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RESUMEN. Los métodos computacionales de cribado virtual de grandes bases de datos se tienen en cuenta en el uso de
modelos de relacién estructura-actividad biolégica (QSAR), los que se convierten en una alternativa interesante para la
seleccion de elevado rendimiento y como una importante herramienta de descubrimiento de nuevos medicamentos. En
trabajos anteriores, se construyé por primera vez un modelo QSAR para la prediccién de nuevos esteroides anabdlicos-
androgénicos en una serie heterogénea de moléculas cuya actividad biolégica fue previamente evaluada in vivo. En
dicho modelo, se emplearon descriptores moleculares cuanticos y quimico-fisicos, unido a técnicas quimiomeétricas que
ayudan a explicar como influyen las caracteristicas estéricas, electrénicas e hidrofébicas en la respuesta biolégica de
dichos compuestos. En este trabajo, se utiliz6 la ecuacién del modelo antes mencionado y se realiz6é un cribado virtual
aplicado a esteroides anabdlicos-androgénicos sintetizados y evaluados por los autores con anterioridad, en el cual se
demuestra que el modelo desarrollado puede ser aplicado en la identificacién de nuevos compuestos lideres con mejor
actividad anabdélica. Atendiendo estos resultados, se disenné una secuencia apropiada de sintesis para obtener esteroides
17a-metilados, lo que permitié obtener cinco nuevos compuestos con potencial actividad anabdlica, que se caracterizan
correctamente por espectroscopia de RMN 'H y de *C, asi como por espectrometria de masas.

ABSTRACT. Computational methods for virtual screening of large databases are taken into account in the use of models
of biological structure-activity relationship (QSAR), which makes an interesting alternative for high-through put screening
(SAR) as an important tool for drug discovery. In previous builds first QSAR model for prediction of new anabolic-andro-
genic a loose collection of molecules whose biological activity was previously evaluated in vivo. In this model it was used
quantum molecular descriptors and chemical-physical, coupled with chemometric techniques that help explain how the
steric, electronic and hydrophobic characteristics influence in the biological response of these compounds. In this paper
it was use the model equation above and perform a virtual screening applied to anabolic- androgenic steroids synthesized
and evaluated by the authors before, where it is shown that the model developed can be applied in the identification of
new lead compounds with best anabolic activity. Because these results are designing an appropriate sequence for synthetic
17a-methyl steroids, which yielded five new compounds with potential anabolic activity, correctly characterized by 'H,
BC NMR spectroscopy and mass spectrometry.

INTRODUCCION

Conocidas modificaciones de la molécula de testoste-
rona incluyen la alquilacién en la posicién 17a y modifi-

ceptor que afectan a las interacciones proteina-receptor
y DNA-receptor.

caciones en la estructura de los anillos. Fue objetivo de
estas modificaciones la produccién de derivados con una
mayor actividad anabolica y/o androgénica que la molé-
cula de origen. La esterificacion del grupo 17p-hidroxilo
por acidos carboxilicos también aumenta la actividad de
los esteroides, debido a la prolongaciéon de la accién, ya
que se aumentan sus propiedades lipofilicas y por ende,
la capacidad de retencién en el tejido graso.

Los andrégenos ejercen sus efectos mediante la
unioén a su receptor (RA).! La funcién del RA es re-
gulada por la unién de los andrégenos, la cual inicia
una secuencia de cambios conformacionales en el re-

Ademas de los andrégenos naturales, al RA se une
una gran variedad de moléculas sintéticas con diferentes
afinidades. Los ligandos RA conocidos son clasificados
como esteroidales o no esteroidales sobre la base de su
estructura, o como agonistas o antagonistas en funcién de
su capacidad de activar o inhibir la transcripcién de genes
que contribuyen al RA diana. Una considerable atencién
se dirige a la elucidacién de los efectos de los cambios
estructurales en la accién de los esteroides anabdlicos-
androgénicos (EAA).

