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En la actualidad se sabe que patologias tales como la hiperplasia
prostitica benigna y el céncer de prostata, representan una de las
enfermedades con mayor frecuencia en hombres con edad promedio de 55
afios, ya que cada afio fallecen en el mundo 182,000 hombres por este
padecimiento. México contribuyd en el periodo comprendido entre 1985 y
1994, con 22,900 defunciones,

No se sabe exactamente cudles son las causas; sin embargo, existen
factores a los cuales se les atribuye el padecimiento, de éstos, podemos citar
los siguientes: edad-la enfermedad se incrementa después de los 65 afios; raza-
es dos veces mas comdn en hombres Africano-Americano que en Americanos
de piel blanca; nacionalidad-es comtn encontrarla en Norteamérica y en el
noreste de Europa que en Asia, Aftica, Centroamérica y Sudamérica; dieta-los
estudios muestran que las personas que ingieren grandes cantidades de grasa,
- sea natural o vegetal, tienen mayores probabilidades de desarrollarla;
actividades fisicas-hacer ejercicio regularmente disminuye el riesgo; historia
familiar- se le considera como factor genético en donde si el padre tiene la
enfermedad, por herencia el hijo tiene muchas probabilidades de desarrollarla;
la vasectomia y sistema endocrino también contribuyen al desarrollo de esta
enfermedad.

El carcinoma de préstata es el més frecuente de los cénceres en
varones, pero es a su vez la tercera causa de muerte. La Sociedad Americana
de Céncer diagnosticé cerca de 184,500 nuevos casos en 1998 de los cuales
aproximadamente un tercio tendré una evolucion fatal.

Esta enfermedad surge cuando las células del tejido comienzan a
multiplicarse incontrolablemente y de manera progresiva, iniciéndose asi la
produccién de una masa celular diferenciable del resto, lo que origina la
formacion de un tumor; si este tumor no invade los tejidos vecinos y queda
encapsulado en el lugar anatémico, se trata de un tumor benigno; sin embargo,




si el tumor invade v se dispersa a otros tejidos provocando metéstasis(tumor
secundario originado por la diseminacién de células cancerosas) entonces se

trata de un tumor maligno.
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En cuanto a la hiperplasia prostatica benigna (hiperplasia nodular o
hipertrofia), se caracteriza por la formacién de voluminosos nédulos
delimitados en la regién periuretral de la prostata. Cuando alcanza el tamafio
suficiente, los nédulos comprimen y estrechan el conducto uretral y causan
una obstruccién parcial, a veces practicamente completa, de la uretra
impidiendo que se lieven acabo las funciones fisiolégicas.

En lo que se refiere al hirsutismo, esté consiste en el crecimiento
excesivo de pelo en diferentes zonas anatémicas provocando seborrea, acné,
severos casos de neurosis y depresion al punto de suicidio.

El alto grado de incidencia de estas patologias estd mostrado en estudios
estadisticos recientes los cuales nos indican que existe una elevada tasa de
casos diagnosticados y que se han llegado a practicar alrededor de 200, 000
prostatectomias anuales en USA.




Se ha comprobado por los estudios de Huggins v Hodges®, que la
extension metastasica de cancer de prdstata se puede detener o retrasar durante
cierto tiempo medjante castracion, administracién de estrégenos o ambos.
Esto hizo sospechar l6gicamente que los andrégenos desempefiarian un papel
causal.

Por otra parte aunque no se conoce la cavsa de la hiperplasia prostatica
benigna, los datos disponibles sugieren que en su aparicién participan los
andrégenos y estrogenos.

La testosterona(M1, ver pagina 10), principal andrégeno en el plasma
de los varones, es sintetizada en los testiculos, los ovarios y la corteza
suprarrenal. En la circulacion, M1 actiia como una prehormona; va que esta se
convierte de forma irreversible a So-dihidrotestosterona(DHTYM2, ver
pagina 15) por accién de una enzima localizada en la membrana celular y
dependiente de NADPH llamada So-reductasa(ver Esquema 3, pagina 15)

Considerando que M2 es la forma activa de M1, ya que es ella la que
se une con mayor afinidad y de manera irreversible al receptor androgénico;
ademas tomando en cuenta que al disminuir la concentracién de M2 puede
ayudar considerablemente a controlar la evolucion del cancer de prostata y el
desarrollo de hiperplasia prostatica benigna; de esta forma es como surgen
nuevas estrategias terapéuticas para buscar nuevos compuestos sintéticos que
sean capaces de actuar con el receptor androgénico.

Com ello se sugiere que el blogue de andrégenos puede ser el arma
terapéutica en algunas enfermedades provocadas por andrégenos, como el
céncer de prostata, el hirsutismo, al acné patoldgico, la seborrea, la alopecia
androgénica, la pubertad precoz y la hiperplasia prostatica benigna.




En las tltimas décadas se han llevado a cabo diversos estudios
encaminados a analizar la inhibicion selectiva de varios antiandrégenos sobre
la maduracion del esperma, por lo que el interéds en los agentes
antiandrogénicos se ha aumentado. Desafortunadamente, los compuestos que
existen son agentes que presentan efectos colaterales adversos.

Dentro de la terapia para el tratamiento de la hiperplasia prostatica
benigna, asi como para ¢l cancer de prdstata se encuentran: la
cirugia(prostactectomia radical y transuretral), la radiacién(externa e interna),
mediante sustancias radioactivas como Metartron, utilizando hormonas y
quimioterapia; sin embargo presentan repercusiones como: desequilibrio
emocional en el paciente, incontinencia, lesién intestinal, impotencia sexual,
sudacion, fatiga, nauseas, vomito, pérdida de apetito, pérdida de cabello
ademas de los propios de la radiacion.

En la actualidad, se dispone de compuestos sintéticos para inhibir la
sintesis de M1 al nivel de hipotilamo(agonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinalGnRH]) y los testiculos (ketoconazol(M3, ver pagina 25),
liarazol) , para evitar la conversion de M1l en M2 en tejidos
extraglandulares(Finasteride(M4, ver pagina 24)), asi como para bloquear la
union de los andrégenos a su receptor (Flutamida(M5, ver pagina 25),
Acetato de Ciproterona(M6, ver pagina 22)). Estos firmacos se estin
valorando para diversos trastornos en personas de ambos sexos.

El M6 constituye un potente antagonista, que se encuentra ampliamente
distribuido en el mercado debido a que se utiliza en el tratamiento de diversas
patologias entre ellas pueden mencionarse: acné, calvicie con patron
masculine, hirsutismo y sindromes virilizantes(Neri, 1976; Newmann, 1982;
Newmann y Tdpert, 1986).

También se ha intentado usar en el tratamiento de la pubertad temprana
e hiperplasia y carcinomas prostiticos (Nemer, 1988), asi como para inhibir la
libido en varones con desviaciones graves de conducta sexual(Laschet y
colaboradores, 1967).




Sin embargo, pese al gran uso terapéutico que se le da a este farmaco,
presenta efectos secundarios progestacionales(retencién de’ liquidos,
desordenes cardiovasculares, trombosis y ginecomastia) no deseados; es por
ello que continua existiendo un gran interés en desarrollar nuevos farmacos
que puedan competir en cuanto a actividad farmacolégica como M6 y que
ademds presenten el minimo de efectos progestacionales posibles.

Por el anélisis de la relacién estructura-actividad biolégica de los
antiandrégenos esteroidales(M6 y sus derivados) se ha concluido que su
actividad se debe a la estructura casi plana de la molécula, a la presencia del
grupo la-2a-ciclometileno en C-1 y C-2(o bien un dobie enlace entre estos
dos dtomos de carbono presenta casi el mismo efecto), los dobles enlaces entre
los carbonos C-4 y C-5 y los carbonos C-6 y C-7, al sustituyente
electronegativo en C-6 y al grupo o-acetoxi en €-17 asi como los dos grupos
cetonicos en C-3 y C-20.

Se conoce que la relacién de la estructura-actividad bioldgica
encontrada en ¢l Laboratorio 125-A Conjunto “ E “ de la Facultad de Quimica,
es valida en la serie del pregnano(M13, ver pagina 8)>'%4, Todo esto nos
condujo a proponer el presente trabajo de tesis, sintetizar un derivado de M13
que retna las caracteristicas moleculares antes descritas; sin contar con la
presencia de un haldgeno en C-6 y ademés adicionando un grupo metilo en
C-16.

Este compuesto se evaluard farmacolégicamente como inhibidor de la
enzima So-reductasa y también en su habilidad de formar un complejo con el
receptor androgénico y de esta manera poder determinar su actividad
antiandrogénica.

Para llegar a obtener el compuesto de interés se siguié una ruta de
sintesis lineal con un total de 7 pasos; empleando como materia prima el
Acetato de 16-dehidropregnenolona(M8, ver pagina 15) a la cual se le
hicieron las siguientes modificaciones en su estructura molecular.




* Introduccion de dobles ligaduras en los carbonos C-1, C-4, C-6
** Formacién de un grupo carbonilo en el carbono C-3 y C-20
*** Introduccion de un grupo metilo en el carbono C-16

***% Introduccion de un grupo éster en el carbono C-17

De esta manera se llega al compuesto de interés:
170.-Butiroxi-16P-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona(M9, ver pagina 48).

Como es un compuesto nuevo su estructura se caracterizé mediante sus
propiedades fisicas(color, apariencia y p.f.) y datos espectroscopicos (UV, IR,
RMN'H, RMN'*C y EMIE).




l [A] ESTEROIDES I

Los esteroides son un grupo de compuestos que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, se les puede encontrar tanto en
materiales vegetales como animales. Cientos han sido aislados de materiales
vegetales y otros miles han sido sintetizados en un laboratorio, poseen de 18-
29 atomos de carbono, son opticamente activos, se presentan como polvos
cristalinos nacarados, de masas caracteristicas, insolubles en agua, solubles en
disolventes de media y baja polaridad.

La estructura de los esteroides se caracteriza por

tener generalmente en su esqueletc base un

policiclo llamado nucleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno M10. El grupo

alcohol, el grupo ceto y los dobles enlaces son

comunes; pero resulta raro que cuenten con 10S  gicigpentanoperhidrofenantreno[M10]
enlaces de ésteres.

l [A.1] CLASIFICACION

Los esteroides se clasifican considerando su estructura quimica,
bésicamente se toma en cuenta la cadena que se presenta en la posicion del
carbono C-17.(ver Esquema 1, pagina 8)




Estrano [M11} Androstano [M12] Pregnane (M13]

o e e

Colano [M14}] Colestano [M15] Ergostano [M16]
Estigmastano [M17] Cardandélide [M18] Witandlide [M19]
Bufandlido [M20] Espirostano [M21]

0 o8

Esquema 1.




' {A.1.1] EFECTOS FISIOLOGICOS :

Los efectos fisiologicos de los esteroides varfan considerablemente de
unos compuestos a otros y van de la actividad de las vitaminas a las hormonas
sexuales; en la siguiente tabla se presentan los nombre de algunos esteroides,
sus estructuras vy las propiedades fisiolégicas que poseen.

NOMBRE ESTRUCTURA PROPIEDAD FISIOLOGICA
Formada a partir de ergosterol y es
VITAMINA D, la  encargada de evitar el
Ergocalciferol reblandecimiento  éseo  por
HO' {(mz2) |carencia de calcio y fosfato,
411 \
MESTRANOL A Es utilizado como anticoneceptivo
“ bucal.
o (M24)
¢
ESTRONA Es [a hormona estrogénica de la
mujer
HO (M25)
Es llamada hormona del embarazo
PROGESTERONA femenino, la segrega el cuerpo
amarillo.
0 {M286)




TESTOSTERONA

NOMBRE - -

ESTRUCTURA:

(M1)

PROPIEDAD FISIOLOGICA -

Es la hortnona sexual masculina,
regula el desarroilo de los érganos
reproductores y lfas caracteristicas
sexuales secundarias.

