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SINTESIS Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE AN ALOGOS DE ESTEROIDES NEUROACTIVOS

Y HORMONAS ESTEROIDALES
En esta tesis se detallan los resultados obtenidassintesis, actividad bioldgica y la relacién
estructura-actividad de nuevos analogos de esteroides bioactivodaém se sintetizdé un
analogo no hidrolizable del 21-hemisuccind|@Q-epoxiprogesterona (21HS-6,190P), para lo
cual se desarroll6 una metodologia one-poillaade alquilaciéon para la posicion C-21 de 20-
ceto pregnanos que consiste en la formacidasilitioléter, sequido de la condensacion de
Mukaiyama con un aldehido. El analogo wlteresultdé ser biolégicamente inactivo a
diferencia de su lider. Por otro lado, sdialige y sintetizaron cuatro A-homoanalogos del
neuroesteroide allopregnanolona. A partir pdegesterona comeiciase prepard0 un
ciclopropilcarbinol que fue sometido a un reamiéento catidnico catalizado por &acidos y
promovido por microondas para dar un A-homo-3,5-pregnadieno. Estpoxsed e
regioselectivamente con dioxiranos genenad@gu,con un derivado de fructosa como
catalizador y oxone® como oxidante paralatamnalogos. Uno de ellos resultdé tener una
actividadn vitrosobre el receptor GABAsimilar a la pregnanolona; los otros tres resultaron
levemente activos demostrando que la libestddrmacional del anillo A de 7 miembros les
permitiria a los analogos alcanzar confasnexiactivas. A dos de los A-homoesteroides
intermediarios de la sintesis, que por posaduncionalidad ceto ehanillo A son analogos
de progesterona, se les wpfsda actividad sobre ekceptor progestageno (PR) vy
mineralocorticoide (MR), encontrando qu®seactlan selectivamente sobre el primero,

probablemente debido a un aumenttadrmdrofobicidad del anillo A.

Palabras clavesneuroesteroide, A-homopregnano, receptor GABgestageno, receptor
de progesterona, glucocorticoide, receptor de glucocorticoides.






SYNTHESIS AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF NEUROACTIVE STEROIDS AND
STEROIDAL HORMONES

This thesis describes the synthesis, biolagtoaly and structure-activity relationships of seven
novel bioactive steroid analogues. In thet part, a non hydrolyzable analogue of 21-
hemisuccinoyloxy-6,19-epoxyprogesterone (21HS-5\#8©Bynthesized. To achieve this goal,
a straightforward one-pot alkylation methogo&idgC-21 of 20-keto mpeanes was developed,
consisting of silylenol ether faton followed by a Mukaiyama aldol reaction. In contrast with
the lead compound, the resulting analogue wagitatly inactive. In the second part, four A-
homo neurosteroids analogues where desigdedyathesized. Stagi from commercially
available progesterone, a ciclopropylcarbinoltderivaas prepared, whislas subjected to an
acid catalyzed-microwave promoted catiom@ng@ment to give an A-homo-3,5-pregnadiene.
This diene was regioselectively epoxydizéeda bulky dioxirane generatadsitufrom a
fructose derivative and Oxone®. €0af the analogues exhibited imnvitroactivity on the
GABAx receptor similar to pregnanolone; therotiwee analogues where only slightly active,
proving that the conformational freedom provioedhe seven membered A ring would allow
the compounds to explore active conformatidm® A-homo synthetic intermediates with a
ketone functionality on the A ring proved tosbkective progesterorexzeptor (PR) agonists,
lacking mineralo/antimineralocorticoid activitge selectivity achieved might be due to the
enhanced hydrofobicity of the expanded A ring.

Keywords: neurosteroid, A-homopregnane, GABreceptor, progestag, progesterone
receptor, glucocorticoid, glucocorticoid receptor.
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1.1 Esteroides

Los esteroides son una familia de compuesiasicos que contienen en su estructura
base el esqueleto carbonado del gonanoopetitdnoperhidrofenantreno. ElI gonano es el
esteroide mas sencillo y estd compuesto denigsate carbono con un arreglo especifico de
cuatro cicloalcanos fusionados: tres ciclohexderasninados anillos A, B y C (figura 1.1) del
esqueleto del fenantreno y uropiehtano denominado anillo D.

Figura 1.1Estructura del gonano

Comunmente, los esteroides tienen sustituyeetidss sobre los carbonos 10y 13 y una
cadena lateral sobre el carbono 17 dando amaayiedad de posibles esqueletos carbonados.
Segun la Medical Subjet Headings, estos se plasigrar en funcion del nUmero de atomos
de carbono eastran¢$8 carbonosandrostan@® carbonospregnan@i carbonosgolangg4
carbonos) yatestan(®/ carbonos), entre otros (figura 1.2).

2
Jr,,zz

o5 g5b g 9o

Figura 1.2:Clasificacion de esqueletos esteroidales.

24

Cientos de esteroides diferentes se pusmEntrar en plardgaanimales y hongos,
cumpliendo funciones biolégicas miwersas. En plantas, los esteroides se biosintetizan a partir
de cicloarteno, y en hongos y animales se sintadita de la ciclacion @scualeno, para dar
lanosterol y luegmleste(ura 1.3).

S NS \3
— > S \ XY —>

PO
O—F|’—O-li’—0' Escualeno HO
o o

e

HO
Lanosterol Colesterol

Figura 1.3:Biosintesis de colesterol.
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En vertebrados uno de los esteroides raésdntes es el colesterol ya que forma parte
de las membranas plasmaticas, otorgandoledda fiecesaria a tempeadiisiologicas. A su
vez, el colesterol es el precursor biosintético amhas esteroidales, neuroesteroides, vitamina
D y sales biliares.

Segun el modo por el cual ejercen su accién biologica, los esteroides skagifiede
en dos grandes grupos: losadeion gengmyidas deaccion no gendhosaesteroides de accion
genomica son aquellos que mediante unionmoreseintracelulares especificos provocan una
respuesta biolégica mediada por trascrig@agtica. Este tipo de accidon se caracteriza por
tener un tiempo prolongado de respuestagrdeh de minutos u horas y su efecto puede
persistir durante un tiempo largo, aun cugadbaya desaparecido el esteroide de la célula
blanco. Por ejemplo, dentro de los estesote accion gendémica se encuentrdrodamnas
esteroidales

Los esteroides de accion no gendmica causdectu en tiempos cortos (del orden de
milisegundos), ya que el mecanismo no argolprocesos de trascripcion. Actuan
interaccionando directamente con receptores de membrana generaesiouesta directa. En
particular, losieuroesterogies capaces de modular alostéricamente la respuesta de diversos
receptores de neurotransmisores ejerciendionas tanto agonistas como antagonistas,
dependiendo del receptor y del tipo de esteEmtie. los receptores seldos que actuan, cabe
mencionar los receptores de GABA (addminobutirico, neurotransmisor inhibidor), glicina
(neurotransmisor inhibidor) y acido glutanfieeurotransmisor exdaita) y los receptores
nicotinicos. La importancia farmacoldgica gaseptan estos esteroides se debe a la alta
selectividad y potenaae presentan sobrereteptor GARAEI importante rol fisiolégico y
patolégico que poseen puede ser explotadoer@ficios terapéuticos mediante la busqueda de
analogos neuroactivos mas selectivos y mas potentes.

