método empleado para medirla. Dado que en nuestro ensayo se
ha sobreexpresado p65, la actividad agonista de RU486 observada resulta consistente con los

resultados anteriores.
Apoptosis de timocitos y de células £.929

Los resultados obtenidos al evaluar la actividad apoptética de 210H-6,190P y 21HS-
6,190P demuestran claramente que estos ligandos son moduladores selectivos del GR (SGRMs),
ya que la actividad depende del tipo celular. 210H-6,190P se comporta como un agonista en los
fibroblastos L929 (Fig. 4.7) y como antagonista en timocitos (Fig. 4.3b). 21HS-6,190P posee
también actividad agonista en las L929 (Fig. 4.7), pero en los timocitos la actividad depende de la
presencia de dex (Fig. 4.3b). Cuando en el medio sélo hay 21HS-6,190P, este compuesto se
comporta como un agonista débil, pero en presencia de dex se observa una fuerte actividad

antagonista.

Como fue sefialado anteriormente, el mecanismo molecular por el cual el GR interviene
en el proceso antiapoptético en las células 1929 no estd bien establecido. Si bien la activacién de
NF«B resulta necesaria, no es la represién por el GR lo que produce la respuesta antiapéptotica
de los glucocorticoides. El hecho de que 210H-6,190P se comporte como un agonista, podria
estar indicando que en este mecanismo el GR actiia como mondmero, interaccionando con
NF«B y regulando la expresién de genes claves en la respuesta de proteccién contra la muerte

celular.
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En cambio, los efectos proapotéticos de los glucocorticoides en timocitos son mucho
mejor comprendidos. Los glucocorticoides inducen la muerte celular de los timocitos
principalmente modulando la expresién de algunos miembros de la familia de proteinas Bcl-2
[74] [75]. El modelo actualmente aceptado establece que la accién proapoptética de los
glucocorticoides requiere la presencia de un GR funcional, particularmente de su funcién de
activaciéon de genes [76]. Asi, en timocitos que expresan udnicamente el GR*™, los
glucocorticoides pierden el efecto proapotético [56]. Por lo tanto, el antagonismo de 210H-
6,190P en este ensayo es consistente con los resultados de induccién de MMTV-LUC, ya que en
ambos este andlogo rigido se comporta como una antiglucocorticoide puro.

La situacién de 21HS-6,190P es mds compleja. Actuando per se, se comporta como un
agonista, resultado también consistente con la actividad agonista en la induccién del MMTV-
LUC. Al igual que el complejo GR-dex, GR-21HS-6,190P posee la capacidad de activar la
expresién de genes, lo que resulta en los efectos proapoptéticos observados. Sin embargo, en
presencia de dex, en lugar de observarse la sumatoria de efectos agonistas, 21HS-6,190P
funciona como un antagonista, revirtiendo la apoptosis incluso a valores mds bajos que el control.
Estudios adicionales sobre el mecanismo molecular de accién de dex y 21HS-6,190P en
timocitos resultan necesarios para explicar este particular perfil de actividad. Variaciones en la
afinidad de los complejos GR-dex y GR-21HS-6,190P por cofactores limitantes y especificos de
timocitos podrian ayudar a comprender este fenémeno a nivel molecular. Otra posibilidad es que
los heterodimeros GR-dex/GR-21HS-6,190P sea inacapaces de activar la transcripcién de los
genes involucrados en la respuesta apoptdtica, de manera que estos agonistas se bloquean
mutuamente. Es importante notar que otros efectos no genémicos podrian estar involucrados en
el efecto apoptético global de 21HS-6,190P.

Finalmente, desde el punto de vista farmacolégico, el conjunto de los resultados obtenidos
muestra que ambos andlogos rigidos poseen potenciales aplicaciones como glucocorticoides.
210H-6,190P es un ligando que se comporta de forma similar a RU486 excepto que tiene la
ventaja de ser especifico del GR. 21HS-6,190P es un ligando también especifico del GR pero
que actiia como agonista débil, excepto en el caso de la apoptosis de timocitos en presencia de dex
donde se comporta como un antagonista fuerte. Por lo tanto, la adicién de 21HS-6,190P al
tratamiento con glucocorticoides agonistas como dex podria resultar en una disminucién del
efecto inmunosupresor de estas drogas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que iz vivo el grupo
hemicussinato de 21HS-6,190P podria hidrolizarse obteniéndose 210H-6,190P, es decir que
debemos considerar a 21HS-6,190P como un lider para desarollar un glucocorticoides con un

nuevo perfil de actividad pero no como el candidato a droga.
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En la dltima parte de esta tesis se presentan los resultados obtenidos al investigar las bases
moleculares de accién de los andlogos rigidos 210H-6,190P y 21HS-6,190P (Fig. 4.1), cuya
actividad glucocorticoide fue presentada en el capitulo anterior. Fundamentalmente, dado que su
mecanismo molecular de accién es conocido con cierto detalle, se intentardn explicar los
resultados obtenidos en los ensayos de induccién del gen reportero MMTV-LUC? (ensayo que a
partir de aqui, para simplificar, se denominard con el término #ransactivacion utilizado en el

modelo disociado).

OH
© © OH
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1 ‘
O O

210H-6,190P 21HS-6,190P

Figura 4.1 Estructura de 210H-6,190P y 21HS-6,190P

Antes de exponer los resultados obtenidos se realiza una introduccién sobre los aspectos
moleculares de la transactivacién y la forma en que las regiones fundamentales del dominio de
unién al ligando (LBD) del GR intervienen en este mecanismo de accién. Ademds se discuten
distintos modelos sobre la interaccién ligando-receptor empleados para comprender las bases
moleculares del antagonismo en el GR, y finalmente se describen los aspectos bdsicos de la

técnica computacional empleada en esta investigacién (simulacién por Dindmica Molecular).

4.1 Bases moleculares de accién de los glucocorticoides
Mecanismo Molecular de la Transactivacién

Como se menciond en el capitulo anterior’, se denomina transactivacién al mecanismo
por el cual genes cuyos promotores poseen sitios GRE son transcriptos por el GR. La
transactivacién es un proceso sumamente complejo en el cual intervienen, ademds del GR y el
ligando, una gran cantidad de proteinas citoplasmdticas y nucleares (chaperonas, inmunofilinas,
cofactores, etc), las cuales modulan la accién del receptor interaccionando tanto directa como

8 Capitulo 3, seccién 5
? Capitulo 3, seccién 3
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indirectamente. En su forma mds simplificada, la transactivacién se puede representar como un
mecanismo que involucra las etapas de unién del ligando al receptor, de liberacién de las
chaperonas (transformacién), de translocacién al nicleo, de homodimerizacién GR-GR y unién
al DNA y de unién de coactivadores especificos y remodelacién de la cromatina, lo cual

finalmente conduce al ensamblaje de la maquinaria transcripcional (Fig. 4.2).

Citoplasma

Figura 4.2 Esquema del mecanismo de transactivacién del GR. CoAc = coactivdores

Como veremos mds adelante, considerar la transactivacién de esta manera, es decir como
una sucesién de etapas independientes, resulta sumamente til a la hora de investigar el modo de
accién de los antagonistas del receptor, sin embargo, no debe olvidarse que este mecanismo es un
proceso continuo y dindmico, estando cada uno de estos eventos estrechamente interconectados y
que la respuesta final observada depende del comportamiento global del receptor en cada una de
las interacciones con las demds proteinas y el DNA. De todas maneras, en este trabajo, al estar
investigdndose el modo en que los andlogos rigidos modulan la estructura del receptor

centraremos especialmente el estudio en las etapas de dimerizacién y de unién de cofactores, ya
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que es bien sabido que en éstas el dominio de unién al ligando (LBD) cumple un rol

fundamental.

Estructura del dominio de unién al ligando del GR

Aunque el GR fue el primer NRs en ser clonado [77], fue el dltimo LBD de un SR al cual
se le determiné experimentalmente la estructura tridimensional [78]. A pesar de los reiterados
esfuerzos, no se lograba expresar la cantidad y calidad de proteina necesaria para obtener cristales
que pudieran ser analizados por difraccién de rayos X. En el afio 2002, Bledsoe y colaboradores
introdujeron la mutacién puntual F602S en el GR LBD, expresando una proteina mds estable y
soluble que pudo ser cristalizada unida a dexametasona (dex) (Fig. 4.3), resolviéndose la
estructura a 2,5 A (pdb:1m2z). El residuo 602 pertenece a la hélice H5 y se ubica en una zona
que, aparentemente, no estd involucrada en ninguna funcién fundamental conocida. Estos
autores demostraron ademds que el GR F602S es capaz de unir al antagonista RU486 (Fig. 4.3),
y que se comporta similarmente al GR salvaje en los ensayos de transactivacién y transrepresion,

sugiriendo que esta mutacién, en principio, no afecta ninguna propiedad funcional del receptor.

dexametasona RU486

Figura 4.3 Estructura de dexametasona (dex) y RU486

Posteriormente, en el afio 2005, Kauppi y colaboradores obtuvieron dos estructuras mds
del GR LBD (mutante N517D, F602S y C638D), una con el antagonista RU486 (pdb:1nhz,
resolucién 2,3 A) y otra nuevamente con dex (pdb:1p93, resolucién 2,7 A) [62]. Recientemente,
el grupo de Bledose ha conseguido cristalizar el GR LBD complejado con el furoato de
fluticazona (pdb:3cld, mutaciones F602Y y C638G, resolucién 2,84 A) [79] y con el compuesto
no esteroidal GSK866 (pdb:3e7¢, mutaciones F602Y y C638G, resolucién 2,15 A) (80].
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También en el afio 2008, Suino-Poweel y colaboradores obtuvieron la estructura complejada con
el ligando deacilcortivazol (pdb:3bqd, mutacién F602S, resolucién 2,5 A) [81].

Al momento de comenzar este trabajo de tesis, Gnicamente existian las estructuras
pdb:1m2z, 1nhz y 1p93. Debido a que la estructura pdb:1m2z es la Gnica en la cual todos los
dtomos del GR LBD estdn resueltos, ésta fue la elegida como punto de partida para el estudio por
simulacién por dindmica molecular. Por lo tanto, salvo que se aclare lo contrario, en lo que sigue

nos referiremos a la estructura cristalina pdb:1m2z.

La estructura pdb:1m2z comprende dos moléculas de GR LBD F602S, dos del agonista
dexametasona (dex) y dos de un péptido correspondiente al coactivador TIF2 (Fig. 4.4). EIl GR
LBD esta constituido por 250 residuos que forman 9 a-hélices y 2 hojas betas plegadas en una
estructura globular en la cual se destacan tres regiones fundamentales para la actividad
transcripcional del receptor: el bolsillo de unién al ligando (LBP), la zona de unién de

coactivadores (AF-2) y la interfase de dimerizacién (ID).

H10-H11

HI H3 H4-H5 B,p,H6 H7 H8 B, H9 HI2 By

533-539 556-579 589-616 641-653660-671  683-700 T11-740 751-766

Figura 4.4 Estructura cristalina del dimero GR LBD (pdb:1M2Z7) (arriba) y esquema de la estructura
secundaria del GR LBD (abajo)
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Bolsillo de union al ligando

Segtin la estructura cristalina pdb:1m2z, el LBP es una cavidad interna de 599 A’
mayormente hidrofébica, formada por residuos pertenecientes a las hélices H3, H4-H5, H7,
H11, H12 y residuos del loop entre las hélices H11-H12. Hay 15 residuos que interaccionan
hidrofébicamente con el esqueleto carbonado esteroidal y 5 son residuos polares (Asp564,
GlIn642, Arg611, Thr739 y GIn570) que forman interacciones por puente de hidrégeno con los
grupos polares del ligando (Fig. 4.5). La molécula de dex se orienta de manera que el grupo 3-
ceto interacciona con Arg611 y GIn570, el 113-OH con Asp564, el 170-OH con Gln642, el 21-
OH con Asp564 y el 20-ceto con Thr739 [78]. Asi, todos los grupos polares de dex (presentes
también en el ligando natural cortisol) interaccionan mediante puentes de hidrégeno con los

residuos polares del LBP.

GIn570

Gln642

(b)

Figura 4.5 Modo de unién de dex (pdb:1m2z). a) Ubicacién de dex en el GR LBD. b) Interacciones
por puente de hidrégeno entre dex y los residuos polares del LBP

El LBP no es una cavidad rigida, las cadenas laterales de los residuos que lo forman
pueden cambiar la orientacién de manera de acomodar grupos voluminosos presentes en el
esteroide. Ejemplo de ello son el modo de unién de RU486, del cortivazol, y del furoato de
fluticasona [62] [81] [82]. En todos estos casos se observa como la flexibilidad del receptor

permite que ingresen grupos laterales voluminosos.
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Region AF-2

Se denomina regién AF-2 al hueco hidrofébico en la superficie del receptor, formado por
las hélices H3, H4 y la hélice C terminal H12 (Fig. 4.6). En presencia de ligandos agonistas, la
regiéon AF-2 adopta una conformacién capaz de unir coactivadores de la familia p160. Estos
coactivadores poseen dos o mds motivos LLxxL (L=leucina, x=cualquier aminodcido) en forma de
hélice, de manera que las leucinas no polares se orientan hacia un mismo lado e interaccionan

con el hueco no polar AF-2.

Figura 4.6 a) Dominio AF-2 (amarillo) e interaccién con el péptido correspondiente al coactivador
TIF2 (violeta). b) Péptido correspondiente al coactivador TIF2. El motivo LxxLL adquiere forma de
hélice con las leucinas orientadas hacia el mismo lado. ¢) Residuos polares del GR LBD (verde) que
interaccionan electroestdticamente con el péptido correspondiente al coactivador TIF2 (violeta).

(pdb:1m2z)

Aparte de esta interaccién hidrofébica, existe una interaccidn electrostdtica, denominada
“charge clamp”, entre las cadenas laterales de los aminodcidos polares (residuos Lys579, Glu755,
Arg585 y Asp590) del receptor y el coactivador, interaccién que ayuda a mantener estable el
contacto coactivador-GR LBD. Como se mencioné anteriormente, la unién de estos
coactivadores, como TIF2 o GRIP1, es uno de los eventos claves que llevan al ensamblaje del

transcriptosoma y la subsiguiente activacién de la transcripcién.

94

Lautaro D. Alvarez



Capitulo 4

Region de dimerizacion

Como se discutirdi mds adelante, varios aspectos fundamentales sobre la
homodimerizacién del GR permanecen atn desconocidos. En lo que se refiere al contacto
proteina-proteina entre mondmeros es sabido que, ademds del domino de unién al DNA, el LBD
participa directamente. De acuerdo con la estructura cristalina del dimero de GR LBD-dex
(pdb:1m2z), el contacto entre monémeros ocurre a través de dos regiones distantes de la proteina
(Fig. 4.7). Por un lado, dos residuos no polares de un monémero, Pro625 e 11e628, los cuales
forman la l[dmina B ubicada entre las hélices H6 y H7, contactan con los mismos residuos del
otro mondémero, formando asi un nucleo de interaccién hidrofébica. Por otro lado, cuatro
residuos polares del loop H1-H3 (residuos 547 a 551) de cada monémero interactdan a través de

cuatro puentes de hidrégeno, formando una estructura pseudo anti-limina § entre monémeros.

Figura 4.7 Interfase de homodimerizacién del GR LBD. Residuos de la limina s de cada
mondémero forman un nicleo de interaccién hidrofébica y residuos del loop H1-H3 de cada
mondmero interaccionan por puente de hidrégeno (pdb:1m2z)
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En la otra estructura del complejo GR LBD-dex (pdb:1p93) el receptor aparece como
tetrdmero. En éste hay dos monémeros (A y B) que forman un dimero similar al observado en la
estructura cristalina anterior y otros dos monémeros (C y D) que se ubican a cada lado del
dimero A-B. Los residuos involucrados en el contacto entre los monémeros A y B son los mismos
que participan de la dimerizacién en pdb:1m2z, indicando que esta interfase de dimerizacién no
serfa un artificio de la cristalizacién. Ademds, la importancia funcional de este modo de
dimerizacién del GR LBD, el cual difiere respecto del de otros receptores nucleares como ER,

RXR o PR, ha sido demostrada por estudios mutacionales [78] [83].
Bases moleculares del antagonismo en la transactivacién

Como se sefalé anteriormente, un ligando agonista del GR en la transactivacién es aquel
que se une al receptor, induce la translocacién del complejo al nicleo, la homodimerizacién, la
unién a los sitios GRE y la unién de coactivadores a la zona AF-2. En cambio, un ligando
antagonista del GR se define como aquel que bloquea la accién de los agonistas. En los NR, y en
el GR en particular, los antagonistas actiian por competencia, es decir que se unen al receptor,
impidiendo la unién de los agonistas, pero produciendo una estructura del complejo que resulta
incapaz de inducir la transcripcién génica. Si se consideran las etapas que involucra la
transactivaciéon podemos ver que existen varios puntos en los que el mecanismo que lleva a la
activacion puede ser interrumpido. Por ejemplo, el ligando antagonista puede unirse al receptor,
pero no inducir la translocacién del complejo, o el complejo puede ser incapaz de
homodimerizar, o de unirse al DNA, o de reclutar los coactivadores necesarios.