ACIDO COLICO

&
8%:
2

(M27}

Es el acido biliar més abundante
en la bilis y debido a la existencia
de Na’, K" y pH alcalino en ésta,
se presume que éste y otros estan
en realidad en forma de sales; los
cuales participan en los procesos
digestivos

CORTISONA

(M28)

Es una de las 28 hormonas
adreno-corticales, no sélo es
importante para el control del
metabolismo de los carbohidratos,
sino que ademds resulta eficiente
para aliviar los sintomas de la
artritis reumatica

COLESTEROL

E

(M29)

Es un aleohol esteroidal o esterol.
Se encuentra en casi todos los
tejidos vertebrales y es el principal
constituyente de los cdlculos o
piedras biliares. El organismo lo
necesita como materia prima para
producir otros esteroides.




l [A.2] ANDROGENOS l

Los androgenos pertenecen al grupo de las hormonas esteroideas las
cuales se elaboran en los tejidos suprarrenales y gonadales a partir de
colesterol, se derivan de M10 y especificamente pertenecen al grupo del
hidrocarburo androstano(M12, ver pdgina 8).

A los andrégenos también se les conoce como hormonas sexuales
masculinas y ellas son las que controlan la masculinizacién. De éstas M1 es la
mas importante.

l JA.2.1) FISIOLOGIA DEL SISTEMA GENITAL MASCULINO

Los testiculos tienen funciones endocrinas y reproductoras a la vez
porque producen hormonas y células esperméticas maduras. Estas funciones
son llevadas a cabo por tres tipos de células:

a) Células de Leydig- son células situadas alrededor de los vasos
sanguineos y linfaticos, hacia donde secretan testosterona.

b) Células de Sertoli- sustentan la espermatogénesis y las células
germinales masculinas.

¢) Células testiculares- forman los tubos seminiferos.

El testiculo pesa entre 30-45g, con un didmetro aproximado de 2.5-
4.5¢m, rodeado de una capsula fibrosa(fiinica albuginea), formado por tubos
seminiferos conectados al epididimo, éste a su vez, conectado al conducto
deferente, el segmento distal de este conducto se llama conducto eyaculador,
es en esta parte donde se conecta la vesicula seminal y la prostata.
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! contiacts En esta figura se

observa las parte

que constituyen

el sistema Genital masculino

Vists &!smé ’

Figura.2

I [A.2.1.2] SINTESIS Y LIBERACION DE TESTOSTERONA (M1}

En el momento de la pubertad masculina, el hipotilamo produce la
neurohormona GnRE(hormona liberadora de gonadotrofinas) ia cual llega a la
hipdfisis, ésta sintetiza y secreta dos gonadotrofinas: FSH(hormona foliculo
estimulante) y LH(hormona luteinizante).

La FSH actia sobre las células de Sertoli para dar lugar a la
esperinatogénesis, regulando también las funciones de los tubos seminiferos;
mientras que la LH estimula 2 las células de Leydig para la secrecidn del
andrégeno: M1. En el siguiente diagrama se ejemplifica como ocurre en el
organismo.




SINTESIS Y LIBERACION DE TESTOSTERONA EN
EL ORGANISMO

HIPOTALAMO

l

GnRH

l

HIPOFISIS

< \

LH FSH
TESTICULOS CORTEZA ADRENAL TESTICULOS

(CELULAS DE LEYDIG) (TUBOS SEMINIFEROS)

\ /

TESTOSTERONA (M1)

Esquema 2.
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I JA.2.1.3] FUNCION DE LA TESTOSTERONA(M1) |

En el ambito molecular la accién primaria de la M1 consiste en
aumentar la sintesis proteica en los tejidos “blanco”, especificamente prostata
y vesiculas seminales. Su principal funcidn es producir el desarrollo normal de
los érganos reproductores masculinos y mantener las caracteristicas
masculinas secundarias como voz grave, crecimiento y patron del pelo facial y
corporal asi como el desarrollo de! musculo esquelético. M1 es también
efectiva para mantener la espermatogénesis, inhibir el desarrollo, funcion de la
glandula mamaria y estimular la libido.

[A.2.2] PAPEL QUE DESEMPENAN LOS ANDROGENOS EN LOS PROCESOS

FARMACOLOGICOS Y BIOQUIMICOS

Se han descrito diversas acciones en las que participan los androgenos:
de caracter farmacolégico, bioquimico y metabolico. Dentro de las primeras
podemos mencionar las siguientes:

# Acciones en el sexo masculino(desarrollo y mantenimiento de organos y

caracteres sexuales secundarios),

# Acciones sobre el sexo femenino(dosis elevadas de M1 producen

fenémenos de virilizacion),

# Accién sobre el carcinoma de mama(los andrégenos provocan una

acentuada mejoria sintomética con desaparicién del dolor).

En cuanto a las acciones metabdlicas, involucra las siguientes:

¢ Metabolismo organico(los andrégenos promueven anabolismo proteico)

e Metabolismo de lipidos{los andrégenos disminuyen la concentracién de
triglicéridos y en menor grado de colesterol sanguineo).

e Sobre el sistema Oseo(el papel de los andrégenos se debe a una
recalcificacion Gsea).

14



I [A.2.2.1] MECANISMO BIOQUIMICO DE LA TESTOSTERONA(M1) \

M1 es el principal andrégeno y esta considerada como una prehormona.
El mecanismo de accién que sigue la M1 para convertiste en M2 es el

siguiente:

OH OH

0

i [T

Testosterona [M1] . So—dihidrotestosterona [M2]

OH

fonf 7777

NADP+

Esquema 3.
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MECANISMO DE ACCION:

1. - Entrada de M1 en la célula “ blanco”, al parecer por difusion pasiva.

2. - Transformacion de la prehormona a M2 en el reticulo endoplasmico o en
la membrana nuclear, Esta formacidén, es biologicamente irreversible, estd
catalogada por una enzima que se encuentra fija a la membrana, la 5-o
reductasa, que requiere NADPH.

3. - Unién de M2 a receptores intracelulares proteicos especificos, para
formar un complejo hormona receptor.

4, - Bste complejo penetra al niicleo celular y se une a la cromatina.

5.- Se produce entonces una estimulacién de la sintesis del 4cido
ribonucleico(RNA) tanto el mensajero como el ribosémico.

6. - Como consecuencia, se produce un aumento de la sintesis proteica y de
enzimas intracelulares, las cuales son responsables de las acciones

androgénicas.

Es importante resaltar que el receptor hormonal que une al esteroide
activo, en este caso M2 es especifico, no sélo para el esteroide, sino también
para el tejido determinado. Asi por ejemplo: el utero tiene receptores para
estrégenos, pero no para M26, M1 o glucocorticoides. El timo y el tejido
fibroblastico tiene receptores para glucocorticoides, pero no para hormonas
sexuales. La prostata y las vesiculas seminales contienen receptores solamente

para los andrégenos.
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[A.2.22] CONSECUENCIAS DEBIDO A LA CARENCIA DE LA ENZIMA

50 - REDUCTASA

Existen varones que genéticamente carecen de la enzima Sa—reductasa,
a este padecimiento se le conoce como seudohermafroditismo masculino; esto
fue observado por vez primera en la Repiblica Dominicana. En este trastorno
el varén genotipico secreta cantidades normales de M1, pero esta hormona no
se convierte en M2 y por lo tanto no hay desarrollo de los genitales externos
masculinos. Después de la pubertad estos varones manifiestan tres
caracteristicas: no desarrollan la prdstata, no aparece acné y no adquieren el
patron tipico masculino.

En un principio se crefa que esto ocurria por la deficiencia total de la
enzima Sa—reductasa, pero estudios recientes establecen que la deficiencia
genética es atribuible a la pérdida solamente de una isoenzima (designada tipo
2) la cual predomina en la prostata; la otra isoenzima (designada tipo 1} se
localiza en la region genital, en higado y en la piel.

. l [A.2.3] PAPEL QUE JUEGAN LOS ANDROGENOS EN EL CANCER DE PROSTATA '

El desarrollo de la prostata esta regida por M1. El cancer de proéstata se
origina generalmente en el 16bulo posterior del érgano adyacente al recto, y
cuando provoca metdstasis invade otros organos alejados como los huesos y
gangfios finféticos.

Las células del carcinoma prostatico, al igual que las células glandulares
prostaticas normales, dependen en su desarrollo de la secrecion de testosterona
(cancer hormonodependiente).
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Cuando se lleva a cabo la castracidén se produce atrofia prostatica y
disminucion sustancial de la altura del epitelio glandular, como consecuencia
los andrégenos son los que se encargan de reparar dichos desordenes.

Aun no se conoce bien el papel del sistema endocrino en la induccion
del cancer de prostata, pero se ha comprobado que la extensién metastisica
del céncer de prostata se puede detener o retrasar durante cierto tiempo
mediante castracion; administracion de estrogenos o ambos. En la siguiente
figura se observa como se forma el tumor cancerigeno en la préstata.

Figura 3.

I [A.2.3.1] TRATAMIENTO |

El tratamiento que se aplica a pacientes que presentan cancer de prostata
incluye: cirugia(prostactectomia radical y transuretral), radioterapia(externa e
interna), mediante sustancias radioactivas como Metartron, utilizando
nitrégeno liquido, quimioterapia y hormoterapia.




La cirugia y la radioterapia son el tratamiento ideal de los pacientes con
enfermedades localizadas. En este grupo del 50 al 80% de los pacientes
contindian con vida después de 10 afios.

Se utilizan sustancias radioactivas y nitrogeno liquido cuando la
metastasis ha llega a los huesos, lo cual es muy peligroso y puede causar la
muerte.

El tratamiento hormonal es muy importante en el carcinoma metastasico
avanzado. Como las células tumorales prostéticas dependen de los andrégenos
para su mantenimiento, la intencién de estas manipulaciones endocrinas es
privar a las células tumorales de M1.

[A.2.4] PAPEL QUE JUEGAN LOS ANDROGENOS EN LA HIPERPLASIA

PROSTATICA

Esta patologia se caracteriza por el agrandamiento anormal de la
prostata y aunque las cifras de incidencia varfan ligeramente, un estudio
cuidadoso de la prostata nos muestra, que en un grupo no seleccionado de
autopsias, la existencia de hiperplasia prostitica benigna se da en el 20%
aproximadamente de los hombres de 40 afios, cifra que asciende al 70% a los
60 afios y al 90% a la edad de 80 afios.

Esto hace pensar y proponer que la hiperplasia prostatica benigna no es
una verdadera enfermedad, sino un proceso normal del envejecimiento.

Gran parte de los datos relativos que se tienen al sugerir que en la
aparicién de dicha patologia participan los androgenos y estrégenos se ha
obtenido de experimentos de perros, ya que esta es la inica especie animal que
desarrolla hiperplasia prostitica benigna en el envejecimiento igual que el
hombre.