Esta tesis en particular, se avoca sintasis y estudio de analogos de hormonas
esteroidales y de neuroestesoideduladores del receptor GABA

1.2 Neuroesteroides

El término ‘heuroestefo{tS) fue introducido por Baulieun 1981 al referirse a una
hormona esteroidal, el sulfate dehidroepiandrosterona (DHEAS), que se encontré que se
sintetizaba en el cerebro. Hoy se denominan neuroesteroides tatemidesesintetizados en
el cerebro. Por otro lado, el térmirestéroide neurdafti®) se aplica a esteroides que,
independientemente de su origen son capaceddieanda actividad neonal. El efecto no
genomico de estos esteroides involucra la modulacién de la funcion de logriaosales
activados por ligando, enltos cuales el receptor GABAa sido objeto de muchos estudios

4
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debido a la importancia farmacologica aree tla modulacion de este receptor en varias
patologias (trastornos aesiedad, epilepsia, etc).

El receptor GABA es un receptor de transmemhranultimérico, que consiste de 5
subunidades: dos subunidagedos subunidadety una subunidad adicional, generalmg&nte
aunque a veces puede ge¥ ° o " dispuestas alrededor deparo central (figra 1.4). El
receptor se ubica en la membrd@das neuronas y generalmente se localiza en la sinapsis de
modo post-sinaptico. EI GABA es el ligandodégado que al unirse al receptor, causa un
cambio conformacional que produla apertura del canalynmiendo la entrada de iones
cloruro a la célula a favor del gradiente electroquimico. kste ed\potencial de membrana y
estabiliza el potencial de reposo de la célualtdifdo que los neurotransmisores excitatorios
puedan re-polarizar la célula y generar un potencial de accion. Eeefeesotipicamente
inhibitorio, reduciendo la actiad neuronal. El receptor del GABAmbién contiene diversos
sitios en los que puede unir una gran variedigdwidos ademas de GABA. El sitio de union de
benzodiazepinas esta entre las subuniggdgédos barbitlricos, neuroesteroides y el etanol se
unen en la region de tsamembrana (figura 1.4).

GABA GABA
Benzodiazepinas

Extracelular

Intracelular
Etanol Neuroesteroides
Barbituricos

Figura 1.4:Esquema del receptor de GABA

Los NS modulan las funciones del receptor de @ABAambios en sus niveles
endbégenos estan asociados a procesos fisisl@@mo depresion,tés, envejecimiento y
desarrollo neuronal. Los NAS han demostrader glicacion terapéuticamo ansioliticos,
drogas anti-estrés, sedantes, hipnoticos,orantisivos, anestésicos, asi como para el
tratamiento de migrafas y drogadependencia.

El tipo de interaccion desIBNAS con el receptor del GAB#e puede clasificar segun su
efecto en tres clasepotenciacion del GABA u otro activador, inhibicion del GABA u otro
activador o activacion directal danal. El efecto mas comimas potente es el efecto de
potenciacion, incrementando la respuestaAlRAGuUN a bajas concentraciones. Ejemplos de

1 AKkk, G., Covey, D.F., Evers, A.S., Steinbach, J.H., 2gr@mis, Mennerick, Bharmacol. Thera260f 116 35-57
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moduladores positivos potentes enddgeno, somekabolitos reducidos de la progesterona, la
allopregnanolona y la pregnanolona, y el metabolito reducido de la desstecoma (321-
dihidroxi-5j-pregnan-20-ona, THDOC). El sulfatte pregnenolona es un ejemplo de
antagonista endogeno, con poi@moderada (figura 1.5).

OH
;i? ?ﬁﬁ \\\[ i i HO43SO
HO H
OH H

Allopregnanolona Pregnanolona THDOC Sulfato de Pregnenolona
Figura 1.5:Neuroesteroides.

Se han sintetizado nuevos tipos de NAS con diversas variaciones solee el nuc
esteroidal y a la luz de esos estudios bleeistz| farmacoforo pdes moduladores positivos
del receptor del GABA ElI mismo consiste en un esqueleto tipo pregnano o androstano
reducido, con un hidroxilo en la posicion 3 con estereoquimiaa grupo carbonilo en la
posicion 20 con la cadena lateral en C-17 en po$mada pregnanos o un carbonilo en C-17
para androstanos. Si bienalpregnanolona y la pregnanal poseen los mismos grupos
funcionales, la conformacién global del esquedtstmidal difiere notablemente debido al tipo
de fusiortrans cisde los anillos A y B. La allogmanolona adquiere una conformacion global
plana, mientras que la pregnanolona tieaecanformacioén torsionada, con el anillo A
orientado hacia la cafadel esteroide. A pesar de ello, ambos esteroides poseen un efecto
anestésico similar en ratonegasrpor lo cual el receptor GABdebe poseer la capacidad de
acomodar tanto un esteroide de estruptar@a como uno de estructura torsionada.

Se han realizado numerosos estudiogldeidn estructura-actiad de los NAS que
incluyen diversos sustituyentes en los cuatlos ael nucleo esteroidal, variaciones en las
cadenas laterales, expansiones y contracci@meodey el agregado alallos adicionales que
han sido tema de algunos trabajos de revVidgmro de las modifaciones reportadas cabe
destacar que la funcioptddroxi es esencial para la actividad y cualquier derivatizacion sobre el
hidroxilo lleva a la pérdida total de actividaom&ps, derivados aciladooxidados y oximas
pierden la capacidad de potenciar al receptor iSABAncorporacion de un grup@stilfato
invierte la actividathioldgica, dando antagonistas del receptor GABApotenciando la
excitabilidad neuronal. El tiempo de vida naalilms NAS se puede aumentar agregando un
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grupo alquilo en la posiciorg 2vitando asi la inactivacion por oxidaidorivale C-3. Los
analogos con metilo y trifluorometilo resultaroartana actividad similar a allopregnanolona
(figura 1.6). Los4y .9.pregnanos retienen gran parte decfizidad y la reduccion del grupo
20-ceto a alcohol conduce a agonistas par&algmsible conferir solubilidad en agua sin
pérdida sustancial de actividad introduciendo grupedinidtiamino o Zmorfolino: los
sustituyentes en C-11 y C-2 son bien tolesattss sustituyentes polares en C-6 reducen la
actividad:3 Por otra parte las posiciones 17, 20 y 21aacepa gran variedad de sustituyentes
con buena actividad biolégica, en particularhelmo analogo de a@firegnanolona sintetizado
por Di Chenna yoles un potente anestésico con tiendgosmduccion mas cortos que el NS

endogend.
Otjjv\?g ‘
W 2 W w 2 W 2
= r i I or | i | = | - i r |

=, rnir, = 3
Figura 1.6:Analogos sintéticos de allopregnanolona.