Los estudios de estructura-actividad apoyan lo anterior-
mente expuesto y dan lugar a importantes conclusiones:
B Un grupo 3-ceto en el anillo A del esteroide (Fig. 1): E1
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atomo de oxigeno del grupo ceto en la posicién C-3 tiene
un par solitario de electrones y por lo tanto, puede actuar
como un aceptor de enlace de hidrégeno capaz de esta-
blecer una fuerte interaccién con aminoacidos polares o
cargados.? Lareduccion del grupo ceto a un alcohol en la
posiciéon C-3 (ya sea o 0 f isdmeros) no es favorable para
la unioén.? Por ejemplo, tanto el androstanodiol como el
3p-androstanodiol muestran una mas débil unién que la
5o-dehidrotestosterona (DHT). Del mismo modo, la re-
duccién del grupo ceto en la posicion C-3 en la molécula
de testosterona al 3o-hidroxi isémero (4-androstanodiol)
reduce la afinidad de la unién.
B Un grupo 17p-hidroxi en el anillo D del esteroide
(Fig. 1): El &tomo de hidrégeno del grupo 17p-hidroxi
lleva una carga positiva que permite la interaccién
con un atomo muy electronegativo debido a un residuo
de amino acido adyacente.! Cualquier modificacién o
eliminacién del grupo 17B-hidroxi reduce la afinidad
de unién con el RA. Una reduccién en la afinidad de
unién también se observa por esterificacién del grupo
17p-hidroxilo de la testosterona y la DHT con &cido
benzoico.? El grupo 17a-hidroxilo no favorece tampoco
la unién con el RA. El movimiento del grupo hidroxilo
de la posicién 178 a la 17a da lugar a la pérdida de la
actividad en casi 190 veces de la testosterona. También
se sabe que la introducciéon de grupos metilo en las posi-
ciones 1,2, 4, 6, 16 y 17 conduce a un notable incremento
en la actividad anabdlica.*
B El grupo metilo C-19 del esteroide (Fig. 1): La elimi-
nacion de este grupo reduce en gran medida las propie-
dades androgénicas *>¢ y ofrece, en parte, la disociacién
de las actividades androgénicas y anabdlicas de una
molécula.

Los elementos estructurales que contribuyen a con-
dicionar los efectos de los esteroides anabdlicos son:

Lamodificacién del anillo A (Fig. 2): La modificaciéon
del anillo A como resultado de su unién con un anillo
de pirazol, como en el stanozolol, o por la introduccién
de un atomo de oxigeno en la posicién C-2, como en la
oxandrolona, producen cambios en el entorno electréni-
co y estérico de la molécula, dando lugar a un aumento
considerable de la actividad anabélica. Por otra parte,
la introduccién de sustituyentes alquilicos en el anillo
A en la posicién C-1 (metenolona) o en la posicién C-2
(stenbolona), en combinacién o no con un doble enlace

grupo 19-CHj

favorece launion

grupo 3-ceto /O

favorece launion

en la posicién C-1, -2, conduce a la intensificaciéon de la
actividad de los esteroides anabdlicos.

Recientes acontecimientos en la quimica combinato-
ria y la selecciéon de un elevado rendimiento (SAR) han
aumentado draméaticamente la escala de los programas
de descubrimiento de farmacos que se llevan a cabo. Jun-
to con estos avances surge la necesidad de utilizar méto-
dos automatizados para determinar cémo a partir de una
biblioteca deben ser escogidos dos para ser sintetizados
los nuevos compuestos. Los métodos computacionales
de cribado virtual de grandes bases de datos se tienen
en cuenta en el uso de modelos de relacién estructura-
actividad bioldgica (QSAR), los que se convierten en
una alternativa interesante para la seleccién de elevado
rendimiento (SAR) y como una importante herramienta
de descubrimiento de medicamentos. Debido a esto, en
lugar de ensayar un gran nimero de compuestos qui-
micos en una serie de pruebas bioldgicas, 1o que se hace
es un ensayo virtual de estos compuestos mediante la
evaluacion de sus actividades con modelos desarrollados
para este fin, proceso que se conoce hoy como cribado
computacional (virtual o en silico).”®

El principal objetivo del cribado virtual es discri-
minar moléculas activas de aquellas menos activas o
inactivas. Una vez identificado el compuesto cabeza de
la serie comienza el proceso de optimizacién del lider,
cuyo objetivo es mejorar su eficacia terapéutica: incre-
mento de su potencia frente a una diana terapéutica
(receptor), selectividad frente a dianas relacionadas,
farmacocinética, minimizacién de su toxicidad y los
eventos o reacciones adversas.>®