Se habia dicho que la hiperplasia prostatica benigna fuera uno de los
posibles precursores del cancer de prdstata, pero la mayoria de los expertos no
piensan que esta lesién benigna tenga ninguna relacién con el desarrollo del
cancer. i

I.a Unica relacién que se puede encontrar en tales patologias, seria que
son muy frecuentes en hombres de edad avanzada.
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l [A.2.4.1] TRATAMIENTO l

Dentro del tratamiento para la hiperplasia prostatica benigna destaca la
cirugia, esta resulta una experiencia traumdtica para el paciente y es entonces
donde entra el importante papel de los andrégenos.

Actualmente por su gran demanda en el mercado el producto sintético
M4 es el que se utiliza en Ia terapéutica de esta enfermedad.

Los efectos colaterales de los andrégenos incluyen: virilizacidén(en
mujeres y nifios), feminizacion{varones y nifios) y toxicidad(todos los
usuarios), dependiendo del medicamento, dosis y duracién del tratamiento.
Mencionaremos algunos de los andrégenos utilizados en la terapéutica:
(Testoject-50 ) M1, Propionato de testosterona(Textex)M30, Fluoximesterona
(Halostin)M31, Cipionato de testosterona (Depo-testosterone) M32,
Oxandrolona (Oxandrin) M33.

o

M33
Propionato de Testosterona [M30] Osxandrolona [M33]

o}

Fluoximesterona [M31] Cipionato de Testosterona [M32]
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l [A.3] ANTIANDROGENOS 1

Los antiandrégenos son sustancias sintéticas, la mayoria de ellas
derivados esteroidales. Estas sustancias bloquean la sintesis de los andrégenos
o las acciones de estos ltimos.

l [A.3.1] SINTESIS l

Bésicamente existen dos métodos de sintetizar un esteroide con
caracteristicas antiandrogénicas, son los siguientes:

© Tomando como esqueleto base la molécula M1 y efectuar en ella diversas
modificaciones estructurales; de manera que se obtenga un efecto antagonico.,
Asi el nuevo compuesto sintetizado tendré la capacidad de unirse al receptor
androgénico bloqueando la formacion del complejo andrdégeno-receptor.
Ejemplos de algunos antiandrégenos derivados de M1, como
Metiltestosterona M34.

OH

ity

Metiltestosterona [M34]
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OModificando la molécula M26 esta puede ser utilizada como tal, pues
presenta severos efectos progestacionales. Al considerar a la progesterona
antiandrégeno natural se esperaria que sus analogos sintéticos presentaran la
misma actividad bioldgica. Algunos ejemplos: Medrogesterona M35, MG,
Anorprogesterona M36.

J;;?g bt?g}‘

Medrogesterona [M35] o Acetato de Ciproterona [M6]

Anorprogesterona [M36]

Ademas de los antiandrégenos ya mencionados se conocen otro grupo
de estos cuya sintesis no deriva de M26, ni de M1, tal es el caso de la
Espirolactona M37 y Espirixazona M38 que poseen caracteristicas similares a

Me6.

Espirolactona |[M37)
O

o Ty Espirixazona [M38]

\\\\\‘

O
0

22



I [A.3.2] FUNCION BIOLOGICA Y FARMACOLOGICA

El efecto antiandrogénico involucra las siguientes funciones:
a) El antiandrégeno puede interferir con el receptor.
b) Puede interferir con e} transporte del andrégeno.
c)Puede inhibir la enzima So—reductasa
d) Puede inhibir a los ai-adrenoreceptores
¢) Puede inhibir la sintesis de M1.

l [A.3.2.1] CARACTERISTICAS PARA SUUSO TERAPEUTICO

Para que se pueda utilizar como antiandrégeno debe poseer:
a) Una baja o nula toxicidad.
b) Presentan elevada actividad antiandrogénica
c) Presentar baja actividad hormonal
d) No disminuir la libido.

Los antiandrdgenos se emplean en el tratamiento de hiperplasia y
carcinoma de la prostata, acné, calvicie con patrén masculino, sindromes
virilizantes en mujeres y pubertad temprana en varones, asi como en la
inhibicién del impulso sexual en varones con tendencia a cometer delitos
sexuales.

Actualmente el uso de antiandrégenos en la terapéutica medica de las
patologias humanas presenta diversos inconvenientes, debido a los efectos
colaterales y a la baja actividad.
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I [A.3.3] CLASIFICACION QUIMICA ’

Los antiandrogenos se clasifican en dos grupos: esteroidales y no
esteroidales.

' [A.3.3.1] ESTEROIDALES '

Los antiandrégenos de tipo esteroidal son compuestos que derivan de la
molécula M26 6 M1.
Presentan las siguientes ventajas:
¢ Actian especificamente con el receptor androgénico
¢ Son de mayor interés terapéutico
« Larelacién costo- eficiencia es la mejor opcion.

Como desventajas tenemos las siguientes:

¢ Reducen la concentracion de M1

¢ Reduce la actividad enzimatica de 5a- reductasa
¢ Reduce el tamafio de drganos sexuales

Como ejemplos de este grupo tenemos a M6y M4.

_Ci.._._

Finasteride [M4]
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l [A.3.3.2] NO ESTEROIDALES |

Los antiandrégenos no esteroidales presentan algunas ventajas:
e Tienen afinidad por el receptor debido a su estructura quimica con
geometria semejante y reduce en un 25% a 30% el tamafio de la prostata.

Como desventajas tenemos las siguientes:

e Actfian sobre la éxido-nitroso sintetasa, que estimula la ereccion
¢ Qcasiona efectos adversos(metahemoglobinemia e insuficiencia hepética)
Como ejemplos tenemos a M5, Dietilestilbestrol M39, Hidroxiflutamida M40,

Anandron M41 y M3.

: {
N NO2

H

Flutamida [M5]

o}
HO
H NOz

Hidroxiflutamida {M40]

OH

Dietilestilbestrof fM39]

HOT

N
H
F

F

Anandron [M4]]

LY

Ketoconazol [M3]
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I [A.3.4] CLASIFICACION SEGUN EL SITIO DE ACCION l

Los antiandrégenos pueden llevar a cabo su accion farmacoldgica
actuando como:

e Inhibidores de la sintesis de andrégenos

¢ Inhibidores de la enzima Sa—reductasa

e Como antagonista de los receptores de andrdgenos.

l [A.3.4.1] INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE ANDROGENOS

Los compuestos mas eficaces para bloquear la sintesis de M1 son:

1. Las bormonas liberadoras de gonadotropinas(GnRH) misma o un
antagonista como la leuprolida o gonadorelina. Cuando esos compuestos
se administran de manera continua, las concentraciones plasméticas de
hormona luteinizante y M1 muestran declinacién, de modo que la
consecuencia neta es la induccién de castracion farmacoldgica. Este tipo
de tratamientos proporciona una alternativa media a la castracién para
producir privacién de androgenos en varones con cancer prostatico que no
pueden tolerar el Dietilestilbestrol M39.

2. Los antimicoticos de la clase del imidazol M42, como M3 y terazol tienen,
como efecto secundario la capacidad para bloquear las enzimas citocromo
P-450 que participa en la biosintesis de hormonas esteroidales. Este efecto
secundario se ha convertido en una ventaja terapéutica para inducir
privacion de androgenos en pacientes seleccionados con cancer de prostata.
La utilidad de esos medicamentos queda limitada por efectos adversos
gastrointestinales, duracién de accién breve y bloque de la biosintesis de

glucocorticoides suprarrenales.

N
H Imidazol [M42]
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3. M37 es un antagonista de la Aldosterona M43, actiia como un inhibidor
débil de la unién de lo andrégenos a su receptor, bloquea de manera
primaria a la biosintesis de androégenos, en algunas mujeres con hirsutismo,
el medicamento disminuye la tasa de crecimiento y el didmetro medio de
pelo facial. Dado que tiende a causar metorragia, M37 por lo general se
administra junto con un anticonceptivo oral. En estudios relacionados eon
la eficacia, M37 es menos util para disminuir las puntuaciones de
hirsutismo gque MS.

OH

Aldosterona [M43]

I [A.3.4.2] INHIBIDORES DE LA ENZIMA 5¢-REDUCTASA ‘

La conversion de M1 en DHT M2 es esencial para algunos efectos
androgénicos, la inhibicién de la enzima So-reductasa debe bloquear de modo
selectivo el efecto de los andrdgenos en tejido(préstata, foliculos pilosos), en
los cuales la produccion continua de M2 es esencial.

1. El azasteroide M4 es un inhibidor competitivo, activo por via oral, que
bloquea de modo preferencial a la enzima Sa-reductasa tipo 2, pero inhibe
poco a la isoenzima tipo 1. E! formaco suscita un decremento profundo de
la concentracién plasmatica de M2 en la prostata, pero no causa un cambio
de las cifras plasmaticas de M1 v hormona luteinjzante.
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En varones con hiperplasia prostatica benigna el medicamento M4 origina
disminucién constante del tamafio de la préstata y en un 33% de los varones
tratados con este compuesto, presentaron mejorias del flujo urinario y
reduccion de los sintomas;, asi esto proporciona una alternativa a la
intervencion quirrgica en varenes con manifestaciones de la enfermedad. M4
se encuentra en estudio para la terapéutica de la calvicie con patrén masculino
y se estan investigando otros inhibidores de la So-reductasa, entre ellos
farmacos especificos para la enzima So-reductasa 1,

l [A.3.4.3] ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES ANDROGENICOS

Existen en la actualidad varios medicamentos que actiian como antagonistas
especificos de la unidén de los andrégenos a su receptor. De estos tenemos
algunos como:

1. Acetato de ciproterona M6, este compuesto deriva de M26 posee varias
propiedades, entre ellas:

¢ Es un potente antagonista de adrogenos

e Presenta actividad progestacional y diminuye la secrecion de
gonadotropinas

¢ Compite con M2 por la unién al receptor del andrdgeno

La administracién de 100mg/dia de M6 en varones jovenes normales,
causa decremento de 50% de las concentraciones plasmaticas de LHy FSH y
disminuciéon de 75% de M1 plasméatica. Las acciones del medicamento
dependen tanto de la inhibicién de la produccion de testosterona como de
interferencia en el efecto androgénico.
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M6 se utiliza en e] tratamiento de algunas patologias entre clla podemeos
mencionar: acné, calvicie con patrén primario masculino, hirsutismo y
sindrome virilizante,

También se ha intentado usar en el tratamiento de la pubertad temprana e
hiperplasia y carcinomas prostaticos asi como para inhibir la libido en varones
con desviaciones graves de la conducta sexual.

2. Flutamina MBS, este firmaco es un antiandrégeno no esteroidal desprovisto
de otra actividad hormonal; quizds actie después de su conversién in vivo
en 2-hidroxiflutamida, que es un potente inhibidor competitivo de la unién
de M2 al receptor de andrégenos. M5 se aplica en el tratamiento del cancer
prostatico, por lo general, con bloqueo de GnRIH, 6 con estrégenos. M5
también se ha utilizado en experimentos en combinacidn con un
anticonceptivo oral en el tratamiento de hirsutismo en mujeres, incluso
causa insuficiencia hepatica progresiva es por eso que limita su uso. En la
terapéutica del carcinoma de préstata metastasico, M5 debe proporcionarse
junto con un antagonista de la GnRH como la leuprolida.
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l OBIETIVO GENERAL '

Sintetizar el compuesto esteroidal llamado 17c-Butiroxi-16p-metil-
1,4,6-pregnatrien -3,20-diona M9, determinar su potencial antiandrogenico
in-vitro mediante la inhibicién de la actividad de la enzima So-reductasa y
contribuir de esta forma en la blisqueda de nuevos agentes antiandrogénicos.

l OBJETIVOS PARTICULARES ‘

Considerando la relacion que existe entre la estructura quimica -
actividad bioldgica de los antiandrégenos de tipo esteroidal y ademas tomando
como modelo molecular al compuesto M6 se plantean los siguientes objetivos
particulares para esta tesis.