Dado que el esqueleto esteroidal tiene una cierta flexibilidad, Botidiizaron una
aproximacion habitual en quimica medicinalansiste en el agregado de puentes para obtener
analogos con la forma de alloprenamolan preganolona, pero conformacionalmente
restringido8¢ Se encontré6 que el analogo 6,19-emmmpnolona (figura 1.7) tiene una
conformacién global tossiada hacia la caradel esteroide, similar a la de pregnanolona y
resulta ser mas potente que este ultimo. De igual manerfgl feeddki-5¢pregnanolona
también tiene una estructura torsionadanliéa es mas potente. Por otro lado, 1¢191
epoxipregnenolona tiene una conformaciéobalthente plana, similar a la de la
allopregnanolona y una actividad similar a ésta.

2 Veleiro, A.S., Burton, @urr. Med. Che2@0916 455-472

3 Hamilton, N.M.Curr. Top. Med. Ch2602 2, 887-902

4 Di Chenna, P.H., Ghini, A.A., Burton,N&lecu|&0005, 447-448

5 Veleiro, A.S., Rosenstein, R.E., Jdliffa., Grilli, M.L., Speroni, F., Burton, Bgorg. Med. Chem, 28@313 343-
346

6 Alvarez, L.D., Meiro, A.S., Baggio, R.F., Garland, Ntdesztein, V.C., Caii, H., Burton, G Bioorg. Med. Chem.
200816 3831-3838
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\ W

, - ir | , - i- -r | , - ir |
Figura 1.7:Analogos rigidos de allopregnanojopeegnanolona sintetizados por Burtoaly

Por otro lado Coveyaoplestudiaron la importancia de la rigidez impuesta por el esteroide
a la funcién 3hidroxi en la actividad GABAérgiéd.Para esto prepararon una serie de
analogos no esteroidales de allopregnanolona y pregnanolona derivados-tons
benz[elindenos sustituidos, como los que sstran en la figura 1.8, que resultaron ser
poderosos moduladarelel receptor GABA Estos analogos imitan parte del nlcleo esteroidal
pero el anillo A ha sido remplazado por unaneaaleierta, del largo apropiado, dandole a la
molécula una gran flexibilidad en la posiciopana originalmente por el donor de puente de
hidrogeno 3OH. De todos modos, la gran flexibilidizdestos analogos les permitiria imitar la
funcién de tanto 3como 3¢hidroxi de los esteroides, siendo capaces de unirse tanto al sitio
potenciador como al sitio inhibidor del receptor GABEAtos estudios demostraron que la
actividad GABAeérgica no regre que el hidroxilo enj 3e encuentre en una posicion espacial
rigida.

/\\\\“
Figura 1.8:Analogos no esteroidakestetizados por Coveygl(R= CN, COCH).

Para explorar este efectonemyor profundidad, se pensd que se le podria otorgar a la
allopregnanolona una mayor tibeérconformacional en el anillo A expandiéndolo a un anillo de
7 miembros (A-homoesteroideaAflemas, el atomo de carbaxra en el anillo, permitiria
variaciones en la posicion de la funcion oxigenada.

Teniendo en cuenta estos antecedentedaetess se sintetizaron A-homoanélogos de
allopregnanolona (figura 1.9) con la funcién oxigenada en posi@pri38(1) y 4i (4), asi
como el analogo reducida&tddroxi-5i-H (3). En el capitulo 3 de esta tesis se presentan las

7 Covey, D.F., Hu, Y., Bouley, M.G., Holland, KR®dgers-Neame, N.T., Isenberg, K.E., Zorumski, IC.Fed.
Chenil99336 627-630.

8 Han, M., Hu, Y., Zorumski, C.F., Covey, [J."Vled. Chet89538 4548-4556

9 Li, P., Covey, D.F., Steinbach, J.H., AkiM@.,Pharma&fl06 69, 2015-2016
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estrategias utilizadas para la sintesis dis dinhlogos, y en el capitulo 4 se informan los
resultados de actividiadvitroy se analizan las relaciones estructura-actividad.

Figura 1.9:Analogos flexibles de allopregnanolona sintetizados en esta tesis.

1.3 Hormonas esteroidales

Las hormonas esteroidales son esteroideacji@ como mensajeros humorales vy
tienen como funcion el mantenimiento del equilibrio biolégico en el organisnustdgsig)ela
proteccion del organismo frente al estrés, atalksg la diferenciacion sexual, etc. Segun el
organo que las produce, las harasoesteroidales se pueden clasificar en hormonas sexuales (0
gonadales) y adrenocorticoides. Las hormonas serugheeducidas en ovarios y testiculos y
son responsables principalmente de la diferéncsasiual y la reproduccion y se pueden dividir
en 3 clasegprogestagenndrogenpestrogentss adrenocorticoides son producidos por la
corteza adrenal, se dividen en 2 tipaseralocorticoidgscocorticojdbasicamente regulan el
metabolismo.

Entre las hormonas esteroidales mas imporiaoseacteristicas ckda grupo podemos
citar elcortisp(figura 1.10) el glucocorticoide mas ddmte en humanos. A grandes rasgos, sus
funciones generales son el control del metabalsmoergia (hidratos de carbono, proteinas y
lipidos) y la respuesta al esademas tiene efectos sobre el sistema inmune, la funcion cerebral
y el sistema cardiovascular. dldosterores el representante sndobresaliente de los
mineralocorticoides y regula el balanegde y electrolitos en el organismpragesteresain
progestageno cuyas funciones principales sonrebltbeda caracteres sexuales secundarios en
la mujer, y el mantenimiento del embarazotestasteroes la hormona sexual principal
masculina del grupo de los andrégenos. En ldsréenta testosterona@a un papel clave en
el desarrollo de los tejidos reproductivos nmasscomo los testiculos y prostata, asi como
también la promocion de las cadsticas sexuales secundariasstigdiels el estrogeno mas
potente y es necesario para el desarrolloralstecas sexuales secundarios en la mujer, el
metabolismo de calcio y el control del ciclo menstrual femenino.
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Figura 1.10Biosintesis de hormonas esteroidales.

