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RESUMEN |

RESUMEN

En la actualidad, el cincer de préstata y la hiperplasia prostatica benigna (HPB) constituyen dos
de los padecimientos que afectan a la poblacién masculina de edad avanzada, constituyendo
problemas de salud piblica. Ambos desordenes se encuentran caracterizados por el exceso de
androgenos en el organismo. La testosterona (T) es convertida al andrégeno endégeno mas
potente: la Sa-Dihidrotestosterona (DHT), por la accion de la enzima Sa-reductasa, proceso
involucrado directamente con la presencia y el desarrollo del cancer de prostata e HPB. La
inhibicion de este proceso es considerado un sitio atractivo de intervencion terapéutica a través

del empleo de antiandrogenos.

Debido a que no existen reportes en la literatura sobre la sintesis y actividad antiandrogénica de
los derivados del D- homo pregnano, y con el fin de desarrollar nuevos compuestos como
probables inhibidores de la enzima Sa-reductasa, conservando las sustituciones quimicas que
otorgan actividad, este trabajo plantea la sintesis de seis derivados del D- homo pregnano,
empleando como materia prima el 3B-acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona (DPA) (I), la cual se
sometio a diferentes transformaciones quimicas , a través de una sintesis lineal de seis pasos, para
obtener las estructuras de interés llamados: 16a,17a-Epoxi-3B-hidroxi-5-Pregnen-20-ona (II);
3B-Acetoxi-16a, 1 7a-epoxi-5-pregnen-20-ona (III); 3B-Acetoxi-16a, | Ta-epoxi-20-etilendioxi-S-
pregneno (1V); 38-17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16B-fenil-5-pregneno (V); 3B,17a-Dihidroxi-
16B-fenil-17B-metil-D-homo-S-pregnen-17a-ona  (VI);  16p-fenil-17a-hidroxi-17p-metil-D-
homo-4,6-pregnadien-3,17a-diona (VII), asi también como su bioevaluacion y caracterizacion in

vivo e in vitro.

Los estudios in vivo se refieren a la capacidad de disminuir el peso de las vesiculas seminales;
para las moléculas sintetizadas VI y VII mostraron mayor actividad antiandrogénica que el
estandar Finasterida, siendo el VII el mas eficaz. Mientras que los estudios in vitro comprenden
la capacidad de inhibir la transformacion de [PH]JT a [PHJDHT en el hongo P. Crustosum; los
compuestos sintetizados (ILIII) mostraron ligeramente mayor actividad que el estindar
Finasterida, siendo el compuesto II el més activo.
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INTRODUCCION 1

1. INTRODUCCION

El cancer de prostata constituye la segunda neoplasia mas frecuente diagnosticada después del
cancer de la piel, y es la segunda causa de muerte por cancer después del cancer de pulmén en la
poblacién masculina. Se ha estimado que su incremento en la incidencia anual es del 2 al 3%. '*
En cuanto a la Hiperplasia Prostitica Benigna (HPB), que es otra de las enfermedades que
afectan a la poblacion masculina de edad avanzada, se caracteriza por el incremento anormal de
la glandula prostatica, con la formacién de noédulos voluminosos bien delimitados. Aunque
existen controversias de la posible relaciéon que existe entre la HPB y el cancer de prdstata, ambos
desordenes muestran factores etioldgicos en comin, tales como la edad, la raza, factores
ambientales, la dieta y quizas el mas importante es que ambos estan relacionados con un exceso

de andrégenos en el organismo.®

Aunque la cirugia actualmente representa el tratamiento mas aceptado para el cancer de prostata
(aproximadamente 400 000 prostatectomias son realizadas cada afio en los Estados Unidos),
existen otras modalidades disponibles para el tratamiento de esta enfermedad, tales como los
agonistas de la hormona luteinizante (LH) o bien los antagonistas androgénicos.* Hoy en dia, los
antiandrogenos ofrecen un tratamiento util para un gran mimero de enfermedades mediadas por
androgenos, tales como hirsutismo, acné, seborrea,alopecia androgénica, pubertad precoz y desde
luego el cancer de prostata y la HPB 4“ Desafortunadamente, los antiandrogenos mas eficaces
para el tratamiento del cancer de prostata y la HPB que se encuentran en el mercado como el
acetato de ciproterona (CPA) (5, Fig. 2.10 pagina 20), la Finasterida (6), la Flutamida (9, Fig.
2.11 pagina 21) y el Ketokonazol (11), muestran severos efectos colaterales, tales como diarrea,
vomitos, disminucién de la libido, dafio hepatico, entre otros, con lo cual se reduce su uso

terapéutico.”

Debido a que la testosterona (Fig. 2.6 pagina 11) por accion de la enzima Sa-reductasa se
convierte en So-dihidrotestosterona (DHT, 4), que es el andrégeno enddgeno mas potente
involucrado directamente con el cancer de prostata y la HPB, es indicativo que este paso
constituye un sitio adecuado de intervencion terapéutica .* De esta manera diversos inhibidores
de la enzima So-reductasa bloquean efectivamente la conversion de Testosterona a DHT,
realizando un bloqueo completo androgénico, lo cual ha demostrado ser una de las mejores

opciones para el tratamiento del cancer de prostata y de la HPB, mejor ain que la misma cirugia.
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Aunque algunos compuestos no esteroidales actiian como inhibidores de la enzima Sa-reductasa,
la mayoria de los antiandrogenos de interés terapéutico pertenecen a la serie esteroidal,
especificamente a los derivados de la progesterona (2, Fig. 2.2B pagina 5), debido a que son

homélogos de los esteroides de origen natural.”™

Estudios previos de relacion estructura-actividad en derivados de la progesterona llevados a cabo
por el Dr. Bratoeff y colaboradores, han encontrado diversos requerimientos estructurales para
que una molécula presente actividad antiandrogénica, dentro de los cuales resaltan la presencia
del sistema 4,6-dien-3-ona, un atomo de halégeno insertado en carbono C-6, un grupo

voluminosos en C-16B y un éster en C-17a.. ™47

En el laboratorio se han logrado obtener derivados D-Homo del pregnano, donde el anillo D
presenta seis miembros; sin embargo no existen reportes en la literatura acerca de 1a sintesis 6 de
la actividad antiandrogénica de estos derivados. Por tal motivo se crea la necesidad de seguir
desarrollando agentes potenciales contra el cancer de prostata y la HPB, y este trabajo plantea la
sintesis de seis derivados del D-homo pregnano que presenten algunas de las caracteristicas
estructurales descritas anteriormente: 16a,17a-Epoxi-3$-hidroxi-5-pregnen-20-ona (1I), 3B-
acetoxi-16a,170-Epoxi-Spregnen-20  ona  (III),3B-Acetoxi- 160, 17a-epoxi-20-etilendioxi-5-
pregneno (IV), 3f,17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16B-fenil-5  pregneno (V), 38,17a-
Dihidroxi, 168-fenil-17B-metil-D-hcmo-5 pregnen-17a-ona (VI) , 16f-fenil-17a-Hidroxi-17p-
metil-D-HOMO-4,6 pregnadien-3,17a diona (VII), asi como su bioevaluacion antiandrogénica in
vivo e in vitro, la primera sobre el efecto en el peso de las vesiculas seminales de himsters
gonadectomizados, y la segunda sobre la capacidad de inhibir la conversion de testosterona a

DHT en el hongo P. crustosum,
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2. ANTECEDENTES

2.1 ANDROGENOS

Los androgenos son hormonas esteroidales que regulan la fisiologia y el comportamiento sexual
en el vardn, asi como también controlan la masculinizacion, es decir, promueven el desarroillo y
mantenimiento de los caricteres sexuales primarios y secundarios en el hombre. Ademas
promueven el crecimiento esquelético y la masa muscular, por un aumento en el anabolismo
proteinico, y disminuyen la grasa subcutanea. En general la estructura quimica de los androgenos

esta basada en el esqueleto androstano. '™

La testosterona es la hormona sexual masculina predominante en circulacién y es producida
principalmente en los testiculos. Sin embargo, su metabolito reducido 5a- dihidrotestosterona
(DHT) es el andrégeno endégeno mas potente y es producido solo en ciertos érganos blanco. Se
ha descubierto que ambos androgrenos, ademas de promover los procesos antes descritos también

afectan a otros tejidos diferentes, tales como el rifion , higado y cerebro.'>*?

La produccion de testosterona (T) en los testiculos, se encuentra regulada por la hormona
luteinizante (LH) que es liberada de 1a glandula pituitaria por accion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), secretada por el hipotalamo. La unién de LH por sus receptores (KD=
107'° M) ocurre en las membranas de las células de Leydig, localizadas en el tejido intersticial de
los testiculos. Es bien sabido que ocurre un subsecuente incremento de la concentracién
intracelular de AMP ciclico (cAMP), lo que origina la estimulacion de la sintesis y liberacion de

androgenos.

En contraste con la estimulacion de la androgénesis por LH, la hormona foliculo estimulante
(FSH), que también es liberada por la glandula pituitaria, estimula la sintesis proteica en las
células de Sertoli. La principal proteina secretada por dichas células, es la proteina de union
androgénica (ABP) cuya afinidad alta (KD=10® M) permite aumentar la cantidad de T y DHT

en los tibulos seminiferos, promoviendo asi la espermatogénesis !¢
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Hipotialamo
GnRH
Pituitaria

LH FSH

Células de Leydig Células de Sertoli
(’\

cAMp ATP cAMP ATP

Testosterona A£P

I N

| —FeeT —

Otros érganos blanco DHT

Espermatogénesis

Fig. 2.1 Accién de las gonadotropinas en los testiculos.Regulacion de la
sintesis y liberacion de testosterona en el organismo (tomado de Schulster et.

al.).

Los procesos involucrados en la biogénesis de la testosterona en las células de Leydig han sido
ampliamente estudiados. Se sabe que LH se une a su receptor localizado en las superficies de las
células de Leydig y via un proceso mediado por proteinas G, activa la adenilato ciclasa para asi
aumentar la concentracion intracelular de AMP ciclico (cAMP). El cAMP activa a una cinasa
dependiente de cAMP, lo cual resulta en la fosforilacién y activacion de diversas enzimas
involucradas en la génesis de los esteroides. De esta manera, los ésteres de colesterol son
convertidos a colesterol libre por la colesterol esterasa y éste es translocado a la mitocondria
donde un sistema oxidativo P-450 de funciéon mixta lleva a cabo la ruptura de la cadena lateral

convirtiendo asi el colesterol a pregnenolona (Fig 2.2A-pagina 5 ).

Diversas transformaciones llevadas a cabo por enzimas no mitocondriales convierten la
pregnenolona en progesterona, la cual es posteriormente convertida a testosterona que es

secretada al torrente sanguineo (Fig, 2.2B-pagina 5 ).!""
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Schulster et. al. y de Brueggemeir R. W. ).
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Los androgenos se encuentran en el torrente sanguineo ya sea en su forma libre o unidos a
proteinas plasmaticas. Aunque se sabe que soOlo la forma libre es la que atraviesa membranas, la
forma asociada a proteinas contribuye en aumentar los niveles intracelulares de androgenos. En
general, el grado en que los esteroides se unen a las proteinas plasmaticas puede determinar su
papel biolégico, ya que un aumento discreto de la concentracion de ellos genera cambios
sustanciales en varios niveles fisiologicos.

Por lo tanto, existe una regulaciéon de la produccion, liberacion y disponibilidad de androgenos

en el cuerpo humano.*®

2.2 ACCION MOLECULAR DE LOS ANDROGENOS

En contraste con las hormonas proteicas cuyos receptores se encuentran en la membrana
plasmatica, todos los receptores para las hormonas esteroidales son intracelulares. La naturaleza
lipidica de los esteroides les permite atravesar ficilmente las membranas celulares mediante un
mecanismo de difusion simple (no hay evidencia de un proceso facilitado o que requiera energia).
De esta manera, una vez que la testosterona se encuentra en el citoplasma de una célula blanco, es
tomada por la enzima Sa-reductasa que se encuentra en ¢l membrana nuclear y es transformada,
en presencia de NADPH, a su metabolito mas activo DHT. Esta dltima forma un complejo con el
receptor androgénico (RA), el cual se localiza dentro del nucleo. La unién de DHT al RA (DHT-
RA) genera un cambio conformacional, el cual permite que el RA exponga el dominio de unién
para los elementos de respuesta hormonal (HRE) situados en el DNA. Existen evidencias de que
esta exposicion se encuentra asociada a la liberacion de una chaperonina hsp90 (proteina de
choque térmico 90) con una subsecuente dimerizacion del complejo DHT-RA (Fig 2.3-pégina 7)
Los homodimeros DHT-RA activados se unen a los HRE, iniciando la transcripcion de los

genes de respuesta a andrégenos.

