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RESUNEN

Primera parte

Se realizé6 la sintesis de cinco ésteres de tipo diendiona: 17a-benzoiloxi, 17u-p-
fluoro-benzoiloxi, 17a-p-cloro-benzoiloxi, 17c-p-bromo-benzoiloxi y 17a-(p-
metil-benzoiloxi)-16B-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona y cinco de tipo
triendiona: 17a-benzoiloxi, 17a-p-fluoro-benzoiloxi, 17u-p-cloro-benzoiloxi,
17oe-p-bromo-benzoiloxi Y 17a—(p-metii—benzoiioxi)-1 6p-metil-1,4,6-pregnatrien-
3,20-diona. Todos ellos fueron evaluados en un experimento /n vitro en
vesiculas seminales de hamsters machos castrados para determinar su posible
actividad inhibitoria sobre la enzima Ba-reductasa, usando’ como testigo a
finasteride ql.ie es el medicamento disponible comercialmente. Los resultados
muestran que las triendionas son mas activas que las diendionas, ya que son
mas coplanares y reaccionan mas rapido con la porcién nucleofilica de ia
enzima. Las triendionas 17o-benzoiloxi, 17a-p-cloro-benzoiloxi y 17oc—(p—métii—
benzoiloxi)-16p-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona inhiben en mayor
proporcion a la eniima en comparaciéon a finasteride. Esta parte del trabajo de
investigacién fue aceptada para su publicacion en Mini Reviews in Medicinal

Chemistry.

Sequnda parte

Se sintetizaron los siguientes compuestos de tipo 6-metilen: 17a-{4-ciclohexil}-
.. butiroxi, 17a-(3-ciclohexil)-propionoxi, 170-{2-ciclohexil})-acetoxi, 170-(3~
ciclopentil)-propionoxi, 17a-{p-bromo}-benzoiloxi, 17a-{p-metil)-benzoiloxi v
170-hidroxi-6-metilen-4-pregnen-3,20-diona, los cuales fueron evaluados en
comparacion a finasteride, en la fraccion membranal de préstata de hamsters,
para determinar la posible inhibicién al 50% sobre la enzima ba-reductasa. El
compuesto 17a-hidroxi-6-metilen-4-pregnen-3,20-diona es el mejor de todos,

pues su valor de L.C.5, =19 nM, es muy cercano al de fina%teride 1.C.;, =10
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nM. Le siguen en efectividad inhibitoria los ésteres aromaéticos y después los

alifaticos.

Tercera parte:

En esta ultima parte se desarrolld la sintesis de tres ésteres de tipo aromatico:
17a-benzoiloxi, 170-p-metil-benzoiloxi y.. 17a-p-fluoro-benzoiloxi-4-bromo-4-
pregnen-3,20-diona. Este ultimo compuesto fue evaluado biolégicamente para
determinar la actividad inhibitoria sobre la enzima ba-reductasa localizada en
cultivos de Pernicillium crustosum y en la fraccién membranal de. préstata de
hamsters. Los resultados del primer modelo bioldgico indican que el ester
fluorado (Ki=12.6£2.5nM a una concentracién de 60uM) presenta 'rhayor
afinidad por la enzima en comparacion a finasterida (Ki=1.54 £0.25uM a una
concentracién de 60 uM). Ademads presenta inhibicién competitiva en dos
diferentes concentraciones 20 y 60 uM e inhibicidén no competitiva en la
concentracion de 40 pM. Sin embargo_ en la fraccion membranal, el ester
fluorado es el qu'e.presenta menor inhibicién de la enzima, los valores de [.C.g,
son los siguient'es: 17u-benzoiloxi (100 uM), 17a-p-metil-benzoiloxi {(114uM) y
17oc—p-fluoro-benzoiloxi {0.28mM). O‘tro objefivo aparte de la sintesis de los
ésteres antes mencionados, es la posibie sustitucion de los modelos biolé_gicos, '
porque el modelo anima.l (hamsters}, implica el sacrificio de muchos animales.
Los resultados obtenidos en la presente inVestigacién aceptada para su

. publicacién en Steroids no avalan dicha sustitucién.



ABSTRACT

The objective of this study was synthesize new pregnane derivatives and
evaluate them as ba-reductase inhib.itors. From the commercially available 16- |
dehydropregnenoclone adetate, nine new substituted benzéy!oxy steroidal
compounds were synthesized: 16f3-methylpregna-4,6-diene-3,20-diones
derivatives (14b-e) and 16B-methylpregna-1,4,6-triene-3,20-diones. (ba-e).
These compounds were tested on in vitro metabolism of [*HIT to [*HIDHT in
semihaf vesicles homogenates of gonadectomized male hamsters. All trienones
(5a-e} showed consistently a higher Ba-reductase inhibitory activity than the
corresponding dienones {14hb-e), because the trienones having a more coplanar
structure react faster with the enzyme 5ua-reductase and the compounds ba,
~8d and Bd inhibited more effectively the DHT synthesis than the control
sample finasteride,

In another experiment using 17a-acetoxy-progesterone as the starting material
. we synthesized seven new steroidal der_ivatives 6-methylenepreg-4-ene-3,20-
diones {6a-f and 19). These compounds were evaluated in membranal portions
of prostate hamsters; this method determined their inhibitory concentration at
50 % on the ba-reductase enzyme. The ICg, of the compound 19 (19 nm) is
comparable to that of finasteride {10 nm).

From 17a~acetoxy-progesterone there were synthesized also three new p-
,Substituted benzoy[bxy steroidal - compounds: 4-bromo-{p-
methylbenzoyloxy)(23a), 4-bromo-benzoyloxy(23b) and  4-bromo-{p-
ﬂuorob'enzoyloxy)(230)-4—pregnene-3,20-di0nes. Compound 23c was evaluated
in two biologic models: ICgs assay and evaluation in F. crustosum brots.
Derivative 23c showed a |C;, value of 0.28mM; in the P. crustosum model it
gave a value of K/ 12.6 +2.5 nM whereas the control finasteride exhibited a
value of Ki 1.54+0.25 pM (apparentle 23c¢ showed a much higher

antiandrogenic activity than finasteride).
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GENERALIDADES

La préstata se localiza en la pelvis, ébajo de la vejiga y rodea la porcién
superior de la uretra. Debido a esto, cualqu.ier afeccion de la misma obstruye el
flujo de la orina causando que la miccién se torne dificil y dolorosa. También
puede afectar a la vejiga, los uréteres y los rifiones a tal grado que puede

causar necrosis renal.‘

La préostata participa pasivamente en el proceso de la miccién controlando la
velocidad & la cual la orina fluye desde la vejiga hasta la ‘uretra. Participa
activamente en la actividad sexual produciendo una sécrecién blanquecina que
es vertida en la uretra durante la eyaculacién. Esta secrecién glandular ayuda a
la movilidad del esperma a través de la uretra y constituye una tercera parte

del fluido seminat.’ ?

Dos de las principales enfermedades de la préstata son el cdncer de préstata y
la Hiperplasia Prostatica Benigna { BPH ), esta dltima se caracteriza por el
incremento anormal de la glandula con la formacién de nddulos voluminosos

bien delimitados.?®

El cancer de préstata es el mas cominmente diagnosticado en la poblacién
varonil de los Estados Unidos de América y es la segunda causa de mortalidad
entre todos los tipos de céncer. La Sociedad Norteamericana de Cancer ha
estimado que se presentaran 200,000 nuevos casos de este cancer en
Norteamérica y_.que ocurrirdn aproximadamente 38,000 decesos a causa de él.

en los préximos dos afios® 3

La deteccidn oportuna del cancer de prdstata y de la hiperplasia prostética
benigna -es dificil de realizar, porque algunos de sus sintomas pueden ser

causados por otras enfermedades o estédn consideradas como propias y



caracteristicas de la edad avanzada. Otro gran problema de este céancer es que
en ocasiones no presenta sintomas, incluso teniendo desarrollada la
enfermedad durante varios afios. Lo anterior distingue a este mal, sobre todo si
se le compara con el cancer de mama vy el cancer testicular, en los cuales ia
auto exploracion es muy importante en la deteccién temprana d.e la

enfermedad *.

También existen varios factores de riesgo del céancer de préstata como los

siguientes: historia clinica familiar,® raza,® tabaquismo,”'® dieta alimenticia'"'®

17-19 .

y edad avanzada.

Los métodos disponibles en la actua.lidad para el tratamiento del céancer de
préstata son: prostatectomia, orquiectomia bilateral, tratamientos con laser
como el ILC (I'ntertitiél Laser Coagulation), terapias con microondas como
TUMT (T[jansurethral Microwave Therapy of the Prostate} y las terapias
hormo.nales gue incluyen compuestos esteroidales y no esteroidales que actuan

como inhibidores de la enzima bo-reductasa o como antiandrégenos.> %°

Estos Gltimos también estan considerados como un medicamento potencial
para el fratamiento de enfermedades dependientes o causadas por andrégenos

como son: seborrea, alopecia y pubertad precoz,?’

T CON
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ANTECEDENTES

Los andrégenos son compuestos esteroidales responsables de las
caracteristicas sexuales primarias y secundarias en los varones, ademas tienen
actividad anabdlica que causa la aceleracion del crecimiento esquelético,
incremento en la masa muscular, asi como el metabolismo de la grasa
subcutanea. La testosterona 1 es el andrégeno prédominante en el varén y se
produce principalmente (85 %) en los testiculos. Su sintesis y liberacion se
inicia cuando el hipotalamo secreta la Hormona Liberadora de Gonadotropinas

{(HLG), su nombre especifico es Factor de Liberaciéon de la Hormona
Luteinizante , el cual estimula la secrecion de la Hormona Estimulante de las
células intersticiales {HSCI) y de la Hormona Foliculo Estimulante {HFS) en el
I_ébulo anterior de la Hipéfisis. Finalmente se produce 1 en los testiculos bajo la

influencia de HSCI y HFS por las células intersticiales de Leydig.’

El cancer de préstata y la hiperplasia prostética benigna estan relacionadas con
la transformacion de 1 a su metabolito secundario 2_ {5a-dihidrotestosterona)
en presencia de la enzima 5a-reductasa (EC 1.3.99.5). Esta enzima esté unida
a la membrana celular y es dependiente del NADPH para realizar la reduccién
irreversible de los esteroidés que posean una funcionalidad 4-en-3-oxo. En
particular actla sobre la testosterona 1 para produbir el compuesto reducido 2,
_el cual es un andrégeno mas potente que 1. Dos isoenzimas de 5o-reductasa,
denominadas ba-R1 y ba-R2, han sido c!onadas, expresadas y caracterizadas.
La isoenzima 50-R1 se localiza pr'incipalmente en las glandulas sebaceas de la
piet {incluyendo el cuero cabelludo) y en el higado, mientras que la ba-R2 se
localiza en la prostata, piel genital, foliculo capilar, vesiculas seminales,

20-23

epididimo e higado.



OH OH

S5a-reductasa
s —— -

1 Isoformas 1 yII
0] 0

NADPH NADlgr)

Mecanismo de accién de la enzima Sa-reductasa

Las patologias asociadas con la producciéon de 2 y la importancia relativa de las
dos isoenzimas han sido identificadas y clarificadas mediante el estudio de los .
efectos fisioldgicos ocasionados por la deficiencia genética de la enzima 5u-

_reductasa en varones.?

Los andrégenos constituyen una parfe importante en la fisiologia de hombres vy
mujeres. En el caso de las mujeres, cuando los andrégenos son secretados en
exceso ocasionan hirsutismo. {crecimiento excesivo del vello en todo el
cuerpo). Cuando el exceso sucede en los hombres, ocurren varias
enfermedades, por ejemplo, cuando se combinan con una susceptibilidad
genética, el paciente padece alopecia {pérdida anormal del cabello) y cuando se
combinan simultdneamente con mutaciones en los réceptores androgénicos se

T
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desarrolla el cancer de préstata. Por otra parte también se presenta el
crecimiento benigno de la préstata (hiperplasia prostatica benigna) que oprime
a la uretra ocasionando la disminucién de la velocidad de! flujo urinario. El
tratamiento farmacolégico de estas enfermedades indica la utilizacién .de
antiandrégenos {compuestos que bloguean el receptor androgénico) que
pueden impedir la unién de 1 y / 0 2 y el receptor androgénico; vy el uso de
inhibidores de Ia'enzima Sa-reductasa para disminuir la concentracién de 2 en
el plasma sanguineo. Incluso se ha pensado en la inhibicio’n selectiva, por
ejemplo en el caso del hirsutismo se recomienda la inhibicidn sobre la

isoenzima 5a-R1.%2 '

Los primeros antiandrégenos e inhibidores fueron disefiados y desarrollados a
partir de la modificacion de los anillos ‘A, B y D de esteroides de fuentes
naturales, aunque también hay de tipo no esteroidal. A continuaciéon se

muestran las estructuras de algunos de ellos.?**

Antiandrégenos de tipo
esteroidal y no esteroidal

,..--IOAC

Acetato de ciproterona ' Medrogesterona

75515 CON
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Bifluranol

NOz F

Flutamida Bicalutamida

A continuacién se muestran las estructuras de algunos inhibidores de la enzima

Sa-reductasa;?® 28

Dutasterida
( Merck ) | (Glaxo)

Finasterida



| A

_ : Turosterida
( Merck ) ( Pharmacia and Upjohn )

El desarrollo de agentes hormonales antiandrogénicos se ha incrementado
debido ‘a la gran aplicacién que han tenido en la terapia médica, pues se
utilizan en el tratamiento del cancer de préstata, hiperplasia prostatica benigna,
pubertad precoz en nifios, hirsutismo, alopecia , tratamiento del acné.”” Sin
embargo, a pesar de su gran aplicacion, su utilizacién esta restringida debido a
los efectos secundarios que pfesehtan, ‘como alteraciones hormonales,
retencidn de liquidos, efectos hepatotdxicos séveros y pérdida del deseo

-.sexual por mencionar algunos.®

Los aspectos positivos y negativos de los antiandrégenos representan un
~ estimulo en la blsqueda y sintesis de nuevos compuestos que optimicen las

ventajas y disminuyan los efectos secundarios de los antiandrégenos.



RELACION EMPIRICA

En el laboratorio del Dr. Eugene Bratoeff y bajo su direccidén se han sintetizado

varios compuestos, algunos de los cuales se muestran a continuacién.?%¢

Compuestos A-B30-1 | Compuestos C-D31
0 o
H“‘Y "\HOAC
0 0
Y = OH, OAc Y Y=ClBr
Compuestos E-F33 Compuestos G-H33

Estos compuestos han sido evaluados biolégicamente en los érganos flanco vy
_en las vesiculas seminales de hamsters machos castrados y han resultado ser
méas potentes en la inhibicién de la enzima ba-reductasa en comparacién a

Finasterida 3, que es el medicamento comercialmente disponible.?*?

Esto sirvié para establecer una relacién empirica entre la actividad inhibitoria de
un esteroide y su estructura. Considerando ésta relacién, se plantean a
continuacion los requerimientos estructurales para el disefic de nuevos

farmacos basados en la molécula de progesterona.?®®



REQUERIMIENTOS ESTRUCTURALES PARA LA ACTIVIDAD

_ INHIBITORIA
-0 : % 0 _ 0
4-en-3-ona : 4,6-dien-3-ona : .1,4,6-trien-3-ona
Br : Br '
6-bromo-4,6-dien-3-ona 4-bromo-4-en-3-ona
163 —fenil 163—metil
C

: ,...-\0 Y
\g/ - Es_ter
%

Y=alifatico o aromatico
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La presencia de ciertos grupos funcionales como: 4-en-3,20-diona 6 4,6-dien-
3,20—diona 6 1,4,6-trien-3,20-diona que le confiera coplanaridad a la molécula.
Un grupo éster 'voiuminosd y que en algunos casos posee un &tomo
electronegativ'o (para evitar la accién de la enzima 17,20-liasa).

Un grupo metilo 6 un grupo fenilo en C-16 con orientacidon  (para evitar la
reduccidn enzimatica del éster en C-17 y al mismo tiempo evitar la reduccién
del carbonilo en C-20}.

Un atomo de haldgeno en el grupo éster y / o en C-4 6 C-6.

Por otra parte, se han realizado estudios tedricos, los cuales demostraron que
el efecto antiandrogénico de los esteroides aumenta con el incremento del
momento dipolar de la molécula. Probablemente esto ocurra a través de una

interaccién dipolo-dipolo receptor-antiandrégeno.

Tomando en cuenta los requerimientos antes descritos para la actividad

inhibitoria, se establecié la siguiente:
HIPOTESIS

Si un derivado esteroidal posee varios de los requerimientos estructurales ,
entonces inhibird con mayor efectividad a la enzima ba-reductasa, en
_comparacién a Finasterida 3, que es el medicamento comercialmente

disponible.

TESIS CON
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OBJETIVOS

Para la sintesis de nuevos antiandrégenos e inhibidores de la enzima 5a-

reductasa, se pueden seguir dos rutas:

a).- Modificar la molécula de la testosterona 1, para eliminar efectos

androgénicos y anabdlicos de esta hormona y aumentar el efecto inhibidor.

b}.- Modificar la molécula de la progesterona para obtener un derivado esteroidal
con posible actividad antiandrogénica, debido a que la progesterona es un

antiandréogeno débil.

OH O

1 4

Testosterona Progesterona

Por lo tanto, para probar la hipdtesis antes enunciada se proponen los siguientes
objetivos: 7
1.- La sintesis de los compuestos 5 a-e , 6 a-f y_23 a-c los cuales se muestran

.en las siguientes figuras:

2.- Evaluar sobre la enzima Ba-reductasa la actividad inhibitoria de los
compuestos sintetizados tomando a finasterida 3 como referencia.

