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RESUMEN

La transformacién de testosterona (T) enddgena a su metabolito Sa-
dihidrotestosterona (DHT) se Ileva a cabo en la presencia..de la enzima Sa-reductasa y el
cofactor NADPH. La DHT es un potente androgeno que se relaciona con diversos
padecimientos como el acné, la hipemlésia prostatica benigna y el cancer prostatico. La
inhibicién de la enzima S5a-reductasa por antiandrogenos de tipo esteroidal permite la
disminucic’m de la formacion de DHT. }én nuestro grupo de trabajo se han sintetizado
diversos derivados de la progesterona que presentan elevada actividad antiandrogénica con
respecto al acetato de ciproterona y a la finasterida que son fairmacos de uso actual. Por lo
que el objetivo de esté trabajo es desarrollar nuevos agentes antiandrogénicos para el
tratarhiento de diversos padecimientos androgeno-dependientes. Por lo anterior, en este
trabajo se presenta la sintesis de: 17a-aciloiloxi-16f-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19a-
19¢, 17 a-aciloiloxi-16 fmetil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20a y 20e, 165-fenil-17 f-metil-
17 a—valeroiloxi-D—hbmopregna—dl, 6-dien-3,17a-diona 24, 16-fenil-17 fmetil-17 a-
valeroiloxi-D-homopregna~1,4,6-trien—3,17;a-diona 25, 16bromo-17a-
ciclopentanocarboniloxi- 1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 28. Se utilizé6 como materia prima el
acetato de 16-dehidropregnenolona por su disponibilidad comercial y la presencia de las
funciones quimicas neces\arias para la transformaci()n. a los compuestos de interés. Los
esteroides se evaluaron en hamsters machos adultos de la cepa dorada con un peso

promedio de 150-200 g, gonadectomizados, bajo anestesia de éter, 30 dias antes del

estudio. La determinacion de la actividad de los esteroides sintetizados se efectud a través
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de cuatro pruebas: en érganos del flanco de hamsters machos, en vesiculas seminales, en la
transformacion (in vitro) T a DHT en homogeneizados de vesiculas seminales v en
receptores androgénicos presentes en la fraccion citosolica de vésiculas seminales. Se midié

la constante de inhibicién (K;) de la unién ["H]DHT-receptor.

Los resultados de estos analisis mostraron que los esteroides sintetizados
presentaron actividad antiandrogénica con respecto al farmaco actual finasterida; siendo los
mas importantes el derivado 20a (como inhibidor de la enzima 5ea-reducatasa), el derivado

19d (afinidad por el receptor androgénico) y el derivado 20e en ambos mecanismos de

accion biologica.
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ABSTRACT

The conversion of endogenous testosterone (T) into the more potent metabolite
dyhidrotesterone (DHT) is carried out in the presence of the enzyme Sa-reductase. This
process is mediated by the cofactor NADPH. DHT isa potent androgent and is the cause of
several diseases such as: acne, benign prpstatic hyperplasia and prostate cancer. Steroidal
_antiandrogens inhibit the enzyme 5a-reductase and réduce the concentration of DHT. Our
group has synthesized a variety of progesterone derivatives some of which showed a higher
antiandrogenic activity as compared to prc;sently used cyproterone acetate and finasteride.
The purpose of this study is to develop new steroidal antiandrogens which could be used in
the future for the treatment of these androgen-dependent afliction. This study describes the
synthesis of the following compounds: 17a—acyloyloxy—l6,3-methyl-4,6-pregnadiene-3,20-
dione 19a-19¢, 17 a-acyloyloxy-16S-methyl-1,4,6-pregnatriene-3,20-dione 20a y 20e, 174
methyl-16 #phenyl-17 a-valeroyloxy-D-homopregna-4,6-diene-3,17a-dione 24, 174
methyl-16 f-phenyl-17 a-valeroyloxy-D-homopregna-1,4,6-triene-3,17a-dione 25, 164
bromo-17 aciclopentanecarbonyloxy-1,4,6-pregnatriene-3,20-dione 28. The commercially
available 16-dehydropregnenolone acetate was used as the starting material for this
synthesis. This compound has several functional groups which wére easily converted to the
desired structures. The new compounds were evaluated in gonadectomized adult male
golden hamsters with and average weight of 150-200 g. The castration was performed
under ether anesthesia 30 days prior to the study. The pharmacological evaluation was
carried out in four different models: the flank organs of male hamsters, in serinal vesicles,

the effect of the steroids on the conversion of T to DHT in homogenated seminal vesicles.
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These compunds were also evaluated as antiandrogens by determining the inhibition
constant K; for the steroid-androgen receptor in the cytosolic fraction of the seminal

vesicles,

The results of this study showed that compound 28a was a very powerful inhibitof
for the enzyme Sa-reductase; on the other hand steroidal 19d exhibited a high affinity for
the androgen receptor {strong androgen) Whereas derivative 20e was involved in both
biological mechanisms. The pharrﬁacological activity of these compounds was compared to

the presently used finasteride.




1. INTRODUCCION

La biosintesis de androgenos en el organismo esfcé regulada por 2 enzimas: 17a-
hidroxilasa/C17-20 liasa (P450-17) y la enzim.a Sa-reductasa (figura 1). La enzima P450-17
cataliza la 17 a-hidroxilacién de la progesterona 1 y la subsécuente ruptura del grupo acetilo
(C20-C21) paradar la androstendiona 2 y posteriormente la testosterona 3. La enzima Sa-

reductasa cataliza la conversién de la testosterona 3 a un androgeno mas potente Sa-

dihidrotestosterona 4 (1-4). -

)
P450-17
———
PROGESTERONA 1 ANDROSTENDIONA 2
' OH
5q-REDUCTASA
Isoformas IyIl
~t
NADPH .
TESTOSTERONA 3
5c-DIHIDROTESTOSTERONA 4

Figura 1. Enzimas presentes en la biosintesis de andrégenos.

La transformaciéon de T 3 a DHT 4 consiste en la adicion del hidruro del NADPH
(forma reducida de la Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato) a la posicion 5 de la

testosterona 3 (figura 2). El enolato formado en C3-C4 se estabiliza por algin residuc




electrofilico (E+) de la enzima Sa-reductasa. Posteriormente, por tautomerismo, se da la

formacion de la Sco-dihidrotestosterona 4 y la liberacion de NADP* (1-4).

La enzima Sq-reductasa (3-oxo-esteroide-4-ene-deshidrogenasa), es una protefna
hidrofobica formada por 259 aminoacidos, con un peso molecular de 29,462 Dalton y se
localiza en la fraccion microsomal de las células blanco para andrégenos (5-8). Se encuentra
en dos isoformas denominadas tipo I y tipo II;‘ las cuales diﬁefen en sus propiedades.
bioquimicas, tejido de localizaciéon y su funcion (9-13). La isoenzima I se encuentra
predominantemente en las glandulas sebaceas de la piel y en el higado, tiene un pH o6ptimo
de 6-9. La isoenzima II predomina en tejido genital, por ejemplo, la prostata, testiculos y
vesiculas seminales. Este tipo de enzima tiéne un pH Sptimo de 5.5 (10-11) y se relaciona

directamente con el cancer de prostata v a la hiperplasia prostatica benigna (1, 3, 5-15).

H
50~REDUCTASA
Isoformas IyII
—_—— - -
. o B
NADPH H
TESTOSTERONAS3

5a-DIHIDROTESTOSTERONA 4

' Ao

o
E@fﬁ, __:.(.D _
‘ : .

H NADP
NADPH

Figura 2. Mecanismo de accion de la enzima Sa-reductasa.




El exceso de Sa-dihidrotestosterona 4 en el organismo esta relacionado con una serie
de padecimientos androgeno-dependientes, entre los cuales se éncuentran el acné,
hirsutismo, alopecia androgénica, hiperplasia prostatica benigna y el cAncer prostético; estos
padecimientos también se vinculan a factores como la edad, raza, actividad profesional y
circunstancias geograficas (3, 12, 20-23). Cada una de estas patologias se relaciona con un
tipo de enzima, por ejemplo la isoenzima tipo I esta relacionada con el acné y ¢! hirsutismo
en mujeres, el cual normalmente va asociado con el sindrome ovérico policistico (PCOS),
(22). La hiperplasia prostatica benigna y la alopecia androgeénica, estan asociadas con ambas
isoenzimas (20, 21). El cancer prostatico se relaciona con la enzima 17 a~hidroxilasa/C17-20

liasa (P450-17) y la enzima 5a-reductasa (isoenzima tipo II), (23).

Entre los métodos disponibles para el tratamiento de diversos padecimientos
-andrégeno-dependientes existe la terapia hormonal utilizando antiandrogenos que

modifiquen la produccion de androgenos enddgenos (2, 16, 23).

Los antiandrégenos son moléculas que antagonizan los efectos de los andrégenos en
sus tejidos blanco, actian como inhibidores de la biosintesis de andrdgenos al impedir la
sintesis o liberacién de gonadotropinas del hipotilamo o por accion enzimatica sobre la
enzima 5a-reductasa para inhibir la conversion de testosterona 3 a Sa-dihidrotestosterona 4
(figura 2), bloquean ef efecto de los androgenos enddgenos por una accién sobre el receptor

androgénico y asi se promueve la formacion de un complejo antiandrogeno-receptor (2, 16).
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Los antiandrogenos pueden ser de origen natural como‘ la progesterona 1, o bien de
origen sintético (esteroidal y no esteroidal). Entre los compuestos esteroidales se encuentran
el acetato de ciproterona 5, finasterida 6, medrogesterona 7 y epristerida 8. Algunos
gjemplos de antiandrogenos no esteroidales son bicalutamida 9, dietilestilbestrol 10 y

ketoconazol 11 (figura 3), (2, 4, 15, 24-26).

Antiandrogenos

Esteroidales _ No esteroidales

0 H C\H'a ﬁ
-OCOCH; NH-coc></ﬂ\.©\
0
F

Acetato de Ciproterona

a 3 Bicalutamida
CF3 9

CN

Finasterida
¢ Jeol
T QY
H =
) HO
)
Medrogesterona Dietilestilbestrol 10
o
T N

CH3
(N) .
_,\“@
CHaCO-N N-—OCH;«, i!- !

1
Ketoconazol 11

(CHy)3-C-NH,_0

Epristerida
8

HO.C™

Figura 3. Ejemplos de antiandrégenos




La bisqueda de agentes hormonales antiandrogénicos se ha desarrollado debido a su
amplia utilidad en la terapia médica, pues se¢ emplean en el tratamiento del cancer de
prostata, hiperplasia prostatica benigna, hipersexualidad en el hombre, pubertad precoz en
nifios, virilizacion en la mujer, alopecia ‘androgénica y en ¢l tratamiento del acné, entre otros
padecimientos (3, 19; 27-30). El uso de los antiandrogenos en la terapia médica, es
restringido debido a los efectos colaterai_es que generalmente ocasionan, como alteraciones
hormonales, fallas cardiacas, retencion de liquidos, efectos hepatotdxicos severos y pérdida
del deseo sexual, entre otras. (3, 16, 20, 29). Los efectos colaterales provocados por estos
farmacos constituyen un factor que estimula el esfuerzo para buscar nuevas entidades

quimicas con mayor potencia antiandrogénica y un minimo de efectos colaterales.

En nuestro grupo de trabajo, se han sintetizado y caracterizado una gran variedad de
moléculas esteroidales derivadas de la progesterona (4, 17, 31-50) con actividad
antiandrogénica considerable con respecto a los farmacos comerciales finasterida (inhibidor
de la enzima Sa-reduotésa), (15, 24, 26) y acetato de ciproterona (competidor por el sito

de unién en el receptor androgénico), (50).

La sintesis de nuevas moléculas esteroidales con actividad antiandrogénica se basa en
el analists de la relacion estructura-actividad considerando a las moléculas reportadas en la
literatura (17-19, 31-52). Los requerimientos estructurales en las moléculas implican la
presencia de sistemas insaturados conjugados en un derivado de progesterona 1; grupos
voluminosos en la posicion 17 del esteroide o la expansion del anillo D. El conocimiento de

estos requerimientos y el mecanismo de accion del farmaco como inhibidor de la enzima 5 -
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reductasa son importantes para el disefio de la sintesis y la evaluacién farmacologica de

nuevos antiandrogenos.

Un estudio teodrico realizado por nuestro grupo de trabajo (36), revelé que el primer
pasern la inhibicién de la enzima 5a-reductasa consiste en la formacion del complejo de
activacion enzima-estercide. La enzima se adicioné al sistema 4-pregnen-3-ona (adicion 1-4)
del esteroide para formar el complejo. El analisis mostré que en los esteroides con una
segunda insaturacion que extiende la conjugacion se favorece la adicion de la enzima al
sistema 4,6-pregnadien-3-ona (adicioén 1-6). Por el calculo de energia de activacion de cada
complejo se concluyd que aunque ambos mecanismos de adicion (adicion 1-4 y adicién 1-6}
son factibles, se favorece la participacién de la enzima cuando hay mayor cantidad de

insaturaciones conjugadas en la molécula (36).

Otro punto importante en el disefio de fénnacos esla planeacién del tipo de evaluacién
bioldgica. Algunos estudios de la inhibicion de la enzima Sa-reductasa con derivados 4-aza-
esteroides han demostrado que ¢l grupo voluminoso en C-17 de estos compuestos se
comporta diferente si se evalla en ratas, perros o humanos lo que implica que existen

diferencias entre las enzimas 5 a-reductasas de las diferentes especies (19, 53-55).

Por otra parte, algunos investigadores reportan Que la inhibiciéon de la enzima Sa-
reductasa por una serie de 4-aza-esteroides homolpgos de la finasterida 6, depende de la

naturaleza del sustituyente en C-4 y C-17 (18, 51, 52). En estos trabajos se demostré que la




inhibicion de la enzima Sa-reductasa se favorece si en C-17 se introduce un sustituyente
~ voluminoso y lipofilico como grupo éster o amida (18, 51). En cambio en C-4 se requiere un

grupo pequefio, como un grupo metilo (51, 52).

El parametro log P {logaritmo del coeficiente de particion) esta relacionado con el
carécter lipofilico de una molécula y con el paso del farmaco a través de la membrana
bioldgica (compuesta de lipidos) hasta alcanzar el sitio de ‘accién (56). Los farmacos
liposolubles (log P>>1) se absorben mejor a través de la membrana (16, 19). El valor de log P
~ se puede determinar experimentalmente (57) o con la asistencia de un programa
computacional que realice modelaje molecular v permita generar, visualizar, manipular y
predecir estructuras moleculares y sus propiedades ﬂsicéﬁuimicas asociadas. Algunos
programas comerciales son SPARTAN, HYPERCHEM, ALCHEMY III, etc. (58). El
parametro log P permite relacionar la lipofilicidad de la estructura con su actividad biologica
para establecer una relacién estructura-actividad (REA) que permita proponer nuevas

moléculas para el tratamiento de padecimientos androgeno-dependientes (18, 51, 52).




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El exceso de androgeno en el organisrﬁo esta relacionado con uyna serie de
padecimientos como 1;1 hiperplasia prostética benigna, el cancer prostatico, acné, hirsutismo
y alopecia androgénica, (3, 12, 20-23). Entre los tratamientos que existen para estos
desérdenes se encuentra la terapia hormonal, que utiliza antiaﬁdrégenos que pueden
antagonizar la accion de los andrégenos en sus tejidos blanco (1-4, 16).

El estudio de antiandrogenos como la progesterona 1 (figura 1, pagina 1), .el acetato
de ciproterona 5 y la finasterida 6, (figura 3, pagina 4), (15, 24-26, 50) ha permitido
visualizar los efectos colaterales (alteraciones hepatotoxicas severas y pérdida del deseo
sexual, entre otras) que implica el uso de estos agentes (3, 16, 20, 29). Lo anterior estimula
el esfuerzo para producir nuevas moléculas antiandrogénicas con mayor potencia y un
minimo de efectos colaterales. En nuestro grupo de trabajo nos hemos enfoc;ado ala
busqueda de moléculas como inhibidores de la enzima 5a~reductasé, pues es el punto clave
para inhibir la transformacion de la testosterona 3 a su metabolito méds potente Sa-

dihidrotestosterona 4, (figura 2, pagina 2), (1-4).




3. HIPOTESIS

Sobre la base de una relacion empirica entre el cardcter antiandrogénico y la estructura
de diferentes moléculas esteroidales reportada en la literatura, se logré establecer los
requerimientos éstructurales péra el disefio de inhibidores de la enzima Sa-reductasa (4, 17-
19, 31-52).

REQUERIMIENTOS :

1.-Presencia del sistema conjugado 4,6-dien-3-ona

2.-Grupo electronegativo y voluminoso en C-17

3.- Presencia de un grupo alquilo en C-16

4 - Expansion del anilio D del esteroide

5.~ Presencia de un grupo fenilo en C-16

Para proponer la sintests de nuevas moléculas que cumplieran €stOs requisitos y
predecir estructuras estables, se planted el uso del modelaje ﬁolecuiar para generar
estructuras y calcular algunas propiedades como log P para analizar su caracter lipofilico.
Considerandd que al .incrementar la lipofilicidad de una molécula también aumenta su
actividad bioldgica se propuso generar derivados de la progesterona 1 (figura 1, pagina 1)
que tuvieran en C-17 un grupo con libre movimiento como una cadena lineal de 5 atomos de
carbono (19a) o sus homoélogos J halogenados (19b y 19¢), (figura 6, pagina 17). Se
consideré también la insercidbn de grupos con movimiento restringido como i

ciclopentilcarbonilico (19d) y su homoélogo con un atomo de carbono mas (19e). Para
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analizar la influencia del sistema trieno se planteo la sintesis de los derivados 20a, 20e y 25.

La modificacion en el anillo D se analizara en las moléculas 24 y 25.

La influencia en la actividad biolbgica del grupo metilo en C-16 ya es conocida (31,
34, 38) por lo que se pensd en generar una molécula con un atomo de bromo en C-16 28

para compararla con el compuesto 20e que posee un grupo metilo.
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4. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo se propusieron con base al disefio racional de farmacos

para el tratamiento de diversos padecimientos andrégeno-dependientes.

®Revision bibliografica y posterior seleccion de los esteroides citados en la literatura

-

(4, 17-19, 31-52) como agentes antiandrogénicos potenciales.

-

®Generar las estructuras de los esteroides seleccionados de la literatura y las

moléculas propuestas en este trabajo por modelaje molecuiar.
+ ¢ Analisis conformacional y optimizacion de la geometria para cada molécula
+#Cilculo de los valores de log P utilizando el modelo de Ghose-Cripper .