Finalmente, los niveles elevados de RNA mensajero (mRNA) promueven el incremento de la
sintesis proteica en el reticulo endoplasmico, tales como enzimas, receptores y/o factores de
secrecion (por ejemplo PSA), que subsecuentemente resulta en la respuesta esteroidal, regulando

asi la funcién, el crecimiento y la diferenciacion celulares.?®%!
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Fig. 2.3. Accién de la DHT. Representacion del proceso por el cual la
DHT es formada a partir de testosterona Se une al receptor androgénico
(AR) y se asocia con los elementos de respuesta hormonal (HRE) en
forma de complejos DHT-AR dimerizados (tomado de Cadepond F. Et.

al.).

2.3 PAPEL DE LOS ANDROGENOS EN EL CRECIMIENTO DE LA PROSTATA

Durante el desarrollo fetal masculino, los testiculos comienzan a secretar testosterona a la
circulacion en niveles suficientes como para estimular la diferenciacion de los ductos de Wolff a
las vias deferentes, vesicula seminales, epididimo y la prostata. Si la cantidad de T es suficiente
dentro del suero fetal, la prostata no se desarrollara. Durante los ultimos afios se ha demostrado la

participacion de diversos factores que regulan el crecimiento de la prostata, se han identificado
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oncogenes y algunos supresores génicos, asi como también se han clonado genes que codifican
para receptores esteroidales. Se ha demostrado que la caracteristica esencial de la préstata es su
dependencia y continua presencia de androgenos para mantener su estructura y funcionalidad, a
pesar de que la glandula prostatica adulta es sometida a un ambiente multihumoral y tiene la

capacidad de responder a :na amplia variedad de factores de crecimiento.***®

Los estudios realizados en hombres con pseudohermafroditismo por la primera vez visto en la
Republica Dominicana muestran que la glandula no crece. Ello causado por una deficiencia de 1a
enzima Sa- reductasa II. Dichos hombres desarrollan musculatura razonable en la pubertad,
manifiestan genitales relativamente normales, libido y erecciones, presumiblemente por los
efectos biolégicos de la testosterona, pero la prostata permanece ausente debido a la carencia de
DHT.¢

Sumaéndose a lo anterior, diversas observaciones muestran que la DHT es el androgeno mas
activo dentro de la prostata, que el receptor androgénico presenta mayor afinidad por ésta, en
contraste a la T y ademas que su concentracion intranuclear excede a la de cualquier otro

andrégeno encontrado en las células prostaticas.?’*

2.4 EL RECEPTOR ANDROGENICO (RA)

La estructura del Receptor Androgénico se ha deducido del RA clonado a partir del DNA
complementario (¢cDNA) de rata y humano, cuya estructura y funcionalidad es muy parecida a la

de otros receptores esteroidales ya conocidos.?®

El RA humano es un proteina de 110 kDa (919 aminoacidos) codificada por un gen ubicado en el
cromosoma X cuya extension abarca mas de 90kb y se divide en 8 exones.>*>2 Dentro de estos
ultimos cabe resaltar dos exones pequefios, que codifican para dos dedos de zinc involucrados en
la unién al DNA, y cuatro exones que codifican para el dominio relacionado con la unién a DHT
(Fig 2.4-pagina 9).3%>
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Fig. 2.4 Representacion esquemiticn del receptor androgénico comparado con otros
receptores nucleares (tomado de Faber P. et. al.).

La funcion del RA como factor de transcripcion es directamente dependiente de la asociacion de
DHT. Se ha demostrado que la unién de DHT al RA en su dominio de unién, localizado en la
region carboxi-terminal, dispara la activacion del RA. Dicha activacion se debe al cambio
conformacional inducido en el complejo RA-DHT, exponiendo el dominio de union al DNA y la

subsecuente dimerizacion del complejo DHT-RA activado.

El dominio de unién para el DNA del homodimero DHT-RA, se caracteriza por secuencias
ricas en cisteinas que forman un par de dedos de zinc (Fig. 2.5-pagina 10 ), los cuales se
introducen en los surcos mayores de los HRE, confiriendo asi estabilidad a 1a RNA polimerasa,

al DNA y varios factores involucrados en la transcripcién.‘”""
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Fig. 2.5 Representacién de los dedos de Zinc en el receptor androgénico, los cuales se
“anclan” a los surcos mayores del DNA (tomado de Evans R y Hollenberg S.).

2.5 LA ENZIMA Sa-REDUCTASA

La testosterona actia como un prohormona para la formacion de metabolitos activos que median
muchos procesos de accion que involucran androgenos. La testosterona (Fig. 2.6-pagina 11) es
convertida irreversiblemente a DHT a través de la accidon de una enzima que se localiza en la
membrana nuclear dependiente de NADPH llamada Sa-reductasa.’> El mecanismo de accion
para esta transformacion consiste primeramente en la formacion del complejo Sa-reductasa-
NADPH; posteriormente la testosterona se une a este complejo y se realiza la transferencia regio
y estereoespecifica de un hidruro del NADPH a la posicion 5 de la testosterona. El enolato
resuitante en C3-C4 se estabiliza por un residuo electrofilico (E+) de la enzima. La liberacion de
DHT del complejo se produce por el tautomerismo mediado por la enzima, y por Gltimo, la

regeneracion de la misma se logra a través de otro ciclo catalitico.(Fig 2.6-pagina 11 ). 3637
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Fig. 2.6. Mecanismo de accién de la enzima Sx-reductasa.

Existen dos isoformas de la enzima Sa-reductasa denominadas Tipo 1 y Tipo II, las cuales
difieren en sus propiedades bioquimicas, tejido de localizacion y su funcion®® La isoenzima 5o-
reductasa Tipo 1 se encuentra predominantemente en la piel en piel no genital y en el higado,
tiene un PH éptimo ligeramente aicalino (PH=6-8.5), requiere de concentraciones elevadas de T
para saturarse (Km=3uM) y su funcion catabolica permite la remocién de androgenos en el
higado y piel. La isoenzima Sa-reductasa Tipo 11 tiene un PH éptimo ligeramente acido (PH=5) y
requiere de concentraciones bajas de T para saturarse (Km=0.5uM).Se encuentra presente
predominantemente en los tejidos blancos de androgenos, incluyendo prostata y testiculos, y se
relaciona directamente al cancer de prostata e hiperplasia prostitica benigna (HPB) . Su funcion
anabdlica permite 1a amplificacion de la androgenicidad de testosterona por su conversion a DHT

en los tejidos blanco.
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Se ha demostrado que la actividad de la enzima 5a-reductasa no se restringe solo a la testostero-
na, sino que también actiia sobre una variedad de substratos esteroidales que presentan el sistema
4-en 3-ona, tales como 20a-hidroxi-4-pregnen-3-ona, 17a-Hidroxiprogesterona,epitestosterona,

progesterona y androstenediona 354

A partir de ¢cDNA de rata y humano, se han obtenido las estructuras primarias de las dos
isoenzimas de la Sa-reductasa (Tipo I y II). Ambas son proteinas compuestas de 254-260
aminoacidos que en su mayoria son de caracter hidrofobico, y debido a que son extremadamente
insolubles, no se tienen estructuras tridimensionales en la actualidad. Tienen un peso molecular

aproximado de 28,000 a 29,000 Da; la similitud de secuencias entre rata y humano es del 60%

para la isoenzima Tipo I, mientras que para la isoenzima Tipo II es del 77%.

En el hombre el gen que codifica para la isoenzima Tipo I se localiza en el cromosoma 5 (banda
p15), mientras que en cromosoma 2 (banda p23) se localiza el gen que codifica para la isoenzima

Tipo 11, conteniendo 5 exones cada uno. >4

A pesar de no contar con una estructura espacial de la enzima Sa-reductasa tipo II, diversos

estudios de mutagénesis puntual dirigida han revelado dominios funcionales.

Con el analisis de dichos experimentos se han encontrado mutaciones que afectan la habilidad de
la enzima para unir testosterona y aquellas que disminuyen la afinidad por el NADPH,
proponiendo que los dominios de union para la testosterona se encuentran en los extremos amino
y carboxi terminal de la enzima,(Fig. 2.7-pagina 13) mientras que aquellos involucrados en la

union del NADPH se localizan en la segunda parte de la proteina.

La expresion de la enzima Sa-reductasa esta regulada por los androgenos, principalmente por la

dihidrotestosterona, através de una retroalimentacion positiva.®
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Fig. 2.7 Esquema representativo de la enzima Sa-reductasa IL Obtenido a partir de estudios
de mutagénesis puntual dirigida. Se indican los nombres de las mutaciones realizadas (tomado de
Thigpen A. Y Rusell D. ).

2.6 CANCER DE FROSTATA E HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA (HPB)

2.6.1Generalidades

Todas las células que conforman el cuerpo de un organismo saludable, viven en ambientes
complejos e interdependientes, regulando entre ellas su proliferacion. La reproduccion celular de
un tejido en estado normal, ocurre solo cuando es direccionada por otras células en su vecinidad,
asegurando de esta manera, que cada tejido u 6rgano mantenga su tamaifio y forma apropiadas
para las necesidades del cuerpo. Contrariamente, las células cancerosas violan este esquema y

comienzan a seguir sus propias seitales de proliferacion.

Ademas poseen la habilidad de migrar a partir de los sitios donde se originaron, invadiendo
tejidos a los alrededores y formando masas distantes (metastasis). Los tumores formados por esta
clase de células malignas se tornan cada vez mas agresivos, volviéndose letales cuando
interfieren con la funcionalidad de 4rganos y tejidos necesarios para la supervivencia de un
organismo.* En el cancer de prostata, los eventos que controlan el ciclo celular se encuentran
desregulados por diversos factores, tal como sucede en la mayoria de los diversos tipos de cancer,

promoviendo un crecimiento inadecuado de la glandula.
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A pesar de ello, el cancer prostatico progresa muy lentamente en comparacion a los demas,

caracterizandose como una enfermedad de alta incidencia en hombres de edad avanzada. ¥

La Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) es otro de los padecimientos que afectan a varones

adultos caracterizada por el agrandamiento anormal de la prostata y la formacion de nodulos.*®

Aunque varios reportes afirman que la HPB no se encuentra relacionada al cancer de prostata,
recientes reevaluaciones indican lo contrario, sugiriendo una fuerte relacion entre sus origenes
dentro de la glandula prostitica. Lo que es muy claro es que ambas patologias tienen diversas
caracteristicas en commin: tienen una alta incidencia con la vejez, historias clinicas muy
relacionadas y ambas se encuentran directamente ligadas a concentraciones altas de androgenos,
respondiendo a terapias que remueven o disminuyen la concentracion de estos Gltimos.*”*!

Cabe mencionar que recientes investigaciones han demostrado la participacion de diversos
factores crecimiento que actuan de manera sinergista con los andrégenos, promoviendo el cancer
de prostata e HPB. Dentro de ellos se encuentran los factores que promueven el crecimiento de
las células epiteliales, como EGF (Epidermal Growth Factor), IGF 1 y 1I (Insuline-like Growth
Factor 1 y II), y KGF (Keratinocyte Growth Factor), todos ellos actuando como mitégenos. ™

Ambas enfermedades comparten diversos factores de patogénesis en comun, de los que se
pueden mencionar, la raza, la variacion geogrifica y posiblemente la dieta rica en grasas. De
esta manera, la incidencia en hombres negros es 37% mas alta que en hombres blancos, y el
indice de mortalidad es dos veces més elevado; ambas enfermedades son muy raras en varones
asiaticos (Tailandia, China y Japon), mientras que en paises donde el consumo de grasas es
superior a los 120 g por dia (Suecia, Noruega, Estados Unidos, etc.), el indice de mortalidad es

muy alto (Fig. 2.8-pagina 15).5"%
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RELACION ENTRE LA DIETA Y EL CANCER DE PROSTATA |
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Fig 2.8. Relacion del consumo de grasas con el céncer de préstata. La tasa de
mortalidad del cancer de prostata tiende a ser muy alta en paises con alto
consumo en grsasas (tomado de Marc B. Garnick, et. al; 1998).

Dentro de los signos y sintomas de alerta para ambas patologias se encuentran: flujo de orina
lento, interrumpido o con control dificil; frecuente necesidad para orinar; dolor al orinar; dolor
pélvico o en la espalda. Obviamente, estos sintomas se deben al agrandamiento de la prostata,

obstruyendo los ductos urinarios y los tejidos que se encuentran alrededor de ella. ®*
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2.6.2 Métodos de diagnéstico.