Inhibicion de la enzima tipo | de la enzima Sa-reductasa por estudios sobre piel de
hamsters machos castrados. Inhibicién de la enzima tipo 2 por andlisis de la
velocidad de formacion de DHT en vesiculas seminales de hamsters machos

castrados.

11



Primera Parte

O
““O/“_©%X
N
Sa-e
O
‘a:X=H hX=Me c:X=Br
d:X=Cl e:X=F
Segunda Parte X .
(0]
\\O\I.]/Y
O
6
O
. \/\/O _ @\BI
a .
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Tercera Parte

Br

a: X=CH3 b: X=H e¢: X=F

13



DISCUSION Y RESULTADOS

Discusién de la Primera parte. Compuestos 5 a-e
El primer objetivo planteado anteriormente se logré realizando el siguiente

diagrama de sintesis:

N J Ay
OFTM, HO OH

APTS
AcO

AcO

CH;MgBr
Cul, THF

Reflujo . O/W

APTS, acetona
—

HO

~ TESISCCN
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0
LOH
¢ WOH
Brz, LiBI‘, L12C03
. ——
HO 12  Diowmo,DMF 13

X=H, CH, Br, CL F

X X
(§]
\"“O
0 O
DDQ, reflujo
- 14 a-e
Dioxano o
aX=H b X=Clj c: X=Br & X=H b X=CH,; o X=Br
d: X=Cl e X=F & X=Cl e X=F

En la .sintesis de los compuestos 5 a-e, se utilizé corﬁb materia prima el acetato
“de 16-dehidropregnenclona 7, porque es comercialmente asequible v
principalmente porque posee los grupos funcionales necesarios para la conversion
en ocho etapas a los compuestos finales. La sintesis y su procedimiento ya han
sido explicados en detalle en algunas tesis y articulos realizados por el grupo de
trabajo del Dr. Eugene Bratoeff.?*® Por lo tanto en este trabajo se discutiran

solamente las reacciones que dan lugar a los productos finales.
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La siguiente etapa en el proceso de sintesis, es la esterificacién del compuesto
13, v para ello se realizé una revisién bibliografica de los diferentes métodos

descritos en la literatura quimica:

Algunos de los métodos descritos son: 1.-Anh1’d_ridos mixtos. 2.-Esteres
Activados. 3.-Acilacién con N-acilimidazoles. *®

En esta tesis, con la experiencia ya obtenida en nuestro grupo de trabajo,** * la
esterificaciéon del alcohol 13 se realizé con el método del anhidrido mixto,
formado mediante catélisis 4cida con anhidrido trifluoroacético y el acido
carboxilico arométi.co correspondiente obteniendo asi los ésteres 14 a-e , cuyos

rendimientos y propiedades espectroscopicas se describen a continuacion:

0
O

14 a-e

aX=H b X=CH; ¢ X=Br
d: X=Cl e X=F

16



Los espectros de IR de cada uno de los ésteres antes mencionadoé muestran la
ausencia de la banda correspondiente al grupo funcional alcohol y en cambio se
observa una banda intensa en 1711 ¢cm’' para carbonilo y la banda en 1287 cm’'
para el enlace C-O-C, caracteristicas para un éster. Por otra parte, los espectros

de UV muestran 2 méximos de absorcién, uno de ellos en la region de 232-242

nm vy el otro en 282 nm que corresponden a los siguientes grupos croméforos.

238 nm _ 282 nm

En los espectros.de RMN de 'H (Espectros IA-IVA} de los ésteres 14 a-e existen
desplazanﬁientos guimicos similares como los siguientes:

1.-Los metiloé en C-18, C-19 vy C;21 aparecen en 0.87, 1.16 y 2.0 ppm
respectivarﬁente como sefales simples que integran para tres hidréogenos cada
uno.

2.-En 1.0 ppm se observa una sefial doble {J=7.0 Hz) que integra para tres
protones y que se adjudica al metilo unido al C-16.

3.- En 6.14 ppm se muestra una sefial simple que integra para 2 protones y que
‘corresponden a los protones 6y 7.

4.- En 5.7 ppm se presenta una sefal simple que integra para 1 protdn y que se
adjudica al protén 4 |

Las diferencias residen en los protones del anillo aromatico, los cuales se

observan como un sistema A,B, y que se muestran en el siguiente diagrama:

TESISCON ]
FALLA DE ORIGEN | 1




8.1 ppm ' 8.0 ppm 8.1 ppm

O H s 0 H 0 H
H
S&OJ\C& o @ A
| 7.6
14a g PP 14b 2.45ppm ldc. Br
. H H
7.3 ppm 7.65 ppm

8.0 ppm
0 H O H 81ppm

“ O O
14d ol  14e ~F

H 75 ppm _ 7.1 ppm

Desplazamientos en RMN de 1H de
los éstercsl4a-e

Los espectros de Masas de los compuestos 14 a-e muestran que la pérdida del

ion oxonio produce el pico base.

X
Q
\\“O‘
+
I,
X=H, 14a, M+ 446 X=H, 105 m/z
X=CH;, 14b, M+ 460  X=CHs, 119 m/z
X=Br, 14c, MT +2: 526, M *: 524 - X=Br, 183, 185 m/z
=Cl, 14d, M * +2: 482, M *: 480 X=Cl, 139 m/z

X=F, 123 m/z
X=F, l4e, M. 464 -

Espectrometria de Masas de los compuestos 14a-¢
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Por otra parte, en los espectros (IB-IVB) de RMN de '°C de los ésteres 14 a-e, se

observa que los carbonilos en C-3 y C-20 aparecen a 199.3 y 204.2 ppm

respectivamente. Los carbonos vinilicos de las posiciones 4, 6 y 7 se observan

en 123.8, 128.1 y 140.1 'ppm respectivamente. Los metilos 18, 19 y 21 se

visualizan en 16.3, 19.7 y 20.3 ppm cada uno. El metilo que esta unido al

carbono 16 aparece en 15.0 ppm. El carbonilo del éster y el carbono 17 aparecen

en el intervalo de 165.8-167.0 ppm y 95.8-97.3 ppm respectivamente.

Los datos de RMN de 'H y de "*C de los compuestos 14 a-e, se condensa en las

Tablas 1 y 2 respectivamente.

Tabla No. 1 Resonancia Magnética Nuclear de ' H de los compuestos 14 a-e

14 a 14 b 14 ¢ 14 d 14 e
H Me Br Ci F

H-19 | 116 s, 3H | 1.16 5, 3H | 1.16 s, 3H | 1.16 s, 3H | 1.16 s, 3H
H-18 | 0.87 s,3H | 0.87 5, 3H | 0.86 s, 3H | 0.86 s, 3H | 0.86 s, 3H
H-21 | 20 s 34 | 2.0 s34 | 2.0 s 34 | 20 s, 3H | 2.0 s 3H.
H-16'| 1.0 d,7Hz | 1.0 d7Hz | 1.0 d,7Hz | 1.0 d,7 Hz | 1.0 d,7 Hz

3H 3H 3H 3H 3H
H-6,7| 6.14s, 2H | 6.14s, 2H | 6.12s, 2H | 6.125s, 2H | 6.12 s, 2H
H-4 5.7s, 1H 5.7s, 1H 57s 1H | 5.7 s, 1H | 5.7s, 1H
H-4' | 751m,2H | 7.27m, 2H | 7.65m, 2H | 7.48 m 2H | 7.1 m, 2H
H-3'| 81m 20 | 80m 21 | 8.0m 20 | 8.0m 2H | 8.1 m 2H
H5 | 7.6m 1H —
H- 6 2.45 s 3H
Espectro | Ref. 50-1 IA A NIA VA

Referencia TMS 300 MHz Disolvente CDCl; Desplazamientos en ppm
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a: X=H, b: X=Me, ¢: X=Br, d: X=Cl, ¢: X=F

Tabla No. 2 Resonancia Magnética Nuciear de

3C de los compuestos 14 a-e

14a 14b 14c - 14d 14e
H Me Br Cl F
c-3 199.3 s 199.4 s 199.3s | 1993 s 199.3 s
C-20 204..8 s 204.45 | 203.9s 204.1s { 204.0s
c-1 166.9 s 166.6 s 171.83s | 165.9s 165.9 s
C-4 123.8 d 123.8d | 123.8d | 123.8d 123.8 d
C-5 | 163.15s 163.2 s 163.0s | 163.1s 163.1 s
C-6 | 128.1s 128.2 s 128.2s | 128.1s 128.1 s
c-7 139.9d 140.3 d 140.0d | 140.1d 140.1 d
€C-2" | 1286s | 127.3s | 128.9s | 1286s | 1258s
C-5" | 133.6s 144.5s | 127.6s | 139.1s 167.4 s
C-18 16.3 c 16.4 ¢ 16.4 ¢ 16.4 ¢ 16.3 ¢
c-19 18.8 ¢ 19.8 ¢ 18.7 c 19.7 ¢ 19.7 ¢
Cc-21 20.3 ¢ 204 ¢c 20.2 ¢ 20.2¢c 20.3 ¢
C-16"| 14.7¢ 15.0 c 15.0¢c 15.0 ¢ 15.0¢c
C-6° ---- 21.7c
Espectro | Ref. 50-1 1B 1B HiB VB

Disolvente: CDCl,

Referencia: TMS
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El dltimo paso en la sintesis, consistié en la introduccién de una doble ligadura
“entre los carbonos 1 y 2 de los compuestos 14 é-e.l Se consulté la literatura para
revisar los métodos disponibles para realizar la introduccién del doble enlace y
estos son algunos de los métodos maés utilizados.5

1.- Deshidrogenacién con cloranilo en medio 'égido.

2.- Halogenaciéon-Deshidrohalogenacion.

3.- Deshidrogenacién con MnO,.

4.- Deshidrogenacién con DDQ.

5.- Deshidrogenacidén con SeQ,

El procedimiento experimental con clorénilo y medio acido no es conveniente,
-porque el sistema que se obtendria (1,4,6-trien-3-ona} podria experimentar una
transposicidn del tipo dienona-fenol. La halogenacién-deshidrohalogenacién podrl’é
halogenar al C-21 (posicién o al carbonilo en C-20), luego entonces no es
recomendable. Utilizando I\/In'O2 y SeQ, podrian ocurrir oxidaciones alilicas. Por lo
tanto la deshidrogenacién se realizé con DDQ, porque los antecedentes en la
literatura indican que la reaccién procede con éxito, ademas de gue es un
reactivo comercialmente asequible.®® Los productos asf obtenidos son los ésteres

5 a-e.

o

5 a-e

aX=H b X=CHj ¢ X=Br
d: X=Cl e X=F
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Los espectros de IR de estos compuestos muestran las bandas en 1713 y 1285
cm’ carabten’sticas para el grupo funcional éster, ademas se observa un.a sehal
en 1654 cm’' para el carbonilo o, B, v, o, o', B insaturado. Los espectros de UV
muestran 2 maximos de absorcién, uno de ellos en el rango de 230-248 nm v el

otro en 298 nm.

Por otra parte, el patréon de fragmentacién en los espectros de Masas de estos
compuestos, es idéntico al va explicado para las diendionas 14 a-e (pagina 18),
con la salvedad de que los compuestos b a-e presentan dos unidades menos de la

relacién m/z.

Los espectros de RMN de 'H {(Espectros VA-IXA} muestran los siguientes
desplazamientos qufmicos‘en comun: |

1.-Los metilos en C—18, C-19 y C-21 aparecen en 0.87, 1.16 y 2.0.ppm como
sefiales simples que integran para tres hidrégenos cada uno.

2.-En 1.0 ppm se ob.serva una sefial doble (J=7.0 Hz) que integra para tres
protones y que se adjudica al metilo unido al C-16.

3.- En 7.0 ppm una sefial doble (J=10.2 Hz) que integra para un hidrégeno y que
se asigna al proton 1.

4.- En 6.26 ppm se localiza una sefial multiple (J=7 y 10 Hz) que integra para
dos hidrégenos y que corresponden a los protones 2 y 4.

5.~ En 6.01 y 6.06 ppm se observan dos sefiales simples que integran cada una

para un hidrégeno y que se adjudican a los protones 6 y 7 respectivamente.
Los desplazamientos quimicos de los protones aromaticos de cada uno de los
diferentes ésteres son idénticos a los ya discutidos previamente para los ésteres

14 a-e. (pagina 18).

Los datos de RMN de 'H y de *C de los compuestos 5 a-e, se condensan en las

Tablas 3 y 4 respectivamente.
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Tabla No. 3  Resonancia Magnética Nuclear de ' H de los compuestos 5 a-e

5a 5 b B 5 d e
H Me " Br Ci F
H-1 | 7.07d,1H | 7.07d, 1H | 7.024, 1H 7.03d, 1H | 7.034d, 10
J=102Hz | J =10.2Hz | J=102Hz | J=10.2Hz | J = 10.2 Hz
H-2 | 6.26m, 2H | 6.26m, 2H | 6.26m, 2H | 6.26m, 2H | 6.26 m, 2H
H-4 | J=7,10Hz | J=7,10Hz | J=7,10Hz | J=7,10Hz | J=7,10Hz
H-6 | 601s 1H | 6.01s 1H | 6.01s, 1H 6.01s,1H | 6.01s, 1H
H_7 | 6.06s 1H | 6.05s, 1H | 6.04s, 1H 6.065 1H | 6.06s, 1H
H_18 | 0.87s, 3H | 0.88s 3H | 0.88s, 3H 0.89s, 34 | 0.89s, 3H
H-19 | 1.16s 3H | 1.16s 3H | 1.16s, 3H 1165, 34 | 1.165s, 3H
H_16' | 1.0d, 1H | 1.0d, 1H 1.0d, 1H 1.0d, 1H 1.0d, 1H
J=72Hz | J= 7.2 Hz =72Hz | J=7.2Hz | J=7.2H:
H-21 | 2.0s 3H | 2.0s, 3H 2.0s, 3H 2.0s, 3H 2.0s, 3H
H-3 | 81m, 20 | 8.0m 2H 80m, 2H | 8.0m, 2H 8.1 m, 2H
H-4 | 7.561m,3H | 7.27m, 2H | 7.65m, 2H | 7.49m, 2H | 7.1 m, 2H
H-& | 7.6m, 1H
H-6 2.45 s, 3H
Espectro VA VIA VIA VIIIA IXA

Referencia TMS 300 MHz

a: X=H, b: X=Me, c: X=Br, d: X=C}, e: X=F

Disolvente CDCI; Desplazamientos quimicos en ppm.
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Tabla No. 4 Resonancia Magnética Nuclear de™C

de los compuestos 5 a-e

5a 5b be bd e

H Me Br Cl F
C-1 |15242d| 152.6d | 152.4d | 152.44d | 152.6 d
C-2 | 128.7d | 129.4d | 129.0d | 129.0d | 128.3d
C-3 [186.21s] 186.25 | 186.21s| 186.3s | 186.2s
C-4 | 128.3d | 128.3d | 128.3d | 128.0d | 128.2d
C-5 | 162.0s | 162.1s | 162.0s | 162.0s | 162.0s
C-6 | 123.9d | 124.0d | 124.0d | 124.0d | 124.0d
C-7 | 1336d | 137.6d | 132.1d | 131.0d | 132.4d
€16 | 154c | 1546 | 1420 14.8 ¢ 15.1 ¢
C-18 | 188c | 188¢c | 187¢ 18.7 ¢ 18.7 ¢
C -19 19.8 ¢ 19.7¢ 19.7 ¢ 19.7 ¢ 19.7 ¢
C-20 | 204.1s | 204.3s | 206.3s | 203.9s | 204.0s
C-1 | 166.8s | 166.5s | 171.1s | 165.6s | 165.5s
“C-2 | 128.3s | 128.2s | 128.3s | 128.3s | 1283s
C-5 | 133.6d | 1445s | 127.9s | 137.1s | 167.8s

C-6 - | 21.4c
€C-21] 208c | 208c | 21.0¢ 21.0c 20.7 ¢

Espectro | VA VIA | VIIA VIIA IXA

Disclvente; CDCI; Referencia: TMS

Desplazamientos quimicos en ppm

Los ésteres 14 b-e y 5 a-e son nuevos y representan una aportacién al area de
los inhibidores de la enzima So-reductasa y fueron evaluados en un estudio
metabdlico in vitro con las vesiculas seminales de hamsters machos castrados y
asi se conocié el efecto del esteroide en la velocidad de formacién de

dihidrotestosterona 2,%*%* catalizada por la isoforma Il de la enzima 5a-reductasa

TESIS CON |
PALLA DE ORIGEN 24




Los resultados se muestran en el siguiente diagrama:

Diagrama No.1
Efecto de los esteroides en la conversién in vitro de

PHIT en [ *H] DHT en vesiculas seminales de hamsters machos castrados

160
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14b

1de Sa
Esteroide

|m Conversion —— Finasteride |

Conclusiones de la Primera parte:

En la grafica anterior se puede observar lo siguiente:

-Las triendionas 5 a, b, d y e disminuyeron en mayor medida la velocidad de
formacién .de DHT en comparacién a las diendionas 14 a, ¢, d y e.