#Sintesis, purificacion e identificacion (métodos espectroscopicos y propiedades

fisicas de los nuevos esteroides (figura 6, pagina 17):
#¢17 a-Aciloiloxi-16#-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 192a-19
#&17a-Aciloiloxi-16 S-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20a y 20e
¢¢ 164 Fenil-17 Fmetil-17 a—valeroiloxi—D-homopregna-4,6-dien—3 ,17a-diona 24
#4163 Fenil-17 f-metil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-1,4,6-trien-3,1 7a~-diona 25

+¢163-Bromo-17 a-ciclopentanocarboniloxi-1,4,6-pregnatrien-3, 20-diona 28

11
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®Determinar y analizar la actividad biologica (in vivo e in vitro) de los esteriodes con

respecto al estandar finasterida 6 que es uno de los farmacos antiandrogénicos de uso actual.

##Se realizaran cuatro pruebas en hamsters machos adultos de la cepa dorada con

un peso promedio de 150-200 g, gonadectomizados 30 dias antes de los experimentos.

1. La prueba del 6rgano del ﬂan(:f)

2. Determinacion del peso de las vesiculas seminales

3. Transformacion de la T a DHT en homogeneizados de vesiculas seminales

4. La competencia por el receptor androgénico en el citosol de vesiculas seminales

-Determinacion de la constante de inhibicién (K;) de la unién [*T]DHT-receptor
-Determinacion de la concentracion del esteroide necesaria para inhibir el 50 %

de la union a receptores androgénicos (1Cs).

12
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5. DISCUSION Y RESULTADOS
Etapa A) Analisis y consttuccién de las moléculas por modelaje molecular.

La blisqueda de nueves firmacos para el tratamiento de diversas enfermedades
dependientes del exceso de andrégeno en el organismo, ha originado el disefio racional de -
ésta clase de farmiacos. La mayoria de estos compuestos son derivados de la progesterona 1

(figura 1, pagina 1), pues se le considera un antiandrogeno natural.

- La inhibicién de la enzima Sa-reductasa por una serie de 4-aza-esteroides homologos
de la finasterida 6 (figura 3, pagina 4), depende de la naturaleza del grupo en C-4 y C-17
del esteroide. La actividad inhibitoria del compuesto aumenté cuando se incorporé en C;17
un sustituyeﬂte voluminoso y lipofilico como un grupo éster o amida (18, 51, 52). ADespués
de realizar la revision bibliografica se seleccionaron las moléculas AcMETILO (4, 38) y
AcDHOMO (40), (figura 4, pagina 15) que mostraron mayor actividad biolégica con
respecto a la finasterida 6. Posteriormente se propuso la sintesis de algunos derivados de la
progesterona 1 con modificaciones en el anillo A (sistemas dieno y trieno) y D (C-16, C-
17 y la expansion). Los derivados propuestos fueron: 17a-aciloiloxi-163-metil-4,6-
pregnadien-3,20-diona 15a—19e, 17 a-aciloiloxi-16 f-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20a
y 20e, 16f-fenil-17fmetil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-4,6-dien-3,17a-diona 24, 1653
fenil-17 #-metil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-1,4,6-trien-3,17a-diona 25 v 168-bromo-

17 a-ciclopentanocarboniloxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 28, (figura 6, pagina 17).
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Todas las estructuras se construyeron empleando el modelaje molecular. Se utilizo el
programa SPARTAN en una estacién de trabajo Silicon Graphics Indigo, bajo las
condicionés descritas en la parte experimental. Se generd el confomero maés estable de
cada molécula y a partir de ésta estructura se calculéron los valores de log P utilizando el
modelo de Ghose-Cri;Spen (58, 59), inclﬁido en el programa. En los datos de la tabla 1 se
puede observar que el log P aument6 al introducir: grupo ester en C-17 (19a~19¢) con
-respecto al alcohol libre 18, un atomo de bromo en C-16 (27) con respecto al metilo (18) y
la expansién del anillo D (23, 24, 25). La factibilidad para generar las moléculas se analiz()l
en funcion de su Energia de Formacion (Ef) pues a menor valor de Ef mayor estabilidad de
la molécula. Esto se observo claramente al comparar los derivados aciloiloxi (19a—19e, 20a

y 20¢), (24 y 25), (28) con los alcoholes libres de cada serie 18, 23, 27 respectivamente.

Al analizar los resultados bioldgicos (figuras 7-10) se observd que un grupo aciloiloxi
en C-17 proporcioné a la molécula actividad bioléé_ica similar o mayor a la presentada por
la finasterida. La naturaleza del grupo aciloiloxi (cadena lineal, anillo, etc) modificé su
actividad como inhibidor de la enzima 5a-reductasa o c0m6 competidor por el receptor
androgénico. En la figura 5 se muestran las estructuras del conférmero mas estable de las
moléculas 19d, 20a y 20e que presentaron mejor actividad biolégica con respecto al

estandar finasterida 6.
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Tabla 1. Datos de log P (tedrico) y la Energia de formaciéon de las moléculas

construidas por modelaje molecular,

Compuesto Log P Ghose-Crippen Energia de formacion (Ef), kcal/mol
6 2.91 ~127.64
18 3.93 ~115.37
AcMETIL 4.16 -148.71
19a 5.65 -168.24
19b 579 ~161.80
19¢ 5.78 ~175.13
19d 4.69 -189.29
19¢ 4.83 ~179.70
20a 5.51 ~151.40
20¢ 4.91 717520
23 4.83 ~137.33
AcDHOMO 5.85 -123.35
24 6.34 ~142.82
25 6.41 -136.18
27 4.05 -142.91
28 4.80 ~182.98
. i
—-00C-CH, WOOC-CHs
CHy ~—=(CH;
Ph
o]
AcMETILO AcDHOMO

Figura 4. Moléculas seleccionadas de la literatura que presentaron mayor

actividad biolégica que el estiandar finasterida.
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

@& carbono O hidrdgeno @ oxigeno

Figura 5. Estructura del conféormero mas estable de las moléculas 19d, 20a y 20e.

Etapa B) Sintesis y caracterizacion de los derivados.

La preparacion de los derivados esteroidales propuestos en este trabajo se llevd a
cabo considerando el esquema de sintesis que se muestra en la figura 6. En primer término

se caracterizo a la materia prima 12 por sus propiedades fisicas y espectroscopicas (31, 48).

La insercion de un grupo oxirano en la molécula implicé la epoxidacion de la doble
ligadura en C16- C17. Se utilizd perdxido de hidrégeno al 30 % en un medio basico. La

adicién nucleofilica (tipo Michael) del anién hidroperoxido sobre la ligadura en C-16 se vio

16
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favorecida por la conjugacién con la cetona en C-20. El compuesto obtenido 13 se aislo con
un rendimiento del 99 % y se caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscopicas

descritas en la literatura (31, 48).

El espectro de iﬁfrarrojo (espectro 3) del derivado 13 present6 una banda débil en 857
cm” que se asigné al epéxido en C16-C17 y una Banda intensa en 1692 cm™
correspondiente al carbonilo de la cetona en C-20. La banda en 3371 cm™ se asigné al
alcohol. Se observo en 1056 cm™ una banda de intensidad media que se asigné al enlace C-

O del epoxido.

El espectro de resonancia protonica (espectro 4) mostro la sefial en 3.6 ppm que
integrod para un protén y se asignd a H-16, también se registraron tres sefiales simples a
1.02, 1.05 y 2.03 ppm. Cada sefial integré para tres hidrogenos y se asignaron a los

protones H-18, H-19 y H-21, respectivamente.

El siguiente paso en la sintesis fue la acetilacion del alcohol en C-3 con anhidrido
acético y piridina. El derivado acetoxi 14 se obtuvo con un rendimiento del 92 %. Se

caracterizé por sus constantes fisicas y espectroscopicas (31, 48).

En el espectro de infrarrojo (espectro 5) se observaron dos bandas intensas, una en
1731 em™ correspondiente al carbonilo del éster y otra banda en 1697 cm™ que se asign6 a
C-20. Las bandas en 1245 y 1032 cm’ se asignaron a las vibraciones C-O-C del grupo

acetoxi.

18
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El espectro de resonancia proténica (espectro 6), presént() dos sefiales en 0.97 y 0.98
ppm, que integraron para tres protones cada una y se asignaron a los protones H-18 y H-19
respectivamente. En 1.96 y 1.95 pprﬁ se observaron dos sefiales, cada una integré para tres
protones, y se asigﬁaron a los protones del metilo del acetoxi en C-3 y a H-21
respectivamente. Las sefiales a 3.42 y 4.58 ppm se asignaron a los protones H-16 y H-3
respectivamente. Tamf:ién se observd una sefial doble de dobles en 530 ppm
correspondiente al proton viniljéo H-6 acoplado a los protones de H-7.

La sintesis del derivado etilendioxi 15, se llevd a cabo empleando etilenglicol,
ortoformiato de metilo y acido p-toluensulfénico como catalizador (31, 48). El producto 15,

se caracterizd por sus propiedades fisicas y espectroscépicas.

El espectro de infrarrojo (espectro 7) mostré una banda intensa de 1719 cm’?

correspondiente al carbonilo del acetoxi en C-3.

En el espectro de Resonancia Magnética Protonica (espectré 8), se observaron cuatro
sefiales a 0.99, 1.64, 1.42 y-2.03 ppm correspondientes a los protones H-18, H-19, H-21 y
de metilo del acetoxi en C-3, respectivamente. En 3.39 ppm se observé el protén H-16. La
sefial multiple a 3.97 ppm que integré para cuatro protones se asignoé al dioxolano en C-20.
La seiial multiple en 4.60 ppm se asigné al protdén H-3 y la sefial doble de dobles en 5.38

ppm se asignd al protén vinilico H-6.
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El siguiente paso de la sintesis fue la apertura del anillo de oxirano, via un
mecanismo de sustitucion nucleofilica bimolecular (Sy2). En esta reaccion se planted la
insercion en C-16 beta de un grupo metilo (tratamiento con cloruro de metitmagnesio y
yoduro de cobre como catalizador) 16 (31, 48) o fenilo (tratamiento con bromuro de
fenilmagnesio vy un cémplejq de dimetilsulfuro de cobre como catalizador) 21 (40). Cada
producto de la apertura generd una serie de compuestos, los cuales se agruparon para su
descripcion como derivados BETA METIL (16-19(a-€), 20a y 20e) y derivados D-HOMO
(21-25). Por otra parte, con la apertura del anillo de oxirano del derivado 13 con HBr (19)
se formaron los dgrivados BETA BROMO (26-28), los cuales presentan un stomo de

bromo en C-16 beta orientado.
Derivados BETA METIL (16-19(a-¢), 20a y 20e)

El espectro de infrarrojo del derivado 16 (espectro 9) mostrd una banda a 3450 cm’
correspondiente a los alcoholes en C-17 y C-3, asi como una banda intensa en 1045 em’!

asignada al grupo C-O-C del etilendioxi.

El espectro de Resonancia Magnética Protonica del compuesto 16 (espectro 10)
mostro tres sefiales en 0.83, 1.01 y 1.40 ppm correspondientes a los protones H-18, H-19y
H-21 respectivamente. La sefial doble en 1.20 ppm se asignd al metilo en C-16. La sefial
multiple a 3.50 ppm se asigno al proton H-3. La sefial multiple en 3.92 ppm se asignoé a los

protones del grupo etilendioxi en C-20. También s¢ observaron los protones de los

20
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hidroxilos libres en C-3 a2 3.70 ppm y en C-17 a 2.23 ppm. La seftal doble de dobles en 5.30

ppm se asigno al protén H-6 acoplado a los dos protones en C-7.

En ¢l siguiente paso se regenerd el grupo carbonilo en C-20 haciendo una reaccion de
transcetalizacion en medio acido (48). Se utilizb acetona y ac. p-toluensulfdnico a
temperatura ambiente. El producto 17 se obtuvo con un rendimiento del 95 % v presento las

mismas caracteristicas fisicas y espectroscopicas del producto reportado en la literatura

(48).

El espectro de IR del compuesto 17 (espectro 11) mostrd una banda intensa en 1690
e que se asignd al carbonilo en C-20, que se generd por la hidrélisis del cetal. Otras
bandas de mediana intensidad estan en 3400 y 3342 ¢cm” correspondientes a los grupos

hidroxilos en C-3 y en C-17.

En el espectro de RMP (espectro 12) se observaron las sefiales en 0.96, 0.98, 1.21 y
2.10 ppm correspondientes a los protones H-18, del metilo en C-16, H-19 y H-21,
respectivamente. La sefial maltiple en 3.50 ppm se asigné al proton H-3 y la sefial en 5.31

ppm al protén vinilico H-6.

La formacion del sistema 4,6-pregnadien-3-ona en el compuesto 18, se llevo a cabo
al hacer reaccionar el compuesto 17 con bromo, carbonato de litio y DMF. El producto 18
se obtuvo con un 70 % de rendimiento y se caracterizd por sus propiedades

espectroscopicas y fisicas (31, 48). La formacién del sistema dieno en el producto 18, se
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verifico utilizando la espectroscopia de UV. En el espectro se observé un maximo de

" absorcion a 284.02 nm (g= 23210).

En el espectro de infrarrojo del compuesto 18 (espectro 13) se observd una sefial en
3500 cm™ correspondiente al alcohol en C-17, también se observaron dos sefiales intensas a

1706 y 1666 cm™ que.se asignaron al carbonilo en C-20 y C-3, respectivamente.

El espectro de RMP (espectro 14) mostro tres sefiales simples (integracion para tres
protones cada una) en 1.16, 1.18 y 2.31 ppm correspondientes a los protones H-18, H-19 y
H-21, respectivamente. Una sefial doble a 1.22 ppm se asigno a los protonés del metilo en

C-16, también se observaron los desplazamientos a 6.16, 5.72 y 5.40 ppm correspondientes

a H-6, H-4 y H-7, respectivamente.

El siguiente paso fue la esterificacion del alcohol en C-17 para obtener los
compuestos 19a-19e. La reaccion se llevo a cabo con el acido correspondiente (tabla 15,
pagina 55), anidrido trifluoroacético y el acido p-toluensulfonico, como catalizador. En el
primer paso se formé el anhidrido mixto aciloilxitrifluoroacético que reacciond con el
alcohol en C-17, originando los ésteres cormrespondientes. Los derivados obtenidos se -

caracterizaron por sus propiedades fisicas y espectroscépicas.

En los espectros de uliravioleta de cada uno de los derivados (19a-19¢) se observo un

maximo de absorcidn a 282 nm (g= 23000).
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En cada espectro de IR (espectros 15, 19, 24, 29, 33) se observo una sefial intensa a
1723-1728 cm™ correspondiente al carbonilo del éster y al carbonilo de cetona en C-20. La

sefial 2 1661-1667 cm™ se asigné al carbonilo en C-3.

En cada espectro de RMP de los derivados 19a-19¢ (espectros 16, 20, 25, 30, 34) se
observaron tres singuletes (cada uno integrd para tres hidrogenos) a 0.8, 1.1-1.2 y 2.0 ppm
correspondientes a los protones H-18, ﬁ—19 y H-21, respectivamente. En cada caso a 1..4
ppm se observd un doblete asignado al metilo en C-16. La sefial Qimple en 5.70 ppm se
asigno al protén vinilico H-4. La sefial dobie a 6.19 ppm que integrd para 2H se asignd, en
cada derivado, a los protones H-6 y H-7. En el espectro del derivado 19a (espectro 16) se
observd a 0.87 ppm la sefial correspondiente a los protones.del metilo del éster y la sefial a
2.44 ppm se asignd a los protones del metileno adyacente al carbonilo del éster. En los
espectros de los derivados & halogenados del acido valérico 19b y 19¢ (espectros 20 y 25 |
respectivamente) se observo a 3.4-3.6 ppm lqs protones del metileno unido al atomo de
halogeno de la cadena dgl éster en C-17. La sefial a 2.4 ppm se asignd a los protones del

metileno adyacente al carbonilo del éster.

En el espectro de RMP dei derivado 19d (espectro 30) se observé un quintuplete a 2.8
ppm que se asignd al proton del carbono terciario perteneciente al éster. En el espectro del
derivado 19e (espectro 34) se observé a 2.4 ppm un doblete que se asignd a los protones del

metileno adyacente al carbonilo del éster.
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En cada uno de los espectros de RMN 13C para los compuestos 19a-19e (espectros
17, 18, 21, 22, 26, 27, 31, 32, 35, 36), (tablas 2-6) se observaron las sefiales en 15, 17, 20 y
28 ppm que se asignaron a los catbonos C-16, C-18, C-19 y C-21, respectivamente. Las
sefiales a 128, 163, 124, 140, 199, y 204 ppm se asignaron a los carbonos C-4, C-5, C-6, C-
7, C-3y C-20, respectivamente. La sefial en 173 ppm (tablas 2-6) se asigno al carbonilo del
éster. Las sefiales en 47 y 95 ppm se asignaron a los carbonos C-16 y el C-17,
respectivamente. En el espectro del derivado 19b (espectro 22, tabla 3) se observé a 34.10
ppm una sefial que se asignd al carbono secundario adyacente al 4tomo de bromo. En
espectro del derivados 19¢ {(espectro 27, t;lbla 4) la sefal a 44 ppm se asigné al carbono
secundario adyacente al 4tomo de cloro. El espectro del derivado 19d (espectro 32, tabla 5)
mostré una sefial a 44.20 ppm que se asigno al carbono terciario del grupé ciclopentiloxi.

En el espectro 36 y tabla 6 (compuesto 19¢) se observé un desplazamiento a 40 ppm que se

asigno al carbono secundario adyacente al carbonilo del éster (-OCO-CH-ciclopentilo).