Dentro de los métodos de diagnostico mas utilizados se encuentran la prueba del Antigeno

Prostatico Especifico (PSA) y el examen por tacto rectal.

Una prueba que evalia el PSA involucra una glucoproteina que secretan las células epiteliales
de la prostata tanto en estado normal como maligno, pero cuando el cincer esta presente, los
niveles en circulacién frecuentemente se elevan (mayores a 4 ng/mL). Desafortunadamente, esta
prueba es particularmente inespecifica, ya que el 25% de los hombres con céncer tienen niveles
normales de PSA y al mismo tiempo, mas de la mitad de los hombres diagnosticados con altos

niveles de PSA, se encuentran sanos.

En el examen por tacto rectal, se detectan mecanicamente tumores por la dureza o nédulos en la
glandula. Sin embargo, por este procedimiento sélo se pueden identificar tumores no

microscopicos y la mayoria de la poblacién masculina renuncia a ellos.

Se ha observado que los canceres detectados por la prueba del PSA son casi siempre mas grandes
y agresivos que los que se han encontrado accidentalmente en autopsias de hombres que mueren
por otras causas y que la prueba frecuentemente detecta el cancer de prostata en estados
tempranos. Es por ello que la Sociedad Americana del Céncer y la Asociacion Americana de
Urologia han recomendado, que los hombres sanos mayores de 50 aiios se sometan

periddicamente tanto al examen de PSA y al de tacto rectal.

Actualmente, se ha implementado el método de ultrasonografia transrectal, que permite confirmar
resultados dudosos de otras pruebas asi como también las biopsias que examinan la cantidad de

DNA anormal, indicando la agresividad del cancer.

Otros métodos, tanto de diagnostico como de propensabilidad que estin en investigacion son :
el que mide la cantidad de IGF-1 y los métodos genéticos que detectan mutantes de los genes
BRCALI (el cual esta ligado al cincer de mama) y HPCl (Human Prostate Cancer 1) que
contribuyen a algunas formas de carcinoma prostatico, 51557
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2.6.3 Tratamiento

Dentro de los métodos disponibles para el tratamiento del cancer de prostata e HPB, se
encuentran: la prostatectomia, la orquiectomia bilateral (extirpacion de los testiculos donde se

produce el 95% de T), criocirugia, braquiterapia, radiacion y las terapias hormonales.

La prostatectomia incluye la extirpacion parcial o total de la glandula prostatica. Dicho
procedimiento ha sido empleado desde 1903 y su mayor ventaja es que si la malignidad se
encuentra localizada (en el 70% de los casos), las células cancerosas pueden ser removidas

completamente.

La criocirugia consiste en la insercion de una sonda con nitrégeno liquido o argén en la glandula

prostatica, con el subsecuente congelamiento de la glandula.

La braquiterapia involucra la implantacién de pellets radioactivos directamente en la prostata,
donde ellos emiten radiaciones dentro de la glandula. La implantacion es relativamente sencilla y
requiere de minima hospitalizacion. Desgraciadamente, se ha observado que los pellets a veces se

distribuyen en sitios diferentes a la prostata, causando daiios a otros 6rganos.

La radiacién externa puede eliminar las células cancerosas, evitando los tediosos procedimientos

operativos y postoperativos, sin embargo, involucra los propios riesgos de la radiacion en los
érganos alrededor de la glandula. Afortunadamente con las altimas técnicas innovadoras de la
radiacion en tercera dimension, tal como 3D CRT (there-Dimensional Conformal Radiation
Therapy), es posible dirigir 1a radiacion localizadamente sin dafiar 6rganos vecinos.

El precio que los pacientes pagan por someterse a algunos de los procedimientos mencionados
anteriormente influyen en diferente grado: un periodo de recuperacion largo; efectos colaterales
de largo plazo que pueden incluir varios meses de incontinencia urinaria e impotencia eréctil

corta 0 permanente.

El indice en que una de estas funciones se restablece (si es que sucede) depende de la edad del
paciente, estado previo de actividad sexual y la efectividad del método para remover el cancer

(Cuadro 1-pagina 18). -51.5¢
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% que mueren de la % que se convierten % que sufren
en impotentes incontinencia severa

terapia

Criocirugia 0.1
Cuadro 1. Indice de algunos efectos colaterales calculados en hombres sometidos a algunas
de las terapias mostradas. Datos de pacientes menores de 60 afios que mostraron tumores en
estados no avanzados y que fueron tratados con facilidad, resultando exitoso el procedimiento

empleado. (Tomado de Marc B. Garick, et al.; 1998).

Por otro lado, la terapia hormonal esta basada en el hecho que los androgenos promueven el
crecimiento de los tumores prostaticos, al evitar que el cuerpo produzca androgenos y/o que se

bloque y las células malignas frecuentemente mueren.

La terapia hormonal consiste primordialmente de dos clases de farmacos: una clase consiste de
los superagonistas de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), que actuan inicialmente al
elevar la secrecion de testosterona, pero que después de pocas semanas, se inhibe totalmente la
produccién de T y causa la muerte tumoral; la otra clase de farmacos la constituyen los
antiandrogenos, que actian al reducir o modificar la acciéon de los androgenos en el tejido
prostatico. Lo mas sorprendente de esta terapia radica en que se puede combinar con la radiacion,
alargando el tiempo de vida de los pacientes que se someten a ella, en comparacion a los que se

someten Gnicamente a la radiacion (Fig. 2.9-pagina 19). 3
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Fig. 2.9. Combinacién de terapias. Se observa que cuando se combina la terapia hormonal
con la radiaciéon, se obtiene un mayor indice de sobrevida en los pacientes sometidos

(tomado de Marc B. Garnick. et. al; 1998).

Finalmente, la eleccion de la terapia adecuada es influenciada por la etapa de la enfermedad en
que se encuentra el individuo, asi como la edad, condicion fisica y respuesta al tratamiento.

2.7 ANTIANDROGENOS

Un antiandrogeno es aquella molécula que antagoniza los efectos de la testosterona en los
organos o tejidos sensibles a los andrégenos y, cuando son administrados junto con los
androgenos, bloquean o disminuyen la efectividad androgénica. Los antiandrégenos pueden
actuar de diferentes maneras: pueden interferir en la entrada de los androgenos a la célula blanco,
pueden bloguear la conversion de la testosterona a su metabolito mas activo DHT, o bien, pueden
competir por el receptor androgénico, Estos agentes tienen potencial terapéutico en el tratamiento
del acné, virilizacion en la mujer, hipersexualidad en el hombre, alopecia androgénica y desde
luego en el cancer de prostata e HPB. Ademas se ha encontrado que estos agentes tienen

potencial como anticonceptivos masculinos.!®*Los antiandrégenos pueden ser de origen natural,

como la progesterona, o bien de origen sintético (esteroidales y no esteroidales).
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Los antiandrogenos esteroidales son los de mayor interés terapéutico, en especial los derivados
de la progesterona, debido a que son homélogos de los esteroides de origen natural. Dentro de los
antiandrogenos esteroidales mas conocidos se encuentran el Acetato de Ciproterona (CPA) (5),
Finasterida (Proscar)(6), oxendolona (7) y BOMT (8) (Fig. 2.10).

(CH3»CNH
ACETATO DE CIPROTERONA (5) FINASTERIDA (PROSCAR) (6)
OH
H .u‘“‘
B
OXENDOLONA (7) BOMT (8)

Fig. 2.10. Principales Antiandrogenos esteroidales utilizados en la terapéutica,

La mayoria de estos agentes tienen diferentes mecanismos de accion y algunos muestran efectos
secundarios severos que reducen su utilidad clinica. Asi, CPA es quizas el antiandrégeno
esteroidal més conocido y ampliamente caracterizado, es el prototipo de los compuestos que

compiten con la DHT por el sitio de union en el RA. 54
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La finasterida, conocida comercialmente como Proscar, es el prototipo de los farmacos que

actiian inhibiendo la enzima Sa-reductasa I, reduciendo drasticamente los niveles de DHT y

aumentando los de T.%'

La oxendolona y BOMT son otros farmacos menos estudiados, pero se sabe que presentan

actividad antiandrogénica al competir con el RA_ %%

Dentro de los efectos colaterales, se han observado con este grupo de farmacos anormalidades
a todos los niveles fisioldgicos que van desde los progestacionales y conducta sexual, hasta
anormalidades hormonales, como son pérdida de la libido, ginecomastia, impotencia,
anormalidades en el esperma, corazén y atrofia celular.*! Por otra parte, los antiandrogenos no
esteroidales presentan diferencias en su estructura y mecanismos de accién. Entre los mas

utilizados se encuentran la flutamida, bicalutamida y ketoconazol (Fig. 2.11).

T
H
H
"30:©/‘L\}£:E ﬁ
o ° e
o
&F, NC
FLUTAMIDA (9) BICALUTAMIDA (10)

{ 1

Ci
o l
H

KETOCONAZOL (11)

Fig. 2.11. Ejemplos de antiandrégenos no esteroidales.
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El requerimiento molecular esteroidal absoluto para que una molécula presentara actividad
antiandrogénica, interactuando con el RA, fue invalidado cuando se introdujo la flutamida. Este
agente no esteroidal compite con los dominios de union para DHT en el RA, cuya cadena lateral

le permite adquirir la suficiente flexibilidad que asume un androgeno. it

La bicalutamida es un antiandrégeno no esteroidal periféricamente selectivo, que carece de
accion sobre la glandula pituitaria o sobre el hipotalamo. Se ha demostrado que el mecanismo de
accion de este agente radica en su afinidad con el AR, compitiendo con la DHT en los dominios

de union.%

El ketoconazol es un agente que disminuye drasticamente la produccion de testosterona, debido a
que interactua con el receptor androgénico e inhibe la enzima citocromo P-450, involucrada en su
biogénesis. ™%

Aunque esta clase de antiandrogenos no presentan efectos agonistas hormonales, presentan
severos efectos colaterales , incluyendo hepatotoxicidad, diarreas, nauseas y vomito. Por otro
lado, la desventaja mas grande que presentan estos agentes es la vida media muy corta y como

resultado mayores dosis en tiempos cortos que se asocian a efectos secundarios o

2.8 INHIBIDORES DE LA ENZIMA 5a-REDUCTASA

Con base en el mecanismo de transformacion enzimatica de la testosterona a DHT (Fig 2.6), se
han disefiado dos tipos de inhibidores de la enzima 5a-reductasa.El primer tipo de inhibidores lo
constituyen los substratos analogos a la testosterona, los cuales compiten con ella inhibiendo su
unioén al complejo Sa-reductasa-NADPH. El prototipo de esta clase de inhibidores reversibles es
la finasterida (Proscar). Se ha propuesto que el mecanismo de accion de este agente, involucra la
union reversible a la enzima por la formaciéon de un aducto dihidrofinasterida -NADP+, el cual
imposibilita la transferencia de un Gltimo proton que completa la reduccion (Fig 2.12-pégina
23)."
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Fig. 2.12. Mecanismo de inhibiciéon propuesto para la Finasterida. Se ilustra el mecanismo de
reduccion de la testosterona y de la Finasterida, los cuales proceden a través de enolatos como
intermediarios, pero el de la finasterida diverge en la posicion del carbanion, donde escapa de la
transferencia del protén que normalmente completa la reduccién. La descomposicion del aducto
NADP+ —Dihidrofinasterida (ti2= 30 dias a 37°C), indicado con la flecha discontinua, puede ser
un proceso enzimatico 6 no enzimatico (tomado de Herbert G. Bull, et. al.).

El segundo tipo de inhibidores lo constituyen compuestos que mimetizan al intermediario enolato
que se forma durante la reduccion enzimaitica de la testosterona. Estos inhibidores se unen al
complejo Sa-reductasa -NADP+, después que la DHT ha sido liberada, lo cual ocasiona que
dicho complejo no pueda entrar a otro ciclo catalitico. El prototipo de esta clase de inhibidores es
la Epristerida (Fig. 2.13).2

HO.

e ) EPRISTERIDA

Fig. 2.13 Estructura de Ia Epristerida. Mimetiza el
intermediario enolato propuesto en la reduccion de la
Testosterona.
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Los inhibidores de la enzima Sa-reductasa inducen el decremento en la concentracion de DHT,
aumentando los niveles de T, con ello se produce una disminucién marcada del tamafio de la
prostata, sin presentar efectos secundarios , entre los que incluyen la pérdida de la libido, de la
masa muscular y la potencia, mejorando la calidad de vida del enfermo, en contraste con las

demas terapias descritas previamente.
2.9 DESARROLLO DE ANTIANDROGENOS ESTEROIDALES

Debido a los efectos colaterales de las terapias disponibles en la actualidad y de los farmacos
disponibles en el mercado, se contindan realizando esfuerzos por desarrollar nuevos agentes

esteroidales con mayor actividad antiandrogénica y menores efectos secundarios.