-Las triendionas b a, b y d disminuyeron con mayor efectividad la velocidad de
formacién . de DHT que finasterida, esto Significa gue son inhibidores més

potentes que finasterida siendo el compuesto 5 b el mejor de ellos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de Infrarrojo se determinaron en el espectrofotémetro IR de
transformada de Fourier Perkin-Elmer modelo 1600. Las determinaciones se

realizaron en pelicula.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y *C se determinaron en
el aparato de RMN Varian VXR-300s, utilizando TIVIS. como referencia interna.
Las muestras se disolvieron en CDCl;. Los desplazamientos quimicos estan dados

en ppm. | ' b

Ef analisis por Espectrometria de Masas se realizé en un Espectrémetro de Masas
HP 5985-b CG/MS. por la técnica de :mpacto electrénico. Los valores se

expresan en relacmn m/z {masa / carga).
Los especiros de absorciéon en el Ultravioleta se realizaron en el
Espectrofotémetro UV-VIS Perkin-Elmer Hitachi modelo 200, utilizando metanol

como disolvente.

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

corregidos.

El-.compuesto final fue purificado por cromatografia en capa fina (C.C.F)

utilizando gel de silice Merck 7730, gel de silice 60 GF254 y gel de silice 60 G.
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Procedimiento experimental de la Primera parte.

Sintesis de 17a-benzoiloxi-16p-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona (14a-e).
Procedimiento general.- En un matraz bola de 50 ml se colocafon 5 mmoles de
anhidrido trifluoroacético, 5 mmoles del acido carboxilico correspondiente y 0.7
mmoles de &cido para-toluensulfénico; la mezcla de reaccién se agité durante 2
horas a temperatura ambiente. Posteriormente se adiciond 1 mmol del compuesto
13 y se agité'd’os horas més. A continuacién, la reaccién se neutralizé con una
disolucion de NaOH al 10% y se extrajo con cloroformo {3 X 20 ml ). La fase
organica se lavé con agua hasta pH neutro, se tratdé con sulfato de sodio anhidro,
se filtré y el disolvente se destilé. Los ésterés se purificaron por cromatografia en
capa fina con un sistema de elucién hexano-AcOEt 80:20.%% Los rendimientos de
cada éster, asi como sus caracteristicas fisicas y espectros.cépicas se localizan en

las Tablas No. 1-2 y b-7.

Tabla No. 5 Datos de IR y UV de los compuestos 14 a-e

X IR cm™ UV nm

14a |HO 2948, 1714, 1660, 1614, 1285, 1108, 764 |232, 282

14 b |[CH, 12947, 1711, 1664, 1617, 1287, 1140, 771 |243, 282

14 ¢ |Br 2943, 1716, 1661, 1616, 1288, 1101, 768 |250, 282

14d (Cl 2944, 1715, 1660, 1616, 1290, 1102, 760 |244, 282

14e |F 2944, 1710, 1659, 1613, 1287,1105, 756 {234, 282

Tabla No. 6 Puntos de fusion y rendimientos de los compuestos 14 a-e

X Pf°C Rendimiento
14a |H 155 - 157 38.0%
14 b |[CH, 195 - 197 46.4 %
14¢ |Br 115 - 119 35.0 %
14d Cl 165 - 168 43.1 %
14 e |F 200 - 202 |  40.1 %
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Tabla No. 7 Espectrometria de masas de los compuestos 14 a-e

X Espectrometria de Masas
14 a H5%1 446 M™ (18), 403 (20), 324 (22), 281 {40), 105 (100)
14b |CH, 460 M™ (10}, 417 (20}, 324 (12), 281 (40}, 119 {100}

14 ¢ {Br 524 M™* (16) 526 M* +2 (17), 481 (25), 483 (26), 324 (26), 281
(70}, 183 (99}, 185 (100)

14d |[ClI 480 M* (12) 482 M* +2 (5), 437 (15 ), 324 (20}, 281 (40), 139
(100)

14e |F 464 M* (20), 421 (40}, 324 (20), 281 (60), 242 (20), 123 (100)

Y

Sintesis de 16B-metil-1,4,6-pregnatrien-17a.-benzoiloxi-3,20-diona (ba-e).
Procedimiento general.- En un matraz de 100 ml de dos bocas, provisto con un
refrigerante en posicién de reflujo, se disolvié 1 mmol. de cada éster en 60 ml de
dioxano seco y se adicionaron 3 mmoles de 2,3-dicloro-5,8-dicianc-1,4-
benzoquinona (DDQ) eh tres partes (Tmmol X 3). La reaccidén se calenté a reflujo
dura_nte 16 horas y posteriormente se adicionaron 50 ml de una disolucién de
NaOH al 10 % y se exirajo con cloroformo (3 X 50 mi). La fase orgénica se.lavé
con agua hasta pH neutro, se traté con sulfato de sodio anhidro, se filtré y el
disolvente fue destilado. Los ésteres fueron purificados por cromatografia en

capa fina.*® Los rendimientos de cada éster y sus caracterisiicas fisicas vy

espectroscopicas se localizan en las Tablas No. 3~4 y 8-9.

Tabla No. 8 Datos de IR y UV de los compuestos b a-e

X IR cm’ UV nm

5a H | 2946, 1713, 1654, 1601,1285, 1107, 754 | 230, 295
5b | CH;| 2948, 1714, 1654, 1604, 1287, 1107, 754 | 242, 299
5¢ | Br | 2942, 1714, 1651, 1603, 1289, 1102, 762 | 248, 298
5d | Cl | 2944, 1715, 1652, 1604, 1290, 1091, 764 | 243, 298
5e F | 2946, 1714, 1652, 1603, 1287,1106, 756 | 229, 298
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Tabla No. 9 Puntos de fusién y rendimientos de los compuestos 5 a-e

X Pf°C | Rendimiento
5a |H 195 - 199 | 52.0 %
Eb |CH, | 186 -189 | 48.0 %
5¢c  |Br 126 - 129 | 46.0 %
5d |Cl 124 - 127 | 49.0 %
Be |F 1568 — 161 | 45.0 %

Evaluacién farmacolédgica

Para determinar la actividad-biolc’:gica de los esteroides, se realizd el estudio
metabdlico in vitro con las vesiculas seminales, asi se conocié el efecto del
esteroide en la velocidad de formacién de dihidrotestosterona 2.3 En este
bioensayo los esteroides a analizar se incubaron con homogenados de vesiculas
seminales (pH=6, con disblucién émortiguadora de fosfatos), testosterona
tritiada y NADPH a 37 °C por 1 hora. El control fue la incubacién sin tejido. La
incubacién terrﬁiné por adicion de diclorometano y el esteroide tritiado se extrajo
con el mismo disolvente. La proteina se determind por el método de Bradford.®
La purificacién. de los productos tritiados se realizé por TLC, se midié la
radioéctividad. vy se expresé en pmol de DHT / g proteina/ hora. Con este tipo de

.prueba se analizé la isoforma |l de la enzima (préstata y testiculos).
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" Discusién de la Segunda Parte. Compuestos 6 a-f

En esta parte del proyecto se retomd la hipétesis que propuso Viadimir Petrow,®
gue establece que un derivado de la progesterona, como el 6—metiien-4-pfegnen—
-3-ona podria inhibir irreversiblemente a la enzima 5a-reductasa conforme a los
siguientes diagramas:

En el diagrama (a), se plantea la transferencia del hidruro por parte del NADPH
hacia el. sistema 4-pregnen-3-ona, de manera que se obtiene el producto 5a-
reducido y en este modelo el residuo nucleofilico de fa enzima no puede

adicionarse al sistema conjugado. Sin embargo en el diagrama '(b), el residuo

N

NADPH
(a)
@ .
. C]
NADPH
(b)
@
B O
N
N
NADPH

(c¢)
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nucleofilico se adiciona al sistema 6-metilen-4-pregnen-3-ona de modo que la

inhibicién ocurre irreversiblemente como se observa en el diagrama (c).

Teniendo esto en cuenta, se propuso la sintesis de nuevos ésteres que incluyan al

sisterma 6-metilen-4-pregnen-3-ona, como se indica en el siguiente esquema:

(@]
Q .
\\‘O
AV . “‘\O
{ CH30):CH, APTS @ Y
© o}
i Dioxano
15
© | 16
o
POCls, (CH3),NCHO
CH,Cl,
© o
NaBH,
-—————
18 MeOH ~
0 ' 0 17
o H

MeOH NaOH 2%

\‘“‘
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vt H
TFAA APTS, CHCY
————l
HO-CO-Y

Se propuso el inicio de la sintesis con el compuesto 15 (17a-acetoxi-4-pregnen-
3,20-diona) porque es una materia prima asequible .y que tiene un éster en el
carbono 17 que puede ser saponificado para rendir el alcohol libre, que
“posteriormente puede ser esterificado con los diferentes acidos carboxilicos
propuestos. Ademads, esta molécula posee un sistema 4-en-3-ona que puede ser
convertido. en su éter de enol (3-oxi-3,b5-pregnadien } para ser acilado en el
carbono 6 mediante una reaccion de Vilsmeir. El compuesto 15 fue caracterizado

por sus propiedades fisicas y espectroscdpicas antes de iniciar la sintesis.

El espectro de IR muestra dos bandas para' carbonilo, una en 1717 cm™ que se
adjudica al carbonilo en C-20 vy la otra aparece en 1732 cm” que cembinada con

la banda presente en 1255 cm™ confirman la presencia del éster. El espectro de
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UV muestra un cromdéforo con absorbeidn a 239 nm que corresponde al sistema

4-en-3-ona.

En el espectro de RIVIN. de 'H (Espectro XA} se observan cuatro sefiales simples
que integran para tres hidrégenos cada uno en 0.68, 1.2, 2.0 y 2.1 ppm vy que se
asignan a los metilos en los carbonos 18, 19, 21 y metilo del éster. Ademas en
5.75 ppm aparece una seﬁé‘l doble (J=1.8 Hz) que corresponde al protén del
carbono 4. En el espectro de masas el i6n molecular tiene 372 unidades de m/z a
partir del cual se observa la pérdida de cetena 372-42=330 m/z y la posterior
fragmentacién del ‘ion oxonio formado por los carbonos 20 y 21, 330-43 =287
m/z. El pico base esta dado por la eliminacién de una molécula de agué a partir de
este Ultimo fragmento, 287-18=269 m/z. Las .propiedades fisicas vy
espectroscopicas del compuesto 15 fueron comparadas con las descritas en la
literatura.®? |

.El proceso de sintesis inicié cuando se disolvié el compuesto 15 en tolueno vy sé
aﬁadi6 ortoformiato de trimetilo y acido para-toluensulfénico como catalizador, la
mezcla de reaccién se agité durante una hora a temperatura ambiente y después
del trabajo de reaccién se obtuvo el éter de enol 16 con un rendimiento del 60%,
presentando las siguientes caracteristicas: el espectro de IR muestra una sefal
fina en 2831 cm” que corresponde a la vibracién del enlace C-H del metoxilo; en
1652 cm™' una sefial gue corresponde al dieno -3,5; en 1711 y 1736 cm™ estén
presentes las bandas para los carbonilos en C-20 y del éster. En el espectro de

UV se observa un maximo de absorcidn en 238 nm debido al cromdforo diénico,
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El espectro de masas muestra uh ion molecular en 386 m/z que al mismo tiempo

es el pico base. Por otra parte, el espectro de RMN de 'H (Espectro XIA} muestra
| una sefal simple .que. integra para tres hidrégenos en 3.5 ppm que se asigna al
metoxilo en C-3; en 5.7 ppm aparece una sefal simple que integra para dos
protones y que corresponden a I'.os protones 4 y 6 del sistema diénico. E
espectro de "°C (Espectro XIB) muestra sefiales simples en 199.4, 202.0 y 170.7
gque se atribuyen a tds carbohds 3,20y carbonilo del éster respectivamente, las
sefiales restantes en ambos espectros. de resonancia magnética nuclear son

idénticos a los del compuesto 15 previamente descrito.®®

o

\\‘\\‘ O Y

0

“~ 16

Al tratar al-éter de enol 16 con oxicloruro de fésforo y dimetilformamida, a una
. temperatura inferior a 5 °C, se obtuvo la sal de iminio, la cual no se aisié, sino
gue se hidrolizé6 con acetato de sodio disueito en una mezcla de metanol-agua,
para obtener el derivado formilo 17 con un rendimiento del 60 %, que se
~identificé por presentar en el espectro de UV, dos maximos de absorcién, uno de
.ellos en 238 nm (sistema diénico) y el otro en 315 nm (aldehido conjugado); en el
espectro de IR se observa una sefal intensa en 1641 cm” gque corresponde al
formilo conjugado y también estan presentes las bandas para los 6arboni|os antes
discutidos. En el espectro de RMN de 'H {Espectro XIIA), se observa una sefal
simple desplazada a campo bajo en 10.3 ppm que se adjudica al protén del
formilo; en 3.5 ppm aparece la sefial simple para 'ei_ metoxilo unido ai C-3, en 6.4
ppm se muestra una sefal slimple que integra para un protén y que se atribuye al

protén olefinico en el carbono cuatro.*®*’
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En esta Gltima etapa de [a sintesis se adiciond un carbono mas (carbono del
formile unido a C-6), ahora solo resta transformarlo a un alcoho! y posteriormente

deshidratarlo, para asi obtener el derivado 6-metilen.

En un bafio de hielo con temperatura inferior a 5 °C, se colocé al compuesto 17
suspendido en metanol y posteriormente se adicioné NaBH, suspendido también
en metanol {se eligié este hidruro porgue posee una baja reactividad; otro hidruro,
por ejemplo LiAIH,, .reduciria al carbohi]o del éster y' el carbonilo en C-20),
" después del trabajo de reaccidn se obtuvo el compuesto 18 que ya tiene el
sistema conjugado, 6-metilen-4-en-3-ona, es decir el formilo fue reducido -al
alcohol primario que fue deshidratado cuando de manera simultdnea ocurre ia

regeneracion del sistema 4-en-3-ona durante el trabajo de la reaccién.

\\\\‘\ 0 \r

0

18

. Se caracterizé al compuesto 18 como a continuacién se explica: en el espectro

de IR se observan 3 bandas agudas para carbonilos 1730 cm™' (éster), 1708 cm’’

TESES LUti

FALLA DE URIGEY | “




carbonilo en C-20 y 1672 cm™ para el carbonilo conjugado. El espectro de uv
muestra un méximo de absorcién en 260 nm; el espectro de RMN de *H
(Espectro XIIIA) muestra como sefiales distintivas 2 sefales triples. en 4.94 y
5.06 ppm (J=2.1 Hz) que integrando para un protén cada uno corresponden a
ios protones del 8-metilen; aderhés ya no se observa ni el metoxilo en 3.5 ppm ni
el protén del formilo en 10.3 y en cambio se observa una sefial simple en 5.81
ppm que corresponde al protdn 4 en el sistema 4-en-3-ona. En el espectro de
RMN de '°C (Espectro XIIB) aparecen en 203.9, 199.6 y 170 6 ppm
respectivamente las sefiales que se atribuyen a los carbonilos en C-20, C-3 y del
éster respectivamente; en 114.4 ppm aparece el carbono 6 fnetilen y en 145.6
ppm el C-6, ademds-en 121.7 ppm se presenta el C-4, las demés seﬁale.s son

semejantes a los del compuesto 15 .

El siguiente paso en la secuencia de sintesis fue la saponificacién del éster en C-
17 del corhpuesto18 y para lograrto se realizéd un reflujo en metanocl con una
disolucién de NaOH al 2 % durante 1 hora, el trabajo de la reaccidén permitid
obtener con un rendimiento de! 75 % el alcohol libre en C-17 19, cuyas

- propiedades fisicas se describen como sigue:*®’

el espectro de IR ya no muestra
las bandas caracteristicas para un éster, en cambio solo se observan 2 bandas
para carbonilo, una en 1702 cm’ (C«ZO) y en 1658 cm™ para el carbonilo
conjugado, ademés se observa una banda ir.ltensa‘ en 3435 cm™ para el grupo

funcional aicohol.

19
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El espectro de UV presenta un maximo de absorcion en 254 nm que corresponde
al sistema conjugado. En el espectro de RMN de 'H (Espectro XIVA} ya no se
observa la sefial simple que aparecia en 2.1 ppm que integraba para tres protones
Yy gque se adjudlcaba al metilo de[ éster, las sefiales restantes coinciden con las
_ que aparecen en el espectro de RMN de 'H del compuesto 18. El espectro de
Masas muestra un_:on molecular en 342 unidades de m/z, el pico base se
produce por la pérdida del radical oxonio constituido por los carbonos 20 y 21.
En el espectro de RMN de '°C (Eépectro XIVB) se observa la ausencia del
carbonilo del éster en 170.6 ppm y el desplazamiento a campo alto del C-17,
pues en el éster 18 aparece en 96.61 ppm, mientras que en éste compuesto 19
aparece en 90.0.ppm.

