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1. INTRODUCCION

£l cancer de préstata y la hiperplasia prostatica benigna son enfermedades muy
comunes en hombres con edad promedio de 55 anos. (" Es un npo muy frecueme de,
cancer en varones Entre los factores que dan origen a este tipo de céncer se encuentran.' ;

la edad, la raza, factores amblemales, sistema endocrino, ¥

El cancer de préstata surge cuando las células del te]ido emplezan a multipllcarse sin:
ningn control y de man ra_.p gresuva hasta llegar a la formacué
'y queda clrcunscnto, general

tumor no mvade Ios

voluminosos nédulos blen dehmltados en la reglén periuretral de: ia préstata Cui ndo
alcanzan el tamaﬁo ‘suficiente, Ics nédulos cornprlmen y estrechan el conducto uretral y
causan una obstruccién parcial, a veces préchcamente completa de 1 :

que la originan se desconocen, pero los,da;os dlspombles sugiere qu
{4.5]

n'su’ aparicién -

participan los andrc')gends y los eétréggﬁos;
Se ha observado que la testosterona (T Fi 'ual;mas’éulina.

mfluye en el desarrollc del céncer de ncer hormona-
5 ada en los tiquidos

un efeclo de control

na celu!ar y dependiente de NADPH
Ader }a testosterona, ya que se une con

llamada Sa-reductasa. ‘La.
re‘cebtor: androgénico. Al disminuir la

mayor afinidad 'y der" m.
concentracién de DHT se’ayuda L
desarrollo de Ia hiperplasia prostatica benigna. ©®

‘controlar’ la evolucién del cancer de prostata y el
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En base a Id a‘nteridr se puede shgerir que al bloquear la accién de los ahdrégencs
puede ser el arma terapéutlca en algunas enfermedades provocadas por andrégenos.
cancer de préstata. h|surnsmo. acné patologlco seborrea, alopecla ‘androgénic:

la terapia génlca

En la actuahdad s sintéticos para inhibir . la accién
androgénica de la T y de: Ial DHT. Un ‘es el acetato de ciproterona (Fig.: 11,
pPag.17), farmaco con actl |dad ntigonadotrépica .y’ antiandrogénica periférica,- que se
utiliza comercialmente para el tratamlenlo d céncer de prostata en el ser humano, cuyo
mecanismo de accidon es la reduccaén en lat transformacuén de la T a DHT por union al
‘e que ha sido ampliamente utilizado para e!

receptor androgénico. Existe otro’ ‘est
hombre con HPB, la finasterida (Flg 10, pag 17), farmaco que Inhibe la actividad de la
enzima Sa-reductasa isotipo 2, presente en la glandula prostatica. '®

El desarrolio de nuevas moléculas esteroidales con diferentes actividades y su
aplicacion farmacologica, bhan permitido la cura de algunas enfermedades. Bajo la
direccion del Dr. Eugene Bratoeff se han sintetizado varios derivados de la progesterona
(Fig.3, pag. 10) que tienen actividad antiandrogénica ya sea como inhibidores de la
enzima Sa-reductasa isotipo 2 '7?? o como antagonistas del receptor de androgenos (%),
Estos compuestos estan encaminados a curar enfermedades andrégeno-dependientes
como la HPB y el cancer de la prostata que son enfermedades que afectan a una gran

parte de la poblacion masculina de edad en el mundo.




En el analisis de la relacidn estructura-actividad biolégica (REA) de los antiandrégenos
esteroidales sintetizados en nuestro laboratorio se ha concluido que la actividad se debe a la
estructura casi plana de la molécula, conferida por la presencia del grupo 1a-2a-ciclometilo en
C-1 y C-2 y las insaturaciones entre los carbonos C-4 y C-5, C-6 y C-7. También un grupo
electronegativo en C-6, un grupo alquilo en C-16, la presencia de un ester en C-17; asi como
los grupos cetdnicos en C-3 y C-20, aumentan la aqtividad antiandrogénica.

Un representante de este concepto es el acetato de cibrdt_eréria:

Los ultimos estudlos de estructu c = égu:_a efectuados en nuéstro
laboratorio han indicac un est v dura
con un carbonilo en f ', PO - olécula’ basada enla
os . derivados de la

eriores d'esprendidas del analisis

‘en ¢-3 del esqueleto de la
interés se siguié una ruta
1-5-PREGNEN-20-ONA (l),

inhibidores ‘de la enzima Sa-
: eceptores androgénicos. Dichos
compuestos se caracterlzaron por su-s prop|eda es fus:cas (p.f) y espectroscopicas (UV, IR,
RMN'H, RMN'C y EMIE.




2. GENERALIDADES

2.1 ESTEROIDES.

Los esteroides son compuestos que contienen en su estructura base el nicleo del

ciclopentanoperhidrofenantreno (Fig. 1)

Incluyen una gran variedad de compuestos de origen natural, entre los que se
encuentran los esteroles, los acidos biliares, las hormonas sexuales, las hdrmonas
adrenocorticales, los glicosidos cardiotonicos, las sapogeninas, algunos alcaloides’ y otros
grupos de menor importancia. Este nucleo generalmente se encuentra susmuldo en las
posiciones C-10 y C-13 por grupos metilo, en C-17 por una cadena hidrocarbonada o bien
una funcién oxigenada, en C-3 es frecuente también un grupo hidroxi o carbonila. #1223

‘Figl.v:‘ra 1. Ndcleo del ciclopentanoperhidrofenantreno

Los esteroides son compuestos ampliamente estudiados debido a su importancia
fisioldgica y a la diversidad de aplicaciones en el campo de la medicina

2.1.1 Clasificacion de los esteroides
tos esteroides se clasifican de acuerdo a su esqueleto basico. Los esqueletos se

muestran en el siguiente esquema. Esquema A.




ESQUEMA A. CLASIFICACION DE LOS ESTEROIDES

Pregnano

Estrano -

Colestano

Ergostano Estigmastano Bufendlido

2.1.2 Efectos fisioléogicos de los esteroides

Los efectos fisiolégicos de los esteroides varian considerablemente de unos
compuestos a otros y van de la actividad de las vitaminas a la de las hormonas sexuales.
En la Tabla 1 se dan las estructuras, los nombres y las propiedades fisiolégicas de

algunos de ellos: @)




Hormona estrogénica mas importante
-'de la mujer; es secretada por los
: . ovarios.

Fig. 3 Progesterona

Hormona del embarazo, es secretada
por el cuerpo lGteo. Es ia progestina
mas abundante, es un precursor de

los glucocorticoides, de los
mineralocorticoides y de la
testosterona.

CHy OH

CHj3

Tlitime

Fig. 4 Testosterona

Hormona sexual masculina, regula la
diferenciacion sexual, la expresion de
las caracteristicas sexuales
secundarias y los modelos del
comportamiento sexual.
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El cortisol posee multiples funciones
metabodlicas parav el dqntrol del *
metabolismo de las protelnaé. de los
hidratos de carbono y de las grasas.

-
'
Te) .

El acido cdlico es el principal acido
biliar sintetizado en el higado,
secretado en forma de conjugado de
glicina o de taurina a la vesicula
biliar.

CH;

Fig. 7 Colesterol

El colesterol es el precursor de las
hormonas esteroidales de los acidos
biliares. Se encuentra en casi todos
los tejidos de los vertebrados y es el
principal constituyente de los calculos
o piedras biliares.




2.2 Andrégenos.

Los testiculos secretan varias hormonas sexuales masculinas, que colectivamente
reciben el nombre de andrégenos ¥ que son la T. la DHT y la androstendiona. La cantidad
de T es tan superlor ala de las otras que se puede considerar como la hormona testicular
mas lmponante vy Ia mayor(a de ella‘es convertida a DHT, que es una hormona mas
activa en los lejxdos blanco <] tejidos dlana‘ @

2.2.1. La Testosterona.

La T se forma en las células intersticiales o células de Leydig, que estan situadas
en los intersticios que quedan entre los tidbulos seminiferos y que constituyen
aproximadamente el 20% de la masa de los tejidos adultos. @

2.2.2. Mecanismos de accion de la testosterona.

La T es convertida irreversiblemente a DHT a través de la accién de la enzima 5a-
reductasa, la cual esta localizada en la membrana nuclear y es dependiente de NADPH.
Eil mecanismo de accidn consiste en la formacién del complejo Sa-reductasa-NADPH, que
posteriormente se une a la T para realizar una transferencia esteroespecifica de hidruro
del NADPH a la posicion § de ia T. El enolato resultante en C-3 y C-4 se estabiliza por un
residuo electrofilico (E+) de la enzima. En el Gltimo paso se regenera la cetona en C-3.

