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. RESUMEN

Los antagomstas androgénicos ofrecen un tratamiento til para un gran
niomero de enferrnedades reguladas por los andrégenos tales como:
cancer de la préstata hirsutismo, acné, seborrea, alopecia androgénica e
hiperplasia. p'ostatlca benigna. La aplicacién terapéutica mas importante
de los anhandrbgenos se encuentra en el tratamiento del cdncer de la
préstata y eq la hiperplasia prostatica benigna,. que constituyen los
principales problemas de salud en el varén de edad avanzada.

.Aunque la curugia representa actualmente el tratamiento mas aceptado
para el céncer de prostata ( 400 000 prostectomias ejecutadas cada afio
en los Estados Unidos), hay otras modalidades disponibles para el
tratamiento de esta enfermedad, como puede ser la inhibicion de la
conversion de testosterona (1) a dihidrotestosterona (2) mediante el
empleo de mh:bldores de la enzima Sa-reductasa.

Se ha observado que cuando la testosterona se reduce a su metabolito
mas activo la dlhldrotestosterona en presencia de a enzima 5a-reductasa
y NADPH (esquema 3, pagina 17) este metabolito esta asociado a los
desordenes patolégucos mencionados. Algunos investigadores sostienen
que el sitio l6gico de intervencion terapéutica debe ser en este paso.
Tomando en cuenta esta hipbtesis y considerando que por lo menos 50%
de los hombres mayores de 60 afios de edad padecen de estas
enfermedades, en este trabajo se describe la sintesis de “6-bromo-16-

beta-metil- 17-alfa-prop|omlox|-4 6-pregnadien-3,20-diona” (3)
que constituye un nuevo compuesto con posible actividad antiandrogénica,
evaluado como un inhibidor de la enzima Sa-reductasa.

La actividad in wtm de este compuesto se determind usando la enzima Sa-
reductasa de préstata preincubada con NADPH de ratas Wistar como
fuente de tejido|ventral prostatico. La actividad inhibitoria del compuesto
obtenido resulto'20% mayor que la de los farmacos comerciales acetato de
ciproterona (4) y,proscar (5).



. ABSTRACT

The anbandmgens are compounds which could be used in the treatrient of
androgen rnedsated diseases such as: prostate cancer, hirsutism, acne,
seborrhea, androgemc alopecia and benign prostatic hyperplasia. The
main theraoeu‘uc value of the antiandrogens is found in the treatment of
prostate cancer and benign prostatic hyperplasia which is a major problem
in the aging male.

Although surgery is presently the most used treatment for prostate cancer
(400 000 prostectomles are performed each year in the USA), there are
several other modalities available for the treatment of this disease such as:
inhibition of the conversion of testosterone (1) to dihydrotestosterone (2) by
the enzyme Sa-reductase.

It has been observed that when testosterone is reduced to its
pharmacolog:cally more active metabolite the dnhydrotestosterone in the
presence of NADPH (scheme 3, page 17), this compound is responsible for
the above ment:oned diseases. Many researchers think that the inhibition
of dlhydrotestosterone formation is probably the most suitable therapy for
the treatment and prevention of prostate cancer and bemgn prostatic
hyperplasia. |On the basis of this hypothesis, in this work is described the
synthesis of | 6-bromo-16p-methyl-17a-propyloyloxy-4,6-pregnadiene-3,20-
dione (3), a new inhibitor of the enzyme Sa-reductase.

The in vitro actlwty of this compound was assayed using Sa-reductase from
wistar rats pre:ncubated whit NADPH. It was determined that the activity of
this compound was about 20 % higher than that of the controls,
cyproterone acetate (4) and proscar (5).

fi




Anal.
Ab. rel.
AcOEt
ATFA/
BOMT,
BPH
CCF
CDCly
CUIg
CH(OCH,),
CH,MgCI
CHCI,
&

d

dd
DHT
DMF
DMSO
DPA
EM
EMIE

g
h

H,SO,
HCI |
HEF(FSH)
HL
HLG

HLHL(LHRH)

Hz
IR
J
KBr
KCI

Anhidrido TnFluoroacétlco s

6a-bromo-17]3-h:droxt-1 7a—met1l-4-oxa-5a—androstan-3-ona

Hiperplasia Prostética’ Bemgna 3
Cromatografia en .Capa Fina '+
Cioroformo Deuterado. f_‘ 4 :;’lf 33
catalizador Yoduro de’ Cobre 1
Ortoformiato de metalo‘«.‘\r-"x?\ ik
Cloruro de Metil Magnesno ;
Cloroformo . i
Desplazamiento qulmuco s
Sefial doble en RMN'H . .50 o
Sefial doble de dobles. en RMN H
Sa-DandroTestosterona :
DiMetilFormamida .. - - ’_. R .‘

Dimetil Sulféxido ' " 3, ke

Acetato de 16-Deh|dropregnanoiona
Espectroscopia de Masas.’- AT

Espectroseopla de Masas por Impacto Electronico
gramos .U on TS e

horas . ‘;1.‘ 'f 5 .'z‘}"; ‘f.'_. L 11"

Acido Sulfirico .\ & ’v 3

Acido clorhidrico ¢ «i:d ¥

Hormona Foliculo Estlmulante

Hormona Luteinizante '

Hormona Liberadora de Ias Gonadotropmas
Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante
Hertz

InfraRojo

Constante de Acoplamiento

Bromuro de Potasio

Cloruro de potasio

i



; 4\\1‘:&“3\ ;’:';::‘ ,‘:.
- Bromuro de Ltho-« «w ﬁ‘ RN
-Sefial multiple €n RMN,__ H‘f*“*
“lon molecular:' X ;,;;'

- Acido mtaclorop’er’benzoico

-Masa molecular. i

Carbonato de Liho '

...... }}.}.‘ff AP '
Longitud de ‘onda de maxima absorcaén

Banda de Medlana intensidad en IR

n‘

\r 2

W el
.'._,‘1 3,:

México," X
:mhgramos e’

mililitros " - - :-u0
mlcroMolar' o e

1)
i F_i
,r \‘.,lh g l"

,N:cotm Adenln Dlnucleétldo Phosfate en su forma oxidada

Nlcotm Ademn Dlnucleétxdo Phosfate en su forma reducida

f,\l

nandémetros "
Oxidacioén de Oppenauer
relacién peso!volumen
pico base "ok w o
Cloro Cromato de Plndlmo AR
Punto de fusién’ - kX !
Peso Molecular "
partes por rmllén g
Acido para Toluen Sulfénico PR
Resonancia Magnétlca Nuclear de Carbono 13
Resonancia Magnética Nuclear de Hudrégeno
Banda de intensidad fuerte en IR

Sefial simple en RMN'H 3.5«
Sefal tripie en RMN'H >
Teh'aﬂldroFurano .5'. :
Tetrametilsilano. . .. "
unidad de masa atémlca
Ultravioleta
Banda de intensidad débil en IR

e s Sl e T RS

. e Lo A
L EE T R



P 4 A m vy s e s o,

1.

I‘_ m:ﬁ-%) i {4
Incur]ables actualmente gracias’ al desarrolio “de"ia, ienc

NN
farm?cos de origen snntétlco y semlsmtéhod 280N acontroladasry en otros casos

Ao LR
pueden ser erradicadas. Tl 0 g
' 1)

Los desdrdenes patoléglcos aﬁnes cbh Ios‘andrégenos no"lconstttuyen una

s *$ “ .‘}\a{-"}xrt ,.,,a,_,.-.‘
excepcion, ya que enfermedades relacnonadas con'el: hlperandrogemsmo (niveles
vt '.'H o ?‘w}\.w{,y‘r\ix i‘_,\‘). , +

altos de andrégenos en la sangre) acné h:rsuhsmo alopecla androgémca pubertad
precoz, hiperplasia prostatica bemgna y*cgnﬂcer Bfostétlco (1) cuentan en la
f“*. .ur.iqs'n\’ Ea A

actualidad con una variada gama de férmacos que’ permuten el control de dichas

..... ;\‘ "‘w,?.ﬂl A un ;-1

enfermedades. Si bien es sabido que el acné hlrsutnsmo y la aiopecxa androgénica

A ‘-. i's'\\- “'1‘;,"“‘ 3
(2) | no producen la muerte y sélo son esérdénes patolégmos estétlcos que
w“'f'\\-\& A raQL;;\;'-'gil.é L UR

corllstltuyen una fuente de angustla y severos Iraumas emoclonales para quienes lo

padecen.

padecimientos mas comunes en el hombre ctfzya:ncldepcxa aumenta con la edad y
suele dlagnostrcarse en personas mayores de 65 afios ‘Como consecuencna de ésto
la/ prostectomia (ext:rpamén de la préstata) 6cdpa “el segundo lugar en el mundo

entre las ciruglas practicadas en el hombre de edad avanzada y adn cuando ésta

- constituye un tratamiento aceptable pama este mal. se deben contemplar los riesgos
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inherentes a las intervenciones quin’xrgi@é en bééiéﬁté,is':i';;éyléies en los que se
presentan enfermedades crénicas contundentes oomo dlabetes e hipertensién,
hecho que aumentan los riesgos de la c:rugla S

Aunque los porcentajes de oonmhcac:ones'”aumhtan con la edad, es
importante mencionar que el cancer de préstata es més agreswo en los hombres
jovenes (3) y se aconseja el tratamnento mmedlato a través de las opciones
terapéuticas. LR ,

Resulta interesante aclarar que en el caso dé ;'E:fa;s'.éﬁfénnedades. el tipo de
tratamiento utilizado esta determinado por el matiz ‘par_ticyla_r"de cada variante de
hiperandrogenismo y el grado de avance de lé"enféﬁﬁédad.

La prostectomia radical y la radiacién son tratamientos severos para destruir
las células cancerosas en las etapas tempranas de cancer, las cuales que pueden
afectar la calidad de vida del enfermo porque producen efectos secundarios como
incontinencia, lesion intestinal, impotencia sexual (4,3), ademas de los propios de la
radiacién. Aunque la cirugia representa actualmente el tratamientc mas aceptado
para el cancer de prostata, hay otras modalidades disponibles. La alternativa
terapéutica existente, que cada vez va adquiri_endo mas fuerza, se fundamenta en el
hecho de que estas enfermedades son depéndientes de andrégenos. Algunos
infvestigadores {6.3) sostienen que "las hormonas masculinas androgénicas aceleran
el crecimiento del cancer de la prostata y la desaparicion de la hormona lo retarda”.
Las nuevas alternativas se basan en el uso de antiandrégenos (antagonisias de
andrégenos ), los cuales actian en los sitios donde se originan Ios"andrbgenos
inhibiendo su produccién. Existe una gran variedad de antiandrdgenos entre los
cuales se encuentran los INHIBIDORES de la ENZIMA 5a-REDUCTASA (6,7),
siendo este tema la base principal para desarrollar uno de los objetivos de este
trabajo de investigacion consistente en el disefio y sintesis de nuevos
antiandrégenos. |

Introduccion

——
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2. ANTECEDENTES '
24. ANDROGENOS

Los andrégenos son esteroides que r_egulan las caracteristlcas mas
importantes de la fisiologia y el comportamiento éékual de los varones (8), siendo
esenciales en el caso del hombre, para el desarrollo y mantemmnento de ios
tejidos reproductivos como son los testlsculos pr6stata epldidtmo vesiculas
seminalesJ y el pene . Estos también son Ios responsables de la expresién de los
caracteres secundarios masculinos, como fuerza muscular, desarrollo de la libido
y la potencia sexual entre otras. ‘

Los principales andl"bgenos producidos pof el organismo son la
Testosterona (1) y la Dihidrotestosterona (2), siendo el primerc el andrégeno mas
conocido y el segundo un metabolito secundé'rio mas activo que la misma
Testosterona. |

Testosterona (1) Sa-Dirddrotestosterona (2)

Fig.1  Principales andrégenos producidos por el organismo
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La sintesis y liberacién de la testosterona (1) de Ias génadas se encuentra

..-ﬂ.“v J},;

regula por la Hormona Liberadora de Ias Gonadotrop:nas (HLG) que es secretada
BT i ! i uw‘“f.u.. NN

en el organismo por el hlpotélamo y cuyo nombre partlcular es Hormona

k] h .H..- g .
> n'x'.r.f aet

Liberadora de la Hormona Luteinizante (HLHL) (9): Esta hormona "estimula al

R \i \ S

Lébulo anterior de la glandula adenohlpéf s:s para Ilevar a cabo Ia produccién de
la Hormona Luteinizante (HL), la cual es de suma fmp}érté’nua por que estimula el
‘. 3 \i 14

desarrollo dellas células intersticiales o células de Leydn. (sntuadas alrededor de

B ;g'

los vasos sanguinecs y linfaticos del testtculo) asi com6 la corteza de las
glandulas supramrenales para realizar la secreclén de la hon'nona la Testosterona

(1)(10).

— (=)

7\
=)
N N

TESTICULOS CORTEZA TEsTicULOS
Cﬂwmerth ADRENAL Tubulos seminifercs

TESTOSTERONA I

ESQUEMA 1. Diagrama de sintesis y liberacién deTestosterona en el organismo.

~———p| SEMEN
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2.2. LOS ANDROGENOS EN LA FISIOLOGIA DE LA PROSTATA.

La prostata es un érgano que s@ Iocahza en el tracfo seminal o genital.
Durante el desarrolle masculino, los testlculos fet}ale.s~ secretan testosterona (1) a
la circulacion fetal, en niveles suficientes como para eshmular la diferenciacion y
crecimiento de tna porcién del tejido smuoso urogemtal que da origen a la
glandula prostatica definitiva. Si la cantldad de testosterona (1), presente en el
suero fet’al no es suficiente durante el desarrollo utenno, la préstata no se
desarrollara (11). Al nacimiento, la préstafa pésa 1 g', incrementa a 4 g durante la
pubertad,! crece a 20 g a la edad de 20 aftos. De ahi a'ur'nenta a 60 g en edad

madura (60 afios).

Vejiga

Préstata

Vesiculas Seminales

——u—= Conducto Deferente
Pens

Escroto

Glande
Testculo

Uretra

Fig.2 PROSTATA, gléndula en forma de nuez (centro) situada por debajo
de la vejiga urinaria y alrededor de la uretra. '
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Los principales andrégenos que carculan en la sangre la Testosterona y fa
Dihidrotestosterona (fig.1) son lmportantes en dlversas actmdades fisiolégicas
(12) que se resumen en la siguiente tabla IR v

TABLA 1. ACCION DE LOS ANDROGENOS EN EL ORGANISMO.