Aunque se sabe que las hormonas estesmigaeden actuar tanto a través de
mecanismos gendmicos como no gendmicos, ler@silmn sido mucho mas estudiados y son
los mas comprendidos y los que se analizamsteetrabajo para el caso de los analogos de
glucocorticoides y progestagenos. La acciomigende las hormonas esteroidales se ejerce a
través de su unién a los denominados recepleresteroides (SRceptor de andrégenos
(AR), receptor de estrogendER), receptor de progégenos (PR), receptor de
mineralocorticoides (MR) y receptor decagorticoides (GR). Todos estos receptores
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pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares (NR), pobibleagjge se encuentran

en la célula (generalmentesknuicleo) y que una vez que son activados por ligando, pueden

actuar como factores de transcripcion, requispkcificamente la expresion de ciertos genes.
Los SR son uno de los blancos farmgams moleculares mas importantes para el

desarrollo de drogas y existen en el medragas tanto agonistas como antagonistas que

regulan funcién de cada uno de estos receptores para el tratamientyakas enfermedades

(figura 1.11).

o |
OH N
e = - O OH __
(O
HO 'l!".
0 0

Mifepristona
Antiprogestagenoy
antiglucocorticoide

Abortivo

Drospirenona
Progestageno y
antimineralocorticoide

Anticonceptivo oral

OH
o

HO WOH
" ain
A

Dexametasona
Glucocorticoide
Antiinflamatorio
inmunosupresor

Etinilestradiol
Estrégeno
Anticonceptivos oral

OH

Fludrocortisona

Mineralocorticoide y

glucocorticoide
Insuficiencia adrenal

o) “COOMe
Eplerenona
Antimineralocorticoide
Diurético

Figura 1.11Drogas que actlan sobre SRs.

Debido al alto grado de similitud de sedaesxistente entre los diferentes SRs (figura
1.12)0 algunos ligandos poseen afinidad por mas de uno de ellos, fendbmeno conocido como
interaccion cruzada o promiscuidad. Por ejemmortisiol puede unirse tanto al GR como al
MR, y la progesterona, ademasidese al PR, presenta i por el MR. Algunos de los
efectos adversos del uso de glucocorticanéticos se deben a que estos ligandos
interaccionan también con el MR, afectando acbadtectrolitico del organismo. Por otro lado,
el uso clinico de la mifepristona como antighrticoide esta limitagmr su fuerte actividad
antiprogestagena. De la mismanera, los efectos secundarndsseados tipicos del uso de
progestdgenos (cambios de peso, retenci@Ggudey sales) se deben a efectos tipicos de
mineralocorticoides. Asi, a la hora de disafiaros ligandos para el GR, resulta esencial
disminuir al minimo las intecégones cruzadas con los demas SR.

10 Moore, T., Collingl.L., Pearce, K.HChemMedCh26106 1, 504-523
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Figura 1.12Similitud de secuencias de los SRs segin dominios LDB (dominio de union a ligando),
DBD, (Dominio de union a ADN), AF-1 (Dominio de funcién de activacion).

Otra de las dificultades en el desarrollo de drogas queaatrthigés de algin SR reside
en que la actividad de un compuesto unido a un SR depende fuertemente del tipo de tejido
celular. Algunos ligandos que actiano agonistas de un SRcamtos tejidos pueden actuar
como antagonistas del mismo SR en otros (thpl®dr esa razon surge el interés de desarrollar
ligandos afines por un Unico SR (especificoadguo®s presenten actividad tejido-selectivo, o
una actividad diferencial con respecto al ligando natodalgdddres

Receptor Eficacia deseada del modulaxnt Actividad indeseada del modulador
ER Reduccién de sofocacion en menopausia | Estimulacién del crecimie de tejido de Gtero
Prevencién de osteoporosis post-menopausia mamas
Redistribucién de grasa y ganancia de peso
Antiinflamatorio Pérdida de masa ésea
GR | Diabetes
nmunosupresor : .
Hipercalemia
Depresion
Reduccién de hipertension
MR S b Lo . -
Proteccion ante insuficiencia cardiaca
PR Reducciédeendanetriosis Abortivos
o ' Estimulacién del crecimiento del tejido de
AR Prevencién contra la atrofia muscular préstata

Tabla 1.1 Ejemplos de perfiles terapéuticos patsefio de moduladores de SRs tejido selectivos.
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1.4 Glucocorticoides

Cortisol: su biosintesis esta reguladalpeje hipotalamico hipofisario adrenal (HPA)
que, a través de las hormonas liberadorartieottofina (CRH) y la adrenocorticotrofina
(ACTH), activa la biosintesis de cortisol a pieticolesterol en la corteza adrenal frente a
sucesos de estrés.

Efectos fisiologicos

El cortisol ejerce una gran variedad de efectos en diversos tejidos.cthes efe
metabdlicos principales estan asociados civiacen de vias andibés a nivel hepatico y
catabdlicas en otros tejidos: se activa la protedlisis en myljidosonectivo y la lipdlisis en
tejido adiposo, aumenta la concentracion de ancio®dacidos grasossamgre y su transporte
al higado para la sintesis de glucosa y gticdyesu vez se inhibe la sintesis de nuevas
proteinas, se redistribuye la grasa corporal y aumenta el apetito.

El cortisol también tiene un fuerte congaibre el sistema inmune causando un efecto
inmunosupresor y antiinflamatorio a travésdifierentes vias. Por un lado suprime la
reproduccion de linfocitos disminuyendo laidzaeh de linfocitos T y anticuerpos, disminuye la
liberacion de interleukina 1 por parte de losd#ospestabiliza las membranas de los lisosomas,
previniendo la liberacion de enzimas proinflaraatpipreviene la sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos entre otros.

Ademas, el cortisol tiene accion sobres&nsa circulatorio, aumentando el tono
vascular periférico y la funcion del miocaRbo.otro lado afecta el metabolismo mineral: el
exceso de cortisol disminuye la sintesis déria pnateica y el depdsito dalcio en huesos, asi
como reduce la absorcion intestinal de catcmyueve su eliminacion rerntre otras cosas,
también estimula la secrecion de acido diothig pepsina al estbmago y un exceso de
glucocorticoides puede llegar a causar ulcerasmgaEircortisol también tiene influencia sobre
el SNC, modulando el comportamiento del shatvi la habilidad paraconocer estimulos
sensoriales y la memoria.

Dada la cantidad de funciones biol6gicaseencuentran finamente regulado por la
accion de los glucocorticoides endogenos, fiEjwambios de actividad provocados por
trastornos hormonales generalmente causanssgastornos como el sindrome de Cushing o
el sindrome de Addison (figura 1.13).

13
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Hipoadrenalismo Hiperadrenalismo
(Sindrome de Addison) (Sindrome de Cushing)

Depresion,
ansiedad,
psicosis,
fatiga

" Osteoporosis
=
Y Vertebras
= comprimidas

Figura 1.13Sintomatologia del hipo e hiper adrenalfismo.

