.44 Facultad de Ciencias Quimicas A
*e”" Universidad de Concepcion &
Ty Yy

Dl
Ciencias Quimicas

Tesis Pregrado

Sintesis de derivados esteroidales con
implicancias en el receptor biologico TRPV-1

Jorge Romero Chéavez
Licenciatura en Quimica-Quimico



RESUMEN

La sintesis de compuestos esteroidales con impi@aen receptores TRPV-1 constituye |\

na

diana importante para el estudio de nuevos produetanacéuticos que inhiban el dolor agydo

y/o cronico y su inflamacion. Los modelos esterl@slmaturales estudiados hasta el momentqg
mostrado una gran potencialidad de inhibir la acidn de los receptores TRPV-1 por capsaic

han
na.

El propoésito de esta Tesis es la obtencidn sistéte derivados esteroidales y su estudio de su

efecto de modulacién con el receptor TRPV-1. Emde nicleos esteroidales estudiados

se

encuentran: estrona, deshidroisoandrosterona, stedooa, testosterona y los derivados de efptos,

en forma de chalconas, obtenidos por condensaoinas aldehidos vainillina, anisaldehido y
dimetilaminobenzaldehido.

De acuerdo con la evaluacion biologica de los dedg naturales y de los compueg
modificados sintéticamente, hechos en modelos ldéaséransfectadas HEK 293 de raton, p

p_

tos
ara

este receptor TRPV-1, estos compuestos mostrarorcaggaces de activar al receptor por

temperatura y capsaicina, y pueden ser potengitEiictos para usos farmacéuticos al act
este receptor.

ivar
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1.- INTRODUCCION

1.1.-El Receptor TRPV-1 como una diana para el tramiento del dolor

En las ultimas dos décadas pasadas, uno de lodegrgmoblemas en la salud de la
poblacion mundial fue el aumento en el consumorddyztos farmacéuticos para el
tratamiento del dolor cronico y de procesos anéimatorios y de aquellos productos
gue modifiquen las sensaciones de dolor, expresaddsstintos procesos como son el
de inflamacion y el dolor, como también en problenssociados a infeccidon

intrahospitalarias, traumatismo y cancer. Los estudholeculares realizados sobre los
procesos bioldgicos asociados con el dolor, havadle a identificar las bases

moleculares que implicarian la deteccion de edtisnnocivos (nociceptores) del tipo

de los receptores biolégicos involucrados, en @aer el conocimiento de la familia

de los receptores vainilloides TRPV. siendo eéptar TRPV-1 quien presentaria la
respuesta biolégica asociada a las sensacionedialet en la mayoria de las

implicaciones de los procesos fisiologicos relaadns con la deteccion de estos
estimulos dolorosos y de aquellos de generaciqmatesos de inflamacion.

El receptor biologico TRPV-1 [2], potencial transitorio vainilloide es un canal
catidnico proteico no especifico, que permite edopde cationes monovalentes o
divalentes y posee una estructura de proteinaatexci Este se encuentra
principalmente ubicado en el sistema nervioso @ecid, en las neuronas del ganglio
de la raiz dorsal, los ganglios trigeminales yxm@vagal, y en fibras sensoriales C y
Ad. El canal TRPV-1 también se encuentra en el sasteervioso central y en
multiples tejidos no neuronales. Se ha comprobage € receptor TRPV-1 es
activado por estimulos provenientes del ambierdel@rganismo mismo, tales como
diferencias de voltaje, cambios de temperaturaadtes, acidez extracelular (5%,3),
acidez intracelular alcalino (pk9) y por determinadas moléculas organicas eate |
cuales se encuentra capsaicina, resiniferatoxinéRR heshidroepiandrosterona [3].

1.2.-Agonismo y antagonismo en el receptor TRPV-1.

Las distintas moléculas que modulan con este recdj@nen efectos distintos de
activacion y actian como un agonista al activarlanbagonista al desactivarlo.
Algunas caracteristicas de estos compuestos son:

a) Agonistas del receptor TRPV-1 Estos actian activando el receptor y su
efecto primario es edumento de la concentracién de calcio intraceluldo
cual activa diversos mecanismos de desensibilimadel dolor produciendo
finalmente el efecto analgésico. Uno de los agasishturales mas conocidos
por su alto efecto activante es la capsaicinaprintipio pungente de los ajies,
gue ademas se une a otros receptores canabinosliesiales también estarian
implicados en la modulacién de sefales nocicepfisl5s, 16].



b) Antagonistas del receptor TRPV1: Estos se basan en la inactivacion del
receptor, actuando principalmente mediante un ngT@nN antagonista
competitivo y no competitivo. Estos compuestos att@a corto plazo y
producen un aumento de la temperatura corporaff917].

El primer ligando agonista natural de TRPV-1 enidentificado. Como fue
sefialado anteriormente fue la capsaicina [Figur,N& cual se caracterizo
estructuralmente y luego se realizaron estudioa parsintesis de analogos
estructurales que modifican la estructura y mejstenpropiedades analgésicas
[18-22]. Estos estudios, contribuyen en la iderdifion del modelo estructura-
receptor molecular que sirve para la sintesis d&vasl agonistas para este
receptor TRPV-1 [23-25].

Entre los compuestos quimicos mas comunes queanotistos receptores se
encuentran los sefialados a continuacion:

* Anélogos Vainilloides

» Analogos derivados de tiourea y urea.

» Derivados de N-arilcinamidas.

* Derivados de piridina.

» Derivados de piperazina carboxamidas.
» Derivados de piperazinil benzoimidazoles
» Derivados de piridinil naftiridinas

» Derivados de aminoquinazolinas

» Derivados de Isoquinolin ureas

» Derivados de indazol ureas

» Derivados de Tetrahidroquinazolinas.

» Derivados de oxazol , isoxazol y tiazol.



Figura N°1.- Ligandos agonistas de TRPV-1; junto da actividad bioldgica EGsg
obtenida mediante ensayos de captacién d&a’? en cultivos neuronales de DRG
o células HEK293, transfectadas con el receptor TRR1.
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Figura N°2.- Ligandos antagonistas de TRPV-1, jumt a la actividad biologica
determinada mediante EG obtenida a través de ensayos de captacién f€a*?
en cultivos neuronales de DRG o células HEK293, tnafectadas con el receptor

TRPV-1.
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1.3.- Estructura de los Compuestos Analogos de Casina

La accidon antagonista del dolor de Capsaicinacomponente de los frutos picantes
de los ajies como se ha sefialado anteriormentefFigi?3], se ha estudiado
considerando a la molécula en secciones de tresnesyimportantes, una region
aromatica (A), una regién polar de funcién amida YBuna regién hidrofébica o
lipofilica(C). Todos estos conceptos han sido osgmbsteriormente para la sintesis de
modelos estructurales. La regién A, esta consttydr el nucleo de 4-hidroxi-3-
metoxi vainillilo, la regién B correspondiente a agrupamiento de amida y/o de
derivados y una regién C, de baja polaridad, cpoediente a una cadena carbonada
lipofilica de 9 a 10 carbonos. Se reconoce derastip tres regiones importantes en
la estructura de Capsaicina que estarian influyesndda eficacia de los analogos
estructurales de esta molécula natural.

