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I. INTRODUCCION

I.a Dihidrotestosterona (DHT), un mectabolito activo de la —TesloStcronél,(T), juega un

papel importante en la dife iacién y crecimi > dc la présﬁim humana (l). sin

embargo se ha implicado en la palogcne51s de enfcrmedadcs tales como la hiperplasia
prostitica benigna (IHPB), cincer de présmln, acné, hlrsullsmo en mu;ercs y alopecia
androgénica; de aqui que dichas enfermedades se han denominado como androgeno-

dependientes (2,3,4).

Para cl diagnéstico del cancer de prostata se recurre frecuentemente a la prucba del
antigeno especifico de la prostata (PSA, por sus siglas en inglés), aunque existen otras
prucbas de confirmacidon como la biopsia prostitica (5). La prueba de PSA se basa en la

d di

medicién de una glucoproteina que sintetizan las células prostiticas i P

de que scan normales o malignas, una concentracién por encima de 4 ng/mL de PSA

4,

alertar la exi ia de un cancer en la glandula prostitica.

Para cl tratamiento de cincer de prostata se han cmpleado varios métodos dependiendo

del dio del ca , desde la pr »mia (eliminacién de la glindula prostitica),

radioterapia, braquitcrapia (implantes  de microesferas que emiten radiacion),

orquiectomia (extirpacion de testiculos) y terapia hormonal (6,7).

Bajo este altimo contexto sc¢ han utilizado agonistas de la Hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) que incr inicial la secreciéon de Testosterona, pero

al cabo de unas semanas inhiben la produccién de la Testosterona como por cjemplo

leuprolida (Lupron) y acetato de groselina (Zoladex); por otra parte el uso de antagonistas
de GnRH como dietilestilbestrol producen efectos secundarios tales como dolor en

huesos, pérdida de la libido e impotencia sexual.

También se han empleado antagonistas del receptor andrégenico como la bicalutamida

(Casodex) y aunque la impotencia es menos un en los p la gi ia

aparece como principal efecto secundario (8).




Otra alternativa terapéutica es el uso de inhibidores de la enzima Sa-reductasa (tipo 2),
la cual cnmhm la conversién de T a DHT, como por ejemplo la finasterida (Proscar) (9)
que aclunlmcntc es el farmaco de cleccion para el tratamiento de cdncer de préstata e
hiperplasia pros(ntlc;: bcnylgna pero que presenta efectos colaterales como daifio hepatico.

Debido a la mayor  selectividad que presentan los inhibidores de la enzima Sa-reductasa
terapéuticos

para supnmlr la accion andrégenica de la DHT se t 1 nuUevos
que mhxban de manera eficiente y con un minimo de efectos colaterales la actividad de
dicha’ cnz!rna. Bajo este rubro, el grupo de investigacion del Dr. Bratoeff ha sintetizado
una yqﬁé&ﬁd de compuestos esteroidales con cierta actividad antiandrégenica, sin
cmb:vll.'go:'se requiere aportar nuevos datos acerca de la relacién estructura-actividad
bioldgica para la inhibicién de ta enzima Sa-reductasa (tipo 2).

Porr'lo' anterior, cn este trabajo sc presenta la sintesis de haloesteres alifaticos de Ia
prcghadionn y surcvnluacién biolégica como inhibidores de la enzima Sa-reductasa
(tipo 2) Adlcnonnlmcntc se evaluara la capacidad de éstos compuestos para unirse al

rcceptor de nndrégcnos (AR).



1. ANTECEDENTES .

A. EsTEROIDEs_', s

Los cslcr' ides son O pueslos orbzimcos quc llcncn .como. eslructum bésu:a un nmllo de

ionado a.un ciclof y

fcnnnlrcno complemmenlc\ reduC|do pcrhldrofcnnntrcno) fi
l'ormnndo cl nucleo de clcIopenlnnopcrhldrofcnantreno de 4 nmllos que se conocen como

Fig. 1.Estructura de un esteroide.

En los . esteroides naturales éstos mculos se encucntmn por cncxmn del’ plano de la
molécula (10) posicién conocida como beta (), mlenuas quc aqucllos sustituyentes que
se encuentran por debajo de dicho plano se dice que estn ‘en p051c;6n alfn (a.)

En la mayoria dc los esteroides la unién de los amllos B-Cy C-D son de’ tipo trans; sin
qdcbxdqa €sto son posibles dos

embargo la unién de A-B pucde ser de tlpo cis o lrans,

scrics de esteroides: la serie 5 (unién trans) y la scne 5|3 (unién’ cls)

Unidén de A-B trans




:’Unics;\ dev—_A B cis -

Fig. 2. Unién dé 168 anillos A-B -

Los csteroides que cxXisten nnlumlmentc ‘estan mcl dos en dxstmtos grupos, que se

denominan de ncucrdo ala: estr
Tabla 1.

> pnremal como se describe en la

Compucs(o parental Nombre Ejemplo
Gonano 7-alfa-cloro-5-beta-
17 dtomos de | gonano.
carbono
Estrano Estradiol
18 dtomos de
carbono

Androstrano” | Testosterona
19 &tomos de | Dihidrotestosterona

carbono

Pregnano Progesterona
21 atomos de | Cortisol

carbono




Colano Acidos biliares como
24 atomos de | el dcido célico
carbono |

Colcstano . | Colesterol
27 dtomos de’ : -
carbono -

Los nndrégenos son compuestos cslerondales cono: dos como hormonas sexuales
masculmns lns cunlev ' L
Los andrégcnos Pr oducidos en: Ios (esuculos son yla Téstostcronn Yy su metabolito
reducido la’ Dlhldr _' :
estradiol (11).

]
Testosterona K Dihidrotestosterona

17B-hidroxi-androstan-4-en-3-ona 1 7B-hidroxi-Sq-androstan—B-ona

Fig. 3. Andrégenos



La Testosterona cumple funciones importantes en el organismo masculino como el
desarrollo y 1 imiento de car sexuales secundarios (crecimiento de pelo, el

timbre de la voz). espermatogénesis, la libido, conducta sexual, ademas de sus efectos
sobre tejidos somaticos como hueso y miisculo conocidos como propiedades anabdlicas,
que se caracteriza por el aumento cn la produccién de nitrégeno para la sintesis de
proteinas (12). Por su parte la Dihidrotestosterona es esencial para la diferenciacién del

seno urogenital, genitales externos y préstata (13).
Biosintesis de la Testosterona y la Dihidrotestosterona.
En el organismo la DHT se forma a partir de la reduccion del doble enlace A% de la

Testosterona por la enzima Sa-reductasa. A su vez la Testosterona, al‘igual que otros
do a lmves de la

csteroides se sintetiza a partir del colesterol, el cual puede ser adqul

dieta o las células lo pucden smlcuzar a partir de glucosn Yy ucndos gmsos (13)

El primer paso para la sintesis de la Testos(erona es la convers:én de colesterol a
pregnenolona que implica la csmsnon de 6 atomos de carbono (C-22 a C-27) de la cadena
lateral y oxidacién de C-20. La formaclén de prcgnenolona rcprcsenta el paso limitante -
para la produccién de androgcnos vy 'a partir. de’ esta “Gltima se. pueden seguir 2 rutas

conocidas como vxas ad y A5 (6, 14) para obtener dc mancm cndogena la DHT (ésquema
q

1.