La gran diversidad de efectos que ejéwsegiucocorticoides en el organismo humano
los hace un campo extremadamente valiosdapexalotacion farmacologica. Efectivamente,
los glucocorticoides sintéticos son una dada de drogas mas prescriptas en el mundo y su
uso resulta indispensable en el tratamidetoenfermedades autoinmunes, desérdenes
inflamatorios y cancer, entre otRero el uso cronico de gluadicoides sintéticos en dosis
farmacolégicas provoca efectos similares a los causados poroetleexglasocorticoides
endoégenos (sindrome de Cushing, figurg, ldependiendo de la dosis y duracion del
tratamiento. A pesar de los esfuerzos realidadmste décadas de investigacion y de la gran
variedad de glucocorticoides accesibles encaldméfigura 1.14), todavia no se ha logrado una
droga carente de estos efectos indeseados.

11 Netter’s illustrated pharmaraftagyR.B., Rawls, S.N., Icon Learning System, New2085ey,
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Figura 1.14Glucocorticoides esteroidales sintéticos mas utilizados.

El farmacéforo asociado a la actividadoghrticoidea para ligandos esteroidales esta
conformado por la funcioné:3-ceto principalmente, mientgae un doble enlace adicional en
posicion 1,2 incrementa la actiidan el anillo B, la presga de un halégeno (comunmente
fldor, y en algunos casos cloro) en posiciong® gaumentan la actividad. Si bien la presencia
de halégenos aumenta la afinidad de unioneh@R, estos atomos ademas hacen al esteroide
mMAs resistente a los procesos metabdlicog@alason aumentando el tiempo de vida media
de la droga en el organismdeéCresaltar ademas, que estadicaadones también aumentan la
afinidad del esteroide por el MR, con lo cuaktsementan los efectos adversos relacionados a
este receptor. En el anillo C, el hidroxiléeklrequerido para la actividad glucocorticoide. En el
anillo D, existe un cierto grado de libertad saskitucion en los C16 y C17. La introduccién de
un metilo en 16j(o ¢ tiende aumentar la actividad gladaoidea y disminuir la actividad
mineralocorticoidea. Se han sintetizado uma cggntidad de derivados sobre el 17-OH,
mayormente ésteres, los cuales aumentan sigaifieate la activida@ll. igual que en posicion
17, el 21-OH admite una gran \gatede derivados ésteres. Este modelo del farmacéforo de un
glucocorticoide esta basado unicamente en informacién obtenida cos tigamddos del
cortisol. También existen varidigandos de estructura msteroidal con propiedades
glucocorticoides.

Antiglucocorticoides

Al igual que los glucocorticoides, los antsigendel GR poseen un gran numero de
aplicaciones clinicas. Un antiglucocorticoide podria ser utilizadojggo, pare tratar aquellos
trastornos causados, justamente, por un exceso de glucocogosdesm enddgenos o
sintéticos. Sindrome de Cushing, tEpeidn dependiente de glucocorticoides,
inmunosupresion inducida por glucocorticoidestdmldepresion central, ansiedad y glaucoma
son algunos de los usos potencéEdes antiglucocorticoides

El acetato de ciproterona es, ademas @mtiglucocorticoide débil, un antiandrogeno
fuerte utilizado comunmente en el tratamientordeeicde prostata (fica 1.15). Mifepristona
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es un antiglucocorticoide fuerte, de afinmadel GR similar a la de los glucocorticoides
agonistas mas potentes, que también posee un fuerte efectgeatégeno, debido al cual
mifepristona se utiliza como abortivo. Aenge han sintetizado cientos de analogos de
mifepristona en busca de sep#aactividad antiglucocorticoidie la antiprogestagena, en la
mayoria de los casos en que esto se lagattividad remanentee la antiprogestagena.
Muchos menos casos resultaron con adiviencipal antiglucodicoide, por ejemplo
RU43044 es un antiglucocorticoide puro, con 1/& detividad de la mifepristona pero solo
activoin vitroya que se metaboliza rapidaniénte.

Figura 1.15Antiglucocorticoides esteroidales sintéticos.

Mecanismo de accion de los glucocorticoides

Los glucocorticoides actuan a través de tesliipecanismos. Por un lado, pueden dar
respuestas del tipo no gendmicas por asociacion a receptoresadigides de membranas
(mGR). Estos receptores estan acoplados a pr@ejrpueden intervenir en diversos canales
de sefalizacion segun el tipo cefulaa. respuesta gendmica de los glucocorticoides es muy
compleja y se ejerce a travési@& que es una proteina soluble que reside en el citoplasma,
formando un complejo con proteirdmperonas. Al unirse el ligando al GR, esto genera un
cambio conformacional en el receptor, que leitpdiberarse de esta®tginas, y atravesar la
envoltura nuclear. Desde alli, el GR regutxpeesion positiva 0 negativamente de ciertos
genes, ya sea de modo directo o indirectel. lBodo directo de acciama vez en el ndcleo, el
receptor se une como homodimero a sitios (@REento de respuedtaglucocorticoides) o
sitios NGRE (GRE negativo) presentes en losigiores de los genes blanco a través del
dominio de union a ADN. Cuando el GR actiyaatdigando se une a un GRE, este recluta una
gran variedad de co-activadores de la maqui@adranscripcion, promoviendo la transcripcion
del gen blanco, que luego se traduce a ue@nprajue causara alglecf (figura 1.16 a). Por

12 Teutsch, G., Gaillard-Moguilewsky, Mmaiee, G., Nique, F. y Philibert, Bipchem. Soc. Ti®84194), 901-908
13 Borski, R.JTrends. Endocrinol. M260f) 11, 427-437
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otro lado si el GR activado por ligando seaunme NnGRE, éste bloquieatranscripcion del gen
blanco (figura 1.16 b).

En cambio, en el modo indirecto, @mplejo ligando-receptor no interactia
directamente con el ADN sino que interaatdmo mondmero con ciertos factores de
transcripcion. Asi, el complejo GR-ligamdube la expresion dengs activados por otros
factores de transcripcion, como elNRFy AP-1 (figura 1.16 ¢ yydpromueve la expresion de
genes controlados por otros factores de trpogarj como por ejemplo STAT-5 (figura 1.16 e),
entre otros. De este modo el GR activaddigando es capaz de modular la respuesta de las
distintas cascadas de sefalizacion éélular.

Figura 1.16Mecanismos de accion de glucocorticoides.