Figura N°3.- Regiones identificadas en la estructarde la Capsaicina.

CH;

\NHk/’\/\/Y k
HO Q/

o B c

Region A [Figura N°4 y NO°5]: Estd constituida por un anidmomatico fendlico,
reconociéndose la presencia del grupo 4-hidroxilo@ primordial para la interaccion
con el receptor TRPV-1 mediante el establecimieti¢o enlaces hidrogeno. Su
reemplazo por otros grupos aceptores de enlacesgkitb, causa pérdida en la
actividad del ligando, lo cual se asocia a unafdé reconocimiento sobre el receptor
TRPV-1 [20, 26]. La afinidad de esta union esté ntadl por el carbono 3 del anillo
aromético, mediante sustituciones en dicho carlmmmogrupos funcionales aceptores
de enlaces hidrégenos,[27, 28]. Las sustituciomesl €arbono 5 y 6 por halégenos,
revierte la actividad agonista de los ligandostagonista [26].

Figura N°4.- Actividad para amidas de 4-tert-butil bencilo, los cuales fueron
modificados en la region A del modelo de Capsaicinaque representan el efecto
de halégenos en la actividad del receptor TRPV-1 .
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Figura N°5.- Actividad agonista para derivados de ananamida, los cuales fueron
modificados en la regidbn A y representan los requemientos estructurales
minimos de actividad en receptores TRPV-1[20].
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Region B[Figuras N°6-N°8]Se ha reportado que esta regiomtribuye a aumentar la
potencia agonista y antagonista de los ligandosanexlel establecimiento de enlaces
hidrogeno a través de grupos funcionales altampeoltares, los cuales actian como
donantes y aceptores de enlaces hidrogeno [21nAsleel reemplazo isostérico por
heterociclicos en esta region permite control@gelametria 6ptima al sitio de union de
TRPV-1, lo cual influye en la actividad agonistaagtagonista, estableciendo un
rearreglo coplanar entre la region A y C para lifgenantagonistas y lineal para
compuestos agonistas de TRPV-1. La union al sistdéragerociclico de un
agrupamiento ciclico aromatico o alifatico, genaeaite de 6 miembros, permite el
acceso adicional hacia un area hidrofébica delptec TRPV-1. [29-42].

Figura N°6.- Actividad agonista para derivados de ananamida, los cuales fueron
modificados en la regiébn B y representan los requemientos estructurales
minimos de actividad en receptores TRPV-1 [21]
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Figura N°7.- Actividad antagonista para derivados @ tiourea, los cuales fueron
modificados en la region B y representan los requaemnientos estructurales
minimos de actividad en receptores TRPV-1 [29].
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Figura N°8.- Actividad para derivados antagonistasdel receptor TRPV-1 y
representan las diversas restricciones conformaciafes realizadas a nivel de la
region B para ligandos antagonistas de receptoresRPV-1.
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Region C[Figura N° 9]: Se caracteriza tanto por el establecimiento deaotéones
hidrofobicas a través de cadenas alquilicas oosndromaticos [19, 22] sustituidos
principalmente, en posiciopara en el anillo fendlico por halégenos o grupos
alquilicos como el grupo terc-butilo, los cualesnantan la potencia agonista y/o
antagonista, contribuyendo a la estabilizacioncdenplejo de unidon ligando-receptor
[9-11].

Espaciador: Regula la geometria de los ligandosvaria de acuerdo al motivo
funcional de la region B, por ejemplo, en analodesvados de tiourea[figura N°7 y
figura N°8] el requerimiento para ambos espacialdrey 2 es de 1-2 carbonos
metilénico, mientras que si la sustitucion es canhaterociclo como la naftiridina
[figura N°2] el espaciador cominmente esta formaolociclos de 6 miembros, sin
embargo también puede incluir anillos de 5 miemljfagura N° 9] como en ABT-
102 [18-45].
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Figura N°9.- Actividad para derivados antagonistasdel receptor TRPV-1 que
representan las diversas modificaciones estructuraé realizadas a nivel de la
region C para ligandos antagonistas de receptoresRPV-1.
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De esta manera las modificaciones sintéticas etz en las diversas familias de
compuestos analogos estructurales a capsaicinznaetumentando tanto el efecto
como agonistas y antagonistas del receptor TRRY-qule ha permitido la sintesis de
derivados antagonistas muy potentes, con activeddde ordemanomolar que han
sido posteriormente evaluados en varios ensayosadi humanos para su aprobacion
como farmacos para el tratamiento del dolor. Sitbaggo, aunque los antagonistas
sintetizados son variados y muestran tanto activideomo propiedades
farmacocinéticas mejoradas, estos exhiben un etstondario en ensayos clinicos
correspondientes aumento de la temperatura corporalque puede ir desde los 0,6
°C hasta 1,6 °C. Es asi como el desarrollo de sukgandos antagonistas, que no
presenten estos efectos colaterales al interactuaeste receptor TRPV-1, constituye
un area emergente en la busqueda de nuevos cdogp@esgagonistas lo cual esta
planteado como una necesidad en el disefio de nwewoguestos antagonistas con
modulacion especifica, asociado al hecho que leganistas obtenidos hasta ahora,
deben activar al receptor mediante los tres moéoactivacion de este receptor (pH,
capsaicina y calor) [46-48].

Aln cuando la capsaicina ha sido usada como ai@dgpara el dolor desde hace

mucho tiempo actualmente, debido a su efecto ntgtale la piel y de sus efectos
colaterales, su uso esté restringido, sin embagggigte el uso de este compuesto por
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su conocida accidon agonista del dolor. Los estudeogsuevos compuestos para estos
mismos fines han sido disefiados mediante la esteubase de Capsaicina y hasta el
momento se han sintetizado una serie de analogostesales a ella que conservan la
unidad de vainilllo en su estructura quimica, eisgvan al menos una similitud
estructural con la estructura molecular de Capsaien la parte A.Un ejemplo de
ellos es el compuesto NADA o N-araquidonil-dopanfiigura 1] que tiene accion
en los receptores TRPV-1. De este modo se ha bhustadner andlogos estructurales
de la capsaicina para uso como sustitutos de eiteo darmacos para el control del
dolor crénico, tal como el compuesto RTX [figuralBP, que es casi 20 veces mas
potente que la capsaicina (40 y 710nM) .