HO'

e ot T
. Via's

. - HO! S .
o ’3/ pregnenolona Y\ : o
K L S I Sjs-cw
“ i f_: - HO 17-atfa-hidroxipregnenalona

N o
HC).:f

. dehidroepiandrosterona

} s

OH

androstendiol

androstandiona

1. 20- alfa-hidroxilasa 2. 17-alfa-hidroxilasa 4. desmolasa
22-hidroxilasa 3. 3-bata-ol-deshidrogenasa 5. 17-beta-ol-deshitrogenasa
20-22 desmolasa 6. S-alfaweductasa

Esquema 2. Biosintcsis de la Testosterona
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C. REGULACION DE LA PRODUCCION DE TESTOSTERONA

La produccién de la Testosterona en el organismo estd regulada por dos ejes conocidos

como éje hipotal hi otéldmthipéﬂsis—células de

Sertoli (csqué_ina 2
El'¢je’ hipotilam

conexiones: neurales’

La ponjqién bﬁsa] del hipotilamo contiene una seric de neuronas p»cptldcrglcbn; Eépnces de

euronas procedentes de

GH10:NH;) g

Hormona Foliculoes

el tcsuc'ulq.'En. estas células, la’'LH seunea receptdres especificos hormonales presentes

en las membranas.




La inlcmcciéri LH-receptor estimula a ln subunidad catalitica de una proteincinasa la cual

produce un > intracelular de ‘ad fosfato ciclico (AMPc) que activa a

las cnznmas mvolucmdas en la bIOSInl(:SIS dc androgcnos. La prod ion de andré

en este eJc esla de rctroallmcmaclon de la misma

Tcslostcrona a nlvcl dcl hlpolulnmo y'porel cstmdlol a mvcl de la hipdfisis.

El eje hlpo}nlnmo-h;péﬁ;ls-células de Sertol ‘como su nombre lo indica, estia formado

por cl h.ibolélnﬁld hipéfisis'y las células de Scnoli ubicadas en el testiculo. En este ¢je la

FSH - sccremda po! las’ e ulas dc a hlpéf'5|s anterior actia sobre las células de Sertoli

mediante la umén n reccptores cspccif’cos de la membrana plasmatica. Esta interacciéon

cstlmuln una Vanednd e acontccnmlentos metabdlicos en estas células, incluyendo

smlems ‘de nmdo dcsoxmbonuclelco (DNA) y acido ribonucleico (RNA), secrecion

proteica,’ conversién de Testosterona en estradiol y junto con la Testosterona regula el

proceso ‘de espcrmntogénes:s (11 13) En este eje la accién de la inhibina, una

glucoprotema que smletxzan lns cclulas de Sertoli, repr un I ismo de

regulacion para la produccn n de andrégcnos (esquema 2).




Células de’’
Leydig.: ¢

A Cétilasde
i Sert

Esquema 2. R;gulacién dc 1a testosterona



D. MECANISMO DE ACCION DE ANDROGENOS
Una vez que la Testosterona se sintctiza en las células de Leydig; salé del testiculo ala
circulacién general a través de la sangre venosa cspcrmallcn y se une a la globulina

fijadora de estradiol-Testosterona & a la albumma (15) pam dm;,nrsc a Ios teJ:dos blanco .

( prostata, vesiculas seminales, plcl)

La Testosterona penetra en el tgjido mcﬁia'nle_ difusién ‘simple by puede actuar de las

siguientes maneras:

= Sin ser metabolizada, a Tcstostcronn sc llgn dlrccmmcnle a un receptor

mtmcelulnr dc andrégcnos. B

= La Tcstostcrona'es membdlizxida en'cl reticulo endopliasmico por la enzima Sa-

reducmsa a Su-Dlhldrolesloslcrona (DHT) uh }nemboliio quc presenta mayor

afnxdad por el rcccptor int " 1 lnr dc nndrégcnos y con lo cual se cree

que se amphfca el cfcclo andrégemco.;

De cualquicr médo, los complejos T-receptor 6 DHT-receptor son tﬁnsfcridos al nicleo
para unirse a secuencias de DNA altamente especiﬁcns que 'sé co;-nocen como elementos
de respuesta  hormonal (HRE). El complejo 'hb»nnona;i'e’cerptér‘ unido, puede tanto
estimular como suprimir la expresién de gches : c‘:spéf::iﬁcos' ;:dyaccntcs a los HRE
(transcripcién de RNA) y por lo tanto 'la sintesis de proteinas codificadas por los genes
(16,17). ) : 0 PR

Los eventos biosintéticos que resulmn dc ln mtcmcc n cs\crmdc-receptor. incluyen la

transcripcion de acido ribonucleico mcnsajero (RNArn), cl prec riento y la trad ién

o ¥ la difer iacién

de proteinas especificas que ahcmn Ia funcxén celulnr, el

Una vez que el complcjo hormona-reccpto ha ntcrceptado con sitios aceptores del

DNA., el esteroide se libera de su rcceplor desocupando los smos de éste y sale de las

células blanco.




Ll metabolismo de la T y DHT implica la oxidacién del C-17 y la reduccién de la cetona

en C-3 a 3o y BB-alcoholcs. cstos se conjugan con dcido glucurénido o dcido sulfuirico

para 'ser clxmlnados e orgnmsmo por orina y heces fecales. Como metabolitos

pnncnpnles sc cnc tran la cuocolunonn nndros(cronn y andros(andlol (15).

DIHIDROTESTQSTERONA ,'(l')HT)f,‘ EN LA FUNCION

reproductor masculmo

cntra’en el aparat

- cuya l‘uncnon Junlo con Ias vcsnculas scmmnlcs y los

lcsdculos es ln formnclén c) scmcn.