Modelo disociado

Un modelo simplista muy utilizado paracdbir el mecanismo de accion de los
glucocorticoides es el llamawodelo disociBdte agrupa los mecanismos por los cuales el GR
actia en dos grandes modos de accién segon slirectos o indirectos, a los que llama
transactivagydransrepresiéspectivamente. La transactiveerloba tanto los procesosige
activacion y deisrepresion y la transrepresion agrupa los mecanistrenssagpresion yrans
activacion. Si bien esta ternogdh puede resultar ambigua y confusa, ésta se debe a cuestiones
histéricas. EI modelo disociado manifiegta los genes regulados por el mecanismo de
transactivacion estan asociados a los efectdmlmetadel uso de glucocorticoides (o0 sea los
efectos adversos indeseables), y que los griada® por la transrepresion intervienen en los
efectos antinflamatorios, o sea los efectos benééiseados. A partir de este modelo, surge el

14 Necela, B.M., Cidlowski, J.Agc. Am. Thorac., 3004 1, 239-246
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concepto de glucocorticoide disociado camoglucocorticoide que sea capaz de hacer
transreprimir pero no transactisghGR, tedricamente mantedietos efectos antiinflamatorios
benéficos pero sin los efectos adversos, siendo, desde el punto fdemaistdédgico, el
glucocorticoide ideal.

Si bien este modelo es altamente reduccionista, resultdé de enorme utilidagl a quiene
buscaban encontrar nuevos glucocorticoidesiaties, ya que existerétodos relativamente
sencillos para medir tanto la capacidad dmttaracion (por ejemplo ebgando la expresion
de genes reporteros manejagos promotores con sitios &R como la capacidad de
transrepresion (por ejemplo, inhibicién dectavidad de AP-1), de una gran cantidad de
compuestos con elevada eficiencia. La acepdatigmodelo disociado permitid, por lo tanto,
emplear métodos dagh through-put screenimgsca de nuevos glucocorticoides con mejor
indice terapéutico. Sin embargo, la asociacion exclusiva de los efertos adva
transactivacion y de los benéfiada transrepresion es unghficacion extrema y equivocada
de la accion del GR, porque incluso aceptanda tra@sactivacion y texepresion fueran los
anicos mecanismos de accion del GR, existengemes involucrados en respuestas benéficas
regulados por transactivacion como genesgeestas adversas por transrepresion.

Glucocorticoides disociados vanoduladores selectivos del GR

Si bien el mecanismo de transactivacion tmrimcipalmente la expresién de genes
relacionados con el metabolismo de hidratoardeno, proteinas, azwesay calcio, que estan
relacionados con los efectos adversos de losaglicoides, también controla la expresion de
algunos genes fundamentales en la respotstfamatoria y broncodilatadora (tablatdE)c
otro lado la transrepresion regula la exjprede genes primordiales para la respuesta
antiinflamatoria, pero tambidst4 involucrada en efectos no deseados como depresion,
osteoporosis, atrofia de mehsuficiencia adrenal.

El descubrimiento dégyandos disociddoSR como el RU24858 (figura 1.17), también
aporta evidencia contra el modelo disociadpesar de que estos ligandos cumplen los
requisitos para ser nombrados como disociados en ensayro®s decir transreprimen pero
no transactivann vivono logran generar una respuestiinflamatoria completa. Ademas
RU24858 demostré que reduce la cantidad de @steosérica y reduce el crecimiento 6seo, es
decir que no logra disociar completamente los efectos deseados dedss advers

15 Roumestan, C., Gougat, C., Jaffuel, D., MathigreW Med. 12004 25 636-647
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Mecanismo
Gen o proteina ivacié i6
Efecto P Transactlvaqlon Transrepresion No
blanco Cic Cic Tras Tran- g
o iy L .o .| gendmico
activacion represion| represion| activacion
. _ | Eotoxina, IL-2,-5, -6,
Anti-inflamatorio | colagenasa-3, ICAM-1 v'(AP-1)
Eotoxina, TNF4, IL-1¢ -
Anti-inflamatorio | 2, -5, -6, 8, GM-GSF, v (NF B)
ICAM-1
Anti-inflamatorio | Lipocortina-1, SLPI v
Anti-inflamatorio | Anexina-1 v
Bronco dilatacion  Receptéadrenérgico v?
Apoptosis, PIM-1, OSM, CIS, IL-2 v (STAT5
proliferaciony | Bcl-2 v
diferenciacion
Retardo de | Mediadores pro- v(AP-1y
cicatrizacién | inflamatorios NF B)
OPG-L v
Ost .| oPG v ? v ?
SIEOPOroSIS | Hsteocalcina v
LH v(CREB)
Glaucoma TIGR v
Depresion Receptor de serotonina v (NF 3B)
o CRH v (AP-1)
ieucenct | acri ‘
P Anexina-1
. TAT, AAT, G6-Pasa,
Diabetes PEPCK v
y .| Angiotensina v
Tension arterial | Receptor de angiotensina v
Retencion de | Canal de Na v
liquido Kinasa sgk v
Atrofia de piel Procolagenina v (Smad3
Glutamina sintetasa v
Atrofia muscular| Angiotensina v
Receptor de angiotensina v

IL: Interleukina, TNF: factor de necrosis tumoral®B\factor nucleafB, GM-CSF: factor estimulante dimpi@s de granulocitos y monocitos,
ICAM: intercellular adhesion molecule, SLPI, serum leukosieagedahibitor, PIM-1: Protmcogen serina/treonin-proteiimése, OPG:
osteoprotegerina, LH: hormona luteinizan®®Rt IProteina controladora de la presitraocular, CRH: corticoliberina, ACHdrenocorticotrofina,
TAT: tirosina aminotransferasa, AAT: agpadminotransferasa, G6-Pasa: glucosdiafafen, PEPCK: fosfofenolpiruvato cakinasa,

Tabla 1.2:Genes modulados por GR por diferentes mecanismos.
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L

Figura 1.17Glucocorticoide con actividad disociadatro.

En consecuencia, el concepto de glutoome disociado debe ser abandonado y
reemplazado por el aeodulador seledivooncepto de moddler selectivo emergid con el
descubrimiento del efecto del tamoxifeno en el&Rctividad del tamoxifeno depende del tipo
de tejido, en el Utero posee efectos estrogénieaasique en la mama es un antiestrogénico.
Resulta entonces necesario el desarrolloueeos moduladores selectivos de la accion
glucocorticoide, y caracterizar su perfil de actiblogica de manera mas amplia, mediante
ensayos bioldgicos especialmente seleccionados.

Analogos rigidos de glucocorticoides

210H-6,190P y 21HS-6,190P (figura 1.18) semumié@ogos rigidos de glucocorticoides
sintetizados en nuestro grupo de investigéioal evaluar la actividad de 210H-6,190P
sobre los receptores GR, MR y PR se encontestpianalogo rigido es un antagonista del GR,
sin afinidad por el MR y el PR. La espef@ticde 210H-6,190P lo hace un compuesto
sumamente atractivo desde el punto de vistactdégiao, ya que aun no existe una droga de
estas caracteristicas en el mercado. Pordutydalantroduccion de un grupo hemisuccinato en
la posicibn C-21 de 210H-6,190P conduaen anuevo derivado, 21HS-6,190P, también
especifico para el GR pero con una actidifir@nte a la de su precursor (tabla 1.3).