(Esquema B, pag. 13). @4




ESQUEMA B: MECANISMO DE CONVERSION DE LA T EN DHT

OH OH
Salfa-reductasa
NADPIR
(@) O H
R
Testosterona Dihidrotestosterona
NADPH

OH

NaDPH NADP _

La T penetra en las células en pocos minutos tras la secrecion, se convierte a DHT
vy, se enlaza a una “proteina receptora” citoplasmatica. Esta combinacién emigra después
al ndcleo, donde se une a una proteina nuclear e induce el proceso de transcripcion de
ADN a ARN. En los 30 minutos siguientes, se ha activado la polimerasa de ARN y la
concentracién de ARN comienza a aumentar en las células, esto va seguido de un
aumento progresivo de la proteina celular. Tras varios dias, la cantidad de ADN de la
glandula también se ha incrementado y, se ha producido un aumento simultaneo del
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numero de celulas prostétlcas APor tan(o, la T, estimula mucho [a produccion de protelnas -
de :orgamsmo aunque aumenta mas espectf‘camenle las
respcnsables del desarrollo de los caracteres

en casi- cualquler Iuga
protemas en 6rganos o te dos "dnana

sexuales secuandarlo

p‘r'éstatak y a los testiculos. Este isotipo se.: relaciona’
directament HPB. En la tabla 2 se muestran las diferencias entre
los 2 isotipos. o :

Tabla 2. Comparacién de los isotipos 1 y 2 de la enzima Sa-reductasa. %

Foome Isotipo 1 Isotipo2 .

PH optimo 7.5 5.0 -
L.ocalizacién del gene Cromosoma S X Cromosoma 2
Distribucién en tejidos Higado y piel ngado y tracto urogenital

no genital : masculino
Km™ para testosterona 4uM 1M
Km*=Constante de Michaelis-Menten.

2.2.4. Cancer de Prostata y HPB.

El cancer de préstata surge cuando las células del tejido glandular presentan un
crecimiento anormal, situacién que es transmitida a células hijas y que se manifiesta por
una reduccidén en el control del crecimiento y en la funcidn celular. Este crecimiento
celular sin control puede originar 2 tipos de tumores, los benignos y los malignos, cuyas

diferencias se mencionan en la tabla 3 (pag. 15).




Tabla 3. Clasificacién de los tumores.

Tumor Benigno Tumor Maligno
Encapsulado No encapsulado
No invasivo Invasivo
Poca division celular Divisiones celulares comunes
Altamente diferenciados Poca diferenciacion
Escasa anaplasia ‘ Presentan anaplasia
No hay metastasis Hay metastasis
Material genético estable - ) ‘. Inestabilidad en el material genético

= Alta secrecion de proteasas
No requieren factores de crecimiento

Poca secrecion de proteasas
Requiere factores de crectmlenlo

ser usados en el
sindrome: de viri zacnén de la mujer, pubertad precoz
inhibicién del impulso sexual en varones con tendencias a cometer delltos sexuales 0s.27

2.3.1 Accidn bioldgica.

2.3.1.1. Inhibidores de la sintesis de androgenos. '%

- La inhibicién mas efectiva en la sintesis de T se lleva a cabo, cuando se bloquea la
accion del factor liberador de la gonadotropina (GnRF) sobre la adenohipofisis, resultando
una baja en la liberacién de la hormona luteinizante (LH) y en la hormona estimulante del

foliculo (FSH).
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Algunos agentes antifungicos del tipo imidazol, como el ketoconazaol (Fig. 8), tienen, como
efectos secundarios, la propiedad de bloquéar al citocromo P450, complejo enzimatico
involucrado en la biosintesis de hormonas esteroidales. Este farmaco inhibe las enzimas
17a-hidroxilasa y 17,20-llasa, que ‘convierten la pregnenolona y la progesterona en
andrégenos. !

N

<y

Fig. 8 Ketoconazol

La espironolactona (Fig. 9), antagonista de aldosterona, actia como un inhibidor
débil de la unién del andrégeno con su receptor.

SOCH3

Figura 9. Espirinolactona -




2.3.1.2 Inhibidores de la enzima Sa-reductasa.

La inhibicion de esta enzima, puede ser selectiva al bloquear la- accion del
andrégeno en un tejido especifico (prostata, foliculo piloso) en donde es esencial la
produccion continua de DHT. Un ejemplo de un farmaco que tlene este mecanismo de

accion es la finasterida (Fig. 10).

Figura 10. Finasterida

2.3.1.3 Antagonistas de los receptores androgénicos.

Existen numerosos farmacos que son antagonistas especificos en la unidon del
androgeno con su receptor. Entre ellos esta el acetato de ciproterona y la futamida (Fig.

11)

H
N

N

Fac”

[of] : . .
Fig. 11 Acetato de Ciproterona y Flu'lamida.:




2.3.2. Sintesis de Antiandrogenos.

Basicamente existen 2 métodos para sintetizar un esteroide con caracteristlcas

anuandrogémcas. Ambos metodos se describen a Contlnuacnbn K (28.2 20}

1. Se toma como esqueleto base a la molécula de T (Flg 4, pég 10) y se efectuan en
que ‘se’ter ga Un ‘efecto
d de ‘unirse al

ella diversas modificaciones estructurales, de mane
antagénlco. Asi, el nuevo compuesto sintetizado lendré la capaCI
receptor sin producir efecto androgénico, bloqueando la formacxén del complejo

andrégeno-receptor.

2. S'e‘mrodif'ca la molécula de progesterona (Fig. 3, pag.10) pues ésta tiene cierto
carécter antlandrogénlco natural y se esperaria que sus analogos sintéticos
presentaran la m:sma actividad bioldgica.

2.3.3.. Cla ficacion qulmica de los antiandrégenos.

Los anliandrégenos se clasifican en 2 grupos: esteroidales y no esteroidales. %

Los antlandrég nos ‘de upo esteroidal son compuestos que se derivan de la progesterona
(Fig.3, pag.. 10)_. -,,Estos compuestos son de mayor interés terapéutico, debido a que
actuan especiﬁcamehte sobre el receptor androgénico. La desventaja que presentan es la
reduccidén del tamarfo de los Organos sexuales. Algunos ejemplos de este tipo de
antiandrogenos son el acetato de ciproterona (Fig. 11), la finasterida (Fig. 10) y la
anorprogesterona (fig. 12). g .

Anorprogesterona

» Fig. 12 Antiandrégenos esteroidal.

Los antiandrogenos no esteroidales tienen afinidad por el receptor, debido a su
estructura quirmica con geometria semejante y reducen de un 25% a 30% el tamaiio de la
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prostata. Como desventajas'preseh(an la Inhibic‘ién de la ereccidon e insuficiencia hepatica
entre otras. Como ejemplos de éstos anuandrégenos tenemos a la flutamida (Fig. 13),

anandrén hldroxlﬂutamlda y dletllesulbestrol (Flg 13)

o

Dietilestilbestrol -
: OH

2T

(CH3)2

CF3’

Anandron

- Hidroxiflutamida

Fig. 13 Antiandrogenos no esterbidales.

a T ni de la progesterona,

Existen antiandrégenos estero:dales que no se denvan
terona, como son la

los cuales poseen caracteristicas - similares al acetato de
espironolactona (Fig.9) y la espirixazona (Fig. 14).

SCOCH3
Espirixazona

Fig. 14. Antiandrégeno que no deriva de la progesterona o testosterona.