Tabla 2. Asignacién del desplazamiento quimico del compuesto 19a en RMNC.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1°(5) | C-16P:15.00, C-18:16.30, C-19:19.90, C-21:22.20, C-5":13.90

2°(8) C-1:32.50, C-2:31.70, C-ilt20,20, C-12:27.00, C-15:24.30, C-2":34.40, C-
37:34.00, C-4":22.20

3°(7) | C-4:128.00, C-6:124.00, C-7:140.90, C-8:37.50, C-9:50.00, C-14:46.53, C-
16:47.00

4°(7) | C-3:199.13, C-5:163.00, C-10:36.00, C-13:48.00, C-17:94.76, C-20:204.18,
C-17:173.87
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Tabla 3. Asignacién del desplazamiento quimico del compuesto 19b en RMN"C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm
1°d) | C-16B:15.60, C-18:16.30, C-19:19.90, C-21: 28.00
2°(9) [C-1:33.50, C-2:33.40, C-11:20.20, C-12:33.20, C-15:32.00, C-2":34.00, C-
37:33.80, C-4:23.00, C-5":34.10
3°(7)  [C-4:128.00, C-6:123.90, C-7:140.10, C-8:38.00, C-9:50.20, C-14:46.00, C-
16:47.10 |
4°(7) | C-3:199.90, C-5:163.10, C-10:36.10, C-13:48.00, C-17:95.10, C-20:204.20,

C-1:173.82

Tabla 4. Asignacién de desplazamiento quimico del compuesto 19¢ en RMN™C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm
1°(4) | C-168:14.80, C-18:18.00, C-19:19.90, C-21: 28.10
2°(9)  |C-1:32.50, C-2:32.10, C-11:20.20, C-12:32.00, C-15:22.10, C-2":35.00, C-
37:34.00, C-4":21.90, C-5":44.00 |
39(7) | C-4:128.00, C-6:123.90, C-7:139.90, C-8:37.00, C-9:49,00, C-14:46.00, C-
16:46.50 |
4°(7)  [C-3:199.93, C-5;163.50, C-10:36.10, C-13:48.40, C-17:94.96, C-20:204.12,

C-1:173.87

Tabla 5. Asignacion del desplazamiento quimico del compuestb 19d en RMN"C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm
1°(4) | C-16B:15.00, C-18:16.50, C-19:19.90, C-21: 28.00
2°(9)  |C-1:32.00, C-2:34.00, C-11:20.20, C-12:30.30, C-15:26.43, C-3":35.00, C-
47:26.50 _
3°(8) |C-4:128.00, C-6:123.80, C-7:140.00, C-8:37.90, C-9:50.00, C-14:46.53, C-
16:47.00, C-27:44.20
2(7) | C-3:199.13, C-5:162.50, C-10:36.00, C-13:48.00, C-17:95.00, C-20:204.00,
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C-1:178.10

Tabla 6. Asigriacion del desplazamiento quimico del compuesto 19¢ en RMN"C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1°(4) [C-16B:14.93, C-18:15.31, C-19:20.29, C-21: 2831

2°(10) | C-1:35.00, C-2:34.00, C-11:20.30, C-12:32.00, C-15:32.01, C-27:40.00, C-
47:24.20, C-5:19.80

3°(8) C-4:128.80, C-6:123.80, C-7:140.32, C-8:36.00, C-9:50.07, C-14:37.18, C-
16:46.86, C-37:46.46

4°(7) C-3:199.44, C-5:163.23, C-10:36.00, C-13:48.36, C-17:9496, C-
20:204.30, C-1":173.46

El espectro de EMIE (espectrometria de masas por impacto electrénico) del derivado
19b (espectro 23) mostrd en 504 y 506 m/z dos sefiales, practicamente de la misma
intensidad, que se asignaron a M' (ion molecular) y [M+2]". El pico base se observé en
281 m/z y se generd por la pérdida de [Br-CHz-(CH,);C0OO]" y [MeCO]" a partir del ion
molecular. En el espectro 28 que corresponde al compuesto 19¢ se observo una sefial a 460
m/z que se asigné a M' y otra sefial a 462 m/z (30 % de la intensidad con respecto a M")
que se asignd a [M+2]". La sefial en 282 m/z se asignd al pico base que se generd por la

pérdida de [C1-CH-(CH2):COO]" y [MeCO]" a partir del ion molecular.

La sintesis de 20a y 20e, se llevo a cabo al hacer reaccionar los derivados 19a y 19e
repectivamente con DDQ en dioxano. La presencia de los sistemas dieno y trieno en los
productos 20a y 20e se confirmé con un espectro de ultravioleta. Para el derivado 20a se

observaron 3 maximos de absorcion a 298.78, 254.46 y 221.27 nm (g= 17300, 12400,
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14600, respectivamente). Para el derivado 20e se observaron 3 maximos de absorcién a

298.89, 254.72 y 221.60 nm (e= 18000, 13000, 15200, respectivamente).

En los espectros de IR de los compuestos 20a y 20e (espectros 37, 41) se observo la
sefial en 1724-1726 cm™ correspondiente al carbonilo del éster y al de cetona en C-20.

También se observo en 1654-1656 cm’™* la sefial de la cetona en C-3.

El espectro de RMP del derivado 20a (espectros 38) se observo una sefial en 7.1 ppm
que se asigno al proton vinilico H-4. La séﬁal en 6.3 ppm que integro para 2H se asignd a
los protones H-1 y H-2. La sefial a 5.7 ppm que integré para 2H se asignd a los protones H-
6y H—f. El triplete en 2.37 ppm se asigné a los protones del métileno adyacente al
carbonilo del éster. Las sefiales a 1.98, 1.38, 1.2, 0.91, 0.8 ppm se asignaron a los protones
H-21, del metilo en C-16, H-19, del metilo del éster y H-18, respectivamente. Por otra
parte, en el espectro 42 del derivado 20e, se observo una sefial en 7.1 ppm que se asigno al
proton vinilico H-4. Las sefiales en 6.3 y 6.13 ppm (cada una integrd para 2H) se asignaron
a los protones H-1, H-2 y H-6, H«7, respectivamente. El triplete en 2.37 ppm se asignd a los
protones del metileno adyacente al carbonilo del éster. Las sefiales a 2, 1.4, 1.1 y 0.8 ppm

se asignaron a los protones H-21, del metilo en C-16, H-19y H-18, respectivamente.

En los espectros de RMN C de los compuestos 20a (espectros 39 y 40, tabla 7) y
20e (espectros 43 y 44, tabla 8) se observaron las sefiales a 204, 186, 173, 152, 128.2,
128.0, 162, 124 v 137 ppm que se asignaron a los carbonos C-20, C-3, C-1", C-1, C-2, C-4,

C-5, C-6 y C-7 respectivamente.
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Tabla 7. Asignacion del desplazamiento quimico del compuesto 20a en RMN"C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm
1°(5) | C-16p:15.00, C-18:16.30, C-19:19.90, C-21:22.20, C-5":13.90
2°(6) |C-11:20.10, C-12:27.00, C-15:34 30, C-2':34.56, C-3°:34 34, C-4°:22 31
3°(9) | C-1:152.56, C-2:128.26, C-4:128.00, C-6:124.40, C-7:137.50, C-8:37.60,
C-9:48.00, C-14:46.37, C-16:47.02
4 (T [C-3:186.20, C-5:162.40, C-10:41.10, C-13:47.79, C-17:94.79, C-20:204.18,
C-1":173.82 '

Tabla 8. Asignacién del desplazamiento quimico del compuesto 20e en RMNC.

CARBONO

ASIGNACION: ppm

1°(d) | C-16p:15.00, C-18:19.00, C-19:20.10, C-21: 28.00

2°(8) |C-11:24.00, C-12:34.00, C-15:32.20, C-2":41.40, C-4":32.10, C-5":22.0,

3°(10) | C-1:152.00, C-2:128.00, C-4:128.20, C-6:124.30, C-7:137.80, C-8:38.01,
C-9:36.10, C-14:48.00, C-16:47.00, C-3":46.40,

4°(7) [ C-3:186.00, C-5:162.00, C-10:36.00, C-13:48.00, C-17:94.56, C-20:203.50,
C-17:173.50

Derivados D-HOMO (21-25).

El producto 21 se obtuvo de_spués de que el derivado 15 reaccioné con bromuro de

fenilmagnesio en presencia de dimetilsulfuro de cobre como catalizador (40). El espectro

de IR (espectro 45) mostrd una banda en 3374 cm™ correspondiente a los alcoholes en C-

17 y C-3. También presenté una banda intensa en 1048 cm™ asignada al grupo C-O-C del

etilendioxi.
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El espectro de RMP del compuesto 21 (espectro 46) mostrd tres sefiales en 1.07, 1.12
y 1.23 ppm correspondientes a los protones H-18, H-19 y H-21, respectivamente. La sefial a
7.2 ppm que integré para SH se asign6 a los protones aromaticos. La sefial multiple en 3.6
ppm se asignd a l;)s protones del grupo etilendioxi en C-20. La sefial doble de dobles en

5.40 ppm se asigné al proton H-6.

En el siguiente paso, al desproteger el grupo carbonilo en C-20 se llevé a cabo la
expansion del anillo D (40). Se utiliz6 acetona y éacido perclorico a temperatura ambiente.
El producto 22 se obtuvo con un rendimiento del 95 % y presentd las mismas

caracteristicas fisicas y espectroscopicas del producto reportado en la literatura (40).

El espectro de IR del compuesto 22 (espectro 47) mostroé una banda intensa en 1664
cm’ asignada al carbonilo de la cetona en C-17a, también se observd una sefial en 3455 cm™

' correspondiente a los alcoholes en C-3 y C-17.

En el espectro de RMP del derivado 22 (espectro 48) se observaron las sefiales a
1.03, 1.10, y 1.21 ppm correspondientes a los protones H-18, H-19 y a los del metilo en C-
17, respectivamente. Por otra parte, la sefial en 2.93 ppm se asigno al proton H-16. La sefial
multiple en 3.52 ppm se asigné al protén H-3. El desplazamiento que se observé a 5.32
ppm se asigné al proton H-6. La sefial a 7.3 ppm que integré para 5H se asigno a los

protones aromaticos.
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La formacion del sistema 4,6-pregnadien-3-ona en el compuesto 23, se llevo a cabo
al mezclar el derivado 22 con bromo, carbonato de litio y DMF. El producto 23 se obtuvo
con un 75 % de rendimiento y se caracterizo .por sus propiedades espectroscopicas y fisicas
(40). La formacion del sistema dieno en el producto 23 se verificd con un espectro de

ultravioleta, en donde se observé un méaximo de absorcion en 282.29 nm (e= 23500).

En el espectro de infrarrojo del compuesto 23 (espectro 49) se observod una seftal en |
3445 cm’ que se asigné al alcohol en C-17. Las sefiales intensas en 1694 y 1652 cm’ |

correspondieron al carbonilo en C-17a y C-3, respectivamente.

El espectro de RMP del derivado 23 (espectro 50) presentd tres sefiales simples
(integracidn para tres protones cada una) en 1.13, 1.14, 1.29 ppm correspondientes a los
protones H-18, H-19 y del metilo en C-17, respectivamente. Los desplazamientos en 5.69,
6.18 y 6.31 ppm se asignaron a los protones vinilicos H-4, H-6 y H-7, respectivamente. La

sefial a 7.3 ppm se asigno a los protones aromaticos.

El compuesto 24 se sintetizé al esterificar el alcohol en C-17 (derivado 23) con acido
valérico. El espectro de ultravioleta, mostré un maximo de absorcién en 282.10 nm (g=

23400),

El espectro de IR compuesto 24 (espectro 51) se observd la presencia de una sefial
intensa en 1727 cm™* correspondiente al carbonilo del éster en C-17. Las sefiales en 1712 y

1664 cm™ se asignaron al carbonilo de cetona en C-17a 'y C-3, respebtivamente.
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En el espectro de RMP del derivado 24 (espectros 52) se observaron cuatro singuletes
(cada uno integrd para tres hidrogenos) en 1.26, 1.12, 1.11 y 0.93 ppm correspondientes a
los protones del metilo en C-17, H-19, H-18 vy a los del metilo del éster, respectivamente. El
desplazamiento en 2.38l ppm se asignd a los protones del metileno adyacente al carbonilo
del éster. Los desplazamientos 2 5.68, 6.17 y 6.32 ppm se asignaron a los protones vinilicos
H-4, H-6 y H-7 respectivamente. La sefial a 7.35 pmm, que integr6 para 3H se asignoé a los
protones H-meta y H-para. El desplazamiento en 7.16 ppm (integracion para 2H) se asigno

a los protones H-orfo.

En el analisis por RMN 2C para el compuesto 24 (espectros 53, 54), (tabla 9) se
observo la presencia de cuatro sefiales a 14.17, 16.21, 17.80, 22.84 ppm que se asignaron a
los carbonos C-5', C-18, C-19, y al carbono primario en C-17, respectivamente. Los
desplazamientos a 128.92, 162.68 123.80 y 138.96 ppm se asignaron se asignaron a los
carbonos C-4, C-5, C-6 y C-7, respectivamente. Las sefiales correspondientes al anillo
aromatico en C-17 se observaron en 128.82 (C-meta), 128.17 {C-orto), 127.19 (C-para)
ppm. También se observaron las sefiales en 211.76, 199.48 y 173.17 ppm que se asignaron
a los carbonos cuaternarios C-17a, C-3 y el carbonilo del éster. La sefial en 49.46 ppm se
asigno al carbono C-16vy la séﬁal en 83.56 ppm se asigné a C-17.

Tabla 9. Asignaci6n del desplazamiento quimico del compuesto 24 en RMN"C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1° (4) C-17B:22.84, C-18:16.21, C-19:17.18, C-5":14.17

2°(8) C-1:33.10, C-2:33.00, C-11:19.27, C-12:26.74, C-15:25.84, C-2":35.54, C-
37:34.20, C-47:22.23
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3°(12) C-4:128.92, C-6:123.80, C-7:138.23, C-8:36.15, C-9:44.41, C-14:48.50, C-
6:49.46, C-0rt0:128.17, C-metq:128.82, C-para:127.19

4° (8) C-3:199.48, C-5:162.68, C-10:36.00, C—13:48.50, C-17:83.56, C-
17a:211.76, C ipso del grupo fenilo en C-16:139.30, C-1":173.17

El producto 25 se obtuvo al reaccionar el derivado 24 con DDQ en reflujo de
dioxano. La formacién del sistema trineo se verificé con un espectro de ultravioleta en

donde se observaron los siguientes maximos de absorcion: 298.78 nm (g= 26400), 254.46

-

nm (e= 11800) y 221.27 nm (g= 13500).

En el espectro de IR del compuesto 25 (espectro 55) se observaron las bandas a 1712
y en 1664 cm™ que se asignaron al carbonilo del éster en C-17, y las cetonas en C-17a y C-
3. |

En el espectro RMP del derivado 25 (espectro 56) se observo una sefial a 7.32 ppm
(integrd para 3H) que se asigné a los protones H-meta y H-para. La sefial en 7.16 ppm
(integr6 para 2H) se asigné a los protones H-orto. El desplazamiento a 7.1 ppm que integrod
para 2H se asigné a los protones vinilicos H-'6‘y H-7. La sefial a 6.3 ppm (integr6 para 2H)
se asigno a los protones H-1 y H-2. Los desplazamientos a 6 y 3.84 ppm se asignaron a los
protones H-4 y H-16, respectivamente. Las sefiales a 1.21, 1.15, 0.93 y 1.26 se asignaron a
los protones H-17, H-18, del mefilo del éster y del metilo en C-17.

En el espectro de RMN C del compuesto 25 (espectros 57, 58), (tabla 10) se
observaron las sefiales a 152.1, 128.8, .128.9, 162, 123.8, 137, ppm que se asignaron a los

carbonos C-1, C-2, C-4, C-5, C-6, C-7, respectivamente. Los desplazamientos a 211.2,
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186.2, 173 y 84 ppm se asignaron a los carbonos cvaternarios C-17a, C-3, C-1" y C-17. Las
sefiales a 128.7, 128, v 127.14 ppm se asignaron a los carbonos aromiticos en las
posiciones meta, orto y para, respectivamente. Las cinco sefiales de carbonos primarios se
conservaron sin cambio aparente con respecto a los espectros 53 y 54 del derivado 24.

Tabla 10. Asignacion del desplazamiento quimico del compuesto 25 en RMNC.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1°(4) C-178:22.00, C-18:18.00, C-19:20.00, C-57:13.90

2° (6) C-11:22.00, C-12:27.00, C-15: 26.00, C-2":34.00, C-3":32.00, C-4":31.00

39(14) [C-1:152.1, C-2:128.80, C-4:128.90, C-6:123.80, C-7:137.9, C-8:136.20, C-
9:44,10, C-14:4840, C-16:49.10, C-0rt0:128.00, C-meta:128.70, C-
para:127.14 |

4° (8) C-3:186.2, C-5:162.00, C-10:40.00, C-13:48.'50, C-17:84.00, C-17a:211.20, |
C ipse del grupo fenilo en C-16:139.80, C-1":173.00,

Derivados BETA BROMO (26-28).

El derivado 26 se obtuvo por la apertura del epoxiderivado 13 con HBr en dioxano
(19). La bromohidrina formada 26 se obtuvo con un rendimiento del 58 % y se identifico
por espectroscopia de IR, espectrometria de masas y pruebas cualitativas como la

identificacion de halégeno por la prueba de Beilstein (60).

El espectro de IR del compuesto 26 (espectro 59) mostrd una banda intensa en 3375
cm™ correspondiente a los grupos hidroxilos, Ia sefial en 1700 cm™ se asigné al carbonilo

de la cetona en C-20,
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En el espeétro de RMP del derivado 26 (espectro 60) se observaron tres sefiales
simples (integracion para tres protones cada unma) en 1.03, 129 y 243 ppm
correspondientes a H-18, H-19 y H-21, respectivamente. La sefial en 4.09 ppm se asignd al
proton H-16, también se asigné la sefial miltiple en 3.52 ppm al protén H-3 y la sefial en

5.36 ppm se asigné al protodn vinilico H-6.

En los espectros de RMN *C para.el compﬁesto 26 l(espectros 61, 66), (tabla 11) se
observaron tres sefiales a 16.20, 19.30, 28.20 ppm que se asigharon a los carbonos C-18, C- |
19 y C-21, respectivamente. Los desplazahmientos a 51.7, 71.61, 89.76, 140.82, 12093 v
206.40 ppm se asignaron a C-16, C-3, C-17, C-5, y C-20.

Tabla 11. Asignacién del desplazamiento quimico del compuesto 26 en RMN'C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1°(3) | C-18:16.20, C-19:19.30, C-21:28 20

2° (7) C-1:19.91, C-2:38.63, C-4:42.15, C-7:31.68, C-11:31.01, C-12:31.53, C-
15:37.21

T30(6) | C-3:71.61, C-6:120.93, C-8:31.15, C-9:50.27, C-14:49.52, C-16:51.71

4°(5) | C-5:140.82, C-10:36.50, C-13:47.70, C-17:89.76, C-20:206.4

El espectro de EMIE del derivado compuesto 26 (espectro 63) mostré en 410 y 412
m/z dos sefiales, pricticamente de la misma intensidad, que se asignaron a M' (ion
molecular) y [M+2]". El pico base se observé en 331 m/z y se gener6 por la pérdida de

[Br] a partir del ion molecular.

La sintesis del derivado 27 implicé la oxidacion del alcohol en C-3 y la formacion del

sistema 1,4,6-pregnatrien-3-ona. Para lo cual se hizo reaccionar el compuesto 26 con DDQ
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en un reflujo de dioxano. La presencia del sistema trieno en el producto 27 se verificé con
un espectro de ultravioleta que mostrd tres maximos de absorcion a 298.94, 255.08 y

219.96 nm (g= 17950, 12800, 15000, respectivamente).