Como cualquxer 6rgnn0 del cucrpo humnno. la préswla puede verse afecmda por muchos
procesos pntolég:cos, uno de los maés caracteristicos ¢s a lupcrplnsm présmtlcn bemnga
(HPB). La HPB se define como un crecimiento adcnomn(oso de la gléndula que obstruye

gradualmente 'la urelra provocando dificultad en la mlCcnén y consutuye cl tumor

benigno mas frecuente del varén; jue tal crecimi yno'es unn condn lén cnncerosu
los sintomas son parecidos a los de cédncer de préstata. ‘ :

El céncer dc préstata’es una enfermedad en la cual las células, ido glandular

6n celular se ve
1 entre los

pr 1 un imiento anormal y descontrolado por lo qu‘evvla fu

alterada. El céancer de préstata ocupa el segundo lugar. a n

tumorcs que son causa directa de la muerte de varones (18

Desde 1895, se demostré que la hiperplasia prosléticn:an s ﬁéllaba en

nqucllos hombres que habian sido castrados y r;|ue‘abdrc n;iciéh provocaba

lnrai'ncnle los efectos

regresién ‘del cincer de préstata. Estos hechos cstablcclero

benéficos de la di én de andré en el tmmmxcnlo “de'Ia hxperplasm prostitica

benigna y sentaron las bases para el tratamiento dc ml enfermedad por modulacién

hormonal (17).




Por otra parte, Imperato y col. (19,20) describieron un desorden genético innato causando

una defi ia de la Sa-red la i que convierte a la T en DHT. Los hombres

con este desorden genético presentan un raro fenotipo en el cual los genitales internos son

normales mientras que los externos se ran feminizad esta enfermedad es
conocida como . pscudohermafroditismo; sin cmbargo estos sujetos no desarrollaban

sintomas asociados con la HPB, cancer de prostata y alopecia androgenica.

De esta manera, aunque laTesel mayor andrégcno cnrculnnte. ln DHT es el andrégeno
mads activo en présmta y piel, asi mlcnlrns quc la cspermatogencms. 1a libido y aumento
de la masa muscular estin mediados por Ta T, el crecxmlcnto de la prostata y el desarrollo

de la alopecia androgénica son procesos conlrolados por la ‘DHT.

A nivel celular se sabe que la funcién de ia T. Jy 1a DHT en la préstata implica la
estimulaciéon de las células cpiteliales asi como de  inhibir su apoptosis (muerte
programada de las células) (21). La DHT es mﬁ; potente que la T para mantener la
funcién epitelial; aunque ambos andrégenos son equipotentes para prevenir la apoptosis

epitelial (21).




F. ANTIANDROGENOS

Al eslableécrsc quc el cﬁnccr de préslnm y:la. HPB son enfer des ‘andrég

nvn tcmpeuucn los ammndrégenos destmados a

supri‘mir la aceisn h

Los ‘mecanism

Finasterida .~

Fig. 4. Antiandrégenos esteroidales que inhiben a la enzima Sa-reductasa




Acctato de ciprotcrona : Mefepristona

Fig. s. Anliandr&gcnos esteroidales que sc unen al receptor andrégenico

HNCOCH(CH3)z

- VCFa
NGz

" Flutamida

al ieqcpior androgénico.

Dictilestilbestrot \ " Acetato de Clormadinona . |,

Fig. 7 Antiandrogenos kquc modifican el eje hipém]amo_-hipéﬁsis.




G. ENZIMA 5ax-REDUCTASA

La eénzima Sa.-reducmsa humana es un sistema de 2 isoenzimas: Sa-reductasa tipo 1 (Sa-
R1) y Stx-rcductnsa upo 2 (5a-R2), ambas catalizan la reduccién imreversible de
Testoslcronn a Dlhldrotcstostcrona utilizando como cofactor fosfato dc nicotinamida
ndemna d|nuclcot|do en su forma reducida (NADPH). Estas cnzimas se encuentran en la
fmccnon,mlcrqsomavl‘ de las células blanco para andrégenos y son codificadas por genes

diferentes '(24).‘ L

La isocnzin;a tipo .1 ’(Stszl) es predominantc en higado y glandulas sebaceas de la piel,
mientras‘que la isqén;ima tipo 2 (5a-R2) es predominante en el tracto genitourinario,
incluyendo la préstz;ta. en el higado y en los foliculos del cuero cabelludo (25). En el
humano, al igual que en otras especies como el perro y la rata (26), se han encontrado

diferencias bioduimicus de estas isoenzimas (21, 27) como Se muestra en la tabla 2.

Tabla 2

Caracteristicas bioquimicas de la enzima 5a-R1 y Sa-R2 Humana.

Parametro i S5a-R1 Sax-R2
pH o6ptimo 6.5-7.5 5.5

Km (1M Testosterona) 7.7 0.3
Finasterida 1Cso (nM) 670 . az

Es lmportnnlc observnr ue . la lsocnz:mn Sa-Rl . es’ menos senSIble a la finasterida

(mhlbldor de So'.‘rl:d ctasa mfm da on a’ lsoenzlma 5a-R2 kPOl"otnx parte, la

dad por:la; Testosterona por lo tanto su




El mecanismo de accién de la enzima Sa-reductasa involucra la formacién de un
complejo enzima-esteroide y posterior transferencia de un hidruro del NADFPH a la

posicién Sa de la Testosterona dando lugar a la formacién de un enolato en C3-C4 el cual

puede ser estabilizado por algin residuo electrofilico (E+) de la i (2).. Final
por tautomerismo ceto-cnolico se produce Dihidrotestosterona (metabolito reducido) y
NADP+ (cofactor oxidado) (fig. 9). ‘

OH
OH

_—  »

o NADPH °

|

Testostcrona Dihidrotestosterona

Fig. 9. Conversioén de T a DHT por Sa-reductasa

Los inhibidores de la enzima Sa-reductasa previenen la formacién de DHT sin afectar la
formacién del complejo Testosterona-receptor, por lo que sélo aquellas funciones

dependientes del complejo DHT-receptor son suprimidas.

La finasterida (fig. 4) es un inhibidor potente de la isoenzima tipo 2 que reduce ¢l
volumen de la prostata a través de la supresién en los niveles de DHT intraprostiticos,
reduciendo - la estimulacién de DHT sobre la funcién de las células epiteliales y
disminuyendo el efecto protectivo contra la apoptosis (9,21). También se ha mostrado

que cste’ firmaco tienc una pobre afinidad por ¢l receptor de andrégenos y no tiene

propiedades andrég; est & prc les.