Como vimos anteriormente'’, el antiglucocorticoide RU486 (Fig. 4.3), y sus derivados,
poseen un grupo voluminoso en posicién 11p. También muchos otros antagonistas de los NR
presentan la caracteristica de poseer un grupo lateral voluminoso, como por ejemplo asoprisnil
para el PRa [84], raloxifeno para ERa [85] y GW6471 para el PPARa [86] (Fig. 4.8).

Varios estudios cristalograficos muestran que cuando estos ligandos se unen al bolsillo de
unién de su receptor, el grupo voluminoso no puede ser contenido, sobresaliendo del sitio de
unién e interfiriendo con la hélice H12. Debido a esta interaccién, la hélice H12 no puede
adoptar la posicién activa adquirida en el caso de los agonistas, sino que ocupa el espacio en el
cual interaccionan los coactivadores de la familia p160, impidiendo asi su unién (Fig. 4.9). Dada
esta interferencia por impedimento estérico entre dtomos del receptor y el ligando, a estos

antagonistas se los suele denominar antagonistas activos.

19 Capitulo 3, seccion 4
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Figura 4.8 Antagonistas activos de los NR. Se destaca el grupo voluminoso que interfiere con la
hélice H12.

ER LBD - estradiol

(@) (b)

Figura 4.9 Antagonismo activo en el ER. a) Estructura del complejo ER LBD-estradiol (pdb:1ere).
La hélice H12 adquiere una posicién adecuada para interaccionar con los coactivadores. b) Estructura
del complejo ER LBD-raloxifeno (pdb:1err). El grupo voluminoso del raloxifeno provoca un cambio
en la orientacién de la hélice H12. ¢) Superposicion de las estructuras ER LBD-estradiol (rojo) y ER
LBD-raloxifeno (amarillo).
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En el caso del GR, la estructura cristalina del complejo GR LBD-RU486 muestra como,
por presencia del grupo voluminoso en posicion 113 de RU486, la hélice H12 aparece
totalmente distorsionada. Asi, el antagonismo de RU486 en el GR puede ser explicado al
considerar que, por presencia del grupo voluminoso, el complejo resulta incapaz de unir los

coactivadores indispensables para el inicio de la transcripcién.

Si bien este modelo de antagonismo, y en definitiva de cémo actia el GR, resulta muy
atractivo por su simpleza, veremos que existen muchos aspectos de la actividad de este receptor, y
de los NR en general, que no pueden ser explicados considerando tnicamente esta forma de
accién. Uno de ellos es la existencia de ligandos con actividad antagonista que no poseen ningin
grupo voluminoso que pueda alterar la posicién de la hélice H12. Ejemplos de este tipo de
ligandos, denominados antagonistas pasivos, para el GR son el andlogo rigido 210H-6,190P
estudiado en el capitulo anterior, y el acetato de ciproterona. Para los demds SR también existen
casos de antagonismo pasivo, como ser el de flutamida para el AR [87], el enantiémero R,R de
5,6,11,12-tetrahidrocriseno-2,8-diol (THC) para el ER [88] y la progesterona para el MR [89],
entre otros. Resulta evidente entonces que otras bases moleculares de accién son necesarias para

explicar el comportamiento antagonista de este tipo de ligandos.
Cambio conformacional inducido versus seleccién conformacional

El modo de accién de los antagonistas activos anteriormente explicado asume
implicitamente que el receptor sélo puede existir en dos estados, un estado activo en presencia de
agonistas, o un estado inactivo en presencia de antagonistas. La posicién de la hélice H12
funcionaria como un interruptor molecular, controlado por el ligando, determinando el estado de
actividad del receptor. La aceptacién de este modelo estd relacionada a la vez con el concepto de
cambio conformacional inducido, muchas veces utilizado en el drea de la quimica medicinal para
explicar el modo de accién de drogas. El modelo de cambio conformacional inducido propone que
el ligando agonista se une a un estado inactivo del receptor, de minima energfa, y que es esta
unién la que produce un cambio conformacional de una parte fundamental de la proteina, la
hélice H12 en el caso de los NR, conduciendo a un estado activo del receptor. De tal manera, si
se considerara estrictamente este modelo, para los NR solamente existirfan ligandos agonistas
puros o antagonistas puros, lo cual no es cierto para la mayoria de estos receptores. Como
demuestra la simple existencia de los moduladores selectivos de NR'', el modo en que se regula el

LBD no es simplemente un proceso de prendido y apagado del receptor.

! Capitulo 3 seccién 3
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En contraste al modelo del cambio conformacional inducido, el modelo de seleccion
conformacional asume que el receptor libre existe en un ensamble de conformaciones de energia
similar, y que el ligando se une selectivamente a determinados conférmeros activos,
incrementando su proporcién en la poblacién total. La unién del ligando al receptor no provoca
el pasaje de un estado inactivo a otro activo, sino que selecciona un determinado subconjunto de
las conformaciones que componen el ensamble. Este modelo de seleccién conformacional resulta
mucho mds adecuado que el de cambio conformacional inducido para comprender en
profundidad el modo de accién de los NR y explicar las propiedades de los SNuRMs. Asi, la
actividad de un determinado SNuRMs estard dada por el conjunto de conférmeros que

seleccione.
Modelo de equilibrio de unién de cofactores

Como se menciond anteriormente, el modelo de antagonismo activo en los NR
presupone que, en el estado activo, la hélice H12 adquiere una posicién tal que el dominio AF-2
resulta capaz de unir coactivadores, mientras que el estado inactivo la posicién de esta hélice
impide esta unién. Sin embargo, este modelo no tiene en cuenta que también los corepresores
interaccionan con el LBD. Muchos estudios muestran que la regién de unién de los corepresores,
como SMRT o NCoR, se superpone mayormente con la regién de unién de los coactivadores, es
decir el dominio AF-2 [90]. De manera que la posicién de la hélice H12, la cual dependera del
ligando unido, no sélo determina la capacidad de unién de los coactivadores sino también la de
los corepresores. Coactivadores y corepresores compiten por la unién al LBD, y el resultado de
esta competencia, que en ultima instancia determina la actividad transcripcional del receptor,
dependerd del ligando unido al LBD.

La actividad de cada ligando estarfa dada entonces por las diferentes conformaciones del
receptor que selecciona, y por la afinidad de estas conformaciones por los distintos cofactores
presentes en el medio. Asi, mientras para los ligandos agonistas el equilibrio estard desplazado
hacia el lado de los coactivadores, para los antagonistas lo estard hacia los corepresores. Este
modelo de equilibrio, a diferencia del modelo de dos estados mencionado anteriormente, permite

explicar la existencia de los moduladores de NR.

Por otra parte, la concentracién relativa entre coactivadores y corepresores también influye
en la interaccién de estos con el receptor. Por ejemplo, aunque dexametasona es un agonista que
induce una conformacién del receptor que une coactivadores, también se ha demostrado que en

presencia de altas concentraciones de corepresores, éstos se pueden unir al complejo GR-dex [91].
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Del mismo modo, si bien el complejo del GR con el antagonista RU486 une corepresores,
también puede unir coactivadores cuando estos estdn en alta concentracién [91]. Debido a que
tanto los cofactores presentes como su concentracién dependen del tipo celular, la selectividad de
accién de los SNuRMs puede ser explicada considerando este modelo.

En conclusidn, los cofactores son un elemento fundamental en la actividad del GR, por lo
tanto, comprender cémo interaccionan y cémo afecta esta interaccién a la actividad del receptor
resulta clave para explicar la actividad de los glucocorticoides. El modelo que establece que el
receptor pasa de un estado inactivo que no une coactivadores a uno activo que si los une por
presencia del ligando, resulta incompleto e inadecuado para comprender la vasta complejidad del
modo de accién del GR. En cambio, el modelo de equilibrio de cofactores permite explicar

muchos més aspectos de cémo este receptor es modulado por los distintos ligandos.
Dimerizacién y unién al DNA

La formacién de homodimeros GR-GR es otro de los eventos clave en el mecanismo de
transactivacién. Se sabe que el contacto entre monémeros involucra a una regién denominada
loop D en el DBD y que una mutacién en esa regién produce el GRY™, mutante que resulta
incapaz de homodimerizar'®. Sin embargo, existe evidencia que muestra que los dominios AF-1y
LBD también participan en la formacién de homodimeros. Aunque se conoce que la
dimerizacién del receptor estd estrechamente relacionada a la etapa de unién del GR al DNA,
muchos aspectos moleculares de estos procesos permanecen atGn desconocidos. Existe
relativamente poca informacién acerca de la dimerizacién en estudios iz vive, y esta no resulta
concluyente.

A fines de la década del 80 y principios del 90 Wrange y colaboradores mostraron que el
GR existe como dimero cuando estd unido a sitios GRE, con un mondémero en cada “2GRE.
También observaron que a altas concentraciones de GR, y en ausencia de DNA, el GR
homodimeriza. No obstante, segtin estos autores, la dimerizacién no es necesaria para la unién
del receptor al DNA, ya que también observaron que monémeros de GR tienen la capacidad de
reconocer y unirse a 2GRE [92] [93].

Trabajando solamente con el GR DBD, Gustaffson y colaboradores propusieron un
proceso denominado de facilitacién por el cual el receptor se une al DNA. Encontraron que los
VAGRE del promotor TAT no se comportan igual, sino que un GR DBD se une preferentemente
a uno, lo cual facilita la unién del otro monémero al ¥2GRE restante [94]. Esta facilitacién

depende del contacto proteina-proteina de una regién cercana a los dedos de Zn del DBD (el

12 Capitulo 3, seccién 3
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loop D), sugiriendo que esta regién participa en la dimerizacién del receptor [95].
Contrariamente a este proceso de facilitacién, utilizando el receptor entero, Nemer y
colaboradores encontraron que la formacién de homodimeros es la etapa limitante en la unién
del GR al DNA [96]. Por otra parte, en 1996 se informé que si bien la afinidad de los
mondmeros por los sitios GRE no se ve afectada en mutantes sin los dominios AF-1 o LBD, la
afinidad de los homodimeros por el GRE aumenta al utilizar el receptor entero, lo cual indica
que el GR DBD no es el tinico dominio que participa en la dimerizacién [97].

En el caso de aceptarse que la dimerizacién es un proceso independiente al de unién al
DNA, tampoco se conoce con certeza si esta ocurre en el citoplasma o en el ndcleo. Muchos
autores esquematizan la transactivacién con la dimerizacién ocurriendo dentro del nucleo, pero
otros tantos consideran que tiene lugar en el citoplasma. En el ano 2001 Savory y colaboradores
mostraron que la dimerizacién puede ocurrir en el citoplasma y que el loop D resulta necesario y
suficiente en este proceso [98]. Por otra parte, recientemente Kinjo y colaboradores, analizando la
movilidad del receptor dentro del nicleo, propusieron un modelo en el cual la dimerizacién es el
tltimo evento de la transactivacién, es decir que ocurre después de la unién de los cofactores y de
la unién al DNA, y por lo tanto la dimerizacién no es requerida para la unién al GRE [99] [100].

Aunque la dimerizacién es una etapa considerada fundamental para la actividad del GR,

no existe evidencia concluyente respecto del modo en que ocurre.
Simulacién por dindmica molecular

Dado que el objetivo de esta investigacién es comprender las bases moleculares de accién
de los andlogos rigidos 210H-6,190P y 21HS-6,190P, decidimos utilizar una técnica
computacional, denominada simulacién por dindmica molecular (MD), que permite estudiar
tanto el modo en que estos ligandos se unen al receptor como el efecto que esta unién provoca en
la proteina.

Las proteinas son sistemas inherentemente flexibles. Esta movilidad, esencial para su
funcién biolégica, comprende un amplio rango de escalas, tanto temporales como espaciales
[101] [102]. La movilidad de las proteinas es un aspecto usualmente ignorado en el drea del
diseno de drogas; mucho énfasis, quizds demasiado, ha sido puesto en las estructuras rigidas. Esto
puede deberse, principalmente, al fuerte impacto que provocan las estructuras cristalinas (y a la
belleza de las imdgenes), lo que lleva a considerar usual e incorrectamente, que la estructura
cristalina de una proteina es siempre la estructura correcta. Ademds, existen dificultades técnicas
y conceptuales que limitan enormemente la capacidad de tener en cuenta la flexibilidad de las

proteinas a la hora de encontrar nuevas drogas. La obtencidén de las estructuras cristalinas requiere
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la utilizacién de condiciones extremas, como temperaturas y concentraciones, que no representan
adecuadamente el medio biolégico. En solucién a temperatura fisioldgica, las proteinas existen
como un ensamble de conformaciones energéticamente accesibles, de manera que la estructura
tridimensional de una proteina estd mejor descrita cuando todos estos estados son representados.
El uso estindar de la cristalografia da como resultado una estructura estitica promediada en
tiempo y espacio que, desafortunadamente, representa muy pobremente el ensamble total de
conformaciones.

La simulacién por dindmica molecular es, al presente, la mejor manera de obtener un
conjunto mds completo de estos conférmeros [101]. Bésicamente, con una simulacién MD se
puede determinar la posicién exacta de cada dtomo del sistema estudiado a intervalos regulares de
tiempo (del orden de los fs) durante un determinado tiempo (actualmente alrededor de ns). De
esta manera, esta técnica permite explorar distintas conformaciones de una proteina. Sin
embargo, los tiempos de simulacién limitados, junto a la posible presencia de altas barreras
energéticas s6lo permiten obtener un pequeno conjunto de todas las conformaciones posibles. En
este trabajo se realizaron simulaciones de sistemas de alrededor de 27000 dtomos durante 6 ns. Si
bien este lapso de tiempo no resulta suficiente para estudiar los cambios conformacionales mds
lentos, el mismo basta para observar cambios conformacionales rdpidos en la proteina y estudiar
la interaccién entre ligando y receptor teniendo en cuenta la orientacién del ligando, puentes de

hidrégeno, interacciones hidrofébicas, etc.

4.2 Bases Moleculares de accién de 210H-6,190P y 21HS-6,190P

Dos preguntas esenciales, de las cuales derivan otras, constituyen la base que guia esta
investigacién: ;Por qué 210H-6,190P funciona en la transactivacién como antagonista del GR
si no posee el grupo voluminoso caracteristico de los antagonistas activos? y ;Por qué al introducir
un grupo hemisuccinato en posicién 21 de 210H-6,190P se obtiene un derivado con actividad
agonista, opuesta a la del precursor? En busca de posibles respuestas, se realizaron simulaciones
por Dindmica Molecular de los distintos complejos receptor-ligando, a partir de las cuales se
analiz6 el modo de interaccién de los ligandos con el bolsillo de unién del GR LBD y la manera
en que esta interaccién afecta al comportamiento dindmico y a la conformacién global del

receptor.

Antes de llevar a acabo estas simulaciones fue necesario considerar la localizacién

subcelular de los complejos, es decir si los ligandos son capaces de inducir la translocacién del GR
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al ntcleo. En el caso de 21HS-6,190P, agonista de la transactivacién', el complejo debe ser
necesariamente nuclear, pero en el caso del antagonista 210H-6,190P, la localizacién debe ser
investigada, ya que el antagonismo podria residir tinicamente en la incapacidad del complejo de
translocar al nucleo. La sublocalizacién nuclear del complejo GR LBD-210H-6,190P fue
investigada mediante microscopia por el Lic. Diego Presman en el laboratorio de la Dra. Pecci,
encontrdndose que 210H-6,190P efectivamente hace translocar al GR. Por lo tanto, es el
comportamiento dindmico del complejo nuclear el que debe ser estudiado para explicar el
antagonismo de 210H-6,190P. Afortunadamente, la estructura cristalina 1m2z representa un
estado adecuado del receptor en el nicleo, dado que estd unido a dexametasona (dex), ligando
que lo hace translocar, y a un péptido cuya secuencia corresponde a un coactivador nuclear. De
esta manera, esta estructura resulta, en principio, una estructura inicial adecuada para estudiar el

comportamiento de los complejos nucleares del GR con los andlogos rigidos.

En este trabajo se realizaron simulaciones de los complejos GR LBD-dex, para estudiar
como se comporta el receptor con un ligando agonista, GR LBD libre (apo), para estudiar como
se comporta el receptor en ausencia de ligando, y de los complejos con los andlogos rigidos GR
LBD-210H-6,190P y GR LBD-21HS-6,190P. En busca de presentar los resultados obtenidos
con mayor claridad, primero serdn expuestos los concernientes a la simulacién de los sistemas GR
LBD libre, GR LBD-dex y GR LBD-210H-6,190P, y posteriormente se presentardn los
resultados obtenidos para el sistema GR LBD-21HS-6,190P.

4.2.1 Simulacion de GR LBD-dex, GR LBD-210H-6,190P y GR LBD
Estabilidad de las trayectorias

Antes de investigar detenidamente las trayectorias obtenidas en la simulacién por MD
resulta indispensable evaluar la estabilidad de las mismas, debido a que solo es posible extraer
informacién vdlida sobre el comportamiento de un sistema a partir de trayectorias estables. La
inspeccién visual de los complejos a lo largo de la simulacién muestra que la conformacién global
de las proteinas permanece esencialmente intacta en todos los casos. La desviacién cuadrdtica
media por residuo (RMSD), medida para los dtomos del esqueleto proteico respecto a la
estructura inicial, revela que todos los sistemas son estables (Fig. 4.10), con un RMSD promedio

de 1.3540.11 A, 1.3040.9 A y 1.68+0.12 A para los sistemas de dex, 210H-6,190P, y receptor

13 Capitulo 3, seccién 5
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libre respectivamente. Estos valores indican que la estructura libre de ligando sufre mayores
cambios conformacionales que los receptores con ligando. La ausencia de ligando en el LBP causa
cambios en la estructura del receptor durante el primer ns, luego del cual permanece estable hasta

el fin de la simulacién.