3. OBJETIVOS

Considerando la relacnén existente entre la estructura quimica y la achvudad biologica
de los anl:andrégenos de tlpo esteroudal se plantean los objetivos:

Generales:
. Determin‘ar'la ‘infiuencia del haloester aromatico ‘en: C-3, sobre la actividad
anhandrogénica de’ los compuestos 3;3-(p-bromo—benzo|lox|)-4 pregnen-s 20-

dlona VT y 3!3 (p fluor—benzonloxi)-4-pregnen-6 20-d|ona VIIl (Esquema C.
pég 23) o .

Especificos: .

- Sinteti}zbar; Icps: Vompuestos 3B-(p-bromobenzoiloxi)-4-pregnen-6, 20-d|ona VII Yy
3[3-(p-fluorbenz xn)—4 pregnen-e 20-diona VIll, asi como los productos
intermediarios de la ruta sintética.

e Aislar, - v caracterizar mediante sus propiedades fisicas (p.f) vy
espectros ép as UV IR, RMN'H, EMIE, los intermediarios de la ruta sintética;
los* compuestos t‘nales ademas de lo anterior también se caracterizan por

pararar la actividad antiandrogénica de los compuestos VIl y
0'in vitro por la inhibicion de la enzima 5a-reductasa.

parar la actividad antiandrogénica de los compuestos Vi y
Vlll medlan(e un nsayo in vitro por capacidad de unidn a receptores en

. hamsteres machos adultos, utilizando vesiculas seminales.




4. EQUIPOS UTILIZADOS

Punto de fusion: Fisher-Johns.
Espectfofotometrié de Absorcion Ultravioleta: espectrofotémetro UV-VIS Perkin
Elmer'Huachl 2005 utlllzando metanol como disolvente.

Jeol sx-1 02 A msercnén dlrecta ut zando la técnlca de

Espectrometrta de Masa
|mpacto electr nl
Contador de Centelle > Packard tn carb 21 oo TR
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5. PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.

5.1 Sintesis de los Compuestos.

En este capitulo se describe el procedimiento experimental para la sintesis de cada
uno de los intermediarios hasta el producto final, asi como las técnicas utilizadas para su
purificacion, .. También se presentan las caracteristicas fisicas y espectroscdpicas
determinadas a cada uno de los compuestos.

5.1.1 ﬁui‘a' de: Sintesis.

La ruta de sIntesis‘ plameada para Ia obtencuén del producto final. se muestra en el

Esquema C pég

curso de

las

Los compuestos se detectaron con'una dlsolucu'm de CoClz al 1% en HaSO4 (2N)

y/o luz ultravnoleta a A—254n




ESQUEMA C: RUTA DE SINTESIS

o {o]
Ac0 /Py
—_—
T°amb / Ghrs
ACO an

CHCIl,
m-cpBBA
Teamb/ 30 min

(e
CrO;/ H,0
——————— —
enfrio/1h
ACO =

() =
av) & am
Py I SOCt,
T® amb /45 min

© HO 1)

ACO

o]
NaOH 2%
—_—
T° amb /30 min
ACO
c M dc. p-Br-benzoico fdc. p-Ffbénioigo
pcc DCC T L
4-DMAPY
o T°amb / 1h . o
<@ o
b A — O

vy © o vILn
DCC Diciclohexilcarbodiimida
3-DMAPY 4- Dimetilaminopiridina
m-cpBA Acido-meta-cloro-perbenzéico TE

SIS COV
FALLA DE ORI




3p-HIDROXI-5-PREGNEN-20-0NA. (1)

o

HO’ .
Esta es la materia prima |, para su uso en la* ruta de sintesis. se procedié a
caracterizarlo por medio de aparlencla. punto de fusué y datos espectroscéplcos El
compuesto | se purificd mediante una: recristalizacién simple con acetato . de etilo,
obteniéndose cristales blancos.

Tabla 4 Carac
Propiedad medida
Punto de fusidn (°C)

s fls cas .

- Valor calculado
- Experimental: 193-195
Tedrico @ : 193
316
Ca21H2202

Peso molecular (UMA)
Férmula condensada

Tabla 5. Datos espectroscopicos experimentales

Valor espectroscopico obtenido Asignacion
IR (cm™®
3437.96 OH-en C-3
2927.93 -CH; ,-CH;
1681.40 C=0 en C-20
1642.22 C=Cen C-5
TRMN 'H (ppm)

0.633 (s.3H) CH,; C-18
1.012(s.3H) CH;; C-19
3.20 (s.3H) CH, ; C-21
2.537(t.1H) HenC-17
3.530(q.1H) H en C-3
5.350(d.1H)

H vinilico en C-6




[E]
'

3B-ACETOXI-5-PREGNEN-20-ONA. (i)

o]

‘T°amb / Ghrs

HO -
n San

En un matraz de bola de 100mL se adiciond 1g de materia prlma I (3 1sx1 quol) y se

agua en la rrusma proporclén el producto !l de reaccion precipit
blancos y se filtro hacnendo tres lavados con agua destllada para'
acido acético origlnado ‘como subproducto de ia reaccién.:’ Final
dejo secar al vacio y posteriormente se purificod medlante recrlstahzacnén snmple con
Acetato de Etilo, obteniéndose cristales de color blanco, con un ren miento del 50%.

o

AcO
Tabla 6. Caracteristicas fisicas
Propiedad medida Valor experimental calculado
Punto de fusion (°C) 149-151
Peso molecular (UMA) 358
Férmula condensada C23Hs403




Tabla 7 . Datos espectroscopicos experimentales

206

Valor espectroscopico obtenido

Asignacion

IR (cm™)

2939.94 CHs;y —CH>-
1726.19 C=0 del éster acetoxi en C-3
1704.89 C=0 en C-20

16842 C=CenC-5y C-6
1237.16 C-O del ester en C-3
1027.07 C-O del ester en C-3

RMN'H (ppm)

0.633 (s.3H) “CH, . C-18
1.023 (s.3H) -CH; ; C-19
2.036 (s,3H) -CHa; C-21
2.127 (s.3H) CH, del ester en C-3
2.54 (t.1H) Hen C-17
4.607 (m,1H) HenC-3
5.380 (d.1H) C=CHenC 5 1
[EMIE (m/z) 1
358 M+
357 M-1
342 357 - (CH3)
298 (pico base) M+ — (CH,COO H)
283 298- (CHj3)
255 283- (C=0)




3B -ACETOXI-5a,6a -EPOXI-PREGNAN-20-ONA. (ll})

Cucl,
m-cpBA

T2amb/ 30 min

destilada

100mL de agua ’fgr

manteniendo la agitacion por 30 minuto mé £

Por ultimo se hizo la extracc:én del’producto con’ cloroformo, la fase orgéruca se lavo
neutro Finalmenté'sé 'secb O 'ulfato de ‘sodio
xceso de d:solvenle a pres:én reduc:da en el

purlrcé por.. cromatograﬂa en columna,

con agua destilada (3X100) hast
anhidro, se filtrd y se’ ehmmé el
rotaevaporador. E! producto obtenldo m
utitizando como fase. movil Hexano /Acetato de eulo 82 obte éndose cristales con

apariencia de agujas color blanco. El rendlmlenlo obtemdo fue del 55 7%.
ol

AcO (53““

Tabla 8. Caracteristicas fisicas

Propiedad medida Valor experimental calculado
Punto de fusion (°C) 125-127

Peso molecular (UMA) 374

Formula condensada C.H O,




Tabla 9. Datos espectroscopicos experimentales

Valor espectroscopico obtenido Asignacion
IR (cm™)
2942.01 -CH;, -CHz
1733.62 C=0 del éster acetoxi en C-3
1703.32 C=0 en C-20
1242.61 C-O del ester en C-3
1034.40 C-0O del epoxido en C-5
RMN H (ppm)
0.563 (s.3H) CHs ; C-18
1.01 (s,3H) CH;, ; C-19
2.035 (s,3H) CH3 ; C-21
2.1(s.3H) CHaj de CH3-COO en C-3
2.504 (t,1H) Hen C-17
2.900(d, 2H ) 2Hen C-4
3.09 (s,1H) Hen C-6
4.774 (m,1H) Hen C3
TEMIE (m/z)
374 (Y
356 M* - H20
296 356- CH,COOH
314 (pico base) 374- CH;COOH
281 296- CH,
253 281- CO