De aqui que una de las estrategias farmacolégicas para el tratamiento de hiperplasia
prostitica benigna (HPB) y cdncer de prostata sea el desarrollo de moléculas que
inhiban la actividad de esta enzima de manera cficiente y con un minimo de efectos

colaterales.

20




H. RECEPTOR DE ANDROGENOS (AR)

Los cfcctos de los andrégcnos T Y. DHT son mcdlados a través. del receptor de

andrégenos. l:ste receplor ongcn prolcuco es’ un miembro dc la superfamilia de

receptorcs nuclcnres quc I cluyc entre otros, los . rcccptores de estrégenos,

glucocomcoudcs, mmemlocom ides y progcstmas Q7).

El AR dc 110 KDn (kllodalloncs) cslxi dividido en tres dominios funci . lee' un dor

de unlén al llgzmdo COOH- terminal, que conucne aproxmmdamcntc 250 amlnoac:dos cn

el cunl se fija el ligando. ‘Este se une a través dc una zona hldro('hca‘ de unos 50 a 70 g

aminoacidos a la regién central dcnommada dominio de un n al. DN. que contienc

aproximadamente 65 aminoicidos y a la que se fija el DNA. Por Gltimo se cncuehﬁ# la

regién N-terminal que es altamente inmunogénica (28).

antes y durante la activacién del reééplér

Por lo tanto el bloqueo del receptor androgcmc 61' uri antagonista representa un blanco

farmacolégico por medio del cual - se puede supnm:r la ucclon andrégenica.




En contraste con los cfectos de los inhibidores de Sa-red los goni del
receptor androgénico bloquean la unién con el receptor tanto para la Testosterona como
para la Dihidrotestosterona resultando en una supresidén menos selectiva del efecto

andrégenico.

Actualmente el Acctato de Ciproterona ha demostrado ser junto con la Flutamida (fig. 5 y

6) una importante via para detener el cancer de préstata (7,30).

L RE].‘ACION ESTRUCTURA-A@IVIDAD BiOLOGICA o

Se hu mfon‘nndo que la progcslerorm y la desoxlcortlcos(erona mhlben la formacioén de

DHT por compcur con cl 5rupo A"-ceto de la Tesloslemna que se une al sitio activo de la

enzima Sa.‘ educmsn. Por lo mnlo. los cslcro:dcs dcnvndos de estas moléculas pueden

tener nct 'Vldnd como mhxbldorcs de dlcha enzima (29)

[of
Desoxicorticosterona Tcslos!crm‘-ia Progesterona

Bajo la direccién del Dr.' El;lgcﬁe Bmfoéﬁ’ se han sintetizado previamente una gran

variedad de compuestos dcnvudos dc la pregnendlona. pregnatriendiona ademas de D-

homo derivados (expnnsnén dcl nmllo D del nucleo csteroidal) (30).
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Para la sintesis de talcs compueslos se ha cons:dcmdo.

1.- Las mactlvncnoncs.mcmbohcns quc cxpcnmcnla la- prol,cslcronn en cl orgamsmo

como ln reduccnén cnmma(:cn dcl carbonilo'en posiciéon 20 y la degmdac:én dc la cadcnn

lnleml (31

léiolégiéa que se han er‘lty:d;n'lmd'o‘ p:'nﬁ. 12 inhi |c16n dela éﬁzim'ansé_;redpi:insn tipo 2).

Y Tabla3

- Comentario .

Se éstublecné la‘ entidad ' 4-6-dien-3-
ona‘como: estructura’ basica para’la
actividad inhibitoria de,la ima Sa-
rcductasa (34).. s R

Se mlrodu_yo un grupo cster en C—17
para evitar la reduccién de C-20 (35).
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R1
-CHjy "
-CaHs
-C3H7
-C4Hso

Se establecié que a mayor longitud de
la cadena del ester, menor actividad

biolégica; se determiné que ésta no|-

debe ser mayor a 5 dtomos de carbono
(35).

Se introdujo un ‘grupo’: meti{lo ‘B
orientado como proteccién para evitar
la hidrélisis cnmméucn del ester en C-
17 y/6 cvitar  la:

carbonilo en C-20 (34)

-CsHi -

La introduccién de un dtomo de
halégeno en posiciéon 6 incrementé la
actividad antiandrogénica como
resultado de la interferencia en la
resonancia usual de la cetona a8
insaturada (36, 37).

El ester metilico bromado (R2=Br)
presenté mayor actividad que su
homdlogo clorado (R;=Cl) ambos
comparables con la finasterida (fig. 4)
(36).

La introduccién de los grupos

Rla =CsHy y Rlb= CHzCng enla
molécula n la
actividad inhibitoria sobrc 1a enzima
Sa-reductasa con respecto a la
finasterida (fig. 4) (38).
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La presencia de un grupo fenilo
sustituido en posicién para por un
itomo de halogeno (X=F, CI, Br)
disminuy6 la actividad biolégica con
respecto a la finasterida (fig. 4) (33).

El derivado bromado (X=Br) presentd
ligcramente mayor actividad que su
homdélogo clorado (X=Cl), ambos
comparables con la finasterida (fig. 4)
(34). )

La introduccion de un doble enlace
exociclico en el anillo B contribuyé a
una mejor actividad del compuesto
con respecto a la fi nnstenda (f' g. 4)
(B9). . o e .

Este compuesto presenté actividad
inhibitoria comparable con la
finasterida, (fig. 4). Tal actividad sc
puede atribuir a la presencia del
sistema A'®'7-20-ona en la molécula
(40).
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En base a los resultados de la evaluacion biolégica de los compuestos le y XVII los .
cuales presentaron actividades como inhibidores de 1a enzima Sa.-rcducu:sa compnmblcs
con ia finasterida, se propuso que los nuevos esteroides presen!e.n modﬂ'cncnones en el
anillo A (conjugacién 4-cn-3-ona y grupo ester en C-3) y en el nmllo D (nusencm del
sistema A'®'7-20-ona) con el fin de analizar la nmportnncm de estos ' gmpos cn el

comportamiento antiandrogénico de la molécula.