Las técnicas de cribado virtual se pueden clasificar
de acuerdo con un modelo particular de reconocimiento
moleculary el tipo de algoritmo que se utiliza en la base
de datos de busqueda. Si la estructura 3D del blanco
terapéutico (o al menos en su sitio activo) se conoce, se
puede aplicar uno de los métodos de deteccién basados
en estructuras virtuales. Por el contrario, los métodos
basados en ligandos se encuentran sobre el principio
de similitud, es decir, compuestos similares se supone
que producen acciones similares. Sin embargo, el no
conocimiento sobre la estructura 3D del receptor (en
el nivel adecuado y con varios ligandos) es la principal
razon de la aplicaciéon de métodos basados en ligandos.

Alvarez en su trabajo de tesis doctoral'! construyo

grupo 173-OH
favorece la unién

/
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Fig. 1. Estructura de la molécula de esteroide y sitios importantes de union.
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Fig. 2. Estructuras esteroidales modificadas en el anillo A.

por primera vez un modelo QSAR para la prediccién de
nuevos esteroides anabdlicos-androgénicos en una serie
heterogénea de moléculas cuya actividad biolégica fue
previamente evaluada in vivo.? En dicho modelo, se em-
plearon descriptores moleculares cuanticos y quimico-
fisicos, unido a técnicas quimiomeétricas que ayudan
a explicar cémo influyen las caracteristicas estéricas,
electrénicas e hidrofébicas en la respuesta biolégica de
tales compuestos.3-16

Con el fin de evaluar la capacidad del modelo QSAR
basado en ligandos, se utiliz6 la ecuacién 1 reportada por
Alvarez con anterioridad,!"' para la deteccién de nuevos
EAA con buen perfil biolégico.

Este trabajo da continuidad a otros anteriores!” del
mismo colectivo autoral y en él a través del cribado
virtual empleado, se predice la actividad anabélica y/o
androgénica de nuevos esteroides metilados en C-17.
Se diseno una ruta para su sintesis y se caracterizaron
adecuadamente mediante la espectroscopia RMN'H, y
de 1C, asi como por espectrometria de masas.

MATERIALES Y METODOS

Para sintetizar todos los compuestos se empled el
intermedio avanzado acetato de 5a-9(11)-androsten-3f3-ol-
17-ona (1) purificado, con una temperatura de fusién de
96-99 °C. RMN 'H (CDCL,, ppm): 6 5,38 (1H, d, H-11, [*J(H-
11,H-12_) = 5,9 Hz]); 4,7 (1H, m, H-3); 2,05 (3H,s,CH,CO);
1,0 (3H,s,CH,-19); 0,81 (3H,s,CH,-18). RMN *C (CDCl,,
ppm): § 222,2 C-17; 170,5 C-20; 147,1 C-9; 114,7 C-11; 73,1
C-3; 48,6 C-14; 45,8 C-13; 42,5 C-5; 37,7 C-10; 36,0 C-12;
35,8 C-8; C-1 34,8; 33,7 C-4; 32,9 C-16; 31,7 C-6; 27,7 C-T;
27,1 C-2; 22,4 C-15; 21,0 C-21; 17,6 C-19; 13,5 C-18.

Los reactivos y disolventes empleados en cada uno
de los procedimientos fueron de calidad para sintesis
(Merck). El agua empleada siempre fue desionizada.

Parala determinacién de las temperaturas de fusién de
los compuestos sintetizados se empled un equipo de punto
de fusién directo de lectura digital marca GALLENKAMP,
con intervalo de temperatura entre 20 y 400 °C.