&S Sintetizar un andlogo del Acetato de Ciproterona con los siguientes
cambios en esta molécula: un grupo metilo en C-16 f§ - orientado, un grupo
éster en C-17 a- orientado, un grupo carbonilo en C-3 y C-20; asi como la
introduccion de dobles ligaduras en C-1, C-4 y C-6, creando con estas dos
Gltimas modificaciones un sistema trien conjugado. Con estos cambios se
preiende obtener un nuevo compuesto: M9 con posible actividad
antiandrogénica.

S Aislar, purificar y caracterizar todos los intermediarios, asi como el

compuesto final, mediante sus propiedades fisicas, espectroscépicas(UV, IR,
RMN'H, RMNBC) y espectrométricas (EM).

&5 Probar la actividad antiandrogénica de los intermediarios y del compuesto
final, mediante el ensayo bioldgico de la inhibicion de la enzima So-reductasa.

31



1

32



l RUTA DE SINTESIS !

]
HO—OH / MNaOH !
>
20-25°CHhrs. {(M44)
HO
Q YO\(
20-25°C/3hrs,

OH
Toluena/ HO
Ae. p-TsOH

(CH.O}CH  20-25°C/Shrs.

CHy MgBr ! 3

Gl Refiujo 4illus
o J
HinOH Ac. p-TsOH (e OH
>
20-25°C/1hrs.
o (M47) HO (Ma48)
Q,
[Oj Reflujo fdias
bDQ
o CHCly, (CF:CO0N0, Ac. p-TsOH O H
o D)_\__ <
\/\i) 20-25°C/1hr,
(M9) (M49)

33



I METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En esta parte se describe los procedimientos experimentales que se
siguieron para la sintesis de cada uno de los intermediarios y del compuesto
final, asi como los reactivos, catalizadores y disolventes empleados en la
formacion de éstos. También se menciona el equipo que se empled en la
determinacion de los diversos espectros.

Se aclaran de antemano los siguientes puntos:

#* La pureza de los productos y el curso de las reacciones se siguié por
cromatografia en capa fina(CCF) (SiOz;n-hexano/AcOEt7:3) utilizando
como soporte o fase adsorbente gel de silice 60 F254 Merck, utilizando
como revelador una solucién de CoCl; (1%) en HySO4 (2N) y/6 ldmpara
UV A =254nm.

#* Los productos finales se purificaron por medioc de una columna
cromatografica(CC) utilizando como adsorbente gel de silice 60 Merck y
una mezcla de elucion adecuada para cada caso.

#* Los puntos de fusion(p.f.) de los compuestos obtenidos se determinaron en
un aparato Fisher-Jones.

Los equipos empleados en los diferentes estudios fueron:

e Para la técnica de Espectrofotometria de Absorcion al ultravioleta(UV) se
emple6 un equipo Perkin Elmer 200s.

o En la Espectrometria de absorcion de Infrarrojo(IR) se utilizé un equipo
Perkin Elmer 549B; utilizando la técnica de pelicula KBr.

e Para la Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrégeno(RMN 'H) y de Carbono 13 (RMN"C) equipos Varian Gemini
200 y VRX, utilizando CDCl(cloroformo deuterado) como disolvente; los
desplazamientos estdn dados en ppm referidos al TMS o DMSO como
referencia interna.

¢ Finalmente la Espectrometria de Masas (EM) se empleo un espectrometro
de masas HP 5985-B CG/MS mediante la técnica de impacto
electrénico(IE).
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En esta seccidn se presentan las caracteristicas fisicas y espectroscopicas
encontradas y determinadas de cada uno de los intermediarios asi como del

compuesto de interés.

[A] 3B-Acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona (M8)

(Acetato de 16-dehidropregnenolona)

Este compuesto fue la materia prima que se utilizé en este trabajo.

Aspecto fisico: se presenta como
un polvo blanco opaco.

Propiedad determinada

Valor encontrado o calenlado

/m (Mmg)

Punto de fusién (°C) 181-183

Formula Molecular Cs3H3203

Peso molecular (uma) 356.44
Tabla 1.

_ Valor Espectroscopico obténido . " Asignacion -0
UV(nm) Amix 238 CO «,p insaturado en C-20
IR (cm™) 294527 -CH,

1729.76 CO de éster en C-3

1661.20 CO «o,B insaturado en C-20

1583.090 CC enC-16

1372.77 -CH;

1247.26 -C-0-C- de CH;-COO-en C-3

1037.03 -C-0-C- de CH;-COO-en C-3
RMN "H(ppm) 0.920 (s,3H) -CH; en C-18

1.059 (s,3H) -CH; en C-19

2.037 (s,3H) -CH; en C-21

2.265 (s,3H) -CH; de CH;COO- en C-3

4.600 (m,1H) Hen C-3

5.400 (d,1H) C=CH en C-6

6.700 (t,1H) C=CHen C-16

Tabla 2.

Ver Espectro 1,2y 3.
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[B] 160-170—Epoxi-3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona (M44), 1**

no~—-ou\ NaOH IO

/ﬁ\ CHy—OH
HO

(Me)

(M44)

En un matraz bola de 100mL se disolvié 1g(2.8mmol) de M8 en 66mL de
metanol caliente, después se agregd 2mL(8mmol) de hidréxido de sodio 4Ny
4mL(35.3mmol) de peréxido de hidrégeno al 30%. La mezcla de reaccién
resultante se mantuvo en agitacién constante a una temperatura entre 20-25°C
durante un periodo de 4hrs. Se monitoreo el curso de la reaccion por CCF y
una vez terminado el tiempo de reaccion, se elimind el exceso de metanol,
dando lugar al compuesto M44 el cual precipit6 en forma de cristales blancos,
se lavaron con suficiente agua destilada hasta pH=7. Finalmente el producto se
dejé secar al vacio obteniendo 0.9187g (2.57mmol) y determindndosele p.f.

A continuacién se presentan las propiedades fisicas y espectroscépicas
encontradas (Tablas 3 y 4).

Valor encontrado o calculado-

Propiedad determinada

Punto de fusién (°C) 180-181

Formula Molecular CyH303

Peso molecular (uma) 330.40

Rendimiento(%) 99.1
Tabla 3.
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Aspecto fisico:
Se presenta como un polvo
muy fino de color blanco

* Valor-Espectroscépico obtenido . .-

III::“O

(M44)

"+ Asignacion, -

IR(em™) 3370.92 -OH en C-3
2937.35 -CH; y -CH,-
1692.00 COen C-20
1632.59 CCenC-5
1375.92 -CH;
1056.28 C-OenC-3

RMN'H(ppm) _ 1.023(s, 3H) -CH; en C-18
1.049(s, 3H) -CH; en C-19
2.034(s, 3H) -CH; en C-21
3.217(s, 1H) Hen C-16
3.500(m,1H) Hen C-3
3.685(s,1H) -OH en C-3
5.340(d,1H) C=CHen C-6

Tabla 4. Ver Espectro 4y 5.

[C] 3B-Acetoxi-160-170-epoxi-5-pregnen20-ona (M45).

Lo

@ )
\N Illfl.:':o

v

Y A

(M44_)

(M45)
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Se colocd en un matraz bola de 50mL lg(3mmol) de M4d4, se
adicionaron SmI{61mmo!l) de piridina y 10mL(100mmol) de anhidrido
acético(previamente destilado) la mezcla resultante se mantuvo en agitacion
constante por un perfodo de 5 horas a una temperatura entre 20-25°C, pasado
este tiempo la mezcla de reaccidén se vertié en un vaso con hielo-agua
provocando la formacién de un precipitado, éste se filtr6, se lavé hasta pH=7 y
se dejo secar a vacio, obteniéndose 1.059g(2.84mmol) de M45 en forma de
cristales blancos muy finos, las aguas de! filtrado se trataron con HCI diluido
para neutralizar la piridina, y posteriormente se determind su punto de fusion,
el curso de la reaccidn se sigui6 por cromatografia en capa fina.

A continuacién se presentan las propiedades fisicas y espectroscopicas
encontradas (Tablas 5 y 6).

Propiedad determinada . Valor encontrado o calculado

Punto de fusién (°C) 157-159
Férmula Molecular Cy3H3,04
Peso molecular (uma) 372.44
Rendimiento(%s) 94
Tabla 5.
)
Aspecto fisico: e
Se puede observar como
Pequeiios cristales blancos /ﬁ\o
(M45)
Valor Espectroscopico obtenido - - “Asignacion
IR(cm™) 2942.65 -CH; y CHy-
1731.92 CO de CH;COO-en C-3
1697.93 CO de cetona en C-20
1245.00 C-0-C de CH;COO- en C-3
1032.03 C-0-C de CH,;COO- en C-3
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RMN'H(ppm) __ 0.965(s, 3H) -CH, en C-18
0.979(s, 3H) -CH; en C-19
1.962(s, 6H) -CH; en C-21 y -CH;COO- en C-3
3.418(, 1H) Hen C-16
4.500(m, 1 H) Hen C-3
5.250(d,1H) C=CH en C-6

Tabla 6. Ver Espectro 6y 7.

D] 3B-Acetoxi-16c-17c—epoxi-20-etilendioxi-5-pregneno(V46). 1

: ~

0]
oo Tolueno / Ho M bing©
\\
/ﬁ\ Ae. p-TsOH o
o —
(M45) CH.0) ; CH {M46)

En un matraz bola de SO0mL se disolvié 1g(2.7mmol) de M45, en 6mi.
de tolueno seco, se adicionaron 30mg(t.74mmol) de 4cido p-toluensulfénico,
3.5mL(3 1mmol) de o-formiato de trimetilo y 3mI(53mmol) de etilenglicol.

La mezcla de reaccién se mantuvo en agitaciéon constante durante un
fapso de 5 horas a una temperatura entre 20-25°C, bajo condiciones anhidras,
al término de la reaccidn la cual se signié por CCF se le adiciond
0.040g(0.48mmol) de acetato de sodio anhidro para neutralizar, después se
extrajé 4 veces con 50mL de cloroformo, la fase orgénica se lav6 con agua
destilada hasta pH=7.
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1.a fase acuosa se deseché mientras gue a la fase organica se le adiciond
sulfato de sodio anhidro, se filtréy concentré a presion reducida eliminado
asi el disolvente, se recristalizé de metano! obteniéndose 0.990g(2.37mmol}
de M6, el cual se observé como un polvo cristalino brillante de color blanco
posteriormente se determin el punto de fusién.

A continuacién se presentan las propiedades fisicas y espectroscépicas
encontradas(Tablas 7 y 8).

Propiedad determinada  Valor encontrado o calculado

Punto de fusién (°C) 192-194
Férmula Molecular CosHze0s
Peso molecular (uma) 416.48
Rendimiento(%) 88.5
Tabla 7.
Aspecto fisico: /?
Se presenta como agujas O
alargadas, brillantes, de N
color blanco-hielo
/ﬁ\o (M46) )
Valor Espectroscopico obtenido Asighacion -
IR(em ™) 2941.89 -CH; v CHp-
1719.36 CO de ésteren C-3
1248.00 C-O-C de CH;COO- en C-3
1033.63 C-0-C de CH3COO- en C-3
RMN'H(ppm)  0.997(s, 3H) -CH; en C-18
1.044(s, 3H) -CH; en C-19
1.443(s, 3H) -CH; en C-21
2.039(s, 3H) -CH;COO- en C-3
3.390(s, 1H) Hen C-16
3.954(s, 4H) -0-CH,-CH,-O- en C-20
4,520(m, 1H) Hen C-3
5.370(d, 1H) C=CHen C-6
Ver Espectro 8y 9.