Por lo anterior, en este trabajo sc proponc la sintesis y evnluncnén biologica ‘de’ los.

compuestos 3B-(5-clorovaleroiloxi)-4-pregnen-6, 20-dlonn 7 % B- (S;bromovalerolloxl)-

4-pregnen-G,20-diona 8 (esquema 3, pdg. 29).
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I11. OBJETIVOS

General
- Determinar la influencia de la longitud dc la cadena del ester en C-3, asi como
la presencia de un dtomo de haldgeno sobre la qclividad Sntiandrogénica de los
compucstos 3[3-(5-clorovaleroiloxi)A-prcgnép-G;ZO—dionn 7 y 3B-(5-
bromovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona . 8 (ésquema 3, pag. 29)

Espccificos . E : g
- Sintetizar los compucstos 3[3 ] » ) xi)-4—prégnen-6.20-dionn 7y

l.como los productos

y finales mediante
v, IR,

- . Phrifcal"y 'cdm>

pammelras ﬂsxcos tr coOpicos -
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1V. TRABAJO EXPERIMENTAL
A. ASPECTO QUIMICO
Material y Equipo

Los espectros de I.LR. para los derivados y productos finales se determinaron en un

espectrofotémetro de L.R. Perkin Elmer 549B. Las dctermi ones se realizaron en

1 i 1tes abreviaturas:

pelicula. Para indicar la intensidad de las bandas se on las

S (fuerte), M (media) y W (débil). :
Los espectros de RMN de hidrégeno y carbono-13 sc determmaron cn cl aparato de RMN
Varian Gemini 200 y Varian VRX-300S, utilizando - letmmptll lanp (TMS) como

referencia interma. Los desplazamientos estan dados en ppm.

El andlisis por espectrometria de masas se realizé en cl cspectrémctro de masas modelo
HD 5985-B por introduccién directa utilizando Ia técnica  de Impacto Elcctrbmco

(EMIE). Los valores se expresan en m/z (mnsa-cnrga)
Los espectros de absorcién en el UV de los esteronde si tcuzado. se registraron en el

espectrofotémetro UV-VIS Perkin Elmer Hlmch ‘mo ullzando como disolvente

metanol. g X
Los puntos de fusién se determinaron e ¢ .Fisher-Johns y no estin

corregidos.
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Sintesis y caracterizacién de los nuevos esteroides.
La sintesis de los productos 3;3-(5-clofovalcroi loxi)-4-prcgnc_n-6,20-dioha' 7 y 3p-(5-
bromovalcroioni)-47prégnen-6,207dionn 8 sc llevé a cabo bajo la siguiente ruta sintética

(esquema 3).

o
arr~—~Ag

DCC diciclohexicasbodiimida :

DAP dimetilaminopitidina -
MCI'BA scido m-clora-perbenzoico




Para el uso dcl compuesto 1 (1[3-hidroxi-5-|" 2 20 o pr ] ) en la ruta
de sintesns planteada, se procc.dlo a cnmclcnznrlu por medio de apariencia, Rf, punto de
fus:on y dalos espcctroscépxcos

El compueslo 1 se punﬁco mcdmntc una recristalizacién simple con acetato de etilo,
les blancos con punlo de fusién de - 193-195 * C y  Rf de 0.33

(cluycntc hexnno ce(ato de eulo 8:2 % v/v)

obleméndose cn

Los dntbs espccu'oscépiéos‘sc enlistan a continunciéni

.CH3) 1631‘

40 (S, C=0 dé

RMN- uc (espccn—os 3y 4) 18:13. 19 (C-IS). 19.35 (c-19). 31.81 (c-21) 71.63 (C-3),
121:33 (c-6), 140.73 (c-5) v 209.59 ppm (C-20).
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Sintesis de 3p-acetoxi-S-pregnen-20-ona. 2

Reaccién

° o]

—_— o

1™ o (Ac)0 /Py - Aco
- 1 o : _— .
316 ‘g/mol

2
358 g/mol

En un matraz de bola de:50 mL se ¢ la materia prima 1 (3.16 mmoles) y sc

disolvié con 2. ) empleando calentamiento suave

icianaron 10 mL de anhidrido acético

la misma proporcién
lavados - con agua de:

subproducto de la reaccié
El compuesto -2

obteniéndose . cristales blancos con p

hexano-acetato d¢ etilo
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Los datos espectroscépicos se enlistan a continuacién:

IR (espectro S) v: 2939 94 (M ~CHa, -CH3), 1726.19 (S, C=0 del ester metilico en C-3),
1704.89 (M, C=0 en C-20), 1642 (W dc C—C en C-5y C-G) y 1237.16 cm RN eXe)
del ester en C-3). :

RMN-'H (espcclro 6) 5:0.63,(s,3H en C-18); 1.02 (s, 3H en C-19),2.03 (s":m' metilo
del ester en C-3), 2 12 (s, 3H en C 21), 2. 54 (t, 1H en C-17), 4. 60 (m, IH en C-3) ¥y 5. 38‘
pPpm (d lH vm xco en C-6 . AN !

RMN-C (espcctros 7y s) 513! 19’ (C-18), 19 27 (c-19), 21. 3s (c-z %, 31:80 (C-21),
73.80 (C-3), 122.29 (C~ 6), 139 65 (C-S), 170. 46 (C—l ") ¥ 209.59 ppm (c-20)
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Sintesis de 3B-acetoxy-Sa,6a-cpoxi-pr 20 .3

Reaccidén

—_——
MCPBA / CHCIl,

Aco’

358 g/mol

En un matraz de bola de 250 mL se colocéd 1 g de 2 (2.79 mmoles) ¥y se disolvié con 100
mL de cloroformo, er ida se adici on 1.617 g (6.56 ‘mmoles) de acido-m-

&

cloroperbenzoico (MCPBA). La mezcla- de reaccién anterior se agité a temperatura
ambicente durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de reaccién, el con‘tenido
del matraz se vertié en un vaso de pp. con 100 mL de agua dcstiladq formandose 2
fases, posteriormente se adicioné aproximadamente 0.5 g de bisulfito dke sodio (NaHSO3)
y la mezcla se agitdé por 30 minutos al final de los cuales se agregd bicarbonato de sodio

(NaHCOQ») hasta pH basico manteniendo la agitacién por 30 minutos mas.

El contenido del vaso se transfirié en un budo de ser i6n pun_i e)'(tracxf la fase
organica (cloroformo). Esta fase se lavé con agu}: destilada (3 x 100 mL).husw pH
neutro. Finalmente se secé con sulfato ‘de sodio anhidro, se filtré 'y se climiné el

disolvente a presién reducida en el rotaevaporador.