Induccién de la TESTOSTERONA ; L
s Buen funcicnamiento de érganos sexuales mascullnos '

Cantit e

+| Incremento de masa muscular
+ Engrosamiento del pene

 Engrosamiento del escroto e
» Buen funcionamiento de la Espermatogénesis -

Induccién de la DIHIDROTESTOSTERONA

Incremento del vello facial y corporal
Incremento de la secrecién de glandulas sebaceas (Acné Vulgaris)

Agrandamiento de la prostata
Hiperplasia prostatica benigna

L ]
|
]
o' Alopecia prematura
[ ]
r
L
|

EL papel de cada androgenc en el organismo es diferente, mientras que la
testosterona (1) se encuentra estimulando los caracteres sexuales secundarios

masculinos como se muestra en la tabla 1, la dihidrotestosterona (2) en
concentraciones altas en el organismo, esta relacionada con diversos desordenes
patolégicos como los descritos en la tabla 1, particularmente cuando hay un

incremento anormal del peso y tamafio de la prostata puede tener un curso de

6
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hiperplasia prostatica benigna (BPH) y desencadenar el Céncer de la prostats,
mmhmhdebsm.ameshﬁoamomahm

1.-“ ,;\"‘ N °‘.. .

La hiperplasia prostatica bemgna (BPH) ‘es un trastorno comun en los
hombres mayores de 50 afios, y su frecuenc’aa‘a'ﬁ}nenta con la edad. Tanto el
desarrollo de la prostata como la BPH dependen de la ‘conversion de la
testosteronal (1) en Sa-dnhndrotestosterona (2) en ia propla préstata. Como
sucede con otros procesos mediados por los andrbgenos la BPH es una
alteracién lenta y progresiva. Los sintomas pnnc:pales de la BPH se refieren al
obstaculo mecanico a la evacuacién urinaria de Ia vejlga lo que obliga muchas

veces a |a reseccién de la prostata. (10)

2. 3. CARCINOMA DE LA PROSTATA.

El cancer prostatico nace generalmente en el Ié_Bqu posterior del 6rgano
adyacente jal recto y cuando provoca metastasis (tlumores secundarios) en
érganos alejados (huesos, ganglios linfaticos), ésta produce fosfatasa acida (13,
14). Las células del carcinoma prostatico, 'igual‘qge las células glandulares.
prostaticas normales, dependen en su des'a'_rrollo y;'riiéntq'nimiento de la secrecion
de la testosterona (1) (cancer hormona - dependiérﬁé), de manera que el tumor es
activado por los androgenos e inhibido por la Ca'.sti‘"acién y / o la administracién de
ANTIANDROGENOS que antagonizan la accién de los andrégenos, siendo
capaces de mejorar el cuadro clinico (desaparicién del dolor por metéstasis).(15)
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2.4. FARMACOLOGIA DE LOS ANTIANDRGGENOS.

Los anhandnbgenos constituyen una gran vanedad de compuestos quimicos que

disminuyen Ia concentracion de d:hudrotestosterdﬁa (2) sm tener efecto en los
niveles de testosterona (1) (16,17). e "=,' e

El efecto inhibitorio de estas sustancsas se debe dlferenCIar de aquellos
compuestos | que disminuyen la sintesis o liberac:én de gonadotropunas del
hipotdlamo y la hipofisis anterior, o de aquellas que actuan directamente en las
Mmhhmxdolabiosintwsoseuauéadelosandrogenos. En la
actualidad los antiandrdgenos estan consudemdos como un arma potencial para el
tratamiento de los des6rdenes patologicos dependlentes de los andrégenos,
como son la seborrea (18), la alopecia androgémca (19) hlrsutlsmo (20), la
pubertad precoz (21), la BPH (22) y pnnc:palmente el céncer de préstata (10).

Existen diversos tipos de clasificacién de los antlandrégenos entre los cuales se
encuentra la siguiente divisién de acuerdo a su rnecanlsmo de accion :

i. agonistas de la hormona liberadora de Ia hormona Iutelmzante (HLHL) (23)
i. antagonistas competitivos del receptor androgémc_o (24)
. antagonistas de los receptores u-adrenérgicp's (25)

iv. inhibildores de la enzima aromatasa (impide la conversién de los
andrégenocs a estroégenos)

v. inhibidores de la enzima Sa-reductasa (6, 7), entre otros. (26)

Es importante mencionar que los estrégenos no son antiandrégenos pues su
funcién esztéJ basada en la accién del esteroide sobre la glandula pituitaria, lo que
reduce la concentracién de la hormona gonadotrdpica (HLG) y con ello la
produccion ‘de testosterona (1).
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2.4.1. ANTIANDRGGENOS ESTEROIDALES. -

Los |antiandrégenos de mayor lnterés terapéutlco pertenecen a la serfie
esteroidal (7, 11), en especial los demrados de Ia progesterona debido a que son
MMosj de los estervides de origen natural Probablemente el antiandrégeno
méas conocido y ampliamente caractenzado es el Acetato de Clproterona (4) (27),
el farmaco més reciente lanzado al mercado es Proscar (5) (28, 29), otros
compuestos esteroldales menos conoc:dos pero actlvos son BOMT (6) (30) vy la

<'\‘

Oxendolona (7) (31) que tienen una muy marcada acthdad antxandrogémca

A continuacién se describiran algunas caracterist:cas de estos farmacos.

ACETATO DE CIPROTERONA (4)
ANDROCUR, Schering, Mex.

Es un antiandrégeno por via oral con actividad progestacnonal parcnal El acetato
de ciproterona es un antagonista especlfico de la unién del andrdégenc a su
receptor. | Bloquea las acciones penféncas de Ia testosterona pero su principal
accién antiandrogénica se ejerce en el snstema nervnoso central,

Contraindicaciéon en disfuncién hepética (hepatopatias) Efectos secundarios :
mpotencn'a. reduccién del libido, debilidad muscular pérdlda de peso, en algunos
casos nauseas. Probablemente es el antlandrégeno mas conocido y ampliamente
utilizado én el mundo. (32) o
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PROSCAR (5) N

Finasteride, Laboratorios Prosalud Mex.g ‘

Finasteride, MSD es un compuiesto 4-azas}qmd_e smtét:co Es el primero de una
nueva clase de inhibidores especlﬁcos de Ié 'Sq-}éducmsa enzlma que transforma
Ia testcr)sterona (1) a dlhldrotestosterona (2) & éété férmaco no tiene ninguna
afinidad por los receptores de andrbgenos EI prosmr esta indicado para el
tratamiento y el control de hlperplasm prostahca bemgna es sumamente eficaz

para disminuir la dshldrotestosterona clrcunda ‘e"mtraprostat:ca para disminuir

BOMT (6)

Antagonista androgénico que actta a nivei"d'e.i_‘_la:r'e.troali_'mgntacibn negativa de la
testosterona en el sistema nervioso central, exhibiendo pequefia actividad
androgénica y progestacional. :

Presenta un actividad antiandrogénica .medi.a.n'_a_l. (27) ..

SO

CH;
H; CH,
Os N
“H
—
(0) . H
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OXENDOLONA (7)
Roxenona, TSAA 291.

Es un potente agente anhandrbgeno de baja tghcndad.:Este férmaoo es bien

MR a.\, n\.

tolerado en humanos y ha dernostrado ser eﬁcaz en gl tratamlento d? hipertrofia

l st A
e V\ -‘." 'G(-. o A \a"‘ \'—‘

prostitica benigna en etapa temprana. N-o &c'blg_n conocndo su' mecanismo de
Vot . \‘ A ‘-'— R

accidn.(28)

Como|se observa estos compuestos tuenen’.glferente mecamsmo de accién
y algunos muestran efectos secundarios severos que reducen su utilidad clinica.
Entre los efectos nocivos se sabe que se mant:ene la actmdad progestacional |
parcial, con tratamientos prolongados pueden provocar atrofias celulares,
disminucién de la [ibido, impotencia sexual y regresu&n de Ios caracteres sexuales

secundarios. (34, 35)

2.4.2. ANTIANDROGENOS NO ESTEROIDALES.

Los antiandrégencs no esteroidales no presentan efectos agonistas
hormonales| pero sus efectos secundarios son mas agresivos, el mas comun es el
efecto hepatotdxico del ketoconazol (8), asi como el de causar nauseas severas
en el caso de la flutamida (10) lo cual es debido a sus propiedades de

1



anﬁandrbgen,os puros, no puede mteractuar con el cac!o de retmahmentacnén

T
"5 -'“\.n.

negativa por la testosterona (1) ¥ por lo tanto carece de ut:ﬁdad en pac:entes que
no se han sometido a prostectomia. (36, 37) o

P -‘ ; RAERIY
A continuacién se deacnben algunos anhandrbgenos no esteroldales de

mayor I.ltlTldJad terapéutica. Los mas tmpoﬂantes 'son’ I(etoconazol (8) (38),

‘;1 W

Flutamida (10) (39) y Bicalutamida (13 ) (40- 41)

KETOCONAZOL (8)
CONAZOLE, Laboratorios Liomont.

FLUTAMIDA (10)

EULEXIN, Laboratorios Schering.

Antiand?bgeno activo por via oral utilizado contra el carcinoma avanzado de
préstata. Demuestra un efecto antiandrogénico potente. Es un antagonista
especifico de la unién del androgeno a su receptor. Se ha reconocido un

metabolito mas activo (20 %), la flutamida hidroxlada (11).

12
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® (10)

El EULEXIN esta mdacado'enhtratamlentoTpallatlvo de carcinoma prostatico
avanzado en enfermos no tratados prev:amente 0 'que presentan sensibilidad a
tra!tannentos hormonales. Contramdlcacu_:_‘nes ;Senmbulldad a la flutamida’ (cuando
se’ administra tiende a elevar Ios niveies pf#srﬁétioos de testosterona (1) y
es!h'adnol (12), puede ocurrir retencuén de Ilauadds) dlsfuncaén hepatica. (39)

F;C o aa” N .
3 an HO )
BICALUTAMIDA (13)
CASODEX, \Laboratorios Zeneca.

Anhandrbgeno no esteroidal en tratamlento de céncer prostatico avanzado en
combinacién con agonistas de LHRH. Se ha investlgado eh una gran variedad de
niveles de dosis; la dosis recomendada es 50 mg por dla.

CH :

HHO[ 6 ,0 |

F3c:©,N >s .
0

NC : F (13)

13
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Los retqmsrtos estructurales en la molécula para que pueda actuar como un
antiandrégeno se describen a conhnuaclén P

2.5.1/ Un &tomo de halégeno en c-'s con el ‘é‘iété&r{a‘ 4,6-dien-3-ona.

El primer requisito presente en la rﬁ;:léivcula‘es el s:stema 4,6-dien-3-ona.
Como antecedente se encuentra la en_tldad 4—en-3-ona presente en las moléculas
de IaJ testosterona (1) y la progesterbna (14) La presencta de esta entidad ha
resultado esencial para que Ios compuestos smtetlzados lleven a cabo la
mhi?nc:bn de la enzima 5a- reductasa al oompehr por eI reoeptor androgénico de
modo similar como o hace la progesterona (14) Estudlos previos llevados a
cabo en nuestro laboratorio (17), han mdlcado que Ia mtroduccnén de un atomo de
halégeno en C-6 dentro de la molécula de la’ progesterona (14) incrementan la
actividad antiandrogénica como resultado de la mterferencna del haldgeno en la
resonancia de la cetona a |3-|nsaturada con desestabillzamén de la molecula y

disminuyendo la energia de activacion necesana para la transferencia del hidruro.
(43)

2!5.2. Funcién 17a-éster o grupo oxihidrilo

Otra cuestion importante para este disefio, fue en relacion a las
inactivaciones que sufre la progesterona y‘ ané!dgos de ésta durante su
l!netabolism. Una de ellas se refiere a la reduccién enzimatica del carbonilo en
C-20 y la otra, a la degradacion de la cadena lateral que conduce a la sintesis
‘eventUal de testosterona {1) (44, 45). Se ha encontrado que este ultimo tipo de
inactivacién es catalizada por la enzima C-17, C-20-liasa (46) acoplada al
citocromo P-450, la cual a partir de la progesterona (14) se produce la 4-
androstenediona (16) que cuando se reduce origina a la testosterona (1) como se
puede observar en el siguiente ESQUEMA 2. |

15

————
—_—_—



[ FEEER AN PN
vt
A v .
A A P v
= e R s e s e b g TTHII o e mae te e

0
OH
0
N OH
17a-Hidroxiprogesterona ( 15)
H,0, NADP*
Mmooxlgenasa H+ 0,
NADPH
(0]
o
Progesterona (14) Testosterona (1)

ESQUEMA 2. Mecanismo de inactivacion de la cadena lateral de la progesterona.

Se ha visto que la progesterona (14) .;r:‘.'éﬁélégos de ésta se inactivan
rapidamente en el plasma por el metabélismq_.d.,:o{é‘c.;fit.b_‘;',Ié proteccién de la cadena
lateral es un requisito esencial para e!" dise'ﬁ'o'.'.'dé fé'rrhacos con una estructura
similar a esta. Tomando como base que los deriﬁ;ado_s 17a-alquil 0 17«-aciloxi de
I!a progesterona (14) han demostrado un increfneht_o notable tanto en la actividad
antiandrogénica (44, 45) como en su bjodisponibi.lidad oral, se han preparado en
nuestro laboratorio (17) algunas series de compuestos donde se examina el
efecto de! tamaro del éster en la posicibn C-17a sobre la actividad
antiandrogénica, encontrando que ésta aumenta a medida de que disminuye el
numero de los atomos de carbono en el éster.

16
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Finalmente, sehavzstoquelaalquilaciégﬁgnc-wesunfactorad iclonal
muy importante para la proteccién de’ la‘cadepa lateral. de los derivados de
RIE RN :ﬂfm" a

progesterona hacia su metabohsmo ya seé por la reduééaén. del carbonllo en C-

2.6. INHIBIDORES DE LA ENZIMA 5a REDUCTASA.

Una de las funciones btolégxcas Ilevadas a cabo por los agentes
antiandrégenicos es la de inhibir la enzama 5a-reductasa "La testosterona se
convierte en forma irreversible a 5a-d|h|drotestosterona (47) por accidon de una
enzima localizada en la membrana celular dependle_nte del NADPH, llamada 5a-
red[uctasa. (11, 12)

H
0

Sqa-reductasa

TESTOSTERONA ’ DIHIDROTESTOSTERONA
S5a-DHT

ESQUEMA 3. Conversion de la Testosterona a Dihidrotestosterona.