OH

Stenbolona
OH

Metenol ona

Los espectros de RMN de protones y carbono 13 se
registraron en un equipo Varian Mercury a 300 MHz.
Se utilizaron como disolventes cloroformo y metanol
deuterado y tetrametilsilano (TMS) como referencia in-
terna. Los corrimientos quimicos fueron expresados en
la escala 6 (ppm). La multiplicidad de las senales para los
protones se designdé de la manera siguiente: singlete (s),
doblete (d), doblete de doblete (dd), triplete (t), cuarteto
(@), multiplete (m) y sefial ancha (s.a.). El tipo de carbono
se determiné empleando la técnica DEPT (Distortionless

Enhancementby Polarization Transfer). En el caso de la
RMN C, las asignaciones estubieron basadas en datos
tabulados por Blunt!®* Romer" y Ruiz.?0:*

Los espectros de masas se registraron en un es-
pectrémetro de masas cuadrupolar TRIO 1000 Fisons
Instruments a 70 eV por ionizacién electrénica (IE), em-
pleando el método de introduccién directa de la muestra.
Para su andlisis se utilizaron los resultados descritos
para las fragmentaciones caracteristicas de moléculas
esteroidales.????

Cribado Virtual.

Para el cribado virtual, las moléculas de esteroides
utilizadas se dibujaron mediante un programa para la
modelacion molecular.?* El cdlculo del descriptor Log
P (coeficiente de particién octanol-agua) se realizé con
el programa HYPERCHEM 7.2* Los calculos quimicos-
cuanticos semiempiricos del tipo PMS3 se efectuaron con
el programa MOPAC, version 6.0.2% En todos los casos,
se a optimizé totalmente la geometria de las molécu-
las, usando el algoritmo eigenvector following con una
precision que rebaja la norma del gradiente hasta 0,001
kecal/A. El calor de formacién de las moléculas (CF), la
energia electronica (EE), la energia del LUMO, asi como
las cargas parciales (q , hasta q°,,,) sobre cada 4tomo
de carbono del ntcleo esteroidal se obtuvieron de los
ficheros de salida del programa MOPAC.?®

El cribado virtual aplicado en este trabajo, estuvo ba-
sado en ligandos de esteroides anabdlicos-androgénicos

Clase=-635+255Log P+ 0,50EE 2,12 LUMO -2,68 CF+11,70 ¢°y,— 56,41 ";;, +10,08
q1:1-314,05 ¢, + 15646 ¢°;5-23,49 q7;
N =266.A=0.43. D*=5.13.F (10.253) = 32.86. 0 < 0.000 1
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comerciales tomados de la literatura,® el cual clasifica
con una exactitud del 80 % y la ecuacion 1 es el resultado
del desarrollo del modelo planteado:

PARTE EXPERIMENTAL

Obtencion del 3p,17p-dihidroxi-17o-metil-9(11)-50-
androsteno (2)

Una disolucién de 1 g (3,467 mmol) of 3p-acetoxi-
5a-9(11)-androsten-17-ona en 10 mL de benceno seco,
se anade lentamente sobre 5 mL (1,12 g; 15 mmol) de
una disolucién de cloruro de metilmagnesio 3 mol/L en
tetrahidrofurano y en atmodsfera de nitrégeno. Después
que la reaccién ha terminado, se adicionan 20 mL de
aguay 3 mL de disolucién de acido clorhidrico 6 mol/L.
La mezcla se filtra y se lava con agua hasta pH 7 para
obtener 2 (76 %), 1.£.191-194 'C. RMN 'H 400 MHz (CDCl;

ppm): 0,72 (3H, s, H,C-18); 0,90 (3H, s, H,C-19); 1,14(3H, s,
H,C-20); 349(1H m H-3); 3,2 (2H, s, OH3 17); 5,87 (1H,
d, H 113J = 5,2 Hz). RMN "*C (CDCl,, ppm): C9 147,0; C11
115 9 C17 81,3; C3 70,7; C14 48 ,4; C13 44,0; C5 43,2; C16
388 C8380 C4379 01354 012328 C6 32,7, 0231,1,
C20 25,6; C19 17,8; 018 13,3. EM (m/z): 304 (M*).