1.4.- Esteroles que activan el receptor TRPV-1

Los esteroides son compuestos naturales que asbbad el sistema nervioso central,
actuando como compuestos neuroactivos, ademassdéstiones conocidas para
ellos, como su accién hormonal. Existen muy pocstsidéos de esteroles para el
tratamiento del dolor cronico que estén basadaas eeceptor TRPV-1 y, en cambio,
muchos estudios relacionados con el receptor GA8%\ el cual mantiene una
importante funcién moduladora, que producen lostefesedativos y anestésicos.

En efecto, el colesterol [4], uno de los esteroides frecuentes de la naturaleza,
interactua con el receptor TRPV-1 de manera queceeth respuesta electrofisiologica
del canal, es decir, interactla con el receptdiotea que baja su respuesta eléctrica
frente al estimulo del dolor. El estradiol [6] 01813 -estradiol en cambio, reduce los

niveles de dolor como la cistitis intersticial &elide los ganglios de la espina dorsal.
Este tiene una rapida respuesta del receptor (ndenbsminutos) en donde aumenta la
concentracion de calcio intracelular, inhibiendordapuesta del dolor por parte del
receptor, su estructura molecular se muestra efiglaa N°10. Otro esteroide
importante es la deshidroepiandrosterona [3], uer@sle que se encuentra en la
sangre y cuya estructura se muestra en la figlwr&dte esteroide, al igual que -7
estradiol, participa en la inhibicion del receptdRPV-1. Al igual que la
deshidroepiandrosterona y la pregnenolona, tostos @steroides conservan el grupo
hidroxilo en la posicion B, sefialando la importancia de mantener esta furenoa

estructura del esterol. En mujeres, los sintoméslaer en los ciclos reproductivos
sugiere el papel de los receptores de estrogenmmdlilar la nocicepcion. Estudios
previos sugieren la interaccion de los receptoresestrogenos con receptores de
vainillina TRPV-1 de las neuronas de los gangliesadraiz dorsal (DRG) [55,56]

Resultados clinicos sugieren que muchos tipos ttredode la regién pelviana, tal

como la cistitis, estan influenciados por nivelesnionales y la modulacién de

estrogenos de los noniceptores de la region deizadel ganglio dorsal y éstos a su
vez, inhiben la activacién de la traduccion quittéranica de los receptores cationicos
TRPV-1[57, 58, 59, 60]
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Figura N°10.- Compuestos que modulan el ReceptoRPV-1
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1.5.-Hipotesis y objetivos

Los cambios estructurales de esteroles, ya sea mpodificacion de su
agrupamiento funcional o por incorporacion de nuguaidades activas, que sean
reconocidas por el receptor TRPV-1 y/o por cambsosformacionales de la
misma molécula, modificaran la respuesta del remepBajo este concepto las
modificaciones estructurales a compuestos estelesdque presentan actividad
frente a este receptor, podrian aumentar su efaéeral incorporar en ellos
unidades que son reconocidas por este receptorciates presentan enlaces de
hidrogenos importantes en su estructura molecudaa gnlazar con él.

Objetivo general

Modificar el anillo D de la deshidroisoandrostergnastrona, mediante reacciones de
condensaciéon de Claisen, generando un grupo degarsakstructurales a capsaicina
del tipo a, S -enonas. Los esteroides previamente identificadosastivos con este
receptor se modificaran con los aldehidos: vamdllbenzilada, anisaldehido y p-
dimetilaminobenzaldehido y luego se realizaranestisdios de activacion bioldgica.

Objetivos especificos

» Sintesis de 4-Benciloxi-3-metoxibenzaldehido

» Sintesis de 16-(4-benciloxi-3-metoxifenilmetilenjglroxiestran-1,3,5-trien-
17-ona

» Sintesis dd.6-(4-benciloxi-3-metoxifenilmetilen)&hidroxiandrost-5-en-17-
ona

» Sintesis de 16-(4-metoxifenilmetilen)- 3- hidrastian-1,3,5-trien-17-ona

» Sintesis de 16-(4-metoxifenilmetilenp-Bidroxiandrost-5-en- 17- ona

» Sintesis de 16-(4-dimetilaminofenilmetilen)- 3dtuxiestran-1,3,5,16-tetraen-
17-ona

» Sintesis de 16-(4-dimetilaminofenilmetiler}-&idroxiandrost-5-en- 17- ona

» Evaluacion biologica de su actividad en receptdfeBV-1
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2.- METODOLOGIA

2.1.- Procedimientos generales

Las reacciones de sintesis corresponden a reascim condensacion alddlica de
Claisen, con aldehidos arométicos que no presecddmonos alfa, por tanto no
enolizables en medio basico. El transcurso de edmaion fue evaluado mediante
cromatografia en capa fina en placas de silice668-Fs4 (0.063-0.2 mm), con
indicador de fluorescencia, utilizando como fasevimosolventes de diferentes
polaridad, desde 30% - 50% acetato etilo/hexana hpkacas fueron reveladas
mediante luz ultravioleta y solucion del 30% acgidfurico/etanol. Los productos
fueron purificados mediante cristalizacion o cravgeafia en columna y la
caracterizacion espectroscopica fue realizada eregpectrometro FT-IR Nicolet
Nexus; un espectrometro de resonancia magnétideanuBRUKER AVANCE-400
para los analisis de RMM y RMN-*C. La determinacién del punto de fusién se
realiz6 en un microscopio Olympus BX4don una camara RTV QIMAGING
MicroPublisher 3.3 incorporada. La temperatura lbgeosacion fue controlada en un
portaobjeto Linkam THMS600.

El método de sintesis de las estructuras antetasifae:

a) Proteccion de grupo hidroxilo de vainillina coniimgro de bencilo

b) Condensacion alddlica de vainillina y de sus dei@gacon los sustratos
esteroidales en medio basico, como se muestrgemfiN°11.

Figura N°11.- Ruta sintética para la condensacion a partir dentlis aldehidos y

los esteroides, estrona(A) y deshidroisoandrosté€B) y numeracion de su
cadena carbonada correspondiente.
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3.-PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1.-Sintesis de 4-benciloxy-3-metoxibenzaldehido
0 KyCO 0
e © "
e acetona, A& ” o]

En un matraz de fondo redondo de 250.0 mL se adgigyg (0.039 mol) de 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido, y 6.0 g (0.043 ma)adrbonato de potasio en 30.0
mL de acetona. La mezcla resultante se refluye hgjtacion vigorosa por 3
minutos y posteriormente se adiciona a la mezcleedecion 4.0 mL (0.034 mol)
de bromuro de bencilo y se deja a reflujo por #akoluego de las cuales se
concentra la solucion y el residuo es extraido dictorometano y lavado por 3
veces con una solucion acuosa de NaOH 30% vy fargknlavado con una
solucion de NaCl saturada. La fase organica extragdconcentrada y el residuo
sélido es cristalizado en metanol, obteniendo edpecto como cristales color
blanco.