17
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De acuerdo a este mecamsmo algunos lnvestlgadores (1 1, 17, 19) han

. 1¢‘ ol

sugerido que si la produccién de! cancer de préstata depe : e}ireferentemente de

1'“ \ \“' -

la dihidrotestosterona (2), entonces el tratam:ento

iR n“"“"

inhibidores de la enzima 5a-reductasa dlsm'nulrian |

'lante el empleo de
"‘;de ésta, sin afectar

los de su precursor, conllevando a un dec;eqnen o_ _d_e Ia préstata. Lo

anterior evitaria consecuencuas mdeseabies' "la'n' si se llevara a
cabo una disminucién snmultanea de’ Ios mve, s de testost ona (1), hecho que
sucede cuando se somete a cirugla (50) Esta hlpétesns‘s;:r‘glé de la identificacidn
de una {deﬁc:encna genética de Ja enzlma Sa-reductasa en un grupo de hombres

‘.'\ ’4 n

pseudohermafroditas en la Republica Dom:mcgna (51 )i ,es.tas personas nacen con
genitales externos ambiguos y son cons:derado; cani: nif:sas lhasta la pubertad,
que es cuando se incrementan los niveles de testosterona (1) y causan el
desarrollo del fenotipo masculino. Después de Ia pubertad estas personas como
hombres llevan una vida normal presentando tres rasgos caracter[stncos no se les

detecta agrandamiento de prostata, no presentan acné y no adquueren calvicie.

Este hallazgo ha supuesto la intervencién de ia dihidrotestosterona (2)
como un andrégeno mas activo que la te'stosterona misma (esquema 3) y de ahl
que los esfuerzos para la prevencién del cancer de présma se encaminen al
desarrollo y emplec de inhibidores de la enznrna 5a-reductasa Otro hecho
importante es el referente a los hombres de ongen onental que presentan poco
riesgo de padecer Cancer de la prostata debido a que a actividad metabélica de
su enzima Sa-reductasa se encuentra disminuida (3, 11, 47, 52) en comparacién a
los hombres de origen africano.

El inhibir esta enzima induce solamente a un decremento en la
concentracion de dihidrotestosterona sin afectar los niveles de testosterona
(ESQUEMA 3), con ello se produce Gnicamente una disminucién en el tamafio de

18
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incluyen la pérdida de fa libido, masa muscu!ar potencla, mejorando la calidad

"d d\’“\"' \\v "' W

de vida del enfermo, en contraste si se reallzara la carugia L

i

'?l

¥ JN,HIBIDORES DE LA

j-'I'verslon irreversible de la
‘ red-Uctasa involucra la
snguuetl'nte secuencia de etapas (53) ESQUEhﬂA‘4 S lg;da con la formacion del
complejo Sa-reductasa-NADPH, donde el cofact_ r NADPH se une a la enzima So-
reductasa, una vez formado el complejo 1a testdsterona se une a éste y se realiza
la transferencia estereoespecifica de un hxdruro del NADPH a la posicién 5 de la

testosterona para reducir el doble enlace en C-4 y c- 5 esto produce un enclato
en C-3 y C-4 que se estabiliza por algin residuo etectrofilico de la enzima con lo
cual se forma el complejo NADP-50-reductasa-5a-dihidrotestosterona.  La
liberacién de dihidrotestosterona del complejo‘ ée produce por el tautomerismo
mediado por la enzima y por (ltimo, la negeneracnén de la misma se Iogra a través
de otro ciclo catalitico con la subsecuente Ilberac16n de NADP’(54)

Se han disefiado dos tipos de inhibidores reversibles con base a este
mecanismo de accién enzimatica. En el primer tipo de inhibidores se encuentran
substratos andlogos a la testosterona los cuales compiten con ella inhibiendo su
unién al complejo Sa-reductasa-NADPH. El prototipo de este sustrato reversible
lo constituye Proscar (5) {30, 31, 55). El segundo tipo de inhibidores lo
constituyen compuestos analogos a la dihidrotestosterona {(2) los cuales se unen

al complejo 5a-reductasa-NADP® después de que la dihidrotestosterona (2)

19
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ha sido liberada b!oqueando la l‘beraubn del t:cmplejo enztrm-coenzxm lo cual
T,

AL A \
ocasiona que ho pueda entrar a otro ciclo ca“t&allpgo‘ EI ejemplo correspondlente

de este tipo de inhibicién lo constituye Epnstenda (17) (54 '55)."" "

2.8. ENZIMA 5q-REDUCTASA.

Existen dos isoformas de la enzima 5a-reductasa denommadas Tipo | y
Tipo H. /Cada una de estas isoformas a nlvel de genes comparten una homologta
en la secuencia de su DNA del 46%. Los genes de la enzima Sa-reductasa Tipo |
requieren de concentraciones elevadas de testosterol:{a (1) para saturarse y se ha
observado que ésta enzima es insensible a la inhtbiclén por el Proscar (5§). La
isoenzima Tipo | se encuentra presente en mveles bajos en la prostata, pero
predomina en el tejido cutaneo, aunque también se encuentra en el higado. La
isoenzima So-reductasa Tipo H ftiene un pH éptimo  4cido, requiere de
concentraciones bajas de testosterona para saturarsé. y es muy sensible a la
inhibicién de Proscar. Predomina en los tejidos blanco de los andrégenos
inclLyendo a la prostata. (56, 57) €EI énélisis de individuos con
pseudohermafroditismo causado por la deficiencia de la enzima Sa-reductasa ha
revelado que no existe una mutacién en el gene que codifica para la isoenzima
Tipo I. En contraste con esto, se ha demostrado molecularmente que la mutacién
etft este gene si causa desordenes.
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Consederando la problemética del eénoer de préstata discutida con

\\\\

trabajo son :
- OBJETIVOS GENERALES :

comerciales Acetato de Clproterona (4):y Proscé ' 5)
2. Obtener un antaandrégeno que muestre mimmos efectos colaterales

3. Valorar la actividad antlandrogénlca del compuesto smtehzado a través de
su capacidad de inhibir la acuwdad de Ia enz:ma 5a-reductasa

OBJETIVOS PARTICULARES :
Para llevar a cabo los objetivos géneralgs_ anteriores se contemplan los
siguientes objetivos particulares : i
1. Realizar la sintesis del combﬁestd 6-bromo-168-metil-17a-
propioniloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona. -
2. Optimizar los métodos sintéticos uﬁlizéddé'prgviamente. mediante rutas
alternativas, variacién en tiempo y téfﬁpe‘ratura_de las reacciones, asf
como la modificacién en las concentraciones y tipo de catalizadores y

disolventes utilizados.

3. Sintetizar, aislar, purificar e identificar espectroscépicamente el
compuesto final y los intermediarios.

4. Estandarizar el método de aislamiento de la enzima 5a-reductasa y

cuantificar su actividad en presencia de los farmacos sintetizados.
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caracterizacion fisica y especn'oscbplca de oadaf!‘ nc! de Ios mtenneduanos y
producto final. Enel ESQUEMA 5 (pégma 26) se r%hei%tra la secuenc:a de sintesis
realizada. En la segunda parte, la blolégica se hizo el estudao de la actividad
antiandrogénica de los compuestos tomando como parémetro de evaluacién la

capacidad inhibitoria de la Enzima Sa-reducta"'

41. CARACTERIZACION DE LOS INTERMEDIARIOS AISLADOS.
4 1.1. Técnicas Cromatograficas Preparativas y Anaifgiz_:as. ,

Los anélisis cromatograficos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales, y se utilizaron placas de wdno recublertas con gel de silice
60 GFzs« Merck, con un espesor de capa de 0.25 mm."

Las cromatografias preparativas en colun"tr’ia 'abiena se realizaron en gel de
sflice 60 ( malia 70-230 ASTM) como adSorbe'nfé'. con tamafio de particula 0.063-
0.200 mm, Merck. Como fase mébvil se utilizé’ méi§lé Hek-AcOEt con gradiente de
polaridad durante fa elucién. La puriﬁcacién' de los compuestos mediante
cromatografla en capa fina a nivel preparativo se realizd en placas de vidrio -
recubiertas con gel de silice ( 20 x 20 cm; 0.2 mm).
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El andlisis cromatografico de cada uno de Ios mtermedranos y producto final se
* realizé de la siguiente manera : PRSI

1. Mediante un capilar fino se tomé una pequena muestra en solucién diluida

del intermediario, se aplic6 sobre un punto en la superficie inferior del

cromatofolio.

I .
st .‘.1‘5-.--‘ s

2. La resolucién de esta cromatOplaca se reallzé medlante el empleo de un

sistema de elucién adecuada para. cada lntermed:ano utilizando una
camara cromatografica prevnamente saturada con el eluyente y en la cual

se introdujo al cromatofolio. = - - A
3. Para la deteccion de los constltuyentes. en pnmer lugar se dej6 evaporar
el disolvente en ia placa vy, después se observé con una lampara con
emisién de {uz ultravioleta de onda oorba (252 nm) y de onda larga (365
nm). Cualquier zona que presenté ﬂuorescencra fue marcada.
4. Posteriormente, las placas se lmpregnaron con 'un agente cromégeno tabla
2,y se reveiaron por calentamiento As_u‘a'v‘e so.blje una parrilla.

TABLA 2. Preparacion de agentes cromégencs

-‘.:‘-zCOMPOSIClON

Y
LR e_“’

REVELADOR

1.- Sulfato cérico / &cido sulfirico Suifato ¢érico ( 12 g) y 200 m!
H,S0O, cone. en 350 g de hielo

2.- Cloruro de cobaito CoCl> 1 % en H.SO,2 N

4.2 IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS PUROS.

Los puntos de fusién de fos compuestos obtenidos se determinaron en un
aparato Fisher<Johns modelo A 169296 (1.5 A ) y no estan corregidos. Las técnicas
y equipos empleados en !a identificacién de los diversos compuestos se describen a
continuacion :
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1. Espectrofotometria de absorcién al Ultravnoleta (UV) Se empled un equipo
Perkin Elmer 200; los anilisis se obtuv:eron por bamdo de los compuestos
disueltos en metanol. Los datos se expresan en longltur' de onda de los
maximos de absorcién { Ame. NM). - Ll

. Espectrofotometria de absormén de lnfrarrop (lR) Se empled un equipo
Perkin Elmer 549B; utilizando Ia técmca de pelIcula ] pastilla de KBr. Los

datos se expresan en numero de onda (v cm ) de los méaximos de

absorcién. En esta técnica, para lndlcar la mtensndad de las bandas, se
emplean las siguientes abrevuaturas “(S) ",-(M‘) = media y (W) =
débil. B S
. Espectroscopia de Resonancla 'Magnétlca Nuclear de Hidrogeno y
Carbono-13 (RMN'H y RMN™C). Se detenmnaron en un espectrofotémetro
Varian VXR-300S y Varian EM390. Los datos se expresan en corrimientos
quimicos (5, ppm), respecto al tetrametilsnlano (TMS) o DMSO come
referencia interma en dlsoluc:tones de CDCI;», ~ Las constantes de
acoplamiento J se expresan en Hz. Para indicar los patrones de
acoplamiento se utilizaron las siguientes abreviaturas : s = sefial simple
"singulete”, d = sefial doble, t = sefial triple, dd = sefial doble de doble. m =
sefial multiple.

. Espectrometria de masas (EM). Los espectros de masas se determinaron
por la técnica de ionizacién quimica o lmpac_to electrénico en un aparato
Hewilett-Packard 5985-B CG/MS. Los datos ‘se expresan como relacién
masa a carga m/e, de los correspon&ientes fraémentos. El ion molecular se
designé como M™.

La ruta general de sintesis llevada a cabo en este trabajo se muestra en el
ESQUEMA 5 denominado DIAGRAMA GENERAL DE SINTESIS.
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(18)

CH(OCH; ),
pTSA

3)

BryDioxano | LizCOj, LiBr

DMF ‘
T 4 . /
\[//0 /0 o . . ;{’
-~OH "OCOR
3 { CF,C0) -0 [
—_— 1
RCOOH '-/

pTSA b
Qb @5 R=GCfHs (26) R=CyHs .

AcOH o
r (3) R=C:Hs //

ESQUEMA 5. DIAGRAMA GENERAL DE SINTESIS. ¥
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. SINTESIS DE 160,17a-EPOXI-33-HIDROX-5-PREGNEN-20-ONA. (19)
En un matraz de 250 ml, equipado conagltacténmagnétsca se disolvieron 3 g

(0.0084 moles) de 16-DPA (18) disueltos en 200 ml de metanol. A ésta solucién se

adicionaron 6 ml de NaOH 4N y 12 mi de Hzoz al 30 % y la mezcla resultante se

agité a temperatura ambiente durante 8 h. DBSpués de este tiempo destilé el

metanol y el concentrado obtenido se agregé. una mezcla de hielo/agua hasta tener

un volumen de 500 ml. El precipitado obtenldo se f ltré Y lavé con agua hasta lograr

un pH = 7. El compuesto filtrado y seco se recr_lstallzé de metanol, obteniéndose

2.70 g (0.0054 moles) de unos cristales blancos en un 90% de rendimiento.

Anal. CzHx0, mmolec.= 330.46 g/mol

Pf.= 180-183°C (reportado 180-1°C) (57)

IR {pelicula, cm™) : 3370.82(S), 2937.35(S), 1692.00(S), 1632.59(W), 1375.92(M),

1056.28(M).

RMN'H (CDCls, 8, ppm) : 1.023(s,3H), 1.049(s,3H), 2.034(s,3H), 3.685(s, 1H),

3.217(s,1H), 5.342(d, J = 3 Hz, 1H).
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52. SINTESIS DE 3Mcsrox1-1ea.17a-epoxmhscﬁen-zoom :20)

La reaccion de acetilacion en posnclén C—3 del oompuesto (19), se realizé de
la siguiente manera: a 2 g (0.0060 moles) del compuesto (19) disueltos en 5 ml de
piridina, se adicionaron 2 ml de anhidndo aoétlco La mezcla resultante se agité
durante 6§ h a temperatura ambiente y en condlciones anh:dras Después de este
tiempo la mezcla de reaccidon se vacié sobre 60 g de hlelo aglwndolo lentamente,
posteriormente se adicion6 200 m! de una mezcla de agualhlelo hasta que precipité
todo el producto, y se dejé en agutacaén otros 20 mlnutos el precnpltado resultante se
filtr6 y se lavd con H,0. El producto obtemd
obteniéndose 2.0 g ( 0.0053 moles) de produ :

_e‘-" recristalizé de metanol

'rrespondlentes al 88 % de
rendimiento. RRRTRS Jo
Anal. CxHzOq . nimblec.=_ 3_72.2500’59 g/mol

Pf= 157-159°C (reportado 160-162°C) (57) = ="+ 7 -

IR (pelicula, cm™) : 2942.6515(8), 1731.92(8), 1697. 93(8). 1436.01(M}, 1376.09(M),
1359.50(M), 1245.00(S}, 1032.03(M), 852.31(M). T :

RMN'H (CDCly, &, ppm) : 0.965(s,3H), 0.949(s,3H), 1.962(s,3H), 2.104(s,3H),
3.418(s,1H), 4.443(m, 1H), 5.370(dd, J = 3 Hz, 1H).