3p-acetoxi-17p-hidroxi-17a-metil-9(11)-5a-
androsteno (3)

Se anaden con agitacion 0,44 g (1,445 mmol) del com-
puesto 1 auna disolucién de 2,2 mL de anhidrido acético
(2,376 g; 23,27 mmol) y 0,44 mL (0,431 g; 5,45 mmol) de
piridina. La mezcla de reaccién se agita durante 7 h.
El progreso de la misma se sigue por CCD (tolueno-
etilacetato, 2 : 1). La mezcla de reaccién se vierte sobre
50 mL de agua 50 g de hielo. El producto se filtra, se lava
con aguay se seca para obtener 3 (100 %). t.f. 115-119 °C.
RMN 'H 400 MHz (CDCI, ppm): 0,79 (3H, s, CH,-18); 0,97
(3H, s, CH,-19); 1,21 (3H, s, CH, 20) 2,02 (3H S, COCH BR
4,66 (1H, m H3) 5,36 (1H, d, H11 J—596Hz) RMN
BC(CDCl,, ppm): C21 170,6; C9 146,6; C11116,2; C1781,4;
C3173,4;C14 48,4; C13 44,0, C16 39,2; C8 38,0; C1037,8; C1
35,2; C4 34,1; C12 32,8; C6 32,7; C7 28,3; C2 27,5; C20 25,9;
C1523,9; C2221,4;C1917,9; C18 13,4. EM (m/z): 346 (M™*).

9B,11B-epoxi-3B,17p-dihidroxi-17a-metil-50-
androstano (4)

Se anaden 0,2 g (0,57 mmol) del compuesto 2 a una mezcla
bajo agitaciéon de 1,16 mL de tetrahidrofurano (THF)y 1,16 mL
de agua a 15 'C. Después, se anaden lentamente 0,24 mL de
&cido perclérico al 70 % con cuidado para que la temperatura
no exceda los 20 ‘C. La mezcla de reaccién se agita por 10 min.
Entonces, se anaden muy lentamente 0,2 g (1,12 mmol of N-
bromosuccinimida de tal manera que la temperatura no exceda
los 15 ‘Cpor 20 min. El progreso delareaccién se sigue por CCD
(tolueno-etilacetato, 2: 1). El exceso de N-bromosuccinimida se
elimina con la adicién de 1 mL de una disolucién de metabi-
sulfito de sodio al 20 %. La reaccién se vierte sobre 50 mL de
aguay hielo. El producto se filtra, se lava con agua y se seca. Fi-
nalmente, el 9,11B-epdxido se obtiene por reaccién con
una disolucién de carbonato de potasio en metanol, agua
agitando por 12 h a temperatura ambiente. Se puede
cambiar por el siguiente: El producto himedo obtenido
se trata con una disolucién de carbonato de potasio en
metanol al 5 %, con agitacién y a temperatura ambiente
por un tiempo de 12 h. Después, lareaccién se neutraliza con
unadisolucion al 50 % de acido acético en metanol. El producto
se filtra, se lava con agua hasta neutralidad y se filtra y se seca
para obtener 4 (70 %). t.f. 105-109 °C. RMN'H 400 MHz (CDCl,
ppm): 0,99 3H, s, CH,-18); 1,04 (3H, s, CH,-19); 1,18 (3H, s, CH,-
20); 3,4 (2H, s, OH-3,17); 3,49 (1H, s.a., H- 11) 3,53 (1H, m, H-3).
RMN*C(CDCL, ppm): C1781,3;C4 70,0; C966,9;C1161,2;C14
51,8; C13 43,5; C5 41,2; C4 37,7; C16 317,6; C10 37,1; C8 35,1; C2
32,8; C6 32,7; C2 32,8; C1 30,1; C7 26,6; C20 25,8; C18 16,4; C19

15,2. EM (m/z): 320 (M).
9a-cloro-3p3,115,17p-trihidroxi-17o0-metil-5a-
androstano (5)

Una mezcla de 3 [2 g (6,2 mmol)] y cloroformo (40
mL) se enfria a 10 °C y se anaden 48,4 mL [0,95 g (26
mmol)] de una disolucién de cloruro de hidrégeno (0,54
mol/L) en cloroformo (16 mL). La mezcla de reaccién
se agita por 30 min. y su progreso se sigue por CCD
(mezcla cloroformo-metanol (9,8 : 0,2)). Cuando la reac-
cién se completa, se ahaden 60 mL de agua y la mezcla
resultante se agita por 5 min. La capa organica se lava
con disolucién acuosa al 10 % de bicarbonato de sodio
y después con agua hasta neutralidad. Se seca sobre
sulfato de sodio anhidro y se concentra hasta sequedad.
El producto crudo se cristaliza de metanol para obtener
5 (85 %). t.188 - 189 'C. RMN 'H 400 MHz (CDCI, ppm):
1,08 3H, s, CH,-18); 1,23 (3H, s, CH,-20); 1,31 (3H, s, CH.-
19); 354(1H m H-3); 434(3H S, OHS 11,17); 438(1H
t H 11 3JHllecH12ec = 3JHllecHlZax 2 2) RMN 13C (CDC1
ppm): CQ 92,1; C17 81,5; C11 73,3; C3 69,7; C14 44,6; ClO
41,5;C13 44,1;C4 37,8; C537 4; C1636 ,9; 0836 ,3; C1235 ,8;
C230,6; C1 30,1; C6 27,2; C725,8; C20 25,5; C19 17,7; ClS
16,0. EM (m/z): 358 (M ™).