Tabla 8,
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(E] 3pB,17c-Dihidroxi-20-etilendioxi-16{3-metil-5-pregneno (M47)."

/x

O
cul Illllllm

i; HO (M47)

En un matraz de 50mL se colocd 1g(2.4mmol) de M46 y
400mg(2.10mmol) de yoduro de cobre, se adicioné llmI(1lmmol) de
bromuro de metil magnesio(1M) en tetrahidrofurano, la mezcla de reaccién
resultante se calenté a reflujo durante 4 dias, bajo una atmdsfera de nitrégeno.

Transcurrido el tiempo de reaccion se dejo enfriar, enseguida se
transfirié a un embudo de separacion, conteniendo hielo donde se neutraliz6
con una solucién de cloruro de amonio al 10%. Posteriormente, la fase acuosa
se extrajo 3 veces con porciones de 15mL de cloroformo cada una, las fases
orgénicas resultantes se juntaron y lavaron con agua hasta eliminar las sales
de magnesio precipitadas.

A la fase orgénica se le adiciond sulfato de sodio anhidro para eliminar
los residuos de agua existentes, se filtré y concentré a sequedad hasta la
aparicién de un sélido amarillo-paja opaco, el cual se recristalizé de metanol,
obteniéndose cristales en forma de agujas alargadas de color blanco en una
proporcién de 0.640g(1.63mmol) de M47 al que posteriormente se le
determiné punto de fusién.

A continuacién se presentan las propiedades fisicas y espectroscopicas
encontradas(Tablas 9 y 10).
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Propiedad determinada  Valorencontrado o calculado

Punto de fusion (°C) 164-166

Férmula Molecular CaiHz3Oy

Peso molecular (uma) 390.48

Rendimiento(%) 68.2

Tabla 9.

Aspecto fisico: /\o
Se observa en su estado crudo como L (p
una cera amarilla con olor desagradable
pero cuando estd puro los cristales son
largas agujas finas. HO

" Valor Espectroscépico obtenido

{W47)

“'- Asignacion

IR(cm™) 3450.22 -OHen C-3yC-17
2935.00 -CH3 Y CHz-
2897.01 -CHj Y CHz-

RMN'H(ppm) _ 0.878(s, 3H) -CH; en C-18
0.988(s, 3H) -CH; en C-19
1.174(d, 3H) -CH; enC-16
1.378(s, 3H) -CH; en C-21
2.230(s, 1H) -OH en C-17
3.500(m, 1H) “Hen C-3
3.700(s, 1H) -QH en C-3
3.950(m, 4H) _0-CH,-CH,-O- en C-20
5.350(d, 1H) C=CHen C-6

Tabla 10.

Ver Espectro 10y 11.
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¥l 3B,170-Dihidroxi-163-metil-5-pregnen-20-ona (M48),'44

/\

ALLEL d_i
Ac. p-TsOH QO

HO j\ HO

{M47) (M48)

En matraz de bola de 50mL se disolvié 1g(2.5mmol) de M47 en 40mL
de acetona y se adicioné 500mg(2.9mmol) de acido p-toluensulfonico, se
mantuvo e agitacion constante por 1 hora a una temperatura entre 20-25°C
bajo condiciones anhidras. El curso de la reaccién se siguié por CCF. Al
término de la reaccion se concentré para eliminar casi todo el disolvente
quedando una solucién aceitosa la cual se vertié en un vaso con hielo-agua
propiciando la formacién de un precipitado, para neutralizar los residuos de
acido se adiciond una espétula de bicarbonato de sodio, se agit6é y dejé reposar
24haras, transcurrido el tiempo se lavé con agua destilada hasta pH=7, se
filtré obteniéndose 0.683g(1.97mmol} de M48 el cual se presentd como un
polvo fino de color blanco al que posteriormente se le determiné el punto de
fusion.

A continuacion se presentan las propiedades fisicas y espectroscopicas
encontradas(Tablas 11 y 12).

Propiedad determinada Valor encontrado o caleulado

Punto de fusidén (°C) 208-210

Férmula Molecular Coplz405

Peso molecular (uma) 346.44

Rendimiento(%) 77
Tabla 11.
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Aspecto fisico:
Se presenta como un polvo
fino de color blance opaco.

- Valor Espectroscdpico obtenido - -

(e

(m48)

Asignacion

IR(cm™) 3400.22 -OH en C-17
3342.28 -OH en C-3
2947.22 -CH;
2928.27 -CH;-
1690.00 COen C-20
1052.64 C-Oen(C-3

RMN'H{ppm) _ 0.800(s, 3H) -CH; en C-18
0.970(d, 3H) -CH; en C-16
1.200(s, 3H) -CH; en C-19
2.100(s, 3H) -CH; en C-21
3.420(s,1H) -OH en C-3
3.500(m, 1) -Hen C-3
3.900(s, 1H) -OH en C-17
5.300(d,1H) C=CHen C-6

Tabla i2.

Ver Espectro 12y 13.

[G] 17c—Hidroxi-168-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona (v49).

\\\\\\\OH

HO (M48)

wnQ H

(M49)

a4




Se colocd en un matraz bola de 50mL 1g(2.88mmol) de MA48,
2.2g(9.69mmol) de DDQ y 36mL de dioxano seco, la mezcla resultante se
calentd a reflujo durante 4 dias, transcurrido el tiempo se filtré para etiminar la
hidroquinona(forma reducida del DDQ} después, el filtrado se vertié a un vaso
de precipitado conteniendo 100mL(75mmol) de NaOH al 3% y 100mlL. de’
cloroformo, se agit6 durante 5 minutos.

Posteriormente se extrajo 3 veces con hidréxido de sodio al 3% y otras
3 con una solucién saturada de cloruro de sodio, se juntaron las fases
orgénicas a las cuales se les adicioné sulfato de sodio anhidro, se filtré y
concentré a presion reducida para eliminar el disolvente dando lugar a un
sélido de color intenso amarillo-paja, el cual se purificé por CC, obteniéndose
0.6510g(1.91mmol) M49 al cual se le determiné su punto de fusién.

A continuacién se presentan las propiedades fisicas y espectroscdpicas
encontradas(Tablas 13y 14 y 15).

Propiedad determinada Valor encontrado o calculado

Punto de fusién (°C) 212-215

Férmula Molecular CooHp304

Peso molecular (uma) 340.40

Rendimiento(%0) 66.2
Tabla 13.

Aspecto fisico:

Se observa en su forma cruda como

un sélido amarillo-paja obscuro y

opaco de olor desagradable, pero

cuando estd puro son cristales en

forma de largas agujas brillantes (M49)

O H
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Valor Espectroscopico obtenido

o Asignacion - - .

UV(nm) o 220 CO, o, P-insaturado en C-3
Amix 255 CO, a, B—insaturado en C-3, y
conjugado en C-4
Amix 298 CO, a, Bp-insaturadoen C-3 y
conjugado en C-4, C-6
IR(cm™) 3387.73 -OH en C-17
2941.17 “CH‘,' v CHZ-
1704.81 CO g,J insaturado en C-20
1655.74 COenC-3
1602.18 Dobles ligaduras conjugadas en
C-1,C-4yC-6
1450.27 -CH; y CHy-
RMN’H(ppm)  1.138(s, 3H) -CH; en C-18
1.196(d, 3H) -CH; en C-16
1.295(s, 3H) -CH; en C-19
1.956(s, 3H) -CH; en C-21
6.040(s, 1H) -C=CHen C-4
6.234(d, 1H) ~C=CH en C-2
6.293(d, 1H) -C=CH en C-7
6.349(d, 1H) -C=CH en C-6
7.076(d, 1H) -C=CH en C-1
Fabla 14. Ver Espectro 14, 15 y16.
RMN" C(ppm)
Valor obtenido _Asignacion
217.341 C-20
186.095 C-3
[ 161.290 C-5
"‘f— 78.029 C-17
48.293 C-10
41.103 C-13
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&, /Garbongs terciarios * 152.162 C-1
135.243 C-4
128.694 C-7
128.427 Cc-2
_w('; .y 123.990 C-6
| 47.130 C-8
46.676 C-16
43.869 Cc-9
36.693 C-14
32.844 C-12
29.142 C-11
20.642 C-15
22.139 C-21
20.575 C-19
-"?—H 16.004 C-16" ]
H 15.055 C-18
EMIE(m/z) 340 M
B 322 M- H,0
307 322 - CH;
204 322- CO ]
279 322-(CH;C=0)"
(100% Ab.rel.) 225 M - OH - (CH;C=0)" - CH; -C¢dH10;
185 M - CHy0, - C3H,
43 (CH,C=0)"
Tabla 15. Ver Espectro 17,17.1 y 18,
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H] 17c-Butiroxi-163-metil-1,4,6-pregmtrien-3,20-diona (M9).

Q
——
wnntQ H CHCl, Ac,p-TsOH \
—» ©
(CF;C0);0, Ac. Butirico 0
(M489} (M8)

En un matraz bola de 15mL se disolvié 200mg(5.87mmol) de M49 en
smL de cloroformo, se adicioné 10mg(5.8mmol) de 4cido p-toluensulfonico,
1.2mL(8.48mmol)* de anhidrido trifluorcacético y 0.192mL(2.54mmol) de
acido butirico. La mezcla de reaccion se agitd durante lhora a una temperatura
entre 20-25°C bajo condiciones anhidras; se monitoreo el curso de la reaccidén
por CCF. Una vez transformada toda la materia prima, se adicion6 50mL de
cloroformo y se verti6 a un vaso con hiclo-agua.

Se adicioné bicarbonato de sodio hasta que el pH de la fase acuosa fuera
neutro. Se separd la fase orgénica de la acuosa, secando la primera con sulfato
de sodio anhidro, posteriormente se filtrd y concentrd a presion reducida para
eliminar e} disolvente. Obteniéndose un producto oleoso que se purificé por
CC(silica gel 60; n-hexano/AcOEt 8:2 UV=254nm) produciendo 178mg
(0.0048mmol) de M9, al cual se le determin su punto de fusién.