—_— R l.l{“nlpn

s GR LBD-dex

—— GR LBD-210H-6,190P

25

RMSD (A)

3 4 5 6

=T
-
LS ]

time (ns)

Figura 4.10 Estabilidad de las trayectorias

Modo de unién de dexametasona

La figura Fig 4.11 muestra los contactos por puente de hidrégeno entre dex y LBP
encontrados durante la simulacién, junto al porcentaje de tiempo en el cual cada interaccién estd
formada (frecuencia del puente de hidrégeno, considerando que se forma un puente de
hidrégeno cuando la distancia entre 4tomos pesados es menor a 3.5 A). En primer lugar, se
destacan dos interacciones fuertes que permanecen estables durante la casi totalidad de la
simulacién: el 17a-OH con GIn642 y el 11B-OH con Asn564. Estas interacciones, observadas
también en la estructura cristalina, juegan un rol fundamental en el reconocimiento entre

receptor y ligando, manteniendo la orientacién de éste dentro del LBP.
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Figura 4.11 Modo de unién de dex. a) Interacciones por puente de hidrégeno entre dex y los
residuos polares del LBP del GR LBD. El valor junto a las flechas indica la frecuencia de formacién
de puente de hidrégeno entre los dtomos involucrados. b) Distancias A, B y C indicadas en a) en
funcién del tiempo

Alrededor del anillo A, se observa que el grupo 3-ceto participa de una red de puentes de
hidrégeno que involucra a GIn570, Arg611 y una molécula de agua. Esta molécula de agua es
una molécula intercambiable (es decir no es siempre la misma, sino que a lo largo de la
simulacién distintas aguas ocupan esa posicién), que estabiliza la conformacién de esos dos
residuos de forma apropiada para la interaccién con el dtomo de oxigeno del grupo 3-ceto del
ligando. Si bien en la estructura cristalina no existe una molécula de agua en esta region, otras
simulaciones de SRs muestran el mismo fenémeno aqui observado [103] [104], sugiriendo quizds

que se trata de una caracteristica conservada de esta familia de receptores.

En solucién, la conformacién de la cadena lateral 17 de esteroides como dex no estd
restringida. El dngulo de torsién determinado por los dtomos C16, C17, C20, C21 puede rotar,
de manera que el 21-OH se mueve libremente. En contraste a este comportamiento, la
simulacién muestra que dentro del receptor la orientacién de la cadena lateral alterna entre tres
posiciones bien definidas, determinadas por tres puentes de hidrégeno entre el 21-OH y los
residuos Asn564, Thr739 y GIn642. Al graficar las distancias entre el oxigeno del 21-OH vy el
dtomo involucrado en la interaccién de cada residuo en funcién del tiempo, se observa que a lo
largo de la simulacién el 21-OH fluctda continuamente, resultando una frecuencia similar para
cada interaccién, de manera que en el complejo GR LBD-dex este hidroxilo no posee una

orientacién preferencial.
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Modo de unién de 210H-6,190P

La molécula de 210H-6,190P fue introducida en el LBP superponiendo los dtomos de
carbono del anillo C con los correspondientes dtomos de dex en la estructura cristalina. La
inspeccién visual de la posicién global de 210H-6,190P muestra que esta molécula permanece
en su posicién original pricticamente durante toda la simulacién. 210H-6,190P posee
solamente tres grupos capaces de formar interacciones por puente de hidrégeno con el receptor:
el grupo 3-ceto, la cadena lateral en posicién 178 y el dtomo de oxigeno del puente 6,19
intramolecular.

Alrededor del grupo 3-ceto (Fig. 4.12) se encuentra una red de puentes de hidrégeno
similar a la observada en el sistema de dex, también con una molécula de agua intercambiable
interactuando con los residuos Arg611 y GIn570. Sin embargo, como 210H-6,190P posee una
estructura esteroidal més tensionada que dex, el dtomo de oxigeno de C-3 estd mds alejado del
dtomo de nitrégeno de Arg611, con lo cual esta interaccién se debilita y disminuye su frecuencia

respecto al caso de dex.
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/\( & 180 distancia B
Ot Q  The739 distancia C
L |

H 14 =
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Figura 4.12 Modo de unién de 210H-6,190P. Interacciones por puente de hidrégeno entre
210H-6,190P vy los residuos polares del LBP del GR LBD. El valor junto a las flechas indica la
frecuencia de formacién de puente de hidrégeno entre los dtomos involucrados. b) Distancias A, B y
C indicadas en a) en funcién del tiempo

En contraste al sistema de dex, el 21-OH de 210H-6,190P no alterna a lo largo de la

simulacién entre las tres posiciones definidas por la interaccién con Asn564, Thr739 y Gln642,
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sino que luego de una primera etapa en la cual se orienta hacia la Thr739, este hidroxilo
interactiia por puente de hidrogeno con Asn564 hasta el final de la simulacién. La orientacién
preferencial de 21-OH se ve reflejada en la mayor frecuencia de unién con Asn564. Dos
fenémenos pueden ser claves para comprender el diferente comportamiento de 21-OH en los
sistemas de dex y de 210H-6,190P. Primero, a causa del puente intramolecular, 210H-6,190P
es una molécula mds corta que dex; las optimizaciones de geometria usando HF/6-31G**
predicen que la distancia C3-C17 es de 8,23 A para dex y de 7,71 A para 210H-6,190P. En
consecuencia, el 21-OH se encuentra mds alejado de los residuos Thr739 y GIn642 pero mds
cerca de Asn564. Segundo, la falta del hidroxilo en posicién 11 permite al residuo Asn564
adquirir una orientacién mds favorable para interactuar con el 21-OH.

Por dltimo, el examen del LBP alrededor del puente intramolecular de 210H-6,190P
muestra que no hay ningin residuo polar capaz de formar puente de hidrégeno con el 4dtomo de

oxigeno.
En resumen, analizando a nivel molecular el modo de unién de dex y 210H-6,190P, se
encontré que si bien la orientacién y posicién global de los esteroides resulta similar, existen

importantes diferencias en la forma en que interaccionan los residuos polares del LBP y los

grupos con capacidad de formar puentes de hidrégeno de los ligandos (Fig. 4.13).

ASNDLSE

Gln570 i The739
i‘“”‘"” Gln642

Figura 4.13 Superposicién de las estructuras promedio de dex (rojo) y 210H-6,190P (azul) dentro
del GRLBD
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Principalmente, el comportamiento del 21-OH de 210H-6,190P difiere sustancialmente
respecto al de dex, probablemente debido a la estructura més torsionada de este andlogo rigido y a

la falta de hidroxilo en posicién 11f.
Fluctuaciones del esqueleto de la proteina

Para estudiar el comportamiento dindmico de la proteina una vez alcanzado el estado de
equilibrio, se calcul6 el factor B, valor que representa la fluctuacién por residuo promediada en el
tiempo, para cada residuo sobre los dltimos 4ns de la simulacién de cada sistema simulado. La

Fig. 4.14 muestra que los tres sistemas simulados poseen un perfil de fluctuacién similar.
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H1 H3 H4-H5 g, 3, H6 H7 H8 H9 H10-H11 H12 g,
533-539 556-579 589-616 641-655 660-671  683-700 711-740 751-766

Figura 4.14 Fluctuacién del receptor. Factor-B por residuo de los dltimos 4 ns de la simulacién. En
el eje x se esquematiza la estructura secundaria de GR LBD.

Como era predecible, las regiones con mayores valores del factor B corresponden a loops,
mientras que las regiones mds estructuradas, hélices y liminas beta, poseen menor fluctuacién.
Sin embargo, comparando los sistemas entre si puede observarse que existen diferencias
significativas en la movilidad del receptor, principalmente en dos regiones: el loop HI-H3 y la
regiéon C terminal de la H12. Los residuos del loop H1-H3, mds méviles que el resto de la
proteina en los tres sistemas, fluctian mds cuando el receptor se encuentra libre de ligando.
Ademds, estos residuos tienen mayor movilidad cuando el receptor estd unido a dex que cuando

lo estd a 210H-6,190P. El anilisis estructural y dindmico de esta regién de la proteina, resulta
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de particular interés ya que estos residuos participan activamente en la homodimerizacién de GR
LBD. En cuanto a los residuos de la H12, otra importante regién del receptor, el factor B
también es apreciablemente mayor para el receptor libre que para el receptor unido a alguno de
estos ligandos. Las implicancias de estas diferencias en la movilidad de cada uno de los sistemas
serdn analizadas posteriormente, conjuntamente a los resultados obtenidos al analizar las

estructuras promedio de cada sistema.
Estructuras promedio

Para comparar los cambios conformacionales del esqueleto de la proteina ocurridos
durante la simulacién se obtuvieron las estructuras promedio de los dltimos 4 ns para cada uno
de los sistemas simulados. Al superponer estas estructuras (minimizando el RMSD), se observa
que existen importantes diferencias en las dos regiones fundamentales de la proteina: el loop H1-
H3 (interfase de dimerizacién) y la H12 (dominio AF-2).

Interfase de dimerizacion

Como puede observarse en la Fig. 4.15, la conformacién promedio de la regién N
terminal del loop H1-H3 depende fuertemente del estado del LBP. En el estado libre, este loop
adquiere una posicién intermedia entre los estados ligados. Esta posicién resulta desplazada hacia
una mds cercana a la proteina cuando estd unido dex, y mds lejana cuando el ligando presente es
210H-6,190P. El desplazamiento en la posicién del dtomo Co del residuo Ser551 en los
complejos GR LBD-dex y GR LBD-210H-6,190P es de alrededor de 8,6 A, indicando un

cambio conformacional importante en la proteina por la presencia del andlogo rigido en el LBP.

Por lo tanto, al determinar la estructura promedio y la fluctuacién de cada residuo para
los sistemas simulados se encuentra que el comportamiento dindmico del loop H1-H3 depende
del estado del LBP. En el estado agonista, es decir con dex presente, este loop fluctda
moderadamente alrededor de una posicién cercana a la H6. En el estado libre, las fluctuaciones
son mayores y la posicién resulta mds alejada de la H6. Finalmente, en el estado antagonista, es
decir con 210H-6,190P presente, el loop evoluciona hacia una conformacién rigida muy alejada

del resto de la proteina.

109

Lautaro D. Alvarez



Capitulo 4

GR LBD-dex -
GR LBD-210H-6,190P 8,6 A

Figura 4.15 Superposicién de las estructura promedio (4ltimos 4 ns) de la interfase de dimerizacion

de los complejos GR LBD-dex (rojo), GR LBD-210H-6,190P (azul) y GR LBD libre (amarillo).

Dominio AF-2

Analizando las estructuras promedio también se observa que existe una conexién entre la
conformacién promedio de los residuos N terminales del GR LBD vy el estado del LBP. La
superposicién de estas estructuras claramente muestra que en el complejo GR LBD-210H-
6,190P, los residuos 762-767 adoptan una conformacién mds estructurada (Fig. 4.16a), de tal
manera que la hélice H12 se hace cinco residuos més larga comparada con la estructura original.
En contraste, en el sistema de dex, la conformacién de esos residuos permanece muy similar a la
original. El RMSD de los dtomos del esqueleto de la hélice H12 respecto a la estructura inicial
indica que el cambio que acontece en el sistema de 210H-6,190P no es un proceso gradual, sino

que un salto del valor de RMSD ocurre alrededor de 1.4 ns (Fig. 4.16b).
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RMSD (A)

GR LBD-dex  GR LBD-210H-6,190P tiempo (ns)
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Figura 4.16 a) Superposicién de las estructura promedio (dltimos 4 ns) de la hélice H12 de los
complejos GR LBD-dex (rojo), GR LBD-210H-6,190P (azul) y GR LBD libre (amarillo). b)
RMSD de la hélice H12 respecto de la estructura inicial medido sobre los dtomos del esqueleto de
GR LBD-dex (rojo) y GR LBD-210H-6,190P (azul).

Para analizar con mayor profundidad los cambios ocurridos que pueden afectar el
comportamiento de AF-2, se calcularon las distancias entre los dtomos Ca de los residuos que
interaccionan electroestiticamente con los coactivadores (ver Fig. 4.6c). La posicién relativa de
estos cuatros dtomos puede considerarse como una medida de la apertura de la superficie
hidrofébica AF-2. La tabla 4.1 muestra que las tnicas distancias que difieren apreciablemente
entre los sistemas simulados son aquellas en las que participa el residuo Glu755, residuo ubicado
en la H12. Esto indica que el ligando unido podria afectar, no solo la longitud de la H12, sino
también su posicién respecto al resto de la proteina, determinando la accesibilidad de los

coactivadores al hueco AF-2.

Residuo Distancia Ca-Ca (A)
i j GR LBD-dex GR LBD-210H-6,190P A
755 (H12) 579 (H3) 19,38 18,90 0,48
755 (H12) 585 (H3-H4 loop) 22,59 21,99 0,60
755 (H12) 590 (H4) 15,79 15,18 0,61
579 (H3) 585 (H3-H4 loop) 5,30 5,29 0,01
579 (H3) 590 (H4) 10,80 10,83 -0,03
590 (H4) 585 (H3-H4 loop) 10,92 10,91 0,01

Tabla 4.1 Distancia entre los Ca de los residuos del GR LBD que interaccionan electroestdticamente
con el coactivador TIF2
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Discusién

Las simulaciones por MD realizadas en este trabajo fueron planteadas con el objetivo de
investigar las bases moleculares de accién de 210H-6,190P. Especificamente, la intencién era
encontrar algiin fenémeno a nivel molecular que pueda dar cuenta del antagonismo pasivo de
este ligando. Para ello se estudié el comportamiento dindmico del complejo GR LBD-210H-
6,190P y se lo comparé con el del complejo GR LBD-dex, tomando este dltimo como modelo
de comportamiento agonista. Al realizar esta comparacién no solo se encontré que existen
cambios sustanciales en el modo de unién de cada ligando, sino que la movilidad y la estructura
global de regiones fundamentales del receptor difieren entre ambos complejos. Cuando el
antagonista pasivo estd unido al GR LBD la conformacién de una zona que participa en la
homodimerizacién, el loop H1-3, resulta notablemente modificada respecto al caso del ligando
agonista. El diferente comportamiento de este loop podria estar asociado a las diferencias
observadas en la interaccién de cada ligando con el residuo Asn564, localizado en la hélice H3.
Dado que el complejo GR-210H-6,190P resulta incapaz de transactivar el gen MMTV, y que
una etapa imprescindible de este mecanismo de accién consiste en la homodimerizacién del GR,
surge la hipétesis de que el antagonismo de 210H-6,190P se basa, al menos en parte, en la
incapacidad de este ligando de producir una conformacién del GR que pueda homodimerizar.

La otra regién en la cual se pueden advertir diferencias entre los complejos, aunque
mucho menos pronunciadas que en el caso del loop H1-H3, es en la regién AF-2. Por un lado,
con el antagonista pasivo la H12 se extiende cinco residuos mds hacia el lado N terminal. Por
otro lado, al medir las distancias entre los residuos que forman la interaccién electroestdtica entre
el receptor y el coactivador, se observa que la dimensién del dominio AF-2 es distinta cuando el
antagonista pasivo estd unido. Si estos leves cambios producidos en la regién AF-2
comprometiesen la habilidad del complejo GR-210H-6,190P de reclutar los coactivadores
necesarios para la transactivacién, constituirfan un mecanismo adicional para explicar el

antagonismo pasivo de 210H-6,190P.
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4.2.2 Simulacion de GR LBD-21HS-6,190P

Los resultados de actividad biolégica presentados en el capitulo 3 demuestran que el
grupo hemisuccinato de 21HS-6,190P participa, de alguna manera, activamente en la
estabilizacién de una estructura del receptor que resulta capaz de transactivar el MMTV-LUC.
Para investigar este fenémeno a nivel molecular se decidi6 realizar la simulacién del complejo GR
LBD-21HS-6,190P, y comparar esta trayectoria con las ya obtenidas para dex y 210H-6,190P.
La introduccién de 21HS-6,190P dentro del LBP para obtener la estructura inicial de la
simulacién no es un proceso trivial como en el caso de 210H-6,190P, ya que, por un lado, el
grupo hemisuccinato voluminoso puede existir en distintas conformaciones, y por otro, es
necesario evitar la superposicién de dtomos del ligando y el receptor. Analizando los alrededores
del LBD en la estructura cristalina se observd que existe una pequefia cavidad formada por las
hélices H3, H7 y H11 en la cual el grupo hemisuccinato, en su forma extendida, puede ser
acomodado ficilmente sin impedimento estérico. Por lo tanto, la estructura inicial del complejo
GR LBD-21HS-6,190P se obtuvo superponiendo los dtomos de carbono del anillo C con los
correspondientes a dex y adaptando la conformacién del grupo hemisuccinato de tal manera que
entre en esta cavidad. Ademds, considerando el pH fisiolégico, el grupo dcido terminal del
hemisuccinato fue introducido en su forma desprotonada.