9a-flaor-3p,11B8,17B-trihidroxi-17a-metil-5a-
androstano (6)

Se anaden lentamente 5 g (15,6 mmol) de 3 disuelto
en 75 mL de cloroformo a 25 mL de una disolucién de
HF en piridina enfriada previamente a 0 °C. El progreso
de la reacciéon se sigue por CCD (cloroformo-metanol,
9,8 : 0,2). La mezcla de reaccién se vierte sobre una
disolucion de K,CO, 10 % (1500 mL), se extrae con cloro-
formo, se lava la capa orgénica con disolucién de acido
clorhidrico 6 mol/L. Después de eliminar el disolvente
por evaporacién a vacio, el producto crudo se cristaliza
de metanol para obtener 6 (80 %) t.f. 269 - 270 ‘'C.RMN'H
400 MHz (CDCl, ppm): 0,99 (3H, s, CH,-18); 1,07 (3H, s,
CH.-19);1,12 (3H s, CH, 20) 3 33(1H S, OH 17); 3,46 (1H,
m, H3) 356 (2H, s, OH 3,11), 4,09 (1H, ddd, H-113J, .
N 10 2 HZ JHllec-HlZec 3 8 HZ 3"]’1'111ec-H12ax 2 3 HZ) RMN
BC (CDCL,, ppm): C999,7; C17 81,7; C11 69,7; C3 70,1; C14
44.7; C13 44,2; C10,39.6; C4 38,2; C5 36,9; C12 36,9; C16
36,5; C834,9; ; C1 30,3; C2 29.7; C6 27,2; C7 25,9; C20 25,6;
C18 15,7, C19 15,2; EM (m/z): 340 (M™).

RESULTADOS Y DISCUSION

Teniendo en cuenta los resultados positivos obtenidos
por Alvarez y cols. en los estudios QSAR,!' se decidio
aplicar en este trabajo el modelo desarrollado por los
autores y realizar un cribado virtual con un grupo de
nuevos esteroides de la serie del androstano sintetizados
y evaluados farmacolégicamente por los autores,!"? con
el objetivo de comprobar cuan acertado era este modelo
y valorar su futura aplicacién en la prediccién de otros
nuevos (Tabla 1).

donde, P(A) es la probabilidad posterior con la cual el
compuesto es clasificado como un EAA con una relacién
A/A alta (A) y P (M-B) es la probabilidad posterior con
la cual el compuesto es clasificado como EAA con una
relaciéon A/A moderada-baja (M-B).

Los compuestos con una A/A = 2 fueron tomados
como EAA con una A/A alta (A) y A/A< 2 fueron consi-
derados como EAA con una A/A moderada - baja (M-B).
Si los compuestos tenian un % AP = 0, entonces, eran
EAA con una A/A = 2 (A). Si el compuesto presentaba
un % AP < 0, entonces, eran EAA con un A/A < 2 (M-B).

Los compuestos sintetizados y evaluados farma-
colégicamente con anterioridad "?¢ (n = 14) fueron
clasificados en el cribado virtual con una exactitud del
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Tabla 1. Resultados experimentales y calculados (segun ecuacién 2,5) de actividad anabdlica y/o androgénica de los

compuestos sintetizados.