El compuesto 3 se purificé por cromatografia en columna utilizando como soporte silica
gel 60 (0.040-0.063 mm, Merck) y como fase movil hexano-acetato de etilo 8:2. Se
obtuvieron cristales blancos en forma dec agujas con punto de fusiéon de 125-127°C y Rf
de 0.14 (eluyente hexano-acetato de etilo 8:2 % v/v). El rendimiento fue del 55.7 %.
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Los datos espectroscépicos se enlistan a continuacién:

IR (cspectro 9) v: 2042.01 (M, -CHz, -CH3), 1733.62 (S, C=O dcl ester metilico en C-3),
1242.61 (S, C-O del cster en c-3). 170332 (8. C n C-20) y 1034.40 ém™* (M, C-O
del cpoxndo en C—S) ‘ AN o :

RMN-'H (cspcctro 10
metilo del ester en C
3.09 (d.lH ‘en C- )

RMN-*C (espcclros 117 13.20 (C-18), 15. so (c-19). 21 30 (c-z ) 31.52 (C-21).
7121 (c-3) 3.31 (C-6) 65.13" (c-5), 170 20 (c-x )y209 41 ppm (C-20).'
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Sintesis de 33-acctoxi-5a-hidroxi-pregnan-6,20-diona. 4

Reaccién

AcO

A 2
< o CrOs/ H;0

3 ‘ 4 .
374 g/mol - . . 390 g/mol

En un matraz de bola de 100 mL se colocé 1 g de 3 (2.67 mmoles) y se giiSolvié con 50
mL de acetona. Por otra parte, en un vaso de pp. de 50 mL se pesal;dn 2.1 g'de tridxido
dec cromo (CrO;, 21 mmoles) y se disolvieron con 7 mL: de- ag\m desulndn. Ambas
disoluciones se enfriaron en baiio de hielo por 20 minutos. . U

Posteriormente con agitacién constante se adicioné gota a gota ln:mimdsqe CrO3/H,0
(3.5mL) a la primera disolucién; terminada la adicién se rclu'é el baho de hielo y se
mantuvo la agitaciéon por 30 minutos. Transcurrido este txcmpo, dc la mlsma manera se
adiciond la otra mitad de CrO;/H;O (3.5 mL) y se mantuvo. la a&,xmc'
mais. Al término de la reaccién, el contenido del matraz se vcrtlé_

n por 40 minutos

una mczcla hielo-
p;oduz:_!o. Una vez
“de CrO; sin

agua en la misma proporcidn, para favorecer la precxplwcl
formado, se filtré y se lav6 con agua destilada hasta
reaccionar. : e
El producto 4 sc punfco por cromatograt'a en colum: utlllzando como soponc silica
gel (0. 040-0 063 mm. Merck) y como fasc: movil
dc:224-226 :,"C y Rf de 0.32 (eluyente
ento fuc‘de":65.5 Yo.:

lexano-acclato de etilo 8:2. Se

obtuvieron cnsmlcs blnncos con punt de fus

hcxano-acemlo dc ctll 5 8

as



Los datos espectroscépicos se cnlistan a continuacidn:

IR (espectro 13) "v: 3455.84 (M,-OH en C-5), 2947.73 (M, -CH,, -CH3), 1737.02 (C=O
del ester metilico en C-3), 1715.44 (S, C=0 en C-20), 1689 86 (S C-=0 en C-6) Yy
1232.08 cm™' (S, c-o del ester en C-3).

RMN-'Il (cspectro 14). a 0. 60 (s. 3H-en c. ) (s, 3H
mctllo del cster en C 3). 2 l7 (s. 3H en C-Zl). ; 9 (d. 2H en ‘C—7)

¥y 5.04 ppm (m, lH en C-3)

15y16) & 13. 35 (c-xs). 13.87 (c-w). .34 (c-z ), 31.44'(C- -21),
)0 (C—l ), 209.20 (c-zo) y21 Le 8 ppm (C-6)." .

RMN—{J C (espcctr
70. 53 (C-3). 80.!5 (C-S), 171
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Si is de 333 i~4-pr 6,20-di 5

Reaccion

—_—
Aco’
SOCI;/ Py o
a4 5
' 390 glmol ’ 372 g/motl

AcO

En un matmz dc bola dc 100 mL se colocd l g de 4 (2.56 mmooles) y se disolvié con 32
mL. de pxndmn anhldrn, ésta ‘disolucién se enfrié en bafio de hielo por 30 minutos,
cnseguida con un embudo de adicién se agregaron gota a gota 2 mL de cloruro de tionilo
(27 4 mmolcs) con agitacion constante. Una vez terminada la adicién, se retird el baiio de
hielo y ‘s¢_mantuvo la a&,xlacxon por espacio de 1 hora. Transcurrido el tiempo de
reaccién, el contcnldo de matraz se vertié en una mezcla hielo-agua en la misma
proporcién para favbrecer la precipitacion del producto. Una vez formado éste se filtrd y

se lavé con agua destilada (2 x 50 mL) hasta pH neutro. _

El producto 5 se purificé por cromalogml'a en columna, uulxzando como soporte silica
gel (0 040-0.063 mm, Mcrck) y como fnsc mov:l hexano-aceuno de etilo 8:2. Se

§ “de 139-142 °Cy Rr de 0.24 (cluyente
P di:l 50.5 %o

3z



Los datos espectroscépicos se enlistan a continuacion:
UV (espectro 18): Amax=235.37nm  £=53147

IR (espectro 17): 2935 89 (M, -CH3, -CH3), 1737.35 (S, C=O dél ester metilico en C-3),
1698.99 (S, C=0 de celonu en C-6-y. C-20), I642 54 (W Cc=C conjugado enC4) y
1243.01 ¢m™ (S, C-O de ‘ester en C-3).

RMN-'H (cspectto 19) 8 0. 60 (s, 3H en C-18), 9 (s, 3H en C-19). 2.4 07 (s, 3H metilo
de ester en C-3), 2. 13 (s, 3H en C—21), 2.55 (t. IH en C-l7), 2 60 (d ‘2H en C-7), 5.35(q.
IHen C-3) Yy 6.09 Ppm (d lH vinilico en C—4) R .

RMN-PC (espectros 20 y 21) &: 13 28 (C-18), 19.57 (c-19), 21.15 (C-27), 31.44 (C-21),
69.16 (C-3), 129.00 (C-4), 147.64 (C-5),. 170 69 (C-17), 201 .79 (C°6) y 208.95 ppm (c-
20). R :
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Sintesis de 3pB-hidroxi4-pregnen-6,20-diona. 6

Reaccién
o o
L
Aco HO'
o NaOIl / McOH - i o
s : ) 6
372 g/mol : T 330 g/mol

En un matraz de bola de 250 mL se coloco g de 5 (2.69 mmoles) y se disolvié con 132
mL de melanol enscgulda sc agregaron 9. 7 mL de NaOH al 2% (4.85 mmoles).