De manera general, existen dos vias para la sintesis de nuevos antiandrogenos esteroidales: uno
es a través de la modificacion quimica de la molécula de testosterona para obtener compuestos
con actividad antagénica, presentando menores efectos androgénicos y anabdlicos, y el otro es a
través de la modificacion molecular de la progesterona, que permite obtener compuestos con
mayor actividad antiandrogénica ( ya que la progesterona es un antiandrogeno per sé )

disminuyendo los efectos progestacionales.

La modificacion de la molécula de progesterona es de particular interés, debido a que se pueden
obtener compuestos esteroidales con actividad antiandrogénica presentando baja actividad
hormonal, baja toxicidad y sin disminucion de la libido. Como ejemplos de antiandrégenos
derivados de la progesterona se encuentran el acetato de ciproterona (5) y la finasterida

(6,Proscar) (ver figura 2.10-pagina 20). '%%%7
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de los estudios de relacion estructura—actividad de una serie de derivados del pregnano

sintetizados en el laboratorio, se han encontrado los siguientes requerimientos estructurales

. . .. . .. 74-
necesarios para que una molécula presente actividad antiandrogénica. "+’

X

1.- Presencia de un sistema conjugado 4,6-dien-3-ona. Este sistema le permite a la molécula
competir con la testosterona por la enzima Sa-reductasa, ya que presenta dos sitios de posible
reduccion. También se ha observado que la planaridad que genera este sistema en la molécula

juega un papel importante.

2..- Presencia de un atomo de halogeno en C-6. Estudios recientes llevados acabo por Bratoeff y
colaboradores, " han indicado que la presencia de un atomo de halégeno en la posicion C-6
permite que la molécula sea un sustrato muy propenso a la reduccién enzimaitica por la Sa-
reductasa . Se ha observado que el halégeno en C-6 interfiere con la resonancia usual de la cetona
o,f3,7,8 insaturada, desestabilizando la molécula y disminuyendo la energia de activacion
necesaria para la transferencia del hidruro . Aunque la adicion del hidruro se da por los
mecanismos 1-4 (adicion del hidruro en C-4) y 1-6 (adicion del hidruro en C-6), se favorece este
ultimo por tener asociada la menor energia de activacion. También se ha observado que la
actividad antiandrogénica de los derivados depende de la naturaleza del halogeno insertado en C-

6.
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3.- Introduccién de un grupo electronegativo y voluminoso en C-17 (ester). Debido a que la
progesterona y sus analogos se inactivan rapidamente en el plasma a través de la reduccion
enzimatica del carbonilo en C-20, la presencia de un grupo voluminoso protege a la molécula de

este proceso.

4.- presencia de un grupo voluminoso en C-16f. Se ha observado que la presencia de un grupo
voluminoso en C-16 beta orientado, protege la reduccién del carbonilo en C-20 que resulta en

una pérdida de la actividad antiandrogénica.

De las observaciones antes descritas en los derivados del pregnano, ain no se han establecido
patrones estructurales esteroidales para que una molécula presente actividad antiandrogénica. No
obstante, se han estudiado diversos esteroides con modificaciones en los anillos A y B, de los que
se han demostrado que los requerimientos estructurales, tanto para la unién con el receptor
androgénico como para la interaccion con la Sa—reductasa, pueden variar un poco en el grado de
flexibilidad y tamafio de estos anillos. *' Sin embargo, no se conocen modificaciones en el
anillo D, respecto a tamaiio y flexibilidad, que afecten la actividad antiandrogénica de un

esteroide.

Por otro lado, existen observaciones estructurales de los anillos del androstano en una serie de
derivados androgénicos. En la literatutra se ha descrito la sintesis de diversos derivados del
homoandrostano (aquellos que tienen un metileno adicional en su sistema tetraciclico), donde

s6lo tos B-homo y D—homo presentan actividad androgénica apreciable. '**

En el laboratorio se ha observado que el anillo D del esqueleto pregnano se expande a un anillo
de seis miembros (formando un D-homo derivado del pregnano) unicamente cuando presenta
ciertos sustituyentes y es sometido en condiciones adecuadas. Aunque esta transformacién sélo
ha sido descrita por Bratoeff y colaboradores, se sabe que diversos rearreglos de metabolitos
secundarios sometidos a complejos ambientes enzimaticos, se llevan a cabo en la naturaleza.™
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Tomando en cuenta todos los requerimientos estructurales mencionados anteriormente, para que
un derivado del pregnano muestre actividad antiandrogénica a través de la inhibicion de la
enzima Sa~reductasa, considerando que no existen estudios sobre la actividad biolégica de los
derivados D—homo del pregnano y dada la importante necesidad de desarrollar nuevos agentes
potenciales contra el cancer de prostata e HPB, este trabajo plantea la sintesis de derivados del

D-homo pregnano que presenten las siguientes caracteristicas estructurales:

Presencia de la entidad 4,6-dien—3—ona
Introduccién de un grupo fenilo en C—-168 (Y= fenilo)

Introduccion de un grupo hidroxilo en C-17a

También se llevara a cabo la bioevaluacion de algunos de los intermediarios y compuestos finales

sobre su capacidad de inhibir a la enzima Sa-reductasa a través de ensayos in vivo e in vitro.
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4. OBJETIVOS

@ Sintetizar intermediarios y derivados D-homo del pregnano a partir de 3p-acetoxi-5,16

pregnadien-20-ona (DPA) (I): 16a,17a-Epoxi-3p-hidroxi-S-Pregnen-20-ona (II); 3B-Acetoxi-
16a,1 7a-epoxi-5-pregnen-20-ona  (IIN); 3p-Acetoxi-16a, 1 7a-epoxi-20-etilendioxi-5S-pregneno
(IV); 3B-17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16p3-fenil-5-pregneno (V); 3pB,17a-Dihidroxi-16B-fenil-
17B-metil-D-homo-5-pregnen-17a-ona  (VI);  16B-fenil-17a-hidroxi-17p-metil-D-homo-4,6-
pregnadien-3,17a-diona (VII).

- Purificar, caracterizar los intermediarios y productos finales mediante sus propiedades

fisicas (punto de fusidon), quimicas, cromatograficos y espectroscopicas (UV, IR, RMN 'H, *C).

@ Evaluar in vivo la actividad antiandrogénica de los compuestos finales e intermediarios a

través del ensayo de las vesiculas seminales en hamsters.

@ Determinar in vifro la actividad inhibitoria de los compuestos finales e intermediarios sobre

la enzima Sa-reductasa presente en el hongo P, Crustosum,

- Comparar las actividades bioldgicas evaluadas de los compuestos finales e intermediarios

con el antiandrogeno de eleccion en el mercado Finasterida (Proscar).

9" Analizar la influencia del anillo D en la actividad antiandrogénica.
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S. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental del presente trabajo se dividid en dos partes. En la primera parte, la
parte quimica, se realizo la sintesis quimica y la caracterizacion fisica y espectroscopica de los
intermediarios y compuestos finales. En la figura 5.1 (pagina 30) se muestra la secuencia sintética
que permitio obtener los compuestos finales con las caracteristicas estructurales requeridas. Los

puntos de fusién de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher- Johnes y no estan

corregidos.

La pureza de los productos y el avance de las reacciones se siguio por cromatografia en capa
delgada (CCD), utilizando cromatoplacas de gel de silice (60F 254, Merck), un sistema de

elucion n-hexano-acetato de etilo 7:3 y empleando como revelador una solucion de CoCl; al 1%

en H,804 2N y/o lampara de luz UV (A=254 nm).

Los productos finales se purificaron por cromatografia en columna (CC), utilizando como fase
adsorbente gel de silice 60 (Merck) y una mezcla de elucion adecuada para cada caso. Los
equipos utilizados en los diversos estudios fueron los siguientes: para la técnica de
Espectrofotometria de Absorcion al Ultravioleta (UV) se empled un equipo Perkin Elmer 200s,
para la Espectrofotometria de Absorcion al Ifrarrojo (IR) un equipo Perkin Emer 549B,
utilizando la técnica de pastilla de KBr, y para la Espectroscopia de Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrégeno (RMN'H) y de Carbono (RMN'3C) se utilizaron los equipos Varian,
Gemini 200 y VRX-300s, utilizando CDCl; como disolvente; los desplazamientos quimicos (5)
estan dados en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS). Por ultimo en la Espectrometria de
Masas (EM) se empled un espectrometro de masas HP 5985-B GC/MS mediante la técnica de

impacto electrénico (IE).

En la segunda parte, la parte biologica, se llevo a cabo la evaluacion de la actividad
antiandrogénica de los intermediarios y compuestos finales, utilizando sistemas in vivo e in vitro.
Se tomaron como parametros de actividad, la capacidad de inhibir el crecimiento de vesiculas

seminales en hamsters gonadectomizados, y a la enzima Sa-reductasa, presente en el hongo

Penicillium crustosum.
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FIG. 5.1. RUTA GENERAL DE SINTESIS
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6. METODOLOGIA Y RESULTADOS

6.1 PARTE QUIMICA
Tabla 1. Propiedades fisicas y espectroscopicas de la materia prima 3p-Acetoxi-5,16-

pregnadien-20-ona (I).

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusién (°C) 170-172
Formula molecular Ca3H3,0;
Peso molecular (uma) 356.51
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
UV(nm)
Amax 238 . CO o, insaturado en C-20
IR (cm™)
2945 (M) C-H (st) de -CH: y -CH:
1729 (S) C=0 de éster en C-3
1661 (S) C=0 a,B insaturado en C-20
1583 (W) C=C conjugado en C-16
1451 (W) -CH: (8)
1440 (W) CH;-CO (5) en C-20
1372 (S) -CH; (8)
1247 (S) C-O (st as) de CH,CO- en C-3
1037 (S) C-O (st si) de CH3CO- en C-3
RMN'H (ppm)
0.92 (s,3H) -CHien C-18
1.05 (s, 3H) -CHj en C-19
2.03 (s, 3H) -CHs en C-21
2.26 (s, 3H) -CH3:COO-en C-3
4.5 (m,1H) CH base de CH;COO- en C-3
5.4 (dd, 1H; J1=4Hz y J2=2Hz) C=CH_ en C-6
6.7 (1,1H: j=3Hz) C=CH en C-16
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6.1.1. Sintesis de 16a,17a-Epoxi-3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona (I1).

En un matraz bola de 100 mL se disolvié 1.0 g (2.8 x 10 mol) de 16-DPA en metanol caliente
(66 mL), se agregd hidroxido de sodio 4N (2 mL, 8x10 mol) y peréxido de hidrégeno al 30% (4
mL, 0.135 mol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 4 h siguiendo su
avance por CCD;, concluido el tiempo de agitacion, se concentro en rotavapor para eliminar todo
el metano] posible, lo cual produjo que I precipitara en forma de cristales blancos.
Posteriormente el producto fue lavado con H;O destilada (aprox. 250 mL) y filtrado con la
finalidad de eliminar el exceso de hidréxido de sodio y llegar a un P" neutro; finalmente se dejo
secar al vacio obteniendo 0.908 g (98%) de 1I como cristales blancos con p.f de 180-182 °C
(180-181°C reportado en la literatura).

Tabla 2. Propiedades fisicas y espectroscopicas para el compuesto 16a,17a-Epoxi-3p-hidroxi-

S-pregnen-20-ona (II).

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion(°C) 180-182
Formula molecular C21H3005
Peso molecular (uma) 330.47
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™)
3370 (M) -OH (st) en C-3
2937 (S) C-H (st) de -CH; y —CH:
1692 (S) C=0 en C-20
1452 (W) -CH;(3)
1375 (M) -CH; (8)
1056 (M) C-O (st) de —OH secundario en C-3
o 857 (W) C-0O-C (st) de epOxido en C-16-C-17
RMNH (ppm)
1.02 (s, 3H) - -CHien C-18
1.05 (s, 3H) -CHs en C-19
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2.03 (s, 3H) -CH; en C-21
3.20 (s, 1H) -CH base del epoxido en C-16
3.52 (m, 1H) -CH base en C-3
3.68 (s, 1H) -OH en C-3
5.3 (dd, 1H; J1=4Hz, J2=2Hz) C=CH en C-6

6.1.2. Sintesis de 3p-Acetoxi-16a,17a-epoxi-S-pregnen-20-ona (III). En un matraz bola de 50
mL, se agregéd 1 g ( 3.03 x 10 mol) de 11 se disolvié en 10 mL. (0.105 mol) de AcO y 2.5 mL
(0.03 mol) de piridina y se agitd a temperatura ambiente durante 4h siguiendo el desarrollo de la
reaccion por CCD; transcurrido el tiempo, la mezcla se vertié en un vaso de precipitados que
contenia aprox. 100 mL de agua y suficiente hielo, lo cual hizo precipitar a III en forma de un
solido blanco. Este se filtrd al vacio y se lavo con agua hasta P! neutro para eliminar el exceso de
piridina y AC,0; finalmente se dej6 secar al vacio obteniéndose 1.09 g (96%) de III como

agujas de color blanco con p.f 157-159 °C reportado en la literatura).