5.3. SINTESIS DE 3B-ACETOXi-16a,17a-EPOXI-20-ETILENDIOXI-5-
PREGNENO. (21)

A una solucién de 1 g (0.00261 moles) del compuesto (20), 7 ml de tolueno
anhidro y 20 mg pTSA, se adicionaron 3 ml de ortoformiato de metilo [CH(OCHa)s] ¥
3 ml de etilenglicol. Esta reaccién se agitd durante 6 h a temperatura ambiente.
Terminado e! tiempo de reaccién, la mezcla se neutralizé con 20 mg de acetato de
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Anal. CyHasO, - mmolec.= 390 56 glmol

Pf.= 156-162°C (reportado 160-163°) (59) Lo

IR (peficula, cm™) : 3450.22(M), 2935.00(S), 239701(8) 145253(W) 1376.31(W),
1065.17(M), 1044.71(S). 2 |

RMN'H (CDCh, & ppm) : 0.878(s,3H), 0.988(5,3H). ' 1.162(d,3H,J=1.5h2),
1.378(s,3H), 3.502(m, 1H), 3.96(m.4H), 5.3(d, J = 3 Hz, H). " .

5.5. SINTESIS DE 3B,17a-DIHIDROXI- 16B-METIL-5—PR.EGNEN-20 -ONA. (23)

A una solucién de 1.0 g (0.0025 moles) del compuesto (22) en 5 m! de
acetona se adicionaron 80 mg de pTSA a temperatura ambiente se dejoé reaccionar
por 1 h, con agitacién magnética continua. Termmado el tlempo de reaccion se
destild el disolvente y se adiciond una mezcla de agualhaelo El precipitzao
resultante se filtr6 a vacio y se lavd con agua hasta obtener un pH = 7, dando 0.8951
g de producto crudo, que por recristalizacién de metanpl‘pesé 0.7056 g (0.0022
moles) y correspondié el 79 % de rendimiento del cprhbl_igsio (23).

Anal. CxHaOs mmolec.= 346.51 g/mol

Pf.= 208-210°C (reportado 208-210°C) (60, 61) '

IR (pelicula, cm™) : 3400.22(S), 3342.28(S), 2928.27(5),1690.00(S), 1350.37(M),
1052.64(S).

RMN'H (CDCl, &, ppm) : 0.880(s,3H), 0.900(s,3H), 1.049(d,3H), 2.0941(s,3H),
3.420(s,1H), 3.852(s,1H), 5.351(d.J=3 Hz,1H), 7.19(CHCIa).

EMIE (mv/2) : 346 M®, 328(M-H:0), 313(328-CHs), 303(M-[CH,C=0]"), 285(M-H.0-
[CHsC=0]"), 267(100% Ab. rel)pb 285-H,0, 43 [CH;,C=07}.
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5.6. SINTESIS DE 1 7a-HIDROXI-163—METlL-4 &PREGNADIEN-S.ZD-DIONA (24).

A una suspension de 1 g (0. 0028 moles) de compuesto (23) 3 g de carbonato
de litio y 2 g de bromuro de litio en 20 ml de DMF" 'agregé por medio de un
embudo de adicién 1 m! de bromo disuelto en 10 mI de dloxano en un periodo de 30
minutos, ( 1 m! de esta solucién contiene 0 11 g de bro}no)‘_:.‘.La mezcla resultante se
agitd por 2.5 h a una temperatura de 80°C EI product‘_‘__;de :l.a'reacmén se enfrid y se
filtrd. Al liquido filtrado se le adicionaron 250 ml de sz con 0 4 g de NaHCO,;y 0.4
g de NaHSO, previamente disueltos. El precup:tado obtenldo representa el producto
crudo (24), que posteriormente se filtrd~ y recnslallzé c?é metanol obteniéndose
owsg(ooozam:es)yrepresentoem%deréddimémo |
Anal. CxHyxO, ' mmo!ec 342 47 g/mol
Pf.= 212-215°C (No hay Pf. reportado por ser un producto n‘uevo)

UV (MeOH, Ana, NM) : 284,02 . e

IR (pelicula, cm™) : 3500.56(S), 2937.80(M), 2865 82(W) 1705. 93(M) 1666.00(S),
1617.60(M), 1376.60(W), 1074.68(W). )

RMN'H (CDCls, 8, ppm) : 1.033(s,3H), 1. 157(s 3H) 1 .257(d,3H), 2.307(s,3H),
3.500(m,1H), 5.40(d,1H), 5.716(s,1H), 6.161(t,1H), 7.30(CHCl3).

EMIE (m/z) : 342 M’, 324(M-H:0, 100 %, Ab. rel.) 'pb. 309(324-CH;), 281(M-H0 -
[CH3C=0]"), 254(M-H;0, CsH1c., ciclopentano)

5.7. SINTESIS DE 16B-METIL-17a-PROPIONILOXI-4,6-PREGNADIEN-
3,20-DIONA. (25)

A una solucién de 1 g (0.0029 moles) del compuesto (24), 10 ml de acido
propionico [C.HsCO:H] y 100 mg de pTSA se adicionaron rapidamente 5 ml de
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ATFA. La mezcla de reaccién se dejé con agltacaén magnética constante en
condiciones anhidras durante 1 h. Tenmnado el hempo Qe reac:c:én se adicionaron
poco a poco 100 mide HOy postenorrnente 200 m! de CHCb. Esta mezcla se agitd
por 10 minutos y después se decanté la fase acuosa De nupvo se adicioné 100 ml
de H:0O a la fase organica y se agitd por 10 mmutos se rep:t‘l-é el procedlmuento y se
procedié a neutralizar la mezcla con blmrbonato de sodlo - Se decanté la fase
acuosa y la fase organica se lavo una vez més se. secé gqn §ulfjato de sodio anhidro
y el disolvente se destilé. E! producto crudo (25) se pﬁﬁﬁé:é por cromatografla en
columna empleando como mezcla de elucuén hexano-acetato de etilo (8:2). Se
obtuvo un rendimiento del 0.75 g (0. 0018 moles) corresponduentes al 62 %.

Anal. CasHa.O. | mmolec gée 54 g/mol

Pt.= 238-242°C (No hay Pf. reportado por ser un producto nuevo)

UV (MeOH, Ama, nM) : 283.94 T ey
IR (pelicula, cm™) : 2946.00(S), 2872. OO(M) 1730 OO(S)‘ 1664 00(S), 1618.60(M),
1350.00(M), 1192.00(M), 754.00(M) PR

RMN'H (CDCis, 8, ppm) : 0.7885(s,3H), 1. 1270(s 3H), 1.1829(t, J=3Hz, 3H)
1.3914(d, J=3Hz, 3H), 1.9728(s;3H), 2.3957(q.7'J=2Hz, 2H), 5.6985(S,1H),
6.1383(t,2H), 7.30(CHCI,).

EMIE (m/z) : 398 M, 355(M-[CHiC=0]"), 342(M-CH3;CH=C=0), 324(342-H:0),
299(342-[CH,C=0J"), 281(100 %, Ab. rel.) pb, M-[CH,C=0]"-HOCOC H; 6 299-H;0,
57]CH,CH=C=0T", 43[CH,C=0]". |

6.8. 6a,7a-EPOXI-163-METIL-17a-PROPIONILOXI-4-PREGNEN-3,20-DIONA. (26)

A una solucién de 1 g {0.0025 moles) del compuesto (25) en 20 ml de cloroformo se
agregd 1.4 g de acido m-cloroperbenzoico. La mezcla resultante se dejo a reflujo
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por 3 h. Terminado el tiempo se concentro la mezcla aI 50 % de volumen y el acido
m-clorobenzoico precipitado se filtré. La mezcla resultante se neutralizé con 100 ml
de una solucibn de NaOH al 5 %, el eompuesto (26) se extrajo tres veces con
cloroformo. La fase organica se lavé, se sec6 oon sulfato de SOdIO anhidro y el
disolvente se destil6. El producto crudo se punﬁeé por cromatograﬁa en columna.
El rendimiento obtenido fue 0.58 g (0.0014 rnoles) y correspondlé al 50 %.

. CasH5.04 rnrnolec 414 56 g/mol
Pf.= 185-188°C (No hay Pf. reportado por ser un produdo nuevo)
UV (MeOH, Aqg, M) : 239.4 AR
IR (pelicula, cm™) : 2946.00(W), 2870. OO(M). ‘1728\"00(8) 1676 00(S), 1456.00(M),
1352.00(M), 1186.00(M). . '-\~. ? ,'
RMN'H (CDCI,, &, ppm) : 0.763(s,3H), 1. 113(s 3H) 1 191(t. J=3Hz, 3H), 1.411(d,
J=2Hz, 3H), 1.969(s;3H), 2.417(q, J=2Hz, 2H) 34(dd J-2Hz 2H sistema AB),
6.144(s,1H), 7.30{CHCI5). P
EMIE (m/z) : 414 M", 371(M-[CH,C=0]"), 358(M-CH3CH-—C-O) 340(M- OCOCsz) y/o
358-H,0, 315(371-HOCOC;Hs), 297(100 %, - Ab. rel.) pb, M-[CH;C=0]" -
HOCOCH:CH,), 279(297-H;0), 57[CH,CH=C=0]", 43[CH30=O]‘.

59. 6-BROMO-163-METIL-17a-PROPIONILOXI-4,6-PREGNADIEN-3,20-DIONA.(3)

A una solucién de 1 g (0.0024 moles) del compuesto (26) en acido acético (5
mi) se agregé 0.8 m! de solucion de acido bromhldriéo en anhidrido acético al 28 %
(p/v). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 14 h bajo atmésfera de
nitrégeno. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se vacié en un vaso de precipitado
que contenia hielo/agua y se neutralizé poco a poco con bisulfito d'e sodio. EI
precipitado obtenido se filtrd, se lavd y seco. El producto crudo (3), se purifico por
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. C2sHzx0,Br : : ;‘ 478 9069 g/mol

Pf. 220-222°C (No hay Pf. reportado por ser un producto huevo)

UV (MeOH, Awg. NM) : 286.6 s l SR

IR (pelicula, cm™) : 2046.00(M), 2872. OO(W) 1728 00(3) fssz 0O(M), 1598.00(W),

1456.00(W), 1352.00(M), 1184.00(M), 754. DO(W) :.'.-'

RMN'H (CDCls, 8, ppm) : 0.7803(s, 3H) 09367(t aH)"' '1'1622(s 3H), 1.3738(d,

J=3Hz, 3H), 1.9729(s;3H), 2.400(q, J= 2Hz 2H) 63213(5.1i-|).'65892(d J=2Hz, 1H),

7.2705(CHCls). . B

RMN-'3C (CDCly, 5, ppm) : 34.5435 C-1, 342331 c-2;199 103 C-3, 142.827 C-4,

159.362 C-5, 121.481 C-6, 126.671C-7, 39 7613 c-s 46 3605 C-9, 46.5095 C-10,

28.1151 C-11, 33.9040 C-12, 48.4557 C-13, 46 33 c-14 32 2620 C-15, 49.5235 C-

16, 94.811 C-17, 14.9012 C-18, 16.4440 c-19 2040330 C-20, 20.2650 C-21,

174.3670 C-1’, 38.2020 C-2", 8.9757C-3". . -

EMIE (mv2) : 476 M", 433(M-[CH,CO]"), 420(M-CH30H—C-0). 404(420-OH), 361(100

%, Ab. rel.) pb, 379-H:0, 281(361-Bromo), 57[CH;,CH20 01 43[CH,C=07".
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6. ANALISIS Y DISCUSION.

(PR

Como se describié antenormente el pljesente trabajo involucra aspectos
quimicos y biolégicos, en este capltulo de anéhéls Y dtscuswn se hara el andlisis por
separado. A continuacion se realiza el andlisis de la parte quimica.

6.1. PARTE QUIMICA IR SR

Los resultados gue se presentan a conﬁ'huacién son la obtencién de al menos
tres reproducciones independientes de la técmca quimlca descrita, basicamente se
realizé el analisis de las constantes fisicas y espectroscépxcas de cada uno de los
intermediarios obtenidos y producto final. 7

La ruta sintética que se planteo para I_a obtencién det compuesto final se
muestra el diagrama general de sintesis ESQUEMA 5, pagina 26,

Materia prima. (18)

Se utilizé como materia prima al acetato de 16-dehidropregnenolona (16-DPA)
conocida como Neosterol (62) SB-acetoxi-S,1é-pregnadien-zo—ona (18). Este
compuesto esta considerado como punto de paﬁida para la sintesis parcial de la
mayoria de los esteroides debido a que presenta una estructura sencilla que permite
hacer las modificaciones necesarias para sintetizar el estercide 6-bromo-16p-metil-
17a-propioniloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (3). La materia prima es un esteroide
sintético barato de facil adquisicion en el mercado. Ante s de iniciar la secuencia
sintética propuesta, se realizé la caracterizacion de la materia prima a través de sus
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propiedades fisicas y espectroscéopicas, comparandolos con los reportados en la
literatura (63). Co

Los resultados de la caracterizacién de la materia prima 3p-acetoxi-5,16-
pregnadien-20-diona (18) se analizan a continuacién y se condensan en la tabla 3.
Cemo puede observarse en el espectro de UV (espectro no. 1) se muestra la
existencia de un croméforo con Ame = 238.21 nm corresponduente a la cetona a,p-

insaturada en C-16-en-20-ona, valor mdlcat:vo para este tlpo de sistema (A cacuato =
237 nm)

Tabla 3. Propiedades fisicas y espectroscépicas para la materia prima
3p-acetoxi-5,16-pregnadien-20-diona. (18) ‘

Propiedades fisicas Valor encontrado o calculado
punto de fusién (°C) : 170-172
férmula molecular CHx04
masa molecular (uma) 316.479
Valor espectroscopico obtenido Asignacion
UV {nm)
Amex 238.21 cetona a,f-insaturada en C-20
IR (cm™)
294527 CH,y, -CH-—, -CH-, presentes en el esteroide
1729.76 carbonilo del grupo acetoxi en C-3
1661.20 cetona a,p-insaturada en C-20
1583.90 —CH-, —CH-, presentes en e! esteroide
1372.77 CH, presentes en la molécula
1247.26 —C-0- st. deLgrupo acetoxi
RMN'H (ppm)
0.920 s(3H, metilo angular en C-18)
1.059 s(3H, metilo angular en C-19)
2.037 s(3H, metilo en C-21)
2.265 s(3H, metilo del grupo acetoxi en C-3)
4.60 m(1H, base del grupo acetoxi en C-3)
5.20 d{1H, protén vinllico en C-6)
6.70 t(1H, protén vinilico en C-16)
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En el espectro no. 2 de IR se registran princf;iélrhénte dos absorciones en la
zona de los carbonilos en 1729.76 y 1661.20 cm™ los cuales son indicativos del
carbonilo del grupo acetoxi en C-3 y de la cetona a,fs—msaturada en C-20
respectivamente, Lt ‘ ;

En el espectro no. 3 de RMN'H presenta senales caracteristlcas del nucleo
del esteroide como son las sefiales sumples e mtensas a un 8 0 920 1.059, 2.037 y
2.265 ppm cada singulete integra para 3 protones y se asngnaron a los cuatro
metilos angulares presentes en el estercide en C-18 Y. C—19 en C-20 para la
metilcetona y el metilo del grupo acetoxi en C-3 respecnvamente La sefial muitiple
que integra para un protdén en 4.60 ppm se asugnb al protén base del acetoxi en C-3
y la sefial doble de dobles que integra para un protén en 5.20 ppm se debe al
protén vinilico en C-6, el cua! esta acoplado a cada uno de los protones vecinos en
C-7. Por ultimo, la sefial triple en 6.70 ppm que mtegra para un protén, se asigno al
protén vinilico en C-16 que se encuentra acop!ado a los dos protones vecinos en C-
15.