Lar la de la.r i6n"se mantuvo por ngltacnon a temperatura ambiente por 20
minutos. Una vez transcurrido el tiempo de feacciﬁn, el contenido del matraz se vertié en
una mezcla hiclo-agua en la misma propormon ¥ se ngl!é para favorccer ln yrccnp:muén .

del producto 6. Una vez formado éste, se f’ltré Y se lavd con agun 2x 50 ml. ) hasm pH

neutro. El producto 6 se obtuvo en forma de un polvo muy fino color crema. -

Por otra parte, se hicieron extmccioncs con cloroformo a las aguas del filtrndo (4 x 100
mL). Se reunieron las fases orgamcas y se lavaron con agua hasm pH neul‘ro‘ ensegulda
el dlsolvcnlc

se secd la fase orgdanica con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se chmm
a presién reducida en el rotaevaporador, obteniéndose un polvo de’ color amanllo que
correspondié al compues(o 6. Este se purificé por cromatografia en columna uuhnndo
como soporte silica gel (0.040- 20.063 mm, Merck) y como - fase ‘mévil hkexuno-accta!o de
ctilo 8:2. . v ) L o o

Se obtuvieron cristales en forma de agujas color blanco con punto de fusién de 173-175
"Cy Rfde 0.15 (eluycnte hexano-acetato de etilo '5:5 % v/v) El rendlmlento fue de 53.3

Yo,
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Los datos espectroscépicos se enlistan a continuacidn.

UV (espectro 23) Amax =239.38nm . e= 49062

IR (cspcclro 22) :

456 3 (M ou en c-s). 2941.95 (M, ~CHa, -CH,), 1686.95 (S,
C=0 en c- S s

(w Cc=Cen c-4)

VImhco en C—4)

RMN-"C (cspeclros 25 y 26) 1 .28 (c-xs). 19 78 (c-19). 1),/67.16 (C-3),

133.14 (C-4), 146. 30 (c-5), 20240 (C-6)y 209. 09 ppm (c-2o
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Sintesis de 3pB-(S-clorovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 7

Reaccioén

O
L;tSIE . g
/\/\)L
HO Cl 'O
o

O

1 .CHCIi2 )« COOH
2 DCC
3 DMAP

. 6 7
330 g/mol 448.5 g/mol

En un matraz de bola de 25 mL. se colocaron 100 mg de 6 (0.303 mmoles) y se
disolvieron con 10 mL dc diclorometano. Enseguida se adicionaron en el siguiente orden
0.1 mL de acido cloro-valérico (0.757 mmoles), 103 mg de diciclohexilcarbodiimida
(DCC 0.50 mmoles) y 60 mg de dimetilaminopiridina (DMAP 0.49 mmoles). Esta
titima se secd previamente en la estufa a 50 °C por 10 minutos. La mezcla de reaccién se
mantuvo cn agitacion por 2 hrs. a temperatura ambiente. Al término de la reacci6n, el
contenido del matraz se vertié en 50 mL de H;O y posteriormente se agregaron 50 mL de
acetato de etilo formiandose dos fases.

Con un embudo de separacién se extrajo la fasc orgdnica y se lavé con agua (2 x 30 mL)
hasta pH neutro, en csta etapa se observé la formacidn de un precipitado color blanco que
correspondié a la diciclohexilurea (DCU), subproducto de la reaccién por lo que se

procedid a filtrar. El filtrado se secd con sulfato de sodio anhidro, se d 6 y final e

se elimind el disolvente a presiéon reducida en el rotaevaporador.
El compuesto 7 se obtuvo como residuo aceitoso color amarillo el cual fue purificado por

placas preparativas utilizando como medio de elucién hexano-acetato de etilo (7:3 % v/v)

y eluyendo tres veces.

41




En la placa se marcd y raspd la zona correspondiente al compuesto 7. Este se extrajo de la
silica gel con 250 mL dc acetato de etilo bajo calentamicnto suave y agitacién constante

por 30 min. Poslenormcntc se filtr6é la silica gel y se ehmmé el disolvente a presién

reducida. -
El compucsto 7 sc‘ bmvo cn f'orma de cnslalcs con punto de fus:én 96-97 ° Cy Rf=0.55

(eluyente hexano-acetato de culo 5 'S % ‘viv): EI rendlmlento fuc de 59 Ya.

Los datos espectroscépicos'y esbectromélricos se‘enlis' a’ continuacién:

IR (cspééﬁ'
1700.11 (S,

RMN-'H.(éspcctro 28
21), 2.36 ( x 21{
en C-S del es|

RMN- l’c (cspcctros 29 ¥.30) &
31.81 (c-3 gS 33 3((c-zA 44 39 (c-s ); 69.20 (c-3)‘" 28.96 (C-4)
(C-1°), 201.79 (C-6) y zos 97 ppm (c-20)

13 29 (C-IB). 19.60 (C-19),22.78 (C-4" 31.45 (C-21),
7.71 (C-5). 172.76

EMIE (espcclro 31) Ion molecular (M ): d48m/z, M +2 450 m/z, pi o base 330 (M*,
CI(CH2)4 CO™).
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Sintesis de 33-(5-bromovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 8

Reacciéon

O
R
HO” ; i _— Br/\/\)LO
o

i Q
1. Br(CH:1CO0H
2.pcC
3. DMAP
6 . . .8
330 g/mol c : : . 492 ‘g/mol

En un matraz de bola de 25 mL se colocaron 100 mg de 6 (0.303 mmoles) y se
disolvieron con 10 mL de diclorometano. Enscguida se adicionaron en el siguiente orden:
137 mg de dcido bromo-valérico (0.756 mmoles), 103 mg de diciclohexilcarbodiimida
(DCC, 0.50 mmoles) y 60 mg dec dimetilaminopiridina. (DMAP, 0.49 mmoles). Esta
tiltima se secéd previamente en la estufa a 50 °C por 10 minutos. L.a mezcla de reaccién se
mantuvo en agitacion por 2 hrs. a temperatura ambiente. Al término de la reaccién, el
contenido del matraz se vertié en 50 mL de agua y posteriormente se agrecgaron 50 mL.
de acetato de etilo formandose 2 fases. Con un cmBudo_ de separacion, se extrajo la fase
organica y sc lavé con agua (2 x 30 mL) hasta obtener un pH ncutro. En esta ctapa se
observé la formacién de un precipitado - color blanco que ' correspondié a 1a
diciclohexilurea (DCU), subproducto de la reacci6n por lo que se procedié a filtrar. E1
filtrado se secdé con sulfato de sodio anhidro, se decanté y finalmente se eliminé et

disolvente a presién reducida en el rotacvaporador.
El compuesto 8 se obtuvo como un residuo aceitoso color amarillo €l cual fue purificado

por placas preparativas utilizando como medio de elucién hexano-acetato de etilo (7:3 %

v/v) y eluyendo 3 veces.
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En la placa se marcé y se raspd la zona correspondiente al compuesto 8. Este se extrajo
de la silica gel con 250 mL de acetato de ctilo bajo cnlcnlamicn(o suave.y ugimcién
constante por 30 min. Transcurrido el tiecmpo de agl(acnén. se: filtré la ‘silica gcl y el

disolvente se climiné a presion reducida.