Tabla 3. Propiedades fisicas y espectroscopicas del compuesto 3p-Acetoxi-16a,17a-epoxi-5-

pregnen-20-ona (I11).

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion (°C) 157-159
Férmula molecular Ca23H320,
Peso molecular (uma) 372.5
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cmT)
2942 (M) C-H (st) de -CH; y -CH;
1731 (s) C=0 de CH:COO- en C-3
1697 (S) C=0Q en C-20
1376 (M) -CHj (5)
1345 (S) C-0 (st as) dé CH,COO- en C-3
1032 (M) C-0 (st si) de CH3;COO- en C-3
852 (W) C-0O-C de epoxido en C-16 y C-17
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RMN'H (ppm)
0.96 (s, 3H) -CHjen C-18
0.97 (s, 3H) -CHs en C-19
1.962 (s, 6H) -CHien C-21 y CH3-COO-enC-3
3.41 (s, 1H) H base del epoxido en C-16
4.58 (m, 1H) H base de CH3-CQO- en C-3
5.3 (dd, 1H; J1=4Hz y J2=2Hz) C=CH en C-6

6.1.3. Sintesis de 3B-Acetoxi-16a,17a-epoxi-20-etilendioxi-S-pregneno (IV). En un matraz
bola de capacidad adecuada se disolvié 1.0 g (2.6 x 10 mol) de Il en 6mL de tolueno seco, se
agrego etilenglicol (3mL, 0.053 mol), ortoformiato de trimetilo (5 mL, 0.045 mol) y acido p-
toluensulfonico seco (0.03 g, 1.7 x 10 mol) como catalizador. La mezcla resultante se agitd
durante toda la noche a temperatura ambiente y bajo condiciones anhidras, siguiendo el avance de
la reaccion por CCD, tomando placa a las doce horas de reaccion. Concluido el tiempo, 1a mezcla
de reaccion se neutralizé con 0.035 g (4.26 x 10™ mol) de acetato de sodio anhidro y se vertié a
un embudo de separacion con aprox. 30 mL de CHCls; se lavd con H2O destilada (3 x S0 mL) y
la fase organica se virtié en un matraz erlenmeyer de 250 mL posteriormente se seco con NazSO4
anhidro. Se evapord el disolvente produciendo un sdlido amarillento que al recristalizarse de
metanol produjo 0.83 g (74%) de IV puro como cristales blancos de p.f 194-196 °C (192-194 °C

reportado en la literatura).

Tabla 4. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 3p-Acetoxi-16a,17a-epoxi-20-etileadioxi-S-

pregneno (IV).
PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion (°C) 192-194
Férmula molecular Cas H3Os
Peso molecular (uma) 416.56
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™)
2941 (M) C-H (st) de -CH3 y -CH;
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1719 (S) C=0 de CH:COO- en C-3
1465 (W) -CH; &
1440 (W) CH,>-CO (8) en C-20
1371 (w) -CH; 8
1248 (S) C-O (st as) de CH3COO- en C-3
1333 (M) C-0 (st si) de CH:COO- en C-3
RMN'H (ppm)
0.99 (s, 3H) -CHs en C-18
1.04 (s, 3H) -CH; en C-19
1.44 (s, 3H) -CHs en C-21
2.04 (s,1H) CH3-COO- en C-3
3.39 (s,1H) H base del epoxido en C-16
3.95 (m, 4H) -0-CH;-CH>-O- en C-20
4.6 (m, 1H) H base de CH3-COO- en C-3
5.38 (dd, 1H; J1=4Hz y J2=2Hz) C=CH en C-6

6.1.4. Sintesis de 38,17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16B-fenil-5-pregneno (V). A1.0g (2.4 x 107
3 mol) de 1V y 300mg (1.44 x 10 mol) de complejo de dimetilsulfuro-cobre, colocados en un
matraz de dos bocas equipado con un refrigerante en posicion de reflujo, se agregaron 14 mL
(0.014 mol) de una solucién de bromuro de fenilmagnesio 1M. La mezcla resultante se calent6 a
reflujo durante 4 dias bajo una atmoésfera de nitrogeno. Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se
transfirio lentamente a un vaso de precipitados que contenia agua con hielo en agitacion y
posteriormente a un embudo de separacion que contenia una solucion saturada de cloruro de
amonio (15 mL), H,O destilada (aprox. 30 mL) y hielo. La fase acuosa se extrajo 3 veces con
CHCI3; las fases organicas se juntaron y lavaron con agua (5 x 30 mL) hasta eliminar las sales
de magnesio precipitadas. La fase organica se seco con Na;SO, anh. y evaporé el disolvente,
obteniéndose un producto aceitoso que cuando se recristalizo de metanol produjo 0.71 g (65%) de
v como agujas finas blancas con pf: 220-222°C (reportado: 221-222 °C).
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Tabla 5. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 38,17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16p-fenil-

S-pregneno (V).
PROPIEDAD VALOR
Punto de fusién (°C) 221.221
Férmula molecular Ca9H4004
Peso molecular (uma) 452.63
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION

IR (cm™)

3571 (M) y 3420 (M)

-O-H (st)en C-17 y C-3

2933 (S) C-H (st) de —-CH; y —-CH;
2887 (S) -O-CH;- (st) de etilendioxi en C-20
1599 (W) C=C aromatico en C-16
1450 (W) -CH; 6
1493 (W) C=C aromatico en C-16
1372 (W) -CH; &
1048 (S) C-OH (st)enC-3 y C-17
900,766 y 698 C=C-H arom (oop) (patrén de monosustitucioén
del grupo B-fenilo en C-16)
RMN 'H (ppm)
1.06 (s,3H) -CHs en C-18
1.10 (s, 3H) -CHs en C-19
1.21 (s, 3H) -CHs en C-21
3.1 (m, 1H) C-H bencilico en C-16
3.3 (m, 2H) -O-CH>-CH3-O- en C-20
3.52 (m, 2H) -O-CH;-CHz-0- en C-20
5.39 (dd, 1H; J1=4Hz y J2=2Hz) C=CHenC-6
7.26 (m, 5H) H aromaticos del grupo B-fenilo en C-16
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RMN “cC

14.50 C-18

19.44 C-19
21.21 C-21
60.68 C-16 base del grupo B-fenilo

61.41 y 64.45 -0-CH,-CH>-O-
71.72 C-17 base de -OH
71.73 C-3 base de -OH
90.06 C-20 base del grupo etilendioxi
121.58 C-6 vinilico
125.20-128.73 CH’ s aro del grupo B-fenilo en C-16
140.67 C ipso del grupo B-fenilo en C-16
143.55 C-5 vinilico
EMIE (m/z)

452 M’

424 M - 28 (C:Hy)

409 424 - 15 (CH»)

390 424 — 34 (OH + OH)

364 390 — 26 (CzH2)

347 364 - 17 (OH)

329 347 - 18 (H,0)

87 (100% Ab. Rel.) (pb)

—~J
CaH702+ ( )

6.1.5. Sintesis de 38,17a-Dihidroxi-168-fenil-17B-metil-D-homo-5-pregnen-17a-ona (VI). A
una soluciéon de 1.0 g (2.2 x 10" mol) de (V) en acetona (80 mL) se agrego gota a gota y con
agitacion 1.0 mL (0.11 mol) de HCIO4. La mezcla de reaccion se agito a temperatura ambiente

durante 3 h siguiendo el curso de la reaccion por CCD.
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Posteriormente se evaporo el disolvente hasta un volumen minimo, el cual se virtié a un vaso de
precipitados que contenia 150 mL de solucion saturada de NaHCO; y hielo. De esta manera el
compuesto VI precipitd como sélido blanco amorfo el cual se filtro y lavé con H,O destilada.
Finalmente se dejé secar toda 1a noche al vacio obteniéndose 0.87 g (96%) de VI crudo. El p.f.
de los cristales fué de 210-211°C (reportado 209-211°C).

Tabla 6. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 3p,17a-Dihidroxi-16B-fenil-17B-metil-D-
homo-5S-pregnen-17a-ona (V1).

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion (°C) 209-211
Foérmula molecular C27H3603
Peso molecular (uma) 408.58
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™)
3482(M) -O-H (st) en C-17
3426 (M) -O-H (st) en C-3
3028 (W) C=C-H (st) arom
2930 (S) C-H (st) de -CH3 y -CH:
1692 (S) CO de cetonaen C-17a
1602 (W) C=C arom en C-16
1456 (M) -CH: (8)
1378 (S) -CHs (5)
1056 (M) C-OH (st) en C-17
1002 (M) C-OH (styen C-3
RMN'H (ppm)
1.038 (s, 3H) -CH3 en C-18
1.106 (s, 3H) -CHs en C-19
1.216 (s, 3H) -CHs BenC-17
1.53 (m, 1H) -CH en C-14
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1.7 (m, 1H) -CHen C-8
1.99 (m, 2H) -CH: en C-15
2.23 (m, 2H) -CH; en C-7
2.33 (m, 1H) -CHz en C-4
2.9 (m, 1H) -CH bencilico en C-16
3.52 (m, 1H) -CH base de —OH en C-3
5.39(dd, 1H; J1=4Hz y J2=2Hz) C=CH vinilico en C-6
» 7.3 (i, 5H) H’ s del grupo B-fenilo en C-16
RMN PC (ppm)
15.97 C-18 (-CH3)
19.34 C-19 (-CH»)
19.43 C11 (-CH>)
23.94 CH; BenC-17
26.46 C-15 (-CH>)
30.97 C-8 (-CH-)
31.46 C2 (-CH3-)
31.69 C-1(-CHz)
33.03 C-7 (-CH3z-)
36.74 C-10 (C cuatemario)
36.78 C-12 (-CHy")
41.89 C-4 (-CH;-)
47.03 C-13 (C cuaternario)
45.00 C-9 (-CH-)
50.96 C-14 (-CH-)
54.46 C-16 base del grupo B-fenilo
71.48 C-3 base de -OH
78.21 C-17 base de -CH; y -OH
120.86 C-6 vinilico
126.82 CH para del grupo B-fenilo en C-16

127.86

CH orto del grupo B-fenilo en C-16
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129.09 CH meta del grupo B-fenilo en C-16
139.72 e CH ipso del grupo B-fenilo en C-16
140.56 C-5 vinilico
218.15 C=0enC-17a
EMIE (m/z)
) 408 M
390 M-H.0
380 M-28 (CO)
375 390-15 (CH3)
365 380-15 (CHa)
347 365 - 18 (H20) 6 375 — 28 (CO)
91 (100% Ab. Rel.) (pb) I6n tropilio
> 16n oxonio ( Hd‘=/- )

6.1.6.Sintesis de 16B-fenil-17a-hidroxi-17p-metil-D-homo-4,6-pregnadien-3,17a-diona (VII),
A una suspension de 1.0 g (2.4 x 107 mol) de VI, 3.0 g (0.04 mol) de carbonato de litio y 2.0 g
(0.022 mol) de bromuro de litio, en dimetilfformamida (14 mL) se le agregd gota agota y con
agitacion una solucidn de 0.3 mL (5.82 x 10™ mol) de bromo disuelto en 8.5 mL de dioxano. La
mezcla de reaccion resultante se calentd a reflujo (75°C % 5°C) durante 2 h monitoreando su
desarrollo por CCD. Posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente y filtré para eliminar
sales. Al filtrado se le agregaron 180 mL de una solucion acuosa de NaHCO3/NaHSO; (0.3 g/0.3
g) para eliminar el exceso de bromo. El producto crudo VII precipitd, obteniéndose un sélido
amarillo palido que se purificé por recristalizacion de acetona dando 0.59 g (60%) de un solido
amorfo blanco con p.f.: 278-280 °C (reportado 276-280°C)

Tabla 7. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 16B-fenil-17a-hidroxi-17f-metil-D-homo-
4,6-pregnadien-3,17a-diona (VII).
PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion °C 278-280

Foérmula molecular C27H»0s
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Peso molecular (uma)