16a,17a-epoxi-3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona. (19)

Uno de los objetivos del presente trabajo de investigacion es insertar un grupo
metilo con orientacién beta en C-16 y un grupo a-oxhidrilo en C-17, ya que se ha
observado que al insertar un grupo metilo con configuracién B, le confiere a la
molécula mayor actividad antiandrogénica (64); por lo tanto el primer paso de la ruta
sintética consiste en la oxidacién de la insaturacién en C-16 de la materia prima,
seleccionandose en este caso la epoxidacién selectiva con peréxido de hidrégeno
(H20: al 30 %) en medio basico ( NaOH 4N) tal como se plantea para cetoesteroides
donde se presentan dobles enlaces conjugados con una cetona (65), reaccion que
se ve favorecida en nuestro caso por la conjugacién con el carbonilo en C-20. Bajo
estas condiciones también ocurre la hidrélisis del grupo acetoxi {66). La reaccidn
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transcurre con una transformacion cuanhtahva hacna el epbxldo deseado Se inicia
con fa adicién reversible del anién hldroperéx:do ('OOH) al doble enlace carbono-
carbono ocurriendo el tipico mecanismo de Mlchael segﬁndo .'d‘a' un paso lento
imeversible que implica la formacién del oxnrano La reacc:én produce el 88 % del
producto alfa de manera predominante, ya que la presenaa de sushtuyentes axiales

sobre C-10 y C-13 dificultan estéricamente la apro:gma_a_qién‘ pgr _Ig cqra superior.

El primer intermediario 16a,17a—epo>a-3[3-hldrom-s-pregnen-ZO-ona (19) se
identificé mediante la correlacién de sus datos ﬁs1cos y espectroscéplcos (tabla 4)
con los reportados en la literatura quimica (65) Este i 'ermedzano se caracterizé
por presentar un Pf= 180-183°C, los datdé,espectrdscép:cos se anallzan a

. \

continuacién. . R

El espectro no. 4 de IR del compuesto en cuestién (19) mhestra la presencia
de un banda intensa en 1692.00 cm’ correspondlente a !a frecuencla de absorcién
del grupo carbonilo en C-20 y se observé la desapancuﬁn de Ia banda caracteristica
de la cetona o p-insaturada en 1661.20 cm™. La hldrbllms el grupo acetoxi en C-3
queds confirmada por la ausencia de la sefial del carbonilo del éster en 1729.92 am’,
asf como la aparicion de una sefial en 3370.92 cm™ intensa asignada para el alcohol
enC-3. |

En el espectro no. 5 de RMN'H de este compuesto (19) se observé la
desaparicion de la sefial triple en 6.70 ppm correspondlente al protén vinflico en C-
16 y la aparicién de una sefial simple en 3.685 ppm que integra para un proton base
del epéxido en la misma posicién. La sefial simple 3217 pPpm que integra para un
protén se asigné al protén base del alcohol en C-3 y sustituye a la sefial miltiple en
4.60 ppm que integraba para un protén que fue la base del grupo acetoxi en C-3, las
demas sefiales permanecen constantes.
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Tabla 4. Propiedades fisicas y espectroscopicas para el intermediario 16a,17a-
epoxi-38-hidroxi-5-pregnen-20-ona. (19)

Propiedades fisicas

Valor enconlrado o calculado

punto de fusién (°C) 180—183
formula vaolecular CaHx05 .
masa molecular (uma) 33046 °
Valor espectroscépico obtenido Asignacién
IR (em™)
3370.92 OHen C-3 :
2937.35 CHa\, ~CHo=, —CH- presentes en el esteroide

1692.00 C=0 en C-20 -

1632.51 doble ligadura en C-5

1375.92 CH, presentes en el esterolde

10566.28 C-O st. en C-3 m

857.73 —C-0-C del epéxndo en el anillo D

RMN'H {ppm)

1.023 s(3H, metllo angular en C-1 8)
1.049 s{3H, metilo angular en C-19}
2.034 s(3H, metilo en C-21) .. -
3.217 s{1H, protdén base de OH en C-3)
3.685 s(1H, protén base del epdxido en C-16)
5.342

d(1H, J=3 Hz, protén vinilico en C-6)

En la sintesis de esteroides, muchas veces es néoesario proteger grupos

funcionales que puedan intervenir y sufrir algunas transformaciones no deseadas
durante el transcurso de una reaccién quimica. Para el caso de las cetonas se han
usado un gran numero de grupos protectores, entre ellos los cetales alquiléteres,
tiobenciiéteres, enaminas, etc. (67).
introduccién del grupe metilo en C-16 con la estersoquimica necesatia, se logrd
mediante Ja apertura de! intermediario 16a,17a-epoxi-3p-hidroxi-S-pregnen-20-ona
(19) con el reactivo de Grignard (R-Mg-Cl), para esto fue necesario proteger al
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oxhidrilo en C-3 como un grupo acetox y al carbonllo de la metilcetona en C-20
como cetal, ya que es bien sabido qué ésta tipo de oompuestos reaccionan con

avidez con los alcoholes, grupos cstos (gmpos electroﬂhoos) ésteres etc. formando
sales insolubles. 3

A continuacién se discute esta parte del trabajb fééﬁié&o‘

Jp-acetoxi-16a,17a-epoxi-5- pregnen-zo ona (20)

Con el propésito de proteger al grupo o>d1|dnlo. en C-3 del intermediario
16::.17a—epo>a-3f5—hndron-5—pregnen—20-ona (19), _ se efectub una reacién de
acetilacion con anhidrido acético-piridina, como. se recomlenda para alcoholes
secundarios (68), obteniéndose un rend:mlento del 88 % La formacién del
electréfilo acetil-piridinio se considera como la eSDBCIB acetllante El compuesto
acetilado se identific6 como tal por la correlaclén de sus datos fisicos y

espectroscédpicos (tabla 5) conios reportados enla llteratura (57)
R

Los datos mas relevantes del espectro no, 6 de IR ;_iel oompuesto (20) son la
sefial en 1731.92 cm™ causada por la tension del grupo carbonilo del acetato en C-3
y la ausencia de la banda en 3370.92 em! que perteneci'a al alcohol en esa misma
posicion, confirmando con elio la reaccién de acetilacién. La sefial en 1697.93 cm™
se asigno al carbonilo de la metilcetona en C-20.

En el espectro no. 7 de RMN'H del compuesto (20) se observaron las
siguientes sefiales: & 0.965, 0.979, 1.962 y 2.104 ppm en la cjue cada sefial integré

para 3 protones y se asignaron a los metilos angulares en C-18 y C-19, al metilo del
grupo acetoxi en C-3 y al metilo en C-21 reSpectivamenie. El singulete que integra
para un protén en 3.418 ppm se asigné al protdn base del anillo oxirano en C-16, la
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sefal multiple ubicada en 4.433 ppm que mtegra para un protén se asigné ai protén
base del grupo acetoxi en C-3 y la tltima sefial doble uhlcada en 5.370 ppm que |

integra para un protén se asigné al protén vinilico acoplado a Ios 2 protones vecinos
en C-7. :

Tabla 5. Propiedades fisicas y eSpectmscép:cas para el mtennedlano
3p-acetoxi-16a,17a-epoxi- 5—pregnen-20-ona (20)

Propiedades fisicas » Valor encontrado o calculado
punto de fusién (°C) " 157-1 58
férmula molecular CxHx0,
masa molecular (uma) . 372.23
Valor espectroscopico obtenido L
IR (cm™)  Asignacién
294265 CH,, —CH>~, —-CH-, presentes en el esteroide
1731.92 C=0 de CH,COO  en C-3
1697.93 C=0 de cetona en C-20
1436.01 CH,, -CH>— en el esteroide
1359.50 CHs en el esteroide
1245.00 C-O- de CH,COO en C-3
1032.03 enlace de vibracién de C-O del epéxido
852.31 C-0-C st. del epdxido en el anillo D
RMN'H (ppm) -
0.965 s(3H, metilo angular en C-18)
0.976 s(3H, metilo angular en C-19)
1.962 $(3H, metilo del grupo acetoxi en C-3)
. 2104 . s(3H, metilo en C-21)
3.418 s(1H, protén base del epéxido en C-16)
4.443 m{1H, protdén base del grupo acetoxi en C-3)
5.370 dd(1H, J=3 Hz, protén vinilico en C-6)
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3p-acetoxi-1 ea,17a-epoxi-zo-eﬁlendioxi-s;pmgh;;bq,' | (21)

Esta reaccién tiene por ob;eto la protecclén del carbonilo del compuesto
anterior (20) ya que la préxima reaccuén a nealizar involucm el reactrvo de CH3MgClI.
El método seleccionado es la proteccidn rnednante Ia formac:én de cetales, que al
ser estos resistentes a condiciones wolentas y¢ de ‘6btenc|6n sencilla, permiten
proteger selectivamente al carbonilo en C-20 sm"afecta‘r'otros grupos funcionales
(69). Esta proteccién se llevé a cabo con etulengllcol ortoformsato de metilo (70) y
acido p-toluensulfénico como catallzador (68) produclendo un derivado ciclico
dioxolano. Los cetales, tiocetales clchcos o no hemlaoetales éteres de enol, etc.

son estables en medio basico y en medio écudo se desdoblan 2 Ia cetona de partida.
(71, 72) A

El compuesto se obtuvo con un 83 % de rendlmlento y se identfico por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas (tabla 6) y corroboradas con fas reportadas
en la literatura quimica. (68, 73) . .

El andlisis del espectro no. 8 de IR para este mtennedlano (21) mostré la
desaparicion de la banda en 1697.93 cm’ correspond_lent_e al carbonilo en C-20. Se
aprecia la banda del carbonilo del grupo acétoxi de C-3 en 1719.36 cm™’
corroborandose con la sefial en 1248.00 cm™ que muestra el enlace de vibracion C-
O del acetoxi. La sefial en 1033.63 cm™ se as:gné a la banda de vibracion del cetal
~C-0O-C- asi como en 877.49 cm™ se asigné la banda de wbracmn del epoxido.

Los datos del espectro no. 9 de RMN'H dell compuesto (21) muestra las
sefiales simples y constantes de los metilos anguléres y el metilo del grupo acetoxi
asignados a los desplazamientos en 0.997,1.044 y 2.039 ppm ademas cada sefial
integra para tres protones. El metilo asighado a la posicién C-21 se ha desplazado
a campo mas alto porque desaparecié el carbonilo en C-20 que lo desprotegia. En
3.39 ppm el espectro muestra un singulete que integra para un protdn asignandose
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al protén base del epbx:do en C-16. Con la sena! simple a 3 954 ppm que mtegra
para 4 protones se confirma la formac:én del etllendloxl en C-20 la sefial multiple en
4.62 ppm que integra para un protén se asngné al protén base del grupo acetoxi en
- C-3y por Gltimo la sefia! dobleteada en 5 35 ppm que tntegra para un proton con J =

3 Hz se asigné al protén vinflico en C-6 que esta acOplado con los 2 protones
presentes C-7. o

3p-acetoxi- 16a.17a-epom-20-ehlendlox1 5-pregneno (21)

Propiedades fisicas - Valor encontrado o calculado
punto de fusion (°C) NP 194-196
férmula molecular . CasHaOs
masa molecular {uma) . -t 418.55
Valor espectroscopico obtenido L
IR (cm”) - Asignacién
2941.89 CHa, -CH~, -CH-, presentes en el esteroide
1719.36 C=0 de! grupo acetoxi en C-3
1371.33 CH, presentes en el esteroide
1248.00 C--O- de vibracién del grupo acetoxi enC-3
1033.63 C-0O-C de vibracién del cetal en C-20
878.49 C-O-C st. del epéxudo en el anillo D
RMN'H (ppm) S
0.997 s(3H, metilo an Jular en C-1 8)
1.044 $(3H, metilo angular en C-1S)
1.443 s(3H, metilo en C-21)
2.038 s{3H, metilo del grupo acetoxi en C-3)
3.390 s{1H, protén base del epdxido en C-16)
3.954 s{4H, -O-CH,-CH~O- en C-20)
4.620 m(1H, protén base del grupo acetoxi en C-3)
5.350 dd{1H, J=3 Hz, protén vinilico en C-6)
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3p.17a-dihidrox;-zo-etilendtoxi-1sp-méﬁ'i;s;brégi_aéno. (22

Como ya se menciond, la introduccién ﬁé un l;ieﬁlo én la posicion 16-p de un
esteriode, debe aumentar su actnndad anhandrogémca La apertura del epdxido
16a-17a se lleva a cabo por la sushtuclén nﬁp}‘e;ﬂl}c‘:a‘ del metjlo (del reactivo
CHsMgX) por la cara B del esteroide obteméndos‘e'- gl producto trans-diaxnal (74).