A continuacién se muestran los datos de RMN de 'H y de 1.SC de los compuestos

15 - 19:

Tabla No. 10 RMN de 'H de los compuestos 15 - 19

Hidrégeno 15 16 17 18 19
4 5.75d 5.75d 6.15 s 5.8d 5.9d
J=2Hz | J=2Hz J=2Hz | J=2Hz
6 --- 5.75d --- - -
Me-18 0.68s 0.68s 0.68s 0.68s 0.68s
Me-19 1.2s 1.2s 1.19s 1.19s 1.19s
Me-21 2.0s 2.0s 2.0s 2.0s 2.0s
Me-éster 2.1s 2.1s 2.1s 2.1s 2.1s
Me-éter - 3.49s 3.49s - St
Formilo == --- 10.27s --- =
6-exo - - 495ty | 4.951ty
metilen 507t | 5.07t
0O-H --- - mee --- 3.49s
Espectro XA XIA XA XIIEA XiVA

Referencia TMS 300 MHz Disolvente CDCI,
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Tabla No. 11 RMN de *C de los compuestos 15-19

Carbono 15 16 17 18 19
3 199.4s 199.4 162.6s 199.7s 199.8s
4 124.0d 123.9d 91.8d 121.8d 121.8d
6 e 123.9d 125.5s 145.6 145.8s
Me-18 14.4c . 14.3c 14.3¢ 14.3c 15.4¢
Me-19 17.4c 17.4c¢ - 18.9¢ 17.1c 17.1¢
20 1204.0s 204.0s 204.2s 203.9s 211.5s
Me-21 26.3c 26.3¢ 26.5c 26.3c 23.8c
C=0 éster 170.7s 170.7s 170.7s 170.6s ---
Me-éster 21.2c 21.2¢ 20.8c 20.6¢ ---
Me-éter - 50.8¢ 54.8c - -
6 -exo --- --- 190.3d 114.41 114.2t
Espectro XA XIA XIA - XA XIVA

Disolvente: CDCl, Referencia: TMS

La daltima etapa de esta secuencia de sintesis consistié en la esterificacién con los
-diferentes acidos carboxilicos, en este caso se utilizaron dos dcidos aromaticos y
cuatro acidos alifaticos para determinar el posible efecto que pueda tener el
sustituyente en el anillo aromatico y el tamafio de la cadena y del aniilo en la
actividad inhibitoria de la enzima. La reaccién de esterificacién del compuesto 19
se realizé como se describié en la primera parte de esta tesis (paginas 168 y 27) y

se muestra en el diagrama de la siguiente pagina.
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TFAA APTS, CHC}
HO-CO-Y 6 a-f

:

a
Los espectros de IR de los compuestos 6 a-f tienen en comun la banda para el
carbonilo conjugado en 1674 cm” y las bandas caracteristicas para un éster
(carbonilo en 1718-1730 cm™). Los espectros de UV muestran un maximo de
.absorcién en la zona de 247-263 nm para el carbonilo conjugado. Los ésteres 6
a-f presentan los mismos desplazamiento quimicos en RMN de 'H (Espectros
XVA-XXA) parél_ los siguientes protones:
1.- En 5.9 ppm aparece una senal simple para el protén 4.
2.- En 5.0 y 4.9 ppm se ubican dos sefiales triples para los protones del 6-
metileno exociclico.

3.- Los metilos 18, 19 y 21 aparecen en 0.7, 1.1 y 2.0 ppm como sefiales

simples que integran para tres hidrégenos cada uno.
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En el caso de los ésteres B6a, 6b, 6c 'y 6e, los protones de la parte alifatica del
acido carboxilico aparecen en la zona de campo alto { 0-2.5 ppm ). Los protones
" aromaticos de los ésteres 6d y 6f presentan el mismo desplazamiento quimico

que el explicado para los ésteres 14b y 14¢ respectivamente.(Ver pagina 18).

En los espectros de masas de los ésteres alifaticos 6a, 6b, 6¢ y 6e se observa el

siguiente patrén de fragmentacién mostrado en el siguiente diagrama:

(o] —‘ I
w0 : 6a: X=3,Y=2, Mt 494 m/z
\m )y 6b: X=2,Y=2, M+ 480 m/z
6c X=1,Y=2, M T 466 m/z

6e X=2,Y=1, Mt 466 m/z
O l

o |*

o ~OH
342 m/z & Yy
+ X
0
O J
@
OH
+ —0
' 43 m/z

o 299 (100 % ) m/z

Espectrometria de Masas de los ésteres 6a, 6b, 6¢c 'y 6e
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Los espectros de masas de los ésteres aroméaticos 6d y 6f muestran que el patrén

de fragmentacién es similar al patrén que experimentan los ésteres 14b vy 14c¢

{pégina 18).

En la Tabla 12 se resumen los datos de RMN de 'H de los ésteres 6 a-f.

Tabla No. 12 RMN de'H de los ésteres 6 a-f

Hidrégeno 6 a 6b 6¢ 6d 6e 6f
4 5.93s 5.92s 5.93s 5.95s 5.86s 5.94s
6'(2H) | 5.08t | 507t | 507t | 5.09m | 5.01m | 5.08m
J=1.8Hz|J=1.8Hz|J=1.8Hz|J=1.8 Hz|J=1.8 Hz| J=1.8 Hz
4.96t 4.95t 4.95t 4.97t 4.89t 4.96t
J=1.8Hz{J=1.8Hz|J=1.8Hz|J=1.8Hz{J=1.8Hz|J=1.8 Hz
Me-18 0.71s 0.7s 0..72s 0.7s 0.73 0.74s
Me-19 71.15 -1.1s 1.09s 1.1s 1.1s 1.12s
Me-21 2.0s 2.0s 2.0s 2.1s 2.0s 2.1s
H-3 - - 8.0m --- 8.0 m,
2H |
H -4 --- --- 7.65m r --- 7.27 m,
2H
H -6’ - e mem - “a 2.45 s,
3H
Espectro XVA XVIA XVHA XVIIA XIXA XXA

Referencia TMS 300 MHz Disolvente CDCl,

Desplazamientos quimicos en ppm
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A continuacion se ilustran los datos de R.M.N. de 3C de los compuestos 6 a-f:

5



26.4

203.9

1297

166.0

Br

217

129.3
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Evaluacion farmacolégica de los compuestos 6 a-f y 19.

Los compuestos 6 a-f y 19 fueron evaluados bioldgicamente en la fraccién
membranal de préstata de hamsters para determinar la inhibicién de la conversién
de testosterona 1 en So-dihidrotestosterona 2. En la siguiente tabla se observan

los valores de la concentracion de inhibicién al BO % de la enzima ba-reductasa.

Tabla No. 13 Inhibicién al 50 % de los compuestos 6 a-f y 19

Compuesto : C.L s
6a - | 188 nM
6b : 1000 nM
6c 4200 nM
6d 100 nM |
be 167 nM
6f _ 100 nM
19 19 nM

Finasterida 10 nM

Conclusiones de la Segunda Parte

El compuesto 19 {que posee un alcohol libre en C-17), sorprendentemente es el
qﬁe inhibe con mayor efectividad a la enzima y lo hace en un valor muy cercano
“al mostrado por finasterida. Los ésteres arométicos 6d y 6f inhiben a la enzima a
la misma concentracién y son los que presentan mayor inhibicidn comparandolos
con los demds ésteres. Les siguen los compuestos 6a y 6e. Por [o tanto 19 es ¢l
mas efectivo de todos los compuesto sintetizados en esta segunda parte.
Comparando los ésteres aromaticos con los alifaticos se concluye que los

~ primeros son mas efectivos para inhibir a la enzima.
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Procedimiento experimental de la Segunda Parte. Compuestos 6 a-f.
Caracterizacién de 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona {15).
Las caracteristicas fisicas y espectroscépicas de Ial materia prima se describen a
continuacién' P.M.: 372, Punto de Fusion: 246 -248°C, IR v: 2950, 2866, 1732,
1717, 1656, 1480, 1354, 1260 cm™. UV: 239 nm®, RMN de 1H (Espectro XA):
Tabla No 10, RMN de 13C {Espectro XB): Tabla No. 11

Obtencidén de 17oc-acetoxi-3-metoxi-3,5-pregnédien-zo-ona (16).
En un matr.az bola de 100 ml, se disolvié 1 gramo (2.68 mmol) del compuesto 15
en 5 ml de dioxano anhidro y se afadieron 0.2 gramos {1.0 mmol) de &cido para-
toluensulfénico y 5 ml (45.7 mmol} de ortoformiato de trimetilo. La reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 1 hora y se adicioné piridina para finalizar
la reacci.c’)n. La mezcla de reaccidn se vacié sobre 200 ml de agua helada y el
compuesto 16 {0.62 g) precipitd. El producto se recristaliz6 de metanol que
contenia algunas gotas de piridina. El rendimiento obtenido fue del 60 %,5?
P.M.:386, Punto de Fusién: 154 ~157°C, IR v: 2975, 2949, 1736, 1711, 1651,
1386, 1251 cm™ UV: 238.5 nm, RMN de 'H (Espectro XiA): Tabla No.10, RMN
e °C (Espectro XIB): Tabla No. 11

Obtencion de 17a-acetoxi-B-formiI-3-metoxi-3,5-pregnadien-zo-ona (17).
En un matraz bola de 100 m! de dos bocas, provisto con un termémetro y
“agitacion, se adicionaron 2 ml de cloruro de metileno y el sistema se enfrié en un
bafio de hielo-acetona-sal para lograr una temperatura inferior a 0°C, luego se
afiadieron muy lentamente 0.6 mi (7.7 mmol) de DMF cuidando que la
temperatura no éxcediera los 5°C. Posteriormente se agregaron 0.5 ml (5.4
mmol) de POCI;, teniendo el mismo cuidado con la temperatura. En un matraz
aparte, se disolvieron 0.2 gramos {0.52 mmol) de 16 en 1.5 ml de cloruro de
metileno v 1.5 ml de .piridina. Esta disolucién se adicioné muy Ientameﬁte ala
mezcla anteriormente preparada conservando la tem.peratura por abajo de 0°C.

Una vez terminada la adicidn, la reaccién continud en esa temperatura durante 1
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hdra v 2 més a temperatura ambiente (la reaccién adquiere un color rojo intenso).
Finalizada la reaccién se vertié sobre una disolucién de 1 gramo de acefato de
sodio disuelto en 70 m! de metanol y 10 ml de agua y se agité durante 15
minutos. Se extrajo con cloroformo {3 X 40 ml), se lavé sucesivamente con
NaHCOQ,, salmuera y agua hasta pH neutro. El disolvente se déstilé en el
rotavapor y se cristalizé 17 de hexano -acetato de etilo®®”. Rendimiento=60 %
(0.12 gramos), P.M.: 414, Punto de Fusién: 205-208°C, IR v: 2946, 1731,
1652, 1614, 1391,1250 cm™ , UV: 238.5 y 315.2 nm, RMN de 'H {Espectro
XIIA): Tabla No.10, RMN de *C {Espectro XIiB): Tabla No. 11
Obtencién de 17a-acetoxi-6-metilen-4-pregnen-3,20-diona (18).

A una suspensién de 0.1 gramos {0.24 mmol) de 17 en 2 ml de metanol se
.agregaro'n.ZO mg (0.53 mmol) de NaBH, en polvo, cuidando que la temperéfura
no excediera los 5°C. La reaccién se'agité durante media hora y su curso fue
seguido' por cromatografia en cépa fina. Una vez terminada la reaccion se
transfirié a un embudo de separacién que contenia 20 mil de agua y se extrajo
bon AcOEt (3 X 30 ml), se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentré en el
rotavapor. E! productoc 18 se cristalizé a partir de metanol®®’. El rendimiento
obtenido fue del 70 % (0.064 gramos), P.M.:414, Punto de Fusién: 244-246°C,
IR v: 2955, 1730, 1708, 1673, 1370, 1262 cm’, UV: 260 nm. RMN de 'H
(Espectro XIIIA): Tabla No.10, RMN de "*C (Espectro XI1B): Tabla No. 11

Obtencion de 17q-hidroxi-6/metilen-4-prégnen-3,20-diona (19).
En un sistema de reflujo, se colocé 1 gramo 1(2.6 mmol) del compuestg 18 y se
disolvié en 100 ml de metano! y se aRadieron 25 ml {12.5 mmol} de una
disolucid:i de NaOH al 2 % y la reaccién se calentd a reflujo durante media hora.
Cuando la reaccién termind, se destilé una parte del metanol y posteriormente se
vertié en agua y se extrajo con cloroformo {3 X 60 ml), se lavé con salmuera y
después con agua hasta pH neutro. El broducto obtenido 19 se cristalizé con

hexano-AcOEt*®’. Rendimiento=756% (0.66 gramos), P.M.: 342, Punto de

* TESIS CON s
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Fusién: 204-206°C, IR: 3436, 2947, 2869, 1702, 1658, 1229 cm*, UV: 254
nm, BMN .de 'H (Espectro XIVA), Tabla No.10, RMN de '*C {(Espectro ‘XIVB):
Tabla No. 11. | - |

| Obtencién de los ésteres 6 a-f
Procedimiento general.- Se desarrolld la misma técnica descrita en la pagina 16 vy
27. Los rendimientos de cada éster, asi como sus caracteristicas fisicas vy

espectroscépicas se localizan en las Tablas No. 12 y 14-156.

Tabla No. 14 Datos de IR y UV de los compuestos 6 a-f

Ester : IR “U.V. nm
6a 2922, 2849, 1730, 1674, 1447,1226 255
6b 2923, 2851, 1730, 1673, 1599, 1227 260
6c 2924, 2851, 1729, 1673, 1447, 1226 254
6d 2948, 1718,1671,1589,1281, 757 247
Ge 2947, 2868, 1731, 1715, 1674, 1264 264
Gf‘ 2948, 1716, 1672, 1610, 1288, 754 242

Tabla No. 15 Espectrometria de masas, puntos de fusién y rendimientos de los

compuestos 6 a-f

Estér Masas Rendimiento Pf°C
6a |494(2), 451(10}, 342(12),. 299 (100) 47 % 114-117
6b | 480(1), 437(10), 342(15), 299(100) 46 % 146-148
6c | 466(1), 423(15), 342(20}, 299(100) 48 % 134-136
6d 524(4), 526(5), 481{18), 483(19), 52 % 213-216

183(100), 185(97) _ ‘

6e |466(5), 423(30), 342(50), 299{100), 40 % 140-143
281(85)

6f | 460(3), 417{35), 324(10), 281(15), 45 % 214-216
119(100)
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Determinacién de la inhibicion de la conversion de Testosterona a bo-
dihidrotestosterona en fraccion membranal de préstata a pH=7, por los

compuestos 6 a-fy 19.

1.- Se sacrificaron 50 hamsters con aproximadamente 72 horas de haber sido
castrados y se separaron préstatas y vesiculas seminales. Los tejidos se limpiaron
perfectamente de grasa y se pesaron por separado. Los tejidos se
homogeneizaroh con buffer TEDAM sin ditioeritrol en 3 volUmenes en relacién al
peso {v / p) 3:1.

2.- Los homogenados se centrifugaron por 1 hora a 37000 rpm {140000g) a 2°C
y posteriormente se separé el pellet v sobrenadante. El pellet fue resuspendido en
3 volimenes de Medio A a pH = 6.5 (0.32 M sacarosa, 0.1 mM ditioeritrol, 20
ml buffer de fos_fatos'de sodio pH = 6.5} en relacién al peso del tejido intacto '

{mismo volumen que se usd en el nimero 1).

3.-Previamente se pfepararon series de tubos conteniendo 2 nM de testosterona .
.marcada. A estos tubos se agregaron cantidades variables de los inhibidores por
series (20 nM - 10 j.LM) y se dejaron evaporar los disolventes. También se
prepararon tubos control los que tenian solamente 2 nM de testosterona

marcada.

4.- A estos tubos se agregaron TmM de ditioeritrol, 2mM de NADPH, 250 ug de
proteina del pellet resuspendido y disolucién amortiguadora de fosfatos de sodio
40 mM pH = 7.0 a 1 ml. También se prepararon tubos para determinar el
rendimiento de extraccion conteniendo - Unicamente 2 nM de testosterona

marcada y 1000 pl de buffer de fosfatos.

5.- Los tubos se incubaron en agitacién por 1 hora a 37°C. Para detener la

reaccion se agregd 1ml de diclorometano.
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6.- Se realizaron exiracciones sucesivas con diclorometano {(Im! X 4) y el
extracto seco se aplicé con MeOH a una placa de silica gel junto con estédndares
de testosterona y DHT marcadas. La placa se eluyd tres veces en un sistema de
clordfo_rmo:acetona {9:1) y se revelaron los esténdares. El esténdar de
testosterona ée revelé con luz U.V. (254 nm) y el de DHT con &cido

fosfomolibdico v calentamiento.

7.- La regién de la placa correspondiente a DHT se corté y se puso en viales junto

con 5 ml de liquido de centelleo Ultima Gold en el contador de centelleo.

W

8.- Se calculé el porcentaje de conversién de testosterona a DHT en presencia de

inhibidores y en base al 100% de conversién de los tubos control sin inhibidor.