El sistema asi obtenido fue simulado durante 6 ns en idénticas condiciones que los
sistemas de dex y 210H-6,190P. La inspeccién visual y la determinacién del RMSD de la
trayectoria del complejo GR LDB-21HS-6,190P muestran que la estabilidad es similar a la de

los complejos antes simulados.
Modo de unién de 21HS-6,190P

La inspeccién visual de la trayectoria del complejo GR LBD-21HS-6,190P muestra que
tanto la posicién como la conformacién global del esqueleto esteroidal resulta similar a la
adoptada por 210H-6,190P en el LBD. También se observa en este sistema la red de puentes de
hidrégeno alrededor del anillo A antes descrita para dex y 210H-6,190P, con una frecuencia de
unién con los residuos Arg611 y GIn570 similar al la de 210H-6,190P (Fig. 4.12). Al igual que
en el sistema de 210H-6,190P, no hay interaccién entre el dtomo de oxigeno del puente

intramolecular 6,19 de 210H-6,190P y los residuos polares de LBD.

El grupo hemisuccinato permanece alrededor de su posicién inicial durante toda la

simulacién (Fig. 4.17). Ademds, se observa que el grupo carboxilato terminal del hemisuccinato
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forma un puente de hidrégeno estable con el hidroxilo fendlico del residuo Tyr735, residuo
localizado en la hélice H11. El anilisis de la evolucién temporal de la distancia entre los dtomos

de oxigeno del carboxilato y el dtomo de oxigeno del OH de Tyr735 revela que al menos un

puente de hidrégeno siempre estd formado.

-OH
distance O2-OH

tiempo (ns)

(b)

Figura 4.17 Modo de unién de 21HS-6,190P a) Estructura representativa del modo de unién de
21HS-6,190P en el LBP del GR LBD. b) Distancia entre el dtomo OH de la Tyr735 y los dtomos
O1 y O2 del grupo carboxilato terminal de 21HS-6,190P en funcién del tiempo

Interfase de dimerizacién

Como en las simulaciones anteriores, el comportamiento dindmico del loop H1-H3 del
complejo GR LBD-21HS-6,190P fue evaluado calculando su fluctuacién y la posicién
promedio. En la Fig. 4.18b se observa que, como en el caso del sistema de 210H-6,190P, el
loop H1-H3 del complejo GR LBD-21HS-6,190P posee una fluctuacién menor que el loop
H1-H3 del sistema de dex. Sin embargo, en contraste al sistema de 210H-6,190P, la
conformacién promedio de este loop resulta muy similar a la conformacién adoptada en el
sistema de dex (Fig. 4.18a). La inspeccién visual de la trayectoria de GR LBD-21HS-6,190P
revela que, luego de un periodo inicial en el cual este loop posee alta fluctuacién, provocada
seguramente por la presencia del grupo hemisuccinato, el loop H1-H3 pierde movilidad y adopta
una posicién cercana al resto de la proteina, similar a la adoptada en el sistema de dex pero muy

diferente a la adoptada en el sistema de 210H-6,190P.
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GR LBD-dex
GR LBD-210H-6,190P
GR LBD-21HS5-6,190P

@) 8.5A

Figura 4.18 a) Superposicién de las estructura promedio (dltimos 4 ns) de la interfase de
dimerizacién de los complejos GR LBD-dex (rojo), GR LBD-210H-6,190P (azul) y GR LBD-
21HS-6,190P (verde). b) Factor-B por residuo (Gltimos 4 ns). En el eje x se esquematiza la
estructura secundaria de GR LBD.

Dominio AF-2

Comparando la estructura promedio del complejo GR LBD-21HS-6,190P con la de los
complejos GR LBD-210H-6,190P y GR LBD-dex, puede observarse que ocurre el mismo
fenémeno de extensién de la H12 anteriormente descrito (Fig. 4.19a). Ademds, respecto a la
posicién observada en el complejo GR LBD-dex, la H12 del complejo GR LBD-21HS-6,190P
sufre un importante desplazamiento (Fig. 4.19b), posiblemente provocado por la presencia del
grupo hemisuccinato voluminoso. No obstante, la diferencia mds marcada reside en la mayor
fluctuacién de la parte C terminal de la H12 del complejo GR LBD-21HS-6,190P respecto de
los complejos GR LBD-dex y GR LBD-210H-6,190P (Fig. 4.19¢).
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Al determinar las distancias entre los dtomos Ca de los residuos que forman las
interacciones electrostdticas con el coactivador TIF2 para todos los sistemas simulados (Tabla
4.2), puede observarse que la presencia de 21HS-6,190P no solo modifica las distancias en las
cuales estd involucrado el residuo 755 de la hélice H12 (lo que ocurre con 210H-6,190P) sino
también aquellas en la cuales participa el residuo 579 de la H3. Por lo tanto, respecto al sistema
de 210H-6,190P (Tabla 2.1), el grupo hemisuccinato de 21HS-6,190P causa un cambio

mayor en la estructura del dominio AF-2.
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Figura 4.19 a) Superposicién de las estructura promedio (Gltimos 4 ns) de la hélice H12 de los
complejos GR LBD-dex (rojo) y GR LBD-21HS-6,190P (verde). b) Superposicién de las estructura
promedio (tltimos 4 ns) de la hélice HI12 de los complejos GR LBD-210H-6,190P (azul) y GR
LBD-21HS-6,190P (verde). ¢) Factor-B por residuo (tltimos 4 ns). En el eje x se esquematiza la
estructura secundaria de GR LBD.
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Residuo Distancia Ca-Ca (A)
i j GRILBD-dex  GR LBD-21HS-6,190P A
755 (H12) 579 (H3) 19,38 18,90 0,67
755 (H12) 585 (H3-H4 loop) 22,59 21,99 0,58
755 (H12) 590 (H4) 15,79 15,18 0,41
579 (H3) 585 (H3-H4 loop) 5,30 5,29 -0,71
579 (H3) 590 (H4) 10,80 10,83 -1,41
590 (H4) 585 (H3-H4 loop) 10,92 10,91 0,04

Tabla 4.2 Distancia entre los Ca de los residuos del GR LBD que interaccionan electroestdticamente
con el coactivador TIF2

Discusién

La simulacién por dindmica molecular del complejo GR LBD-21HS-6,190P fue
realizada con el objetivo de investigar el modo en que el grupo hemisuccinato de 21HS-6,190P
interactiia con el receptor y lleva a un complejo con actividad agonista en la transactivacion.
Interesantemente, los resultados obtenidos muestran una serie de fendmenos que podrian estar

involucrados en el mecanismo molecular de accién de este andlogo rigido.

Primero, existe al menos una forma de acomodar el grupo hemisuccinato de 21HS-
6,190P dentro del GR LBD sin problemas de impedimento estérico, de manera de obtener una
trayectoria del complejo estable. Como vimos anteriormente, existe una gran cantidad de
glucocorticoides con cadenas laterales voluminosas en posicién 17a y 21. Desde el punto de vista
rigido de la estructura cristalina (pdb:1m2z), si bien existe una gran cavidad alrededor de la
posicién 17a que puede dar lugar a la presencia de grupos voluminosos en este posicién, un
grupo voluminoso en posicién 21 no encontraria lugar suficiente. Sin embargo, utilizando
simulacién por dindmica molecular hemos encontrado que efectivamente el receptor posee la

plasticidad necesaria para acomodar grupos voluminosos en posicién 21 como el de 21HS-

6,190P.

Segundo, la longitud del grupo hemisuccinato es tal que el carboxilato terminal interactta
fuertemente con el hidroxilo fendlico de Tyr735. Estudios mutacionales realizados por Ray y
colaboradores han mostrado que este residuo resulta fundamental para la transactivacién del GR
[105]. El reemplazo de esta Tyr por Phe o Val no afecta la afinidad de unién de dex pero si

disminuye su potencia transcripcional. Por lo tanto, esta interaccién ligando-receptor adicional
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para 21HS-6,190P respecto de 210H-6,190P podria estar involucrada en el mantenimiento de

una conformacién del GR capaz de transactivar.

Tercero, la presencia del grupo hemisuccinato revierte el cambio conformacional del loop
H1-H3 observado en el complejo GR LBD-210H-6,190P, obteniéndose una estructura
promedio similar a la del sistema de dex, lo cual correlaciona bien con la actividad agonista de
21HS-6,190P. El paso de antagonismo a agonismo observado cuando se introduce un grupo
hemisuccinato en posicién 21 de 210H-6,190P podria residir en el cambio conformacional que
produce este grupo sobre el loop H1-H3, cambio que podria restablecer la capacidad del receptor
de homodimerizar.

Por ultimo, 21HS-6,190P causa cambios mds profundos en el dominio AF-2 que los
observados para 210H-6,190P, especialmente en la movilidad de la parte C terminal de la hélice

H12, cambios que podrian afectar la capacidad del complejo de interactuar con los cofactores.
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La seleccién natural ha concedido a los esteroides un rol fundamental en el desarrollo y
mantenimiento de la vida. Su bajo peso molecular y su alto cardcter lipofilico hacen a estas
moléculas especialmente aptas para actuar como mensajeros quimicos en el organismo. Ademds,
la flexibilidad del esqueleto esteroidal permite que pequenas modificaciones de los grupos
funcionales presentes, alteren la conformacién global de la molécula originando ligandos para
diversos receptores a partir de una misma estructura base. Desde un punto de vista
farmacoldgico, esta flexibilidad representa en muchas ocasiones un grave obstdculo para el disefio
de nuevas drogas esteroidales. La flexibilidad del esteroide y la alta similitud de secuencia entre las
proteinas que los unen son las principales causas de la promiscuidad observada entre ligandos y
receptores. Al introducir puentes intramoleculares que conecten dtomos del esqueleto carbonado
se fija la conformacién del esteroide, disminuyendo su flexibilidad y aumentando la posibilidad
de que sea especifico para un dado receptor. En base a esto, en nuestro grupo de investigacién se
han desarrollado diversas estrategias sintéticas para obtener andlogos rigidos de esteroides
bioactivos con puentes epéxido. La Fig. 5.1 muestra los compuestos con puente epdxido
obtenidos con anterioridad a esta tesis (210H-6,190P, 21HS-6,190P, 6,19-epoxipregnenolona
y 11,19-epoxiprogesterona) y los obtenidos durante el desarrollo de la misma (andlogos 1-4 y
1,11-epoxiprogesterona), segun el tipo de puente presente y la clase de andlogo.

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacién habian mostrado que ciertos derivados
de 6,19-epoxiprogesterona y la 11,19-epoxiprogesterona tenian propiedades biolégicas inusuales.
También se habia observado la actividad sobre el receptor GABAx de la 6,19-epoxipregnenolona.
Esas actividades estan fuertemente relacionadas con la particular conformacién que adoptan estas
moléculas en la fusién de anillo A/B por la combinacién del doble enlace en posicién 4,5 y un

puente intramolecular entre el C-19 y un dtomo del ntcleo esteroidal.

En esta tesis se aplicaron técnicas de diferentes disciplinas con el fin de ampliar el
conocimiento de la quimica y bioquimica de esteroides con puentes epdxido, especificamente de
aquellos que pueden regular y fijar conformaciones en la fusién de anillos A/B. Por una parte, se
exploré la obtencién de puentes 1,11a-epéxido desarrollando métodos de sintesis para obtener
andlogos de los esteroides neuroactivos pregnanolona y allopregnanolona. El estudio de la
reaccién de funcionalizacién remota de la posicién 1 en 1lo-hidroxiesteroides y el anilisis
computacional de los intermediarios permiti6 comprender los requerimientos estéricos y
estereoquimicos de esta reaccién y obtener los andlogos 1-3. La evaluacién de la actividad de los
andlogos 1 y 2 sobre el receptor GABAA mostré una fuerte dependencia con la distancia O3-

020.
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6,19-6xido 11,19-6xido 1,11-6xido
O
0 0
Anilogos o
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6,19-epoxipregnenolona 4
0 OH
Q
O | 210H-6,190P o
Anilogos o
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esteroidales & OH
oH 0]
& 11,19-epoxiprogesterona 1,11-epoxiprogesterona
0 210H-6,190P
Q

Figura 5.1 Andlogos rigidos de hormonas esteroidales y neuroesteroides con puente epdxido
sintetizados en nuestro grupo de investigacion.

Asi, la menor actividad del andlogo 1, estructuralmente relacionado a allopregnanolona,
puede relacionarse con una menor distancia O3-O20 a la requerida para un esteroide de
conformacién global plana (ver Fig. 2.20a, pag. 47). Por otra parte la alta actividad observada
para el andlogo 2 estructuralmente relacionado a pregnanolona es concordante con una distancia
03-020 muy similar a la de esta dltima (Ver Fig. 2.20b, pdg. 47). El paralelismo en las
relaciones estructura-actividad observados para los esteroides 5o y 5B-reducidos, sugieren la
existencia de un sitio de unién comin en el receptor GABAs con diferentes puntos de anclaje
para la regién alrededor del anillo A segiin se trate de esteroides planos (5a-H) o curvos (5p3-H)
[25]. El hecho que las distancias O3-O20 de los andlogos 1 y 2 sean practicamente idénticas
(10,33 y 10,34 A respectivamente) refuerza esa hipétesis. Asi, una distancia en el rango 10,3-10,6

A serfa 6ptima para los puntos de anclaje de un esteroide curvo (2, pregnanolona) pero
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insuficiente para los de un esteroide plano (1, allopregnanolona) que requerirfa una distancia
superior a 10,9 A. La sintesis del andlogo plano 4 con un puente 11,19-ep6xido que resulté con
actividad comparable a allopregnanolona, corrobora esa hipétesis ya que su distancia O3-020 de
11,28 A estaria en el limite superior del rango de distancias aceptable para un esteroide plano

(Ver Fig. 2.20d, pag. 47).

En la segunda parte de esta tesis se estudié la actividad glucocorticoide y las bases
moleculares de accién de los andlogos de desoxicorticosterona con puente 6,19-epéxido 210H-
6,190P y 21HS-6,190P. 210H-6,190P fue elegido por ser una antiglucocorticoide especifico,
lo cual lo hace un compuesto tnico desde el punto de vista farmacolégico. 21HS-6,190P fue
elegido para estudiar por qué la introduccién del grupo hemisuccinato provoca un cambio en la
actividad, y ademds porque los ensayos previos mostraron que posee un potente efecto
antiapoptético en timocitos. Se ha intentado dejar en claro que para poder caracterizar el
comportamiento biolégico de un dado glucocorticoide resulta estrictamente necesario considerar
las multiples formas en que el complejo GR-ligando puede regular la expresién génica. Debido en
parte a la forma en que se ha desarrollado el conocimiento sobre el GR, y en parte a la
conveniencia de adoptar un modelo sencillo, conceptos extremadamente simplificados sobre el
mecanismo molecular de accién han sido aceptados. El modelo disociado y el modelo de
antagonismo activo son claros ejemplos de ello. Ambos modelos comparten la caracteristica de
intentar explicar la complejidad del modo de accién del GR mediante solo dos posibilidades:
transactivacion y transrepresion para el modelo disociado y estado activo y estado inactivo para el
modelo de antagonismo activo. Sin embargo, el comportamiento de muchos glucocorticoides,
entre los que se incluyen 210H-6,190P y 21HS-6,190P, resultan incompatibles con estos
modelos sobre la forma de accién del GR. La actividad tejido especifica y el antagonismo pasivo
necesitan ser explicados mediante modelos mds amplios y abarcativos sobre el modo de accién de
este sistema ligando-receptor.

El GR es un factor de transcripcién activado por ligando que puede regular la expresién
génica a través de una gran diversidad de mecanismos. Estos mecanismos no solo dependen del
gen, sino también del contexto celular (chaperonas, cofactores, otros factores de transcripcién,
etc) y de la estructura del ligando. Para comprender cémo cada ligando determina la actividad del
GR es preciso investigar los aspectos moleculares involucrados, considerando especialmente el
comportamiento dindmico del complejo. La habilidad de medir o simular los cambios dindmicos
que ocurren en las proteinas por la unién del ligando es un tema central en el disefio de
compuestos bioactivos y particularmente importante en el caso del GR, que ha demostrado una

importante flexibilidad interna que le permite acomodar ligandos variados. Con este objetivo, en
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este trabajoé se utilizé la simulacién por MD, técnica computacional que permite evaluar tanto la
flexibilidad del ligando como la del receptor.

Realizando simulaciones de 6 ns del GR LBD unido a dex, 210H-6,190P y 21HS-
6,190P se observaron importantes cambios en el comportamiento del loop H1-H3, el cual segin
la estructura cristalina del complejo GR LBD-dex (pdb:1m2z) participa de la homodimerizacién
del receptor, uno de los eventos claves para la transcripcién de genes regulados por sitios GRE.
Notablemente, los ligandos activos para la transcripcién a partir del promotor MMTV (dex y
21HS-6,190P) producen una conformacién similar del loop H1-H3, mientras que el ligando
inactivo (210H-6,190P) lleva a una conformacién notablemente diferente. Si se toman dos
estructuras promedio de cada complejo GR-ligando y se superponen con cada uno de los
mondmeros de la estructura cristalina pdb:1m2z se observa que en el caso de dex y 21HS-
6,190P los loop H1-H3 de cada mondémero quedan dispuestos de manera antiparalela, con lo

cual podrian interaccionar entre si mediante la formacién de puentes de hidrégeno (Fig. 5.2a y

b).