3B -ACETOXI-5a-HIDROXIPREGNAN-6,20-DIONA. (V)
o . :

CrO; / H,O

enfrio/th

En un'ma‘tyra‘z"dé( bola 100mL se disolvio 1g de produé!b l (2.67 x1 03mol) en 50mL de
acetona, en frio, para adicionar posteriormente gota a gcta .una mezcla de CrOy/HO
(2. 19/7mL), se adlcloné solo la mitad de la mezcla crém:ca en frlo. al término de la adicion
se retird el bafo de hielo y se agitd por 20 minutos, al término de este tiempo se adiciond
la segunda carga de rnezcla crémica en frio, y se retird el enfriamiento al término de la

adicion. . )

La mezcla de reaccion se mantuvo en agitaciéon y a temperatura ambiente durante 40
minutos. Al término de la reaccion, el contenido del matraz se vertio en una mezcla hielo-
agua en la mismé,proporcién. para favorecer la precipitacion del producto. Una vez
formado, se filtré y se lavd con agua destilada hasta eliminar los residuos de CrOj; sin
reaccionar. Se dejo secar el producto IV y se purificd por cromatografia en columna
utilizando como fase mdévil hexano/acetato de etilo 8:2 obteniéndose cristales de color

blanco y un rendimiento de 65.5% .
(o]

AcO £
HO o
Tabia 10. Caracteristicas fisicas
Propiedad medida Valor experimental calculado
Punto de fusion (°C) 224-226
Peso molecular (UMA) 390
A Formula condensada Ca2H20%




Tabla 11. Datos Espectroscopicos Experimentales

Valor espectroscépico obtenido

Asignacion

IR (cm™)
3455.84 -OHen C-5
2947.73 “CH; y —CHg-
1737.02 C=0 de éster acetoxi en C-3
1715.44 C=0 en C-20
1689.86 C=0en C-6
1232.08 C-O-C de CH;3-COO en C-3
1041.96 C-O-C de CH;-COO en C-3
RMN'H (ppm)
0.601 (s.3H) -CH;: C-18
0.815 (s,3H) -CH;; C-19
2.011 (s,3H) -CH,; ; C-21
2.175 (s,3H) CH; del ester en C-3
2.559 (t,.1H) 1H en C-17
2.798 (t,1H) 1H en C-4
5.044 (m,1H) Hen C-3
EMIE (m/2)
391 M+1
390 M*
372 M*-H0
330 (pico base) 390- (CH3COOH)
312 372-(CH,COOH)
330- (H,0)
287 330-(CHa-CO)+
269 287- (H20)




3B- ACETOXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA. (V)

y 1 SOCl,

' amb /45 min ACO
)

En un matraz de bola de 100 mL se disolvié 1g de produclo IV (2 5 6x10"‘rnol) en 32
miL. de plrlduna anhldra. esta mezcla sekcolocé en un baﬁo de h:elo y bajo una atmésfera

hexano/acetato de emo 8 2
50.5%. S

rendlmpento del

Tabla 12. Caracteristicas fisicas

Propiedad medida Vator experimental calcutado
Punto de fusion (°C) 139-142

Peso molecular (UMA) 372

Formula condensada C2aH:20.




Tabla 13. Datos Espectroscopicos Experimentales

Valor espectroscopico obtenido

Asignacion

uv (nm)
A max 235,37 CO a.B insaturada en C-6
IR (cm™")
2935.89 -CH3 y -CHaz-
1737.35 C=0 del éster acetoxi en C-3
1698.99 C=0enC-6y C-20
1642.54 C= C conjugado en C-4
1243.01 C-O de esteren C-3
RMN "H (ppm)
0.662 (s.3H) CHs3 : C-18
1.031 (s.3H) CHs ; C-19
2.070 (s,3H) CHai ; C-21
2.138 (s,3H) CHj3 de esteren C-3
2.553 (1.1H) Hen C-17
2.602 (d, 1H) Hen C-7
5.350 (q.1H) Hen C-3
6.096 (d,1H) H vinilico en C-4
EMIE (m/z)
372 M
330 (pico base) 372 — (CH.CO)+
269 330 - CH:COOH
315 330 - CH,
255 269 - CH;
227 255 - CO
199 227 - CO




[
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38 “HIDROXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA. (V1)

0

NaOH 2%

T amb /30 min
HO

.
vn,

En un matraz de bola de 250 mL se adicioné 1g de producto IV (2.6 x1 quolj. 132 mL
de MeOH, 9.7 mL de NaOH (4.85 x10°mol). La mezcla’ de'reéccién ‘se . mantuvo’ en
agitacion y a temperatura ambiente ‘durante -30: rnmutos. AI término de la reaccion’ la
mezcla se verti® en agua y se hizo la extraccaén del producto con cloroformo {3x100mL),
la fase organica se lavé con agua ‘hasta’ pH neutro, se secé con Naz SO4 anhidro, y se

evaporo el exceso de dlsolvente :

El producto final VI se’ pul f'cé
movil hexano/acetato  de ‘e
rendimiento del 53.3%.""

fia en columna, utilizando como fase
se  cristales de color blanco con un

O

(o]

Tabla 14. Caracteristicas fisicas
Propiédad medida Valor ex imental
173-175
330

Punto de fusion (°C)
Peso molecular (UMA)
Formula condensada Ca21H3003




Tabla 15. Datos Espectroscopicos Experimentales

Valor espectroscépico obtenido Asignacion
Uv (nm)
A max 239,38 CO a,B insaturada en C-6
IR (cm™)
3406.23 -OH en C-3
2941.95 -CH,; y ~CH>-
1686.95 C=0OenC-6y C-20
1631.12 C=C conjugado en C-4
RMNT'H (ppm)
0.660 (s,3H) -CH, ; C-18
1.014 (s,3H) -CH, ; C-19
2,139 (s,3H) €[, c21
4.256 (m,1H) H en C-3
6.188 (d.1H) C=CH en C-4
EMIE (m/Z)
330 M
315 (pico base) 330- (CHa)+
297 315- (H20)
287 330-(CH,-CO)”
315- (C=0)
245 287- (CH3-CO)"

227 287- (CH;COOH)




3B-(p-BROMO-BENZOILOXI)-4-PREGNEN-G.ZO-DIONA. (vii)

ncc
N »
_d-DM APy o
CH,CHy >4
nr—©/u\°

(\,” (v °

En Gn matraz de bola de 100mL se adiciond 1g de producto VI (3. 03x10*‘
d:solvné con 100mL de diclorometano (CHZCIZ) Ensegunda se ad:cnonaron 1g d

600mg de 4-dlmetllamino pirldlna (4 DMAPY 4.9X10™ mol).
La mezcia de reaccion se mantuvo en agitacion magnéh - ente
durante 1h Termmado el tiempo de reaccion la mezcla cont io. a

movil hexano/acetato de etilo 8:2, oblenléndcse c stales blancos con un rendlmlento del.

60.7% . B
o-
o
D
\_ 7 .
Tabla 16. Caracteristicas fisicas

Propiedad medida Valor experimental calculado J
Punto de fusion (°C) 201-203
Peso molecular (UMA) 512

Férmula condensada Ca2sH1304Br
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Tabla 17. Datos Espectroscopicos Experimentales.