En 1961, se reportd la obtencnén de Ia 16b-;l;\ebi-1Ta-aoetomprogesterona.
realizada mediante la apertura del epéx:do en la posic:én 016-17 con el reactivo de
Grignard |.’rt|||zando la relacion esteronde-reachvo 1 25 y eI rendimiento obtenido fue
de un 41% (75, 76). En nuestro caso Ia apertura del 16a-17a epéxndo (21), se
efectud con el reactive CH;MgCl 3M en THF k2 CI{JE como catahzador bajo reflujo
moderado en atmésfera de nitrégeno con un rendlmlento del 65% y cuya estructura
se elucudF por sus propiedades fisicas y espectroscéplcas las cuales estan descritas
en la tabla 7. .

EI] espectro no. 10 de IR para de! compuesto (22) corrobora la apertura det
epbxido/por una banda ancha a 3450.22 cm amgnéndose a los 2 oxhidrilos , uno
corresponde a la hidrélisis del grupo acetoxi en C—3_y el otro corresponde al oxhidrilo
terciario situade en C-17 con orientacion a y se cbrroboré con la banda en 1065.17
cm™ que corresponde a la vibracién del enlace de C- O para alcoholes tercianos y la
banda en 1044.91 cm™ que se asigné a la v:braclén del enlace ~C-O- del cetal

El espectro no. 11 de RMN'H de este cornpuesto (22) igual que el anterior
intermediario presenta tres singuletes a 0.8_78. 0.988 y 1.378 ppm que integran para
3 protones cada uno y corresponden a los metilos _ahguléres C-18y C-19, el restante
correisponde al metilo en C-21 en posicién alfa al dioxolano sobre C-20. Se
corrobora la presencia del cuarto metilo en la molécula por la sefial doble con J =
1.5 hz en 1.17 ppm que integra para 2 protdneé en C-16B. El doblete resulta del

acorflamiento de estos protones con el protdn base del mismo carbono. La sefal

'.‘( ’

multiple en 3.5 ppm que integra para un protén se asigné al protén base del alcohol
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enC-3. La ssfgmente sefial multiple en 3. 96 ppm que mtegra para cuatro protones se
asignd alos rrotones de los metilenos del grupo etilendloxi sobre C-20. Flnalmente
en la zona de protones vinflicos se observa l:m doblete_ en 5 3 ppm que integra para

38,1 7a-d|h|dro)u-20-etllend|ox1-1 SB-metll-S-pregneno (22)

Propiedades fisicas

I .

Valor encont;ado o calculado

Ly
1"‘ ik

ounto de fusién (°C) 156-1 62
férmula molecular Cz4H:504
masa molecular {uma) - 390.56
Valor espectroscdpico obtenido AT
I IR(cm") ‘Asignacién
I 3450.22 alcohol en C-38 y C-17a
| 2935.00 CHj, ~CHz~, ~CH-, presentes en el esteroide
| 2897.01 CH,~, -CH-= insaturado
| 1452.53 enlace de vibracién C—H para insaturaciones
| 1376.31 enlace de vibracion C-H para CHj
| 1065.17 entace de vibracion C-O para alcoholes en C-17a
| 1044.71 enlace de vnbraclon para el dioxolano
| RMN'H (ppm) K
/ 0.878 s(3H, mefito ang_lar en C-18)
| 0.988 s{3H, metilo angular en C-19)
| 1170 d(3H, J=1.5 hz, metilo en C-16B)
| 1,378 s(3H, metilo en C-21, a al dioxolano)
| 3.500 m(1H, protén base del alcohol en C-3)
| 3.960 m{4H, metilenos del -O-CH~CH,~O~ sobre C-20)
| 5.300 dd(1H, J=3 Hz, protén vinilico en C-6}
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35,17a-dihidroxi -16p-metil-5- pregnen-zo-ona f; :

La regeneracién del carbonilo en C-20 se reallzé medlante una hidrélisis
&cida del oompuesto (22). En cond:c:ones suaves Ia reaecaén se lleva & cabo en

-.‘\l

acetona y acldo pTS a temperatura ambnente yn40 rninutos de reacclén (57). Bajo

.:., Rl

las condiciones de reaccién descntas se‘ ol:eyen?we‘lh'gﬁ:ggg?t? de;eado con un
rendimiento del 79 %. Ei compuesto obtemdo (23). se caracfenzé por las constantes
fisicas y espectroscépicas enlistadas en Ia tabla 8 Como un producto secundario se
obtuvo en esta reaccién el compuesto 16-en—20—ona i

deshidratacion del alcohol terciario axial en C-' 7.

eomo resultado de la

El espectro no. 12 de IR para este compuesto'.:n(za) denot6 dos bandas
intensas a 3400.22 y 3342.28 cm™ que se aslgnaron a Ios grupos oxhidrilos en C-3p
y C-17a. La reaccién de hidrélisis del cetal se corrobora .con Ia banda intensa en
1690.00 cm™ que se asigna al carbonilo en 0-20 _\". _

En el espectro no.13 de RMN'H de este compuesto (23) una vez més se
observa la regeneracién de este grupo carbonilo én C-20, debido a la desaparicién
de la sefial multiple que integraba para 4 protones ( 3 96 ppm) y existe una sefial en
2.0941 ppm que integra para 3 protones y se asngné a Ia mehloetona en C-20. Las
sefiales ’en 3.42 y 3.852 ppm, ambas mtegran para un protén uno se asignd al
protén base del oxhidrilo en C-3 y el restante al protén del OH en C-17a y la ditima
sefial doble que integra para un protén en 5.351 ppm con J= 3 hz se asigné al protén
vinllico en C-6, las demés sefiales permanecen constantes al compuesto anterior.

Por ultimo, en el espectro de EMIE (espectro no.14) para el compuesto (23)
muestra un ion molecular pequefic con relacién m/z 346 que establece el peso

molecular del compuesto 3p,17a-dihidroxi-16p-metil-S-pregnen-20-ona (23). Se
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observa un pico en m/z 328 debldo a Ia pérdlda de 18 umdades dada por la
deshidratacién de uno de los alcoholes en C-3 o C-‘!?a. El p:co observado con
relacién m/z 313 se produjo por la pérdida de un metxlo de la relactén m/z 328 (328-
CH,) y el pico observado con relac16n mlz 285 se produce de !a pérdlda del ion
molecular de una molécula de H,O con el fragmento de la mettlcetona { M~ H,0 -
[CH;C=01") |y se corrocbora con el fragmento‘ ml43 que "corresponde a la
metilcetona.| La relacion m/z 267 se determlné como pico base 100% Ab. rel., la que

-, R L
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apr

se ofigind por la pérdida de una molécula de HgO_ del plco mlz 285

38,17 a-dihidroxi-16p-metil- 5-pregnen-20-ona (23)

Wt
'~.. DA

Propiedades fisicas Valor encontrado o calculado
“punto de fusién (°C) 208—210
fébrmula molecular szH,uoa
masa molecular {uma) i 346 51
Valor espectroscépico obtenido :
[ IR {em") As gnacién
| 3400.22 alcohol en 0-313 :
| 3342.28 alcohol en C-1 7a.
/ 1690.00 carbonilo en C-20+%. °
| 1350.37 vibracién de enlace C-H para CH,
| 1052.64 \nbrac:én de enlace C—O para los alcoholes
| RMN'H (ppm)
I 0.8600 s(3H, metllo anaular en C-18)
f 0.9000 s(3H, metilo angular en C-19)
| 1.0490 d(3H, J=3 hz, metilo en C-16B)
| 2.0941 s(3H, metilo en C-21, a al carbonilo)
/ 3.4200 s(1H, protén base del alcohol en C-3)
| 3.8520 s(1H, protén del O—H en C-17)
| 5.3510 dd(1H, J=3 Hz, protén virllico en C-6)
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EMIE(m/z) — T
[ 346 M+ R . R
l 328 M--Hzo A I
| 313 328-CHy = % “rst oot
| 303 M= JCH:C=0] = 1o

285 M0 {CH,C=0]

267(100% Ab.rel) pb 2B5 M0
| 43 [CH;C=O]'T u‘:I TR

Como se planted anteriormente, uno detlos objetwos del presente trabajo es
la formacion del sistema 4,6-dien-3-ona en el esteroide como constntuyente principal
de los requisitos estructurales para que exh:ba actuvndad antaandrogémca Este

sistema se{ obtiene oxidando el alcohol en c-3 B, que se conjuga con la insaturacion

presente Ln C-5, obteniéndose el sistema deseado

Para la obtencién del siguiente intermediaﬁo (24) se pl'antearon tres métodos de

oxidacién :

1! Oxidacién de Oppenaler (OPP): Reacclén selectlva para alcoholes donde

se obtienen sistemas carbonilicos a,p-lnsaturados se realiza con acetona

e isopropoxido de aluminio. (77, 78)

2. Oxidacién esteroidal :

Obtencién de A 3—oetonas utilizando clorocromato

de piridinio (PCC). Se realiza la oxidacién de A®3p-alcoholes esteroidales

a las correspondientes A*-3-cetonas en un medio bésico con un aceptable

rendimiento (79) .

_——m———
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3. Oxidacién selectiva con bromo. Consrste en la técnica oxidativa
bromaci6én-dehidrobromacién de Dryden y Kalm Se utzllza como agente

.-!J‘—‘

oxidante al bromo en un medlo bés:éo (BO)

@M%

ESQUEMA 6. Obtencién del sistema 4,6-dien-3-ona

La joxidacién planteada con OPP en el pnmer método del esquema 6, se
observa que no es un método directo para obtener el compuesto oxidado (24),
implicé realizar un paso adicional de sintesis, ya que solamente se obtenia el
mterrnedlfano con el sisterna 4-en-3-ona (23a) y postenormente se tuvd que
introducir la doble ligadura en C-6 mediante la tég:nlca de deshidrogenacion con
cloranilo/ {81, 82), obteniéndose de esta manera el 'producto deseado (24). EI

-segundo método fue descartado por que después de varios intentos se observé que

el compuesto mayoritario era el producto de eliminacién del alcohol terciario en C-
17a (23b). En el tercer método de oxidacién se observaron resultados aceptables,
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representd el ahomo de pasos adtcaonales dg la sfntesis obteméndose

"‘-‘i:‘

inmediatamente el producto esperado (24) con. un rhejor ﬂrend&ingianto (84%). La
reaccién de bromacaén-dehldrobromacrbn empleada se im;ie‘l;':enié:utlhzando bromo
como agente de oxidacién obteméndose como product‘o sistema deseado Esta
reaccién se [mejoré en su rendlmlento con, respecto a Jos ‘btemdos en trabajos
previos asi como en el articulo pubhcado (reg:strando‘u -‘%) (86) El rendimiento
obtenido se fogré variando la concent:aclén de brprr:o. h: ) 'o‘de reaccién necesario
para que no se destruyera el snstema una vez formado y!o ‘.la‘ deshidratacaén del
alcohol terciario que resultaba muy | lébtl Esta reacmén rse ‘fectué con bromo en
DMF y la presencia de LiBr, Li,CO; a 80°C por un hempo de 2 5 horas

Las /constantes fisicas y - espectms&pms que identiﬁcan al compuesto
oxidado 17a-hidroxi-16p-metil4, 6—pregnadren-3,20-dlona (24) se enlistan en la
tabla 9.

MR
s

de UV por la presencia de un maxlmo de absorclén a 284 02 nm, anteriores trabajos
registran una absorbancia a 284 nm, € = 31, 167 (43 82)

El jespectro no. 16 de IR del compuesto (24)“denot6 la presencia de dos
sefiales en la zona de los carbonilos, uha 'én‘ ‘1705.93 em? correspondiente al
carbonilo de la metilcetona en C-20 y la otra en 1666 cm "1 que se asign6 a la cetona
en C-3, coroborandose la oxidacion. Tamb_iép se obsenré una sefial en la zona de
los alcoholes en 3500.56 cm™ que se asignd al oxﬁidrilo en C-17a. Las sefales
restantes se detallan en fa tabla 9. L

En el espectro no. 17 de RMN'H se observaron sefales asignables al
compuesto, esperado de las cuales, los singuletes que integran para tres protones

cada uno en & 1.033, 1.157 y 2.303 ppm, se asignaron a los metilos angulares C-18
y C-19, y al metilo C-21 respectivamente. La sefial doble en 1.2 ppm se aprecia
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mejor en el espectro amplificado (espectro no. 18) y"sé aslgno al metilo en C-168.
En la zona de los protones vinllicos se reglstraron 2 senales simples y una doble; la
sefial doble a 5.20 ppm integré para un protbn y se asngné al protén vinflico en C-6
que se acopla con el protén de C-7. Las senales simples en 5.176 y 6.616 ppm
integrando cfada una para un protén, se as:gnaron a los protones vinilicos en C4 y
C-7 respectivamente. ' A R

El espectro no.19 de MASAS para este compuesto (24) muestra un ion
molecular de m/z 342 que corresponde al peso molecular de la molécula en
cuestion. El pico base se detecta como m!z 324 (M HZO) El pico de m/z 281 se
ha producido por la pérdida de agua segundo del fragmento de la metilcetona. Las
demas sefales se detallan en la snguuente tabla 9

Tabla 9. | Propiedades fisicas y espectroscépicas paral el intermediario
17a-hidroxi-16p-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona. (24)

Propiedades fisicas Valor encontrado o calculado
~ punto de fusién {°C) - 212-215
|férmula molecular CHx05
masa molecular (uma) ‘ 342.47
Valor espectroscépico obtenido Asignacién
| UV (nm)
[ Amec284.02 cetona o,B—y,8-insaturada en el esteroide
l IR (cm™) -
| 3500.56 alcohol en C-17a
| 2937.80 CH,, —CHz~, CH presentes en el esteroide
| 2865.82 enlaces C-C insaturado en fa molécula
| 1705.93 carbonilo en C-20
{ 1666.00 carbonilo en C-3
| 1617.60 doble ligadura conjugadaen C-4y C-6
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RMN‘H (ppm) ‘ T R
1.033 s(3H, metilo angular en C-18)
1.157 s(3H, metilo angular en C-19) -
1.200 "~ |d(3H,;J=3 hz, metilo en C-168)
2.307 " 1s(3H, metilo en C-21,'& al carbonilo en C-20)
5.400 - |d(1H, J=3 hz, protén vinllico en C-6)
5.716 s{1H, protén vinilico en C4)-
6.161 s(1H, protén vinilico en C-7)
EMIE(m/z) BT 1"??5‘41"5 A
| 342 R
324(100% Ab.rel) pb M-H,O . iRl
| 309 324—CHay - Al o
| 281 M-H.0 —[CH;C=O]‘-.“-§--
| 267 M-OHJCH,C=0]" "+
| 254 M=H,0 -c,.,y,o B

Lo .
A ‘ Voont
o o1y N
‘\ - »

16p-metil-17a-propioniloxi -4,6-pregn'a.dien.-3i,_2>0'-_diona. (25)

Sngun,endo el esquema sintético planteado se reahzé la esterificacién del
grupo oxhidrilo en C-17a del compuesto anterior (24) reacclén que se lievd a cabo
mediante e! anhidrido trifluoracético, a&cido propidnico y &cido p-toluensulfénico
como catalizador (22, 80). Esta reaccion requm6 de cmdados especiales porque la
acidez generada con la formacion del écldo tnfluoracétlco es capaz de catalizar la
eliminacién del aicohol terciario en C-17a como HzO o corno acido propitnico. Esta
condicién fue controlada regulando e} tiempo de reaccion de una hora, este tiempo
pertmitié obtener un méaxime del rendimiento de! 'é_lsfgr deseado y un minimo de
productos secundarios. Ei éster propionato esperado 16B-metil-17a-pr0pioniloxi-4.6-
pregnadien-3,20-diona (25) se identificé por sus propiedades fisicas y
espectroscépicas condensadas en la tabla 10.