Figura 5.2. Para cada complejo simulado, GR LBD-dex (a), GR LBD-21HS-6,190P (b) y GR
LBD-210H-6,190P, se superpusieron dos estructuras promedio con cada uno de los monémeros de
la estructura cristalina pdb:1m2z
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En cambio, la presencia de 210H-6,190P produce una conformacién en la cual los loops H1-
H3 quedan de forma aproximadamente perpendicular, imposibilitados de formar puentes de
hidrégeno entre si (Fig. 5.2c). De esta manera surge la hipdtesis que establece que las bases
moleculares de accién de 210H-6,190P podrian residir, al menos en parte, en la incapacidad del
complejo GR-210H-6,190P para homodimerizar. La aceptacién de esta hipdtesis permitiria
explicar ademds el rol del grupo hemisuccinato de 21HS-6,190P en la estabilizacién de un

complejo capaz de homodimerizar y de inducir entonces la transcripcién a partir del promotor

MMTV.

Los resultados experimentales obtenidos muestran ademds que 210H-6,190P es capaz de
actuar como mondmero, inhibiendo la actividad del factor de transcripcé6n NF«B. Por lo tanto,
210H-6,190P es un ligando que reine una serie de caracteristicas que los hacen sumamente
interesante desde el punto de vista de su potencial farmacoldgico. En cuanto a 21HS-6,190P los
resultados obtenidos en los ensayos de apoptosis muestran que la actividad depende fuertemente
del tipo celular, lo cual convierte a este andlogo rigido en un modular selectivo del receptor de
glucocorticoides (SMGR). Si bien las bases moleculares de esta selectividad no han sido
investigadas, los resultados de la MD muestran que existen cambios apreciables en la
conformacién de la hélice H12 que podrian estar vinculados al reclutamiento diferencial de
cofactores tejido-especificos. En relacién a esto, es necesario considerar que la unién de un
ligando al GR no induce simplemente el pasaje de un estado inactivo a otro activo, sino que la
hélice H12 es capaz de adquirir muchas posiciones diferentes segin la estructura quimica del
ligando.

Los glucocorticoides cumplen muy variadas funciones en el organismo humano, muchas
de las cuales son esenciales para la vida. El uso de los glucocorticoides como antiinflamatorios fue
descubierto hace muchos afios, y desde ese momento constituyen una de las clases de drogas més
utilizadas. Actualmente, si bien existen muchos glucocorticoides aprobados en el mercado que
son utilizados en una gran cantidad de tratamientos clinicos, los graves efectos secundarios que
produce su uso crénico limitan su utilidad. ;Existe la posibilidad de aumentar los efectos
benéficos y al mismo tiempo disminuir los adversos? El conocimiento preciso de las bases
moleculares de accién de los glucocorticoides resulta critico para la obtencién de nuevas drogas
con el perfil de actividad deseado. Sin embargo, esta investigacién deberia realizarse en un marco
global que considere todos los posibles modos de accién del GR y que tenga en cuenta aquellos

aspectos relacionados a la selectividad del tejido.
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Parte Experimental y Métodos Computacionales

6.1 Capitulo 2
Generalidades

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estdn corregidos.

Los espectros IR se determinaron en un espectrofotémetro FT-IR Magna 550 sobre discos
de KBr.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) y de carbono (RMN
BC) se realizaron en un espectrémetro Bruker AC-200 a 200,13 y 50,32 MHz, respectivamente,
o en un espectrémetro Bruker Avance II 500 a 500,13 y 125,77 MHz respectivamente. En todos
los casos se utilizé cloroformo deuterado como solvente, en tubos de 5 mm de didmetro. Los
desplazamientos quimicos para RMN 'H se expresan en la escala 8, en partes por millén (ppm)
respecto del tetrametilsilano utilizado como referencia interna (0,00 ppm). Las constantes de
acoplamiento (J) se expresan en Hz. Las senales se indican en cada caso como singulete (s),
singulete ancho (sa), doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), quinteto (q), doble doblete (dd),
multiplete (m) y doblete ancho (da). Los desplazamientos quimicos de RMN "°C se expresan en
ppm utilizando como referencia el pico central correspondiente a la senal del cloroformo
deuterado (77,0 ppm)

Las asignaciones completas de los espectros proténicos y de ""C de los compuestos
descriptos fueron realizadas utilizando una combinacién de técnicas mono y bidimensionales. La
estrategia bdsica utilizada consistié en la medicién de los espectros de RMN 'H y °C, asignando
la mayor cantidad de sefales posible. El paso siguiente fue la medicién de un espectro de
correlacién heteronuclear (HETCOSY 6 HSQC) con desacople 'H-'"H para obtener los
desplazamientos quimicos de cada uno de los protones de la regién de mayor superposicién de
sefales (0,8-2,4 ppm). La verificacién de estas sefiales se realizé por comparacién con los
espectros de correlacion homonuclear y heteronuclear COSY 45 y HMBC respectivamente.
Cuando fue necesario determinar o confirmar la orientacién espacial de algin grupo presente en
la molécula se recurrié al espectro NOESY o ROESY.

Los espectros de masa por introduccién directa se realizaron en un espectrémetro
Shimadzu QP-5000, ionizando con impacto electrénico a 70 eV (LANAIS-EMAR, CONICET-
FCEN, UBA). Los espectros de masa de alta resolucion (EMAR) se realizaron en un
espectrometro ZAB2SE (VG analytical) (UCR Mass Spectrometry Facility, UCLA).

La reaccién asistida por microondas fue realizada en un reactor CEM Discover en tubo

cerrado con power max habilitado.
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Las cromatografias analiticas en capa delgada (CCD) se realizaron utilizando la técnica
ascendente en soportes de aluminio (Silicagel 60 F254, Merck). La deteccién se hizo por
inmersién de las placas en una solucién de 4cido sulfirico 20% en etanol o una solucién de
Ce(SO4)2 0,1% p/vy Mo;O24(NH4)s 5 % p/v en HaSO4 10% y posterior calentamiento a 120°C
o por deteccién al UV (254 nm).

Las cromatografias en capa delgada preparativas para muestras de hasta 25 mg se
realizaron en cromatoplacas para CCD en soporte de aluminio (Silicagel 60 F254, Merck).

Las cromatografias flash en columna se realizaron utilizando silicagel (Silicagel 60, malla
230-400 Merck o Florisil) y aplicando presién de nitrégeno para acelerar el paso del solvente de
elucion, el cual se indica en cada caso.

Las cromatografias flash en columna seca se realizaron utilizando silicagel (Silicagel 60 G,
Merck) empleando embudos con placas filtrantes de vidrio sinterizado y haciendo vacio para
acelerar el paso del solvente de elucidn, el cual se indica en cada caso.

Las muestras para microandlisis fueron secadas a 60°C en vacio durante dos horas con
pentéxido de fésforo como agente desecante.

Todos los solventes utilizados se purificaron previamente por destilacién. Los solventes
anhidros se destilaron bajo atmdsfera de nitrégeno. Diclorometano: se secé sobre pentéxido de
fésforo durante 18 hs y se destilé recogiéndolo sobre tamices moleculares de 3 A.
Tetrabidrofurano: se dejé 18 hs sobre hidruro de calcio, se reflujé sobre sodio con benzofenona
hasta que adquiri6 una coloracién azul y se destil6 inmediatamente antes de usar.
Dimetilformamida: se dejé 18 hs sobre hidruro de calcio, se destilé a presién reducida y se guardé

sobre tamices moleculares de 3 A.
Sintesis del andlogo 1

- 1B,110-Epoxi-5a-pregnano-3,20-diona (8)

H A
7 8
La 1B,1la-epoxi-5a-pregnan-3,20-diona  (8) se prepar6 a partir de 1lla-

hidroxiprogesterona segn la técnica descripta por Veleiro A. S. ez a/ [20].
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- 1B,110-Epoxi-5a-pregnano-3,20-diol (11)

A una solucién del compuesto 8 (73 mg, 0,22 mmol) en diclorometano (1,7 ml) y
metanol (1,7 ml) a temperatura ambiente se le agregd NaBH4 (14 mg, 0,37 mmol) y se agit6
durante 90 min. La mezcla de reaccién se acidificé con HCI 1M hasta pH 6 y se concentré al
tercio del volumen. A este residuo se le agregd agua y se extrajo con diclorometano. La fase
orgdnica se lavé con agua, se secé con Na,SOy y se evapord el solvente. El sélido resultante se
purificé por cromatografia flash (silica gel, diclorometano/metanol 20:1) obteniéndose el

compuesto 11 (59 mg, 80%).

RMN 'H (500,13 MHz): 4,00 (1H, m, H-3); 3,79 (1H, m, H-11); 3,68 (1H, m, H-20); 3,60
(1H, dd, ] = 12,1 y 5,7 Hz, H-1); 2,60 (1H, m, H-12B); 2,10 (1H, m, H-2p); 1,77 (1H, s, H-
4B); 1,66 (1H, m, H-2a); 1,43 (1H, m, H-17); 1,35 (1H, m, H-4o); 1,15 (1H, m, H-12a);
1,14 (3H, d, ] = 6,2 Hz H-21); 0,94 (3H, s, H-19); 0,78 (3H, s, H-18).

RMN !3C (125,77 MHz): 84,9 (C-1); 75,3 (C-11); 70,1 (C-20); 68,3 (C-3); 64,4 (C-9); 58,1
(C-14); 56,7 (C-17); 47,5 (C-13); 44,0 (C-12); 41,2 (C-5); 38,0 (C-10); 36,2 (C-2 0 C-4); 34,3
(C-4 or C-2); 32,4 (C-6); 31,4 (C-8); 26,8 (C-7 o C-16); 26,7 (C-16 o C-7); 23,8 (C-21); 22,8
(C-15); 16,2 (C-19); 13,6 (C-18).

- 3a-Formiloxi-1PB,11a-epoxi-50-pregnan-20-ol (12)
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A una solucién del compuesto 11 (59 mg, 0,17 mmol), trifenilfosfina (131 mg, 0,35
mmol) y dcido férmico (16 mg, 0,35 mmol) en THEF anhidro (2,1 ml) se le agregd gota a gota
una solucién de DEAD (61 mg, 0,35 mmol) en THF anhidro (0,32 ml). La reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 14 hs y luego se evapord el solvente. El sélido resultante se
purificé por cromatrografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 6:4) obteniéndose el

compuesto 12 (38 mg, 60%) como sélido blanco.

Punto de fusidén: 156-157 °C (acetato de etilo).

IR (KBr): 3418, 2862, 1722,1413, 1207 cm’™.

RMN 'H (500,13 MHz): 8,00 (1H, s, formiato); 5,44 (1H, m, H-3); 3,91 (1H,dd, J = 11,8 y
5,7 Hz, H-1); 3,79 (1H, m, H-11); 3,69 (1H, m, H- 20); 2,61 (1H, dd, J = 11,4 y 4,9 Hz, H-
12B); 2,16 (1H, m, H-28); 2,06 (1H, s, H-4B); 1,67 (1H, m, H-20); 1,42 (1H, m, H-17); 1,24
(IH, m, H-4a); 1,15 (1H, m, H-12a); 1,14 (3H, d, J = 6,2 Hz, H-21); 0,92 (3H, s, H-19);
0,77 (3H, s, H-18).

RMN 3C (125,77 MHz): 160,0 (formiato); 82,6 (C-1); 74,7 (C-11); 70,9 (C-3); 70,1 (C-20);
64,3 (C-9); 58,1 (C-14); 56,6 (C-17); 47,4 (C-13); 44,0 (C-12); 42,7 (C-5); 38,0 (C-10); 32,4
(C-6); 31,4 (C-8); 31,2 (C-2 y C-4); 26,8 (C-7 0 C-16); 26,6 (C-16 o C-7); 23,8 (C-21); 22,8
(C-15); 15,5 (C-19); 13,6 (C-18).

EM: m/z 362 (M*, 1), 316 (7), 283 (5); 270 (8); 229 (19); 43 (100).

EMAR: m/z [M*] 362,2451 (calculado 362,2457).

- 3a-Formiloxi-1p,11a-epoxi-50-pregnan-20-ona (13)

A una mezcla de PCC (95 mg, 0,51 mmol), carbonato de bario (39 mg, 0,28 mmol) y
tamiz molecular de 3 A (76 mg) en diclorometano seco (3,8 ml) bajo atmésfera de nitrégeno a
temperatura ambiente, se le agregd una solucién del compuesto 12 (38 mg, 0,105 mmol) en
diclorometano seco (2,5 ml), y se continué la agitacién. La mezcla de reaccién se agité durante

30 min, se diluyd con éter y se filtr6 por un lecho de florisil y acetato de etilo/hexano 8:2. Por
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evaporacion del solvente se obtuvo un sélido que fue purificado por cromatografia flash (silicagel,

acetato de etilo/hexano 1:1) obteniéndose el compuesto 13 (38 mg, 60%).

RMN 'H (500,13 MHz): 8,00 (1H, s, formiato); 5,45 (1H, m, H-3); 3,93 (1H, dd, J = 11,8 y
6,0 Hz, H-1), 3,77 (1H, m, H-11); 2,64 (1H, t, ] = 9,0 Hz, H-17); 2,41 (1H, dd, ] = 11,0y 5,0
Hz, H-12B); 2,16 (1H, m, H-2B); 2,13 (3H, s, H-21); 2,06 (1H, s, H-4pB); 1,66 (1H, m, H-
2a); 1,23 (1H, m, H-4a); 1,15 (1H, m, H-12a); 0,92 (3H, s, H-19), 0,66 (3H, s, H-18).

RMN 3C (125,77 MHz): 209,2 (C-20); 160,4 (formiato); 82,8 (C-1); 74,1 (C-11); 70,9 (C-3);
64,4 (C-9); 61,5 (C-17); 58,8 (C-14); 48,4 (C-13); 43,0 (C-12); 42,7 (C-5); 38,0 (C-10); 32,3
(C-6); 31,9 (C-8); 31,2 (C-2 o C-4); 31,1 (C-4 o C-2); 26,5 (C-7); 24,4 (C-16); 23,8 (C-21);
22,8 (C-15); 15,5 (C-19); 14,5 (C-18).

- 3a-hidroxi-1p,11a-epoxi-50-pregnan-20-ona (1)

A una solucién del compuesto 13 (29 mg, 0,079 mmol) en metanol (2,2 ml) se le agregd
una solucién de KHCOs; (82,1 mg) en metanol (1,2 ml) y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 15 min, se neutraliz6 con HCl 1M y se extrajo con diclorometano. La fase
orginica se lavé con agua, se secé con Na,SOy y se evaporé el solvente. El sélido resultante se
purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 4:6) obteniéndose el andlogo 1

(19,6 mg, 75 %) como sdlido blanco.

Punto de fusién: 169-169 °C (metanol).

IR (KBr): 3410, 2890, 1715, 1425, 1029 cm™.

RMN 'H (500,13 MHz): 4,42 (1H, sa, W1/2 8,5 Hz, H-3); 4,03 (1H, dd, ] = 11,8 y 5,7 Hz,
H-1); 3,77 (1H, ddd, ] = 11,0, 10,5 y 4,8 Hz, H-11); 2,65 (1H, ¢, ] = 8,2 Hz, H-17); 2,42 (1H,
dd, J = 11,0 y 4,8 Hz, H-12P); 2,24 (1H, m, H-16); 2,12 (3H, s, H-21); 2,08 (1H, m, H-2a);
1,94 (1H, m, H-4B); 1,93 (2H, m, H-6); 1,87 (1H, m, H-5); 1,71 (2H, m, H-15a y H-16a);
1,65 (1H, m, H-8); 1,63 (1H, m, H-2pB); 1,54 (2H, m, H-7); 1,35 (1H, m, H-12a); 1,27 (1H,
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m, H-14); 1,23 (1H, m, H-15B); 1,19 (1H, m, H-4a); 0,97 (1H, m, H- 9); 0,94 (3H, s, H-19);
0,64 (3H, s, H-18).

RMN "C (125,77 MHz): ver Capitulo 2, pdg. 26.

EM: m/z 332 (M*, 3), 314 (5), 299 (2), 271 (2); 244 (8); 159 (12); 43 (100).

EMAR: m/z [M*] 332,2353 (calculado 332,2351).

Sintesis del andlogo 2

- 11a-t-Butildimetilsililoxi-5B-pregnan-3,20-diona (14)

A una solucién de 6 (390 mg, 1,18 mmol) en DMF anhidro (6 ml) se le agregaron
sucesivamente imidazol (470 mg, 6,90 mmol) y TBDMSCI (700 mg, 4,64 mmol). La mezcla se
agité a 50 °C durante 3 hs bajo atmdsfera de nitrégeno, se dejé enfriar a temperatura ambiente y
se extrajo con éter etilico. La fase orgdnica se lavé con solucién saturada de cloruro de sodio y
luego con agua, se secé con Na,SOy y se evapor6 el solvente. El sélido resultante se purificé por
cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 3:7) obteniéndose el compuesto 14 (262
mg, 50%).