Valor espectroscopico obtenido

Asignacion

uv (nm)
A max 245.22 CO a,B insaturada en C-6
IR (ecm™)
2942.39 -CHz-y -CHj;
1717.84 C=0 del ester en C-3
1702.35 C=0 de cetona en C-6 y C-20
1639.64 C=C conjugado en C-4
1271.51 C-O del ester en C-3
RMN'H (ppm)
I 6.674(s.3M) CH;: C18
1.074(s,3H) CHs: C-18
2.144(s,3H) CHj ; C-21
'* 2.586(m,2H) Hen C-7
5.575 (m,1H) HenC-3
- 6.207(s,1H) H vinilico en C-4
7.597(dd.2H) CH-meta al C=0 del ester en C-3
7.927(dd,2H) CH-orto al C=0O del ester en C-3
RMN™C
1° C18: 13.297, C19: 19.618, C21: 31.445,
2° C1: 20.748, C11: 22.798, C2: 24.101,
C12: 24.217, C15: 34.475, C16: 38.304,
C7: 46.087
3° C8: 34.041, C9: 51.041, C14: 56.643,
C17: 63.245, C3: 70.141, C4: 128.242
C4':131.683, C3': 131.230
4° C13: 43.986, C2': 128.714,

C5': 128.938, C5: 148.001, C1': 165.440,
C6: 201.834, C20: 208.970
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EMIE (m/z)

514 ™M
512 [V
494 M*- Hx0
433 M- Br
405 433- C=0

183 (pico base) BrCeH,CO™
155 183- C=0

3B-(p-FLUOR-BENZOlLOXI)-4-PREGNEN-G.ZO-DIONA. (Vi)

pCccC

a- DMAP

cu 1CLy
F

]
77(\,” (VIII)
En uﬁ hétréz de bola de 100mL se adicioné 1g de producto VI (3. 03X102 mol) 'y se

disolvié’ co 100ml. de diclorometano (CH.Cl,) Enseguida se adicionaron: 1g de acido p-
o (7x1o4 mol), 1.03g de diciclohexilcarbodiimida (DCC $X102 mol ), 600mg

fluor-benz
de 4- d:metllammo plrldlna (4-DMAPyY 4.9X10 mol).

reacclén se mantuvo en agitacion magnética a temperatura ambiente
o el tiempo de reaccién la mezcla contenida en el matraz se vertid a

La mezcla <
durante 1h. Term

un vaso de
hasta pH eutro : La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro, se elimind el

dusolvente a preslén reduclda obteniéndose diciclohexilcarboxiurea (DCU) + producto VIN.
El producto f‘nal Vil se purificd por cromatografia en columna utilizando como fase
mévil hexano/acetato de etilo 8:2, obteniéndose un rendimiento del 56.7%.

o con cloroformo, lavando constantemente la fase organica con agua




o
o
— N
o
Tabla 18. Caracteristicas fisicas

Propiedad medida Valor experimental calculado

Punto de fusioén (°C) 172-173
Peso molecular (UMA) 452

Formula condensada CoaH33O4F

Tabla 19. Datos Espectroscopicos Experimentales.

Valor espectroscopico obtenido Asignacion
uv({nm)
A max 233.34 CO a,B insaturada en C-6
IR (cm™)
2945.08 “CHz- y —CH3
1716.88 C=0 del ester en C-3
1702.34 C=0 de cetonaen C-6 y C-20
1627.52 C=C conjugado en C-4
1270.09 C-O del ester en C-3
RMN™H (ppm)
0.676 (s.3H) CHa, : C-18
1.076 (s.3H) CH;; C-19
2.145 (s,3H) CHa; ; C-21
2.687(m,2H) Hen C-7
5.581 (M.2H) Hen C-3
6.214(m,1H) H vinilico en C-4
7.113 (M. 2H) CH-meta al C=0 del ester en C-3

8.079 (M,2H) CH-orto al C=0O del ester en C-3




RMN™®C

1°

C18: 13.296, C19: 19.631, C21: 31.440

2° C1: 20.746, C11: 22.794, C2: 24,099,
C12: 24.238, C15: 34.487, C16: 38.299
C7: 46.085
3° C8: 34.042, C9: 51.034, C14: 56.640,
C17: 63.244, C3: 69.966, C4: 128.858,
C3': 132.204, C4': 132.328
4° C13:43.985, C2': 126.2491
C5': 126.285, C5: 147.928
C1':167.523,
C6: 201.849, C20: 208.920
EMIE (m/z)
452 m*
434 M" - Hz0
391 434 — CH3;CO"
123 (pico base) FCgH.CO~
95 123 -C=0
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5.2 Ensayos Biologicos de la Actividad Antiandrogénica

La evaluacidon de la actividad antiandrogenica se realizé a los compuestos Vil y
VI, Estos compuestos fueron evaluados con dos pruebas in vitro diferentes.

l5ara el desarrollo de los experimentos se emplearon hamster machos de Ia cepa
Syriam ‘Golden con un peso promedio de 150-200 g y gonadectomizados 30 dias antes
del estudio. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio. a una temperatura
controlada de 22°C con periodos de luz y oscuridad de 12 h y comida y agua ad libitum. A
continuacidn se describe cada uno de los experimentos realizados.

5.2.1 Obtencion de la fraccién microsomal y citosélica de las vesiculas seminales
de hamster.
5.2.1.1 Experimentos /in vitro: Inhibicion de la actividad de la enzima Sa-reductasa

presente en fraccion microsomal de vesicula de hamster a pH= 7.0

Se sacrificaron 50 hamster machos con aproximadamente 72 horas de castracion.
Se separaron las prostatas y las vesiculas seminales. Los tejidos se limpiaron
perfectamente de grasa y se pesaron por separado. Los tejidos se homogeneizaron con
una mezcla que contenia: 20 mM de HCI-tris, 1.5 mM EDTA, 20 mM molibdato de sodio y
10% glicerol, con relacién al peso de tejido (v/p 3:1). Los homogenados se centrifugaron a
140000 g, durante una hora a 2°C. Posteriormente se separd el precipitado (fracciéon
microsomal) del sobrenadante (fraccidon citosdlica) .El precipitado se resuspendid en 3
volomenes de medio A (0.32 M de sacarosa, 0.1 mM ditiotreitol y solucidon 20 mM
amortiguadora de fosfatos a pH=6.5) en relacidn con el peso del tejido obtenido
inicialmente y se determind el contenido de prdtelnas tanto en la fraccién microsomal
como en la citosdlica , por el método de Bradford ©2.Con la fraccién microsomal de
vesicula seminal previamente obtenida, se’ realizé Un estudio metabdlico in vitro para
conocer el posible efecto inhibitorio del esteroide sobre la enzima S5a-reductasa. Para
realizar este bioensayo, los esteroides VIl y Vill se evaluaron en los siguientes
concentraciones: (0.1 X 10°- 100 X 10° )My ( 0.1X10°- 10 X10°)M , se incubaron en
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presencia de 250 nug de proteina de microsomas de vesicula seminal y una mezcla de
incubacién que contenia: 2 mM de testosterona tritiada T[HY., 2 mM de NADPH®, 1 mM
de ditiotreitol y una solucidn amortiguadora 40 mM de fosfatos a pH= 7.0. El bioensayo se
incubo durante una hora a una temperatura de 37°C con agitacion constante .

Ademas se preparé un control que contenia fraccion mucrosomal Yy T[H’] .en 1a

para después reallzar

incubacion terminé con la adncuén de CHzClz,.
sucesivas a la mezcla de reaccion con. el mismo dlsolvente
productos tritiados T[HY] y DHT[H“] se reali z0' p
cloroformo/acetona (9:1).

5.2.1.2,. Determinacién ‘d'evla'un\lén_ a'receptores en citosol de vesiculas seminales.

Este bioensayo se realiza con el fin de conocer si existe algin tipo de inhibicion
producida por los esteroides eValuados. hacia la unién a receptores androgénicos los
cuales se encuentran presentes en el citosol de los tejidos dependientes de androgenos
como la vesicula seminal de hamster. Los compuestos VIl y VIl se incubaron en
concentraciones: (0.2X102 - 1X102 )M  en presencia de 200 ul de citosol y 1 nM de
dihidrotestosterona tritiada DHT[H? durante 18 h a 4°C. Terminado el tiempo de
incubaciéon se agregd una. suspension de carbdn activado-dextran para eliminar la
radiactividad libre o no unida al receptor, incubando nuevamente durante 45 min. en hielo.
Finalmente se separd el sobrenadante poi' centrifugacidén a 4000 rpm, durante 10 min. a .
14°C., midiéndose la radiactividad presente en el sobrenadante provocada por la DHT[H:']
unida al receptor. El analisis por competencia al receptor se lleva a cabo en presencia del
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sustrato natural, DHT ( no marcada ) o de los inhibidores. Los resultados obtenidos se
presentan en la tabla 21, pag.43, figuras 15y 16, pag. 44.