Rendimiento: 96.31%.

Factor de Retencion (Rf) 0.6 (50% acetato de etilo/bencina)

Punto fusion 65.3° C

IR » cm™: st C=C aromatico 1461.39, 1502.83, 1587.57, D @675.61, st CSp

H 2953.82, 3016.44, st C-H aldehido 2755.66, 2883 8nexo, Espectro N° 2).
RMN H (CDCls) & ppm: 3.97 (s, 3H), 5.27 (s, 2H), 7.00- 7.47 (m, 8HBEO(s,
1H);(Anexo, Espectro N° 1)

3.2.-Sintesis de 16-(4-benciloxi-3-metoxifenilmegih)-3-hidroxiestran-1,3,5-
trien- 17-ona

KOH(s)
EtOH 0

JEE— .

Reflujo

En un matraz de fondo redondo de 25.0 mL se adgde®a (0,0011 mol) de
estrona, 0,3 g de vainillina bencilada (0,0013 m@[? g de hidroxido de potasio
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en 15.0 mL de etanol, la mezcla se lleva a reffppo 9 horas y el producto
formado, un solido de color amarillo, se filtra & ecristaliza en una mezcla de
etanol/agua 80/20.

Rendimiento: 40.3%

Factor de Retencion (Rf) 0.2 (30% acetato de etilo/hexano)

Punto fusion 262.5 °C

IR v cm’: st C=C aromatico, 1454.38, 1507.49, st C=C cagog 1609.56, st
C=0,1698.85, st C§fH, 2876.15, 2930.47, st O-H, 3368.45 ; (Anexo,desm N°
5).

RMN 'H (CDCl3) & ppm: 0.986 (s, 3H), 1,52-2.99 (m, 13H), 5,21(s, 2HB0?
7.45 (m, 12H);(Anexo, Espectro N° 3).

RMN *°C (CDCls) 6 ppm: 13.99, 21.61, 25.05, 26.04, 26.61, 29.53, 3138494,
38.38, 43.92, 47.80, 50.06, 113.30, 115.46, 1261%1.31, 137.56, 155.52 ;
(Anexo, Espectro N°4)

3.3- Sintesis de 16-(4-benciloxi-3-metoxifenilmétn)-33-hidroxi-androst-5-
en- 17-ona

o KOH(s)
EtOH
‘gﬁ. Reflujo
HO'

Hs

En un matraz de fondo redondo de 25.0 mL se agde®jay (0.0010 mol) de
deshidroisoandrosterona, 0.26 g de vainillina Badai (0,0012 mol), 0.2 g de
hidréxido de potasio disueltos en 15.0 mL de etdrmimezcla se somete a reflujo
por 9 horas y el producto formado, un sélido deorc@marillo, se filtra y se
recristaliza en una mezcla de etanol/agua 80/20.

Rendimiento: 49,3%.

Factor de Retencion (Rf) 0.3 (30% acetato de etilo/hexano)

Punto fusion 197.0 °C

IR v cm™ st C=C aromatico, 1455.27, 1513.71 C=C conjuga6a0.10 st
C=0,1710.34 st CS$H, 2848.25, 2930.87, O-H, 3408.86 : (Anexo, Egpebdt
8).

RMN 'H (CDCl,) & ppm: 0.99 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.36-2.47 (m, 18H953(s,
3H), 5,24 (s, 2H), 6.93-7.47(m, 9H) ;(Anexo, Espeti® 6).

RMN *3C (CDCI,) 6 ppm: 14.30, 19.36, 20.51, 29.36, 30.86, 31.29, 3136759,

37.01, 42.24, 47.22, 49.95, 50.35, 56.07, 70.8462/1113.48, 114.09, 120.78,
123.67, 127.03, 127.85, 128.66, 128.99, 132.96,9833136.68, 141.22,149.31;
(Anexo, Espectro N°7)
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3.4.- Sintesis de 16-(4-metoxifenilmetilen)- 3- hidxiestran-1,3,5-trien-17-ona

KOH(s)
HC 0’ EtOH
3
\O @ Reflu jo
HO

En un matraz de fondo redondo de 25.0 mL se agréghmy (0.0015 mol) de
estrona, 0.2 mL de p-metoxibenzaldehido (0,0018),no2 g de hidréxido de
potasio en 15.0 mL de etanol. La mezcla se sometdligo por 9 horas y el
producto solido obtenido, un sélido de color an@rie filtra y se recristaliza en
una mezcla de etanol/agua 80/20.

Rendimiento: 64,5%.

Factor de Retencion (Rf) 0.5 (30% acetato de etilo/hexano)

Punto fusion 273.2 °C

IR v cm®: st C=C aromatico, 1446.46, 1504.85, C=C conjug&866.24 st
C=0,1697.59 st CSgH, 2926.84, O-H, 3377.73 ; (Anexo, EspectroN°® 11).

RMN 'H (CDCls) & ppm: 0.99 (s, 3H), 1.42-2.99(m, 13H), 3.86 (s, 3H$067.54
(m, 8H) ;(Anexo, Espectro N° 9).

RMN *C (CDCls) 6 ppm: 14.65, 26.00, 26.81, 29.10, 29.48, 29.71, 3137096,
44.06, 47.77, 48.70, 55.38, 112.88, 114.22, 1151¥K.49, 128.32, 132.13,
132.16, 133.14, 133.58, 137.98, 153.58, 160.50exAnEspectro N°10)

3.5.-Sintesis de 16-(Metoxifenilmetilen)f@hidroxiandrost-5-en- 17- ona

o /O
o oSl
HyC ; EtOH ‘
© + HO @ " ; Ho

Reflujo 0—CH,

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se agr@gém (0.0014 mol) de
deshidroisoandrosterona, 0,2 mL de p-metoxibenh&lde(0.0017 mol), 0.2 g de
hidroxido de potasio en 15.0 mL de etanol. La nezad somete a reflujo por 9
horas y el producto formado, un sdlido de color rdfoase filtra y recristaliza en
una mezcla de etanol/agua 80/20.

Rendimiento: 65,3%.

Factor de Retencion (Rf) 0.4 (30% acetato de etilo/hexano)

Punto fusion 231.3 °C

IR v cm™ st C=C aromaético, 1442.63, 1509.37 C=C conjug&f67.27 st
C=0,1711.58 st CéH, 2931.94, 2851.27, O-H, 3455.28 ; (Anexo, Efpekl®
14).
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RMN H (CDCI,) & ppm: 0.97 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.14-2.44 (m, 18HR4Es,

3H), 6.93-7.51(m, 5H) ;(Anexo, Espectro N° 12).