El espectro no. 20 de UV del compuesto obtenido (25) permanecié sin
alteracion con el croméforo 4,6-dien-3-ona a un méaximo de absorcién de 283.9 nm.
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En el espectm no. 21 de IR de este lnterme}chilano: (35) corrobora la
TR L‘b: t,wlr-t‘{ Laey e wFy
esterificacion del alcohol terciario en C-17¢z, ya que desaparfm la banda ancha en
:'. |) LyEn i ",1 ,,,,, - \
3500.56 cm™ del compuesto anterior (espectro nq r1 h Qe aprecla una nueva sefial

S A EdEiR R R W
en la zona de|los carboniios en 173000 aslgnaaa al carbomlo del éster

i Mt,, nr. .‘. & foar
‘4 .‘.f"ft... o

propioniloxi, ademds, en 1222.00 cm se observa el_ 'alargamlento -C-O-

pAEE

caracteristico del éster, La sefial en 1664 crn.‘ise a%s‘lgné,al..carbbnilo en C-3.

Y
% t-
i_" L ‘-E*-s, s
E! espectro no. 22 de RMN'H del oompuesto (25) muestrafsena!es simples en
un & 0.7865, 1.1270 y 1.9728 ppm, wda una int;é% para é protones y se asignaron
R T ,;».-{' p,\JL\—t \‘:‘~'<.

a los metilos angulares en C-18 y 0—19 y al rnetllo en C-21 La senal doble en

e

1.3914 ppm con J=3 Hz que integrd para 3 pfotones se asigné al metilo en C-1 6.

. ks l-'} Bk ; » \. g
Mas adelante se registran dos sefiales s:mples en Ia zona de los protones vinllicos,

\u;f " \gl'-"'

la otra sefial a un & de 6.1383 ppm que integré para 2 protones se asigné a los
protones presentes en C-6y C-7. ‘

En el espectro no. 24 de MASAS del'compuesto obtenido (25) se nota un ion
molecular prequeﬁo m/z 398 que corresponde al peso “molecular del intermediario
obtenido. EIl pico en m/z 355 se produce por Ia pérdlda de 43 unidades del ion
molecular y se debe a la ruptura del fragmento [CH;C-O] y se corroboré con el pico
m/z 43. EI pico m/z 342 se obtuvo por Ia’ pérdlda de la entidad propilcetena
CH;CH=C=0 a partir de! ion molecular. El pico observado en la relacion m/z 299 se
asigno a la pérdida de [M-CH,CH,C=0]" corrobotanqose con el fragmento a m/z 57.
El pico a m/z 281 100% se asign6é como el pico .ba‘se' y se propone su formacién a
partir del lion molecular menos los fragmentos [CHaC=0]" y CHCH.CO.H y/o a la
pérdida de H,0 del pico m/z 288,
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Tabla 10. Propiedades fisicas y espectmsooplcas para el intemdnano 168-metil- |

17a-propionitoxi-4, 6—pregnadnen-3,20;d|ona (25) '

L ".r T A
LAt g '1' [t_"a';-l\'-"‘;' s

Pmpied%des fisicas Valor engontrado o calculado
punto de fusién (°C) L " 238-240 .
férmula molecular IR Cg;Hs.O4
masa/molecular NS 398 23
Valor espectroscépico obtenido R
UV{nm) e R Asimcién
Ak 283.94 5|stema 4 S-dnen-S-ona o
IR(cm”) S e L
2946.0 CH;., —CHr, CH presentes en el esteroide
2872.0 enlaces C-C insaturado en la molécula
1730.0 C=0 del éster proplonato en C-17a
11664.0 carbonilo en C-3 -
11618.6 doble ligadura conjugada C4yC-6
(1350.0 vibracién del enlace C H para CH,
RMN'H (ppm)
| 0.7865 s(3H, metllo angular en C 18)
[1.1270 s(3H, metilo anqular en C-19)
[ 1.1829 t(3H, J=2 hz, CH, del éster en C-17a)
| 1.3914 d(3H, J=3 hz, metilo en C-168) '
| 1.9728 s(3H, metilo en C-20)
| 2.3857 q(2H, J=2 hz, CH, del -O-CO-CH,CH, en C-17a)
| 5.6985 s{1H, protén vintiico en C-4)
| 6.1383 s(2H, protén vinllico en C-6 y C-7)
[EMIE(m/z) o
| 398 M* :
| 355 M-JCH.C=01"
| 342 M-CH,CH=C=0: = -
{ 324 M—CzH_r.CO; o 342-H.,0
| 299 M-CH.CH.CO.H
'281(100% Ab.rel) pb M—-CH,C=0]" ~C,Hs:COOH o 299-H,0
[ 57 [CH,CH,C=0]"
f 43 [CHC=0Y1"
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en la posuc:én C—fls y C-7 del |ntermed|ano (25) esta'fuqqlénl_-'q 'Imlca es necesaria

en 3 Ia literatura se

del epbxido para dirigir ia sustltuclén en C-6 en'_-la iguaénte feaccién determind la

utilizacién del peracudo sobre el pen.'mdo (83) La xidacién selectlva de la
insaturacion en C-Ba y C-7a se realizé meduante Ia_epoxidé?:ném con el acido meta-
cloroperbenzoico (MCPBA). Se utilizé CHCI; como dlsolvente por un mecanismo
concertado, donde la formacién de un puente de hldrégeno intramolecular del
MCPBA facilita la adicién electrofilica del atomo de ox!geno a Ia doble ligadura en C-

6, lo que permite la formacion exciusiva del a-o:urano (84)

La reaccion se efectiio en condiciones anh:dras se obtuvo un rendimiento de
50 % del producto deseado, 6a 7a-epox1-1Sﬂ-metll-'l7a-proplomlo>u—4-pregnen -3,20-
diona (26), se jcaracteriz6 por sus prop:edades ﬂsicas y eSpectrosoopicas enlistadas
en latabla 11y 12. RTINS .

El espém no. 25 de UV del compuesto (26) mostré la presencia de un
maximo de absorcion en Ans 239.4 nm asngnable al croméforo de la cetona a,p-
insaturada y as! se corroboré la epoxidacion de la Ilgadura en C-6yC-7.

En el espectro no. 26 de IR para el compuesto (26), las bandas mas
significativas;se aprecian a 752.0 cm’' que se asigné al alargamiento del enlace C-O
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del epéxido y la banda a 1186 cm™, que se asrgné al alarganiient'f‘del enlace c-0
para el carbonilo del éster en posacaén C—1_7cr.. N

reta)y N

En el espectro no. 27 de RMN‘H para‘el_inbemedlario (28). Ia sefial més

R LY ﬂ'm.;r--“\ i

representativa que [confirmo la presenaa dél epox:do as}gné a la senal doble en
\‘ﬁﬁ SN R AN

3.49 ppm con J= 2 hz e integrd para 2 protones I seﬁal doblete dobleteada se

. 3 h-m'v r ..{"'u‘-?s_\\x‘g\“\\\g, e T

ongmaporlamtamcaéndelospmmnesbasesddepéndoonyﬂa)enc-ebyc-

et '-“'-i:élf "-\"\\ \‘5‘; a Jc,‘ L

!s‘puumm N Jconstantes y se
te. S YA
detallan en la tabla correspondien : TR } |

Sk

,,,,,

Peu .
ion molecular pequefio m!z 414 conoordanta‘ con el peso ﬂ'bleeular del compuesto

{ : Skt R‘Yl”\\ﬁ‘f\;'ﬁ' ik
El pico s:gutente m/z 371 se debe a la pérdnda _de la‘\mehlcetona._‘__en C-17B (M-

'siguien gicoWZ340 se asigné
a la pérdida de H;0 de la relactén m/z 358 Se consnderé lé relac;én m/z 297 como
pico base 100%/de la Ab. rel tomando en cuenta que el ion molecular ha perdido
los fragmentos [CH,C=0]" y [CH;CH.C=0]" y se corroboran con los picos en las
relaciones m/z |43 y m/z 57. Los demas fragmentos'se detallan en la tabla

correspondiente. BRI

Tabla 11. Propiedades fisicas para el intermediatio 6, 7a-8poxi-16B-metil-17a-
propioniloxi-4-pregnen-3,20-diona.(26) -

Propiedades fisicas Valo‘r ehcontrado o calculado
punto de fusion (°C) 185-188
féormula molecular CasHaOs
masa molecular 414.56
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Tabla 12. Datos espectroscopicos para el infennediario 6@.7a-epoxi-1 6p-metil-17a-
propiohiloxM—pregnen-3.20-diona.(26) :

Datos espectroscé picos
UV{nm)} As lnacién
Amel229.4 sistema 4-en-3—ona en amllo A
IR{cm™) T R A LR
2946.0 CH,, -CHz-, CH presentes en el esteroide
2870.0 enlaces C-C insaturado en la molécuia
1728.0 C=0 de! éster propionato en C-1 7a
1676.0 carbonilo en C-3 & iy
1456.0 doble ligadura conjugada en 0—4
1352.0 vibracién del enlace C-H para CH.
1186.0 C-0 st del éster en C-17¢ “nix.
752.0 alarggmlento del en!ace C-O del epoxido
RMN'H (ppm) ‘.
0.763 s(3H, metilo aqgular en C-1 81
1.113 s(3H, metilo angular en C-19)
1.191 t(3H, J=3 hz, CH, del éster en C-17a)
11.411 d(3H, J=2 hz, metilo en C-168)
[1.969 s(3H, metiloen C-21) =~ -
2417 q(2H, J=2 hz, protones « al carbonilo en el éster)
13.490 dd(2H, J=2 hz, sistema AB del ep6xido en C-6y C-7)
16.144 s{1H, protén vinllico en C-4)
EMIE(m/z) EER A
| 414 M
| 371 M-{CH,C=0J
| 358 M-CH,CH=C=0 .
| 340 M-HOCOC,H; y/o 358-H,0
[ 315 371- HOCOC Hs
297(100% Ab.rel) pb M—([CH.C=07" -HOCOCgHj )
| 279 297-H,0 .
| 57 [CHJCH,C=07"
| 43 [CHAC=0]"
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6-bromo-163-metil-17a-propioniloxi-4,6-pregradien-3,20-diona.(3)

, Emf&mpasodeesnnmmhmhwdelbm.m
la apertura del epéxido (25) para obtener el compuesto objetivo (3). En esta
reaccién se/hacen modificaciones a la, técmca recomendada (80, 84, 85), ya que se
observd que un exceso de- HBr daba lugar a la formac:én de compuestos
adicionales| probablemente derivados del bromo y en c:ertos casos se destrula el
sistema 4-'en-3—ana El maximo rendlmcento alcanzado para esta reaccion fué
cuando se disminuy6 la cantidad de écndo La insercaén en C—6 del 4tomo de bromo
resulta de/ la configuracién alfa del epéx:do (25’) uhhzado ya que al ser una
sustitucion' nucleofllica trans diaxial es necesano que el nucleéﬁlo se aproxime por la
posicién axial, siendo ésta en C-6. ' o

El derivado bromado (3) se identificé satisfactoriamente por medio de sus
constantes fisicas y espectroscopicas detalladas en las _tahlas 13,14y 15.

En|el espectro no. 29 de UV del oompuest.d. final (3) la absorcién maxima a
286.7 nm/ corroboré la formacion del sistema 4,6—dien-3-ona y la insercién del atomo
de bromo en C-5. |

Ellespectro de IR del compuesto (3) {espectro no. 30) indico la presencia del
carbonilo del éster en C-17a en 1728 cm™ y la cetona conjugada en C-3 a 1662 cm™.

En el espectro de RMN'H del compuesto (3) (eépectro no. 31) se observé la
presencia del bromo por una alteracién en la densidad électrénica de los protones
vinllicos' desplazados ligeramente a campo bajo, la sefial simple que integra para un
. protén a 6.3217 ppm se asign6 al protdn vinilico en C-4 y la sefial doble que integra
para un protén en 6.5892 ppm con J= 2 hz se asign6 al proton vinilico en C-7 y se
acopla f:on el protén en C-8. | '

El espectro no. 32 de RMN™C del compuesto final (3) fue posible confirmar la
idehtidad quimica del producto sintetizado (86) corroborandose la existencia de 25
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sefiales asngnables a los diferentes carbonos lque. conforman este compuesto 6-
bromo-168-metll 17a-propioniloxi-4, S-pregnadler;—é 20-&|ona (3). Se establecid la
existencia de 5 tipos de carbonos para los met:los en C-1 8, C-19, C-21, C-22 y c-34,

asignandoseles las sefales en 14. 9012 16 4440 20 2650 19 7125 y 8.9757 ppm,
€S preciso mencionar que estas seﬁales se observan mejor en el espectro ampliado
no. 33. También se detectd la presencua de 3 tupos de carbomlos en & 204.038,
199.103 y [174.367 ppm que se asugnaron a. los carbonos en C-20, C-3 y C-1*
respectivamente y los carbonos con msaturacuén en C-4 0-5 C-6 y C-7 se asignan
a los desplazamientos en 142.827, 159362 121 481 y 126,671 ppm. La totalidad

de las asignaciones de RMN'C se observan a eontmuactén y se detallan en la tabla
14.