RMN 'H (200,13 MHz): 4,08 (1H, m, H-11); 2,60 (1H, m, H-17); 2,12 (3H, s, H-21); 1,11

(3H, s, H-19); 0,89 (9H, s, #butil-Si); 0,63 (3H, s, H-18); 0,10 (6H, s, CH3-Si); 0,09 (6H, s,
CH;-Si).
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- 3a-Acetoxi-11a-t-butildimetilsililoxi-5B-pregnan-20-ona (16)

AcO™

A una solucién del compuesto 14 (262 mg, 0,59 mmol) en diclorometano (5,3 ml) y
metanol (5,3 ml) a temperatura ambiente, se le agregd NaBH4 (22,4 mg, 0,59 mmol) y se agit6
durante 30 min. La mezcla de reaccién se acidificé con HCI 1M hasta pH 6 y se concentré al
tercio del volumen. A este residuo se le agregd agua y se extrajo con diclorometano. La fase
orgdnica se lavé con agua, se secé con Na,SOy y se evaporé el solvente. El sélido resultante se
tratd con anhidrido acético (1,87 ml) y piridina (1,87 ml) durante 23 horas a temperatura
ambiente. La reaccién se diluyé con diclorometano, se lavé con HCI 1M vy luego con agua y la
fase orgdnica se secé sobre Na;SO4. Una vez evaporado el solvente, el sélido resultante se purificé
por cromatografia flash (silicagel, hexano/acetato de etilo 7:3—1:1) obteniéndose el compuesto
16 (212 mg, 73%).

RMN 'H (200,13 MHz): 4,78 (1H, m, H-3); 3,94 (1H, m, H-11); 2,60 (1H, m, H-17); 2,13
(3H, s, H-21); 2,04 (3H, s, acetato); 1,08 (3H, s, H-19); 0,89 (9H, s, #butil-Si); 0,64 (3H, s, H-
18); 0,10 (3H, s, CH3-Si); 0,09 (3H, s, CH;-Si).

- 30-Acetoxi-11a-hidroxi-5B-pregnan-20-ona (17)

AcO AcO““

En un recipiente de teflén se disolvié el compuesto 16 (212mg, 0,43 mmol) en una
mezcla de THF (5 ml) y acetonitrilo (5,5 ml). Sobre esta solucién se agregé dcido fluorhidrico 40
% (4,4 ml) y se agité la reaccién a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccién

se neutralizé con KHCOj3 5%, se diluy6 con agua destilada y se extrajo con acetato de etilo. La
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fase orgdnica se lavé con agua, se secé con Na;SOy4 y se evapord el solvente. El sélido resultante se
purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 4:6) obteniéndose el

compuesto 17 (140 mg, 85%) como sélido blanco.

Punto de fusién: 140-141 °C (acetato de etilo/hexano).

IR (KBr): 3410, 2880, 1715, 1420, 1130 cm™.

RMN 'H (200,13MHz): 4,78 (1H, m, H-3); 3,92 (1H, m, H-11); 2,55 (1H, m, H-17); 2,14
(3H, s, H-21); 2,04 (3H, s, acetato); 1,05 (3H, s, H-19); 0,61 (3H, s, H-18).

RMN 3C (50,32 MHz): 209,6 (C-20); 171,0 (CH5COO); 74,5 (C-3); 69,0 (C-11); 63,4 (C-
17); 55,6 (C-14); 50,7 (C-12); 47,1 (C-9); 44,2 (C-13); 43,4 (C-5); 37,9 (C-4 o C-1); 35,8 (C-
10); 34,7 (C-8); 32,6 (C-1 o C-4); 31,4 (C-21); 27,6 (C-2 0 C-6); 27,3 (C-6 o C-2); 26,1 (C-7);
24,4 (C-16); 23,7 (C-15); 22,9 (C-19); 21,4 (CH5COO); 14,4 (C-18).

EM: m/z 376 (M", 2), 358 (1), 316 (6); 298 (36); 283 (15); 255 (23), 43 (100).

Microandlisis: C,3H3604. Calculado: C 73,37%, H 9,64%. Encontrado: C 73,76%, H 9,90%.

- 3a-Acetoxi-1a,11a-epoxi-5B-pregnan-20-ona (18)

AcO AcO"“

A una solucién del compuesto 17 (140 mg, 0,37 mmol) en diclorometano recientemente
destilado (33 ml) se le agregé DAIB (145 mg, 0,45 mmol) y iodo (93,8 mg, 0,37 mmol). La
mezcla de reaccién fue vigorosamente agitada a 25 °C e irradiada con ldimpara de tungsteno de
300W (5000 Im) durante 20 min. La solucién se lavé con solucién de tiosulfato de sodio, se secd
con NaxSOy4 y se evaporé el solvente. El sélido resultante se purificé por cromatografia flash

(florisil, acetato de etilo/hexano 6:4) obteniéndose el compuesto 18 (112 mg, 80%).
RMN 'H (200,13 MHz): 4,67 (1H, m, H-3); 3,99 (1H, dd, J = 7.0 y 8.0 Hz, H-1); 3,91 (1H,

m, H-11); 2,68 (1H, m, H-17); 2,14 (3H, s, H-21); 2,03 (3H, s, acetato); 1,09 (3H, s, H-19);
0,66 (3H, s, H-18).
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- 3a-Hidroxi-1a,11a-epoxi-53-pregnan-20-ona (2)

AcO““

Al compuesto 18 (112 mg, 0,30 mmol) se le agregé una solucién de K;COs (50 mg) en
metanol (10 ml) y se agité durante 30 min a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién fue
neutralizada con HCl 1M vy extraida con diclorometano. La fase orgdnica se lavé con agua, se
secé con NaSOy y se evapord el solvente. El sélido resultante se purificé por cromatografia flash
(silicagel, acetato de etilo/hexano 4:6) obteniéndose el andlogo 2 (80 mg, 80%) como sélido

blanco.

Punto de fusién: 150-151 °C (metanol).

IR (KBr): 3413, 2856, 1724, 1357, 1035 cm™.

RMN 'H (500,13 MHz): 3,95 (1H, dd, ] = 9,3 y 7,5 Hz, H-1); 3,90 (1H, dt, ] = 11,0, 11,0 y
4,3 Hz, H-11); 3,59 (1H, m, W1/2 = 30,0 Hz, H-3); 2,63 (1H, t, ] = 9,0 Hz, H-17); 2,48 (1H,
dd, J = 11,0 y 4,3 Hz, H-12B); 2,30 (1H, m, H-2a); 2,14 (3H, s, H-21); 2.06 (1H, m, H-16p);
1.89 (1H, m, H-5); 1,86 2H, m, H-7B); 1,77 (1H, m, H-16a); 1,71 (1H, m, H-15a); 1,67
(1H, m, H-60)); 1,61 (2H, m, H-4); 1,47 (1H, m, H-7a); 1,43 (1H, m, H-8); 1,41 (1H, m, H-
9); 1,40 (1H, m, H-2pB); 1,38 (1H, t, ] = 11,0 Hz m, H-12a); 1,28 (1H, m, H-14); 1,23 (1H,
m, H-15pB); 1,07 (3H, s, H-19); 1,01 (1H, m, H-6B); 0,64 (3H, s, H- 18).

RMN "C (125,77 MHz): ver Capitulo 2, pdg. 28

EM: m/z 332 (M*, 46), 314 (68), 299 (18), 271 (26); 244 (78); 159 (100).

EMAR m/z [M*] 332,2345 (calculado 332,2351).
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Sintesis del andlogo 3
Obtencion del intermediario 19

- 11a-Acetoxi-3,20-bis(t-butildimetilsililoxi)-4-pregneno (21)

(0]
HO, (0]
Y, AcO,,’ AcO, OH AcO, o
—_— —_—
(0]
5 o HO 50
21

11a-Hidroxiprogesterona (5) (500 mg, 1,52 mmol) se traté con anhidrido acético (3,5
ml) y piridina (3,5 ml) durante 2 hs a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se lavé con
HCI 1M y luego con agua, la fase orgdnica se secé con NaSOy4 y se evapord el solvente

obteniéndose el 11-acetoxiesteroide (535 mg, 95%).

RMN 'H (200,13 MHz): 5,76 (1H, s, H-4); 5,25 (1H, m, H-11); 2,50 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-
17); 2,11 (3 H, s, H-21); 2,04 (3H, s, acetato); 1,26 (3H, s, H-19); 0,73 (3H, s, H-18).

El compuesto anterior (535 mg, 1,44 mmol) disuelto en una mezcla de diclorometano
(11 ml) y metanol (11 ml) fue reducido con NaBHs (77 mg, 2,41 mmol) a temperatura
ambiente durante 90 min siguiendo la metodologia utilizada para la obtencién del compuesto
11. El sélido resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, diclorometano/metanol

20:1) obteniéndose el 3,20-diol (447 mg, 83%).

RMN 'H (200,13 MHz): 5,35 (1H, s, H-4); 5,24 (1H, m, H-11); 4,14 (1H, m, H-3); 3,71
(1H, m, H-20); 1,98 (3H, s, acetato); 1,15 (3H, s, H-19); 1,12 (3H, d, ] = 6.0 Hz, H-21); 0,83
(3H, s, H-18).

El compuesto anterior (200 mg, 0,53 mmol) fue sililado a temperatura ambiente durante
45 min utilizando el procedimiento empleado para la obtencién del compuesto 14: DMF
anhidro (6,46 ml), imidazol (53 mg, 0,81 mmol) y TBDMSCI (81 mg, 0,54 mmol). El sélido
resultante fue purificado por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 0,1:4)

obteniéndose el compuesto 21 (161 mg, 50%).

138

Lautaro D. Alvarez



Parte Experimental y Métodos Computacionales

RMN 'H (200,13 MHz): 5,29 (1H, s, H-4); 5,18 (1H, m, H-11); 4,15 (1H, m, H-3); 3,71
(H1, m, H-20); 1,96 (3H, s, acetato); 1,12 (3H, s, H-19); 1,03 (3H, d, ] = 7,0 Hz, H-21); 0.90
(9H, s, butil-Si); 0,88 (3H, s, H-18); 0.12 (6H, s, CH3-Si).

- 3B8,20-bis(t-butildimetilsililoxi)-11a-hidroxi-4-pregneno (19)

AcO, oz HO, o=

20 20
21 19

A una solucién de 21 (150 mg, 0,25 mmol) en THF (13,0 ml) y metanol (13,0 ml) se le
agregaron 2,2 ml de una solucién acuosa de KOH 5%. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 48 hs, se neutralizé con HCI 2N y se concentré al décimo de su
volumen original. Luego de agregar agua, el residuo se extrajo con diclorometano. El sélido
resultante fue purificado por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 80:1,5)

obteniéndose el compuesto 19 (87 mg, 63%).

RMN !H (200,13 MHz): 5,26 (1H, s, H-4); 4,17 (1H, m, H-3); 3,93 (1H, m, H-11); 3,72
(IH, m, H-20); 1,19 (3H, s, H-19); 1,07 (3H, d, ] = 7,0 Hz, H-21); 0.90 (9H, s, #butil-Si);
0,89 (3H, s, H-18); 0.07 (6H, s, CH;-Si).

EM: m/z 562 (M, 2), 281 (16), 159 (85), 119 (70); 103 (31); 75 (100).

EMAR m/z [M*] 562,4237 (calculado 562,5328).

- 3B,20- bis(t- butildimetilsililoxi)-9a-iodo-11-0x0-9,11-seco-4-pregneno

HO,,

20
19
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Sobre una solucién del compuesto 19 (25 mg, 0,044 mmol) en diclorometano
recientemente destilado (5 ml) se realiz6 la reaccién de hipoiodito durante 2 horas utilizando el
mismo procedimientos empleado para la obtencién del compuesto 18: DAIB (17 mg, 0,052
mmol) e iodo (11 mg, 0,044 mmol). El sélido resultante se purificé por cromatografia en
columna (florisil, acetato de etilo/hexano 9:1) obteniéndose el compuesto 24 como un sélido

amorfo (5 mg, 16 %).

RMN 'H (500,13 MHz): 9,98 (1H, dd, ] = 4,3 y 1,2 Hz, H-11); 5.40 (1H, sa, H-4); 4,40 (1H,
as, H-9); 4.21 (1H, m, H-3); 3,81 (1H, m, H-20); 3,12 (1H, dd, J = 14,2 y 1,2, H-12b); 2,29
(1H, dd, J = 14,2 y 4,4, H-12a); 1,42 (1H, s, H-19); 1.13 3H, d, J = 6.0 Hz, H-21); 0.90 (9H,
s, t-butil-Si); 0,84 (3H, s, H-18); 0.08 (6H, s,CH3-Si).

RMN 3C (125.77 MHz): 204,8 (C-11); 138,4 (C-5); 129,1 (C-4); 71,6 (C-3); 70,0 (C-20);
68,3 (C-9); 53,1 (C-17); 52,2 (C-14); 50,1 (C-12); 46,9 (C-13); 41,8 (C-10); 39,6 (C-1); 35,8
(C-8); 30,9 (C-7); 30,0 (C-6); 29,6 (C-2); 26,1 y 25;8 ((CH3);C-Si); 25,0 (C-16); 24,6 (C-19);
23,9 (C-21); 22,9 (C-15); 18,3 y 18;1 (C-Si); 16,1 (C-18); -3,6, -3,8, -4,4 y -4,6 (CH5C-Si).
EM: m/z 688 (M*, 0,5), 503 (9), 371 (4), 295 (5); 159 (43); 75 (100).

EMAR m/z [(M-1)"] 561.4177 (calculado 561.4154).

Obtencion del intermediario 20

- 3B,20-Diacetoxi-11a-t-butildimetilsililoxi-4-pregneno (22)

HO, © 30, © 0, OH 0, OAc
O O HO AcO
5 22

11a-Hidroxiprogesterona (5) (1000 mg, 3,03 mmol) fue sililada a 50 °C durante 3 h
utilizando el procedimiento empleado para la obtencién del compuesto 14: DMF anhidro (15,8
ml), imidazol (593 mg, 9,07 mmol) y TBDMSCI (907 mg, 6,05 mmol). El sélido resultante se
purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano de 2:8 —4:6) obteniéndose el

11-#butilsililoxi esteroide (753 mg, 56%).

RMN 'H (200,13 MHz): 5,72 (1H, s, H-4); 4,11 (1H, m, H-11); 2,12 (3H, s, H-21); 1,27
(3H, s, H-19); 0,90 (9H, s, #butil-Si); 0,68 (3H, s, H-18); 0,12 (6H, s, CH;-Si).
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RMN BC (50,32 MHz): 209,6 (C-3); 200,3 (C-20); 171,3 (C-4); 124,2 (C-5); 70,2 (C-11);
63,1 (C-17); 58,5 (C-9); 55,3 (C-14); 50,0 (C-12); 43,9 (C-13); 39,6 (C-10); 36,9 (C-1); 34,9
(C-8); 33,8 (C-2); 33,3 (C-6); 31,6 (C-7); 31,1 (C-21); 26,1((CH3)3C-Si); 24,11 (C-15); 22,7
(C-16); 18,2 (C-19); 18.1(C-Si); 14,4 (C-18); -3.01 y -3.06 (CH5C-Si).

EM: m/z 444 (M", 0,7), 387 (56), 75 (60), 43 (100).

El compuesto anterior (750 mg, 1,69 mmol) disuelto en una mezcla de diclorometano
(12,8 ml) y metanol (12,8 ml) se traté con NaBHs (86,2 mg, 2,71 mmol) a temperatura
ambiente durante 1 h siguiendo la metodologia utilizada para la obtencién del compuesto 11,
obteniéndose la mezcla de alcoholes epimeros 20a y 20B (1:9) (643 mg, 85%).

RMN 'H (200,13 MHz) epimero 208: 5,31 (1H, s, H-4); 4,10 (1H, m, H-3); 4,04 (1H, m, H-
11); 3,69 (1H, m, H-20); 1,15 (3H, s, H-19); 1,12 (3H, d, ] = 7,0 Hz, H-21); 0,88 (9H, s, #
butil-Si); 0,78 (3H, s, H-18); 0,08 (6H, s, CH;-Si).

RMN BC (50,32 MHz): 147,50 (C-5); 124,6 (C-4); 70,5 (C-3 o C-20); 70,2 (C-3 o C-20);
67,6 (C-11); 59,6 (C-17); 58,2 (C-9); 54,9 (C-14); 51,2 (C-12); 42,7 (C-13); 38,5 (C-10); 36,8
(C-1); 35,1 (C-8); 33,0 (C-6); 32,8 (C-7); 29,3 (C-2); 26,2 ((CH3)3C-Si); 25,5 (C-15 o C-16);
24,42 (C-15 o C-16); 23,7 (C-21); 19,6 (C-19); 18.2(C-Si); 13,5 (C-18); -3.02 y -3.06 (CH;C-
Si).

EM: m/z 448 (M*, 1,2), 299 (14), 281 (60), 173 (38), 75 (100).

El compuesto anterior (640 mg, 1,43 mmol) se traté6 con anhidrido acético (3 ml) y
piridina (3 ml) durante 14 hs a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se lavé con HCI
IM y luego con agua, la fase orginica se secé con Na,SOgs y se evaporé el solvente. El sélido
resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 2:8) obteniéndose

el compuesto 21 (686 mg, 90%).

RMN 'H (500,13 MHz): 5,26 (1H, s, H-4); 5,22 (1H, m, H-3); 4,77 (1H, m, H-20); 4,03
(IH, m, H-11); 2,05 (6H, s, acetato); 1,16 (3H, s, H-19); 1,14 (3H, d, ] = 7,0 Hz, H-21); 0,88
(9H, s, #butil-Si); 0,67 (3H, s, H-18); 0,08 (6H, s, CH3-Si).