Se determind la constante de inhibicion de unién a receptores utilizando la siguiente

Formuta: B

Ki=ICs+ C/Kd

Ki= Constante de inhibicion

C=Coqcéﬁjifa';:ién ae hormona marcada

Kd= Constante de disociacién (1.365nM)

1Cs0= CO(;lcentrjacién de compuesto no marcado radiactivamente, que inhibe -por
competencia el 50% de los sitios de union al receptor.

Los resuitados se presentan en la tabla 21, pag. 43.

5.2.2 Resultados de los Ensayos Biolagicos

Inhibicidn de la actividad de la enzi Sa-reduct: pr en fracciéon

microsomal de vesicula de hamster:

Tabla 20. Inhibicién de la enzima S5a-reductasa.

Compuesto *ICso
"
(CH3)3C- 0

10 nM

/

[o] N

i

**FINASTERIDA
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No presenta inhibicién de la enzima

Sa-reductasa

XL I
—~

|- COMPUESTO VI

No presenta inhibicion de la enzimé

Sa-reductasa

L ; &t
COMPUESTO VIll -

* ICso: Cantidad de sustrato al cual se inhibe el 50% de la actividad de la enzima.

**FINASTERIDA: Compuesto que se usa como referencia.

tores en cit 1 de v ilas seminales

Unién a r P

Tabla 21. Valores de Ki para la DMT y los compuestos sintetizados.

Compuesto ICs0 (uM) *Ki (M)
Dihidrotestosterona (DHT) 380 380.7
Vil 190 190.7
vl 450 450.7
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Figura 15. Prueba de uni6én a receptores en vesiculas seminales (V.S) para el

compuesto Vii y DHT

Prueba de Unién a Receptores en V.S

120
100 § ICso DHT ~380puM
ICss VII  =190uM

% de Unién a Receptores
g

o T
o 200 400 600 800 1000 1200

Concentracién (M)

l+Dm —— Vi |

Figura 16. Prueba de unién a receptores en vesiculas seminales (V.S) para el
compuesto Vil y DHT
r
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Discusion de la sintesis de los compuestos.

3 —HIDROXI- 5-PREGNEN-20-ONA . (1)

Este esteroide fue utilizado como materia prima ya que presenta las. fun nalidz
quimicas necesarias para ser transformado en el compueslo deseado. Este'producto no

se sintetizd en el Iabora(ono. fue adqulrido en el mercado :
Se caracterizd por ‘sus propiedades espeCtroscép
en las tablas 4 y 5, pag.

protones de los meulos pe! tlvamente' la sefal en 3.530 ppm que
integra para un protén fue asngnad protén base del alcohol en C-3. La sefial registrada
como triplete que integra para un protén en 2.537 ppm fue asignada al protén en C-17 y
finalmente la senal en 5.350 ppm que integré para un hidrogeno fue asignada al proton

vinilico en C-6.

3p-ACETOXI-5-PREGNEN-20-ONA. (l)

El primer paso de sintesis fue la acetilacidon en C-3 de ia materia prima (). El método
empleado consistid en la acetilacién convencional mediante una mezcla de anhidrido
aceético y piridina formando de esta manera el electréfilo acetilpiridinio considerado como
ia especie acetilante. El producto acetilado se caracterizé por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas, tal como se presenta en las tablas 6 y 7. pag. 25,26
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*En el IR (Espectro 3, pag. 61) se encuentran dos absorciones en la zona de los
carbonilos en 1726.19 y 1704. 89cm“ corresypohdientes a los carbonilos del esteren C-3 y
de la cetona en C-20, respectvvamente Tamblén se observan seﬁales correspondientes a
metilos y metilenos en 2939.94. Las seﬁale n 1237 16 y 1027 07 representan la
vibracion del C-O del éster en C-3.’ Se obse a ‘una ‘eﬁa‘ en 1642-‘5!9<:m‘1 correspondiente
a C=C en C-5 y C-6. Fmalmenle desaparece a 'seﬁal qué' corresponde al alcohol de la

: muestra un’ “ion - molecular - M*

Iecular del compuesto . Aparece también un pICO en 357mlz,
| pico en 342m/z indica la pérdida de 15 unidades equnvalente al
fragmento (CH‘3)+‘ parhr del plco 357m/z; El pico base se registré en 298m/z por pérdlda‘
de la enudad -(CHSCOOH) a partir de M*. A su vez el pico 283m/z se forma por la pérdada
del grupo | (CH3)+ a partir del pico base. El pico en 255 se debe a la pérdida de la enhdad

correspondiente al
correspondiente’a

(C=0) del fragmento molecular 283.

3B -ACETOX!-5a,6a -EPOXI-PREGNAN-20-ONA. (ill)

El tercer paso de la sintesis involucro la formacion de un epoxido entre el C-5 y el C-6.
Gracias a sus adecuadas propiedades de solubilidad la epoxidacién se realizd con acido-
m-cloro-berbenzolco (MCPBA) en medio acido, produciéndose una reaccion electrofilica
concertada de un paso, donde se da el epodxido y el acido directamente sin intermediario,
en esta reaccidon de epoxidacion ocurre la transferencia de un atomo de oxigeno del

MCPBA al doble enlace del esteroide.
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€l compuesto obtenido se caracterizd - mediante sus propiedades fisicas vy

espectroscdpicas, mostradas en las tablas 8 y 9 . pag. 27,28.

* IR (Espectro 6, pag. 64). La absorcién en 1733.62 cm™ observada en el espectro
como una banda intensa corresponde a un ester acetoxi en C-3. Se observa una banda
en 1034.40 cm™ que corresponde a la vibracion C-O del epéxido. .También se siguen
observando en 1703.32 la seial del carbomlc de cetona en C-20 y la senal de metllos y
metilenos en 2942.01 em™ . En 1242,61 cm™ se observa la wbracnén C-O del ester en C-

3.

*En ta RMN'H (Espectro 7, pag. 65) se observa’ Ia’ desa
5.380ppm que corresponde a un protén vinilico en: C-G‘
(acelllacnén) se observa una senal nueva en 3. 09 ppm que inte

para 2 hidrégenos fue asngnada a los prolcmes de
ubicé en 4.77ppm. Siguen las sefales samples en
para 3 protones cada una, y corresponden

respectivamente, finalmente se sigue manteniendo I
al’ lmegra ara 3 hidrégenos. La sefal en

9 y'c21,
orrespondiente a

los protones del metilo del ester en C-3; laA ;
2.504 ppm que integra para 1 hldrégeno corresponde al protén en C-17.

“La EMIE (Espectro' 8, pég. 66) i'nuestra un ‘ion molecular M'de 374m/z
correspondiente al peso molecular .del compuestc (il).También aparece un pico en
356m/z debido a la deshidratacidn que su!re en primer paso el ion molecular .La sefial de
296 m/z se debe a la pérdida de —(CHSCOOH) a partir de! pico 356m/z. E! pico base se
registré en 314m/z por pérdida de la entidad —(CH3COOH) a partir de M”. Asi también el
pico 281 se debe a la pérdida de —CH3 del fragmento 296m/z, finalmente el pico en
253m/z corresponde a la pérdida de -CO a partir del pico 281m/z.
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3@ -ACETOXI-5a-HIDROXIPREGNAN-6,20-DIONA. (IV)

€l siguiente paso en la ruta de sintesis fue una reaccion de oxidacion en la cual el
acido crémico (H,CrQy), formado a partir de triéxido de cromo y agua, actua como una
especie oxidante, de esta manera la molécula esteroidal es oxidada en la posicidn 6 para
dar lugar a un grupo oxhidrilo y un carbonilo en C-5 y C-6 respectivamente, en tanto que
el H,CrO, es reducido a H.CrOQ;. )

El compuesto obtenido se caraclerizéd mediante sus propiedades fisicas y
espectroscépicas. mostradas en las tablas 10 y 11 pag.29,30 A