El espectro de IR del compuesto 27 (espectro 64) mostrd una banda intensa en 1715
cm” asignada al carbonilo de la cetona en C-20 y en 1646 cm™ una banda intensa asignada
al carbonilo en C-3. |

En el espectro RMP del derivado 27ﬁ {espectro 65) se observé la sefial en 7.08 ppm
que se asigno al protén vinilico H-4. Las sefiales en 6.23 y 5.97 (cada una integré para 2H)
se asignaron a los protones H-1, H-2 y H-6 H-7, respectivamente. La sefial en 4.1 ppm se
asigno al protén H-16. Las sefiales de los protones H-18, H-19 y H-21 se conservaron sin

cambio aparente con respecto al espectro 60 del derivado 26.

En los espectros de RMN °C del compuesto 27 (espectros 66, 67), (tabla 12) se
observaron las sefiales a 153.01, 128.10, 128.0, 162.43, 123.97 y 137.20 ppm que se
asignaron a C-1, C-2, C-4, C-5, C-6 y C-7. Las seflales en 205.40, 89.08, 50.85 ppm se
asignaron a los carbonos C-20, C-17 y C-16. Las tres sefiales de carbonos primarios se
conservaron sin cambio aparente con respecto a los espectros 61 y 63 del derivado 26.

Tabla 12. Asignacion del desplazamiento quimico det compuesto 27 en RMN™C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1°(3) C-18:15.80, C-19:20.70, C-21:28.63

2°(3) C-11:20.70, C-12:31.00, C-15:37.60

3°(0) | C-1:153.01, C-2:128.10, C-4:128.00, C-6:123.91, C-7:137.20, C-8:47.10,
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C-9:47.92, C-14:37.12, C-16:50.86

4° (6) C-3:186.41, C-5:162.43, C-10 :47.16, C-13:41.45, C-17:89.08, C-20:205 40

El espectro de EMIE del derivado 27 (espectro 68) mostrd en 404 y 406 m/z dos
sefiales, practicamente de la misma intensidad, que se asignaron a M’ (ion molecular) y
[M+2]". El pico base se observé en 264 m/z y se generd por la pérdida de [MeCO-H,0-Br]

a partir del ion molecular.

El producto 28 se obtuvo al - esterificar el derivado 27 con el 4cido
ciclopentilcarbonilico. El espectro de ultravioleta de éste derivado mostro6 tres maximos de
absorcion a 291.78, 256.12 y 217.85 nm (&= 17500, 12400, 14600) que se atribuyen a la

presencia del sistema trieno.

En ¢l espectro de IR del compuesto 28 (espectro 69) se observo la sefial intensa en
1731 cm™ correspondiente al carbonilo del éster y al carbonilo de cetona en C-20. La sefial

en 1651 em™ se asignoé al carbonilo en C-3.

En el especiro de RMP del derivado 28 (espectro 70) se observaron tres singuletes a
214, 131 y 1.2 ppm correspondientes a los protones H-21, H-19 y H-18. El
desplazamiento a 4.2 ppm se asigné al proton H-16. El quintuplete en 2.78 ppm se asigno
al proton terciario perteneciente al éster. La sefial en 7.08 se asigné al proton H-4. Los
desplazamientos en 6.3 y 6 ppm (cada sefial integré para 2H) se asignaron a los protones H-

1, H-2 y H+6, H7, respectivamente.
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En los espectros de RMN “C del compuesto 28 (espectros 71, 72), (tabla 13) se
observaron las sefiales en 152.62, 128.48, 128.21, 161.81, 125.50 y 136.50 ppm y se
asignaron a C-1, C-2, C-4, C-5, C-6 y C-7 respectivamente. También se observaron las
sefiales en 199.50, 186.10 y 175.42 ppm que se asignaron a C-20, C-3 y al carbenilo del
éster. La sefial en 48.93 ppm se asigﬁé C-16 y la sefial a 93.36 ppm al C-17. Los
desplazamientos en 15.50, 20.70 y 28.20 ppm se asignaron a los carbonos C-18, C-19 y C-
21. |

Tabla 13. Asignacion del desplazamiento quimico del compuesto 28 en RMN"C.

CARBONO | ASIGNACION: ppm

1°(3) | C-18:15.50, C-19:20.70, C-21:28.20

2°(7) C-11:20.91, C-12:33.34, C-15:47.92, C-37:29.78, C-4":25.51

3°(10) | C-1:152.62, C-2:128.48, (C-4:128.21, C-6:125.50, C-7:136.50, C-8:43.73,
- 1C-9:48.81, C-14:31.15, C-16:48.93, C-2":38.25

4°(7) | C-3:186.10, C-5:161.80, C-10:41.00, C-13:47.40, C-17:93.36, C-20:199.50,
C-1:175.42

El espectro de EMIE del compuesto 28 (espectro 73) mostrd en 500 y 502 m/z dos
sefiales, practicamente de la misma intensidad, que se asignaron a M' (ion molecular) y
[M+2]". El pico base se observd en 420 m/z y se generd por la pérdida de [Br] a partir del

ion molecular.
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Etapa C) Evaluacion farmacologica.

En la tercera fase del trabajo se realizé la evaluacion bioldgica de los compuestos
17a-aciloiloxi derivados (19a-19e, 20a, 20e, 24, 25, 28) y los intermediarios (12-18, 21-23,

26, 27), con respecto al estandar finasterida 6.

La actividad bioldgica de los esteroides sintetizados se determind a través de cuatro
pruebas:
1) La prueba del 6rgano del ﬂanc;
2) Determinacion del peso de las vesiculas seminales

3) Latransformacion de T a su metabolito S-alfa reducido (DHT)

4) La competencia por el receptor androgénico

Las pruebas se realizaron en himsters machos adultos de la cepa dorada, con un peso
promedio de 150-200 g, gonadectomizados 30 dias antes de los experimentos. Los

animales se mantuvieron en condiciones de biotério con comida y agua ad libitum.
1) Prueba del organo del flanco (41, 42, 46, 48, 55).

La prueba de los Organos del flanco de hamsters, permitidé evaluar el efecto
inhibitorio de los compuestos sobre la enzima Sa-reductasa, pues a mayor inhibicién de la
enzima es menor el didmetro de la mancha pigmentada de las glindulas. De acuerdo a los

resultados de la figura 7, la castracion disminuye el diametro de la mancha pigmentada de
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los organos del flanco hasta un valor de 1.5 mm, mientras que la administraciéon de
. testosterona regenera el didmetro de la mancha pigmentada hasta un valor de 4.25 mm. El
efecto antiandrogeénico de la finasterida se mostré al inhibir considerablemente el

crecimiento del diametro de la mancha pigmentada a 3.0 mm (figura 7).

Los productos 19a-19¢, 20a, 24 y 25, disminuyeron del diametro de la mancha

pigmentada, de manera similar que la finasterida.

- El derivado 20a presehté mayor inhit;icién del crecimiento del didmetro de la mancha
pigmentada lo que indicé que es un potente inhibidor de la enzima. El marcado efecto
inhibitorio del trieno‘ derivado 20a sobre la eﬁzima Sa-reductasa con respecto al dieno
derivado 19a indicd que al extender la conjugacién en la molécula, ésta se comportd como
un mejor sustrato para la enzima, Este resultado se explicod en funcidn de un estudio tedrico
realizado por nuestro grupo de trabajo con respecto al mecanismo hipotético de la
inhibicion de la enzima (36). En ésta hipotesis, se mencion6 que la inhibicion de la enzima
consiste en la formacién de un complejo enzima-antiandrogeno por la adicion (1-4) de la
enzima al sistema 4-pregnen-3-ona del esteroide. En este estudio se analizaron diferentes
esteroides con insaturaciones en [os anillos A (sistema 4-pregneni-3-ona) y en los anillos A
y B (sistema 4,6-pregnadien-3-ona), (36). Se observo que los esteroides que ampliaron su
conjugacion favorecieron adiciéon de la enzima al (sistema 4,6-pregnadien-3-ona) y la

formacion del complejo enzima-esteroide.
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El compuesto 25 presenté menor inhibicion del crecimiento del didmetro de la

mancha pigmentada de los érganos del flanco con respecto al compuesto 20a. Lo anterior,

indicé que la expansion del anillo D influyé para abatir la actividad del compuesto.

4.5 4

DIAMETRO (mm})

Vehiculo T T+F T+18%a T+18b T+18c T+20a  T+24 T+25
TRATAMIENTO

Figura 7. Inhibicion del didmetro de la mancha pigmentadas de los érganos del flanco

de animales control y tratados con los esteroides sintetizados.

2) Determinacion del peso de las vesiculas seminales (40, 45, 48).

Después de la castracion, el peso de las vesiculas seminales decrece
significativamente con respecto a las glandulas de animales enteros (14). Los resultados

mostrados en la grafica 8 indicaron que el tratamiento diario con inyecciones de

40

‘ TESIS CON l
FALLA DE ORIGEN



4

testosterona a los animales gonadectomizados regeneré el peso de las vesiculas seminales
hasta 143 mg, mientras que la finasterida disminuyd el peso de las vesiculas seminales
hasta 120 mg. Los derivados 19a-19¢ mostraron un efecto semejanfe al de la finasterida,
thientras que los compuestos 19d, 24, 25 y 28 no mostraron inhibicién de la enzima Sa-

reductasa tipo IL.

Los compuestos 19e, 20a y 20e disminuyeron el peso de las vesiculas seminales
mejor que el esténdar finasterida. Se observé que el derivado 20a mostré un importante

efecto inhibitorio en esta prueba. El derivado 20a se comporté como el mejor inhibidor de

la enzima 5 a-reductasa en pruebas iz vivo.

160 -

140 -

120 A

100

&80

60

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

40

PESO DE LA VESICULA SEMINAL (mg)

20 -

Vehiculo
T+F
T+18a
T+19b

TRATAMIENTO

Figura 8. Efecto de los nuevos esteroides sobre el peso de las vesiculas seminales de

himsters machos gonadectomizados y tratadoes con testosterona.
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3) Transformacion de la testosterona (T) a la Sa-dihidrotestostrona (DHT) en

homogenados de vesiculas seminales (4, 34, 38, 40, 48).

Se realiz6 un estudio metabdlico in vitro con homogeneizados de vesiculas seminales
para conocer el efecto del esteroide en la transformacién de T a DHT. En la figura 9 s¢
muestran los resultados de ésta prueba.

Los compuestos 19b-19d, 24 y 25 p;esentaron una disminucion de la transformacion
de la formacion de T a DHT semejante a la que presentd la finasterida (3 pmol/DHT/g
protina/h), Figura 9. Lo.s derivados 19a, 19e, 20a, 20e y 28 mostraron mayor inhibicién de
la enzima Sa-reductasa que la finasterida, siendo el derivado 20a el que mostré la mayor

actividad biologica.

El compuesto 20a mostré su capacidad como un potente inhibidor de la enzima 5c-
reductasa tanto en pruebas in vivo (prueba del 6rgano del flanco y la determinacion del peso
de las vesiculas seminales) como en pruebas in vitro (transformacion de T a DHT). Esto
apoyo la hipétésis referente a que el ataque de la enzima se favorece si se extiende el
sistema conjugado en el esteroide (formacién de un sistema trieno). Por otra parte, la
presencia de los grupos aciloiloxi en C-17 modificd la actividad biolégica de cada
esteroide. Se observo que la actividad inhibitoria del esteroide disminuyé cuando se tuvo en
C-17 un anillo _(ciclopentilacetoiloxi) 20¢ con respecto a una cadena lineal (valeroiloxi)

20a.
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pmol DHT/g proteina/h

T+25
T+28

T+20e

TRATAMIENTO

Figura 9. Efecto de los esteroides sintetizados en la transformacién in vitro de T a
DHT.

4) Analisis de la competencia de los esteroides sintetizados por los receptores

androgénicos. (40, 62).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

El estudio se realizd en la fraccion citoslica de las vesiculas seminales de hamsters
machos adultos tratados como se describié en la parte experimental. Se analizaron los
esteroides 19d, 19e, 20e y 28 con la finalidad de conocer si competian por los receptores de

andrégenos, ademas de ser inhibidores de la enzima 5 a-reductasa.

Se observé que cantidades crecientes de los esteroides sintetizados (50-500 pM)

inhibieron la formacion del complejo [PH]DHT-receptor. Se determind para cada
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compuesto estudiado la constante de inhibicién (K;, [nM]) del complejo [*H]DHT-receptor
. (40, 62). Los resultados se muestran en la tabla 14. En la figura 10 se presentan los graficos

del porcentaje de unién a los receptores en presencia de los esteroides competidores.

Tabla 14. Valores de la constante de inhibicion (K;) para la formacién del complejo
PHIJDHT-receptor y los valores de la concentracion del esteroide necesaria para inhibir

el 50% (ACso) de la unién a receptores androgénicos en vesiculas seminales.
P :

Compuesto K; (nM) ICso (nM)
4 (DHT) " 829 7.29
19e NA NA
19d 11.79 10.79
20¢ 73.04 72.04
78 NA NA

NA: no afinidad por los receptores androgénicos.

1a K es una medida indirecta de la afinidad de los esteroides por los receptores
gndrogénicos, pues un valor pequefio de K, significa menor concentracion del esteroide
necesaria para inhibir la formacion del complejo [PHJDHT-receptor, es decir, el compuesto
tendra mayor afinidad por el receptor. A partir de los resultados mostrados en la tabla 14 se
logré establecer el siguiente orden de afinidad de los- esteroides por los receptores

androgénicos presentes en el citosol de las vesiculas seminales:

Afinidad por el receptor androgénico DHT> 19d > 20e

Constante de inhibicion (K;) 8.29<11.79<73.04 nM
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Los compuestos 19e v 28 no presentaron afinidad por los receptores de androgenos,
mientras que el compuesto 19d mostrd afinidad comparable con la que present6 la DHT.
En este caso, la presencia de un grupo voluminoso con giro restringido en C-17 le confiri6

al esteroide una conformacién apropiada para la union al receptor androgénico.

El derivado 20e presentd afinidad por los receptores androgénicos y ademis se
comporté como un inhibidor de la enzima So-reductasa pues disminuy6 la transformacion

de T a DHT en la prueba in vifro descrita en la parte experimental.

Por otra parte, en ésta prueba también se determinaron los valores de la concentracion
del esteroide necesaria para inhibir el 50 % de la unién a los receptores andogénicos (ICso).
Los resultados en la tabla 14 mostraron que el compuesto 19d present6 un valor de ICsp
comparable con el valor mostrado por la DHT, mientras que el derivado 20e mostrd un

valor de ICso 72.04 nM. ) .

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 10. Especificidad de la unidén de los receptores presentes en el citosol de

las vesiculas seminales en presencia de diferentes esteroides competidores.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

Etapa A) Anélisis v construccion de las moléculas por modelaje molecular.

Se realizé una revision bibliografica de los esteroidés gue se reportaban como
inhibidores de la enzima S5a-reductasa y/o como competidores por el receptor
androgénico (4, 17-19, 31-52). De éste analisis se seleccionaron las moléculas
AcMETILO (4, 38) y AcDHOMO (40, 42), (figura 4, pagina 15) que son derivados de -
la progesterona 1 (figura 1, pagina 1), y presentaron mayor actividad bioldgica con

respecto al estandar finasterida 6 (figura 3, pagina 4),.

Las estructuras de los esteroides ACMETIL (4, 38), AcDHOMO (40, 42), (figura
4), lé finasterida 6 (figura 3) y las moléculas propuestas 18, 19a-19e, 20a, 20e, 23, 24,
25, 27, 28, (figura 6, pagina 17), se construyeron y analizaron empieando el programa
SPARTAN SEMIEMPIRICAL SGI/R4K, con el modelo AM1 (Austin Model 1), (59) en
una estacion de trabajo Silicon Graphics Indigo. El analisis conformacional se realizod
aplicando primero mecéﬁca molecular, utilizando un campo de fuerza SYBYL (59) y la
simulacion de Osawa, y después se recalculd la optimizacion de la geometria de cada
molécula con el modelo RHF/AM1 (convergencia en E-difference abajo de 0.5-0.3
kcal/mol) incluido en el programa. En la figura 5 (pagina 16) se muestran las estructuras
del conférmero mas estable de las moléculas 19d, 20a, v 20e que presentaron mejor

actividad biologica con respecto a la finasterida 6.
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Se calculd el log P (logaritmo del coeficiente de particion) de cada estructura,
utilizando el modelo de Ghose-Crippen, incluido en el programa (58, 59). Los resultados
de log P y Ia Energia de formacion de las moléculas propuestas se muestran en la Tabla 1

(pagina 15).

Etapa B) Sintesis y caracterizacion de los dérivados (figura 6, pagina 17).

Los espectros de infrarrojo para los derivados y productos finales se determinaron
en un espectrofotometro IR de transformada de Fourier Perkin-Elmer 549B. Las
determinaciones se realizaron en pelicula. Para indicar la intensidad de las bandas se

emplearon las siguientes abreviaturas : (S) fuerte, (M) media y (W) débil.

Los espectros de RMN de Hidrogeno y Carbono-13 se determinaron en un aparato
de RMN Varian Gemini 200 y Varian VRX-300S, utilizando tetrametilsilano (TMS)
como referencia intérna. Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado. Los

desplazamientos quimicos estan dados en ppm.

Fl anélisis por espectrometria de masas se realizd con un espectrémetro de masas
HP 5985-B, por insercion directa utilizando la técnica de Impacto Electronico (EMIE).

Los valores se expresan en m/z (masa-carga).
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Los espectros de absorcion en el UV de los esteroides sintetizados se llevo a cabo
en un espectrofotometro UV-VIS Perkin-Elmer Hitachi modelo 200, utilizando como

disolvente metanol.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estin

corregidos.

El avance vy la pureza de las reacciones se determiné por cromatografia en capa fina

(C.C.F) utilizando gel de silice Merck 60GF254 y SilicaGel 60 G.

Acetato de 16-Dehidropregnenclona 12.. Materié prima.
Férmula molecular: Cx3H3203

- Peso Molecular (uma): 356
Punto de Fusion: 169-171 °C
TR (Vinax), (espectro 1) 2945 (W, CHs-, CHy-), 1729 (S, MeCOOR en C-3), 1661
(8, C=0 en C-20), 1584 (W, C=C conjugado en C-16), 1247 (S, MeCOOR en C-
3), 1037 (S, MeCOOR en C-3) cm-1.
RMP (espectro 2) 6.80 (1H, dd, J;=3 Hz, J,=1.5 Hz, H-16), 5.40 (1H, dd, J,=4 Hz,
J,=2 Hz, H-6), 4.60 (1H, m, H-3), 2.26 (3H, s, MeCOO-), 2.04 (3H, s, H-21), 1.06

(3H, s, H-19), 0.92 (3H, s, H-18) ppm.
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16,17 a-Epoxi-3 Fhidroxi-5-pregnen-20-ona 13 (31, 48).