9.- Se determiné cantidad de proteinas de citosol de prdastata y vesiculas

seminales por medio del método de Bradford®.
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Discusion de la Tercera Parte. Compuestos 23 a-c

En esta Ultima parte, se pretendié determinar la influencia que ejerceria el atomo
de bromo unido al C-4 en conjuncién con el efecto del sustituyente en el anillo .

aroméatico del éster y para ello se desarrollé el siguiente esquema de sintesis:

0
0
aww \H/
Q
H;;Og, NaOH
—————
o 15 CH;0H
‘ HBr 48%
T. A.
/ O
‘O\ﬂ/
o .
0 .
21
8]
" Br .
0,
NaOH 2 %/1 cOH
X
=0 6]
WOH 0
0
ATEA, APTS, CHCh
22 —_— 23 ac
o Acido carboxilico a: X=CHj, b: X=H, ¢: X=F
aromético
Br Br
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Se propuso que el proceso de sintesis iniéiara con la materia prima 15 {su
caracterizacién fisica y espectroscépica fue descrita en la segunda parte de este
trabajo, ver paginas 41-42 y 54), porque tiene los grupos funcionales necesarios
para alcanzar el objetivo propuesto: un sistema 4-en-3-ona susceptible de ser
oxidado con agua oxigenada con una adicién nucleofilica tipo Michael y asi
obtener un epdxido que puede ser convertido en un sistema 4-bromo-4-en-3-ona
" mediante un tratamiento con HBr y por oira parte tiene un éster en el C-17 que
puede ser hidrolizado y esterificado de nueva cuenta con los diferentes dacidos

carboxilicos propuestos:

0 15

Por lo tanto, la materia prima fue sometida a un tratamiento con H,0, én medio
basico, de modo que el anién hidroperdxido se adicioné a la doble ligadura
“conjugada para producir el epoxido o 20 con un rendimiento del 98 % (el metilo
B-axial en el C-19 impide la adicién del anién por la cara B).%® Ei espectro de IR del
compuesto 20 muestra 2 bandas intensas en 1722 (C=O) y 1252 (C-0) cm™ que
“ se adjudican al carbonilo del éster; una banda que se ubica en 1712 cm™ para los
carbonilos en C-20 y C-3, la presencia del epdxido se confirma pues en el

espectro de UV no se observa absorcion alguna.
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El espectro de RMN de 'H (Espectro XXIA) tiene algunas diferencias con el
espectro del compuesto 15, por ejemplo ya no aparece el protén en 5.8 ppm que
correspondia al protén 4 del sistema conjugado, en c_:ambio aparece una sefal
- simple en 3.0 ppm que integra para un protén y que se asigqa al protén 4 base
del epdxido, las sehales restantes preseh_tan los mismos desplazamientos en
ambos espectros. En el espectro de RMN de '3C (E'spectrb XXiB) ocurre lo
mismo, cuando existia el carbonilo conjugado, los carbonos C-4 y C-5 aparecian
en 124 y 170 ppm, ahora estan desplazados a campo alto en 60.3 y 70.1 ppm

respectivamente. El espectro de masas muestra un ion molecular en 388 m/z.5°

La siguiente etapa de la sintesis consistié en la apertura del oxirano en medio
acido, la que se inicia con la protonacion del oxirano y la posterior adicién
nucleofflica del anién bromuro para producir una halohidrina con estereoguimica
anti, que se deshidrata en las condiciones de la reaccién y se conjuga con el
carbonilo, siendo esta la fuerza motriz que propicia la eliminacién de la molécula

de agua para obtener el compuesto 21.59-%°

El derivado bromado 21 muestra de nueva cuenta, en su espéctro de IR Ia
presenbia del carbonilo conjugado en 167 1cm’’ ademas de los carbonilo del éster
y en el C-20 en 1736 y 1710 cm™' respectivamente. El espectro de UV indica la
regeneracion del sistema 4-en-3-ona pues muestra un méximo de absorcién en
240 nm. En el espectro de RMN 'H (Espectro XXIIA} del derivado bromado ya no

presenta la sefial simple que se asigné a la base del epéxido en 3.0 ppm, ademas

TESIS Wil .
FALLA DE ORIGEN |




el espectro de 'C (Espectro XXIIB) muestra que los carbonos 4 y 5 estan
desplazados hécia campo bajo, ahora se 1ogalizan en 121.6 y: 167.5 ppm cuando
<jue antes se visualizaban en 60.3 y 70.1 bpm respectivamente; el carbonq al
que estad unido el éster se presenta en 96.5 ppm. El espectro de masas muestra
un ion molecular en 450 m/z y la contribucidn isotépica en 452 m/z, Io. que

confirma la presencia del &tomo de bromo en la molécula, 5%

La sintesis continué con la saponificacién del éster unido al C-17; para ello se

calent6 a reflujo el compuesto 21 en metanol con una disolucién de NaOH al 2%,

de esta manera se obtuvo el alcohol libre 22.5%%

\\‘“

22

Br

El andlisis de los datos espectroscépicos de IR del compuesto 22, muestra en
1656 y 1709 cm’ las bandas para el carbonilo conjugado y el de C-20

respectiVamente, (no estan presentes las bandas en 1730 y 1256 cm’’ para el
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grupo funcional éster), ademés se observa una banda intensa en 3400 cm™ que

se atribuye al alcohol libre.

El espectro de RMN de 'H (Espectro XXIIIA) del cbmpuesto 22 no muestra la-
sefial simple en 2.1 ppm que se asignaba al metilo del éster y en cambio ahora se
visualiza una sefial simple en 3.58 ppm que intercambia con agua deuterada que
se adjudica al alcohol unido al C-17; el espectro de RMN de "*C (Espectro XXII!B}
presenta solo dos carbonilos en 211.6 y 194 ppm {carbonilos en C-20 v C-3), a
diferencia del espectro del compuesto 21 que muestra un carbonilo y un metilo
_ rﬁés en 170.6 y 21.3 ppm. El.carbono unido al alcohol se localiza en 89.8 ppm,
cuando este carbono estaba unido al éster se ubicaba en 96.5 ppm. En la
espectrometria de masas se observa un ion molebular en 408 m/z v la

contribucién isotépica en 410 m/z.
La informacién espectroscdpica anterior se resume en las siguientes Tablas:

Tabla No. 16 Resonancia Magnética Nuclear de 'H

de los compuestos 20-22

Hidrégeno 20 21 22
4 30s | - | e
Me-18 0.68 s 0.69 s 0.7s
Me-19 1.2s 1.2s 1.2s
Me 21 2.0s 2.0s 2.0s
Me-éster 2.1s 2.1s 2.1s
O-H - --ee- 3.6
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Tabla No. 17 Resonancia Magnética Nuclear de '*C

de los compuestos 20-22

Carbono | 20 21 22
3 204.0 s 190.6 s 194.0
a 60.3 d 121.6 5 121.8 s
5 | 70.1 s 167,55 167.7 s
17 96.7 s 96.5 s . 89.8 s
Me-18 14.8 ¢ 14.9 ¢ 15.0 c
Me-19 17.6¢c 174 ¢ 17.6 ¢
20 506.0 5 T 2039s T 21145
21 26.0 26.1 ¢ 26.0 ¢
Me-éster 21.2¢ 21.3¢ | -
C=0 éster 170.7 ¢ 170.6 ¢ | -

La etapa final de la sintesis fue la esterificacion del alcohol 22 con los 4cidos:
benzoico, . p-metil-benzoico y p-fluoro-benzoico, mediante el procedimiento
descrito anteriormente en la primera parte de esta tesis (Ver péaginas 16 y 27),

para obtener los compuestos 23 a-¢, como se indica en la siguiente figura:

a: X=CHj3 bh: X=H c: X=F
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Los espectros de IR de loé ésteres 23 a-¢ presentan los siguientes grupos
funcionales: 1730 em™ carbonilo del estér, 1715 y 1680 cm™ los carbonilos en
los carbonos C-20 y C-3 respectivamente; en Io.s espectros de U.V. se observa el
_sistema conjugado en el intervalo de 240-253 nm. Los espectros de RMN de H
{Espectros  XXIVA-XXVIA} presentan | varios desplazamientos quimicos
semejantes.: los metilos en los .carbonos 18, 19 vy 21 aparecen en 0.8, 1.2 y 2.1
ppm; los desplazamientos quimicos de los protones aromaticos de los ésteres son
similares a los ya discutidos previamente en la primera parte de este trabajo. (Ver
pagina 18, ésteres 14b y 14e). Los espectros de RMN de 'C (Espectros XXIVB-
XXVIB) muestran 3 sefiales simples desplazadas a campo bajo'en 203.9, 1920y
170.7 ppm que se atribuyen a los carbonilos en C-20, C-3 y éster; los metilos
18, 19 y 21 aparecen en 14.8, 18.0 y 21.0 ppm; los carbonos de la doble
ligadura se localizan en 121 y 167 ppm. Los espectiros de masas indican que el
patrén de fragmentacion es similar al patrén explicado para los ésterés 14b v 14e
(Ver. pagina 18). En las siguientes Tablas se condensa la informacion

espectroscoépica:

- Tabla No. 18 Resonancia Magnética Nuclear de 'H

de los compuestos 23 a-c

Hidrégeno 23a 23b  23c ]
Me-18 0.78 s 0.8s ~ 08s
Me-19 _ 1.2 1.2 s 1.2 s
Me 21 - 20s 2.0s 2.0s
Espectros XXIVA XXVA XXVIA
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Tabla No. 19 Resonancia Magnética Nuclear de '°C

de los compuestos 23 a-¢

- Carbono 23a 23b 23c
3 190.3 s 190.8 s 190.6 s
4 128.3 s 130.8 s 128.5 s
5 167.0s 167.5 s 167.7 s
Me-18 14.5 ¢ 14.9 ¢ 15.0 ¢
Me-19 176 ¢ 183 ¢ 18.2 ¢
20 203.9s 204.6 s 203.4 s
21 26.0 ¢ 24.3 ¢ 253 ¢
_Me-Aﬁillo 217.7¢ | - | e
aromatico
C=0 éster 170.7 s 170.4 s 170.5 s
Espectro XXiVB XXVB XXVIB

Evaluacién farmacoldgica de los compuestos 23 a-c.

Los compuestos 23 a-c también fueron evaluados biolégicamente en la fraccidn

membranal de préstata de hamsters, de la misma manera que se describié en la

segunda parte de esta Tesis (pagina b7). En la siguiente tabla se observan [os

valores de la concentracidn de inhibicién al 50 % de la enzima 5a-reductasa.

Tabla No. 20 Inhibicién al 50 % de los compuestos 23 a-c

Compuesto C.l. 5
23a 114 pM
23b '!OO UM
23c 0.28 mM

Finasterida 10 nM
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El compuesto 23c fue probado también en cultivos de Penicillium crustosum, con
la finalidad de determinar su posible efecto inhibitorio sobre la enzima 5a-
reductasa y con sus resultados evaluar la posibilidad de sustituir el modelo

bioldgico. Los resultados son los siguientes:

Los valores de Km y Vm de la enzima 5a-reductasa en P. crustosum son:

0.22+0.07 uM y 0.83+0.05 pmol de DHT / mg de micelio / dia.

Los valores de K/ para finasterida es 1.54 £0.25uM vy para el compuesto 23c es

A

de12.6 £2.5nM a una concentracion de 60uM.

Finasterida y 23c presentan inhibicién competitiva a 60 y 20 puM, si embargo a

40uM la inhibicién no es competitiva.
Conclusiones de la Tercera Parte.

El valor tan alto de Km para la enzima 5c-reductasa presente en P. crustosum,
indica que posee baja afinidad por su sustrato. Adicionalmente, su Vm senala que
la méxima velocidad se obtiene cuando la enzima existe totalmente en la forma

del complejo enzima:sustrato.

" Ademas, los valores de K7 muestran que la afinidad de finasterida hacia la enzima
es menor en comparacioén a la afinidad que presenta el compuesto 23c¢; es decir

en P. crustosum el compuesto 23c es un mejor inhibidor que finasterida.

Por otra parte, los valores obtenidos a partir de la evaluacion realizada en la
fraccion membranal de préstata de hamsters, muestran que el compuesto que
menos inhibe a la enzima ba-reductasa, es precisamente 23c¢, el mejor es 23b vy

le sigue 23a.
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Por lo tanto, si se quiere sustituir un modelo biolégico por otro, es necesario
sel_eccionar al compuesto que presente la mejor inhibicién en P. crustosum y
probarlo en tejidos animales y humano, considerando que debe haber

consistencia en los resuitados de los modelos para validar la sustitucidn.

A,

ESTA TESIS NG SA

<7
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Procedimiento experimental de la Tercera Parte. Compuestos 23 a-c.

Caracterizacion de 170t-acetoxi-4-pregnén-3,20~di0na (15).

(Ver pagina 41-42).

17c-acetoxi-4w, 5o, -epoxi-pregnan-3,20-diona { 20 )

En un matraz bola de 100 ml se disolvié 1 gramo (2.7 mmol} del compuestd 15
en 50 mi de metanol y se calenté hasta la disolucion del compuesto,
posteriormente se agregé 1 ml (2.7 mmol) de NaOH al 10% y 1.4 ml (12.3
mmol} de perdxido de hidrégeno al 30%. La mezcla de reaccién se mantuvo en
agitacién a temperatura ambiente durante 4 horas, al termino de la reaccién se
vertié en agua, precipitando de esta manera el compuesto 20, el cual fue filtrado
y lavado con agua hasta pH neutro. El producto se secé al vacio.® E producto se
r_ecris{alizé de metanol. Rendimiento=98% (1 gramo), P.M.: 388, Punto de
Fusién: 192-194°C, IR v: 2948, 1722, 1712, 1252 cm' cm”. RMN de 'H
(Espectro XXIA}: Tabla No.16, RVIN de 13C (Espectro XXIB): Tabia No. 17.

4-Bromo-17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona {21).

En un matraz bola de 100 ml, se disolvié 1 gramo (2.57 mmol) del compuesto 20
e.n 60 mi de metanol y sé afadieron 15 m! {88.9 mmol) de HBr al 48%, la
reaccion se agitd durante 12 horas a temperatura ambiente. La reaccidon fue
~ monitoreada por cromatografia en capa fina. La mezcla de reaccién ée vertié en
150 ml de agua para precipitar al compuesto 21, fue filtrado y lavado con
suficiente agua hasta pH neutro. El producto fue recristalizado de metanoi.?**° El
producto se recristalizé de metanol. Rendimiento =90% {1 gramo}, P.M.: 450,
Punto de Fusion: 195-196°C, IR: 2945, 1736, 1671, 1254 cm' UV: 240 nm,
RMN de 'H (Espectro XXIIA): Tabla No.16, RMN de '*C (Espectro XXIIB): Tabla
No. 17
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4-Bromo-17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (22).
Se realizd el mismo pfocedimiento experimental descrito anteriormente, para la

obtencidon del compuesto 19,557

utilizando al compuesto 21 como materia prima
{péginas 45 y 5b) Rendimiento =70% {0.63 gramos), El producto se recristalizé
de metanol. P.M.: 408, Punto de Fusién: 204-206°C, IR v: 3400, 2948, 1709,
1656_cm" UV: 255 nm, RMN de 'H {Espectro XXIIIA): Tabla No.16, RMN de *C
(Espectro XX1lB): Tabla No. 17. Las caracteristicas espéctroscépicas de los

compuestos 20~22,' se localizan en las Tablas No. 16-19

A

Tabla No. 21 Espectrometria de Masas v rendimientos

de los compuestos 20-22

_Espebtrometr_ia de Masas Rendimientos
20 388 M™ (10), 346(15), 345(14), 303(40), 285(100) 98 %
21 | 450 M7 (2), 452 M™* +2(2), 410(15), 408(14), 365(40)}, 90 %
| 347 (100) | |
- 22 408 M7 {18), 410 M* +2(18), 365{40), 347(100) 70 %

Obtencién de los ésteres 23 a-c
La metodologia experimental_desarrolladé para la sintesis de los ésteres antes
mencionados, es idéntica al método descrito en las paginas 16 y 27, utilizando
~ como materia prima al compuesto 22. Los rendimientos de cada éster, asi como
sus caracteristicas fisicas y espectroscépicas se localizan en las Tablas No. 18-

19y 22-23.
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Tabla No. 22 Datos de IR, UV y Punto de Fusion

de los compuestos 23 a-c

IR cm™’ _ A Pf°C

23a | 2949, 1733, 1715, 1692, 1260 241 196-198
23b | 2947, 1736, 1715, 1672, 1250 264 225-228
23c | 2948, 1730, 1709, 1656, 1254 252 188-190

Tabla No. 23 Espectrometria de Masas y rend_imient'os

de los compuestos 23 a-¢

_ Espectrometria de Masas Rendimientos
23a 526 M* (2), 528 M* +2(2), 119(100) 52 %
23b 511 M*(3), 513 M* +2(3), 105(100) 50 %
23c 530 M* (1), 532 M* +2{1), 123(100) 45 %

Determinacion de la inhibicion de la conversiébn de Testosterona a ba-
- dihidrotestosterona en fraccion membranal de pr'éstata a pH=7, por los
compuestos 23 a-c.

El procedimiento experimental realizadd en la evaluacién de los compuestos 23 a-
~¢, s el mismo que se utilizé para la evaluacién de los compuestos 6 a-f,

explicado en las paginas 57-58.
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Determinacién del patrén de inhibicién de la enzima Sa-reductasa localizada en
cultivos de P. crustosum y de la Vmax y Kmax para los corhpuestos finasterida y
23c.

El patrén de inhibicién de finasterida y de 23c fue determinado en cultivos de P,
érusto.s‘urh incubados durante 5 dias por triplicado en presencia de testosterona
tritiada (actividad especifica 85-100 Ci 7 mmol)} y de diferentes concentraciones
de testosterona no marcada (9-288 nM en 20 pl de etanol) y 60 pM de
finasteride o con tres diferent.es concentraciones de 23¢ (20, 40 y 60 pM)
diluidos en 10 ul de etanol. La reaccién inicié por la adicién de 0.5 mM de
NADPH é pH = 6 en un volumen final de 1 mi y las mezclas fueron incubadas en

un bafio de agua a 25°C.

Las reacciones terminaron por la adicién de 1 mL de diclorometano y los
esteroides fueron extraidos {3 X 1 ml} con diclorometano. La fase orgéanica fue
separada, evaporada hasta sequedad y redisuelta en 500 pl de metanol. Ef.
esteroide aislado fue purificado junto con testosterona y dihidrotestosterona por

cromatografia en capa fina utilizando un sistema de elucién cloroformo: acetona

9:1.

Los esteroides fueron detectados usando acido fosfomolibdico y una lampara de
- UV, (254.nm). La zona correspondiente a DHT {Rf 0.48) fue cortada a partir de
la placa y la fraccion fue colocada en un vial. La radicactividad fue detectada en
espectrometro tri-carb 2100TR de cintilacién liquida. La eficiencia en Ia
determinacién de la testosterona tritiada fue del 68%. La bérdida de radiactividad
du-rante.el procedimiento fue calculada de acuerdo con los resultados obtenidos a
partir del control sin los hongos . La formaé]én de DHT fue calculada y expresada

‘en fmol de DHT / mg de micelio / dia.
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Conclusiones Generales

Primera parte.