X

) ’

Figura 1.18Glucocorticoide con actividad disociadatro.

16 Vicent. G.P., Monteserin, M.C., Veleiro, A.S., Burtorai@ad,. .C.P., Galigniana, MNdo]. Pharmacb99752,
749-753

17 Alvarez, L.D., Marti, M.A., Veleiro, A.S., Misico, R.., B3tAn,Pecci, A., Burton, @hemMedCh2608 3,
1869-1877
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Ensayo InduccionMMTV-LUC |nar:3|t_)||_cbocn Apoptosis
Celula$ Cos-1 L929 | BHK BHK Timocitos L929
GC |antiGC GC | antiGC GC| GC | antiGG GC| antiGC| GC |antiGC
Dexametasah + nc + nc + + nc + Nc + nc
210H-6,190¢ - + - + - + - + +
21HS-6,19¢ + + - + + - T ++ T
Mifepristord - + - + - + - + nd nd

Tabla 1.3:Actividad de 210H-6,190P y 21HS-6,19@R no corresponde, nd=no determinado).

El ensayo de induccion del gen reporterofl MHuc da indicio de la capacidaccide
activacion del ligando, observandose que [8-@1190P se comportamo glucocorticoide y
gue la 210H-6,190P se compocamo antiglucocorticoide siendo capaz de bloquear la
actividad de dexametasona. otanto la introduccion de ugrupo hemisuccinato en la
posicion 21 del antagonista 210H-6,190P produce un nuevo andflugeomgactividad
agonista. El ensayo de inhibicion ®elLuc da idea déa capacidad d#angepresion
observandose que ambos compuestos se campanmria agonistas. Los resultados obtenidos al
evaluar la actividad apoptética de 210H-6,1923S-6,190P demuestrare estos ligandos
son moduladores selectivos del GR (SGRMs)ugyda actividad depende del tipo celular.
210H-6,190P se comporta como un agonistasfibroblastos L929 y como antagonista en
timocitos. 21HS-6,190P posee también actiddadista en fibroblastos L929, pero en los
timocitos la actividad depende de la preséadaxametasona. Cuando en el medio sélo hay
21HS-6,190P, este compuesto se comporta oomagonista débil, pero en presencia de
dexametasona se observa una fuerte actividad antagonista.

Desde el punto de vista farmacoldgico, el conjunto de los resultados abieestias
que ambos andlogos rigidos poseen potenafiesciones como glucocorticoides. 210H-
6,190P es un ligando que se comporta de feimi@r a Mifepristona excepto que tiene la
ventaja de ser especifico del GR. 21HS-6,190# ligendo también especifico del GR pero
gue actla como agonista débil, excepto en aeleds@poptosis de timocitos en presencia de
dexametasona donde se comporta como un astagoerte. Por lo tanto, la adicion de 21HS-
6,190P al tratamiento con glucocorticoides agemigino dexametasona podria resultar en una
disminucion del efecto inmunosupresor de dstgss. Sin embargo bdetenerse en cuenta
que in viveel grupo hemisuccinato de 21HS-6,190e=table ya que puede hidrolizarse
obteniéndose 210H-6,190P, es decir que dsbeomsiderar a 21HS-6,190P como un lider
para desarrollar glucocorticoides con un nuefibgeeactividad pero no como el candidato a
droga. Teniendo en cuenta estos antecedentes en esta tesizéeekintievo analogo no
hidrolizable de 21HS-6,19@P(figura 1.19). En el capitulos@ presentan las estrategias
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utilizadas para la sintesis de dicho analago,el capitulo 4 se describen los resultados de
actividadn vitrgy se analiza las relaciones estructura-actividad.

Figura 1.19Anélogo no hidrolizable de 21HS-6,190P sintetizado en esta tesis.

1.5 Progestagenos

La progesterona es un miemde la familia de las homag esteroidales que juega un
rol muy importante en la regulacion de la hoasestn cerebro, sistema cardiovascular, hueso
y sistema nervioso central; tamkeigéos tejidos del tracto reproductivo, desarrollo de glandulas
mamarias y el establecimiento y mantenciGndelrazo. Por antagonismo con la actividad
mitogénica de los estrégenos, la progesterompesda para la ruptuta los oocitos maduros
del foliculo ovérico y preparadgtro para la implantacién mgamizando la proliferacién del
endometrio en un tejido diferencigddesidualizado, listo para la crianza y alimentacion del feto.
Ademas, la progesterona ayuttaraantencion del embarazo inhibiendo las contracciones del
miometrio uterino. En glandulas mamariasplgepterona tiene un efecto mitogénico sobre los
ductos epiteliales, induciendo la elongaciérramificacion de los mismos vy, junto con la
prolactina, inducen la maduracién de las dgéndacretorias durante el embarazo. Por otro
lado, la progesterona también suprime la decthasta después del momento del parto, por
inhibicion de la expresion de las proteinasakdEntonces, la progesterona puede estimular o
inhibir la proliferacion celular, asi como éirdia diferenciacion, segun el tejido o contexto
celular en el que actée.

La progesterona ejerce su efecto a travéscdetor nuclear de progesterona (PR) que
interactla con correguladores transcripcionalesegatar la expresion de los genes blanco. El
PR humano se expresa en dos isoformas: (RROBkDa) y PR-A (94 kDa). Si bien ambas
isoformas son capaces de Umirmonas esteroidales y dteriactuar con el ADN, tienen
actividades transcripcionales diferentes: amofmmes interactlan con sets de coactivadores y
correpresores distintos y tienen afinidad ddeadm frente a diferentes promotores de genes
blanco, segun el contexto celular. Ademas el &RvAdo por ligando es capaz de regular la
expresion a través de vias nwgecas: interactuando con selps mensajeros puede generar

18 Wardell, S.E., Edwards, D&mi. Rep. M2005 23 9-21
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un cross-tatlon vias de sefializacion del factor de crecimiento y es deguaszegeimir otros
SRs (GR, MR, ARy ER).

Por su importante rol en el ciclo reprodudioenino, el PR es un importante blanco
terapéutico para el tratamiento de cantemapia homonal sustitutiva, enfermedades
ginecoldgicas y anticoncepcion. Los anticoncgjatiso vez son ampliamente utilizados para la
proteccidén contra embarazos no deseados, aspaommejorar sintomas como dismenorrea,
hinchazén, sindrome premenstrual, anemia debida a menorragia, mastalgiatescion
contra ciertos tipos de cancer y preservaciamaesa 6sea. Debido a la complejidad de efectos
gue ejerce la progesterona en el organisexpdaicion a analogos de progesterona exdégenos
estd asociada a severos desbalances, inalusergb de probabilidad de cancer de rffama.