404.55

VALOR ESPECTROSCOPICO

ASIGNACION

UV (nm)

282.79 CO a,B,Y,5 insaturado en C-3
IR (cm™)
3446 (M) -O-H (st) en C-17
3028 (W) C=C-H (st)
2944 (M) -C-H (st) de -CH;3 y -CH:
1694 (M) CO de cetonaen C-17a
1656 (S) CO a,B.,y,d insaturada en C-3
1616 (M) C=C aro en C-16 y C=C dieno conjugado en
C-5yC-6
1452 (M) -CH: ()
1356 (W) -CH3 (8)
1126 (S) C-OH terciario en C-17
878,758 y 701 (W) C=C-H (oop) arom (patréon de monosustitucion
del grupo B-fenilo en C-16
RMN'H (ppm)
1.170 (s, 3H) -CHs enC-18
1.176 (s, 3H) -CHs enC-19

1.329 (s, 3H)

-CHs BenC-17

3.00 (dd, 1H; J=3Hz)

-CH bencilico en C-16

5.73 (s, 1H) C=CH enC-4
6.20 (dd, 1H; J1=10Hz, J2=2Hz) C=CH en C-6
6.33 (dd, 1H; J1=10Hz, J2=2Hz) C=CH en C-7

7.3 (m, 5H) H’s aro del grupo B-fenilo en C-16
RMN PC (ppm)
16.19 C-18 (-CH3)
16.25 C-19 (-CHs)
19.25 C-11 (-CH>-)
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;’23.98 -CH; Ben C-17

T 26.16 C-15 (-CHz-)
33.02 C-2 (-CH2-)
33.53 C-1 (-CH2-)
33.81 C-12 (-CH;-)
36.11 C-10 (C cuaternario)
36.34 C-8 (-CH-)
47.42 C-13 (C cuatemario)
48.05 C-9 (-CH-)
49.56 C-14 (-CH-)

. 548 C-16 base del grupo B-fenilo
78.16 C-17 base de -OH y —CH
124.01 C-4 vinilico
127.06 CH para del grupo B-fenilo en C-16
128.00 CH orto del grupo B-fenilo en C-16
129.08 CH meta de! grupo B-fenilo en C-16
129.17 C-6 vinilico
137.71 C-7 vinilico
139.30 C ipso del grupo #-fenilo en C-16
162.29 C-5 vinilico
199.30 C=0OenC-3
217.21 C=0enC-17a

EMIE (m/z)
404 (100% Ab. Rel) (pb) M

387 M+ -17 (HO)
386 M+ -18 (H20)
376 M+ -28 (CO)
361 376 — 15 (CHa)
343 361 — 18 (H20)
91 I6n tropilio
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6.2 PARTE BIOLOGICA
6.2.1 Ensayo in vivo: prueba de las vesiculas seminales.

Se determind el efecto antiandrogénico de los esteroides sobre las vesiculas seminales de
hamsters machos (150-200 g) castrados, de la cepa Syrian Golden, en 4 grupos de cuatro
animales por experimento. Los animales fueron seleccionados al azar y gonadectomizados quince
dias antes del experimento, manteniéndolos a una temperatura controlada de 22°C y en periodos
de luz-oscuridad de 12 h. A cada animal de los diferentes grupos, se le administro
subcutaneamente (s.c.) 200 ug de testosterona (T) y cada uno de los esteroides evaluados (200

ug) disueltos en 0.5 mL de aceite de castor (vehiculo), por periodos de 24 h durante 3 dias. Se

utilizaron como controles dos grupos; a un grupo se le administrd Finasterida (F) mas

testosterona, y al otro se le administré Unicamente testosterona disuelta en el vehiculo. Después

del tratamiento, los hamsters fueron sacrificados mediante la anestesia con éter y posteriormente

se realizo la diseccion de las vesiculas seminales para ser pesadas.
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Efecto en el peso de las vesiculas
semtinales
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Fig. 6.2.1. Efecto antiandrogénico de los intermediarios y productos finales
sobre el peso de las vesiculas seminales (T: testosterona, F: finasterida; estructuras

en la pagina 30)
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6.2.2. Ensayo in vitro: Efecto en la transformacién microbiana de [’H]Testosterona a

[PHIDHT en Penicillium crustosum.

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 16 mL de medio papa- dextrosa P" 6, [’H)Testosterona
47uM (~1.82 nCi), NADPH 1 mM y 125 ug del compuesto a evaluar 6 Finasterida, en
condiciones de esterilidad. En cada matraz se inocularon 3 asadas de un cultivo de_Penicillium
crustosum, y se incubaron a 25°C durante 10 dias con agitacion constante. Posteriormente, el
micelio se filtré de los cultivos y se secod para determinar su peso. El filtrado se extrajo con una
mezcla diclorometano:acetato de etilo 1:1 (3x 10 mL) y se secé al vacio en un rotavapor. De una
alicuota (1:100) del extracto, se purificé la [PHJDHT utilizando CCD preparativa (sistema de
elucion CHCIl3: acetona , 9:1; testosterona y DHT como estandares; reveladores: acido
fosfomolibdico, luz UV-240 nm y autoradiografia). La [*HJDHT se extrajo de la silica con
metanol, se evaporo a sequedad y se determino la radioactividad, utilizando un espectrometro de
centelleo liquido (Beckman LS 6000TA). La eficiencia del conteo de [*H] fue del 67.09% y los

datos fueron analizados con el programa EPISTAT.

Tabla 13. Efecto en la conversiéon de [PH]IT a PH)DHT en cultivos de Penicillism crustosum.

S SRR B i B e
T+1 6a., 1 7a-Epox|-3 B-hldroxl-s-pregnen-zo-ona (ll)




METODOLOGIA Y RESULTADOS 46
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Fig.6.2.2. Efecto inhibitorio de los compuestos sintetizados sobre Ila conversién de

[3H]T a [SH]DHT en cultivos de Penicillinum  ¢crustogum (Estructuras en la pagina 30)
(T: testosterona, F: finasterida, estructuras en la pagina 11 y 20).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

7.1. PARTE QUIMICA

La ruta de sintesis que se planteé en este trabajo (Fig. 5.1-pdgina 30), utiliza como materia
prima 3f-Acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona (1) (Acetato de 16-dehidropregnenolona (16-DPA) 6
neosterol) dado que es un compuesto disponible comercialmente, con un costo accesible y es
considerado como el punto de partida en diversos farmacos esteroidales debido a que presenta las
estructuras quimicas necesarias para ser transformado a compuestos de interés. Como paso
previo a la sintesis, se caracterizo a la materia prima por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas (Tabla 1-phgina 31 ), correspondiendo con las reportadas en la literatura. En
espectrofotometria de UV (Fig.10.1) presenté una A maxima de absorcion a 238 nm
correspondiente a la cetona o, B insaturada en C-16-en-20-ona. En IR (Fig.10.2) se presentaron
_ las bandas de alargamiento C-H de metilos y metilenos alrededor de 2945 cm? y las

correspondientes a carbonilos en 1729 cm-1 y 1661 cm™, indicativos del grupo acetoxi en C-3 y
la cetona o,B insaturada en C-20 respectivamente. En cuanto a la RMN'H (Fig.10.3), se
observaron cuatro sefiales simples en 0.92, 1.05, 2.03 y 2.26 ppm, integrando para tres protones
cada una, que fueron asignadas a los metilos C-18, C-19, C-21 y el metilo del grupo acetoxi
respectivamente: Cabe notar que ¢l metilo C-18 se encuentra a campos ligeramente mas altos
(desplazamientos mas bajos) debido a su posicién dentro del cono de proteccion que genera el
carbonilo en C-20, mientras que C-21 y el metilo del grupo acetoxi, se encuentran en la zona de
desproteccion de sus carbonilos correspondientes, desplazindolos a campos menores
(desplazamientos mayores). También se observo una sefial multiple que integra para un protén
en 4.5 ppm, correspondiente al proton base del acetoxi en C-3. La sefial doble de doble que
integra para un proton en 5.4 ppm corresponde al proton en C-6, la cual se encuentra acoplada a
dos protones vecinos en C-7 (J=4Hz) y también muestra un acoplamiento alilico con los protones
en C-4 (J=2Hz). Por ultimo, la sefial triple que integra para un proton en 6.7 se asigno al protén
vinilico en C-16 que se encuentra acoplado a dos protones vecinos en C-15 (J=3Hz). Uno de los
objetivos de la secuencia sintética planteada consisti6 en introducir un grupo B-fenilo en C-16 y
un grupo a-hidroxilo en C-17 con el fin de aumentar el volumen estérico en esta parte del
esteroide. Para tal propésito se aproveché el hecho de que 16-DPA presenta una entidad 16-
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en-20-ona, la cual al epoxidarse permitiera posteriormente, la introduccion del grupo fenilo en C-
16 con la orientacion deseada. Asi, el primer paso de la sintesis implicé la formacion de
16a,17a-Epoxi-3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona (II) con peréxido de hidrogeno en medio basico,
produciéndose la adicion nucleofilica (tipo Michael) del aniéon hidroperoxido sobre la doble
ligadura de la cetona o, f insaturada.El compuesto deseado se obtuvo con un rendimiento del
98% y se caracterizO por sus propiedades fisicas y espectroscopicas (Tabla 2-pégina32),

correlacionando con las reportadas.

En espectroscopia de UV no presenté absorcion debido a la desaparicion del sistema 16-en-20-
ona. El espectro de IR (Fig. 10.4) para este compuesto presento, a diferencia de 16-DPA, una
banda intensa en 1692 cm™ asignada a la cetona no conjugada en C-20 y una banda de
intensidad media en 857 cm™' correspondiente al alargamiento C-O-C del epoxido en C16-C17.
Se observé la desaparicion de la banda intensa del éster acetoxi en C-3, y en lugar a ello, la
aparicion de las bandas intensas en 3370 cm™ y 1056 cm™ para el alcohol en C-3 (alargamiento
de O-H y C-O, respectivamente), el cual se formo por la hidrolisis basica del grupo acetoxi en C-
3.

En el espectro de RMN1H (Fig. 10.5) se observa, a diferencia del de 16-DPA, desaparicion de la
seflal triple en 6.7 ppm del protdn vinilico en C-16 y la aparicion de una sefial simple en 3.2 ppm
que integra para un proton base del epoxido en ese mismo carbono. La sefial multiple en 3.52
PpPmM que integra para un proton se asigno al proton base del alcohol en C-3. Las seflales simples
de los protones de metilos en C-18, C-19 y C-21 (1.02, 1.05 y 2.03 ppm, respectivamente)
permanecen, mientras que desaparece la sefial del metilo del grupo acetoxi en C-3, y en lugar a
ello aparece una sefial simple en 3.68 ppm (después del intercambio con D,O) del grupo
hidroxilo en C-3.

En vista de que la introduccién del grupo fenilo en C-16 implicaba la apertura del epoxido en
C16-C17 a través de un reactivo de Grignard, fue necesario acetilar nuevamente al alcohol en C-
3 para evitar la descomposicién del reactivo organometélico. Para llevar a cabo dicha acetilacion,
se utilizd el método convencional que emplea anhidrido acético-piridina dando lugar al
electréfilo acetilpiridinio que es la especie acetilante. De esta manera se obtuvo 3B-Acetoxi-16a,
17a-epoxi-5-pregnen-20-ona (III), con un rendimiento del 96% y se identificé por sus constantes
fisicas y espectroscopicas (Tabla 3-pdgina 33) comparandolas con los reportados.
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En el espectro de IR (Fig. 10.6), a diferencia de II, no se observo la banda intensa en 3370 cm™
del alcohol en C-3, sino que aparecieron tres bandas intensas en 1735, 1245 y 1032 cm’
correspondientes al alargamiento C=0, C-O simétrico y C-O asimétrico respectivamente
caracteristicas de éster, confirmando con ello la presencia del grupo acetoxi en C-3. En RMN'H
(Fig. 10.7), a diferencia de II, se observa una sefial simple que integra para 6 protones en 1.96
ppm, asignada a los metilos del grupo acetoxi y a la metil cetona en C-21. La sefial multiple que
se observa en el espectro de RMN'H de I en 3.52 ppm (correspondiente al proton base del
alcohol en C-3), se desplazé6 a campos mds bajos (4.58 ppm) para este derivado, debido a la

presencia del grupo acetoxi en C-3.