RMN *3C (CDCl3): 14.31, 19.48, 20.44, 29.33, 30.95, 31.18, 3136073, 37.14,
42.23, 47.25, 49.98, 50.36, 55.37, 71.60, 114.20,8, 128.33, 132.09, 132.90,
133.57, 141.19, 160.46; (Anexo, Espectro N°13)

3.6.-Sintesis de 16-(4-dimetilaminofenilmetilen)-8lidroxiestran-1,3,5-trien-
17-ona

KOH(s)

(0] (o)
/
EtOH
w T« G o
',\l O@ Reflujo
HaC HO

En un matraz de fondo redondo de 25.0 mL se agrégag (0.00074 mol) de
estrona, 0.13 g de p-dimetilamino benzaldehid®0@ mol), 0.2 g de hidréxido
de potasio en 15.0 mL de etanol. La mezcla se someeflujo por 9 horas y el
producto formado, un solido de color amarillo, Beaf y se recristaliza en una
mezcla de etanol/agua 80/20.

Rendimiento: 53,3%.

Factor de Retencion (Rf) 0.3 (30% acetato de etilo/hexano)

Punto fusion 314.7 °C

IR v cm™: st C=C aromatico, 1443.29, 1522.70, 1507.49, €sGjugado, 1587.62
st C=0, 1691.11, st C5pl, 2927.64, O-H, 3343.15, ; (Anexo, Espectro NJ.1
RMN H (CDCl3) & ppm: 0.98 (s, 3H), 1.25-2.96 (m,13H), 3.03 (s, 6H$067.50
(m, 8H); (Anexo, Espectro N°15)

RMN *3C (CDCl3) & ppm : 14.77, 26.06, 26.83, 29.24, 29.52, 31.78, 3749814,
44.11, 47.65, 48.90, 111.83, 112.84, 115.29, 1231#6.50, 130.92, 132.26,
132.35, 134.13, 138.05, 150.94, 153.52; (AnexoeEsp N°16)

3.7.-Sintesis del compuestos 16-(4-Dimetilaminofémietilen)-3f-
Hidroxiandrost-5-en- 17-ona

o) /O
H KOH(s)
HiC_ y 0 EtOH
N + GO LI
/ HO

HaC Reflujo

En un matraz de fondo redondo de 25 mL se agr@d2gm (0.0007 mol) de
deshidroisoandrosterona, 0.10 g de p-dimetilamemzaldehido(0,0008 mol), 0.2
g de hidréxido de potasio en 15.0 mL de etanolmeacla se somete a reflujo por
9 horas y el producto formado, un solido de cotoaallo, se filtra y se recristaliza
en una mezcla de etanol/agua 80/20.
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Rendimiento: 60,5%.

Factor de Retencion (Rf) 0.4 (50% acetato de etilo/hexano)

Punto fusion 294,7 °C

IR v cmi*: st C=C aromatico, 1444.03, 1530.61, C=C conjugd860.91 st C=0,
1698.62 st CspH, 2854.16, 2929.65, O-H, 3516.73 ; (Anexo, EspeN° 20).
RMN 'H (CDCI,) 6 ppm: 0.96 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.22-2.43(m, 18HY06.
7.52(m, 5H) ;(Anexo, Espectro N° 18).

RMN *3C (CDCI,) 6 ppm: 14.43, 19.48, 20.48, 30.98, 31.18, 31.63, 3136775,

37.16, 40.14, 42.25, 50.17, 40.42, 71.65, 11.8D,9% 123.43, 130.95, 132.22,
133.90, 141.19, 150.90; (Anexo, Espectro N°19)

3.8.- Soluciones stock de los compuestos ensayaslse el receptor TRPV-1

Los compuestos destinados para los ensayos densiyembre receptores TRPV-
1 fueron preparados en una solucién stock de QB.0énh DMSO, etanol o
isopropanol y posteriormente para el ensayo fudiluidos a una concentracion
de 1uM en 99.9 % de buffer Ringer (140mM Na&hM KCI, 2mM CaCj,
1mM MgCl,, 10mM Glucosa, 15mM de HEPES 7.35 pH, 292 mOsnas L
soluciones de capsaicina, BCTC, Lantano, Rojo déerRm se prepararon a
concentraciones finales de 0,31 uM, 1 pM, 100 pN¥O yM, respectivamente.

3.9.- Ensayo de activacion del receptor TRPV-1 pdemperatura

Células HEK 293 transfectadas con el receptor TRRM rata fueron cargadas
con Fluo- 4AM a una concentracion de 1uM/100uLr @ minutos a 37.0°C,
luego estas fueron lavadas con buffer Ringer parever el exceso de Fluo-4AM
Posteriormente en placas de 48 pocillos, fuerogugladas 18 pL de células a una
densidad celular de 50,000 células por pocillo, eorporcentaje de transfeccion
40-50%. Seguido de la adicion de 2 pL/pocillo ddgaceompuesto a ensayar y por
un periodo de 5-10 minutos a temperatura ambientiegron incubar las células
antes de la realizacion del experimento por tentpexa Posteriormente se
procedio a hacer lectura de las medidas de flueresz en un equipo de real time
PCR, StepOne Plus APPIELD BIOSYSTEM, que se progran modo melting
curve para llevar a cabo una rampa de temperatgZansistio en un incremento
de 1.0°C cada 35 segundo desde 36.0°C hasta 558%@mpa de temperatura se
inicio con una incubacion de 35 segundos a 36.0t&2rgino con una incubacion a
55.0°C por 35 segundos. La lectura de las medidaBudrescencia se realizo,
utilizando el filtro FAM (483-533nM), el cual inche el rango de excitacion y
emision del indicador fluorescente Fluo-4AM (4565B61). Una vez obtenidos los
datos de fluorescencia para cada temperatura y cochigpuesto, estos fueron
procesados en Excel y los valores fueron corregidestando el background
celular y la linea base correspondiente a la fkmmecia al inicio de la rampa
(36.0°C) para cada muestra. Posteriormente losesbte fluorescencia corregidos
se normalizaron expresando los datos como fluonegsceaelativa, utilizando la
formula que se muestra en la ecuacion 1 y que sgmrele a la razon entre el
cambio de fluorescencia y la linea base. Los r@ado#t se graficaron como el
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promedio + desviacion estandar de los cambios wadkcencia relativa con el
aumento de temperatura y que se obtuvieron enxg@simentos independientes.
3.10.- Ensayo de activacion del receptor TRPV-1 parapsaicina.