El modelo de farmacoéforo asociado actavidad PR es muy simple y consiste en dos
grupos polares, uno en posicion 3 y otrd&wlel esqueleto androstano o 20 del pregnano,
ambos separados por una distancia entre AOsb® un cuerpo central apolar. Estudios de
mutagénesis dirigida demostraron que cambics resittuos de las inmediaciones de la funcion
20-ceto en el hPR no generan merma en laadfidel receptor por agonistas ni antagonistas
demostrando que la funcionalidad ceto en la cadéna &gta fuertemente involucrada en el
reconocimiento del ligando. Contrariamente rotgien las inmediaciones de la funcién 3-
ceto conducen a una pérdida total de afinidaldgptigandos probandoifaportancia de esta
interaccion para la actividad.

Ademas, por cristalografia de rayos X de los agonistas furoato desanameta
noretindrona unidos al PR (figura 1.26)demostré que el grupo polar et A& ambos
compuestos no participa de interacciones fuPdestro lado, la funcion 3-ceto de ambos
agonistas se ancla al receptor de maneoganaltravés de una fuerte red de puentes de
hidrogeno. También se obseiyae el receptor puede acommodina gran variedad de
sustituyentes voluminosos en posicidp dsta modificacion ocusi pérdida de actividad PR
y mejora la biodisponibilidad de la dféga.

Figura 1.20Agonistas del PR.

19 Scarpin, K.M., Graham, J.D., Mote, P.A., ClarkeNR§.20097, 1-13

20 Zurawin, R.K., Ayensu-Coker,Clinic. Obstet. Gyn200i7 50 425-439

21 Hillisch, A., von Langen, J., Memzach, B., Droescher, P., Kaufmas., Schneider, B., Elger, 8feroid2003,68
869-878

22 Madauss, K.P., Deng, S.J., Austin, R.J.H., Lambert, M.H., M&r#tghkrd, J., Short, S.A., Stewart, E.L., Uings I.J.,
Williams, S.PJ, Med. Che2004 47, 3381-3387
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Por otro lado, en el furoato de mometasda adicion de grupos polares sobre el
esqueleto esteroidal aumenta la afinidadddegia por el GR, haciéndd@mbién un potente
glucocorticoide. Los 19-nor progestagenos conmwdtindrona (figura 1.@)esentan, a su vez,
afinidad con el ER. Esta promiscuidad da kugdectos secundariogde@seados por parte de
estas drogas.

Sin ir mas lejos, la propia hormona nafarplogesterona, tiene actividad antiandrégena
debil y antimineralocorticoidea fuéttea actividad antiandrogénica se debe al reemplazo del
176¢0H de la testosterona, ligando natural depARun acetilo en larogesterona. EI mayor
volumen de la cadena laterakegaria choques estéricos con los residuos del LBP, estabilizando
alguna conformacion no productiva del recegemerando asi un antagonismo pasivo. La
actividad antimineralocorticoidea puede deber a que lagpsterona carece de ciertas
interacciones polares claves que se dan ealdedterona, ligando natural de MR, y el loop
L11-12 y la hélice 12 del hMR. Asi, la progesteeomae al receptor, pero interrumpe ciertos
contactos ligando receptor necesarios para estabilizar al MR aefotmaaon activat.

El entendimiento de las interacciones que se establecen engreus Rfandos es clave
para disefiar nuevas drogas, mas selectivas y mas potentes. gtureb tohn esta tesis se
sintetizaron los compues®y 7 (figura 1.21), intermediarioslaesintesis de los analogos de
neuroesteroidels4. Dado que los compuestos cumlem los preceptos del farmacoéforo para
la actividad PR, se evalu6 su actividad biokimoa el PR y la selectad respecto a los otros
receptores. Esto permitio, junto con un analisis computacional, @eteinefecto de la
flexibilidad y el aumento déehldrofobicidad del anillo A exparmlia la actividad sobre el PR y
a la selectividad respecto desotexeptores. Los resultados digidad bioldgica, y el analisis
de relacion estructura-actividad se describen en el capitulo 4.

6 o 7

Figura 1.21A-homoanéalogos de progesterona sintetizados.

23 Fagart, J., Wurtz, J.M., Souque, A., Hellal-Levy, C.,MpRafestin-Oblin, M.EEMBO J.199817, 3317-3325
24 Hillisch, A., von Langen, J., Memzach, B., Droescher, P., Kaufm#&n SchneideB., Elger, W Steroid2003 68
869-878
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En este capitulo se describen las esteagagiéticas empleadas para la obtencion de un
nuevo analogo rigido de glucocorticoides (compbiebigura 1.19, pagina 22). Ademas, se
presenta el desarrollo y optimizacion de unadalegpa de alquilacidon en la posicion 21 de la
cadena lateral.

2.1 Introduccion

Antecedentes

En trabajos precedentes realizados en ougsipo de investigacion se estudiaron las
bases moleculares de accién de tres ligandos del GR: dexan&teddi6,190P y 21HS-
6,190P (figura 2.1). En particular, se procuidicaxta actividad de estos ligandos esteroidales
frente a la transactivacion a travésimbelacion por Dinaita Molecular (DM)2 Como se
mencionod en el Capitulo 1, se denomina traresagti al mecanismo por el cual genes cuyos
promotores poseen sitios GRE son transcrippoel GR. La transactivacion es un proceso
sumamente complejo en el cuahigeen, ademas del GR, el ligay una gran cantidad de
proteinas citoplasmaticas y nucleares, las cuales modulan la accigtodiateeaetuando con
él tanto directa como indirectamente. En su fardssimplificada, latrsactivacion se puede
representar como un mecanismo que involasr&tapas de union del ligando al receptor,
liberacion de las chaperonas, translocatiédicleo, homodimerizacion GR-GR y unién al
ADN, unién de coactivadores especificos y delacon de la cromatina, ensamblaje de la
maquinaria transcripcional y finalmente la transcripcion del gen blémecale€acar sin
embargo, que actualmente algunas de estasyetdparden en que ocurren se encuentran en

5 55 8

Figura 2.1:Estructura de dexametasd?itOH,6-190P y 21HS,6-190P.

1 Alvarez, L.D., Marti, M.A., Veleiro, A.S., Misico, R.l., B3tAn, Pecci, A., Burton, GhemMedChan08 3, 1869-
1877.

2 Alvarez, L.D., Marti, M.A., Veleiro, A.S., Presman, D.Mn, Esf., Pecci, A., Burton, G.,Med. Che®00851,
1352-1360.

3 Clark, A.R., Belvisi, M.@Q11Pharm. Th¢2011), doi:10.1016/j.pinathera.2011.12.004.
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