Clasificacién
VS 1-1 AP

EAA MEA (%) P A/A Observada Predicha (%)
3p,11p-dihidroxi-9a 866 497 153 37 A M-B 849
-flaor-5a-androstan-17-ona
3p-acetoxi-9a-fltor -11B-hidroxi-5a 60,0 43.2 54.0 13 M-B M.B _918
-androstan-17-ona
f);—(fﬂ;or-l 1B-hidroxi-5a-androstan-3,17 62,5 95.2 60.2 18 M-B M-B 649
9a-fldor-5a-androstan -3,11,17-triona 119,8 95,7 198,4 0,9 M-B M-B -71,9
3B-acetoxi-9a-cloro -11B,17p-dihidroxi-5a 89.4 76,1 814 11 M-B A 94,2
-androstano
3 B-acetoxi-9a-flaor -11f,17p-dihidroxi-5a 175.,0 59.6 151,1 2.1 A A 30,7
-androstano
3B,17B-diacetoxi-9a. -cloro-11B-hidroxi-ba 73,5 92.2 314 2.8 A A 85.3
-androstano (13)
3B,17p-diacetoxi-9a. -flaor-11p-hidroxi-5a 115,1 113,1 121,7 0,98 M-B A 3,1
-androstano
3B-acetoxi-9a-cloro -1‘1[3-h1dr0>(1-5(x 72.2 95.6 20,9 3.1 A A 91,3
-androstan-17f -propionato
3B-acetoxi-9oa-flior -1}B-h1drox1 -ba 140,0 270.9 126,1 0.8 M-B A 6,7
-androstan -17f -propionato
3p-acetoxi -9a-cloro -11p-hidroxi -5a 97,7 93.6 924.9 4.0 A A 90,0
-androstan -17f enantato
3p-acetoxi -9a-fldor -11p-hidroxi -5a 111.9 58,5 24.9 3.2 A A 32.9
-androstan -17 -enantato
3p-acetoxi —9a—clqro —11[3—h1drox1 -5a 59.4 350.1 350.1 0.2 M-B A 05
-androstan -17 -isobutirico
3p-acetoxi -9a-flGor -11B-hidroxi -ba 84,7 408 55,7 18 M-B A 0,03

-androstan -17f -isobutirico

EAA Esteroides arabdlicos-androgénicos sintetizados. Valores experimentales de la dosis efectiva en la prueba del
musculo elevador del ano (MEA). Valores experimentales de la dosis efectiva en la prueba de vesicula seminal (VS).
Valores experimentales de la dosis efectiva en la prueba de préstata ventral (P). A/A relacion expresada por el pro-
medio de las relaciones: MEA %/ PV % y MEA %/ VS % experimental. Clasificacién observada segun la relacién A/A.

Clasificacion predictiva empleando la ecuacién desarrollada en el modelo. AP Probabilidad parcial %.

57 % (n = 8). No obstante, en un 29 % (n = 4) los valores
de la clasificacién parcial (% AP) se encontraron en un
intervalo entre 0 y 7, muy cercano al limite inferior de
clasificacién. El modelo predice mal solamente el 14 %
(n = 2), por lo que este resultado simulado para estos
compuestos puede ser aplicado en la identificacién de
nuevos compuestos lideres con mejor relacién anabolis-
mo-androgenismo.

Un interés del grupo de trabajo consistié en compro-
bar si realmente los derivados metilados en la posicién
17 eran activos tal y como ha sido reportado,?” con vistas
a la futura preparaciéon de compuestos que fuesen acti-
vos por via oral y con ese fin, fueron evaluados segun el
modelo de prediccién (Tabla 2).

2AP % = [P(+) - P(-)] x100

donde: P(+) probabilidad posterior con la cual el com-
puesto es predicho como un EAA de elevada actividad

(A) y P(-) probabilidad con la cual el compuesto es
predicho como un EAA de baja actividad (B).

El modelo aplicado en los esteroides metilados di-
senados presenta un alto valor predictivo, por lo que
se disefnné una ruta de sintesis con el fin de evaluarlos
farmacolégicamente en el futuro y corroborar los resul-
tados de la prediccion.