Células HEK 293 transfectadas con el receptor TRRM rata fueron cargadas
con Fluo- 4AM a una concentracion de 1uM/100ulr @ minutos a 37.0°C,
luego estas fueron lavadas con buffer Ringer parever el exceso de Fluo-4AM
Posteriormente en placas de 48 pocillos, fuerogugladas 16 pL de células a una
densidad celular de 50,000 células por pocillo, eorporcentaje de transfeccion
40-50%. Seguido de la adicion de 2 plL/pocillo ddacaompuesto a ensayar y
2uL/pocillo de una solucién de capsaicina 0.31uMO€et?6 de etanol. Por un
periodo de 2-5 minutos a temperatura ambiente jseatkeincubar las células para
posteriormente hacer las mediciones de fluoresagmas cuales se efectuaron
antes de la adicion de capsaicina y después dmmaicapsaicina. Las medidas
de fluorescencia se llevaron a cabo en un equipoea time PCR, StepOne Plus
APPIELD BIOSYSTEM, que se programo en modo curveargr relativa-
cuantificacién para llevar a cabo las medicionedlularescencia a 25.0°C en 13
ciclos, el cual se inicia con una incubacion a Z5.(por 2 segundos y
posteriormente cada 10 segundos se realizan medidasos cambios de
fluorescencia a 25.0°C. Los datos de fluoreseeragistrados en el periodo de
122 segundos, luego son exportados a excel y @dosgpara su analisis. A cada
medida se le restd el background celular y la libase correspondiente a las
células HEK293 transfectadas no expuestas a capsgiara cada muestra y los
datos fueron expresados como cambios de fluoreiscamtes y después de la
adicion de capsaicina dividido por la fluorescenoésal [ecuacion N° 1]. Los
datos finalmente fueron graficados como la respugstpsaicina en el tiempo y la
respuesta a capsaicina se expreso como el valoregio + desviacion estandar,
gue resultaron de la realizacion de dos experinsanttependientes.

Ecuacion N°1: Formula aplicada para la normalizacié@ de los datos de
fluorescencia obtenidos.

F-Fg
0

Fluorescencia relativa :

F: Fluorescencia de la muestra sin background celular.

Fo: Fluorescencia linea base sin background celular.
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3.11.- Evaluacion bioldgica de la actividad en rep&ores TRPV-1

Los esteroides y los respectivos esteroides madifis a chalconas, fueron
utilizados para su posterior evaluacion biolégicareceptores TRPV-1 de rata.
Esta parte experimental fue realizada en el Labooatlel Dr. Sebastian Brauchi,
docente de la Universidad Austral de Valdivia.

Como se mencion6 los receptores TRPV-1 tras swaathn con ligandos
exdgenos o enddgenos, aumentan los niveles de aatiGcelular de las células y
se midieron los niveles de calcio intracelularizdihdo indicadores fluorescentes
sensibles a calcio. En este caso fue utilizado-BWM, el cual tras ser cargado
en las células en estudio permite monitorear losbéas en el calcio intracelular
de modo cualitativo, de este modo la fluoresceeridida por Fluo-4AM luego de
unirse al calcio intracelular es detectada a angitud de onda especifica 516nm
y la intensidad de fluorescencia emitida se cocietea de manera proporcional
con los flujos de calcio intracelular. De este maao presencia de ligandos
agonistas la intensidad de fluorescencia es magpercto a ligandos antagonistas,
los cuales disminuiran la fluorescencia cuandeetptor TRPV-1 es activado con
agonistas.

Asi, la actividad de los compuestos sintetizadosregeptores TRPV-1 fue
evaluada a través de mediciones de calcio intrereén células HEK293 que
expresan el receptor TRPV1 de rata, las medicialedluorescencia fueron
realizadas en un termociclador de real time PCRual fue ensayado y validado
por Derek S. Reubish et al. [49] con propoésitossdesening y estudio de la
respuesta de canales iGnicos activados por tenoparaspecificamente en canales
TRPM-8 y TRPV-1 para los cuales fue validado ebgns También es importante
destacar que permite estudiar los mecanismos de@on por temperatura del
receptor TRPV-1 manteniendo temperaturas contrsjaalsi se midio las sefiales
de fluorescencia cuando el receptor TRPV-1 es abbivpor temperatura,
capsaicina y en presencia de las chalconas geudes.

La evaluacion de la actividad en receptores TRR+sistio en un screening con
el objetivo de identificar los compuestos actiypasa el receptor TRPV-1, para
esto las células HEK 293 que expresan el receRBVF1 de rata son plaqueadas
en placas de 48 pocillos; en cada pocillo se pagquel8uL de células HEK 293 r
TRPV-1 (50,000 células por pocillo) y 2uL de cadampuesto a una
concentracion de 1uM, esto para el experimentcctieagion del receptor TRPV-
1 por temperatura. En el caso del screening rellizaediante activacion del
receptor TRPV-1 con capsaicina en cada pocillolagugaron 16 puL de células
HEK 293 rTRPV-1, 2uL de compuesto (1pM) y 2uL depszacina a una
concentracion de 0,31 pM.
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4.- RESULTADO Y DISCUSION

4.1.- Mecanismo de reaccion

Las condensaciones alddlicas ensayadas para fatmbronas, derivadas de los
esteroides sintetizados, tienen un mecanismo decit® como el mostrado en la
figura N°12. La condensacion de Claisen-Smith comdecon una reaccion acido-
base con la sustraccion del protén acido alfa, estwluce a la formacion del
enolato, que reacciona como nucledfilo adicionaaldoarbonilo electrofilico de
vainillina, luego de una serie de pasos en dond&ipa el agua como donador y
aceptor de protones finalmente la estructura seidi@sa, formando la chalcona al
liberar la molécula de agua.

Figura N°12.- Mecanismo de reaccion de condensaciode Claisen-Smith,
utilizando como ejemplo al esteroide estrona.
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4.2.- Actividad sobre receptores TRPV-1 de esteroéd.

Los resultados de actividad obtenidos tras la acibn del receptor mediante
temperatura para las muestras controles, que pomdsn a compuestos con
actividad antagonistas y agonista conocidas pareceptor TRPV-1, se muestran
en los graficos N°1 a N°3. Estos graficos corredpara la fluorescencia relativa
en funcion de la temperatura desde 36.0 °C hasta 85 con incrementos de 1.0
°C efectuados cada 35 segundos y que fue medidacpéivos de células HEK

293 transfectadas con el receptor TRPV-1 de rateybadas en presencia o
ausencia de antagonistas y agonistas del rece®®VAL. Los cambios de
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fluorescencia en funcion de la temperatura reptasela respuesta del receptor
TRPV-1 cuando este es activado por temperaturaomesya la temperatura
corporal.