A continuacién se presentan las propiedades fisicas y espectroscopicas
encontradas(Tablas 16y 17y 17.1).
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Propicdad determinada - Valor encontrado o calculado

Punto de fusién (°C) 192-194
Formula Molecular CagH3404
Peso molecular (uma) 410.00
Rendimiento(%) 74
Tabia 16.
Estructura enumerada para el andlisis
espectroscopico de RMN H y RMNYC.
Aspecto fisico:
Se presenta como un polve fino o T
blanco, con un olor muy peculiar \ />‘2-\3_
debido al 4cido butirico. R
o
(m9)

~"Valor Espectroscopico obtemido = “= . - Asignacién o o
UV(nm) Amax 221 CO, o, p~insaturado en C-3
Amax 255 CQ, a, B-insaturado en C-3, y
conjugado en C-4
Amsx 298 CO, a, p-insaturadoen C-3 y
conjugado en C-4, C-6
IR(cm™) 2944.49 -CH;
2868.87 CH,-
1720.00 CO de éster sobre C-17
1707.99 CO de éster sobre C-20
1654.56 CO de éster sobre C-3
1604.62 CC sistema dieno conjugado de C-4,
C-5,C-6yC-7
1452.50 -CH,3
1377.12 -CH,-
1285.68 C-0 de éster de CH;COQ- en C-17
1186.05 C-0 de éster de CH;COO-en C-17
Tabla 17. Ver Espectro 19 y 20.
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RMN'H(ppm)  0.934(t, 3H) -CH; de éster en C-17
1.038(d, 3H) -CHj; de éster en C-16
1.180(s, 3H) “CH;enC-18
1.350(s, 3H) -CH; en C-19
1.598(m, 1H) -CH, de éster en C-17-37
2.261(s, 1H) -CH; en C-21°

2.266(t, 1H)

-CH, de éster en C-17-2'

6.038(s, 1H) C=CHen C-4
6.260(d, 1H) C=CH en C-2
6.294(d,1H) C=CH en C-7
6.342(d,1H) C=CH en C-6
7.082(d,1H) C=CH en C-1
Tabla 18. Ver Espectro 21,
RMN" C(ppm)

Valor obténido - "¢ - Asigmacion -
211.877 C-20
186.214 C-3
172.670 C-17-1
161.658 C-5
83.981 C-17
47.738 C-10
37.926 C-13
152.390 C-1
135.719 C-4
128.531 C-7
128.357 C-2
123.835 C-6
47.143 C-8
44.652 C-16
41.197 C-9
36.624 C-14
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£ *Gaghonos sécundariog, 36.286 C-17-2
32.933 C-12
28.811 C-17-3°
20.896 C-11
18.363 C-15
§ prit 20.722 c-21
H 20.619 C-19
ey 17.605 C-18
L 15.749 C-16-1"
13.514 C-17-4
EMIE(m/z) 410 M
395 M'- CH,
381 M' - CH,=CH,
380 -CH; - CH;,
367 M- (CH;C=0)
322 M’ - CH;CH,CH,COO"~
307 381 - CH;-COOH - CH;
(100% Ab.rel) 294 M- (CH,CH,CH,C=0)" - CH,COH
279 M- (CH;CH,CH,C=0)" - (CH;C=0)"
-H,0
71 CH,CH,CH,CO
43 (CH;C=0)"

Tabla 19,

Ver Espectro 22.22.1y23.
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[E.1] EVALUACION BIOLOGICA DEL COMPUESTO FRENTE A LA ENZIMA

5a-REDUCTASA.

El ensayo para evaluar Ia actividad bioldgica, consisti6 en determinar la
actividad de la enzima So~reductasa en presencia de los productos finales asi
como de los intermediarios incluyendo la materia prima. Este ensayo
biolégico se realizé en fa ENEP Iztacala por el Q.F.B César Flores.

JE.2] METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO: CONCENTRADO

DE PROTEINAS

Siguiendo técnicas de extraccion de la enzima, previamente reportadas
en la literatura.”® Se emplearon dos ratas macho de la cepa Wistar con un peso
corporal de 250g, sacrificdndolas por desnucamiento. Inmediatamente, fueron
extraidos los testiculos.

Este érgano se homogeneizd, utilizando una solucién de KC1 0.17M. El
extracto obtenido se filtré y se centrifugé a 15,000rpm durante 30 minutos. El
sobrenadante se recuperé y se saturd al 50% con sulfato de amonio
((NH, ), SOy) en frio, el precipitado formado se dializd en contra de 1L de
buffer Tris-HC1 50mM, pH 7.3 durante 42 horas. El dializado obtenido se
centrifugd 2 10,000rpm durante 10 minutos.

El sobrenadante obtenido se utiliz6 como extracto concentrado de
proteinas para realizar el ensayo enzimatico. Todas las operaciones se llevaron
a cabo a una temperatura de 4°C.

La protefna del extracto se determiné por el método de Bradford,
utilizando albtimina sérica de bovino para construir la curva estdndar. Este
método involucra la unién del colorante azul brillante de Coomassie G-250 a
la proteina. La unién del colorante a la proteina provocé un desplazamiento en
la longitud de absorcién méxima de 465nm(rojo) a S95(azul).
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I [E3] CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 5¢ - REDUCTASA

La cuantificacion de la actividad de la enzima Sa-reductasa, se realizo
incubando 100y, de proteina del extracto concentrado obtenido, en un medio
de reaccién que contenia:

500pM de M1

500uM del producto a evaluar

buffer Tris-HCl 100mM,

pH=7

NADPH 100uM.

Se incubd durante 30 minutos a 30°C a 37°C con agitacién y se determind la
actividad antiandrogénica:

o Midiendo la variacion de la absorcién del NADPH a 340nm en un
espectrofotémetro Perkin-Elmer Lamba. A esta longitud de onda el
NADPH absorbe pero no ¢! NADP, por lo que los cambios en la
oxidacién pueden ser medidos. Se trabajaron al menos cuatro réplicas por
tratamiento, a una sola concentraciéon(500puM).

Para poder tener un control de referencia y comparar estos con los
derivados sintetizados se evaluaron también M6 que es el antiandrégeno
esteroidal de eleccién en el mercado, asi como el inhibidor de la enzima So-
reductasa el azasteroide M4, los cuales mostraron 0.3 y 0.4 unidades de
actividad enzimdtica respectivamente.

Cabe mencionar nuevamente, que la actividad enzimdtica obtenida es
medida indirectamente a través de la cuantificacién de la absorbancia del
NADPH presente en cada muestra. Con base a esto, se obtuvo la actividad
enzimética para cada compuesto(ver Tabla 0.1 y Grafica I, pagina 55).
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ACTIVIDAD INHIBITORIA

Actividad in-vitro de Ios compuestos sobre la enzima
So-reductasa

_Tabla 0.1. _ _
Namero " Compuesto i Actividad enzima
M6 Acetato de Ciproterona 0.3
M4 Finasteride((17p-(N-tert-butilcarbamoil}-4-aza-5c- 0.4
andros-1-en-3-ona
M8 Acetato de 16-dehidropregnenolona 0.05
M44 16¢1,17a-Epoxi-3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona 0.04
M43 3B-Acetoxi-16a, 170~ epoxi-5-pregnen-20-ona 0.06
M46 3B-Acetoxi-16ct, 170~ epoxi-20-etilendioxi-5- 0.04
pregueno
M47 3B, 170 Dihidroxi-20-etilendioxi-16f—metil-5- 0.1
pregneno
M48 3,17 Dihidroxi-16p- metil-5-pregnen-20-ona 0.04
M49 170~ Hidroxi—16f-metil-1 4,6-pregnatrien-3,20- 152
diona
MO 170~ Butiroxi-16B-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 1.72
EVALUACION FARMACOLOBICA DE LDS INTERMEDIARIOS
Y DEL COMPUESTO FINAL

OLOOO0000 =SS -Addadaa
capwpowpoaahnoNBpoN

COMPUESTOS

35



56



l [D] DISCUSION DE RESULTADOS I

La discusién de resultados se llevard acabo de acuerdo al siguiente
orden: primero se realizarda la discusion de la sintesis quimica y
posteriormente la referente al ensayo biolégico.

I [D.1]DISCUSION DE LA SINTESIS QUIMICA

[L] Para el 3p-Acctoxi-5,16-pregnadien-20-ona (M8).

Ilamado también acetato de 16-dehidropregnenolona(16-DPA), el cual
fue utilizado como materia prima; dicho esteroide presenta las funcionalidades
quimicas necesarias para ser transformado en el compuesto deseado.
Primeramente se caracterizé la materia prima por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas, tal como se presenta en las Tablas 1y 2.

MS (Espectro 1,ver apéndice) absorbe al UV y presenta la existencia
del croméforo conjugado con Ay de 238nm, que corresponde al grupo
o, B-insaturado en C-16 y 20-ona.

En cuanto a su espectro de IR {(Espectro 2, ver apendlce) se encuentran
dos absorciones en la zona de los carbonilos en 1729.76cm™ y 1661.20cm™
correspondientes al carbonilo del grupo acetoxi en C-3 y de la cetona
o,B insaturada en C-20 respectivamente. También se observan senales
correspondlentes a metilos y metilenos en 2945. 27em™ y 1372, 77em’™;
1451.45cm™ que mdlcan la presencia de los vinilos. Las sefiales en
1247.26cm™ y 1037.03cm™ representan la interaccién C-O del éster en C-3.
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En tanto a la RMN 'H (Espectro 3, ver apéndice) presenta las
siguientes sefiales: dos singuletes en 0.920ppm y 1.059ppm que integran para
tres protones cada una, correspondientes a los protones de los metilos
angulares en C-18 y C-19 respectivamente, asi como dos sefiales simples en
2.037ppm y 2.265ppm que integran para 3 protones cada una perteneciente al
metilo en C-21 y al metilo del grupo acetato sobre C-3 respectivamente, asi
como una sefial multiple que integra para un proton en 4.60ppm
correspondiente al protdn base del acetoxi en C-3. En la zona de protones
vinilicos se presenta un doblete en 5.40ppm que integra para un protén, se
debe al protén vinilico en C-6, el cual esta acoplado a cada una de los protones
vecinos en C-7. Por Gltimo la sefial triple en 6.7ppm que integra para un
protén, se asigné al protén vinilico en C-16 que se encuentra acoplado a los
dos protones vecinos en C-15.

Para ¢l 160-17B-Epoxi-3Bhidroxi-5-pregnen-20-ona {(M44).

El primer paso de la sintesis involucrd la formacién de un epdxido en
C-16 y C-17. Dicha epoxidacion se realizé con perdxido de hidrégeno en
medio bésico, produciendo una adicién nucleofilica del anién hidroperéxido
sobre la doble ligadura en C-16 y C-17 mediante un mecanismo tipo Michael,
como se cuenta con un medio basico se produjo la hidrélisis del grupo acetoxi
en C-3. El compuesto deseado se caracterizé mediante sus propiedades fisicas
y espectroscopicas. Tablas 3y 4.

El espectro de IR (Espectro 4, ver apendlce) de este compuesto
presenta upa banda muy intensa en 1692. 00cm™ que corresponde a la
frecuencia de absorcién del grupo carbonilo en C-20, se confirma la hidrélisis
del grupo acetoxl con la ausencia de la sefial del carbonilo del ester en
1729.76cm™ asi como la aparicién de una sefial intensa en 3370 92em™ que
corresponde al alcohol en C-3. Tamblen se puede observar la presencia de
sefiales en 2937.35cm™ 1375.92cm™ y 1453, 25cm™ correspondientes a grupos
metilos y metilenos. La sefial en 1632. 59cml se asignoé ala insaturacién en
C-5 y finalmente la sefial en 1056. 28cm™ correspondiente al enlace C-O del
grupo alcohol en C-3.
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El anlisis del espectro de RMN "H (Espectro 5, ver apéndice) indica
la desaparicion de la sefial triple en 6.70ppm correspondiente al proton
vinilico en C-16 y la aparicién de una sefial simple en 3.217ppm que integra
para un protén base de epéxido en ese mismo carbono. La sefial multiple de
3.50ppm que integra para un protén se asigno al protén en C-3 y las sefiales
simples en 1.023 y 1.049ppm que integran para 3 protones cada una,
correspondiente a los metilos angulares en C-18 y C-19 respectivamente.
También se observa una sefial simple que integra para 3 protones en 2.034ppm
que corresponde al metilo en C-21, asf como la sefial doble en 5.34ppm que
integra para un protdén asignado al protén vinilico en C-6. Finalmente se
observa una sefial en 3.685ppm que integra para un proton y se asigné al
protén del alcohol en C-3.