El siguiente paso consistio en la proteccion del carbonilo en C-20 por la formacion de su cetal,
debido a que es un centro susceptible de ataque del reactivo de Grignard utilizado en la sintesis.
Esta proteccion se llevé a cabo empleando etilénglicol, ortoformiato de trimetilo y acido p-
toluensulfonico como catalizador, produciendo el derivado etiléndioxi 3B-Acetoxi-16a,17c-
epoxi-20-etilendioxi-S-pregneno (IV) con un rendimiento del 74% y se identifico por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas (Tabla 4-pdgina 34) comparandolas con las reportadas.

En espectrofotometria de IR (Fig. 10.8) no se observo la banda en 1697 cm ™! correspondiente al
carbonilo en C-20 presente en 111 y se aprecia solamente la banda 1719 cm™ correspondiente al
carbonilo del grupo acetoxi en C-3. En espectroscopia de RMN'H (Fig. 10.9), a diferencia del de
111, se observa que la sefial de los protones de metil cetona en C-2, se ha desplazado a campo mas
alto (1.44 ppm), mientras que la sefial de los protones del metilo en C-18 se desplazd a campo
ligeramente mis bajo. Lo anterior se debe a la ausencia de los conos de proteccion y de
desproteccion que generaba el carbonilo en C-20. La sefial multiple en 3.95 ppm que integra para
cuatro protones confirma la formacion del dioxolano en C-20. En las demas seiiales no se
observan cambios sustanciales.

Con la finalidad de introducir un grupo B-fenilo en C-16, asi como la generacién simultanea del
hidroxilo o en C-17, el siguiente paso involucro la apertura del epoxido de 1V a través de un
mecanismo de sustitucion nucleofilica utilizando bromuro de fenil magnesio (un reactivo de

Grignard) en THF y complejo de bromuro de dimetil sulfuro de cobre ((CH;):SeCuBr) como

catalizador.
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Debido a que los reactivos de Grignard se descomponen con el oxigeno via radicales libres para
formar peroxidos y alcoholes, fue necesario llevar a cabo la reaccion bajo atmoésfera de
Nitrégeno. Una vez terminada la reaccion, se neutralizd con NH4CI para regenerar los grupos
oxhidrilo en C-3 y C-17, obteniéndose asi 3f,17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16f3-fenil-5-
pregneno V con un rendimiento del 65%, el cual se caracterizd por sus propiedades fisicas y

espectroscopicas (Tabla S-psgina 36) correlacionandolas con las reportadas.

El espectro de IR (Fig. 10.10) presenta una banda ancha en 3420 cm™ correspondiente al
alargamiento O-H del oxhidrilo en C-3, producto de la hidrélisis del grupo acetoxi por el reactivo
de Grignard. También se observa otra banda aguda en 3571 cm™ correspondiente al alargamiento
O-H del alcohol en C-17, generado por la introduccion del grupo fenilo sobre el epoxido, ademas
se aprecia la banda en 1048 cm™ caracteristica del alargamiento C-O. Se observan las bandas de
intensidad débil en 1599 y 1493 cm! indicativo del alargamiento C=C para el grupo B-fenilo en
C-16. Las bandas en 900, 766 y 698 cm’’ indican el patron de monosustitucién para el nicleo

aromatico, confirmando con lo anterior su presencia.

En RMN'H (Fig. 10.11) se corrobora la presencia del grupo fenilo por la sefial multiple en 7.26
ppm que integra para 5 protones en la zona de los aromaticos. Para este derivado la sefial del
grupo etiléndioxi en C-20 se vio alterada, apareciendo como dos sefiales miltiples en 3.3 y 3.52
ppm que integran para 2 protones cada una, indicando de esta forma, que los protones del
dioxolano no son equivalentes. Lo anterior se puede explicar por el cono de proteccion que
posiblemente genera el grupo B-fenilo en C-16 sobre el grupo etiléndioxi haciendo que la sefal
se desplace a campo mas alto. Se observa una sefial multiple que aparece en 3.1 ppm que integra
para un proton, asignada al proton del metino en C-16, ciya multiplicidad se debe en parte al

acoplamiento bencilico con los protones del grupo f-fenilo insertado en ese mismo carbono.

En RMN"C normal (Fig. 10.12), las sefales en 14.5,19.4 y 21.2 ppm que aparecieron en el
espectro DEPT (Fig. 10.13) como metilos, fueron asignadas a los carbonos C-18, C-19 y C-21
respectivamente. Las sefiales en 61.41 y 64.45 ppm que aparecieron como metilenos se asignaron
a los carbonos del grupo etiléndioxi con el que se protegio el carbonilo en C-20. Se observaron
dos sefiales desplazadas a campo bajoen 71.72 y 71.73 ppm, caracteristicas de carbonos base de
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alcohol, las cuales se diferenciaron en el espectro DEPT, siendo la primera sefial para C-17
(carbono cuaternario) y la segunda para C-3 (carbono metinico). Se puede apreciar una sefial en
90.06 ppm, que no aparece en el espectro DEPT y se asigno al carbono en C-20 que soporta al
grupo etiléndioxi. En la zona de carbonos vinilicos se aprecia una seiial en 121.58 ppm (metino)
correspondiente a C-6. En la zona de los carbonos aromaticos resalta un conjunto de seflales de
carbonos metinicos, entre 125 y 128.7 ppm asignadas a los carbonos del grupo fenilo en C-16 y
otra en 140.67 ppm correspondiente a su carbono ipso. Por ultimo la sefial en 143.55 ppm

correspondiente a un carbono cuaternario se atribuyé a C-5.

En EMIE (Fig. 10.14) presenté un idon molecular de 452 m/z que coincide con el peso molecular
de este derivado. Se observan pérdidas logicas en el espectro, tales como el pico de relacién m/z
de 424 originado por la pérdida de 28 unidades, correspondientes probablemente a C:H 4 debido
a la ruptura del anillo dioxolano en C-20; la siguiente pérdida de 15 unidades (CH3) genera el
pico en 409 y las dos pérdidas subsecuentes de 17 unidades (OH) generan el pico en 390 m/z . El

pico base del espectro en 87 unidades de m/z corresponde al fragmento: C4H;02" : [ _10 ]

El siguiente paso consistid en regenerar el carbonilo que se protegiéo en C-20 utilizando una
hidrolisis acida. Sin embargo como se mencioné al principio de este trabajo, en nuestro
laboratorio se ha observado que cuando un derivado del pregnano presentando un grupo fenilo en
C-16 beta orientado, un oxhidrilo en C-17 alfa orientado y un anillo dioxolano en C-20, se

somete a condiciones acidas, el anillo D se expande a un anillo de seis miembros.

Dicha transformacion se lleva a cabo en acetona agregando lentamente HCIO4 con lo cual se
promueve la transacetilacion de V a la acetona, quedando regenerado el carbonilo en C-20. Dada
las condiciones acidas del medio, se ha reportado que inmediatamente que se regenera el
carbonilo en C-20 ocurre una expansion del anillo D del esteroide, formandose e! D-homo
derivado:  3B,17a-Dihidroxi-16B-fenil-17B-metil-D-homo-5-pregnen-17a-ona  (VI).  Esta
expansion se explica por la protonacion del carbonilo en C-20 para formar un ion carbonio (Fig.
7.1.1-pagina 52), que después de una transposicion de tipo Wagner Meerwein del enlace 16-17

genera el anillo D-homo.
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Fig. 7.1.1. Generaci6n del anillo D-homo en medio acido, debido a una transposicion de tipo
Wagner Meerwein del enlace 16-17 (tomado de Soriano, BratoefT, et. al. ®)

Cabe mencionar que aunque este derivado ya ha sido sintetizado anteriormente, no se tenia la
certeza de las asignaciones espectroscopicas para la estructura planteada, ademas tampoco ha
sidlo probado en sistemas in vifro 6 in vivo sobre la enzima Sa-reductasa tipo 1L
Afortunadamente, con la estructura tridimensional (difraccion de rayos X ) obtenida de un
derivado de VI (Bratoeff, et. Al.), se pudo apreciar la expansion del anillo D y con ello algunas
de las asignaciones espectroscopicas para VI (Tabla 6-pégina 38) difieren de las reportadas con
anterioridad.

En el espectro de IR (Fig. 10.15) se presentaron dos bandas de alargamiento O-H en 3482 y 3426
cm’ indicativas de los oxhidrilos en C-3 y C-17. Se aprecian también dos bandas de
alargamiento C-H en 3028 y 2930 cm™ indicativas de insaturaciones y carbonos saturados,
respectivamente. Las bandas en 1602 y 1452 cm™' manifiestan el alargamiento C=C, y con las
localizadas en 900, 768 y 698 cm™ se confirma la presencia del grupo fenilo. La banda intensa en
1692 cm’), caracteristica del alargamiento C=0 de cetonas, fué asignada al carbonilo regenerado
en C-17ade VL.

En el analisis de RMN'H normal y COSY H-H (Figs. 10.16 y 10.17) también se corrobora la
regeneracion del carbonilo, ya que la sefial multiple de los protones del grupo etiléndioxi
alrededor de 3.5 ppm ha desaparecido. Se aprecian dos sefiales simples en 1.038 y 1.106 ppm
que integran para tres protones cada una, las cuales se asignaron a los protones de los metilos
angulares C-18 y C-19 respectivamente. La sefial simple en 1.216 ppm que integra también para
tres protones fue asignada para el metilo B en C-17, confirmando con ello el cambio de posicién
del metilo C-21, debido a que la sefial de los protones de un metil cetona aparece normalmente
alrededor de 2.1 ppm. Sin embargo, se esperaria que dicha sefial apareciera en aproximadamente

1.4 ppm dado que el metilo dista en dos enlaces de un oxhidrilo.
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La discrepancia a lo anterior se debe a que el metilo en cuestion probablemente se localiza dentro
del cono de proteccion que genera el grupo B fenilo en C-16, desplazando la seiial a campo alto.
En 2.9 ppm se ubica la sefial multiple que integra para un proton, correspondiente al proton
bencilico y que muestra correlacion en el espectro COSY con una sefial multiple en 1.99 ppm,
indicando con ello, la interaccion del protén bencilico en C-16 con los dos protones en C-15,
estos a su vez correlacionan con una sefial multiple en 1.53 ppm, asignada al proton en C-14. En
3.52 ppm se aprecia un multiplete que se asigno al proton base del alcohol en C-3, el cual
muestra interaccion en el espectro COSY con la sefial maltiple ~2.3 ppm asignada a los protones
en C-2 y C-4. En la zona de los protones vinilicos se localiza una setal doble de doble en 5.39
ppm asignada al proton vinilico en C-6 y que correlaciona en el espectro COSY con una sefial
multiple en 2.23 ppm asignada a los protones en C-7. Cabe notar que esta ultima sefial y la del
proton en C-14 (1.53 ppm) correlacionan con una seiial multiple alrededor de 1.6 ppm, asignada
al protéon en C-8, confirmando con todo lo anterior la estructura de VI. Nuevamente aparece la
sefial multiple en 7.3 ppm que integra para 5 protones, asignados a los protones del nucleo

aromatico en C-16. Por ultimo, la sefial en 4.8 ppm corrsponde a HDO debido al intercambio de

deuterio de los grupos oxhidrilos en C-3 y C-17.

En espectroscopia de RMN'>C normal y DEPT (Figs. 10.18 y 10.19) para VI se confirma
también la hidrélisis del cetal ya que desaparecieron las sefiales de los metilenos del grupo
etiléndioxi (61.41 y 64.45 ppm) y en su lugar se observa una sefial nueva en 218.15 ppm
indicativo del carbonilo regenerado en C-17a. Por otro lado cabe mencionar que en las demas
sefiales del esteroide no se observaron grandes cambios, mientras que resaltan las afectadas por
la expansion del anillo D. Asi, la seflal en 23.94 ppm que aparece en el espectro DEPT como
metilo, se asigno como tal al que se encuentra en C-17, difiriendo de la sefial para una metil
cetona que aparece normalmente en 30 ppm; también se aprecia que el C-17 base de un metilo y
un grupo oxhidrilo, se desplazé a campo menor (78.16 ppm) debido a su vecindad con el
carbonilo en C-17a.

En EMIE (Fig. 10.20) se nota un ién molecular en 408 unidades de m/z concordante con el peso
molecular de VI. Se observa que las fragmentaciones del esteroide son logicas y se registra el
pico base del espectro en 91 unidades de m/z debido a la formacién del ién tropilio que es una

parte estable. La pérdida de 18 unidades del ion molecular dada por la deshidratacion (-H20) de
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cualquiera de los alcoholes en C-3 o C-17, genera el pico en 390. Se aprecia que el i6n molecular
también puede perder 28 unidades dada por la decarboxilacion (-CO) en C-17a para formar el
pico en 380. La pérdida de 15 unidades (-CH3) de los picos de 390 y 380 genera los picos en 375
y 365 respectivamente, y la pérdida de otra molécula de agua del pico de 365 o la pérdida de 28
unidades (-CO) del de 375, generan el pico de 347 que es el segundo de mayor abundancia
relativa del espectro. Un pico diagnostico para derivados de ciclohexanol se observo en 57

——
unidades de m/z, correspondiente al ién oxonio: Hd=/_- .19 Cabe resaltar que el
pico caracteristico de metil cetonas en 43 unidades de m/z no se observd, lo cual confirma

nuevamente la expansion del anitlo D del esteroide.