En el grafico N° 1 se puede observar que las lgiee expresan el receptor
TRPV-1 de rata muestran un rapido aumento de iades de calcio intracelular al

aumentar la temperatura, presentando su maximbaniee 54.0°C, estos cambios
de calcio intracelular pueden asociarse con laaatin del receptor TRPV-1 por

temperatura debido a que cuando las células HEKraf@sfectadas con el receptor
TRPV-1 son incubadas en presencia de antagonigasedeptor, tales como

BCTC, Lantano y Rojo de Rutenio (grafico N° 2)adeserva una disminucion de
los niveles de calcio intracelular y un aument@ste cuando las células HEK 293
transfectadas son incubadas en presencia de dapsain agonista del receptor
TRPV-1 [grafico N° 3].

Gréfico N° 1: Respuesta de células HEK 293 transfearlas con el receptor
TRPV-1 de rata a la temperatura. La respuesta es exesada como
fluorescencia relativa promedio + desviacion est@ar en funcion de la
temperatura realizada para dos experimentos indepefientes.
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Grafico N°2: Respuesta inducida por temperatura decélulas HEK 293

transfectadas con el receptor TRPV-1 de rata en psencia de antagonistas del
receptor a concentraciones de 1uM (BCTC), 100 uM @ntano) y 100 uM (Rojo

de Rutenio). La respuesta es expresada como fluocesicia relativa promedio *

desviacion estandar en funcibn de la temperatura, btenida para dos

experimentos independientes.
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Grafico N°3: Respuesta inducida por temperatura decélulas HEK 293

transfectadas con el receptor TRPV-1 de rata inculiias en presencia de
capsaicina a 3.1 pM. La respuesta es expresada coifiworescencia relativa

promedio + desviacion estandar en funcion de lateperatura, obtenida para

dos experimentos independientes.
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Grafico N°4: Respuesta de células HEK 293 transfemtlas con el receptor
TRPV-1 de rata a temperatura 54.0°C en presencia dantagonistas y
capsaicina. La respuesta es expresada como fluorescia relativa promedio +
desviacion estandar en funcion de la temperatura etizada para dos
experimentos independientes.
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Asi, considerando que la maxima activacion delpeeeTRPV-1 de rata para las
condiciones experimentales realizadas es alcanaad4.0°C, se tomaron las
muestras controles a la misma temperatura [grafitel], la cual representa la
maxima activacion del receptor TRPV-1 y el efemjonista o antagonista de los
controles sobre esta respuesta. La maxima respielstaceptor es obtenida como
la méxima fluorescencia y que corresponde al maxammento de calcio
intracelular, generado por la maxima activacionrdekptor TRPV-1 alcanzada a
los 54.0° C. Asi en el grafico N° 4 se observafette antagonista de BCTC,
Lantano y Rojo de Rutenio sobre la maxima activadé receptores TRPV-1 y el
efecto agonista de capsaicina, el cual comparadolacoespuesta de las células
HEK 293 que expresan el receptor (HEK TRPV-1) eseadia de capsaicina, se
observa un aumento significativo de fluorescen@add la temperatura inicial
(grafico N° 3), lo cual es coincidente con el efeagonista y de potenciacion de
capsaicina para la respuestas inducidas por calaedeptor TRPV-1 [8, 50]. De
este modo los resultados de actividad agonistaaganistas para los compuestos
controles utilizados para este experimento sonlaies a los reportados mediante
otras metodologias para el efecto del aumentordperatura sobre la activacion
del receptor TRPV-1 en presencia y ausencia dedogpuestos probados [21-54].
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Los resultados obtenidos en el screening mediatiteaaion del receptor TRPV-1
por temperatura y capsaicina para los esteroidgs@f N°13] se presentan en los
gréficos 5-8. Los graficos N° 5 y N°6(ampliaciéel drafico N°5) muestra la
fluorescencia relativa maxima obtenida para laglaglHEK 293 transfectadas con
el receptor TRPV-1 cuando es activado a 54.0°C mocdue mencionado
anteriormente corresponde a la temperatura dondiessgva la maxima activacion
del receptor TRPV-1. Los resultados obtenidos nnaestl efecto inhibidor de los
esteroles sobre la maxima repuesta del receptovTR&lcanzada a los 54.0°C y
gue es observada como una disminucion de la floeresa relativa
correspondiente a una disminucion en la concedtmage calcio intracelular. De
esta manera los esteroides tienen capacidad phiairima activaciéon de los
receptores TRPV-1 por temperatura y capsaicina. géneral los esteroles
presentan una actividad antagonica, que es melopolservada para BCTC, un
potente antagonista del receptor TRPV-1, en el adsola activacion por
temperatura, en la activacion por capsaicina lter@sges en general, exceptuando
a la estrona, presentan un mayor efecto antagguiedCTC. El compuesto que
presenta la menor actividad sobre el receptor duestrona y la que presenta la
mayor actividad antagonica en el caso de la astimgoor temperatura es ¢ -

sitosterol [grafico 6] y en el caso de la activaciéon capsaicina es la
deshidroisoandrosterona [grafico 8].

En el caso de la activacion por temperatura todssekteroides presentan un
menor efecto antagonico comparativamente con BOBf§g 6] a diferencia de

la activacion del receptor con capsaicinal[grafido éh donde los esteroides
presentan en general un mayor efecto antagoniceptxando la estrona.

Figura N°13.- Estructura de los esteroides evaluadcen células HEK 293 rTRPV-
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Grafico N°5: Respuesta de células HEK 293 transfealas con el receptor
TRPV-1 de rata, activados por temperatura a 54.0°Cen presencia de
antagonistas de capsaicina y capsaicina. La respt@ses expresada como
fluorescencia relativa promedio =+ desviacion est@lar en funcién de la
temperatura realizada para dos experimentos indepefientes.
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Grafico N° 6: Ampliaciéon del grafico anterior de respuesta de células HEK
293 transfectadas con el receptor TRPV-1 de rata
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Grafico N°7: Respuesta de células HEK 293 transfealas con el receptor
TRPV-1 de rata activados por capsaicina en preseride antagonistas y
capsaicina. La respuesta es expresada como fluorescia relativa promedio +
desviacion estandar en funcién de la temperatura edizada para dos
experimentos independientes.
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Grafico N° 8: Respuesta de células HEK 293 transfelas con el receptor
TRPV-1 de rata activados con capsaicina en preseacide antagonistas y
capsaicina. La respuesta es expresada como fluorescia relativa promedio *
desviacion estandar en funcién de la temperatura edizada para dos
experimentos independientes.
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4.3.-Actividad biolégica en receptores TRPV-1 de dwados esferoidales tipo
chalconas