Se sintetizaron 5 compuestos de tipo diendiona 14 a-e ,de los cuales 4 son
nuevos 14 b-e y 5 de tipo triendiona 5 a-e todos ellos son nuevos. Se realizé la
evaluaciéon farmacolégica metabdlica in vitro con 'I_as vesiculas seminales de
hamsters castrados y se observé que las triendionas son més activas que las

diendionas,

Lo anterior verifica la hipétesis planteéda, pues las triendionas tienen mayor
coplanaridad que las diendionas y reaccionan pr'eferentemente con el NADPH de
la enzima Ba-reductasa. Las triendionas 5 a, b y d disminuyen con mayor
efectividad la velocidad de formacion de DHT que finasterida, esto significa que
son inhibidores méas potentes que finasterida siendo el cbmpuesto 5b el mejor de

ellos.

Este trabajo fue aceptado para su publicacién y la cita bibliografica es: Flores E,
Bratoeff E, Cabeza M, Ramirez E, Quiroz A and Heuze |. Sterbid 5-a-reductase

Inhibitors. Mini Reviews in Medicinal Chemistry. ('2003)

‘Segunda parte _ ,

Se sintetizaron 7 esteroides nuevos 19 y 6 a-f y fueron evaluados en fracciones
membranaleé de prostata de hamster, resultando el compuesto 19 el mas
efectivo en la inhibicién de la enzima, incluso su C.l.5, es muy cercana al valor

‘que posee finasterida.

Por otra parte los compuestos 6d y 6f (ésteres aromaticos) son mas efectivos en

la inhibicién de la enzima en comparacién a los compuestos 6a y 6e y mucho
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méas que Bb y 6c¢ (todos son ésteres alifaticos), esta parte de la investigacién,

sera enviada para su publicacién en un futuro cercano.
Tercera parte

En esta parte del trabajo, se sintetizaron y evaluaron biolégicamente los
compuestos 23 a-c en dos modelos diferentes; en uno de ellos 23c¢ inhibe en
mayor proporcién a la enzima presente en cultivos de Penicillium crustosum en
comparacién a finasterida, sin embargo el mismo compuesto en el modelo de
fracciones membranales de préstata de hamsters es el que‘presenta la menor
inhibicién de la enzima, porque su valor de C.L 4, esta muy lejanc del valor

cofre_spondiente de finasterida.

Esta parte del trabajo fue enviada para su publicacién a Steroids y se anexa la

carta de aceptacién.

Por otra parte, comparando los valores de C.l.5, de los compuestos 19, 6 a-f y 23
a-c, se conciuye que los compuestos 6—metif.en {19 y 6 a-f) son mejores
inhibidores de la enzima que los compuestos 23 a-c¢ (siendo 19 el mejor de todos
el.los}. Es decir, con los datos disbonibfes hasta la fe'cha. y que estan incluidos en
esta tesis, se concluye que la hipdtesis de Petrow e.s valida, siendo necesario

evaluar en esta modalidad a los compuestos 14 a-e y 5 a-e para confirmarla.
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Abstract
The conversion of testosterone (T) to So-dihydrotestosterone (DHT) has been

demonstrated in P. crustosum broth obtained from fermented. pistachios, lemons and corn
tortillas. Furthermore, the presence of So-reductase enzyme, which is responsible for this

conversion, has been established by electrophoretical techniques in these cultures.

5a-Reductase enzyme is also present in animal and human androgen dependent
tissues as weﬁ as in prostate and seminal vesicles. The increase of the conversion of T to
DHT in prostate gland, has been related to some illnesses such as benign prostate
_hypérplasia and prostate cancer. Fﬁrthermore, treatment with 5o-reductase -inhibitors as -
finasteride reduces the prostate growth. These data have stimulated research for the

synthesis of new molecules with antiandrogenic activity, whose biological effect needs to

bé demonstrated.,

The purpose of this study is to determine the inhibition pattern of So-reductase in P.
crustosum by finasteride and the new steroidal coinpound PM-9. Km and Vmax values for
T, wére determined in the broths by Lineweaver-Burk plots using different testosterone
‘¢concentrations. The Km vali_xe was 0.22uM and Vmax 0.833 pmol of DHT/mg of
mycelium/day. The inhibition pattern of finasteride and PM-9 was also determined by
Lineweaver-Bmk using different concentrations of T and inhibitors. Results show that

finasteride and PM-9 inhibit 5a-reductase present in the broth in a competitive manner.

Keywords: 5 oc-Reductasé, PMS, Penicillium crustosum, antiandrogéns.



1. Introduction

Androgens, particularly So-dihydrotestosterone (DHT), are required td maintain the
size and function of the prostate in men and are thought to play a major role in the
pathogenesis of benign prostatic hyperplasia [1,. 2] and prostate cancer [3]. 5o-Reductase
eﬁzyme, which catalyzes the irreversible conversion of testosterone 1 (T) to
dihydrotestosterone 2 (DHT), Figure 1, is potentially the dominating enzyme of the whole |
intraprostatic androgen metabolism [4, 5]. There is a well-documented ﬁnding that higher
concentration of DHT is present in the prostate than in the cotresponding plasma or skeletal
muscle [6, 7]. These observations have led to the development of human So-reductase

inhibitors as potential therapeutic agents for benign prostatic hyperplasia and cancer.

5a-Reductase, is also present in Penicillium crustosum broths; its presence has been
demonstrated by the conversion of T to DHT and this fact. has been established by
electrophoretical techniques in these broths [8, 9]. This model has been used by our group

as a screening assay for determination of Sa-reductase inhibitory effect [10].

Reéently several new inhibitors of So-reductase have been described as potential
clinical candidates for the treatment of benign prostatic hyperplasia and cancer [11-12].
Finasteride 3 is the first So-reductase inhibitor approved in the USA for the treatment of

this illness. This drug has a greater affinity for Sa-reductase type 2 than for type 1 enzyme,

both present in human prostate [13].



In view of the fact that several fluoro and nitrogen containing pregnane derivatives
have shown high antiandrogenic activity [14], the purpose of this study is to determine the
inhibition pattern of 5o-reductase enzyme by finasteride and PM-9 using P. crustosum

broth that avoids the sacrifice of many animals.



2. Experimental

2.1 Materials and methods

Chemical and Radioactive Material: Solvents were laboratory grade or better.
Melting points were determined on a Fisher Johns melting point apparatus and are
uncorrected. 'H and °C were taken on Varian Gemini 200 and VRX-300 respectively.
Chemical shifts are given in ppm relative to that of MesSi (8=0) in CDCls. The
abbreviations of signal patterns are as follows: s, singlet, d, doublet; t, triplet; m, multiplet.
Mass spectra were obtained with a HP5985-B spectrometef. L.R. were recorded on a Perkin-
Elmer 200s spectrometer.

(1,2,6,7w_3T) Testosterone [3T], specific activity: 95 Ci / mmol, was provided by New
England Nuclear Corﬁ. (Boston MA, U.S.A)). Radioniert T-and SaDHT were supplied by
Steraloids (Wilton, NH, U.S.A.). D(oc)-Glucoée, was purchased from Merck (Mexico).
Sigma Chemic&al Co.-.(St Louis, MO, U.S.A.). supplied NADH'and the finasteride was

obtained by extraction from Proscar (Merck, Sharp & Dohme).

2.2 Synthesis of the steroidal compounds

17-0. Acetoxy-4, 5-epoxypregnan-3, 20-dione (5). To a solution of 4 (1g, 2.57
mmol) in methanol (30 ml) was added 0.7 mi, 10% (1.75 mmol) of sodium hydroxide and
1.4 ml, 30 %, 14.6 mmol of hydrogen peroxide. The mixture was stirred for 24 h at room
temperature. The methanol was evaporated in vacuum. Upon cooling thé desired compound
5 precipitated as colorless crystals, 0.99g, 2.55 mol (99%). Mp 192-194°C. LR. (KBr):

1712, 1722, 1730 em™. "H-NMR (CDCls) 8: 0.65 3H, s), 1.16 (3H, s), 2.04 (3H, ), 2.14
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(3H, s), 3.01 (1H, s). >C-NMR, &: 14.4 (C-18), 16.4 (C-19), 18.9 (C-19), 170.7 (CHs-

- CO0), 203.9 (C-20). MS (m / z): 388 (M").

17-c. Acetoxy-4-br6mo-4-pregnene—3, 20-dione (6) To a solution of 5 (lg, é.é
mmol) in methanol (30 ml) was added concentrated hydrobromic acid (15 ml). The mixture
-was stirred for 12h at room temperature, water (100 ml) was added and upon cooling the
desired crude compounds 6 precipitéted (.98g. The crude product was recrystallized from
methanol to give 0.70g, 1.5 mmol (60 %) of the pure.compound 6. mp 195-196°C. UV: 260
nm (log &, 4.12). IR (KBr): 1671, 1710, 1736 and 614 cm™, '"H-NMR (CDCls) 8: 0.68 (3H,
$), 1.24 (3H, §), 2.05 (3H, s), 2.11 (3H, 5). *C-NMR, 5: 14.3 (C-18), 17.5 (c-19); 21.2 (C-

21), 170.0 (CH;-COO), 203.0 (C-20), 123.9 (C=C-Br), 190.0 (C-3). MS (m / z): 450 (M.

17-0 Hydroxy-4-bromo-4-pregnene-3, 20-dione (7) To a solution of 6 (lg, 2.6
mmol) in methanol (100 ml) was added a 2% solution of sodium hydroxide (25ml) and the
mixture was allowed reflux for 30 min. The methanol was evaporated in vacuyum and to the
aqueous phase it was added water (20 ml). The mixture Was extracted 3 times with
chloroform and the éombined organic phaseé were washed repeatedly with water until a pH
of 7. The chloroform solution was dried with sodium sulfate and the organic solvent was
evaporated in vacuum. The crude product waé purified by column chromatograph
(hexéne:AcOEt=6:4)' and recrystalliied from methanol to give 0.71g, 1.74 mmol (66%) of

‘the compound 7. mp 204-206°C. UV: 259 nm (log ¢, 4.10). IR (KBr): 1657, 1709, 3400 cr”

. 'H-NMR (CDCL) 8: 0.74 (3H, 5), 1.17 (3H, 5), 2.23 (3H, 5), 3.57 (1H, 5). "C-NMR, §:
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154 (C-18), 17.5 (C-19), 20.44 (C-21), 89.8 (C-17), 170.0 (CH5-COO), 211.6 (C-20),

123.9 (C=C-Br), 199.5 (C-3). MS (m / 2): 408 (M).

4~bromd—17cx-(p—ﬂu0robenzoyloxy)—4—pregnene—3, 20-dione (PM-9). A solution
of trifluoroacetic anhydride (5.18g; 0.024 mmol), p-fluorobenzeic acid (3.46g; 0.024
mmol) and p-toluenesulfonic acid (0-3g; 0.0017 mmol) was stirred under nitrogen for 3h at
.room temperature. Compound 7 (1.0g; 0.0024 minol) dissolved in chloroform (5 ml) was
added and tﬁe resulting solution was allowed to stir for 3h at room temperature. Water (5
ml) was added and the mixture was neutralized with an aqueous solution of sodium
bicarbonate to a pH of 7. The reaction mixture was extracted with choloform, the combined
organic extracts were washed with water, dried over anhydrous sodium sulfate and the
solvent e‘vaporated. in vacuum. The crude product was purified by silica gel column
chromatography (hexane:AcOEt=7:3) eluted 0.58g; 0.001 mmol (44.57%) of the pure PM-
9 compound.'n-lp 188-190°C. UV: 253 .nm (log €, 4.12). IR (KBr): 12_68, 1702, 1718 cm™.
"H-NMR (CDCl;) 8:0.77 (3H, 5), 1.24 (3H, 5), 2.15 (3H, 5), 7.2 (2H; m), 8.1 @H, m). *C-
_ .NM'R, &: 14.5 (C-18), 18.2 (C-19), 21.3 (C-21), 170.3 (CH3-COO), 203.4 (C-20), 128.5

(C=C-Br). MS (m/z): 531 o).

3. Measurement of Sc-reductase activity.

So-Reductase activity was determined in cultures of P. crustosum, as described
earlier [8, 9]. The broths were incubated for 5 days in triplicate with [*H]T (specific activity
85-100 Ci/mmol) plus different concentrations of unlabeled T (9-288nM in 20pul of

ethanol). _The reaction was started by adding 0.5mM of NADPH in a final volume of one ml



at pH 6, and the mixtures were incubated in a water bath at 25°C. As earlier indicated we
demonstrated Penicillium crustosum growths in potato dextrose agar medium at 25°C, The o
optimum growth was observed at the fifth day of growth and no contamination was

observed under the incubating conditions (8,10).

The inhibition patte.rn by finasteride or PM-9 was .detenniried in cultures of P.
crustosum [8, 9] incubated for 5 days in triplicate in fhe presence of [PH]T (specific activity
85-100 Ci/mmol) plus different concentrations of unlabeled T (9;288nM in 20pl of ethanol)
and 60 pM of finasteride or three different concentrations of PM-9 (20, 40, 60 pM) diluted
in 10pl of ethanol. The reaction was started by adding 0.5mM of NADPH at pH 6 in. a final

volume of one ml at pH 6, and the mixtures wete incubated in-a water bath at 25°C.

All reacitions were stopped by adding one ml of dichloromethane, and the steroids
were extracted (3X60 seconds) using one ml of dichloromethane. The organic phase was
separated, evaporated to dryness and redissolved in 50‘0‘ 1l of methanol. The isolated steroid
was. purified with. steroid carriers (T and DHT) by thin layer chromatographic system
(chloroform:acetone=9:1). The steroid carriers were detected using phosphomolibdic acid
reagent and an ultraviolet lamp (254 nm). The zone corresponding to DHT (Rf 0.49) was
cut out from the plate and the fraction was placed into a counting vial. Radioactivity was
detected in a tri-carb 2100TR liquid scintillation spectrometer using Ultima Gold (Packard,
Downers Grove, IL, USA) as the counting vehicle. The counting efficiency of [*H]| was

68%. The losses of radioactivity during the procedure were calculated in agreement with



the results obtained from the control experiment without the fungi. The formation of DHT

was calculated and ekpressed in fimol of DHT/mg of myéelium/ day.

Km and Vmax values were derived from Lineweaver- Burk plots [15]; from both
values, regression lines were computed by the method of least squares. The inhibition
patterns as well as Ki values of finasteride and PM-9 were determined by Lineweavet-

Burk plots.
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4. Results

4.1 Km and Vmax values of Sa-reductase in P. crustosum broths,

Km and Vmax values for Sa-reductase were determined in P. crustosum broth from
Lineweaver-Burk plots [15], Fig. 2, using different T concentrations {9-288nM). The mean
value for Km was 0,2240.07 uM and that for Vmax 0.8310.05 pmol of DHT/mg of
mycelium/day. .

3.2 Determination of Ki values and the inhibition pattern of Sa-reductase by

finasteride and PM-9.

In P. crustosum broth, the Ki values as well as the pattern of inhibition of 5o-
reductase by finasteride and PM-9 were determined from Lineweaver-Burk plots [15] using

different testosterone concentrations (9-288nM). Since finasteride was used as a control,
only one concentration was applied (60 uM), the mean of Ki values for finasteride was

1.54+0.25 pM and Ki for PM-9 at 60pM was 12.612.5nM.

Lineweaver-Burk plots (Fig. 3) show that finasteride at a concentration of 60ul, is
a competitive inhibitor for So-reductase enzyme present in P. crustosum broth. Figure 4
shows that PM-9 at concentrations of 20 and 60 pM is a competitive inhibitor for the

enzyme; whereas at concentration of 40 ulM,, the enzyme Sc-reductase was inhibited in an

uncompetitive manner,
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5. Discussion

In this study, we determined for the first time, the enzymatic activity of 5a-
reductase present in P crustosum broth, Furthermore, we also evaluated the inhibitory effect
of finasteride and the new steroidal compound PM-9 (Figure 1) on this enzyme. In this
model the enzyme Sc-reductase was inhibited by finasteride and PM-9, both compounds
inhibited also the enzyme present in seminal vesicles of gonadectomized testosterone-
treated hamstei‘s. The affinity of finasteride for So-reductase present m this system (Ki
1.54+0.25uM) is lower than that for compound PM-9, because a higher concentration of
.ﬁnasteride is necessary to obtain a similar inhibitory e_ffect (Xi 12.6+2.5 nM) [8, 9]. The
Lineweaver-Burk plots (Figs. 3 and 4) show that both finasteride and PM-9 at a

“ concentration of 60uM, are competitive ihhibitors for the So-reductase present in P.
crustosum broth. The- same 'competitive inhibition pattern is also observed at a
gonceﬁtration of 20uM of PM-9 (Fig 4). Competitive inhibition occurs when the term
“slope X Vmax” is increased by the inhibitor [15] as is the case of ﬁnasteride and PM9,
However at concentration of 40 uM the mechanism of inhibition is different due to the
presende of an altered pattern, thus indicating an uncompetitive process. These data show
that the pattern of inhibition of PM-9 changes with different concentrations. In the maxim

and minim it produces a competitive pattern whereas in the middle, it is uncompetitive.

The Km value (0.22+0.07 pM) for Sa-reductase enzyme present in P. crustosun
broth indicates that it possesses a low affinity (high Km) for its substrate. Furthermore

Vmax value (0.83+0.05 pmol of DHT/mg of mycelium/day) shows that the maximum
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velocity is obtained when the Sc-reductase enzyme exists completely in the form of

enzyme:substrate complex [15].