EM: m/z 532 (M*, 0,8), 281 (45), 173 (38), 75 (40), 43 (100).
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- 3B,20-Diacetoxi-110a-hidroxi-4-pregneno (20)

OAc
ZO," HO, OAc
_>
AcO AcO
22 20

A una solucién del compuesto 22 (680 mg, 1,27 mmol) en THF anhidro (22 ml) se le
agregé BusNF (942 mg, 3,6 mmol) y se agité durante 4 hs a 60°C. Luego de la evaporacién del
solvente el sélido resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano

2:8—3:7) para obtener el compuesto 20 (478 mg, 90%)

RMN !H (200,13 MHz): 5,28 (1H, s, H-4); 5,23 (1H, m, H-3); 4,83 (1H, m, H-20); 3,93
(IH, m, H-11); 2,05 (6H, s, acetato); 1,20 (3H, s, H-19); 1,14 (3H, d, ] = 6,8 Hz, H-21); 0,67
(3H, s, H-18).

EM: m/z 400 (M-H,0)", 2), 358 (9), 166 (18), 124 (23), 43 (100).

EMAR m/z [M- H,O] 400,2616 (calculado 400,2614).

- 3B,20-Diacetoxi-1a.,110-epoxi-4-pregneno (26)

HO, OAc OAc

AcO AcO
20

A una solucién del compuesto 20 (25 mg, 0,06 mmol) en diclorometano recientemente
destilado (5 ml) se le agregé DAIB (22,8 mg, 0,072 mmol) e iodo (15,1 mg, 0,06 mmol). La
mezcla de reaccién se sometié a irradicacién con microondas (300W, 120 °C, 250 psi) durante
15 minutos. La solucién se lavé con solucién de tiosulfato de sodio, se sec6 con NaxSOy y se
evapord el solvente. El sélido resultante se purificé por cromatografia flash (Florisil, acetato de

etilo/hexano 1:9—2:8) obteniéndose el compuesto 26 (15 mg, 60 %).

Punto de fusién: 159-160 °C (acetato de etilo).
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RMN 'H (500,13 MHz): 5,64 ( 1H, dd, J = 6.0 y 1,5 Hz, H-4); 5,09 (1H, m, H-3); 4.81 (1H,
m, H-20); 4.24 (1H, dd, ] = 10,8 y 6,8 Hz, H-1); 3.97 (1H, dt, ] = 4.8 y 11.0 Hz, H-11); 2,38
(IH, m, H-6B); 2.32 (1H, m, H-2a); 2,31 (1H, m, H-12B); 2,13 (1H, m, H-6a); 2,01 ( 3H, s,
acetato); 1,98 (1H, s, H-7a); 1,85 (1H, m, H-16a); 1,71 (1H, m, H-9); 1,69 (1H, m, H-17);
1,67 (1H, m, H-15a); 1,65 (1H, m, H-8); 1,59 (1H, m, H-2B); 1,35 (1H, m, H-16B); 1,19
(1H, s, H-19); 1,18 (2H, m, H-14 y H-15B); 1,16 (1H, m, H-120); 1,14 3H, d, J = 6.0 z, H-
21); 1,08 (1H, m, H-17); 1,00 (1H, m, H-7pB); 0,69 (3H, s, H-18).

RMN 3C (125,77 MHz): ver Capitulo 2, pag. 33.

EM: m/z 416 (M", 0,6), 374 (6), 296 (7), 199 (12), 122 (22), 43 (100).

EMAR m/z [M*] 417,2641 (calculado 416,2563).

Sintesis del andlogo 3 a partir del intermediario 26

- 20-Acetoxi-1a,11a-epoxi-4-pregnen-3-ona (27)

OAc
OAc

AcO

A una solucién de 26 (150 mg, 0,361 mmol) en THF (9,0 ml) y metanol (9,0 ml) se le
agregaron 1,5 ml de una solucién acuosa de KOH 5%. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 3 hs, se neutralizé con HCI 2N y se concentré en vacio al décimo
de su volumen original. Luego de agregar agua, el residuo se extrajo con diclorometano y el sélido

resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 7:3) obteniéndose

el 3-hidroxi esteroide (93 mg, 69%).

RMN 'H (500.13 MHz): 5,64 ( 1H, dd, ] = 6,3 y 1,6 Hz, H-4); 4,81 (1H, m, H-20); 4,35 (1H,
dd, J = 10,9 y 6,9 Hz, H-1); 4,20 (1H, m, H-3); 3,95 (1H, td, ] = 11,0 y 4,8 Hz, H-11); 2,37
(1H, m, H-6a1); 2,34 (1H, m, H-2a); 2,31 (1H, m, H-12a1); 2,11 (1H, m, H-6pB); 2,01 ( 3H, s,
acetato); 1,99 (1H, m, H-7a); 1,82 (1H, m, H-16a); 1,69 (1H, m, H-17); 1,65 2H, m, H-8 y
H-15a), 1,50 (1H, m, H-2p); 1,33 (1H, m, H-16pB); 1,21 (1H, s, H-19); 1,14 (3H, d, ] = 6,0 z,
H-21); 1,14 (1H, m, H-12B); 1,17 (1H, m, H-14); 1,06 (1H, m, H-9); 0,99 (1H, s, H-7B);
0,69 (3H, s, H-18).
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RMN !C (125.77 MHz): 170,5 (CH;COO); 150,1 (C-5); 118,1 (C-4); 82,3 (C-1); 75,8 (C-
11); 72,3 (C-20); 64,9 (C-3); 59,7 (C-9); 57,4 (C-14); 53,3 (C-17); 46,8 (C-13); 44,4 (C-12);
41,8 (C-10); 36,8 (C-2); 34,2 (C-7); 30,1 (C-6); 31,1 (C-8); 26,5 (C-16); 22,5 (C-15); 21,5
(CH;CO0); 20,2 (C-19); 19,8 (C-21); 13,9 (C-18).

El compuesto anterior (90 mg, 0,241 mmol) se oxidé utilizando la técnica descripta para
el compuesto 13: PCC (233 mg, 0,14 mmol), carbonato de bario (100 mg, 0,71 mmol) y tamiz
molecular de 3 A (188 mg), en diclorometano seco (10,0 ml) durante 40 min. La mezcla de
reaccion fue diluida con éter etilico y filtrada por un lecho de florisil con éter etilico y acetato de

etilo/hexano 8:2. Por evaporacién del solvente se obtuvo el compuesto 27 (65 mg, 72%)

RMN 'H (500,13 MHz): 5,77 (1H, s, H-4); 4,81 (1H, m, H-20); 4,31 (1H, dd, J = 9,5y 8,5,
H-1); 4,14 (1H, m, H-11); 2,02 (3H, s, acetato); 1,27 (3H, s, H-19); 1,14 (3H, d, ] = 6,0 Hz,
H-21); 0,71 (3H, s, H-18).

RMN *C (125.77 MHz): 198,0 (C-3); 170,5 (CH;COO); 167,0 (C-5); 120,9 (C-4); 82,8 (C-
1); 76,3 (C-11); 72,2 (C-20); 60,5 (C-9); 57,1 (C-14); 53,2 (C-17); 47,0 (C-13); 45,0 (C-2);
44,2 (C-12); 42,7 (C-10); 34,3 (C-6); 31,3 (C-7); 31,1 (C-8); 26,5 (C-16); 22,4 (C-15); 21,5
(CH5COO); 20,5 (C-19); 19,8 (C-21); 14,0 (C-18).

- 20-Acetoxi-3a-hidroxi-1a,11a-epoxi-4-pregneno (28)

OAc OAc

HO™

A una solucién del compuesto 27 (61 mg, 0,164 mmol) en THF anhidro (3 ml) a 0 °C
bajo atmésfera de nitrégeno se le agregaron 0,33 ml de una solucién 1M de tri(t-butoxi)hidruro
de aluminio y litio en THF. La mezcla de reaccién se agité durante 3 hs a temperatura ambiente,
se tratd sucesivamente con acetona y HCI 10%, y se extrajo con diclorometano. La fase orgdnica
se lavé con agua, se secd con Na,SOy y se evapord el solvente. El sélido resultante se purificé por

cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 7:3) obteniéndose el compuesto 28 (45 mg,

73%).
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RMN 'H (500,13 MHz): 5,33 (1H, s, H-4); 4,81 (1H, m, H-20); 4,33 (1H, dd, /= 11,2y 2,9
Hz, H-3); 4,10 (1H, dd, /= 11,2 y 6,4 Hz, H-1); 3,96 (1H, td, /= 11,2 y 4,9 Hz, H-11); 2,30
(1H, m, H-6a); 2,29 (1H, m, H-12B); 2,28 (1H, m, H-2a); 2,11 (1H, m, H-6B); 2,01 (3H, s,
acetato); 1,95 (1H, m, H-7o); 1,83 (1H, m, H-16a); 1,70 (1H, m, H-9); 1,66 (1H, m, H-150);
1,60 (1H, m, H-8); 1,53 (1H, m, H-2p); 1,33 (1H, m, H-16B); 1,19 (1H, m, H-17); 1,17 (2H,
m, H-14 y H-15B); 1,15 (1H, m, H-120); 1,14 (3H, d, / = 6,1Hz, H-21); 1,11 (1H, s, H-19);
1,00 (1H, m, H-7B); 0,67 (3H, s, H-18).

RMN 13C (125,77 MHz): 170,5 (CH5COQO); 144,2 (C-5); 123,3 (C-4); 83,7 (C-1); 76,6 (C-
11); 72,3 (C-20); 66,7 (C-3); 59,6 (C-9); 57,4 (C-14); 53,3 (C-17); 46,8 (C-13); 44,4 (C-12);
41,8 (C-10); 40,5 (C-2); 33,7 (C-7); 31,1 (C-8); 29,5 (C-6); 26,5 (C-16); 22,4 (C-15); 21,5
(CH5COO); 19,8 (C-21); 19,5 (C-19); 13,9 (C-18).

- 20-Acetoxi-3a-t-butilisililoxi- 10,1 1 a-epoxi-4-pregneno (29)

OAc OAc

El compuesto 29 se preparé utilizando el procedimiento empleado para la obtencién del
compuesto 14: esteroide 27 (41 mg, 0,11 mmol), DMF anhidra (2,6 ml), imidazol (22 mg, 0,33
mmol) y TBDMSCI (33 mg, 0,22 mmol), temperatura ambiente durante 45 min. El residuo
resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 1:1) obteniéndose

el compuesto 29 (45 mg, 85%).

RMN 'H (500,13 MHz): 5,27 (1H, s, H-4); 4,80 (1H, m, H-20); 4,31 (1H, dt, ] = 14,0 y 4,0
Hz, H-3); 4,07 (1H, dd, J = 10,0 y 6,0 Hz, H-1); 3,93 (1H, m, H-11); 2,01 (3H, s, acetato);
1,13 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-21); 1,10 (s, 3H, H-19); 0,90 (s, 9H, #butil-Si); 0,66 (s, 3H, H-18);
0,10 (s, 6H, CH3-Si).

RMN C (125,77 MHz): 170,5 (CH;COO); 143,2 (C-5); 124,8 (C-4); 83,8 (C-1); 76,5 (C-
11); 72,3 (C-20); 67,2 (C-3); 59,3 (C-9); 57,4 (C-14); 53,2 (C-17); 46,7 (C-13); 44,4 (C-12);
40,5 (C-2); 41,7(C-10); 33,5 (C-7); 31,0 (C-8); 29,5 (C-6); 26,5 (C-16); 25,9-25,6 ((CH3)5-C-
Si); 22,4 (C-15); 21,5 (CH5COO); 19,8 (C-21); 19,4 (C-19); 18,3 (CH5C-Si); 13,9 (C-18); -
3,60 y -4,61 (C-Si).
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- 3a-t-Butilisililoxi-20-hidroxi-1a,11a-epoxi-4-pregneno (29)

OAc

A una solucién del compuesto 29 (43 mg, 0,088 mmol) en THF anhidro (2,5 ml) se le
agreg6 hidruro de aluminio y litio (40 mg, 1,0 mmol) y la reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 2 hs bajo atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se tratd sucesivamente
con acetato de etilo y HCI 10%. La fase orgdnica se lavé con agua, se secé con Na,SOy y se
evapord el solvente. El sélido resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de

etilo/hexano 1:1) obteniéndose el compuesto 30 (29 mg, 73%).

RMN 'H (500,13 MHz): '"H NMR: 5,27 (1H, s, H-4); 4,30 (1H, dt, ] = 12,0 y 2,0 Hz, H-3);
4,09 (1H, dd, J = 12,0 y 8,0 Hz, H-1); 4,00 (1H, m, H-11); 3,65 (1H, m, H-20); 1,12 3H, d,
= 7,0 Hz, H-21); 1,10 (3H, s, H-19); 0,89 (9H, s, #butil-Si); 0,77 (3H, s, H-18); 0,075 (6H, s,
CH3;-Si).

RMN !3C (125,77MHz): 143,5 (C-5); 124,6 (C-4); 83,8 (C-1); 76,6 (C-11); 70,1 (C-20); 67,3
(C-3); 59,4 (C-9); 57,5 ( C-14); 57,0 (C-17); 46,9 (C-13); 44,9 ( C-12); 41,7 (C-10); 40,5 (C-
2); 33,5 (C-7); 31,0 ( C-8); 29,5 (C- 6); 26,6 (C-16); 25,7-25,6 ((CH3)5-C-Si); 23,8 (C- 21);
22,7 (C-15); 19,5 (C-19); 18,2 (CH3-C-Si); 13,8 (C-18); -3,60 y -4,60 (C-Si).

- 3a-Hidroxi-1a,110-epoxi-4-pregnen-20-ona (3)

El compuesto 30 (28 mg, 0,063 mmol) se oxidé utilizando la técnica descripta para la

obtencién del compuesto 13: PCC (60 mg, 0,32 mmol), carbonato de bario (25 mg, 0,18 mmol)
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y tamiz molecular de 3 A (48 mg), en diclorometano seco (2,4 ml) durante 40 min. El sélido
resultante fue purificado por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 1:1)

obteniéndose el 20-ceto esteroide (20 mg, 71 %).

RMN 'H (500,13 MHz): 5,29 (1H, s, H-4); 4,31 (1H, dt, ] = 14,0 y 4,0Hz, H-3); 4,09 (1H,
m, H-1); 3,98 (1H, m, H-20); 2,14 (3H, s, H-21); 1,10 (3H, s, H-19); 0,89 (9H, s, #butil-Si);
0,66 (3H, s, H-18); 0,08 (6H, s, CH3-Si).

A una solucién del compuesto anterior (18 mg, 0,041 mmol) en THF anhidro (2 ml) se
le agregé BusNF 1M (10 pL, 0,095 mmol) en THEF y la reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 18 h. Luego de evaporar el solvente, el residuo se purificé por cromatografia flash
(silicagel, acetato de etilo/hexano 7:3) obteniéndose el andlogo 3 como un sélido amorfo (11 mg,

79 %).

IR (KBr): 3410, 2926, 1723, 1380, 1035 cm.

RMN 'H (500,13 MHz): 5,33 (1H, s, H-4); 4,34 (1H, dt, /= 11,3 y 3,3 Hz, H-3); 4,12 (1H,
dd, /=11,2y6,3 Hz, H-1); 3,98 (1H, dt, /= 4,9 y 11,1 Hz, H-11); 2,63 (1H, t, ] = 9,2 Hz, H-
17); 2,43 (1H, dd, ] = 11,0 y 4,6, H-128); 2,31 (1H, m, H-6a); 2,29 (1H, m, H-2a); 2,25 (1H,
m, H-16a); 2,12 ( 3H, s, H-21); 1,97 (1H, m, H-7a); 1,74 (1H, m, H-16pB); 1,70 (1H, m, H-
15a); 1,64 (1H, m, H-8); 1,53 (1H, m, H-2B); 1,35 (1H, m, H-12a); 1,26 (2H, m, H-15f);
1,25 2H, m, H-9 y H-6P); 1,24 (1H, m, H-14); 1,11 (1H, s, H-19); 1,01 (1H, m, H-7B);
0,66 (3H, s, H-18).

RMN BC: ver Capitulo 2, pdg. 35.

EM: m/z 330 (M*, 1), 312 (14), 271 (5), 43 (100).

EMAR m/z [M*] 330,2190 (calculado 330,2195).

Sintesis de 1a, 11a-epoxiprogesterona (31)

OAc

AcO
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Una solucién del compuesto 26 (48mg, 0,12 mmol) en THF (3 ml) se traté con LiAlHj
(30 mg, 0,8 mmol) durante 25 min a temperatura 0 °C. Por evaporacién del solvente se obtuvo

el 3,20-diol (35 mg, 90%).

RMN 'H (200,13 MHz): 5,64 (1H, d, ] = 6,8 Hz, H-4); 4,34 (1H, m H-1); 4,18 (1H, m, H-
3); 3,99 (1H, m, H-11); 3,67 (m, 1H, H-20); 1,21 (s, 3H, H-19); 1,12 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-
21); 0,79 (3H, s, H-18).

RMN BC (50,32 MHz): 150,1 (C-5); 118,0 (C-4); 82,2 (C-1); 75,9 (C-11); 69,9 (C-20); 64,7
(C-3); 59,6 (C-17); 57,1 (C-14); 56,83 (C-9); 46,9 (C-13); 44,9 (C-12); 41,7 (C-10); 36,7 (C-2
o C-6); 34,23 (C-2 o C-6); 31,09 (C-8); 30,1 (C-7); 26,6 (C-16); 23,7 (C-21); 22,6 (C-15);
20,1 (C-19); 13,8 (C-18).