El intermedio clave — 3B-acetoxi-9(11)-5a-androsten-
17-ona (1) — se sintetiz6 a partir de hecogenina segun
un método descrito por Ruiz.28 El 3,17B-dihidroxi-17a-
metil-9(11)-5a-androsteno (2) se obtuvo por reaccién con

el reactivo de Grignard, cloruro de metilmagnesio en
disolucién (3 mol/L) en tetrahidrofurano a temperatura

ambiente. El 3p-acetoxi-17p-hidroxi-17a-metil-9(11)-
5a-androsteno (3) se preparoé a partir de 2 por acetilaciéon en
presencia de anhidrido acético en piridina como catalizador.
E198,11B-epoxi-3p,17p-dihidroxi-17a-metil-5a-androstano (4)
se obtuvo mediante la adicién de la N-bromosuccinimida y
posterior alcalinizacién del medio. El epéxido 4 fue abierto
paralaobtencién de 9a-cloro-33,11p,17p-trihidroxi-17a-metil-
5a-androstano (5) y 9o-flior-3,116,17p-trihidroxi-17a-metil-
5a-androstano (6). El primero, se obtuvo mediante la adicién
de &cido clorhidrico (0,54 mol/L) en cloroformo. El derivado
fluorado se obtuvo mediante la adicién de una disoluciéon
de HF en piridina al 65 % a 0 °C en cloroformo (Esquema 1).

La elucidacion estructural de los nuevos compuestos
obtenidos estuvo soportada por el anélisis espectroscopico
realizado por RMN 'H, *Cy espectrometria de masas. Debi-
do a que el &tomo de flGor (9a-F) tiene un niimero cuantico
de spin 1/2, las senales cercanas de los &tomos de carbono o,
B,y algunas senales y respecto a él aparecen como dobletes
en el espectro desacoplado de RMN 2C. Los datos de *J(13C,
19F) fue muy util para la asignaciéon del desplazamiento
quimico de los atomos cercanos al fltor. Los resultados
observados estuvieron de acuerdo con las constantes de
acoplamiento previamente reportadas para compuestos
similares. Otras senales fueron asignadas con el empleo de
los datos reportados con anterioridad.?-3!
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Tabla 2. Valoracién predictiva de acuerdo con el cribado virtual de los compuestos metilados.

Clasificacién
EAA!  Log P? EE? o AH® q,’ q,,’ q,’ q,’ q,.!’ q,,'! AP%* Predicha
1 3,16 -3768 090 -191 -0,14 -0,02 0,07 -0,11  -0,08 0,11 97,2 A
2 2,62 -3789 232 -226 -0,15 -0,04 0,06 -0,10 0,09 0,11 5,3 A
3 3,29 - 43,711 o077 -231 -0,14 -0,02 0,07 -0,11 0,08 0,11 93,6 A
4 2,75 -43,98 1,12 -2,67 -0,12 -0,04 0,06 -0,10 0,09 0,11 55,3 A
5 3,317 -36,90 078 -180 -0,16 -0,03 0,07 -0,11  -0,08 0,11 98,6 A
6 2,83 - 37,11 086 -2,15 -0,16 0,04 0,06 -0,10  -0,09 0,11 91,6 A

! Esteroides anabdlicos y androgénicos (EAA). 2 Coeficiente de particién octanol-agua. ® Energia electrénica.  Energia del orbital
molecular no ocupado (LUMO). ® Calor de formacion. %789.10.11 Carga atémica neta de los &tomos de carbono 4, 10, 11, 15y 17,

respectivamente en el esqueleto esteroidal.

mt?bo—- A0 Ao

3p-acetoxi-9(11) -5a-
androsten-3f-ol-ona (1)

HO

3B,11p,17B-trihidroxi-9o-halo-
17a-metil-50androstano (5 y 6)

Esquema 1. Ruta de sintesis de los compuestos metilados.

CONCLUSIONES

Se realizé un cribado virtual de nuevos esteroides
anabdlicos-androgénicos sintetizados y evaluados por
el grupo de trabajo de los autores y se demostré que el
modelo desarrollado puede ser aplicado en la identifica-
cién de nuevos compuestos lideres con mejor actividad
anabolica. A partir de estos resultados se disené una
secuencia apropiada de sintesis para obtener esteroides
17a-metilados, 1o que permitié obtener cinco nuevos
compuestos con potencial actividad anabdlica, que se
caracterizan correctamente por espectroscopia de RMN
1H y de 13C, asi como por espectrometria de masas, lo
que constituye una informacién novedosa para la comu-
nidad cientifica internacional.
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