Se realiz6 en tanto la evaluacion bioldgica ereegptor TRPV-1 de la misma forma
gue se realizo para los distintos esteroles, @ptec fue activado por capsaicina en

presencia de antagonistas como el RR( rojo deia)teBCTC, lantano y los esteroles
sintetizados [figura 14]

Figura N°14.- Estructura de los compuestos esterates sintetizados tipo
chalconas evaluados en células HEK rTRPV-1
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Grafico N°9: Respuesta de células HEK 293 transfealas con el receptor
TRPV-1 de rata activados con capsaicina en preseacide antagonistas y
capsaicina. La respuesta es expresada como fluorescia relativa promedio +
desviacion estandar en funcién de la temperatura edizada para dos
experimentos independientes.
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Grafico N°10: Respuesta de células HEK 293 transfeclas con el receptor
TRPV-1 de rata activados con capsaicina en preseacide antagonistas y
capsaicina. La respuesta es expresada como fluorescia relativa promedio *
desviacion estandar en funcién de la temperatura etizada para dos
experimentos independientes.
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Los resultados obtenidos en los graficos N° 9 910N muestran la actividad de
células HEK 293 que expresan el receptor TRPV-1rada y son incubadas en
presencia de los correspondientes controles y odssersintetizados. Puede ser
observado que la fluorescencia relativa de laslagltiEK 293 que expresan el
receptor TRPV-1 y no son incubadas en presencendgonistas como Lantano, Rojo
de Rutenio y BCTC es mayor comparada con las &lglee son incubadas en
presencia de los antagonistas utilizados como @estrlo cual indica una relacion
entre la activacion del receptor TRPV-1 por tempesay los cambios de calcio
intracelular. De este modo las células HEK 293 exjgesan el receptor TRPV-1 de
rata y son incubados en presencia de los estesiigstizados muestran una
disminucion en los niveles de calcio intracelulamparado con las células HEK 293
gue expresan el receptor y no son incubadas earmiasde estos compuestos, lo cual
permite establecer que los esteroides modificagoern la capacidad de inhibir las
respuestas activadas por capsaicina de recept&B¥-I. En general los esteroides
modificados presentan una mejor actividad inhitadgue BCTC, exceptuando el DA
[grafico N°10]. De los compuestos con mayor acédidie inhibicién se encuentra el
EV y EDM, aunque son comparativamente equivaleatesestrona (E) sin modificar,
gue presentan un menor efecto antagonico. En denedas los esteroides
modificados presentan un menor efecto antagonia lgs esteroides de partida,
ademas los compuestos sintetizados con estronaéSgrgan una mayor actividad
antagonica que los sintetizados con deshidroisoatetona(D). La unidad polar
adicionada a los esteroides, ya sea el motivo ll@de bencilado (EV y DV) o los
sustituidos en la posicion 4 del anillo aromaticar grupo metoxi(EA y DA) y
dimetilamino(EDM y DDM) y el doble enlace conjugadaracteristico en todos, no
favoreceria la interaccion con el receptor y potdase muestra un aumento en la
fluorescencia relativa, lo que se relaciona direetate con el aumento del calcio
intracelular.
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5.-CONCLUSIONES

* La sintesis de chalconas se realiza de forma aetiisfa, con rendimientos
entre el 40-60% pese a los impedimentos estrletunaherentes del esteroide
y de la baja acidez de los hidrégenos alfa de uboo#o estéricamente
impedido.

* Los esteroides sin modificar presentan una activigdlaportante, para ser
considerados como antagonistas del receptor TRA¥-&yal es mayor que
BCTC un potente antagonista del receptor

» Los compuestos de sintesis que tienen mayor aativaditagonista son los que
fueron acoplados con vainillina bencilada, sieraedtrona la mas alta.

» El receptor TRPV-1 es un receptor termosensible es estimulado a altas
temperaturas nocivas y el cual presenta una eleaetdadad en presencia de
capsaicina

 Las modificaciones sintéticas en los esteroideshidessoandrosterona y
estrona no producen una potenciacion en la actlvigiatagonista de los
esteroides sin modificar
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7.- ANEXO: DATOS DE ESPECTROSCOPIA
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Espectro 2.- IR correspondiente a 4-benciloxi-3-mekibenzaldehido

DIURWSUR | %

[£:3:354
LE'8¥8
_LL'v69
. 6BFLEL
oZ'Lig
-, DE'6SE
25'816
89586
~9L'820L
LEBZLL
g POZL
_ZV'6BEL
s SEVFLTL B 101
£EZ051
- L5'2851
L9'6L01
_LE'EEL
SO'ZL6L
T
@]
_99'66.Z
_08'tEss
3 —0 O|/
Z8'€562
. PE'OL0E \ /
o @ ] - o Q ] ] T o [=] o o - o~ o @ F) = o~
e o & & a & @ @ @ L @& o~ ~ - ~ ~ U] @ © »

1000

3000

{em-1)

Espectro 3.- RMN'H correspondiente 16-(4-benciloxi-3-metoxifeniimeken)-3-
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Espectro 4.-°C correspondiente a 16-(4-benciloxi-3-metoxifenilmgen)-3-

hidroxiestran-1,3,5-trien-17-ona
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Espectro 6.- RMN'H correspondiente a 16-(4-benciloxi-3-metoxifenilntéen)-3p-

hidroxiandrost-5-en-17-ona
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Espectro 8.- IR correspondiente a 16-(4-benciloxi-Bietoxifenilmetilen)-33-

hidroxiandrost-5-en-17-ona
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RMN 'H correspondiente a 16-(4-metoxifenilmetilen)- 3-

hidroxiestran-1,3,5-trien-17-ona
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Espectro 10.- RMN *C correspondiente a 16-(4-metoxifenilmetilen)- 3-
hidroxiestran-1,3,5-trien-17-ona
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Espectro 12.- RMN 'H correspondiente a 16-(4-metoxifenilmetilen)8-

hidroxiandrost-5-en- 17- ona
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Espectro 14.- IR correspondiente a 16-(4-metoxifeimetilen)-3p-hidroxiandrost-

5-en- 17- ona
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Espectro 15.- RMN 'H correspondiente 16-(4-dimetilaminofenilmetilen)- 3-

hidroxiestran-1,3,5-trien-17-ona
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Espectro 16.- RMN *C correspondiente 16-(4-dimetilaminofenilmetilen)-3-
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Espectro 18.- RMN'H correspondiente a 16-(4-dimetilaminofenilmetilen)3p-
hidroxiandrost-5-en- 17- ona
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Espectro 19.- RMN *C correspondiente a 16-(4-dimetilaminofenilmetilen)3p-
hidroxiandrost-5-en- 17- ona
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Espectro 20.-
hidroxiandrost-5-en- 17- ona
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