El siguiente paso consisti6 en la generacién del sistema 4,6-dién-3-ona, el cual se llevo en un solo
paso utilizando el método Shapiro que implica una bromacion-dehidrobromacién. Dicho método
ya ha sido empleado en la sintesis de antiandrogenos anteriores por el grupo de Bratoeff y
colaboradores.””” La ventaja de utilizar este método radica en la disminucién de un paso de la
sintesis, ya que de otra manera hubiera sido necesario oxidar primero el sistema 5-en-3-ol a
través de una oxidaciéon de Oppenauer para obtener la 4-en-3-ona y posteriormente introducir la
doble ligadura en C-6 a través de una deshidrogenaciéon con cloranilo. En dicha reaccion se
empled bromo como agente oxidante y carbonato de litio como base para sustraer el proton en C-
4, con lo cual se obtuvo el derivado 16f-fenil-17a-hidroxi-17p-metil-D-homo-4,6-pregnadien-
3,17a-diona (VII) con un rendimiento del 60 %, cuya estructura se elucidé por sus propiedades

fisicas y espectroscopicas (Tabla 7-pagina 40).

En UV (Fig.10.21) se observd un maximo de absorcion a 282.79 nm correspondiente al sistema

4.6-dién-3-ona (285 nm teorico), confirmando con ello la oxidacion de V1.

En espectroscopia de IR (Fig. 10.22 ) se aprecia la banda ancha del alargamiento O-H en
3446 cm™ y la de 1126 cm™ del alargamiento C-O, confirmando con ello la presencia de un
alcohol terciario en C-17. Las bandas del alargamiento C-H sps y sp 2z se observan en 2944 y
3028 cm'respectivamente, y con las bandas de deformacion de metilenos y metilos en 1452 y
1356 cm-1 respectivamente, se confirma su presencia. La banda en 1616 cm™! manifiesta el
alargamiento C=C, la cual es indicativa de insaturaciones conjugadas y un nicleo aromitico.
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Las bandas en 878, 758 y 701 cm™ correspondientes a la vibracion fuera del plano de =C-H,
confirman la monosustitucién del grupo B-fenilo en C-16. Por otra parte en la zona de los
carbonilos, en 1694 cm™ se aprecia una banda de intensidad fuerte correspondiente al carbonilo
en C-17a y resalta la aparicion de una sefial nueva de alargamiento C=0 en 1656 cm™' también

de intensidad fuerte, la cual se asigno al carbonilo o, f,v.,d insaturado en C-3.

En RMN'H (Fig. 10.23) las sefiales de los protones de los metilos permanecen constantes, asi
como la de los protones aromaticos alrededor de 7.3 ppm. Cabe resaltar que en el espectro se
aprecia la generacion de la entidad 4,6-dien-3-ona ya que la seital miltiple en 3.52 ppm asignada
al proton base de! oxhidrilo en C-3 desaparecid, y en su lugar se observa en la zona de los
protones vinilicos, tres sefiales: una simple que integra para un protén en 5.73 ppm asignada al
proton vinilico en C-4a al carbonilo generado y otras dos doble de doble en 6.20 y 6.33 ppm que
forman parte de un sistema AB. La primera seiial de dicho sistema que integra para un proton, se
asigno al protén vinilico en C-6 y la segunda que también integra para un proton fue asignada al
proton en C-7. Este 1ltimo protén oleofinico v al carbonilo en C-3 se encuentra desprotegido en
consecuencia al caracter electropositivo del carbono C-7 inducido por la resonancia que ejerce el
carbonilo en el sistema 4-6-dien-3-ona (Fig.7.1.2). En vista del patron de acoplamiento
observado en el espectro, se deduce que ambas sefiales muestran acoplamiento vinilico entre si a
través de una J de 10 Hz, indicando con ello la disposicion cisoide de los protones sobre la doble
ligadura en C6-C7 que forma parte de un anillo de seis miembros. Por ultimo, también se puede
observar que ambas seilales se desdoblan, indicando con esto el acoplamiento alilico con el

proton en C-8 a través de una constante caracteristica de pequefia magnitud (J=2 Hz).

Fig. 7.1.2. Estructuras resonantes de VII
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En RMN"C convencional y DEPT (Figs. 10.24 y 10.25) también se puede apreciar la presencia
de la entidad 4,6-dien-3-ona, ya que en la zona de los carbonilos ademas de la seiial en 217 ppm
asignada al carbonilo en C-17a, se aprecia otra en 199.30 ppm indicativa del grupo carbonilo
generado por la oxidacion del oxhidrilo en C-3, mientras que desaparece la sefial en 71.48 ppm

asignada al mismo carbono base de un alcohol para V1.

En la zona de los protones vinilicos se puede apreciar el sistema de carbonos diénicos
generados, asi la seilal para C-4 se encuentra en 124.01 ppm, para el C-6 en 129.17 ppm, para el
C-7 en 137.71 ppm y para el carbono vinilico cuaternario C-5 en 162.29 ppm. Nuevamente se
aprecia el efecto resonante del carbonilo en C-3 a lo largo del sistema conjugado, promoviendo
que la sefial para C-7 se desplace a campo bajo. En vista de que se tiene una monosustitucion en
el anillo aromatico, los cinco carbonos metinicos del grupo 3-fenilo en C-16 aparecen como tres

sefiales de diferente intensidad en el espectro DEPT.

De lo anterior se deduce que la sefial en 127.06 ppm corresponde al metino en para y la sefial en
128.00 ppm indica los metinos en orto, ya que son los carbonos que resienten la proteccion del
sustituyente electrodonador (grupo alquilo), mientras que la seiial en 129.08 ppm corresponde a
los metinos en meta que no son afectados por el sustituyente. El carbono ipso del grupo B-fenilo

aparece a campo bajo (139.30 ppm), nuevamente por el efecto del sustituyente alquilo.

En EMIE (Fig.10.26) se observd un idn molecular en 404 unidades de masa carga
correspondiente al pico base del espectro y al peso molecular de VII. Se puede apreciar la
deshidratacion del i6n molecular en 386 unidades (-H20) y la pérdida de 17 unidades (-HO) en
387 unidades m/z. El pico en 376 unidades es generado por la contraccion del anillo D a través
de una descarboxilacion (-CO), y tras una pérdida de 15 unidades (CHj) se genera el pico en 361.
Con la deshidratacion de este ultimo fragmento (-H,0) se forma el pico en 343. Por 1ltimo, se

observa la presencia del i6n tropilio (91 unidades m/z), indicativo del grupo B-fenilo.
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7.2. PARTE BIOLOGICA

Actualmente, uno de los principales objetivos que se plantean en el disefio de nuevos
antiandrogenos, es la capacidad de inhibir la enzima Sa-reductasa ya que su actividad se
encuentra directamente relacionada con el cancer de prostata e HPB. Debido a que la enzima Sa-
reductasa presenta dos isoformas (I y II), en este trabajo de investigacion las moléculas
sintetizadas fueron evaluadas en sistemas biologicos donde los parametros de actividad radican
en la enzima Sa-reductasa Tipo 11. Cabe mencionar que se ha demostrado una relacion inversa
entre la actividad de las dos isoenzimas frente a un mismo tipo de inhibidor, es decir que si un
compuesto es muy activo sobre la isoenzima Tipo II, en 1a mayoria de los casos es poco activo
sobre la isoenzima Tipo I. Asi , la Finasterida (Proscar), que es el farmaco de eleccion para el
tratamiento del cancer de prostata e HPB y que fue utilizado como control en los bioensayos, es
un inhibidor selectivo de la enzima Sa-reductasa Tipo II, mostrando una actividad casi nula

frente a la isoenzima Tipo L.
Ensayo in vivo

Con la finalidad de determinar el efecto antiandrogénico in vivo de los intermediarios y
productos finales, se emple6 el ensayo de las vesiculas seminales. Este método parte del hecho
que la enzima Sa-reductasa Tipo II tiene un efecto més profundo sobre los tejidos que expresan
esta isoenzima, tales como la prostata, los testiculos y las vesiculas seminales. De esta manera,
los compuestos que tienen la capacidad de inhibir a dicha isoenzima, reducen el peso de las
vesiculas seminales. Asi, en la Fig. 6.2.1 se observa claramente que cuando los hamster
previamente castrados son tratados con testosterona, ésta ejerce su accion androgénica al
aumentar el peso de las vesiculas seminales, y cuando ademas de testosterona se les administra
Finasterida (que es el antiandrogeno mas potente en el mercado), se observa un efecto
antiandrogénico y el peso de la vesiculas seminales disminuye. Estudios anteriores han
demostrado que los intermediarios I-V no presentan actividad antiandrogénica, por lo que la
evaluacion se realizo a partir del compuesto V1. Se puede apreciar una tendencia antiandrogénica
de los intermediarios VI y VII, donde el primero representa al primer D-homo derivado del
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pregnano de 1a serie con un grupo B-fenilo en C-16, y el segundo ademas presenta el sistema 4,6-
dien-3-ona. Con lo anterior se puede deducir que la presencia del anillo D-homo, con un grupo B-
fenilo en C-16, no representa restriccion para ejercer actividad antiandrogénica in vivo, y que si

ademas presenta el sistema 4,6-dien-3-0ona, se genera un aumento en la actividad antiandrogénica.

Ensayo in vitro

Con el proposito de utilizar un sistema de bioevaluacion que implicara la inhibicion especifica
de 1a enzima Sa-reductasa, se utilizé el ensayo microbiano de la conversién de [*H]T a [PHJDHT
por el hongo Penicillium_crustosum in vitro. Dicho hongo ya ha sido caracterizado,
demostrandose que es capaz de convertir la testosterona a dihidrotestosterona (y diversos
sustratos) a través de la enzima Sa-reductasa, cuya expresion es regulada por la presencia de
androgenos en el medio de cultivo. Aunque aiin no se sabe el tipo de isoenzima que predomina (1
6 ID) 6 su localizacion (intra 6 extracelular), se ha demostrado que la conversion de T a DHT
ocurre en dos maximos de actividad: uno a P"=6 y otro en P'=8, y que los metabolitos
predominan en el medio de cultivo. En vista que la isoenzima Tipo Il tiene un P? gptimo de
actividad ligeramente acido, los ensayos se realizaron a P!'=6, y la [P"HJDHT fue extraida del

medio de cultivo.

Como podra observarse en la Fig. 6.2.2-pagina 46, cuando en los cultivos se encuentra presente
anicamente la  [PH|T, la conversion a [PHJDHT es maxima, no siendo disminuida
significativamente cuando se encuentra la Finasterida presente. Los intermediarios 11 y III, de

igual manera presentaron practicamente la misma actividad que la Finasterida.
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8. CONCLUSIONES
De los resultados obtenidos del presente trabajo se puede concluir que:

0 Se sintetizaron los intermediarios y derivados del D-homo pregnano a partir de 3f-acetoxi-

5,16-pregnadien-20-ona (DPA) (I) llamados: 16c,17a-~Epoxi-3-hidroxi-5-Pregnen-20-ona (IX);
3B-Acetoxi-16a, 1 7a-epoxi-5-pregnen-20-ona (III); 3B-Acetoxi-16a, 1 7a-epoxi-20-etilendioxi-
S-pregneno (1V); 3B-17a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16B-fenil-S-pregneno (V); 3B,17a-Dihidroxi-
16B-fenil-17B-metil-D-homo-5-pregnen-17a-ona  (VI);  16B-fenil-17a-hidroxi-17p-metil-D-

homo-4,6-pregnadien-3,17a-diona (VII).

8 Los compuestos mencionados se caracterizaron por sus propiedades fisicas (p.f., apariencia,

color), cromatograficos, y espectroscopicos (UV, IR, RMN'H, RMN *C y EMIE).

9 Se realizd la evaluacién biologica in vivo e in vifro de los compuestos sintetizados,

encontrandose la presencia del anillo D-homo, con un grupo fenilo en C-16p y el sistema 4,6-
dién- 3-ona en el esqueleto del pregnano (VII), no representa restricciones para ejercer una

actividad antiandrogénica, siendo este derivado atin mas activo que la Finasterida.
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