"En el IR (Espectro 8, pag. 67).. se conf‘rma la oxu:iacnén del ‘grupo epéxrdo con la
aparicién del carboniloen C-6 y la apariclén de una, seﬁal mtensa en 3455.84 cm’', la cual
corresponde al grupo OH en C-5.. Se. encuentran i3 absorcuones 1737.02, 1715.44 y
1689.86cm™ correspondientes a los carbomlos del ester acetox: en C-3 y de las cetonas
en C-20 y C-6 respectivamente. Las seﬁales en 1232.08 y 1041.96cm™ representan la
vibracion C-O del éster en c-a Se o c orrespondlente a metilos y metilenos
en 2947.73 cm™. :

*La RMN'H (Espectro 10, pég
para el proton de C- 17 en 2. 559 PpmM,
de la base del ester.en C 3‘
la sefial en 3.09 ppll'n"q.o'
oxidacién del esteroide. L

8) se observaron los siguientes desplazamientos:
ri trlplete en 2. 798 ppm asignado al C-4 y el protén
ambién se pudo observar la desaparicion de
6, lo cual no estaria confirmando la
e O.édi.ﬁ.é‘lsy 2.011 que integran para 3
etilos | C-18, C-19 y - C-21 respectivamente,

protones cada una corresp

‘La EMIE (Espectro 11 69 mueéifa ‘un jon molecular M* en 390m/z
correspondiente al pesol moleéulé e compuesto [AVAS Tamblén aparece una senal en
391m/z, que corresponde a M+1 Se observa un DICO ‘en 372m/z el cual se forma por la
deshidratacion del ion molecular. El pxco en 330rn/z representa el pico base y se forma
por la pérdida del fragmento -CH3COOH)  a partir del ion molecular M*. A su vez, el pico
en 312m/z se debe a la deshidratacion del fragmento molecular 330m/z o a la pérdida del
fragmento (CH3COOH) a partir del fragmento molecular 372m/z. El pico en 287m/z se
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debe a la pérdida de 43 umdades del grupo (CH3-CO)+ a partir del - pico base 330m/z y el
pico en 268m/z se debe a la deshldrataclén del fragmento molecular 287m/z.

3B -ACETOXI-4-PREGNEN-6 ,20-DIONA . (V)

El siguienle pas'o‘de ia’sintesis consisti® en la eliminacién del grupo OH en la posicion
i.lna doble ligadura entre los carbonos 4 y 5, para lo cual se utilizd

C-5 para dar Iuga»
piridina anhldra y. cloruro de ‘tionilo, este ultimo debido a que se descompone facilmente
por la humedad vdel vamblente fue necesario destilarlo y secarlo perfectamente y para
tomarlo’ y'adiclor‘iérld a’ la reaccién se utilizé6 una atmosfera de nitrégeno llevandose a
cabo la reaccién en condiciones anhldras. )

El compuesto A obtenido ‘se caractenzé mediante sus propiedades fisicas vy
3 pég 31,32

espectroscéplcas mostradas en

*uv (Espectro 12 pégv 70 ) En el compuesto V se observa la presencia de un grupo
cromaéforo CO o, msaturado en’ C-G con Amax de 235.37 nm conjugado con la doble
ligadura en C-4. : . ¢

*En el IR: (Espectro 13, pég.JT‘VI) se observa la sefial del carbonilo del éster en C-3 en
1737.35 cm™. Aparecer la Sgﬁél'de 1642.54 cm™ la cual nos confirma la presencia del
doble enlace conjugado e'n'CA-it . Por el contrario aqui se pierde la senal intensa del
alcohol (3455.84 cm™) esto debido a que en la reaccidn de eliminacién el OH da lugar a la
doble ligadura en C-4. Finalmente se observan las sefales del carbonilo de cetona en
C-6 y C-20 de 1698.99 cm’' asi como la sefal de metilos y metilenos en 2958.58 cm™* .

*En la RMN 1H (Espectro .14, pag. 72 ) observamos una sefal en 6.096 ppm, doblete
que integra para 1. hidrégeno, el cual corresponde a un protén vinilico en C-4. Se presenta
la sefal que integra para. 1 H ahora en 5.350 ppm y que nos indica el protén en la
posicién C-3. Los pfo;ones en posicién alfa con respecto a un grupo carbonilo absorben
entre 2.0 y 2.5, en nuestro caso observamos un dobiete en 2.602ppm lo cual nos
indicaria que se trata de los protones de C-7 . También se observan las sefales simples
en 0.662,1.031 y 2.070 ppm, que integran para 3 protones cada una, y corresponden a los
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metilos C-18, C-19 y C-21, respectlvamente. ﬁnalmente el singulele en 2.138ppm que
integra para 3 protones se asignod al memo del ester en c-3.

*La EMIE (Espectro 15, pag. 73) ‘'muestra u molecular M* de 372 correspondiente
al peso molecular det compue‘sto‘_\/ H
del fragmento (CH3CO)+ geﬁeré
unidades correspondientes a un :
correspondiente a 255m/z se debe a la perdida de un elllo con valor de 14 unldades del -
fragmento 269mv/z. finalmente el pico con valor de 227m/z corresponde a la pérdlda de un

CO con valor de 28 unidades del fragmento 255m/z asi como también se vuelve a perder

otro CO del fragmento 227m/z para dar lugar al pico con valor de 199m/z.

38 —HIDROXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA. (VI)

El siguiente paso de sintesis consistid en la hidrélisis del grupo acetoxi para regenerar
el alcohol esteroidal en C-3.

Esta reacciétn se llevd a cabo a temperatura ambiente, en medio basico y empleando
como disolvente metanol. Ef compuesto hidrolizado obtenido se caracterizé por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas . Tablas 14 y 15 pag..33,34

*UV (Espectro 16, pag. 74) En este compuesto se observa la presencia de un grupo
cromodforo CO a,B insaturado (4-en-6-ona) registrando un maximo de absorcidn en
A=239.38 nm .

*En el IR (Espeéiro 17. pag. 75 ) aparece una banda en 3406.23cm’’ correspondiente
al alcohol en C-3, con la desaparicién de la sefal de! C-O del éster en C-3, confirmando
asi la hidré isis. Se 'qbserva una sefal en 1686.95 cm™ en la zona de los carbonilos que
se asngné s cetonas correspondiente en C-6 y C-20. Aparece una banda en 1631.12
cm™ que: corresponde al vinilo en C-4, confirmando asi el sistema conjugado del

esteroide. Se observa la sefal correspondiente a metilos y metilenos en 2941.95cm™

“En la RMN'H (Espectro 18, pag. 76 ) se confirmd la formacion de alcohol, ya que el
proton base en C-3 se desplazé a campo alto en 4.256 ppm, por lo cual se llevd a cabo la
hidrolisis. Se observan 3 singuletes. 0.660,. 1.014 y 2.139 ppm que integran para 3




N

protones cada una, correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente.
Existe un doblete que integra para un proton en 6.188 ppm el cual corresponde al proton

vinilico en C-4.

*La EMIE (Espectro 19, pag. 77) muestré un ioﬁ molecular - M* ‘de . 330m/z
correspondiente al peso molecular del compuesto VI.: Téhbién' aparece una sefial en
315m/z que representa el pico base y se debe a la péi’didé dél fragmento (CH3)+ del ion
molecular M*. Se observa un pico en 297m/z el cual se’ forma por la deshidratacion del
fragmento molecular 315m/z (pico base). A su vez hay un .pico en 287m/z debido a la
pérdida del grupo (CHs-CO)+ del fragmento molecular 330m/z o blen debido a la pérdida
de (C=0) a partir del fragmento 315m/z. Hay un pico en 245mlz que se debe a la pérdida
de (-CH2-CO0) a partir de! fragmento molecular 287m/z .Finalmente la sefial de 227m/z se
debe a la pérdida de un grupo -(CH3-COOH) del fragmento 287m/z

PRODUCTOS FINALES

Los compuestos wvil y VIl se obtuvieron mediante una reaccion de esterificacion a
partir del alcohol y el acido correspondiente, utilizando diciclohexilcarbodiimida (DCC) y
dlmeulamlnopmdma (DMAPY). Se propone primero una reaccion acido-base entre la
dimetilaminobiridina y el acido correspondiente para formar el nucledfilo RCOO" el cual
ataca al carbono sp de la DCC el cual a su vez forma un intermediario de tipo anhidrido

que finalmente es atacado por el oxigeno del alcohol esteroidal.