En un matraz bola de 100 ml, se 'disollvié la materia pﬁma 12 {1 g, 2.8 mmol) en SO
ml de metanol. Posteriormente se adicionaron 2 ml de una solucidn de hidroxido de sodio
4 N y 4 ml de per6xido de hidrogeno al 30 %. La mezcla resultante se agit6 por espacio
ded4ha temperaturé ambiente. Terminado el tiempo de reaccion, el exceso de metanol se
destilé a presion reducida y se agregd ‘hielo a la mezcla. Por filtracidon al vacio se separd
un soélido blanco 13, el cual se lavd con agua hasta pH neutro. El producto se secod a
temperatura ambiente y después se recristalizd de metanol. Rendimiento: 99 % (0.92 g,
2.79 mmol).

F(’)rmﬁla molecular: Cy1H3O3

Peso Molecular (uma): 330

Punto de Fusion: 191-194 ©C

IR (Viay), {(espectro 3) 3371 (M, -OH en C-3), 2937 (S, CHs-, CH;-), 1692 (S,

C=0 en C-20), 1376 (M, C=C en C-5), 1056 (M, C-O en C-3), 857 (W, epoxido

C16-C17) em-1.

RMP (espectro 4) 5.38 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 3.6 (IH; dd, J,:=4 Hz,

J1,=2 Hz, H-16), 3.52 (1H, m, H-3), 2.03 (3H, s, H-21), 1.05 (3H, s, H-19), 1.02

(3H, s, H-18) ppm.

3 3Acetoxi-16a,17 a-epoxi-5-pregnen-20-ona 14 (31, 48).
En un matraz bola de 25 ml, se disolvi¢ 1g (3.0 mmol) del producto 13 en 5 m!
(61.9 mmol) de piridina. Se agregaron bajo agitacion constante 10 ml (106 mmol) de

cq . . ., " 5 .
anhidrido acético. La mezcla de reaccion se agitd por 6 h ‘a temperatura ambiente. Al
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término de la reaccidn, la mezcla se vertid en un vaso de precipitados con 30 g de hielo y
se agitd vigorozamente por 30 min. El precipitado blanco 14 se separé por filtracion y se
recristalizd de metanol. Rendimiento: 91 % (1.03 g, 2.76 mmol). |
Formula molecular; C»H304
Peso Moleculér (uma). 372
Punto de Fusién: 157-159 0C
IR (Vmux), (espectro 5) 2943 (M, CH;-, CHy-), 1731 (8, MeCQOR en C-3), 1697
(S, C=0 en C-20), 1376 (M, C=C en C-5), 1245 (S, MeCQOR en C-3), 1032 (M,
MeCOOR en C-3) el
RMP (espectro 6) 5.30 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 4.58 (1H, m, H-3), 3.42
(1H, dd, 3;=4 Hz, I=1 Hz, H-16), 1.96 (3H, s, MeCOO-), 1.95 (3H, s, H-21), 0.98

(3H, s, H-19), 0.97 (3H, s, H-18) ppm.

3-Acetoxi -16a,17a—ép0)d-20-etﬂendioxi-S-pregneno 15 (48).

La formacion del producto 15 se llevé a cabo en un matraz bola de 50 mi en donde
se disolvié 1g (2.6 mmol) del producto 14 en 6 ml de tolueno. Bajo agitacion constante
se agregaron, 3.2 ml (53 mmol) de. etilenglicol, 4 ml (45 mmol) de ortoformiato de
trimetilo y 0.020 g (1.13 mmol) de acido p-toluensulfonico como catalizador. La mezcla
de reaccion se agitd durante 6 h'y a temperatura ambiente. Al término de la reaccion se
adicionaron 0.097 g (1.18 rﬁmol) de acetato de sodio y la mezcla se agité por 15 min.
Después se vertié esta mezcla en un embudo de Separacién que contenia 20 m! de agua y
20 ml de cloroformo. Posteriormente, se separo6 la fase organica y se lavé con 20 ml de

agua. La fase cloroformica se separé nuevamente y se tratd con sulfato de sodio anhidro.
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Después se separd por filtracion la sal del liquido, éste se evapord a sequedad por
destilacion a presidn reducida en el rotavapor. El producto 15 se recristalizé con metanol.
Rendimiento: 78 % (0.87 g, 2.1 mmol).

Formula molecular; CysHagOs

Peso Molecular (uma): 416

Punto de Fusion: 192-194 ©C

IR (Vmax), {€5pectro 7) 2942 (M, CHs-, CHy-), 1719 (S, MeCOOR en C-3), 1248

(S, MeCOOR en C-3), 1033 (M, MeCOOR en C-3) em-1.

RMP (espectro 8) 5.38 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-16), 4.60 (1H, m, H-3),

3.97 (44, m, etilendioxi en C-20), 3.39 (14, dd, J:=4 Hz, J,=3 Hz, H-16), 2.03

(3H, s, Me de éster en C-3), 1.42 (3H, s, H-21), 1.04 (3H, s, H-19), 0.99 3H, s,

H-18) ppm.

Derivados BETA METIL (16-19(a-e), 20a y 20¢)

38,17 a-Dihidroxi-20-etilendioxi-3 f-metil-5-pregneno 16 (31, 48).

En un matraz de 50 ml se colocaron 1.0 g (2.4 mmol) del producto 15, 22 ml de
una solucion de cloruro de metilmagnesio 3 M en tetrahidrofurano y 0.30 g (1.58 mmol)
de yoduro de cobre como catalizador. La mezcla se mantuvo a reflujo por 5 dias, bajo
atmosfera de nitrégeno y con agitacion constante. Después la mezcla se vertid lentamente
en 20 ml de una solucidén saturada de cloruro de amonio. Esta mezcla se extrajo con tres
porciones de cloroformo (20 ml c¢/u). La fase orgénica se lavo con agua hasta pH neutro,

se tratd con sulfato de sodio anhidro, se separé la sal por filtracion y el disolvente se’
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evaporé. El producto 16 se recristalizé con metanol. Réndinﬁento: 67 % (0.63 g, 1.61
mmol).
Formula molecular; CaHi04
Peso Molecular (uma): 390
Punto de Fusién: 160-162 9C
IR (Vmax), (espectro 9) 3450 (M, -OH en C-17 y C-3), 2935 (S, CHs-, CH,-), 2897
(S, -O-CHa- de etilendioxi), 1045 (S, C-O-C del etilendioxi) cor1.
RMP (espectro 10) 5.30 (1H, dd, J =4 Hz, ],=2 Hz, H-6), 3.92 (4H, m, etilendioxi
en C-20), 3.50 (1H, m, en H-3), 1.40 (3H, s, H-21), 1.20 (3H, d, J=2 Hz, Me en C-

168), 1.01 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, s, H-18) ppm.

3,17 a-Dihidroxi-16 S-metil-5-pregnen-20-ona 17 (31, 48).

Se preparé en un matraz bola de 100 ml, una solucién del producto 16 (1g, 2.56
mmol) y 0.5 g (28.25 mmol) de acido p-toluensulfonico (catalizador) en 40 ml de
acetona. La mezcla se agité durante una hora a temperatura ambiente, Transcurrido el
tiempo de reaccion se destilo el exceso de la acetona y se agregd hielo a la mezcla. Por

filtracion al vacio se separé un sélido blanco 17, el cual se lavé con agua hasta pH neutro.
El producto se seco a temperatura ambiente y después se recristalizd con metanol.

Rendimiento: 95 % (0.84 g, 2.44 mmol).

F(’)nnula molecular; C»Hz40;

Peso Molecular (uma): 346

Punto de Fusion: 228-230 °C

IR (Vma), (espectro 11) 3400 (M, -OH en C-17), 3342 (M, -OH en C-3), 2928 (S,
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CH;s-, CHy-), 1690 (S, C=0 en C-20), 1052 (S, C-O en C-3) cm 1.

RMP (espectro 12) 5.31 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 3.50 (1H, m, en H-3),
2.10 (3H, s, H-21), 1.21 (3H, d, J=2 Hz, Me en C-16p), 0.98 (3H, s, H-19),

0.96 (3H, s, H-18) ppm.

.17 a-Hidroxi-16 f-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 18 (31, 48).

En un matraz de dos bocas equipado con un embudo de adicion y un refrigerante en
posicion de reflujo se colocaron 1 g (%.89 mmol) del producto 17, 3 g (40 mmol) de
carbonato de litio, 2 g (22 mmol) de bromuro de litio y 14 ml de dimetilformamida. La
suspension se agitd por espacio de 30 min. A través del embudo se adicioné lentamente
una solucién de bromo (0.93 g, 0.30 ml, 5.82 mmol) en 6.02 mi de dioxano. La mezcla
resultante se agitd durante 2.30 horas a 75 °C y después se enfrid a temperatura
ambiente. La mezcla se ﬁltf() y las sales precipitadas se lavaron con dimetilformamida. Al
filtrado se le agregaron 70 ml de una solucion de bisulfito de sodio (0.5 g) y bicarbonato
de sodio (0.5 g) en 100 mt de agua. Se obtuvo un precipitado amarillo que se separd por
filtracidén a vacio. El producto 18 se recristalizd con acetato de etilo. Rendimiento: 70 %
(0.69 g, 2.02 mmol).

Férmula molecular: CpHsoOs

Peso Molecular (uma): 342

Punto de Fusion: 211-215 0C

UV A pe=284.02 nm. (C=0 a, B, v, 6 insaturada C4-CS, C6-C7), (= 23210)

IR (Vmax), (espectro 13) 3500 (M -OH en C-17), 1706 (S, C=0O en C-20), 1666 (S,

C=0 en C-3), 1617 (W, C=C dieno conjugado C4-C5, C6-C7) cm™1,
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RMP (espectro 14) 6.16 (1H, d, J;=2 Hz, H-6), 5.72 (1H, s, H-4), 5.40 (1H, dd,

J=4 Hz, J:=2 Hz, H-7), 2.31 (3H, s, H-21), 1.22 (3H, d, J=4 Hz, Me en C-16),

1.18 (3H, s, H-19), 1.16 (3H, s, H-18) ppm.

Derivados 1?la-AciloiIOXi-l6ﬁ-meti1-4,6—pregnadien—3,20-diona 19a-19¢ (48).

En un matraz de 25 ml se mezclaron 4.23 mmol del 4cido correspondiente (Tabla
2), 0.6 ml (0.89 g, 4.23 mmol) de ‘anhidrido trifluoroacético y 50 mg (0.28 mmol) de
acido p-toluensulfénico como catalizac!or. La mezcla se agitd por 2 h a temperatura
ambiente. Después se agrego el producto 18 (0.5 g, 1.41 mmol). La mezcla de reaccion
se agité por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla de reaccién se
neutralizé con ﬁna solucion saturada de bicarbonato de sodio. Esta mezcla se extrajo con
tres porciones de cloroformo (20 ml cfu). La fase organica se lavd con agua hasta pH
neutro, se traté con sulfato de sodio anhidro. Se separd la sal por filtracion y el disolvente
se evaporo. Los productos 19a-19e se purificaron por cromatografia en capa fina con un
sistema de elucion hexéno-acetato de etilo 8:2 % v/v.

Tabla 15. Cantidad del 4cido correspondiente para la sintesis de los compuestos (19a-

19e).
Compuesto Acido Cantidad (4.23 mmol)
i 19a Valérico 422.40 mg, 0.47 ml
19b 5-Bromovalérico 794.00 mg
19¢ 5-Clorovalérico 599.05 mg, 0.45 ml
19d Ciclopentiicarborilico 48222 mg, 0.48 ml
19¢ Ciclopentilacético 562.15 mg, 0.55 ml

55



56

16/+Metil-4,6-pregnadien-17 a-valeriloxi-3,20-diona 19a (48).

Rendimiento: 70 % (0.84 g, 1.97 mmol).

Férmula molecular: CyyH3304

Peso Molecular (uma): 426

Punto de Fusién: 147-149 ©C

UV A = 282.1 nm. (C=0 0, B, v, & insaturada C4-CS5, C6-C7), (e= 23200)

IR (Viax), (espectro 15) 2950 (M, CH;- y CHj-), 1728 (S, -COO de ésteren C-17 y

C=0 de cetona en C-20), 1665 (N{, C=0 de cetona en C-3), 1617 (W, C=C dieno
conjugado C4-C5, C6-C7), 1222 (W, -COO de éster en C-17) cm- 1,

RMP (espectro 16) 6.17 (2H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6 y H-7), 5.70 (1H, s, H-4),
2.44 (2H, t, -COCHz-de la cadena del éster), 1.99 (3H, s, H-21), 1.37 (3H, d, J=5
Hz, Me en C-168), 1.10 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, t, Me del éster), 0.79 (3H, s, H-
18) ppm.

RMN P°C (espectros 17 y 18). Tabla 2, pagina 24.

17 a-(5-Bromovaleroiloxi)- 16 f-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19b

Rendimiento: 77 % (0.57 g, 1.13 mmol).

Formula molecular: Cy;H;704Br

Peso Molecular (uma): 504

Punto de Fusion: 149-152 ©C

UV A = 282.7 nm, (C=O a, B, v, 8 insaturada C4-C5, C6-C7), (e= 22900)

IR (Vmax), (espectro 19) 2948 (M, CH;- y CHy-), 1727 (8, -COO de ésteren C-17 y

C=0 de cetona en C-20), 1664 (M, C=0 de cetona en C-3), 1617 (W, C=C dieno
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conjugado C4-C5, C6-C7), 1222 (W, -COOQ de éster en C-1‘7) em L.

RMP (espectro 20) 6.19 (2H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6 y H-7), 5.70 (1H, s, H-4),
3.4 (3H, t, -CH,-Br del éster), 2.43 (2H, t, -COCH,-de la cadena del éster), 2.0
(3H, s, H-21), 1.4 (3H, d, J=6 Hz, Me en C-16(3),1.2 (3H, s, H-19), 0.8 (3H, s, H-
18) ppm.

RMN C (espectros 21 y 22). Tabla 3, pagina 25.

EMIE (espect.ro 23) 504 M, 506 [M+2]", 281 (M- CsHz0.Br-MeCO, 100%)

m/z.

17 a-(5-Clorovaleroiloxi)-16 #metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19¢

Rendimiento: 77 % (0.52 g, 1.12 mmol).

Férmula molecular: Cy7H3704Cl

Peso Molecular (uma): 460

Punto de Fusion: 172-175 ©C

UV A qax= 282.8 nm. (C=0 a, B, v, 8 insaturada C4-CS5, C6-C7), (e= 23000)

IR (Vmax), (espectro 24) 2948 (M, CHs~ y CH,-), 1726 (8, -COO de éster en C-17
y C=0 de cetona en C-20), 1661 (M, C=0 de cetona en C-3), 1616 (W, C=C dieno
conjugado C4-C5, C6-C7), 1222 (W, -COO de éster en C-17) cm- 1.

RMP (espectro 25) 6.2 (2H, dd, J;= 4 Hz, J,= 2 Hz, H-6 y H-7), 5.70 (1H, s, H-4),
3.6 (3H, t, ~CH,-Cl del éster), 2.4 (2H, t, ~COCH,-de la cadena det éster), 2.0
(3H, s, H-21), 1.4 (3H, d, J=6 Hz, Me en C-16B), 1.1 (3H, s, H-19), 0.8 (3H, s, H-
18) ppm.

RMN C (espectros 26 y 27). Tabla 4, pagina 25.
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EMIE (espectro 28) 460 M", 462 [M+2]", 282 (M~ CsHgO,C1-MeCO, 100%)

m/z.

17 a-Ciclopentilcarboniloxi-16 F-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19d
Rendimiento: 52 % (0.33 g, 0.76 mmol).

Férmula molecular: CogHasO4

Peso Molecular (uma): 438

Punto de Fusion: 160-165 ©C

UV A wax= 282.67 nm. (C=0 «, B, v, 6 insaturada C4-C5, C6-C7), (= 23100)

IR (Vmax), (€spectro 29) 2949 (M, CH;- y CHy-), 1723 (S, -COO de éster en C-17 y

C=0 de cetona en C-20), 1667 (M, C=0 de cetona en C-3), 1618 (W, C=C dieno
conjugado C4-C5, 'C6—C7) em-t,

RMNP(espectro 30) 6.14 (2H, dd, };=4 Hz, J,=2 Hz, H-6 y H-7), 5.70 (1H, s, H-
4), 2.8 (1H, q, —CH-del anillo del éster), 1.98 (3H, s, H-21), 1.4 (3H, d, J= 5 Hz,
Me en C-16f3), 1.13 (3H, s, B-19), 0.8 (3H, s, H-18) ppm.

RMN C (espectros 31 y 32). Tabla 5, pagina 25.

17 a-Ciclopentilacetoiloxi-16 f-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19e
Rendimiento: 64 % (0.42 g, 0.93 mmol).

Formula molecular: CaolHoO4

Peso Moiecular (uma); 452

Punto de Fusién: 182-183 2C

UV A max= 282.54 nm. (C=0 a, B, v, & insaturada C4-C5, C6-C7), (e= 22900)
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IR (Vmay), (€spectro 33) 2948 (M, CH;- y CH,-), 1723 (8, -COO de éster en C-17 y
C=0 de cetona en C-20), 1663 (M, C=0 de cetona en C-3), 1617 (W, C=C dieno
conjugado C4-C5, C6-CTy em- 1.

RMP (espect;o 34)6.16 (2H, dd, J;=4 Hz, J,=2 I—Iz,.I-I-6 yH-7), 570 (1H, s, H-4),
2.4 (2H, d, ~CH,-ciclopentil de la cadena del ééter), 2.0(3H, s, H-21), 1.4 (3H, d,
Me en C-16[3), 1.1 (3H, s, H-19), 0.8 (3H, s, H—lS) ppm.

RMN 2C (espectros 35 y 36). Tabla 6, pagina 26.
Derivados 17a~Aciloiloxi-16 Fmetil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20a y 20e.

16B-Metil-17x-valeroiloxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20a (48)

En un matraz esférico de 250 ml se colocaron 0.5 g (0.23 mmol) del producto 19a,
100 mi de dioxano seco y 1.17 g (5.16 mmol)y de DDQ (2,3-dicloro-5,6-
dicianobenzoquinona) en tres porciones catia 12 horas. La mezcla se mantuvo a reflujo
por 2 dias en condiciones anhidras bajo agitacion constante. Después la mezcla se vertid
lentamente y bajo agitacion en 180 ml de una solucién de NaOH al 3 % y 100 ml de
cloroformo. Posteriormente se separaron las fases y la fase orgénica se lavé con agua
hasta pH neutro, se traté con sulfato de sodio anhidro, se separd la sal por filtracién y el
disolvente se concentré a presion reducida. El producto 20a se purifico por CCF con un
sistema de elucion hexano-acetato de etilo 8:2 % v/v.Rendimiento: 67 % (0.33 g, 0.78
mmol).

Formula molecular: Cy7H3604

Peso Molecular (uma): 424
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Punto de Fusién: 140-145 ©C

UV A max= 298.78, 254.46, 221.27 nm. (sistemas trieno y dieno), (e= 17300,

12400, 14600 respectivamente)

IR (Vmax), (espectro 37) 2952 (M, CH;- y CHz-), 1726 (8, -COO de éster en C-17 y
C=0 de cetona en C-20), 1654 (M, C=O de cetona en C-3) cm-1.