L para el 3P Acetoxi-16¢-17B-epoxi-5-pregnen-20-ona (M45).

El siguiente paso de la sintesis consisti6 en proteger el alcohol libre en
C-3 de M44 con un grupo acetoxi. Esto se realizé mediante el método
convencional de acetilacién que emplea una mezcla de aphidrido acético y
piridina formando de esta manera el electréfilo acetilpiridine considerado
como la espec1e acetilante. El compuesto se caracterizé por medio de sus
propiedades fisicas y espectroscépicas como se muestra en las Tablas Sy 6.

El espectro de IR (Espectro 6, ver apéndice) indica la presencia de una
sefial 1731.92cm™ a51gnada al carbonilo de! acetoxi en C-3 y la ausencia de la
sefial en 3370.92cm™ que correspondia al alcohol libre en la misma pos1010n
confirmando de esta manera la acetilacion. La sefial en 1697.93cm™
corresponde al carbonilo en C-20 y las sefiales en 1245. 00cm™ y 1032. 03cm
son caracteristicas del éster en C-3. Finalmente la sefial en 2942. 65cm™ se
debe a los grupos metilos y metilenos.

Con respecto al_espectro de RMN 'H (Espectro 7, ver apéndice)
mostré dos sefiales simples en 0.965ppm y 0.979ppm que integran para tres
protones cada una de ellas correspondientes a los metilos angulares C-18 y
C-19 respectivamente.
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El singulete en 1.962ppm que integra para 6 protones se asignd al
metilo del grupo acetoxi en C-3 y al metilo en C-21 alfa a la acctona. El
protén en C-16 esta representado por una sefial simple que integra para un
protén en 3.418 ppm y el protén en C-3 se ve como una sefial multiple
desplazado a campo bajo en 4.50ppm. Finalmente la sefial en 5.25ppm que
integra para un protén se asigné al protén vinilico en C-6 acoplado a dos
protones vecinos en C-7.

Para el 3 Acetoxi -160, 170 ~ epoxi — 20 — etilendioxi -
§ - pregneno (M46).

El paso siguiente en la sintesis implicé la proteccién del carbonilo en
C-20 de M45 mediante la formacién de su cetal, debido a que el préximo
paso involucra la apertura del epéxido mediante un reactivo organo-metalico
de Grignard el bromuro de metilmagnesio para introducir el grupo metilo
en posicién C-16.

Esta reaccién de proteccién se efectué empleando etilenglicol,
orto-formiato de trimetilo, tolueno como disolvente y dcido p-toluensulfénico
como catalizador para dar lugar a la formacién del dioxolano. El compuesto
obtenido se caracterizé por sus propiedades fisicas y espectroscopicas
mencionadas en las Tablas 7 y 8.

Bl analisis del espectro de IR (Espectro 8, ver apéndice) refleja la
desaparicién de la sefial correspondiente al carbonilo ceténico en C-20 en
1697.93cm™’, mostrando inicamente la banda del carbonilo del acetoxi en C-3
en 1719.36cm™. Ademds de que se siguen conservando las sefiales referentes a
los metilos y metilenos en 2941.89cm™ y las caracteristicas del éster en C-3 en
1248.00cm™ v 1033.63cm™ que representa la unién C-O.

El espectro de RMN 'H (Espectro 9, ver apéndice) muestra dos
singuletes en 0.997ppm y 1.044ppm que integran para 3 protones cada una,
correspondientes a los metilos angulares C-18 y C-19 respectivamente. De
igual manera se observa un singulete en 1.443ppm que integra para 3 protones
asignado al metilo C-21, esta sefial se ha desplazado a campo alto con respecto
al compuesto acetilado debido a la falta de carbonilo en C-20 que lo protegia.
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En el desplazamiento quimico de 2.039ppm que integra para tres
protones pertenecientes al metilo del acetoxi sobre C-3 y en 3.390ppm otra
sefial simple que integra para un protén en C-16.

Se registra ademds, un singulete en 3.954ppm que integra para 4
protones asignado al dioxolano en C-20. En 4.520ppm se observa una sefial
multiple que integra para un protén en C-3 que se encuentra acoplado a cuatro
protones vecinos situados en C-2 y C-4 y finalmente en 5.370ppm una sefial
doble que integra para un protén, el cual corresponde al protén vinilico en

L E1 38, 170, - Dihidroxi — 20 — etilendioxi - 163 ~ metil -
S-pregneno (M47).

El siguiente paso que se llevo acabo fue la apertura del anillo del
oxirano de M46 mediante un mecanismo de adicién nucleofilica, empleando
bromuro de metilmagnesio en tetrahidrofurano y yoduro de cobre como
catalizador, todo ello con la finalidad de introducir un grupo B metilo en C-16
del esteroide, asi como la generacién simulténea del oxhidrilo o en C-17. El
compuesto obtenido se elucidé por sus propiedades fisicas y espectroscopicas
en las Tablas 9 y 10.

El espectro de IR (Espectro 10, ver apéndice) de este compuesto
muestra una banda en la zona de 3450.22cm™ que corresponde al oxhidrilo en
C-17, generado por la apertura del epéxido en C-16-C-17, en esta misma sefial
se observa una inflexion que se debe al oxhidrilo en C-3 que se presenta como
resultado de la hidrélisis del acetato por el reactivo de Grignard, es por ello
que esta banda fue asignada a los dos oxhidrilos. Asi mismo se observan
sefiales en 2935.00cm™ y 2897.01cm™ caracteristicas de metilos y metilenos.

El espectro de RMN ‘H (Espectro 11, ver apéndice) presenta dos singuletes
en 0.878ppm y en 0.988ppm, ambas sefiales integran para tres protones,
correspondientes a tos metilos angulares C-18 y C-19 respectivamente; un
doblete en 1.174ppm que integra para tres protones, asignada al metilo en
C-16. '
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La sefial simple en 1.378ppm integra para tres protones se refiere al
metilo C-21 alfa al carbonilo que soporta a la entidad etilendioxi. El
desplazamiento quimico de 2.230ppm se ubica una sefial simple que integra
para un protén asignada al protén del oxhidrilo sobre C-17 y en 3.50ppm una
sefial multiple que integra para un protdn que se encuentra situado en C-3. La
sefial simple en 3.70ppm que integra para un protén es del oxhidrilo en C-3; el
multiplete en 3.950ppm que integra para los cuatro protones del grupo
etilendioxi en C-20 y finalmente el doblete en 5.350ppm que integra para un
protén se debe al proton vinilico en C-6 acoplado a los dos protones en C-7.

Para ¢l 38 ,170-dihidroxi-16pB-metil-Spregnen-20-ona(Vids).

Aquilo que se logrd fue regenerar el grupo carbonilo de M47 sobre
C-20 utilizando medio &cido de reaccion, disolviendo en acetona y agregando
dcido p-toluensulfonico; esta reaccién produjo un dihidroxi compuesto que se
caracteriz6 mediante sus propiedades fisicas y espectroscopicas vistas en las
Tablas 11 y 12.

El espectro de IR (Espectro 12, ver apéndice) presenta las dos bandas
en la zona de alcoholes en 3400.22cm™ y 3342.28cm™ indicativas a los
oxhidrilos en C-17 y C-3 respectivamente. Asi mismo se aprecian las seflales
en 2928.27cm" y 2947.22ecm™ que indican la presencia de grupos metilos y
metilenos; en 1052.64cm™ muestran la interaccion C-O en C-3 y en
1690.00cm™ una sefial muy intensa que corresponde al carbonilo regenerado
en C-20 con lo cual se corrobora la reaccién de hidrélisis del cetal.

La RMN 'H (Espectro 13, ver apéndice) también corrobora la
regeneracién del grupo carbonilo en C-20 ya que la sefial multiple en
3.950ppm que integra para los cuatro protones del grupo etilendioxi en C-20
ha desaparecido; la sefial simple en 0.800ppm que integra para tres protones y
la sefial doble en 0.970ppm que integra de igual manera que la anterior se
debe a los metilos C-18 y C-16 respectivamente. Las sefiales simples que
integran para tres protones cada una en 1.20ppm y 2.10ppm corresponden a
los metilos C-19 y C-21 alfa al carbonilo. Cabe mencionar que este ultimo
valor se desplazé a campo mas bajo(mayores ppm) como era de esperarse ya
que los protones se encuentran alfa a carbonilo.
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En 3.42ppm se ubica una sefial simple que integra para un hidrogeno,
asignada al protén del oxhidrilo en C-3, la otra sefial simple indicativa del
proton de -OH en C-17 se encuentra en 3.90ppm. Se aprecia una sefial
miltiple en 3.50ppm que integra para un protén en C-3 el cual se encuentra
acoplado con los protones vecinos en C-2 y C-4. Por Gltimo se distingue una
sefial doble en 5.30ppm que es debida al protén vinilico en C-6 acoplado a los
protones en C-7.

El 17a-Hidroxi-16p-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20diona(M49).

En este paso de la sintesis se llevd a cabo la oxidacion del, grupo
oxhidrilo en C-3 v la introduccién de dobles ligaduras en C-1, C-4 y C-6 en
M48; todo esto se logrd a través de la deshidrogenacién con DDQ. El método
empleado permitié disminuir un paso adicional de sintesis, ya que se evitd
oxidar primero el sistena 3-ol a través de una oxidacién de Oppenauer. Asi de
esta forma se obtuvo el producto deseado cuya estructura se elucidd por sus
propiedades fisicas y espectroscdpicas, de acuerdo a las Tablas 13,14 y 135.

Se realizé UV (Espectre 14, ver apéndice) debido a que este
compuesto presenta un grupo croméforo 1,4,6-trien-3-ona, se determiné la
presencia de éste por medio de un méximo de absorbancia a 255nm y 298nm
(257am y 305nm datos tedricos referidos al dieno y trieno conjugado
respectivamente).

En su espectro de IR (Espectro 15, ver apéndice) presenta banda en
3387.73cm™ correspondiente al oxhidrilo en C-17. Se comprueba la oxidacion
del grupo oxhidrilo en C-3, pues la sefial en 3342.28cm™ perteneciente al
alcohol en C-3 desaparecid y en su lugar se observa una sefial en 1655.74cn
perteneciente al carbonilo en la misma posicion. En la misma zona de
carbonilos, en 1704.81cm™ debida al carbonilo en C-20 o, B-insaturado. La
sefial de 1602.18cm™ se asignd a las dobles ligaduras alifiticas conjugadas;
por ultimo las bandas 2941.17cm” y 1450.27cm” son indicativas de los
metilos y metilenos presentes en el esteroide.
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El espectro de RMN 'H (Espectro 16, ver apéndice) nucvamente se
confirma la generacion de la entidad 1.4.6-trien-3-ona al apreciarse que la
sefial simple en 3.42ppm que integraba para el protén del oxhidrilo en C-3
desapareci6, observandose en la zona de los protones vinilicos cinco sefiales:
una simple que integra para un protén en 6.040ppm que sin duda corresponde
al protén vinilico C-4 alfa al carbonilo en C-3, las cuatro sefiales restantes
cuya multiplicidad es doble y su integracién es de un proton son las que
aparecen en 7.076ppm se asigné al protén en C-1, en 6.234ppm, 6.293ppm y
6.349ppm cortesponden a los protones situados en C-2, C-7 y C-6
respectivamente. Las sefiales restantes son debidas a los metilos presentes en
la molécula esteroidal, se aprecia una sefial simple que integra para 3 protones
en 1.956ppm que corresponde al metilo C-21, otras dos sefiales simples en
1.295ppm y 1.138ppm se asignaron a los metilos angulares C-19 y C-13
respectivamente. Finalmente una sefial doble en 1.196ppm corresponde al
metilo en C-16.