The overall data from this study indicate that the enzyme So-reductase present in P,
crustosum broths has low affinity for T however it can be effectively inhibited by
fmaéterid_e and compound PM-9. These findings can be used for the screening assay of
.several new steroidal compounds in order to select the most active Sa-reductase inhibitor.
However when the best compound in the P. crustosum model is sclected, it is still

imperative to determine its activity in animal and human androgen dependent tissues.
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Figure 1. Steroid structures. Testosterone 1, dihydrotestosterone 2, finasteride 3 and

the synthesized steroids.

Figure 2. Determination of Km and Vmax values for So-reductase enzyme present

in P. crustosum broths by the Linewea\}er-Burk plot.

Figure 3. Lineweaver-Burk plots for thé inhibition of P. crustosum Sa-reductase
‘enzyme by finasteride. The inhibitory effect of the steroid was determined in P. crustosum
assay which was carried out with varying testosterone concentrations in the presence of

NADPH. Zero value indicates no inhibitor.

Figure 4. Lineweaver-Burk plots for the inhibition of P. crustosum So-reductase by
PM-9 in three different concentrations. The inhibitory effect of the steroids was determined
in P. crustosum assay which was carried out with varying testosterone concentrations in the

presence of NADPH. Zero value indicates no inhibitor.
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Steroid So-Reductase Inhibitors

Eugenio Flores, Eugene Bratoeff", Marisa Cabeza, Elena Ramirez, Alexandra Quiroz and

Ivonne Heuze

National University Mexico D.F. and Metropolitan University Mexico D.F.

Abstraet: The objective of this study is to synthesize new stercidal compounds based on the progesterone
skeleton with a high inhibitory activity for the enzyme Sci-reductase. Presently similar compounds are being
used for the treatment of androgen dependent diseases such as: hirsutism, androgenic alopecia, bening
prostatic hyperplasia and prostate cancer. Dihydrotestosterone 2 (Fig. (1)), a Sot-reduced metabolite of
testosterone 1 has been implicated as a caunsative factor in the progression of these discases, largely through
the clinical evaluation of males who are genetically deficient of steroid Sci-reductase enzyme. As a result of
this study, the inhibition of this enzyme has become a pharmacological strategy for the design and synthesis
of new antiandrogenic drugs. The advent of finasteride 8 (Fig. (4)) a Sci-reductase inhibitor has grately
alleviated the symptoms associated with benign prostatic hyperplasia. .
In our laboratory we recently synthesized several new 16J-methyl-pregnadiene-3,20-diones derivatives 27
(Fig.(6)), 38-42 (Fig. (11)), 16f3-phenyl-pregnadiene-3,17a-dione derivatives 32-33 (Fig. (7)), 16B-phenyl-
pregnatriene-3,17a-diones, 30, 31 (Fig. (7)) and 16p-methyl-pregnatriene-3,20-diones 43-46 (Fig. (11)). These
compounds were evaluated as Sc-reductase inhibitors in the following biological models: Penicillium
erustosum broths, the flank organs of gonadectomized male hamsters, the incorporation of radiolabeled
sodium acetate into lipids, the effect of the new steroids on the reduction of the weight of the seminal vesicles
and on the in vitro metabolism of [*H]T to [FHIDHT in seminal vesicles homogenates of gonadectomized male
hamsters. All trienones 30, 31, and 43-46 in all biological models showed consistently a higher Sc-reductase
inhibitory activity than the corresponding dienones 27, 32, 33 and 38-42. We believe that with these
compounds the Se-reductase enzyme is inactivated by an irreversible Michael type addition of the
nucleophilic portion of the enzyme to the conjugated double bond of the steroid. The trienones having a more

coplanar structure react faster with the enzyme and thus show a higher inhibitory activity.

INTRODUCTION _

The mechanism of action of steroid hormones beging
when they migrate from the blood stream to the cell across
the cell membrane by a simple diffusion mechanism. Once
inside the cells, the steroids form complexes with
intracellular binding proteins called receptors which are
specific protein tissues. Steroid receptors were discovered by
Jensen and Suzuki in 1968 [1], changing the concept of the
mechanism of action of steroid hormones of those days,
Latter Gorski (2] demonstrated that hormone receptor
binding, triggers a cascade of events that permits the
expression of specific genes.

Inside the cells, the uptaken steroid hormones undergo
modifications in its molecule producing active metabolites
that trigger a cascade of reactions, These molecular changes
are due to the presence of enzyme specific tissues. In the
prostate for example, the Soi-reductase enzyme type 1T [3]
catalyzes the conversion of testosterone 1 (T) to 5a-
dihydrotestosterone 2 (DHT), (Fig. (1)). This metabolite is

*Address correspondence to this author at the Facultad de Quimica, Edif,
"E", Ciudad Universitaria, 04510 Mexico D.F., Mexico; Phone: 525-622-
5290; Fax: 525-622-5329 E-Mail: eugenef@servidor.unam.mx

1389-5575/03 $35.00+.00

responsible for the induction of some enzymes ‘such as the
3o-hydroxysteroid dehydrogenase and the 17§-
hydroxysteroid dehydrogenase [4].

The 178-hydroxysteroid dehydrogenase has the capacity
to convert testosterone to androstanedione and this
compound is converted to So-androstanedione by the Sc-
reductase action, The 5oi-androstanedione is transformed to
androstanediol by the action of the 3o-hydroxysteroid
dehydrogenase enzyme [4-6), '

Presently there are several compounds available that can
inhibit the mechanism of action of steroid hormones. These
inhibitions are carried out at different levels such as: 1)
blocking the receptors using an antagonist, 2) inhibiting
metabolic enzymes involved in steroidgenesis by chemical
agents, 3) inhibiting the mechanism of activation of
receptors on molecules that interact with chaperone or Fos
and Jun proteins, 4) inhibiting the phosphorylation changes
in receptor molecules and 5) modifiyng the hypothalamw- :
pituitary axis.

Reports in the literature describe a variety of natural or
synthetic steroids having antiandrogenic action. Voight et
al. in 1970 [7] demonstrated that progesterone 3 and
deoxycorticosterone 4 inhibit' the DHT formation by

_ competing with A%—3-keto site of the testosterone molecule

for Sc-reductase enzyme. In 1974 Hsia and Voight [8] also

© 2003 Bentham Science Publishers, Lid.
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Fig. (1). Structures of Testosterone, Dihydrotestosterone and several commetcially available So-reductase inhibitars,

demonstrated that 17B-carboxy-4-androsten-3-one 5, a
product of degradation of deoxycorticosterone is a potent
inhibitor of DHT formation. In most of the synthetic and
natural steroids, loss of the C-19 methyl group reduces the
potency of the steroid to be recognized by 5u-reductase [8].

The effects of the inhibitors on the genoma had been
evidenced by the works of Ziboh et al. [9], who in 1970
demonstrated that dehydroepiandrosterone inhibited the
. glucose-6-phosphatedehydrogenase activity and that of
Cabeza et al. who showed that levonorgestrel changes lipid
composition in flank organs of the treated animals [10].

Furthermore Sciarra [11] and Griffiths et al. [12] reported
that flutamide 6 prevents the increase of the epidermal

-growth factor (EGF) as well as the increase of its receptors in

androgen dependent tissues produced by testosterone,
dihydrotestosterone and 3o-androstanediol. This action of
flutamide on the androgen dependent tissues demonstrates
that testosterone and its metabolites as well as the EGF
downregulate epidermal growth factor receptor (EGFR) and

exhibit a growth-promoting effect by androgens in the

prostate gland, mediated by peptide growth factors {11, 12].
This mechanism is in agreement with that reported earlier for
other tissues, that require the participation of cAMP as a
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Steroid 5o-Reductase Inhibitors

signal molecule for its growth and differentiation,
suggesting that in this case B adrenoceptors are involved. It
is well known fact that testosterone increases [} adrenoceptors
in prostate cell membranes. Collins et al. [13] and Guthrie
et al. [14] demonstrated that testosterone, but not
dihydrotestosterone increases [ receptors in prostate gland,
which in addition increases the prostate binding, essential
for the prostate differentiation [15].

An analysis of these concepts leads to an alternative
hypothesis that androgens and B adrenergic pathways may be
involved indirectly in the growths of local growth factors or
other intracelutar mediators which regulate the growth and
- differentiation programs displayed by specialized target cells
as is the case with the prostate gland.

ANDROGEN ANTAGONISTS

Androgen antagonists offer a potentially useful treatment
for androgen mediated diseases such as: prostate cancer,
benign prostatic hyperplasia, polycistic ovary sindrome,
hirsutism in women , seborrhea, androgenic alopecia and
precocious puberty [16]. A recent report from the World
Health Organization [17] revealed that carcinoma of the
prostate is the second most commonly diagnosed cancer after
skin cancer in the male population of the USA and the
second most common cause of death from cancer after that of
lung, '

The age adjusted mortality rates per 100,000 vary in
different regions of the United States from 18.9 for white
males in Arkansas to 55.5 for black men in North Caroline,
probably the highest mortality rate in the world [17, 18].
Overall, around the world, the incidence of prostatic cancer
is increasing at an annual rate of approximately 2% to 3%
(Fig. (2)), with the lifetime risk of the disease developing in
North American men, being nearly 10 % [19]. Most of the
antiandrogens are synthetic substances with exception of
progesterone 3 (Fig. (1)), which has a moderate
antiandrogenic activity. No ailment is more common among
middle aged males or cause more apprehension than prostate
troubles or a prostatic operation; it is the operation men fear
most. Although surgery presently represents the most
acceptable treatment for prostatic cancer, about 400,000
resections are performed annually in USA [17, 18]; there are
also several other modalities available for the treatment of
both benign prostatic hyperplasia and prostate cancer. The
most important therapeutic methods available today are:
inhibition of androgen production by luteinizing hormone-
releasing hormone (LHRH) agonist [18], inhibition of
androgen action by androgen receptor antagonists [19],
inhibition of testosterone 1 conversion to
dihydrotestosterone 2 by 5Sct-reductase enzyme inhibitors
[19, 20], B adrenoreceptors antagonists [21, 22] and several
other less common therapies [3].

5a-REDUCTASE INHIBITORS
Enzymes involved in the biosynthesis and metabolism of

testosterone 1 are attractive target for drug design and drug
development. The phenotypic comsequences of genetic

Mini Reviews in Medicinal Chemisiry, 2003, Vol 3, Ne. 2 3

steroid Sa-reductase deficiency however do suggest a
strategy for the development of drugs that may be useful in
the treatment of benign prostatic hyperplasia, acne, male
pattern baldness and prostate cancer.

At birth male with steroid Sci-reductase deficiency have
ambiguous external genitalia. They are common raised as a
girls. At puberty, there is a striking change with the
development of a typical male phenotype including
enlargement of the phallus to become a functional penis.
Such male pseudohermaphrodites, initially identified in the
Dominican Republic by Imperato [23], as steroid 5c-
reductase deficient, were refered by local townspeople as
guevedoces (penis at age 12). Post puberty affected
individuals demonstrated a tiny prostate, no temporal
recession of the harline and no acne. The deficiency in
steroidal Sci-reductase, the NADPH-dependent enzime that
converts testosterone to So-dihydrotestosterone, results in
very low circulating dihydrotestosterone levels and a much
elevated testosterone: dihydrotestosterone ratio compared
with normal men [231].

The study of thesé individuals allows roles for those two
androgens at puberty to be assigned.
Testosterone Induced
Male sex drive performance
Muscle mass increase
Penis enlargement
Scrotum enlargement
Vocal cord enlargement

Spermatogenesis

Dihyarotestosterone Induced
Increase facial , body hair
Acne

Scalp hair recession

Prostate enlargement

Since testoterone 1 and dihydrotestosterone 2 share a

" common receptor, it appears surprising that the effect of

dihydrotestosterone is not mimicked by testosterone.
Dihydrotestosterone amplifies the androgen signal (compared
with that of testosterone) as a result of its severalfold higher
affinity for the androgen receptor. It has also been suggested
that the dihydrotestosterone-receptor complex has a higher
affinity for acceptor site in the nuclear chromatin than does
the testosterone-receptor complex [24].

The local conversion of testosterone to
dihydrotestosterone by So-reductase enzyme probably serves
as an androgen amplification mechanism. Such amplification
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may be less critical in tissues where testosterone suffices for
the androgen effect (anabolic development), but essential for
dihydrotestosterone dependent tissues (prostate, seminal
vesicles and sebaceous glands). '

Dihydrotestosterone 2 is therefore essential for
differentiation of male external genitalia including the
prostate, during embryogenesis. It is not yet certain whether
dihydrotestosterone is required for the growth of the
differentiated prostate, although dihydrotestosterone
propionate administration to an affected subject for one year
did result in an increase .in prostate size [24].
Dihydrotestosterone depletion should have positive
therapeutic consequences without having adverse effects on
the desirable masculine characteristics mediated by
tesfosterone,

The 5c-reductase enzyme 3-oxo-steroid-4-ene-
dehydrogenase is an hydrophobic protein formed by 259
amino acids. Its molecular weight is 29,462 and is located
in the microsomal fraction on the target cell. {3-6].

Species differences between the prostatic steroid 5¢-
reductase of rat, dog and human have been- demonstrated
with a series of 4-aza-steroidal inhibitors containing varying
substituent at position 17 [25, 26]. These compounds with a
17p-dialkylcarbamoyl group are approximately equipotent
inhibitors of the rat and the human enzyme, but are only
0.1-15 % as potent inhibitors of the dog enzyme. Inhibitors
with a b-spiroether substituents are most potent with the rat
enzyme being only 15-50 % and 0.2-0.4 % as effective
against the aectivity derived from dog and human
respectively. Appropriate substitution at C-17 is therefore of
particular importance in inhibitor design. Furthermore, the
pH optimum of theé enzyme activity varies between the
human (pH 4.8-5.2), dog (pHl 6.2-6.8) and vat (pH 6.5- 7.0).

A mechanism of action (Fig. (3)) consistent with the
known regio and stereochemistry of reduction involves direct
hydride donation from NADPH to the 5-position of

Bratoeff et al,

testosterone, thus leading to enolate formation at C-3, C-4,
The enolate presumably would be stabilized by some
electrophilic residue (E*) in the active site. This process may
be viewed altematively as activation of the enone by (E*)
leading to a positively polarized species which accepts a
hydride from NADPH at C-5. Enzyme mediated
tautomerism then leads to the preduct dihydrotestosterone

with the release of NADP™Y,

The enzyme So-reductase responsible for the reduction of
testosterone to dihydrotestosterone exists in two forms: 50 .
reductase isozymes type 1 and 2. Type 1 occurs in the skin,
liver, ventral prostate and acts in acidic and basic medium,
The type 2 enzyme is expressed in ventral prostate,
epididymis and other reproductive tissues. It acts in acidic
medium, Humans, monkeys and rats have both types of the
enzyme that can be distingnished on the basis of substrate
affinity, pH optimum and inhibition to certain 4-azasteroids.
This enzyme serves as an important regulator of hormone
action in androgen sensitive cells [27], and is absent in some
androgen sensitive tissues such as muscles and testes of old
human males. :

The most extensively studied class of Sci-reductase
inhibitors are the 4-azasteroids [28] which includes the drug
finasteride 8 (Fig. (4)). Finasteride is the first So-reductase
tnhibitor approved in the USA for the treatment of benign
prostatic hyperplasia (BPH). This drug has approximately a
100-fold greater affinity for type 2 5¢i-reductase enzyme than
for the type 1 enzyme demonstrating an ICsg value of 4.2
nM for type 2 enzyme [28]. In humans, finasteride decreases
prostatic DHT Jevels by 70-90 % and reduces prostate size
[29], while testosterone tissue levels remain constant. The
use of finasteride 8 demonstrated a sustained improvement
in the treatment of BPH and a reduction in prostate specific
antigen {PBA) levels [30, 31). Related analogs 9, 10 and 11
have also demonstrated effectiveness in vitro and in vive {32-
35]. A new 6-azasteroid 12 has also shown potential
inhibition of Sa-reductase [36].

OH
OH
s) H
o H
TESTOSTERONE DIHYDROTESTOSTERONE
@
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H

Fig. (3). Mechanism of Testosterone Reduction.
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13R; =H; Ry = ((CH;y);

12 14 R1 =R2= CH(CHs)z

Fig. (4). Structures of Finasteride and analogs steroidal Sot-reductase inhibitors.

Androstandiene-3-carboxylic acids 13 and 14 (Fig. (4))
were recenily synthesized and have shown a potent
uncompetitive inhibition of type 2 So-reductase [37, 381
Epristeride 13 [39] has exhibited the ability to lower serum
DHT levels by 50% in clipical trials [40, 41]. Other analogs
with acidic funcionality at the C-3 pesition include 15 and
16 (Fig. (5)) and the estratriene carboxylic acid 17 have also
demonstrated a high inhibitory activity [42]. Finally the

allenic secosteroid 18 and compound 19 have shown a -

potent irreversible inhibitory action to So-reductase, even

0~ T~
18

Fig. (5). Commercially available steroidal So-reductase inhibitors,

though it was originally developed as amn irreversible
inhibitor of 3B-hydroxy-steroid dehydrogenase-D-4,5-
isomerase [42-44].

Recently Hartman ef al. [45] synthesized novel steroidal
oxime inhibitors for 170-hydroxylase/C-17,20 lyases and
5a-reductase types 1 and 2 having the basic structure as
shown in 7 (Fig. (1)). This compound showed an excellent
inhibitory activity toward the human 5o-reductase types 1
and 2 and a reasonable activity toward the rat enzyme
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Synthesis and Pharmacelogical Evaluation substituted pregnane compounds (Fig. (6}) and phenyl
) substituted D-homo-pregnane steroidal derivatives (Fig. (7)).