RMP (espectro 38) 7.1 (1H, s, H-4), 6.3 (2H, dd, J,=3 Hz, J,=3 Hz, H-1 y H-2),
5.70 (2H, dd, J,=3 Hz, J,=2 Hz, H-6 y H-7), 2.37 (2H, t, -COCH,~de la cadena del
éster), 1.98 (3H, s, H-21), 138 (3H, d, J=5 Hz, Me en C-16B), 1.2 (3H, s, H-19),
0.91 (3H, t, Me del éster), 0.8 (3H, s, H-18) ppm.

RMN “C (espectros 39 y 40). Tabla 7, pagina 28.

17 é-Ciclopentilacetoiloxi-16 F-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20e

En un matraz de 250 ml se colocaron 0.5 g (1.11 mmol) del producto 19¢, 85 ml de

dioxano seco y 1.10 g (4.87 mmol) de DDQ (2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona} en

tres porciones cada 12 h. La mezcla se mantuvo a reflujo por 2 dias en condiciones

anhidras bajo agitacion constante. Después la mezcla se vertid lentamente y bajo

agitacién en 160 ml de una solucion saturada de NaHCO; y 90 ml de cloroformo.

Posteriormente se separaron las fases y la fase organica se lavoé con agua hasta pH

neutro, se tratd con sulfato de sodio anhidro, se separ6 la sal por filtracion v el

disolvente se concentré a presion reducida. El producto 20e se purificoé por CCF con

un sistema de elucion hexano-acetato de etilo 8:2 % v/v. Rendimiento: 66 % (0.33 g,

0.73 mmol).

Formula molecular: CyeHz:04
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Peso Molecular (uma): 450
Punto de Fusidén: 182-183 oC
UV A max— 298.89, 254,72, 221,60 nm. (sistemas trieno v dieno), (s= 18000,

13000, 15200 respectivamente)

IR (Vmax), (espectro 41) 2950 (M, CH;- y CHy-), 1725 (S, -COO de éster en C-l?
y C=0 de cetona en C-20), 1656 (M, C=0 de cetona en C-3) cm 1.

RMP (espectro 42) 7.1 (1H, s, H-4), 6.3 (2H, dd, J;=3 Hz, =2 Hz, H-1 y H-2),
6.13 (2H, dd, 7,=4 Hz, J,=2 Hz, H-6 y H-7), 2.37 (2H, d, ~CHy-ciclopentil de Ia
cadena del éster), 2.0 (3H, s, H-21), 1.4 (3H, d, J=4 Hz, Me en C-16f), 1.1 (3H, s,
H-19), 0.8 (3H, s, H-18) ppm.

RMN *C (espectros 43 y 44). Tabla 8, p4gina 28.

Derivados D-HOMO (21-25)

343, 17 a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16 #fenil-5-pregneno 21 (40).

En un matraz de 50 ml se colocaron 1.0 g (2.4 mmol) del producto 15, 14 ml de

una solucion de bromuro de fenilmagnesio 1M en tetrahidrofurano y 0.30 g (1.4 mmol)

de complejo de bromuro de dimetilsulfuro de cobre como catalizador. La mezcla se

mantuvo a reflujo por 5 dias, bajo atmosfera de nitrogeno y con agitacién constante.

Después ia mezcla se vertid lentamente en 20 ml de una solucion saturada de cloruro de

amonio. Esta mezcla se extrajo con tres porciones de cloroformo (20 ml ¢/u). La fase

organica se lavd con agua hasta pH neutro, se tratoé con sulfato de sodio anhidro, se
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separd la sal por filtracion y el disolvente se evapord. El producto 21 se recristalizéd con
metanol.
Rendimiento: 68 % (0.42 g, 0.93 mmol).
Formula molecular: CasHagOy
Peso Moleculé.r (uma): 452
Punto de Fusién: 220-223 °C
IR (Vmax), (€spectro 45) 3374 (M, -OH en C-17 y C-3), 2937 (8, CHs-, CH;-),
2894.00 (S, -O-CH,- de etilendioxi), 1548, 1493 (W, C=C aromatico en C-16),
1048 (S, C-O-C del etilendioxi) cm-1,
RMP (espectro 46) 7.2 (5H, m, arométicos), 5.40 (1H, dd, J;= 4 Hz, J,= 2 Hz, H-
6), 3.6 (4H, m, etilendioxi en C-20), 2.65 (1H, dd, J;=4 Hz, J;=2 Hz, H-16), 1.23

(3H, s, H-21), 1.12 (3H, 5, H-19), 1.07 (3H, s, H-18) ppm.

34,17 a-Dihidroxi- 16 ffenil-17 #metil-D-homo-5-pregnen-17a-ona 22 (40).

Se prepard en un matraz bola de 100 ml, una solucién del producto 21 (1g 222
mmol) en 80 ml de acetona. Se agregd gota a gota y con agitacion 1 ml (0.11 mol) de
acido perclorico. La mezcla se agit6d durante 3 h a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo de reaccion se destild el exceso de la acetona y 1a mezcla se vertio en 150 ml de
una solucién saturada de NaHCO; bajo agitacion. Por filtracidn al vacio se separd un
solido blanco 22, el cual se lavd con agua hasta pH neutro. El producto se secoé a
temperatura ambiente y después se recristalizé con metanol. Rendimiento del 95 % (0.87
g, 2.13 mmol).

Foérmula molecular: Co7Hs605
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Peso Molecular (uma): 408

Punto de Fusién: 210-212 OC

IR (Vmax), (especiro 47) 3455 (M, -OH en C-1 y C-3), 2935 (S, CH;-, CHy-), 1664
(CO de cetona en C-17), 1690 (8, C=0 en C-20), 1052 (8, C-O en C-OH) em-1,
RMP (espectfo 48) 7.3 (5H, m, aromaticos), 5.32 (H, dd, ;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6),
3.52 (1H, m, ~CH en C-3), 2.93 (1H, dd, Jy=4 Hz, J,=3 Hz, H-16), 121 (3H, 5, Me

en C-17), 1.10 (3H, s, H-19), 1.03 (3H, s, H-18) ppm.

16-Fenil-17 c-hidroxi-17 f-metil-D-homo-4,6-pregnadien-3,17a-~diona 23 (40).

En un matraz de dos bocas equipado con un embudo de adicién y un refrigerante en
posicion de reflujo se colocaron 1 g (2.4 mmol) del producto 22, 3 g (40 mmol) de
catbonato de litio, 2g (22 mmol) de bromuro de litio y 14 ml de dimetilformamida. La
suspension se agitd por espacio de 30 min. A través del embudo se adiciond lentamente
una solucién de bromo (0.93 g, 0.30 ml, 5.82 mmol) en 8.5 ml de dioxano. La mezcla
resultante se agitd durante 2.30 h a 75 °C y despuss se enfrié a temperatura ambiente. La
mezcla se filtré y las sales precipitadas se lavaron con dimetilformamida. Al filtrado se le
agregaron 70 ml de una solucién de bisulfito de sodio (0.5 g) y bicarbonato de sodio (0.5
g) en 100 ml de agua. Se obtuvo un precipitado amarillo que se separd por filtracion a
vacio. El producto 23 se recristalizo con acetato de etilo. Rendimiento 75 % (0.68 g, 1.7
mmol}).

Férmuia molecular: C27Hz,03

Pese Molecular (uma): 404

Punto de Fusién: 275-277 ©C
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UV A o= 282.29 nm. (C=0 a, B, v, & insaturada C4-C5, C6-C7), (e= 26500)

IR‘ (Vmax), (espectro 49) 3445 (M -OH en C-17), 1694 (M, C=0 en C-17a), 1652
(S, C=0 de cetona en C-3), 1616 (W, C=C dieno conjugado C4-C5, C6-C7) cm- 1.
RMP (espectro 50) 7.3 (5H, m, aromaticos), 6.31 (1H, dd, J,=10, I.= 2 Hz, H-7),
6.18 (1H, dd, J;=10 Hz, J,= 2 Hz, H-6), 5.69 (1H, s, H-4), 2.99 (1} dd, J;:=4 Hz,
J>=3 Hz, H-16), 1.29 (3H, s, Me en C-17), .1.14 (34, s, H-19), 1.13 (3H, s, H-18)

ppm.

16-Fenil-17 f-metil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-4,6-dien-3,17a-diona 24

En un matraz de 25 ml se mezclaron 0.4 ml (0.38 g, 3.65 mmol) de ac. valérico,
0.5 ml (4.46 g, 21.24 mmol) de anhidrido trifluoroacético y 50 mg (0.28 mmol) de
acido p-toluensulfonico como catalizador. La mezcla se agitd por 2 h a temperatura
ambiente. Después se agrego el producto 23 (1 g, 2.47 mmol). La mezcla de reaccion se
agitd por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla de reaccién se
neutralizé con una solucién saturada de bicarbonato de sodio. Esta mezcla se extrajo
con tres porciones de cloroformo (20 ml ¢/u). La fase organica se lavé con agua hasta
pH neutro, se fraté con sulfato de sodio anhidro. Se separd la sal por filtracién y el
disolvente se evapord. El producto 24 se purifico por cromatografia en capa fina con un
sistema de elucidn hexano-acetato de etilo 7:3 % v/v. Rendimiento: 70 % (0.85 g, 1.74
mmol)

Foérmula molecular: CaoHyoO4

Peso Molecular (uma): 488

Punto de Fusidn: 221-224 °C
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UV A = 282.10 nm. {C=0 «, B, 7, 8 insaturada C4-C5, C6-C7), (¢= 23400)

IR (Vmax), (espectro 51) 3030 (W, CH aromaético), 2950 (M, CH;- y CH#-), 1727
(8, @0 de éster en C-17), 1712 (S, C=0 de cetona en C-17a), 1664 (S, C=0 de

cetona en C-3), 1617 (W, C=C dieno conjugado C4-C5, C6-C7) em-1,

RMP (espectro 52) 7.35 (3H, m, H-meta y H-para), 7.16 (2H, m, H-orto), 6.32

(1H, dd, J;=10 Hz, J,=2 Hz, H-7), 6.17 (1H, dd, J;=10 Hz, J,=3 Hz, H-6), 5.68

(1H, s, H-4), 3.84 (1H, dd, J=4 Hz, J=2 Hz, H-16), 2.38 (2H, t, ~-COCH,-de la |

cadena del éster), 1.26 (3H, s, Me en C-178), 1.12 3H, s, H-19), 1.11 (3H, s, H-

18), 0.93 (3H, t, Me dél éster) ppm.

RMN “C (espectros 53 y 54). Tabla 9, pagina 31.

16 3-Fenil-17 f-metil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-1,4,6-trien-3,17a-diona 25

En un matraz de 250 ml de dos bocas equipado con un refrigerante en posicidén de

reflujo se colocaron 0.5 g (1.24 mmol) del producto 24, 90 ml de dioxano secoy 1 g (4.5

mmol) de DDQ (2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona) en tres porciones cada 6 h. La

mezcla se mantuvo a reflujo por 1 dia en condiciones anhidras bajo agitacién constante.

| Después la mezcla se vertié lentamente y bajo agitacion en 180 ml de una solucion de

NaOH al 3 % y 100 ml de cloroformo. Posteriormente se separaron las fases vy la fase

organica se lavé con agua hasta pH neutro, se tratd con sulfato de sodio anhidro, se

separ6 la sal por filtracion y el disolvente se concentré a presion reducida. El producto

25 se purificé por CCF con un sistema de elucion hexano-acetato de etilo 8:2 % v/v.

Rendimiento: 70 % (0.35 g, 0.71 mmol).

Formula molecular . C32H3304
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Peso Molecular (uma): 486

Punto de Fusion: 221-224 0C

UV A max= 298.78, 254.46, 221.27 nm. (sistemas trieno y dieno), (e= 26400,

11800, 13500, respectivamente)

IR (Vimas), (espectro 55) 3030 (W, CH aromatico), 2950 (M, CHs- v CHy-), 1727
(8, COO de éster en C-17), 1712 (S, C=0 de cetona en C-17a), 1664 (8, C=0 de
cetona en C-3), 1617 (W, C=C conjugado C1-C2, C4-C5, C6-C7) cm1.

RMP (espectro 56) 7.32 (3H, m, H-meta y H-para), 7.16 (2H, m, H-orto), 7.1
(2H, dd, J;=10 Hz, J,=3 Hz, H-6 y H-7), 6.25 (2H, dd, J;=10 Hz, J,=2 Hz, H-1 y
H-2), 6 (1H s, H-4), 3.84 (1H, m, H-16), 2.40 (2H, t, -COCH;-de la cadena del
éster), 1.26 (3H, s, Me en C-178), 1.21 (3H, s, H-19), 1.15 (SH, s, H-18), 0.93
(3H, t, Me del éster) ppm.

RMN 2C (espectros 57 y 58). Tabla 10, pagina 33.
Derivados BETA BROMO (26-28).

16-Bromo-3 £,17 a-dihidroxi-5-pregnen-20-ona 26 (19)

En un matraz bola de 25 ml, se preparé una solucion del producto 13 (1 g, 3.03

mmol) en 18 ml de una solucion de HBr al 32 % en dioxano. La mezcla se agité durante

3 ha25°C. Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se vertié en 50 ml de agua. Por

filtracidn al vacio se separé un solido blanco 26, el cual se lavé con agua hasta pH neutro.

El producto se seco a temperatura ambiente y después se recristalizd por par de

disolventes acetato de etilo/hexano. Rendimiento: 58 % (0.72 g, 1.75 mmol).
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Férmula molecular: C;1Hz0:Br

Peso Molecular (uma): 410

Punto de Fusién: 196-198 ©C

IR (Vmax), (espectro 59) 3375 (M, -OH ), 2932 (S, CHs-, CHy-), 1700 (S, C=0 en
C-20) cm-1.

RMP (espectro 60) 5.36 (1H, dd, J,=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 4.09 (1H, dd, J,=3 Hz,
1=2 Hz, H-16), 3.52 (1H, m, H-3), 2.43 (3H, s, H-21), 1.29 (3H, s, Me en H-19),
1.03 (3H, s, H-18) ppﬁ.

RMN "C (espectros 61 y 62). Tal;la 11, pagina 34.

EMIE (espectro 63) 410 M", 412 [M+2]", 331 (M"-Br, 100%) m/z.

16 #-Bromo-17@-hidroxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 27.

En un matraz de 250 ml se colocaron 1 g (2.43 mmol) del producto 26, 86.3 m! de

dioxano seco y 1 g (13.22 mmol) de DDQ (2,3-dicloro—5,6-di¢ianobenzoquinona) en

tres porciones cada 6 h. La mezcla se mantuvo a reflujo por 3 dias en condiciones

anhidras bajo agitacion constante. Después la mezcla se vertid lentamente v bajo

agitacion en 180 ml de agua y 100 ml de cloroformo. Posterionmente se separaron las

fases y la fase organica se lavO con agua hasta pH neutro, se tratd con sulfato de sodio

anhidro, se separ6 la sal por filtracion y el disolvente se concentrd a presion reducida. El

producto 27 se purificé por recristalizacion por par de disolventes acetato de

etilo/hexano. Rendimiento: 41 % (41 mg, 0.99 mmol).

Formula molecular: Co1HysO-Br

Peso Molecular (uma): 404
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Punto de Fusion: 195-196 0C

UV A max=298.94, 255.08, 219.96 nm. (sistemas trieno y dieno), (= 17950,

12800, 15000 respectivamente)

IR (Vmax), (espectro 64) 3371 (M, -OH ), 2944 (M, CHs- y CHy~), 1715 (S, C=0 de
cetona en C-20), 1646 (M, C=0 de cetona en C-3) cm-1.

RMP (espectro 65) 7.08 (1H, d,'J=3 Hz, H-4), 6.23 (2H, dd, ;=3 Hz, J,=2 Hz, H-
1 yH-2), 597 (2H, dd, =3, J,=2 Hz, H-6 y H-7), 4.1 (1H, dd, J;=3, J»= 2 Hz,
H-16), 2.4 (3H, s, H-21}, 1.4 (34, s, H-19), 1.2 (3H, s, H-18) ppm.

RMN C (espectros 66 y 67). Tabla 12, pagina 35.

EMIE (espectro 68) 404 M, 406 [M+2]" ,264 (M'-MeCO-H,0O-Br, 100%) m/z.

17 a-Ciclopentilcarboniloxi- 16 #-bromo-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 28

En un matraz de 25 ml se mezclaron 0.8 ml (4.99 mmol) del 4cido

ciclopentilcarbonilico, 0.2 ml (9.53 mmol) de anhidrido trifluoroacético y 200 mg (1.16

mmol) de ac. p-toluensuifonico como catalizador. La mezcla se agité por 2 h a

temperatura ambiente. Después se agregd producto 27 (1 g, 2.47 mmol). La mezcla de

reaccion se agité por 3 h a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla de reaccion

se neutraliz con una solucidn saturada de bicarbonato de sodio. Esta mezcla se extrajo

con tres porciones de cloroformo (20 ml c/u). La fase organica se lavé con agua hasta -

pH neutro, se traté con sulfato de sodio anhidro. Se separd la sal por filtracién y el

disolvente se evapor6. El producto 24 se purificd por cromatografia en capa fina con un

sistema de elucidon hexano- acetato de etilo 8:2 % v/v.

Rendimiento: 30% (0.37g, 0.74 mmol).
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Férmula molecular: Co7Hs3:04Br

Peso Molecular {uma): 500

Punto de Fusion: 134-136 °C

UV A ma=291.78, 256.12, 217.85 nm. (sistema trieno), (e= 17500, 12400, 14600)
IR (V max), (eépectro 69) 2955 (M, CH;s- y.CHz-), 1731 (8, -COO de éster en C-17
y C=0 de cetona en C-20), 165 1. (M, C=0 de cetona en C-3)cm-1,

RMN (espectro 70) 7.08 (1H, d, J= 3 Hz, H-4), 6.3 (2H, dd, J,=3 Hz, J,=2 Hz, H-
1 yH-2), 6 (2H, dd, J;= 2 Hz, J,= 2 Hz, H-6 y H-7), 4.2 (1H, dd, C-16, J+=3 Hz,
J,=2 Hz, H-16), 2.78 (1H, q, —-CH-del anillo del éster), 2.14 (3H, s, H-21), 1.31
(3H, s, H-19), 1.2 (3H, s, H-18) ppm.

RMN "C (espectros 71 y 72). Tabla 13, pagina 37.

EMIE (espectro 73) 500 M", 502 [M+2]" ,420 (M'-Br, 100%) m/z.

Etapa C) Evaluacion farmacologica.