3) &

Fig. 3 Asignacién de los desplazamientos quimicos
del compuesto final (3) en RMN'C

Finalmente en el espectroc de MASAS (EI°) del compuesto final {3) (espectro
no. 34) se confirmé el peso molecular del producto (476.90 g/moi calculado) con el
ion molecular pequefic m/z 476 y la presencia del bromo con el fragmento M+1 =
478 de igual tamanio, las demds sefales se detallan en la tabla correspondiente.
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Tabla 13. P}'op»edades fisicas y espectroscéptcas para el compuesto final
6—}brorno-16;3—met:l-17a-proplomlom-4 6-pregnad|en 3 20-d|ona (3)

!
| : A R ;
Propledades fisicas Valor 9nconﬁado o calculado
punto de fusién (°C) ~ 270292
férmula molecular : Cgl_-lg__.‘Br
masa molecular Lot ‘~:"i476.9069“
i Valor espectroscépico e
UV(nm) - A jnacién
Amex 286.6 sistemna 4 S-dlen-S-ona ER ...
IR (cm™) e . -,
12546.0 CHa, -CH;—. CH gresentes en el esteroide . ,
|2872.0 enlaces C-C insaturado en la molécula X
1 1728.0 , C=0 del éster proplonato en C-17a ’
| 1662.0 carbonilo en C-3 S S
{ 1598.0 __idoble ligadura conjugada C—4 y C-S : +
| 1456.0 vibracién del enlace C-C insaturado )
| 1352.0 vibracién del enlace C-H para CH, 4
| 1184.0 C-O stdel ésteren C-17a . . B
RMN'H (ppm) N ;
[ 07803 s(3H, metilo angular en C-18) 4
| 08367 t(3H, J=3 hz, CH, del éster propionato) X
[ 1.1622 s(3H, metilo angular en C-19) (e
[ 1.3738 d(3H, J=2 hz, metilo en C-168) r
| 1,9729 $(3H, metiio en C-21 a al carbonilo) 3
[~ 2.4000 q(2H, J=2 hz, protones a al carbonilo del éster proplonato)
| 6.3218 s(1H, protén vinllico en C4) R
| 6.5892 s(1H, protén vinilico en C-7) A

. - :
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Tabla 13. P;'Opiedades fisicas y espectroscopicas ‘_;S'a-r‘g'el compuesto final

|

6-bromo-16p-metil-17a-propioniloxi-4,8-pregnadien-3,20-diona. (3)

Prople?ades fisicas Valor encontrado o calculado
punto de fusién (°C) B 220-222
formula molecular * CasHzQ.Br
masa molecular B i476.9069‘
/ Valor espectroscopico
| UV(nm) As gnaclén
Az 286.6 sistema 4,6-dien-3-ona . .-~
IR {cm™) IR
| 2946.0 CHa, -CHz—, CH presentes en el esteroide
| 2872.0 enlaces C-C insaturado en la molécula
| 1728.0 C=0 del éster proplonato en C-17a
[ 1662.0 carbonilo en C-3
| 1598.0 doble ligadura conjugada 0-4 4y C-6
| 1456.0 vibracién del enlace C-C insaturado
/ 1352.0 vibracion del enlace C-H para CH,
/ 1184.0 C-0 st del éster en C-17a
| RMN'H (ppm) -
/ 0.7803 s(3H, metilo angular en C-18)
/ 0.9367 t(3H, J=3 hz, CH; del éster propionato)
/ 1.1622 s{3H, metilo angular en C-19)
[ 1.3738 d(3H, J=2 hz, metiio en C-16p)
/ 1.8729 s(3H, metilo en C-21 a al carbonilo)
/ 2.4000 q(2H, J=2 hz, protones a al carbonilo del éster propionato
[ 6.3218 s(1H, protén vinilico en C-4)
/ 6.5892

s(1H, protén vinilico en C-7)
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Tabla 14. Propiedades espectroscopicas RMN™C para e! compuesto final
6-bromo-16p-metil-17a-propioniloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona. (3)

T el

RMN"C (ppm)”
No. de carbén desplazamiento | -: - - o asignacion
C-1 34 5435 —CH:—
C-2 34.2331 ~CHp— -
C-3 199.103 C=0 en anillo A
C4 142.827 carbén vinilico terciario
C-5 159.362 - | carbbn vinflico cuatemario
C-6 121.481 carbén vinilico cuaternario
c-7 126.671 carbén vinllico terciario
C-8 39.7613 -{ carbén terciario
C-9 46,3605 carbén terciario
C-10 46.5085 carbén cuaternario base de CHa. angular en C-19
C-11 28.1151 —CH,~en aniflo C '
C-12 33.9040 -CH,-en anillo C
C-13 48.4557 carbén cuaternario base de CH, angutar C-18
C-14 46.3300 carbon terciario inferior en unién de anilloCy D
C-15 32.2620 -CH,— en anillo D
C-16 49.5235 carbdn terciario base de CH, § en anillo D
C-17 94.8110 carbdén cuaternario en anillo D
C-18 149012 CH, angular
C-19 16.4440 CH, angula
C-20 204.0380 C=0 =
C-21 20.2650 CHa o al C=0 anterior
C-22 19.7125 CHs g en anilio D
C-1* 174.3670 C=0 del éster
C-2 28.2020 —CH~ a al C=0 del éster
C-3 8.9757 CH, terminal al C=0Q del éster
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Tabla 15. Propiedades espectmscépicas EM(EI ) para el compuesto final
6-bromo-16p-metil-1 7a—propionilon-4 S-pregnadiens‘i.zo-duona (3)

SRS
EM(EI
relacién (m/z) - e
476 - L M e -'u R
433 M—[CH;C=0]
420 .| M=CHaCH=C=0 .
404 i rJ420-OH-EH i
361(100% Ab.rel) pb " [ 379="H,0 ' /&7, -
281 -___+|1361-Bromo (79.909)
57 -] [CH,CH.C=0]". ..
43 ~_|ICH,C=0]" -

6.2. PARTE BIOLOGICA
6.2.1. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA (/n vitro) i’

La inhibicién de la conversién de testosterona (1) a productos Sa-reducidos I
como la DHT (2), fueron evaluados empleando testiculo e higado de rata como jl‘,'
fuente de obtencién de fa enzima en cuestién (87). La actividad antiandrogénica de '
los derivados sintetizados: el producto final (3) y sus intermediarios de sintesis se
llevé a cabo tomando como parametro la potencia antiandrogénica de los
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compuestos, de acuerdo a su capacidad para inhtbu' la actmdad de la enzima 5a-
reductasa, tomando como 100 % el efecto opservado para proscar (5).

En este estudio también se anal(zé la acthndad farmacolbglee de los
siguientes compuestos: 1 Bp-mem-ﬁa-buhrolom S-pnegnadlen's 20-diona (25a),
6a,7a-epoxi-16p-metil-1 :a-butlrolom-4~pregnen-3 26-&!0!13 (263) 6-bromo-16p-
metil-17a-butiroloxi-4,6-pregnadien-3, 20—dlopﬂa ?{(33) .;7d:hidrox1-16p -metil-1,4,6-

trien-3,20-diona (27), previamente smtehzados e" nuestro laboratono (43).

622, EXTRACCION DE LA ENZIMA So- REDUQ‘(AS#: ;

'*\..
~

4

Siguiendo las técnicas de extraocnbn de la enzima pre\namente reportadas en
la literatura (88), se dispuso de dos ratas. macho de la cepa Wistar con un peso
promedio 250 g cada una (57, 89). Los ammales se sacnﬁcaron por desnucamiento

y posteriormente se realizo la dlsecclén de Ios testiculos e higado Estos tejidos se
homogeneizaron por separado en dos porcwnes de 'éolumén acuosa 0.17 M de KCI
(20 ml). E! extracto se filtro y se centnfugé a 15 000 xg durante 30 minutos. Se
recuperd el sobrenadante y se saturé con una solucuén acuosa de sulfato de amonio
al 50 % {I00 ml) en frio, el precipitado formado se se dializ6 con 1 litro de buffer
Tris-HCI 25 mM (pH 7.3), durante 24 horas EI producto dializado se centrifugd a 10
000 xg durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se usé como extracto
concentrado de protelnas para deten‘ninacnones enzlmét:cas
El contenido de protelnas del extracto se determiné por el método de Bradford
(90) empleando albimina de bovino como esténdar
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6.2.3. PREPARACION DE LA MEZCLA DE lNCLBACION Y CUANT IFICACION DE

RN N

LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 5a-REDUCTASA. AR

_-_‘ H-.
'Q."'\

La cuantificacién de la actmdad de la enzima Sa-reducmsa se realizé
incubando 100pgdelextradoprotehﬁcopor30nhutnsa$7‘0wn 100 mM de

‘*.\‘ﬂ‘ w_

solucién buffer Tris-HCI (pH 7.0), 100 pM MDPH soo pM de testosterona (1.74 X
10™ mmol) 500 uM del anhandrbgeno Qa 74 x 105 n_mol) que se deseaba analizar.

Tagts "3\ e

El blanco en ésta determinacién contenia todo Io anténor exuepto el anbandrégeno

NADPH a 340 nm, en un espectrofotémetro Perkiﬁ-Elmer_L‘émda 2. A esta longitud
de onda el NADPH absorbe pero el no- WP’ pof ‘Io que los cambios en la
oxidacién pueden ser medidos snguiendo' Ia disn:‘inucién de la concentracién de
NADPH. Los valores de actividad fannaoolbgica de ceda Intennedlano y producto
final son el promedio de cuatro detenmnaclones (91) Los datos se graficaron en
funcion del % de inhibicién de la enzima 5a-reducfasa versus el tipo de esteroide
(figura 4). P
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6.3. RESULTADOS

Cabe mencionar que el presente trabajo es parte dﬂe un'.gran'proyecto donde se
vt 50 iy

realiza el disefio y sintesis de fér'macos de naméleza esteroldal que presenten

actividad antiandrogénica por lnhibll' Ia aécaén de la enzima Sa-reductasa con

solo un minimo de efectos secundanos

Al analizar los resultados obtemdos Y. consnderando‘la parte estructural de

“.,'\11'1, t

la molécula que confiere actividad annandrogénlca a Ios*denvados del pregnano,
se observaron los siguientes resultados g

-.

Como se esperaba, los compuestos mtennedlanos
3p-acetoxi-5, 16—pregnad|en-20-dtona (18 L
16a,17a-epoxi-38- hldroxa-s-pregnen-zo—bnq ;»('.' 9)
3p-acetoxi-16a, 17a-epox|-5-pregnen-20-oﬁa (:20)
3p-acetoxi-16a, 17a-epox1-20-etilenduon-S—pregneno (21)
6a, 7a-epoxr-16[5-metxi-17a-prop|omlon-4-pregnen-3 20-diona (26)

6a,7a-epoxi-1 6[3~metil-17a-butiroloxi-4-pregnen-3 20-diona (26a)

no mostraron actividad antlandrogémca apreciable ( debtdo a la falta del sistema
conjugado 4,6-dien-3-ona).. :
Los intermediarios :

16p-metil-17a-propioniloxi-4, S-pregnadlen-3 20—d:ona (25)

163-metil-1 7a-bunroloxl-4,6-pregnadnen-3.20—dlona (25a)
exhibieron un efecto antiandrogénico ligeramente menor que proscar (§) pero mas
alta que acetato de ciproterona (4). Este hécho era de esperarse porque ambos
compuestos tienen la entidad altamente conjugada 4,6-dien-3-0na, que es muy

similar al compuesto denominado trienona (1,4, 6-tnien-3-ona, 27)
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Los compuesto :

6—bromo-1BB-meﬂM7a-prop|oniloxi-4,6-pregnadien-3 20-diona (3)
y el compuesto similar (3a), exhlbleron una acﬁvudad més alta que proscar (5),
pero en cambio el compuesto denommado como _.ﬁ;enona (27) presenté una
actividad mayor en un 300 %. El ébﬁb&eétoﬂ oxrcllacﬂlowlibre (24) tuvo una actividad
mas baja comparada con los denvados ox:dados (25) y (25a). donde se presenta

el alcohol en C-17a esterificado. L The

Los resultados demuestran que cuando el antnandrbgeno tiene un sistema
conjugado mas largo, este rasgo estmctural mejora Ia Aactividad como se observa
en el caso del compuesto denormnado tnenona (27)

Los resultados de la actividad h vﬂm p_rélim_inaf de los compuestos mas
activos en este analisis : E :,:;;,-:..,. , .
6-brorno—1Sﬂ-metil-17a-propionlloxl-4 B-pregnadien-a.zo-dlona {3}
17a-hidroxi-16p-metil-1,4 B-pregnatnen 3 20-d|ona (27)
los hacen buenos candidatos para realizar estudlos farmacoléglcos adicionales

como: RPN

» estudios especificos in vitro sobre la "in'hi‘bicién de la enzima S5a-
reductasa (Tipo li} , a efectuarse pféximamente en la divisién de
Bioquimica de la Universidad de Lexmgton Kentucky E.U.

o actividad antiandrogénica in vivo sobre la regresuﬁn del cancer prostatico
inducido en ratas, asi como la valoracuén de efectos colaterales
(prostagenos y t6xicos). '

» establecer el mecanismo cinético de inhiblclén

asi como también se propone realizar los ensayos sobre vias celulares que
recomienden su eficacia sobre la posible utiliiacién o eliminacion en tratamientos
de antiandrégenos en humanos.
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Conclusiones

7.

En éste trabajo se presentd la slntests y la evaluacuSn fannacoléglca de un
nuevo compuesto esteroidal 6-bromo-1 SB-metll-1 7a~prop|omlom-4 6-pregnad|en-

3,20-diona (3) con actividad antzandrogémca El rend:mlento global para este nuevo
derivado es 7.01% de rendimiento neto. . .* ..

Tomando en cuenta los resultados obtemdos y'la dlscususn realizada en el
trabajo se concluye lo siguiente : A

» Se obtuvo el derivado esteroidal _ R 7
6-bromo-1SB-metil-17a-—propioniloxi-4,éQﬁfeﬁhiﬁienlﬁ,zo-diona (3)
con una actividad antiandrogénica 20 % mayor que el farmaco comercial acetato
de ciproterona (4), pero mas baja que proscar (5) que actualmente es el farr;naco
de eleccidn para la inhibicién de la enzima 5&-'ré:ductasa.
El producto sintetizado (3) present6 mayor actividad qu_é su homdlogo 6-bromo-
1SB-metil-17a-butiroloxi-4.6-pregnadien-3.20-dioné (35) que tfene un atomo de
carbono mas en la cadena lateral del éster. Al pérei:eij la lbngitud de la cadena
del éster es inversamente proporcional al porcentaje‘de inhibicién de la enzima
Sa-reductasa. -

o Se implementé la obtencién directa del sistema 4,6-dien-3-ona median;e un
método desarrollado en nuestro laboratorio y con buen rendimiento.
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