3B-(p-BROMOBENZOILOXI)-4-PREGNEN-6,20-DIONA. (ViI)

El combuesto VN se caracterizé por sus propiedades fisicas y especlroscodpicas.

Tablas 16 y 17, pag. 35-37

*En el UV (Espectro 20, pag. 78 ) se observa la presencia de un grupo cromoforo
CO a.f3 insaturado (4-en-6-ona) registrando un maximo de absorcion en A= 245.22 nm.
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*En el IR (Espectro 21, pag. 79 ) aparece una banda en 1717.84 cm™', para el carbonilo

del ester en C-3; desaparece la sefal en 3406.23cm™ correspondienle al OH del C-3
confirmando asi la eslerificacidon. La absorcién registrada en-1702.35 cm ‘se asugné para
la cetona a,p insaturada en C-6 y el carbonilo en C-20. La sefal. ‘en’ 1639 64 cm"
corresponde al doble enlace conjugado’ confirmando asl el sistem “4-en-6-ona. en la
molécula esteroidal. Se observa una seﬁal en 1271.51 cm correspon )

C-O del ester en C-3.

*En la RMN'H (Espectro 22 pég 80 ) se’ preser{tén ’ las sigunente

integra para dos hldrégenos, Ia cual fue asignada al proton que s er:lcu
del ester en C-3, y otra seial en.7.927 ppm que lntegra para, dos pr
asigné al protdn que se encuentra orto al C=0O del ester en 0-3 Ot’
observaron fueron: 5.575 ppm correspondiente al protén base e'
asignada a los protones del C-7, una senal en 6.207 ppm que fue aélgnada para el protén
vinilico en C-4, ademas de que se observaron las tres seﬁales que mtegran para tres
hidrégenos cada una en 0.674, 1. 074 y 2. 144ppm las cuales corre f onden a Ios metllos‘
C-18, C-19y C-21 respecnvameme. ‘ [ 0 g

C-19y C-21. En la zona de los carbo

0 espectlvamente.; Olras senales que se
> ue corresponden a. Ca y C-5
'131 683 vy 131 230 ppm . las cuales
s respectivamente. Se

correspondientesv al carbonilo: de
observaron fueron 128242y . 14
respectivamente. Encontramos . las seﬁale
corresponden a los carbonos terciarios del benceno. c4'.Y.C3":
observaron 2 sefiales en 128.714'y 128 938 ppm las cuales fueron asignadas a los
carbonos cuaternarios del benceno : 02‘ Yy CS' respectlvamente. ST

“La EMIE (Espectro 25, pag. 83) muestra un ion molecular de 512 m/z correspondiente
al peso molecular de VIl. También aparece una sefal en 514m/z, cbrrespondiente a M+2,
indicativo de la presencia de bromo en la molécula. Se observa un pico en 494 m/z dado

por la deshidracién de M. El pico 433 m/z se debe a la pérdida del haldgeno Br a partir
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del ion molecular M*.'A su vez el pico 405 m/z se debe a la pérdida del grupo C=0 del
fragmento 433 m/z. El pico base se localiza en 183 m/z y corresponde a BrCgH,CO"*, por
ultimo, et p'co en 155 m/z de debe a la pérdida del grupo C=0 a partir del pico base 183

m/z.

3(} (p-FLUORBENZOILOXI)-4-PREGNEN-6 20-DIONA. (ViIl)
ca cterlzé por sus propiedades fisicas y espectroscopicas . Tablas

E!l compuesto V

observé la aparicion de do's's'ten
hidrégenos; la cual fue asxgnada al P én
y otra sefal en 8.079 ppm que in!egra para dos protone
que se encuentra orto al C=0 del ester en C-3. Se observaron otras seﬁales en: 5.581
PpmMm correspondiente al proton base en C-3 2 586 ppm, aslgnada alos protones del C-7,
una sepal en 6.214 ppm que fue asignada para el proton vinilico en C-4, ademas de que
se conservaron las treé sefales que integran para tres hidrodgenos cada una en 0.676,

a cual fu as:gnada al protén

1.076 y 2_145V‘ppm las cuales corresponden a los metilos en C-18, C-19 y C-21

respectivamente.

*En RMNYC (Espectro 29 y 30, pag. 87,88 ) los carbonos primarios aparecen a
campo alto como se puede apreciar en: 13.296, 19.631 y 31.440 ppm, asignados a C-18,
C-19 y C-21. En la zona de los carbonilos aparecidé una sefial en 167.523 ppm, asignada
para el carbonilo del ester C1' y otras dos seflales mas en 201.849 y 208.820 ppm
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correspondientes al carbonilo de C-6 y C-20 respectivam'ente. Otras sefales que se
observaron fueron 128.858 'y . 147. 928 ppm . que . cofresponden a C-4 y C-5

respectivamente. Encontramos. las - seﬁales. 132.328 y '132.204 ppm . las cuales
I benc 4' ¥ C3' respectivamente. Se

corresponden -a los carbonos termanos
observaron 2 seﬁales ‘en: 126 249 y 12
carbonos cuaternanos del ben

ppm Ias cuales fueron asugnadas a los

pecttvamente

*La EMIE (Espectro : - 89)F'm estra un ~jon molecular de 452 m/z
correspondlente al peso molyecular'de Vill e‘ observa un pico en 434 m/z dado por Ia
deshidracion de M El pico 391 m/z ‘se debe ala pérduda del grupo — CH;CO‘ a parhr
del fragmenlo 434 miz.” El pnco base se localiza en 123 m/z y corresponde a FC,H.CO
por ultimo, el pico’ en 95 m/z de debe a la pérdida del grupo C QO a parur del pnco base
123. m/z.

6.2 Discusion de los Ensayos Bioldgicos

Los resultados muestran que los compuestos VII y VIl no Son mhlbldores de la Sa—
reductasa, mlentras que estos compuestos si se unen al receptor de andrégenos ‘Al
comparar los valores de ICso (concentracién de compuesto no marcado radiactlvamen!e.
que inhibe por competencna el 50% de los sitios de union al receptor) obtenidos en yla tabla
20, pag.42, se observa la siguiente tendencia: VIl<DHT<VMIL,: lo cual nos indica que para :
saturar a los. receplores se necesita una menor concentracién del compuesto VII en
comparacion con la DHT y el compuesto VIIl. ' ’

Reflejandose Io anterior con los valores de Ki (constante de inhibicién), los ‘cuales
muestran que la afinidad por los receptores es para Vil<DHT<VIlN.

Respecto al comportamiento de los compuestos VIl y VHI, el compuesto VH presentd
mayor afinidad que VIl por los receptores androgénicos, con lo cual confirmamos que los
derivados de bromo presentan mayor aclividad biolégica con respecto a los derivados que

contienen Flior.
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7 . CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron nsnca y espectroscéplcameme los compuestos 3B-(p-
bromo-benzoiloxi)-4 pregnen 6 20 dlona VII y 3]3-(p-fluor-benzonloxl)-4 -pregnen-6,20-diona
viul.

Los compuestos Vll y Vlll no presentaron inhibicion de la enz:ma Sa-reductasa (tipo 2),
tomando como referencia la Fnasterlda (lC_r,u 10nM). Sin embargo. presentaron afinidad
90 pM y. Vil Ki 450 7pM mbos : comparados con

por el receptor androgénlco o, K
la DHT (ki=380.7 uM).

Se ha demostrado que el requenmlento estructural para que s cabo ' la umén al‘

anillo A se encuen
importante la elect

e pueda\' predeclr la actividad
u!mlca y asi facilitar el disefio
cer de: prostata e hiperplasia

antiandrogénica del esteronde en relacnén co s
de nuevas moléculas activas’ para el: lra a
prostatica benigna, entre otros.
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