El 3,20 diol (30 mg, 0,09 mmol) se oxid6 con PCC (78 mg), siguiendo el procedimiento
descripto para la obtencién del compuesto 13. El crudo de reaccién se purificé por cromatografia
flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 2:8) obteniéndose la 1,11-6xidoprogesterona (31) (19 mg,
57%).

Punto de fusién: 113-114 °C (acetato de etilo).

IR (KBr): 2945, 1715, 1668, 1035 cm’.

RMN 'H: (500,13 MHz): 5,78 (1H, s, H-4); 4,34 (1H, dd, / = 9,2 y 8,0 Hz, H-1); 4,03 (1H,
td, /= 11,1y 4,9 Hz, H-11); 2,91 (1H, dd, J = 15,8 y 8,0, H-2a); 2.65 (1H, ¢, ] = 9,2 Hz, H-
17); 2,59 (1H, m, H-7a); 2,54 (1H, m, H-2B); 2,50 (1H, dd, ] = 15,8 y 9,2, H-12p); 2,34 (1H,
m, H-7B); 2,28 (1H, m, H-16a); 2,16 (2H, m, H-8 y H-6a); 2,14 ( 3H, s, H-21); 1,83 (1H,
m, H-16B); 1,74 (1H, m, H-15a); 1,43 (1H, m, H-12a); 1,42 (1H, m, H-14); 1,32 (2H, m,
H-9 y H-15B); 1,20 (1H, m, H-6B); 1,27 (1H, s, H-19); 0,73 (3H, s, H-18).

RMN BC: ver Capitulo 2, pdg. 37.

EM: m/z 328 (M*, 4), 298 (25),255 (14), 213 (9); 43 (100).

EMAR: m/z [M*] 328,2070 (calculado 328,2038).
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Sintesis del andlogo 4

- 3B-Hidroxi-11,19-epoxi-4-pregnen-20-ol (33)

32 33

La 11,19-epoxiprogesterona (32) (2,65 g, 0,81 mmol) disuelta en una mezcla de
diclorometano (5,5 ml) y metanol (5,5 ml) fue reducida con NaBHy (53 mg, 1,39 mmol) a
temperatura ambiente durante 90 min siguiendo la metodologia utilizada para la obtencién del
compuesto 11. El sélido resultante se purificé por cromatografia flash (silicagel, acetato de

etilo/hexano 7:3) obteniéndose el 3,20-diol 33 (216 mg, 80%).

RMN 'H (500,13 MHz): 5,54 (1H, s, H-4); 4,27 (1H, sa, H-11); 4,22 (1H, m, H-3); 3,87
(1H, d, ] = 8.4 Hz, H-19b); 3,75 (1H, m, H-20); 3,68 (1H, dd, ] = 8.4 y 1.5 Hz, H-19a); 1,13
(3H, d, ] = 6,2 Hz H-21), 0,94 (3H, s, H-18).

RMN "C (125,77 MHz): 140,0 (C-5); 129,0 (C-4); 78,5 (C-11); 70,2 (C-20); 69,5 (C-19);
67,3 (C-3); 59,2 (C-17); 57,4 (C-9); 52,2 (C-14); 47,4 (C-10); 43,0 (C-13); 42,3 (C-12); 42,8
(C-2); 34,7 (C-8); 34,6 (C-1); 32,7 (C-6); 28,2 (C-7); 25,6 (C-16); 23,6 (C-15); 23,5 (C-21);
14,7 (C-18).

EM: m/z 332 (M*, 13), 302 (100), 284 (6), 269 (4), 255 (8), 239 (5).

- 3a-Formiloxi-11f,19-epoxi-4-pregenn-20-ol (34)

OH OH

HO Fo"
33 34

A una solucién del compuesto 33 (216 mg, 0,65 mmol), trifenilfosfina (340 mg, 1,29
mmol) y dcido férmico (59 mg, 1,29 mmol) en THF anhidro (7,8 ml) se le agregd gota a gota
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una solucién de DEAD (225 mg, 1,29 mmol) en THF anhidro (1,2 ml). La reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 14 hs y luego se evaporé el solvente. El sélido resultante se
purificé por cromatrografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 1:1) obteniéndose el

compuesto 34 (140 mg, 60%) como sélido blanco.

Punto de fusién: 160—161 °C (metanol).

IR (KBr): 3420, 2865, 1725, 1428, 1210 cm’’;

RMN 'H (500,13 MHz): 8,06 (1H, s, H-formiato); 5,64 (1H, dd, J = 4,3 y 1,9 Hz, H-4); 5,27
(1H, sa, W1/2 15,0 Hz, H-3); 4,33 (1H, sa, H-11); 3,80 (1H, dd, J = 8,4 y 1,8 Hz, H-19a);
3,75 (1H, m, H-20); 3,70 (1H, d, ] = 8,4 Hz, H-19B); 2,42 (1H, m, H-12B); 2,32 (2H, m, H-
6a); 1,87 (1H, m, H-1PB); 1,87 (2H, m, H-2); 1,68 (1H, m, H-16a); 1,67 (1H, m, H-7a), 1,61
(2H, m, H-15), 1,55 (1H, m, H-8); 1,51 (1H, m, H-12a); 1,49 (1H, m, H-1a); 1,36 (1H, m,
H-17); 1,29 (1H, m, H-9); 1,19 (1H, m, H-168), 1,18 (1H, m, H-14); 1,14 (3H, d, ] = 6,0 Hz,
H-21), 1,08 (1H, m, H-7f); 0,94 (3H, s, H-18).

RMN ®C (125,77 MHz): 160,0 (formiato); 145,4 (C-5); 121,8 (C-4); 78,3 (C-11); 70,8 (C-
19); 70,3 (C-20); 66,8 (C-3); 59,3 (C-17); 52,2 (C-14); 57,6 (C-9); 46,6 (C-10); 43,0 (C-13);
42,4 (C-12); 34,7 (C-8 y C-6); 28,7 (C-7 y C-1); 25,6 (C-16); 24,8 (C-2); 23,6 (C-15); 23,6
(C-21); 14,7 (C-18).

EM: m/z 360 (M*, 1), 330 (2), 314 (5), 284 (59); 266 (4); 253 (4); 91 (100).

EMAR: m/z [M*] 360,2304 (calculado 360,2301).

- 3a-Formiloxi-11B,19-epoxi-4-pregnen-20-ona (35)

OH

FO Fo

34 35

El compuesto 34 (47 mg, 0,13 mmol) se oxidé utilizando la técnica descripta para la
obtencién del compuesto 13: PCC (114 mg, 0,61 mmol), carbonato de bario (48 mg, 0,34
mmol) y tamiz molecular de 3 A (92 mg), en diclorometano seco (4,6 ml) durante 30 min. El
s6lido resultante fue purificado por cromatografia flash (silicagel, acetato de etilo/hexano 8:2)

obteniéndose el compuesto 36 (39 mg, 84 %).
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RMN H (500,13 MHz): 8,10 (1H, s, H-formiato); 5,66 (1H, d, J = 4,4 Hz, H-4); 5,28 (1H,
sa, H-3); 4,40 (1H, sa, H-11); 3,79 (1H, dd, ] = 8,4 y 1,8 Hz, H-19a); 3,70 (1H, d, ] = 8,4 Hz,
H-19b); 2,13 (3H, s, H-21); 0,80 (3H, s, H-18).

- 3a-hidroxi-11B,19-epoxi-4-pregnen-20-ona (4)

Fo Ho™"
35 4

Una solucién de la mezcla anterior (24 mg, 0,068 mmol) en metanol (1,9 ml) se trat6 con
una solucién de KHCOj; (70,7 mg) en metanol (1,0 ml) a temperatura ambiente. Se dejé
reaccionar durante 15 minutos y luego se neutralizé con HCl 1M, concentré y extrajo con
CH,ClL. El sélido resultante fue purificado por cromatografia flash (silicagel, acetato de

etilo/hexano 7:3) obteniéndose el compuesto 4 (16,8 mg, 75 %).

Punto de fusién: 175-176 °C (de metanol)

IR (KBr): 3428, 2879, 1720, 1425, 1024 cm™

RMN 'H (500,13 MHz): 5,68 (1H, d, ] = 4,4 Hz, H-4); 4,41 (1H, sa, H-11); 4,10 (1H, sa,
W1/2 12,5 Hz, H-3); 3,76 (1H, dd, ] = 8,2 y 1,8 Hz, H-19a); 3,68 (1H, d, ] = 8,2 Hz, H-19b);
2,52 (1H, m, H-17); 2,41 (1H, m, H-12B); 2,29 (2H, m, H-6); 2,13 (3H, s, H-21); 2,07 (2H,
m, H-16); 1,82 (2H, m, H-7); 1,72 (1H, m, 12a); 1,67 (1H, H-2a); 1,66 (1H, m, H-15);
1,51 (2H, m, H-1); 1,50 (1H, m, H-8); 1,32 (1H, m, H-15B); 1,08 (1H, m, H-2pB); 0,80 (3H,
s, H-18).

RMN BC: ver Capitulo 2, pag. 37

EM: m/z 330 (M*, 8), 312 (7), 300 (60), 282 (8), 257 (7), 239 (6), 110 (100)

EMAR: m/z [M*] 330,2204 (calculado 330,2195)

Modelado Molecular

Las estructuras de los esteroides fueron construidas utilizando el programa Hyperchem

8.0 y optimizadas con el método semiempirico AM1. Posteriormente, estas estructuras se
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optimizaron con el programa Gaussian 03 [106] utilizando el método ab initio HF con las
funciones base 6-31G**. En el caso de los radicales se utilizé6 el método UHF/6-31G**. Las

figuras fueron realizadas con Hyperchem 8.0.

6.2 Capitulo 3
Esteroides

La dexametasona (dex) y mifepristona (RU486) se adquirieron de Sigma Co. (St. Louis,
MO). 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona  (210H-6,190P) y 21-hemisuccinoiloxi-6,19-
epoxiprogesterona (21HS-6,190P) fueron sintetizados previamente en nuestro grupo de

investigacién mediante el método descrito en [23].

Induccion de MMTV-LUC en células L929

Las células 1929 se hicieron crecer a 37°C bajo atmdsfera hiimeda con 5% CO; en medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal de caballo (FCS) conteniendo penicilina (100
IU/mL), streptomicina (100 mg/mL) y glutamina (2 mM) en placas p100. Para las transfecciones
transientes, se plaquearon 5x10° células en placas de 60 mm y se transfectaron, utilizando el
método lipofectina de acuerdo al protocolo estindar (Lipofectine Plus, Gibco, Inc.): 3 pg de
pMMTV-Luc [107] y 3 ng de pRSV-LacZ (Clontech Inc., Palo Alto, CA). Veinte horas después
de la transfeccién, el medio fue reemplazado por medio fresco conteniendo 10% de suero
deslipilizado y antibiéticos. Las células fueron entonces incubadas durante 20 hs con los
esteroides a las concentraciones indicadas. La incubacién se detuvo aspirando el medio y lavando
las células dos veces con buffer fosfato salino (PBS). Las células fueron entonces lisadas y la
actividad luciferasa medida de acuerdo con el protocolo estindar (Promega Inc.). La actividad

galactosidasa se midié como se describié previamente [19].

Inhibicion de la actividad de NFxB en células BHK

Las células BHK se hicieron crecer a 37°C bajo atmdsfera hiimeda con 5% CO; en medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal de caballo (FCS) conteniendo penicilina (100

IU/mL) y streptomicina (100 mg/mL) en placas p100. Para las transfecciones transientes, se
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plaquearon 5x10° células en placas de 24 wells y se transfectaron, utilizando el método lipofectina
de acuerdo al protocolo estindar (Lipofectine Plus, Gibco, Inc.): 0,3 pg pkB-Luc, 0,1 pg pRelA y
3 pg de pRSV-LacZ (Clontech Inc., Palo Alto, CA). Veinte horas después de la transfeccidn, el
medio fue reemplazado por medio fresco conteniendo antibidticos. Las células fueron entonces
incubadas durante 20 hs con los esteroides a las concentraciones indicadas. La incubacién se
detuvo aspirando el medio y lavando las células dos veces con buffer fosfato salino (PBS). Las
células fueron entonces lisadas y la actividad luciferasa medida de acuerdo con el protocolo

estandar (Promega Inc.). La actividad galactosidasa se midié como se describié previamente [19].

Induccion de MMTV-LUC en células BHK con agregado de coactivador TIF2

Las células BHK se hicieron crecer a 37°C bajo atmésfera himeda con 5% CO; en medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal de caballo (FCS) conteniendo penicilina (100
IU/mL) y streptomicina (100 mg/mL) en placas pl100. Para las transfecciones transientes, se
plaquearon 5x10° células en placas de 24 wells y se transfectaron, utilizando el método lipofectina
de acuerdo al protocolo estindar (Lipofectine Plus, Gibco, Inc.): 0,3 ng de pMMTV-Luc [107],
0,3 pg de pRSV-LacZ1 (Clontech Inc., Palo Alto, CA) y 0.3 ng de pTIF2 o iguales cantidandes
de vector no codificante. Veinte horas después de la transfeccién, el medio fue reemplazado por
medio fresco conteniendo antibidticos. Las células fueron entonces incubadas durante 20 hs con
los esteroides a las concentraciones indicadas. La incubacién se detuvo aspirando el medio y
lavando las células dos veces con buffer fosfato salino (PBS). Las células fueron entonces lisadas y
la actividad luciferasa medida de acuerdo con el protocolo estindar (Promega Inc.). La actividad

galactosidasa se midi6 como se describi6 previamente [19].

Apoptosis de células L929.

La viabilidad celular de las células 1.929 fue evaluada utilizando el método de tincién con
cristal violeta [108]. Se plaquearon 3x10° células por well en una placa de 96-wells, crecidas
durante 24 h y luego tratadas como se indica con TNF-a de Sigma Co. (St.Louis, MO) con o sin
los esteroides. Luego de 24 h las células fueron fijadas con 100 pL de glutaraldehido frio (1,1%
en PBS) durante 15 min at 0°C. Las células fueron lavadas tres veces con agua destilada, secadas
al aire, y tefiidas durante 20 min con 100 pL de 0,1% solucién de cristal violeta (disuelto en
buffer de 4cido fostérico 200 mM a pH 6). Luego de una cuidadosa aspiracién del cristal violeta,

se eliminé el exceso de colorante con tres lavados de agua destilada. La placa fue secada al aire y
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luego el colorante fue solubilizado con 100 pL de solucién de dcido acético durante 30 min. La

densidad éptica del colorante disuelto fue medida a 590nm con un espectrofotémetro multiplaca

(Benchmark, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

6.3 Capitulo 4

Cdlculos de Mecdnica Cudntica.

Las geometrias de dexametasona, 210H-6,190P y 21HS-6,190P fueron optimizadas
usando el programa Gaussian 03 [106] con el método HF/6-31G**. Ademds se calcularon para

cada uno de los ligandos las cargas atémicas RESP (restraint electrostatic potential) con las

funciones base HF/6-31G**.
Simulacién por Dindmica molecular

La simulacién por dindmica molecular fue realizada utilizando el paquete de programas de
AMBER 9 [109]. La estructura inicial para la simulacién fue tomada de la estructura cristalina
del complejo GR LBD-dex (pdb:1M2Z) [78]. Debido a que esta estructura cristalina estd
formada por un homodimero de GR LBD y a que nuestro propésito fue estudiar el
comportamiento del un mondémero, solamente la cadena A de pdb:1M2Z fue utilizada. Los
pardmetros de los ligandos (dexametasona, 210H-6,190P y 21HS-6,190P) fueron asignados
con el campo general de AMBER (General Amber Force Field, GAFF) y las cargas
correspondientes utilizando el modulo Antechamber de AMBER. Los complejos GR LBD-
210H-6,190P y GR LBD-21HS-6,190P fueron construidos iz silico superponiendo los dtomos
de carbono del anillo C de estos ligandos con los correspondientes dtomos de la molécula de dex
en el complejo GR LBD-dex utilizando el programa VMD (Visual Molecular Dynamics,

http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). Para construir el sistema libre de ligando simplemente

se eliminé la molécula de dex del complejo GR LBD-dex.

Los complejos fueron inmersos en una caja octaédrica de moléculas de agua TIP3P
usando el médulo Leap, resultando sistemas de alrededor de 27000 dtomos. Los sistemas fueron
inicialmente optimizados y luego gradualmente calentados hasta 300 K. A partir de estas
estructuras equilibradas se simularon 6 ns a 1 atm y 300 K, condiciones mantenidas con el

barostato y termostato de Berendsen [110], usando condiciones de contorno periédicas y el
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método de malla de Ewald (espaciado de la grilla de 1 A) para tratar las interacciones
electroestdticas de largo alcance. El algoritmo SHAKE fue utilizado para mantener las uniones
que involucran dtomos de H en su distancia de equilibrio, permitiendo emplear un tiempo de
etapa para la integracién de las ecuaciones de Newton de 2 fs. Los pardmetros del campo
Amber99 fueron usados para todos los residuos de la proteina. La frecuencia de puentes de
hidrégeno fue calculada como el porcentaje de snapshots donde el puente de hidrégeno esta
formado. Un puente de hidrégeno estd formado cuando la distancia entre los dos dtomos pesado
involucrados en la interaccién es menor a 3.5 A.

Las figuras fueron realizadas con el programa VMD.
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