La RMN_C (Espectro 17 y 17.1, ver apéndice) también confirma la
presencia de la entidad 1,4,6-trien-ona; ya que en la zona de los carbonilos
ademéas de apreciarse la sefial en 217.341ppm indicativa del carbonilo en C-20
se observa otra sefial en 186.095ppm asignada al carbonilo en C-3 generado
por la oxidacion. En 161.290ppm, 48.293ppm y 41.103ppm se encuentran los
carbonos cuaternarios correspondientes a C-5, C-10 y C-13 respectivamente.
Fl Gitimo carbono cuaternario se encuentra en 78.029ppm que corresponde al
carbono que sostiene al grupo oxhidrilo en C-17.

Los carbonos terciarios los podemos encontrar formando parte de las
dobles ligaduras en 152.162ppm, 135.243ppm, 128.694ppm, 128.427ppm,
123.990ppm, correspondientes a los carbonos C-1, C-4, C-7, C-2, C-6
respectivamente; uniendo los anillos en 47.130ppm, 36.693ppm
correspondientes a los carbonos C-8 y C-14 respectivamente; 6 sosteniendo a
un grupo metilo en 46.676ppm, 43.869ppm, cotrespondientes a los carbonos
C-16 y C-9.

Mientras que los carbonos secundarios solo forman parte de los anillos
como en 32.844ppm, 29.142ppm, 20.642ppm que corresponden a los
carbonos en C-12, C-11 y C-15 respectivamente.
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Finalmente los carbonos primarios generalmente son sustituyentes como
podemos apreciarlos en 22.139ppm, 20.575ppm, 16.004ppm, 15.055ppm
correspondientes a los carbonos en C-21, C-19, C-16" y C-18 respectivamente.

La EMIE(Espectro 18, ver apéndice) muestra un ion molecular de 340
correspondiente al peso molecular de M49. También se observa un pico en
322 dado por la deshidratacion del alcohol en C-17. Los picos siguientes
situados en 307 y 294 se produjeron por la pérdida de 15 y 28 unidades
pertenccientes a (-CH; y CO) respectivamente del fragmento m/z 322. El pico
de 279 se debe a la pérdida de (CI;C=0)" o 43 unidades del fragmento 322.
El pico de 225 y que ademés constituye el pico base se debe a la pérdida de
CeHi¢Oy. El pico de 185 se debe a la pérdida de 40 unidades de C;Ha
Finalmente el pico en 43 corresponde al fragmento (CH;C=0)".

Para el nuevo compuesto Uamado 16{-metil-17c-butiroxi-
1,4,6-pregnatrien-3,20-diona (M9).

La esterificacién del grupo oxhidrilo en C-17 del compuesto M49 se llevd a
cabo con 4cido butirico dando origen a un nuevo compuesto no reportado en
la literatura, cuya estructura se elucidé por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas presentadas en las Tablas 16, 17 y 18.

El espectro de UV(Espectro 19, ver apéndice) para este nuevo compuesto
presenta un grupo croméforo 1.4.6-trien-3-ona, se determiné la presencia de
éste por medio de un méximo de absorbancia a 221nm, 255nm y
298nm(227nm, 257nm y 305nm datos tedricos referidos a la ligadura aislada,
al dieno y trieno conjugado respectivamente).

El espectro de IR (Espectro 20, ver apéndice) comprueba la esterificacién del
oxhidrilo, ya que la banda en 3387.73cm™ desapareci6, observando una sefial
nueva en 1720cm™  asignada al carbonilo del éster butirico, asi mismo se
observan dos sefiales més en la zona de carbonilos una en 1707.99cm™ y otra
en 1654.56cm™ referentes al grupo cetona en C-20 y C-3 respectivamente. En
1604.62cm™ la sefial se asigné a la interaccion C-C en el sistema dieno
conjugado de C-4 a C-7. Las sefiales en 2944.49cm’, 1452.50cm™,
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2868.87cm™, y 1377.12cm™ s deben a la presencia de metilos y metilenos
en la estructura base del esteroide. Finalmente las bandas en 1285.68cm™ y
1186.05cm™ fueron asignadas a la interaccién C-O del éster en C-17.

El espectro de RMN "H (Espectro 21, ver apéndice) reafirma la

formacién del éster butirico, ya que en 0.934ppm se ve la aparicion de una
sefial triple nueva que integra para tres protones, correspondientes al metilo
del grupo butirato en C-17.
En 1.598ppm se ve una sefial multiple que integra para dos protones debida al
metileno en la posicién 3” del grupo butirato en C-17, se ve un triplete en
2.266ppm que integra para dos protones debida al metileno en la posicién 2
del grupo butirato en C-17, en 2.261 se observa una sefial simple que integra
para tres protones y corresponde al metilo en C-21. Las sefiales simples en
1.038ppm, 1.180ppm, 1.350ppm que integran para tres protones corresponden
a los metilos C-16, C-18, C-19 respectivamente. Los protones vinilicos se
observan a campo bajo, una sefial simple en 6.038ppm correspondiente al
protén en C-4. Otras cuatro en 6.260ppm, 6.294ppm, 6.342ppm y 7.08Zppm
correspondientes a C-4, C-2, C-7, C-6, C-1 respectivamente cuya
multiplicidad es doble e integran para un proton.

La RMN C (Espectro 22 y 22.1, ver apéndice) una vez més corrobora la
formacién del éster en C-17, ya que la zona de los carbonilos ademds de las
sefiales en 211.877ppm y 186.214ppm atribuidas a los carbonilos en C-20 y C-
3 respectivamente; se observa una sefial mas situada en 172.670ppm debida al
carbonilo del éster butirico. Por otro lado en la region de los carbonos
primarios aparece una nueva sefial en 13.514ppm que correspende al carbono
4’ del éster. También en la regién de los carbonos secundarios aparecen dos
nuevas sefiales en 36.286ppm y 28.811ppm que corresponden a los carbonos
en C-2° y C-3" respectivamente. Las sefiales para los demds carbonos
primarios, secundarios, terciarios y cuaternarios se conservan.

La Espectroscopia de Masas por Impacto Electrénico(Espectro 23, ver
apéndice) muestra un ion molecular de 410 que corresponde al peso
molecular del éster. Bl pico siguiente en 395 se produjo por la falta de 15
unidades que se deben a la pérdida de la entidad -CH;, el siguiente pico en 381
se debe a la pérdida de 28 unidades correspondientes a CH,=CH,. El pico en
367 se atribuye a la pérdida de 43 unidades de la entidad (CH;C=0)".
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El pico de 322 se debe a la pérdida del fragmento (CH;CH,CH,COO).
El pico de 307 corresponde a la pérdida de 28 unidades (CH,=CH,), 60
unidades(CH;COOH) y 15 unidades(-CHjs). El pico de 294 y que ademas
constituye el pico base, se debe a la pérdida de (CH;CH,CH,C=0)" y
CH;COH. El pico de 279 se debe a la pérdida de (CH;CH,CH,C=0Y",
(CH,C=0)" y H;0. El pico de 71 estd dado por el fragmento
(CH;CH,CH,C=0)" y el de 43 por la entidad (CH;C=0)".

l [D.2] DISCUSION DEL ENSAYO ENZIMATICO ‘

Existe una gran variedad de inhibidores de la enzima Sa-reductasa, que
efectiian un bloque completo del andrégeno, lo cual parece de las mejores
opciones para el tratamiento del céncer de préstata y de la hiperplasia
prostatica benigna que la cirugfa.

Se sabe que algunos compuestos no esteroidales actian inhibiendo a la
enzima Sc-reductasa, la mayoria de los antiandrogenos de interés terapéutico
pertenecen a la serie esteroidal, especificamente los derivados de M26, asi
como M6 y M4. Es por ello que se tomaron como referencia estos dos
compuestos.

Y con base a estudios que ha realizado el equipo de trabajo del Dr. E.
Bratoeff, que la actividad antiandrogénica se ve incrementada en la molécula
de la progesterona cuando a ésta se le introduce un dtomo de haldgeno en C-6,
una funcién éster o un grupo oxhidrilo en C-17, un sistema conjugado y un
grupo metilo en C-16(éste es un factor muy importante).

Por lo que para realizar el ensayo in-vitro de la actividad de Ja enzima
50-reductasa frente al compuesto final, a los intermediarios obtenidos y a los
controles empleados, se utilizd extracto de testiculos de ratas Wistar por ser el
principal sitio de biosintesis de M1 y androgenos relacionados, valorando la
actividad de inhibicién de la enzima So-reductasa como indice de actividad
antiandrogénica potencial.
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Se conoce que la reduccion enzimatica del grupo carbonilo en C-20 baja
de forma considerable la actividad antiandrogénica del esteroide y para evitar
dicha forma se han disefiado técnicas de sintesis para incorporar grupos
voluminosos en C-16 y C-17 impidiendo de esta manera el acercamiento de la
enzima al grupo carbonilo en C-20.

El producto nuevo éster M9 asi como los intermediarios: M8, M44,
M45, M46, M47, M48 y M49 se evaluaron in-vitro como inhibidores de la
enzima Sa-reductasa, todos los compuestos se compararon con M6 y con el
nuevo farmaco del mercado M4. Los resultados obtenidos del ensayo
biolégico se encuentran reportados en la Tabla 0.1, asi como en la Grafica 1.

Como se esperaba, los compuestos intermediarios: M8, M44 - M48 no
mostraton actividad antiandrogénica apreciable, esto puede deberse a que
carecen del tomo de halégeno en C-6, del sistema conjugado y ademds de
que ninguno de ellos presenta un grupo metilo en C-16. El intermediario M49
que carece del atomo de halégeno en C-6 pero que posee un sistema 1, 4, 6-
trien-3-ona, presenta un B-metilo en C-16, mostré una actividad mas alta que
M6 y M4 superando a este filtimo en un 300%.

El nuevo compuesto M9 posee el sistema conjugado, carbonilo en C-3
y C-20, el B-metilo en C-16 y ademds se encuentra esterificado en la posicién
C-17; hechas todas estas modificaciones éste producto superd en actividad
antiandrogénica en un 20% al compuesto M49.
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I [C] CONCLUSIONES ‘

Finalmente se logré concretar este trabajo de tesis tanto en su parte
experimental como tedrica, investigando, analizando y discutiendo para llegar
a lo que ahora llamaremos conclusiones.

&S Un nuevo inhibidor de la enzima So-reductasa: M9 se logré sintetizar

como farmaco potencial para el tratamiento de padecimientos como el Cancer
de préstata mediado por andrégenos y de la Hiperplasia prostatica benigna.

&< El nuevo compuesto M9 se caracteriz6 mediante sus propiedades fisicas y
espectroscopicas (UV, IR, RMN 'H, RMN “C y EMIE).

1,08 intermediarios M8, M44 — M48 no mostraron actividad inhibitoria
hacia la enzima Sa-reductasa.

ST compuesto éster, mostré una potente actividad inhibitoria sobre la

enzima 5So-reductasa, superando a los dos controles empleados: M6 y M4.
Teniendo esto como antecedente el compuesto puede ser empleado como
materia prima para obtener diversos productos con elevada actividad
antiandrogénica.
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Espectro 1 Espectro de UV de 3f-Acetoxi-3, 1 6-pregnadien-20-ona(M8)
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Espectro 23. Espectro de EMIE de 17q-Butiroxi-165-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona(M9)
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