La actividad bioldgica de los esteroides sintetizados se determind a través de cuatro
1) La prueba del 6rgano del flanco

2) Determinacion del peso de las vesiculas seminales

3) La transformacion de T a su metabolito 5-alfa reducido (DHT)

4) La competencia por el receptor androgénico
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Las pruebas se realizaron en himsters machos adultos de la cepa dorada con un peso
promedio de 150-200 g, gonadectomizados 30 dias antes de los experimentos. Los animales

se mantuvieron en condiciones de biotério con comida y agua ad libitum.

Se utilizaron ocho grapos de cuatro animales cada uno. A cada individuo se le
administro por via subcutanea una inyeccion diaria de 200 g de testosterona y/o cada uno -
de los esteroides a analizar en 200 pl de aceite de sésamo como vehiculo, por 6 dias. Se
utilizaron tres grupos de animales como caontrol, el primero se tratd Gnicamente con 200 i
de aceite de sésamo, el segundo con 200 ug de testosterona y el tercero con de 200 ug de

finasterida + 200 ug de testosterona.

La finasterida que fue utilizada como estandar se encuentra como principio activo en
el medicamento Proscar. Para obtener 150 mg de finasterida se colocaron 30 grageas de
proscar {5 mg c/u), previamente pulverizadas, en un matraz erlenmeyer de 250 ml que
contenia cloroformo. Esta mezcla se agitd por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente
la mezcla se filtré al vacio y el filtrado se concentré en el rotavapor. El producto crudo
finasterida se purifico por CCF (cromatrografia en capa fina) utilizando un sistema de

elucién hexano-acetato de etilo 8:2 % v/v.

1) Prueba del 6rgano del flanco (41, 42, 46, 48, 55).

Los oOrganos del flanco son estructuras pilosebaceas que forman nddulos

pigmentados en la parte dorsal del hamster. En los machos, miden alrededor de 8 mm de
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diametro, mientras que en las hembras miden solamente 2 mm. Estas glandulas son
dependientes de andrégenos, es decir la castracion en los machos disminuye su tamafio,
mientras que inyecciones diarias de T lo regeneran. Estas estructuras han sido utilizadas

para determinar el efecto de farmacos antiandrogénicos (41, 42, 46, 48, 55).

En este estudio se determiné el efecto de los esteroides sintetizados sobre el
didmetro de la mancha pigmentada producida por inyecciones diarias de T en machos
castrados. Después del tratamiento los animales fueron sacrificados bajo anestesia de éter,

posteriormente se rasuraron para medir el diametro de la mancha pigmentada de los

6rganos flanco. Los resultados se muestran en la figura 7 (pagina 40).

2) Determinacion del peso de las vesiculas seminales (40, 45, 48).

Las vesiculas seminales, son glandulas anéxas al aparato reproductor masculino.
Estas glandulas son dependientes de andrégenos, en los hamsters la castracion disminuye
el peso de estas estructuras, mientras que inyeciones diarias con esta hormona restablecen
e peso. La variacion del peso bajo diferentes tratamientos con esteroides ha sido

anteriormente informada por nuestro grupo de trabajo (40, 45, 48).

En este experimento los animales fueron tratados con los diferentes esteroides,
como se indicd anteriormente, fueron sacrificados bajo anestesia de éter y las vesiculas
seminales fueron disectadas y pesadas. Los resultados se muestran en la figura 8 (pagina

41).
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3) Transformacion de la T a DHT en homogenados de vesiculas seminales (4, 34,

38, 40, 48).

En este experimento se utilizaron las vesiculas seminales de hamsters machos
adultos gonadectomizados 30 dias antes del experimento. Después de extirpar y pesar las
vesiculas seminales, estas fueron homogeneizadas por grupos en buffer de fosfatos a pH
de 6. Los homogeneizados fueron incubados a 37 °C en un bafio de agua por 1 hora en
presencia de: testosterona tritiada (2.3'. uCi [PHIT), 1 mM de NADPH' y 8.7 uM de
finasterida o los esteroides a probar y aire. El volumen final de incﬁbacién fue de 3 ml. El
control se incubd en las mismas condiciones pero sin tejido. La incubacion terminé por la
adicién de diclorometano y los compuestos marcados se extrajeron con el mismo
disolvente. El contenido de proteina se determind utilizando el método de Bradford (61),

se utilizd albiimina sérica de bovino como estandar.

La purificacion de la DHT extraida se realiz por CCF, utilizando T (testosterona)
y DHT (Sa-dihidrotestosterona) como estandares de referencia. La cromatografia se
desarrollé en un sistema cloroformo-acetona 9:1 % v/v. Los compuestos no radiactivos
se identificaron en la .placa con luz UV (254 nm) y con un revelador de ac.

fosfomolibdico al 8 % en metanol.

La zona correspondiente a DHT (rf= 0.34) se separé del cromatograma y el

compuesto se extrajo con metanol. Posteriormante el disolvente se evaporo y el extracto
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fue resuspendido en 1 ml de metanol. Se tomaron alicuotas para determinar la
radiactividad en un contador de centelleo liquido Packard modelo 3255, utilizando como
solucién de conteo Ultima Gold (Packard). La eficiencia del conteo fue del 47 %, la
pérdida de radiactividad durante el proceso fue calculada de acuerdo a los resultados
-aportados por el eﬁcperimento control. La formacion de DHT se calculd y expresod en

pmol de DHT/ g de proteina/ hora. Los resultados se muestran en la figura 9 (pagina 43).

4) Analisis de la competencia de los esteroides sintetizados por los receptores

androgénicos (40, 62).

En ésta prueba se analizd la competencia de los esteroides 19d, 19e, 20e, y 28 por
los receptores androgénicos localizados en vesiculas seminales (fraccion citosolica) de 58

hamsters machos adultos gonadectomizados 30 dias antes del experimento.
Preparacion del citosol en vesiculas seminales.

1.a homogeneizacion del tejido se realizé con buffer de TEDAM 1:3 (20 mM Tris-
HCl, pH 7.4 2 4 °C, 1.5 mM de EDTA, 0.25 mM de ditiotreitol y 10 mM de molibdato
de sodio) conteniendo 10 % v/v de glicerol. El homogeneizado se centrifugd a
140,000Xg por 1. hora a 4 °C en un rotor 60 SW Beckman Instruments. La cantidad de
proteina fue determinada por el método de Bradford (61) utilizando como estandar

albimina sérica.
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Experimento de competencia por el receptor androgénico.

Se incubaron por duplicado concentraciones crecientes (50-500 pM) de los
esteroides 19d, 19, 20e, 28 y DHT fiia con 1.26 nM de ["H]DHT (actividad especifica
- de 110 Ci/ mmol) y alicuotas de citosol (120 ul), (2.64 pg de proteina), por 18-20 horas
a 4 °C. Pasado el tiempo, en cada incubacion, se agregaron 800 pl de una mezcla carbon-
dextran en un buffer de TEDAM con la finalidad de separar la radiactividad unida de la
no unida. Los tubos se incubaron en la mezcla por 45 minutos a 4 °C. Cabe mencionar
que el dextran se agitd por 30 minutos antes de la adicion del carbdén a la mezcla.
Después los tubos fueron centrifugados a 860Xg por 10 rrﬁnutos. Se tomaron alicuotas
de 200 pl del sobrenadante para evaluar la radiactividad unida a los receptores. La figura
10 (pagina 46) representa los graficos de la especificidad de unién a los receptores
presentes en el citosol de veéiculas seminales en presencia de diferentes esteroides
competidores. En la tabla 14 (pagina 44), se presenta la constante de inhibicién (K;) de la
union ["H]DHT-receptor de cada compuesto estudiado, la cual se determind por la
siguiente formula: K= (ICs0 /1) + (C/Ka)
C= concentrtacién de hormona marcada con radioisétopo
C=126nM
Kq= constante de disociacion
K¢=1.26 nM
ICs¢= concentracton dell esteroide necesaria para inhibir el 50 % de la

unién a receptores androgénicos en vesiculas seminales
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7. CONCLUSIONES

Se determiné la conformacion mas estable de cada una de las moléculas planteadas en
este trabajo, posteriormente se determiné su log P (logaritmo del coeficiente de particién) y
la Energia de formacion. La informacién generada por éste analisis mostro un cambio en la
lipofilicidad en cada estructura por la modificacion de los anillos A y D, asi como la

factibilidad para sintetizar los esteroides.

Se sintetizaron e identificaron los nuévos esteroides (figura 6, pagina 17):

16 -Metil-4,6-pregnadien-17 -valeriloxi-3,20-diona 19a

17 a~(5-Bromovaleroiloxi)-16 Fmetil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19b

17 a-(5-Clorovaleroiloxi)-16 #-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19¢

17 a-Ciclopentilcarboniloxi-16 f-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona 19d

17 a¢-Ciclopentilacetoiloxi- 16 f-metil-4,6- pregnadien-3,20-diona 19¢

16 8-Metil-17 a-valeroiloxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20a

17 a-Ciclopentilacetoiloxi- 16 f-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 20e
16Fenil-17 #-metil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-4,6~-dien-3,17a-diona 24

16 3-Fenil-17 Fmetil-17 a-valeroiloxi-D-homopregna-1,4,6-trien-3,17a-diona 25

165-Bromo-17 a-ciclopentilcarboniloxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona 28

Se determiné la evaluacién biologica de los nuevos esteroides a través de cuatro
pruebas: 1) Prueba de los organos del flanco en hamsters machos gonadectomizados, 2)

Determinacion del peso de vesiculas seminales, 3) Transformacion de T a su metabolito
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DHT y 4) Analisis del comportamiento de los esteroides como competidores por el receptor

androgénico.

El derivado 20a mostrd mayor actividad como inhibidor de la enzima 5a-reductasa
que el estandar finasterida. En la prueba de los érganos del flanco, el compuesto 20a
inhibié el crecimiento del didmetro de la mancha pigmentada de las glandulas hasta 1.8
mm, este resultado fue mejor que el obtenido con la finasterida (3 mm) y comparable con el
valor medido después de la castracion (1.5 mm). Figura 7, (pagina 40). En la prueba de la
determinacion del peso de las vesiculas seminales se observéd que el derivado 20a mostro
mayor disminucion del peso de las vesiculas (96 mg) con respecto a la finasterida (120 mg).
Figura 8, (pagina 41). En el experimento in vitro del analisis de la transformacion de T a
DHT se observé que el derivado 20a fue el mejor inhibidor de ésta transformacion.

Aproximadamente 17.5 % mas potente que el estandar finasterida. Figura 9, (pagina 43).

Los compuestos 20a y 20e presentaron mayor actividad inhibitoria sobre la enzima
S5a-reductasa con respecto a sus correspondientes dieno derivados 192 y 19e,
respectivamente (figura 9, pagina 43). Lo antertor, apoyo la hipétesis propuesta por nuestro
grupo de trabajo (36) con respecto al mecanismo de inactivacion de la enzima. La presencia
del sistema trieno en el esteroide favorecio la adicion de la enzima al sistema insaturado,

promoviendo la formacion del complejo enzima-esteroide.

Los compuestos 19d y 20e presentaron afinidad por los receptores androgénicos. Se

midi6 la constante de inhibicidn (K;) del complejo [3H]DHT-'receptor y se observo que la K;
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del derivado 19d (11.79 nM) fue similar al valor de X; de la DHT (8.29 nM). Tabla 14,
(pagina 44). Lo anterior, indicé que el compuesto 19d presentd afinidad por los receptores

de andrégenos comparable a la DHT.

El compuesto 20e mostro actividad biolégica en la prueba de la transformacién de T a
DHT (figura 9, pagina 43) y en la prueba de afinidad por el receptor androgénico (tabla 14,
pégina 44 y figura 10, pagina 46). Esto indicé que el compuesto 20e se comportd como un
inhibidor de la emiﬁa Sa-reductasa y ademas como un competidor por los receptores

androgénicos.
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Synthesis and Pharmacological Evaluation of New 16-Methyl Pregnane
Derivatives
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The pharmacelogical activity of several new pregnane derivatives 15—19 were determined on gonadec-
tomized male hamster flank organs, seminal vesicles and in vitro conversion of testosterone (T) to dihydrotestos-
terone (DHT) as So-reductase inhibitors Steroids 15—19 decreased the diameter of the pigmented spot in the
flank organs as compared to the T treated animals; in this model, steroids 16 and 19 showed 2 higher activity
than the commercially available finasteride 3. Injection of T increased the weight of the seminal vesicles Com-
pounds 15—19 when injected together with T decreased the weight of the seminal vesicles thus showing an an-
tiandrogenic effect. The trienone 19 exhibited a considerably higher activity than finasteride Steroids 15—19 in-
hibited the in vitro metabolism of PHJT to PHIDHT in seminal vesicles homogenates of gonadectomized male
hamsters. Compounds 18 and 19 showed a much higher antiandrogenic effect than finasteride. This enhance-
ment of the biological activity could probably be attributed to the coplanarity of the steroidal skeleton as previ-
ously observed by our group. The high antiandrogenic activity of the epoxy compound 16 is probably the result
of the ring opening of the oxiran ring with the nucleophilic part of the enzyme 5Sa-reductase thus leading to a

stable adduct with concomitant deactivation of this enzyme

Key words  flank organ; seminal vesicle; So-reduction; testosterone conversion; C-16 substituent

The androgen metabolism of human prostate is regulated
by a vatiety of androgen metabolizing enzymes ' Among
those. the Sor-reductase enzyme possesses the highest poten-
tial activity? It converts testosterone (T} 1 (Fig. 1} into the
more potent androgen dihydrotestosterone (DHT) 2.3 Thus
Sa-reductase dictates the cellular availability of DHIT and
consequently the androgen responsiveness of the human
prostate  As a result of this, several new clinically useful in-
hibitors for the treatment of benign prostatic hyperplasia and
male pattern baldness were developed shortly after the dis-
covery of the enzyme So-reductase

Recently several new inhibitors of Sa-reductase were de-

scribed as potential clinical candidates for the treatment of

benign prostatic hyperplasia. These compounds (Fig 1) in-
clude finasteride 3, epristeride 4, cyproterone acetate 5,”
BOMT 6¥ and FCE 282607 7% Einasteride 3 inhibits the

conversion of T 1 to DHT 2 in epithelium and stroma of

human benign prostatic hyperplasia ' This steroid has a
greater affinity for 5a-reductase type 2 than for the type 1
enzyme,'" both present in the human prostate ' The type 2
isozyme, is the dominant form in genital tissue, however, the
exact physiological roles of these enzymes has yet to be fully
elucidated

In this study we evaluated the following new steroidal
compounds as Sc-reductase inhibitors: 15—19 (Figs 2, 3).
The pharmacological evaluation was determined in flank or-
gans, seminal vestcles and the effect of the new steroidal
compounds on the in vitro metabolism of [*H]T to [*H]DHT
in seminal vesicle homogenates of gonadectomized male
hamsters. '

Flank organs are pilosebaceous structures androgen depen-
dent. [n males. these glands measure 8 mm and shrink upon
castration,® ' until they look as those of females: however
daily injections of 1 or 2 restores their original size.'*—'®
The presence of So-reductase in flank organs as well the in-

* To whom correspondence should be addressed  e-mail: eugene@servidor unam mx

hibition of this enzyme by finasteride has been demonstrated
several vears ago.' '~ Many steroidal and non steroidal
compounds have been evaluated as antiandrogens using the
flank organs as a mede] '®

Seminal vesicles are male accessory glands that are also
androgen dependent These organs atre capable of reducing 1
to 2 in both intact and gonadectomized animals and have also
been used for evaluation of steroidal and non-steroidal com-
pounds as antiandrogens *'”

Chemist1y

Synthesis of Steroids 15—19  Steroids 15—19 were pre-
pared from the commercially available |6-dehydropreg-
nenolone acetate 8. Epoxidation of the double bond at C-16
in 8 with hydrogen peroxide and sedium hydroxide afforded
the epoxy derivative 9 (Fig 2} Acetylation of 9 in the usual
manner yielded the acetoxy compound 10. The protection of
the carbonyl group in 10 was effected with ethylene glycol,
trimethyl orthoformate and p-toluenesulfonic acid (PTS).
The resulting dioxolane derivative 11 was allowed to reflux
with methylmagnesium chloride in tetrahydrofuran (THE);
this reaction afforded the 16-methyl substituted dioxolane de-
tivative 12 (Fig. 2) Hydrolysis of the dioxolane ring in 12 to
recover the carbonyl moiety was cartied out with PTS in ace-
tone thus forming the carbonyl derivative 13 The oxidation
of the hydroxyl group at C-3 in 13 was effected with lithium
carbonate, lithium bromide and bromine in N, N-dimethyIfor-
mamide (DMF) thus affording the 4,6-diene-3,20-dione moi-
ety 14, Esterification of the hydroxyl group in 14 with triflu-
oroacetic anhydride and valeric acid yielded the desired
valeroyloxy derivative 3.

Treatment of 13 with 2,3-dichloro-5 6-dicyanobenzo-
quinone (DDQ) in dioxan (Fig 3) afforded the triene~dione
compound 18, which upon esterification with valeric acid
yielded the ester 19

© 2002 Pharmaceutical Society of Japan
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Fig 2 Synthesis of New Steroids

The epoxidation of the double bond at C-6 in 15 (Fig. 3) Biological Activity
was cairied out with m-chloroperbenzoic acid in chloroform The biological activity of stercids 15—19 was determined
The resulting epoxy compound 16 was treated with hydro-  in gonadectomized male hamsters divided in several groups
bromic acid in acetic acid to give the desired 6-bromo deriva-  The animals in the control group were injected with the vehi-
tive 17 cle (sesame oil); in the other groups the hamsters were
treated with 1'” a combination of T with finasteride 3 or T
with the new steroids. After 6d of teatment, the animals
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Fig 3 Synthesis of New Steroids

Table 1 The Diameter of Flank Organs and the Weight of Seminal Vesi-
cles Were Measured from Animals That Received sc Treatments of C-16
Substituted Steroids

Diaméter of the  Weight of seminal

Treatment

pigmented spot vesicles
(mg) (om) (mg)

Control 2752005 17745307
T 02 425050 31783301
T+3 02 300002 2160027 8
T-+15 02 300000 265 15304
T+16 02 200000 208 75x24 5
T+17 02 3002050 246 00£49.1
T+18 02 3000350 231252352
1+19 02 1802050 202 00x30.1

The results are given mean=standard deviation

were anesthesized with ether and sacrificed

Flank Organs The diameter of the pigmented spot on
the flank organs of the control animals (vehicle treated), T 1,
finasteride 3 and with the new steroids treated animals is
shown in Table 1 T significantly increased { p<<0.035) the di-
ameter of the pigmented spot (4 25 mm) whereas finasteride
decreased it (p<<0.005) (3mm). The new steroids 15—19
decreased the diameter of the pigmented spot as compared to
T, thus suggesting an inhibitory effect on the enzyme 5a-re-
ductase and also the presence of an antiandrogenic effect.
The most effective ‘compound in this model was steroid 19
which reduced the diameter of the pigmented spot on the
flank organs to 1. 8 mm

Seminal Vesicles After castration, the weight of the
seminal vesicles of the male hamsters significantly decreased
(p<< 05) as compared to that of the normal glands. Treatment
with vehicle alone {control) did not change this condition
whereas subcutaneous injection of 200 ug of 1 for 6 d signifi-
cantly increased (p<<0 05) the weight of the seminal vesicles
in castrated male hamsters (317 mg) (Table 1). When 1 and
finasteride 3 were injected together, the weight of the seminal
vesicles decreased (216 mg) The injection of steroids 15—
19 together with T decreased (p<0.005) the weight of the
seminal vesicles as compared to the T treated hamsters thus
suggesting an inhibitory effect on 5a-reductase enzyme type

pmol of DHT/g of proteinfhour
»

¢ T 3 15 16 17 B 19

TREATMENT

Fig. 4. Effect of Different Synthetic Steroids on in Fitro Conversion of
(H]T to ["H]DHT in Castrated Male Hamster Flank Crgans

2. The most effective compound showing the highest in-
hibitory effect for Sa-reductase enzyme was stercid 19 hav-
ing the lowest value of the weight of the seminal vesicles
(202 mg) ¥ [n the flank organs, both types of S¢-reductase
enzyme are present, however the type 1| enzyme predomi-
nates On the other hand, in the seminal vesicles the predomi-
nant enzyme is type 2 and therefore it is not possible to com-
pare rigorously both experiments.