In this paper we describe the synthesis and The biclogically active compounds 21, 26 and 30-33 were
pharmacological evaluation of several new I6-methyl prepared from the commercially available 16-

e} . ¢] 0]
. -0 . o
e : ’
H,0,- OH AcO-Py
. —————— r——r——— -
) RT, 12h RT, [2h
AcD . HO ’ AcO
20 ’

22
u OH
HO/\\/
CH (OCH,);
PTS, 60°C.,, 6h
. o 0/>
. -0§  AcetonePTS « CHaMeCl ' 8
. I Eatisithlbedl -
RT, th Cul, THF !
Reflux 72h .
HO
HO 25 AcO 23
Bray/Dioxan
Li, CO3, LiBr
DMF, 80°C, 3h o . o
- OH HOOG-(CH2)3-CH; = 00C-(CHz)3-CHs
(CF1C0),0
FTS, RT, 1.5k
o) G
26 27
Fig. (6). Reaction sequence for the synthesis of the biologically active compounds.
0§ : ) 0/>
0 o OH
-0OH _
PhMgBr OH Acctone CHs
— — e B
*TPh Cul, THF Ph HCIOy ¥h
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40 22 HO 28 Ho 2
. Bra / Dioxan
o Li; CO;, LiBr
0
Ohc DMF, 80°C-3h - DDQ-diox
~C H, an
_ CH,COCH-PTS Reflux, 4
Ph -= days
(CFCOR0
HO 1 RT,2h  HO
OH
i CHy
CH; COCH-PTS
———— e — Ph
(CF;C0),0
o RT,22 O 30

Fig. (7). Reaction sequence for the synthesis of the biologically active compounds.
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Fig. (8). Effect of different synthetic steroids on the conversion of [PHJT to [PHIDHT in P. crustosum.

dehydropregnenclone acetate 20; surprisingly this compound
showed a small pharmacoclogical activity (Fig. (6)) [46-48].
The in vitro biological activity of these compounds was
determined by following the transformation of testosterone
(T) (1) to dihydrotestosterone (DHT) (2) produced by Sc-
reductase enzyme in P. crustosum broths [49, 50], by the in
vivo steroid action upon the flank organs where the DHT is
bound to its cognate receptor [47, 51] and also by the
incotporation of radiolabeled sodium acetate into lipids in
these glands [52, 53].

Conversion of T to DHT has been demonstrated in P,
decumbens and P, crustosum broths obtained from fermented
pistachios, lemons and corn tortillas [49,50]. For the
determination of the biological activity of the new steroids
20, 21, 26 and 36-33 as 5ca-reductase inhibitors, we used the
conversion of T to DHT in P. crustosum broths as shown in
(Fig. (8)). Radiolabeled T in the incubated medium
significantly increased its conversion to DHT as compared to
T plus finasteride 8 or a combination of steroids 20, 21, 26
and 30-33 with testosterone (T). Finasteride 8 decreased the
conversion of [*H]T to [PH]DHT (p<0.005) effected by the
fungi, These data indicate that 8 as well ag the above
mentioned steroids are good inhibitors for the conversion of
T to DHT in this model.

In another experiment, we used the flank organs of
gonadectomized male hamsters to test the Soi-reductase
inhibitory activity of these steroids [47, 52]. Hamster flank
organs are dorsal spots on the skin that are composed of
pilosebaceous tissue. These glands are androgen-dependent
and upon castration, the diameter of the spot decreases; daily
injection of T restores the original size, The flank organs can

convert T to DHT and are used for the screening of new
antiandrogenic dirugs [51,54]

The flank organs are larger in males than in females and
are capable of synthesizing lipids, furthermore they can
modify the sebum lipid composition under T or
progesterone stimuli [52,53]. In this experiment, the
diameter of the pigmented spot on the glands 15 days after
castration significantly decreased (p<0.005) as compared to
that of the uncastrated animals. Subcutanecus injection of
the vehicle alone did not change this condition. However
treatment with T restored the original diameter of the spot.

Finasteride 8 [54, 551 as well as steroids 20, 21, 26 and
30-33 significantly decreased (p<0.005) the diameter of the
pigmented spot on the flank otgans as compared to that of
the T treated animals Table 1. The most effective
compounds in these experiments were steroids 20 and 31
which reduced the diameter of the pigmented spot to 1.5
mm, followed by finasteride, 2.5 mm and steroids 36, 32
and 33. These data suggest that compounds 20 and 30-33 are
strong inhibitors of the conversion of T to DHT and this
confirms the validity of this model for the determination of
So-reductase inhibitory activity, Table 1 also shows the
percentage of [1,2-14C] sodium acetate incorporation into
lipids as well as the rate of this incorporation. Compounds
20, 30 and 31 exhibited a much lower percentage of sodium
acetate incorporation than finasteride 8. These date which are
the result of two different experiments performed in
duplicate confirm the importance of sex hormones in lipid
metabolism in the flank organs [52]. The vehicle treated
control sample showed a higher percentage of sodium acetate
incorporation although it is much lower than that of T
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Table 1. Effect of Different Compounds on Male hamster Flank Organ Diameter (mm #+ 8.D.) and Ir vitro Incorporation of [14C]
Acetate in Lipids

=

Treatment(mg) | Diameter of the pigment spot Percentage of incorporation  |Incotporation 1 2-4¢ acetate into lipids
(mm}) ] (nmo!/gland)
CONTROL ' 25209 0.46 0.125 £0.004
T . 0.2 60120 © 096 0.255 + 0,002
T+s 02 25£09 ' 031 0.080 £0,005
T +20 0.2 1504 0.07 0.055 £ 0.001
T+21 0.2 30%1.0 0.35 0.050 + 0.004
T+26 0.2 43:10 0.76 0.115 £0.004
T+30 0.2 20£05 0.15 0.080 £ 0.009
T+31 0.2 1.5+0.5 0.07 0.056 % 0.001
T+32 0.2 20103 0,78 0.115 £ 0,008
T+33 0.2 20+10 070 * 0.100 £ 0.004

Results are expressed as percentage of nmel/per gland & S.D, Significant difference was observed between the diameter of gland, as well as in the incorporation of [14(:}
acetate in lipids (p<0.005) from castrated control animals {contrel) and T-treated (T). Finasteride (8) decreased both the diameter of the glands as well as the incorporalion of

[14C] acstale in lipids (p<0.005). New steroids (20, 21 30-33) significantly inhibited (p<0.005) the diameter of the flank organs as well as the incorporation of [MC]
acetae in lipids.

treated hamsters. These experiments indicate that P. 26 and 30-33 inhibited the conversion of T to DHT, thus
crustosum broths can be vsed as a model for the evaluation confirming the presence of Sa-reductase enzyme in the
of 5ci-reductase inhibitory effect of a variety of steroidal - fungal culture [47].

compounds and thus replace the animal model which

involves the sacrifice of dozens of hamsters. In the P, As we expected, the decrease of the diameter of the
crustosum broths, finasteride as well as compounds 20, 21, pigmented spot on the flank organs produced by compounds
. - OOC-{CH,), CH; ~ OOC-(CHy)s-CH;
cty MCPBA CH,
CHCL3
Reflux, 3.5h
0 27 o ~6 34
~ 00C-(CHz) -CHy
HBrAc, O CH;
—_—— -
RT, [2h

o
- OH -oH
CH;  DDQ-dioxan H
HO 25 .0
' 0
CH;{CH,),-COOH - OOC-(CH,);-CHy
(CF,C 0 CH,
- PIS,RT, 1.5 _ )j;éjzg\
o _ 37 '

Fig. (9). Reaction sequence for the synthesis of the biologically active compounds.
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20 and 30-33 correlates well with the reduction of the
labeled sodium acetate incorporation into lipids. This
corroborates the fact that the S¢-reductase inhibitory effect is
related to the labeled sodium acetate incorporation. However
the observed effect could also be the result of the
antagonistic activity of the novel steroids on the androgen
receptor, It is important to emphasize that the results from
the three experiments correlate very well, thus confirming
the fact that steroids 20 and 30-33 are powerful Sa-reductase
inhibitors.

In another study we determined the So-reductase
inhibitory activity of several 16-methy! substituted pregnane
derivatives such as: the diemones 27, 35, the epoxy
compound 34 and the trienones 36 and 37 all synthesized in
our laboratory (Fig. (9)).The pharmacological evaluation of

Mini Reviews in Medicinal Chemisiry, 2003, Vol. 3, No, 2 9

these compounds was carried out in flank organs, seminal
vesicles and the effect of the new steroidal compounds on
the in vitro metabolism of [*H]T to [3H]DHT in seminal
vesicles homogenates of gonadectomized male hamsters
[47].

In the flank organs model Table 2 the diameter of the
pigmented spot on the glands 15 days after castration
significantly decreased (p<0.005) as compared to that of the
uncastrated animals. The new steroids 27 and 34-37
decreased the diameter of the pigmented spot as compared to
that of testosterone (T), thus suggesting an inhibitory effect
on the enzyme So-reductase. The most effective compound
in this model was steroid 37 which reduced the diameter of
the pigmented spot to 1.8 mm. Table 2 also shows the 5o~
reductase inhibitory effect of steroids 27 and 34-37 related to

Table 2. The Diameter of Flank Organs and Weight of the Seminal Vesicles were Measured from Animals that Received Se
Treatments of C-16 Substituted Steroids. The Results are Given % Standard Deviation

Treatment{mg) Diameter of the pigment spot (mm}| Weigtht of seminal vesicles (ing)

CONTROL 2.75+0.05 177.45+30,7
T 0.2 4.25 +0.50 317.83£30.1
T+8 02 3.00£0.02 216.00+27.8
T+27 0.2 3.000.00 265.15£304
T+ 34 0.2 2.00+0.00 208.75+£ 245
T+35 0.2 3.00 %+ (.50 246.00 £ 49.1
T+36 0.2 3.00 £ 0.50 231.25£35.2
T+.37 0.2 1.80+ 0,50 202.00130.1
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Fig. (10). Effect of different synthetic steroids on #n vifro conversion of [PH]T to [PH)DHT in castrated male hamster flank organs.
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the weight of the seminal vesicles of castrated male hamsters
treated with T, a combination of T plus finasteride 8 and T
plus steroids 27 and 34-37. These data show that the new
steroidal compounds decreased the weight of the seminal
vesicles as compared to the T freated hamsters, thus
indicating a high So-reductase inhibitory effect, Steroids 34
and 37 exhibited a higher biological activity than
compounds 27, 35 and 36. As can be seen from (Fig. (10)),
{DHT formation expressed as pmol of DHT/g of protein per
hour) the trienones 36, 37 and the epoxy compound 34
showed a higher biological activity than the correspondmg
dienone 27 (Fig. (9)), [47, 55-58].

Tables 1 and 2 exhibit the 5So-reductase inhibitory
activity of several dienone and frienone steroidal compounds
all showing a high biological activity. In order to extend the
scope of this study and obtain a greater variety of data from
steroidal compounds , we prepared several new dienones 38-

-ooc@

0’ 40

O 44 O

Fig. (11). Structure of biologically active dienones and trienones.

Bratoeff cf al.

42 and trienones 43-46 (Fig. (11)). The pharmacological
activity of these compounds as So-reductase type 2
inhibitors were determined by measuring the amount of
dihydrotestosferone produced, expressed as pmoles of
protein per hour. Compounds 38-42 and 43-46 (Fig. 12))
were administered to castrated hamsters at a dose of 200 pg
15 days after castration and the DHT formation was
measured. These data show very convincingly that the
trienones 43, 44 and 45 inhibited more effectively the DHT
synthesis than the control sample finasteride 8, the drug of
choice today for the treatment of benign prostatic
hyperplasia. On the other hand, the steroidal dienones 38-42
exhibited a lower 5a-reductase inhibitory activity [59]. As
previously observed [47], compounds having the 4,6-diene-
3-one moicty 27 (Fig. (6)), 32, 33 (Fig. (7)) and 38-42,
(Fig. (11)) always exhibited a lower 5ci-reductase inhibitory
activity than the 1,4,6-trien-3-one system, compounds 30,
31, (Fig. (7)) and 43-46, (Fig. (11)).

0 3
CH,
39
)
- ooc—@— a
CH,
o 4

(o]
CH,

o 43

0
- ooc—@— a
CHj3
- OAc

47
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. Fig. (12). Effect of different synthetic steroids on in vitro conversion of [*H]T to [PH]DHT in castrated male hamster flank organs.

Several years ago we carried out a theoretical computer
assisted study [58] with similar compounds. The results
from this work indicated that the first step in the inhibition
of the enzyme Sa-reductase consists in the formation of an
enzyme-steroid activated complex. In a subsequent step, the
nucleophilic portion of the enzyme (amino group) adds to
the conjugated doubie bond of the steroid in a Michael type
addition reaction to form an irreversible adduct with a
concomitant inhibition of the enzyme 5ci-reductase. This
fact explains very well the higher biological activity of the
trienones 30, 31 and 43-46 as compared to the dienones 27,
32, 33 and 38-42. The trienones having a more coplanar
structure react faster with the nucleophilic portion of the

“enzyme in a Michael type addition reaction than the
dienones [59].

~ This hypothesis explains also the fact that 170-acetoxy-
6-methylenepregn-4-ene-3,20-dione 47 has much higher 50
reductase inhibitory activity than the corresponding 17¢-
acetoxypregna-4,6-diene-3,20-dione 48, (Fig. (11)), both
compounds previously synthesized and evaluated by Petrow
[60]. The 6-methylene compound 47 having an exocyclic
double bond can react much easier with the enzyme in a
- Michael type addition reaction than the corresponding
endocyclic diene 48. .

In the case of the active epoxy compound 34 (Fig. (9))
having a flatter B-ring, it is also possible that the
nucleophilic portion of the enzyme reacts with the
electrophilic carbon atom C-7 of the oxiran ring with a
subsequent opening of the epoxy ring thus forming a stable
steroid-enzyme adduct [59]. As a result of this, the enzyme
So-reductase is inhibited and this explain the high
pharmacological activity of the epoxy compound 34.

At the present time, we are synthesizing several new
exocyclic and endocyclic dienones and trienones with the
purpose of enlarging the scope of this hypothesis. The
intermediate compounds obtained in this synthesis 21-25
and 26 showed a low pharmacological activity.

CONCLUSION

This study reports the synthesis and pharmacological
evaluation of several new 16-methyl substituted pregnadiene,
pregnatriene and also 16-phenyl substituted D-homopregnane
steroidal derivatives (Figs. (6, 7)). As can be seen in (Fig.
(8)) compounds 20 and 30-33 decreased the conversion of
[*H]T to [*H]DHT in P. crustosum broths [49, 50]. These
data show very convincingly that the P. crustosum broths
can be used as a model for the evaluation of Su-reductase
inhibitery effect and thus can replace the animal model
which involves the sacrifice of many hamsters. The same
steroids decreased the diameter of the flank organs and also
reduced the incorporation of radiolabeled sodium acetate into
lipids (Table 1). The results from the three experiments
correlate very well and thus confirm the fact that steroids 20
and 30-33 are powerful So-reductase inhibitors.

In another study, the Soi-reductase inhibitory activity of
several dienones 27, 35 (Figs. (6 and 9}) and tricnones 36,
37 (Fig. (9)) was_determined. In this experiment, these
steroids were evaluated in three different models: the flank
organs, seminal vesicles and the effect of these steroidal
compounds on the in vitro metabolism of [*H]T to PH]DHT
in seminal vesicles homogenates of gonadectomized male
hamsters [47].
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In the flank organs model, Table 2, the steroidal
derivatives 27 and 34-37 decreased the diameter of the
pigmented spot as compared to testosterone treated animals
thus suggesting an inhibitory effect for the enzyme S5a-
reductase. The same steroidal compounds exhibited also a
high biological activity in the seminal vesicles model (Fig.

(10)).

In order to increase the scope of this study we
synthesized several new dienones 38-42 and irienones 43-46
(Fig. (11)). These compounds were evaluated as 5ot-
reductase inhibitors by measuring the amount of
dihydrotestosterone produced (Fig. (12)). These data show
very convincingly that the triencnes 43, 44 and 45 inhibited
more effectively the DHT synthesis than the control sample
finasteride 8. On the other hand the dienones 38-42
exhibited a lower Sci-reductase inhibitory activity {47, 59].
Computer assisted theoretical studies carried out in our
laboratory [58] indicated that the first step in the inhibition
of the enzyme So-reductase consists in the formation of an
enzyme-steroid activated complex. In a subsequent step, the
nucleophilic portion of the enzyme (amino group) adds to
the conjugated double bond of the steroid in a Michael type
addition reaction to form a irreversible adduct with a
concomitant inhibition of the enzyme So-reductase. This
hypothesis explains very well the higher biological activity
of the frienones 30, 31 and 43-46 as compared to the
dienones 27, 32,33 and 38-42.

The trienones having a more coplanar structure react
~ faster with the nucleophilic portion of the enzyme in a
Michael type addition reaction than the dienones [59].This
hypothesis was corroborated very well by Petrow [60] who
determined that 17o-acetoxypregna-4,6-diene-3,20-dione 48
has a lower 5u-reductase inhibitory activity than the
corresponding exocyclic diene 47. The 6-methylene
compound 47 reacts much faster with the nucleophilic
portion of the enzyme to form an enzyme-steroid activated
complex and thus shows a higher inhibitory activity for the
enzyme So-reductase.
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