Conaversion of T to DHT Since the weight of the semi-
nal vesicles depends on the S¢e-reduced androgens,' it was
important to determine the effect of the new steroids 15—19
on the conversion of 1 to 2 in vitro metabolism of [*H]T to
[*H]DHT in seminal vesicles homogenates of castrated male
hamsters.

The extracts from castrated male hamster seminal vesicles
were subjected to TLC analysis. The zone corresponding to
the 2 standard (Rf value 0.34) of ecach experimental chro-
matogram was ¢luted and the radicactivity determined The
tesults obtained from two separate experiments, performed
in duplicate (Fig 4) demonstrated a significant difference
(p<<005) between the conversion of [*HIT to [PHJDHT in
the T plus finasteride 3-treated animals expressed as pmol of
DHI/g of protein/h, thus indicating that finasteride 3 is a

-~
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good inhibitor for the conversion of T 1 to DHT 2 at pH 6

The effect of different steroidal structures on the rate of

DHT formation is given in ¥Fig. 4 Compounds 15 and 17
showed a higher in-vitro conversion of 1 to 2 (p<<0.03) than
the other steroids On the other hand, compounds 16. 18 and
19 exhibited a lower DHT conversion than the 1 plus finas-
teride 3 treated animals thus showing a high So-reductase in-
hibitory activity.

Discussion :

This study reports the Sa-reductase inhibitory effect of
163-methyl substituted-4,6-pregnadiene-3.20-dione  deriva-
tive 15, a 6,7-epoxy-16f-methyl substituted 4-ene-3,20-
dione derivative 16, a 6-bromo-16S-methyl-17-valeroyl-
oxypregnadiene-3,20-dione compound 17 and the uiene~
dienone detivatives 18 and 19

As can be seen in Table | (diameter of the pigmented spot
on the flank organs), finasteride decreases the diameter of the
spot (3mm) and thus shows a high inhibitoty effect for the
enzyme Soereductase type 2, a fact previously reported by
other authors '* Furthermore, this compound has also been
shown to inhibit hair loss and improves hair growth '*%
These results could be related to the presence of So-reduc-
tase enzyme type 2 in the hair follicles as previously re-
ported 2 Compounds 15—19 decreased also the diameter of
the pigmented spot, and this fact indicates that these com-
pounds are also efficient inhibitors for the Sa-reductase en-
Zyme present in the flank organs. The triene-dione ester 19
exhibited the highest activity probably due to the presence of
the 3 double bonds and the C-17 ester group.

Table 1 also shows the S¢-reductase inhibitory effect of

steroids 15—19 related to the weight of the seminal vesicles
of castrated male hamsters treated with 1 and a combination
of 1 with finasteride 3 These data clearly indicate that com-
pounds 15—19 decreased the weight of the seminal vesicles
as compared to the T treated hamsters, thus showing an an-
tiandrogenic effect; steroids 16, 18 and 19 exhibited the high-
est activity The high antiandrogenic effect of 16, 18 and 19
could also involve inhibition of the synthesis and/or release
of pituitaty gonadotropins %2

Figure 4 shows the conversion of [PH]T to PHJDHT ex-
pressed as pmoles of protein per hour. In the control animals
(C) (vehicle treated), the weight of the seminal vesicles de-
creased after 15 d of castration thus showing the effect of or-
chidectomy

As can be seen from Fig. 4, the trienones 18 and 19 and
the epoxy compounds 16 showed a higher antiandrogenic ef-
fect than the corresponding dienones 14 and 15 * 72 Sev-
eral years ago, we carried out a theoretical computer assisted
study® with similar compounds The results from this study
indicated that the first step in the inhibition of the enzyme
So-reductase consists in the formation of an enzyme-antian-
drogen activated complex. In a subsequent step, the nucleo-
philic portion of the enzyme (amino group) attacks the con-
jugated double bond of the steroid in a Michael type addition
reaction to form an irreversible adduct This explain very
well the higher biclogical activity of the trienones 18 and 19
as compared to the dienones 14 and 15. The trienones havig
a more coplanar structure react faster with the nucleophilic
portion of the enzyme in a Michael type addition reaction
than the dienones

Vol 50 No 1

This hypothesis explains also the fact that 17c-acetoxy-
6-methylenepregn-4-ene-3 20-dione has much higher anti-
androgenic activity than the corresponding |7a-acetoxy
pregna-4,6-diene-3,20-dione, both compounds previously
synthesized by Petrow ™ The 6-methylene compound having
an exocyclic double bond can reacts much easier with the nu-
cleophilic part of the enzyme than the corresponding endo-
cyclic 4.6-dienone.

In the case of the active compound 16, it is aiso possible
that the nucleophilic portion of the enzyme reacts with the
electrophilic carbon C-7 of the oxiran ring with a subsequent
opening of the epoxy ring with the concomitant formation of
a stable steroid-enzyme adduct. As a result of this, the en-
zyme So-reductase is inhibited; this reaction explains the
high pharmacological activity of the epoxy compound 16

At the present time, we are synthesizing several new exo-
cyclic and endocyclic dienones and trienones with the pur-
pose of clarifying this hypothesis. The intermediates 9—14
as well as starting material 8 showed a low pharmacological
activity.

Experimental

Chemical and Radieactive Material Solvent were laboratory grade or
better Melting points were determined on a Fisher John's melting point ap-
paratus and are uncorrected 'H- and *C-NMR spectea were taken on Varian
Gemini 200 and VRX-300 spectrometers respectively. Chemical shifis are
given in ppin relative 1o that of Me,Si (=20} in CDC; The abbreviations of
signal patterns are as follows: s, singfet; d doublet; t. triplet; m, multiplet
High resolution mass spectra were recorded on a HP5985-B spectrometer.
IR spectra were recorded on a Perkin Elmer 549-B and the UV spectraon a

Perkin Eimer 200s spectrometers. Finasteride was obtained from the com-

mercially available Proscar, The tablets were crushed, extracted with chloro-
form and the solvent was climinated in vacuum; the crude product was puri-
fied by silica gel column chromatography

(12,6.7°H) T ([*HJT. specific activity: 95 Ci/mmol} was provided by New
England Nuclear Co (Boston MA US.A.) Radioinert T and So-DHT wete
supplied by Steraloids (Wilton NH US A ) Sigma Chemical Co supplied
NADPH™, :

Apimais and Fissues Adult male Syrian Golden hamsters (150-—200 g)
were obtained from the Metropolitan University-Xochimilco of Mexico. The
animals were kept in a room with controlled temperature (22 °C) and light—
dark periods of LZh Food and water were provided ad fibitum

Gonadectomies were performed under light ether anesthesia 30d before
treatments. Animals were sacrificed by ether anesthesia The seminal vesi-
¢les were immediately removed, blotted and weighed prior to their use. Tis-
sues used in the metabolic experiment were homogenized with a tissue ho-
mogenizer (model 985-370; variable speed 5000—30000rpm. Biospec
Produgcts [nc )

Flank Organ Test The flank crgan test was performed as previously re-
ported '® The effect of the new steroids on the flank organs of male ham-
sters, which were gonadectomized 30d before the experiments was deter-
mined on § groups of 4 animals/experiment. selected at random

Daily subcutancous injections of 200 ttg of the steroids 15-—19 dissolved
in 200 2! of sesame oil were administered for 6 d together with 200 prg of T.
Three groups of animals were kept as control, one was injected with 200 ul
of sesame oil the second with 200 ug of T for 6d and the third with T plus
finasteride  After this treatment, the animals were sacrificed by ether anes-
thesia Both flank organs of the animals were shaven and the diameter of the
pigmented spot was measured The results were analyzed using one way of
variance with Epistat software

Seminal Vesicles Test The effect of the synthesized steroids on the sem-
inal vesicles from castrated male hamsters was determined After the sacr-
fice, the seminal vesicles were dissected out and weighed on a balance. Two
separate experiments were performed for cach group of steroid-treated ani-
mals The results were analyzed using one way of variance with Epistat soft-
ware

In Vitro Metabolic Studies with Seminal Vesicles Homogenates from
male hamsters seminal vesicles (around 29 mg of protein) were prepared
from castrated adult male animals using Krebs—Ringer buffer solution at pH
of 6 Tissue preparations were incubated'?' in duplicate with 2 3 uC {"H]T in
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the presence of 1mm NADPH™ 8.7 um of finasteride 3 and compounds
15—19 in a Dubnoff metabolic incubator at 37 °C for 60 min in the presence
of air The final incubation volume was 3mi Incubations without tissues
were used as controls [neubation was terminated by addition of dichlore-
methane and the PHlsteroid was extracted (4X) using 3 vol of dichloro-
methane. The protein content of the homogenates was determined by the
Bradford's dye-binding method™ using bovine serum albumin (BSA) as the
standard.

The isolated compound was purified with steroid carriers (T, DHT) in a
thin-layer chromatographic system (chloroform—acetone. 9:1) The non-ra-
dicactive steroid carriers were located by uliraviolet lamp (254 nm) and by
spraying with phosphomolybdic acid reagent 8% in methanol followed by
heating The region containing DHT was scraped off the TLC plate. eluted
with methanol and the solvent evaporated under N, atmosphere The extract
was resuspended in 1 ml of methanol and aliquots were taken 10 determine
the radioactivity in a Packard 3255 liguid scimiltation spectrometer. using
Ultima Gold (Packard Downers Grove, [L, U.8 A) as the ¢counting sotution
The counting efficiency of *H was 47% The loss of radicactivity during the
procedure was calculated in agreement with the results obtained from con-
trol experiment without tissue The formation of DHT was calculated and
expresses as pmol of DH /g proteinvh.

Synthesis of the Steroidal Compounds The synthesis of the intermedi-
ates 9—14 (Fig 2) is given in refs. 23 and 24 The prepatation of the new
compounds 15—19 is briefly described below.

16-Methyl-17 ¢-valeroyloxypregna-4,6-diene-3,20-dione 15 A soluw:
tion comaining steroid 14 (1 g 2 82 mmoly. PTS (10mg) trifluoroacetic an-
hydride (8 92g. 42 48 mmol) and valeric acid (1 41g, 13.79mmol) was
stirred for | 5h at room temperature (nitrogen atmosphere} The reaction
mixture was neutralized with an agueous sodium bicarbonate solution to a
pH of 7 and diluted with chloreform (10 ml}) The organic phase was sepa-
rated and dried over anhydrous sodium sulfate. the solvent was eliminated in
vacuum and the crude product was purified by silica gel columr chromatog-
raphy Hexane—ethyl acetate (8:2) eluted 0 84 g, 1.97 mmol (70%) of pure
product 15. mp 147—149°C. UV (nm}: 283 (£=23200). IR (KBr) cm™":
1726, 1710, 1665, 1618 'H-NMR (CDCly) &: 087 (3H, s), 0.95 (3H. ¢,
J=4Hz), 1 10 (3H.s5), 1.37 3H, & /=6Hz) 166 (4H m}, 199 (3H, s).
2.44 (2H, t, J=3Hz), 6.21 (2H, dd, /=4 Hz J,=2Hz), 6 28 (1H, s). "C-
NMR (CDCLy) 3: 15.0 (CH, at C-16), 16 3 (C-18), 19 9 (C-19) 22 2 (C-21).
1241 (C-4) 1283 (C-6). 141 2 (C-7), 163 3 (C-5) 173 3 (ester carbonyl).
200.3 (C-3), 204 6 (C-20). MS {m/z): 426 (M™)

(6R,75)-Epoxy-16 f-methyl-17 a-valeroyloxypregn-4-ene-3,20-dione 16
A solution of steroid 15 {(1g, 235mmol} and m-chloroperbenzoic acid
(1 5g, 8 69 mmol) in chloroform (40 ml} was allowed to reflux for 4h The
reaction mixture was neutralized with an aquecus sodium bicarbonate solu-
tion to pH of 7 The organic phase was separated and dried over anhiydrous
sodium sulfate; the solvent was eliminated in vacuum and the crude product
was purified by silica gel column chromatography Hexane—ethyl acetate
(7:3) eluted 073 g, 1 65 mmol (70%) of the pure product 16, mp [58—
160°C. UV {nm): 240 (e=14800). IR (KBr) cm™': 1728, 1706, 1678 'H.
NMR (CDCl,) 8: 071 (3H, 5), 0.99 (3H t, J=4 Hz) 112 (3H s5). 1.40 (3H
d /=5Hz), 156 (4H, m), 1.93 (3H, s), 2.37 (2H, t, J=3Hz), 3 38 (1H dd4,
f,=4Hz, J,=3Hz) 344 (I1H, d /=4Hz}. 6,17 (LH, 5) "C-NMR (CDCl,)
& 154 (CH, at C-16), 173 (C-18), 20.0 (C-19), 28 5 (C-21). 62 2 (C-6)
723 (C-T. 131.8 (C-4). 162.2 (C-5). 175.2 (ester carbonyl). 199 8 (C-3)
205 3 (C-20). MS (miz): 443 (M*)

6-Bromo-165-methyl-17a-valeroyloxypregna-4,6-diene-3,20-dione 17
A solution of steroid 16 (1g, 2 26 mmol) and hydrobromic acid (4 16ml
48%) in acetic anhydride (6 6 ml) was stirred at room temperature for 24 h
To the reaction mixture was added ice and the precipitated product was fil-
tered off: it was purified by silica gel column chromatography Hexane-—ethyl
acetate (7:3) efuted 0.81 g, 1 60mmol (71%) of the pure product 17 mp
170—172°C. UV (pm): 285 (£=22900). IR (KBr)em™"; 1726, 1702. 1679,
590 'H-NMR (CDC1,) &: 0.78 (3H, ). 0.9 (3H t /=4Hz), 10 (3H,s}, | 3
(3H.d /=6Hz) 1.6 {(4H m) 19 (3H. s5) 24 (2H, t, J=4Hz) 6.3 (1H s)
6.6 (1H m). "C-NMR (CDC1,) &: 15 § (C-18), 16 5 (CH, at C-16) 192 (C-
19). 28 5 (C-21). 127.5(C-4), 147 5 (C-7) 159.6 (C-6), 161.8 (C.5) 1756
{ester carbonyl). 199.6 (C-3), 202 6 (C-20) MS (miz): 505 (M™)

178-Hydroxy-16c-methylpregna-1,4,6-triene-3,20-dione 18 A solu-
tion of steroid 13 (1 g, 2 82 mmol) and DDQ (2 2 g) in dioxan (50 mi) was
allowed to reflux for 4d Upon cooling, the precipitated 2 3-dichloro-5 6-di-
cyanohydroquinone was filtered off. To the filtrate was added 3% aqueous
sodium hydroxide solution (100 ml) and chloroform (100 mil); the mixture
was stirred for Smin The organic phase was washed 3 times with 3% aque-
ous sodium hydroxide sofution and water It was dried over anhydrous

sodium sulfate and the solvent removed in vacuum The crude product was
purified by silica gel column chromatography. Hexane—cthyl acetate (6:4)
eluted 640mg 1 88 mmol {65%) of the pure product 18. mp t98—200°C.
UV (om): 222, 255, 298 (£=14900. 12700, 17900 respectively) 1R (KBr)
em™': 3387 1705 1656, 1602. 'H-NMR (CDCly) 8: 0 78 (3H s). .1 (3H,
s}, 13 (3H. d, /=4 Hz). 20 (3H. 5). 60 (1H ). 62 (1H & ./J=2Hz) 64
(IH, d J=3Hz). 66 (1H d J=3Hz} 71 (1H d J=2Hz). “C-NMR
(CDCL,) 6. 15.0(C-18), 16 2 (CH; at C-16) 20.5 (C-19) 26 5(C-21) 782
(C-17) 186.2 (C-3), 2170 (C-20} MS (m/2): 340 (M)

163-Methyl-17@-valeroyloxypregna-1.4 6-triene-3,20-dione 19 A so-
lution containing steroid 18 {1g, 2 94mmol) PTS acid (10myg) trifluo-
roacetic anhydride (8392g. 42 48 mmol) and valeric acid (14tg, 1379
mmol) was stirred for 1 5h at room temperature (nitrogen atmosphere) The
reaction mixture was neutralized with an aqueous sodium bicarbonate solu-
tion to a pH of 7 and dituted with ¢hloroform (10ml) The organic phase
was separated and dried over anhydrous sodium sulfate; the solvent was
eliminated in vacuum The crude product was purified by silica gel column
chromatography Hexane—cthyl acetate (8:2) eluted 840mg, 2 03 mmol
(69%) of the pure product 19 mp [149—1t49°C. UV (nm): 221, 255, 300
(e=14600. 12400, 17300 respectively} [R (KBr) em™: 1720 1707 1664
1604. 'H-NMR (CDCL) 8: 08 3H, s} 1.O0(4H my 13 (3H. 5) 1L5¢3H d
J=4Hz) 1 7 (3H,t, /=4Hz) 20 (3H s) 23 (2H 1, J=3Hz). 6.1 ({H. 5)
62 (IH, & /=2Hz) 64 (tH. d J=3Hz). 66 (1H. d J=3Hz). 71 (1H, ¢
J=2Hz). PC-NMR (CDCL,) & 157 (CH, at C-16) 17.6 (C-18) 206 (C-
19} 83.9 (C-17), 165 3 (C-5) 172 6 (ester carbonyl). 182 2(C.3) 211 6 (C-
20y MS (miz). 424 (M)
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