El compuesto 8 sc obtuvo en forma de cristales con pumo de fus:én 94—95°C y Rf=0.55

(cluyente hexano-acetato de ctilo 5:5 % v/v ) I:l rendlmlenl'
Los datos espectroscépicos y espectrométricos ‘'se enlistan'a continuacién:

IR (espectro 32) RG 2943 38 (M —CHz, -CH;)
1761.29 (S, C=0 cn c-4 y C-

RMN-'H (espcclro 33)78
21), 2.36 (t. 2H
en C-5" del e: te

2 (C ),"128 95 (C-4). 147.72 (C-S), 172.72

EMIE (espectro 36) lon molecular (M 1492 m/z, M"+2 494 m/z, pico base 330 (M", -

Bl’(Cl-{z)l CO"')
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V. TRABAJO EXPERIMENTAL
B. ASPECTO BIOLOGICO
Equipo y material.

Para la obtencién de las funciones citosélica y microsomal de prostata y' vesicula seminal
se utilizaron 57 hamsters macho de la cepa Syriam Golden con 5 dias de castracidén con
peso entre 200 y 250 g

Para la preparacién de las soluciones de referencia de los compuestos 7 y 8 (I mg/mL),
asi como de la DHT[H], T[H?], DHT y T (no radiactivas) se crﬁplcé metanol como
disolvente. Para la preparaciéon de las soluciones stock - de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH) y de ditiotreitol (DTT) sc_utilizé buffer de fosfato pH=7
40 mM. El buffer TEDM sin DTT se preparé a partir de Tris-HC!1 20 mM pH=7.4 a 4 °C,
1.5 mM de 4cido ctilendiaminotetraminacético (EDTA), 10 mM de Molibdato de sodio y
10 % de glicerol v/v. El buffer TEDM con DTT se preparé al igual que la anterior pero
con una concentraciéon de DTT igual a 0.25 mM. '

El medio A pH=6.5 se¢ preparé a partir de sacarosa 0.32 M, 0.1 mM de DTT y buffcr de
fosfatos 20 mM. La solucién de primulina se prepard a partir de 10 mg de pnmuhna yse
disolvicron con 400 mL de una mezcla agua-acetona (1:5 % v/v) LT Ll E
Para centrifugar las muestras sc utilizaron rotores modelo SWGOTI y SW27. Para la
CCF se utilizaron placas cromatogriaficas de silica gel de 20 .cm x 20 cm GOG 254
(Merck). El conteo de la radioactividad se realizé en el equlpo hquld Scmtlllnuon

Analyzer modelo Tri-Carb 2100TR (Packard).
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Obtencidén de las fr: i i dlica y micr 1 de pré yvVv

Se sacrificaron 57 himsteres macho con 5 dias de castracién en camara de gas (diéxido
de carbono) y se realizd 1a diseccidn de préstatas y vesiculas seminales

Se pesaron estos 6rganos y se homogeneizaron en buffer TEDM sin DTT en 3 volimenes
en relacidén a su peso. Los homogeneizados de ambos tejidos se centrifugaron por 1 hora
a 140000 g a 4°C. Se separd el pellet del sobrenadante. El sobrenadante se utilizé como
citosol para el ensayo con los receptores y el precipitado se resuspendié en 3 volumenes
de medio A pH =6.5. .

Se tomaron alicuotas de 1 mL tanto para la fraccion citosélica como’ para ln microsomal

las cuales sc congelaron a —70 ° C para su postcnor utilizacién.

Se determind el ido de pr i por ¢l mctodo de’ Bmdford (41) ullhmndo
albimina sérica bovina como estandar. El cc > dc proteinas se : t 1 en'la Tabla
4, - - . D e

Tabla 4

Contenido de Proteinas

Fracciéon Prostata (mg/mlL)- - . - . Vesicula seminal (mg/mL)

Citosélica 77 . T i 2655
Microsomal . - 593 . E .51




1.-Ensayo in vitro con ia cnzima Sa-rcductnsa

Sc preparo una serie de tubos con : concenlmmoncs cnlre 2‘10"' y 1*10"2 mM de los
comy :stos 7 v 8, ad N : sol
A lodos los tubos se lcs n

Se ndncnonaron i

Los tubos se colocaron cn bnn“-

disolvente hasm scqucdad

ffcr de fosfatos pH=7, 160
pL de fraccidn micr 1 de v p@leihh).'loo pL de DTT 1
mM y 100 uL de NADPH 2mM. Los tubos sé agitaron y se incubaron a 37°C por 1 hora.
¥ ﬁ:par;:' d la r iony

Enseguida se adici on en el siguiente orden: 640

la seminal (8.1

Al término de la incubacién sc agregé 1 mL de diéldr

se agitaron en un vértex por 1 minuto. R T :
cn ontraba la DHT{[H?] formada.

Se realizaron 4 extracciones mis. Postcnormcnte el dxclorometano se evapord en bafio

Se extrajo la fase orgdnica (diclorometano) en la cual

maria hasta sequedad.
se. les ‘udicioh6 ‘10 pL de DHT (no

radiactiva, 1lmg/mL) 6 gotas de metanol y se agitaron e'nykcl vénex.

A cada uno de los tubos, incluyendo’ lc;s concrole

El contenido de cada tubo se apllcé got placas cromatogmf'cas para separar la
DHT{[H®] formada. También se upllcuron standares de T" DHT. y una mezcla dc las 2

en ambos Iados de la placa.

Las placas sc eluyeron tres veces emplcand como sxs(cma de cluclén cloroformo-

acetona 9:1 % v/v; al término de las elucnoncs las plncas se observaron bajo la tuz UV a
254 nm y se marcé la zona con'cspondlemc a la lestostcrona (Rf—O 45)

Posteriormente las placas  de CCF se revelaron con una solucién de primulina y se
observaron bajo la luz UV a 304 nm; se marcaron las zonas corrcspondlcntcs ala
DHT[H?] (Rf=0.64). e
Se cortaron las zonas correspondientes a la DHT[H?] y se colocaron en viales.

Finalmente se adicionaron 5mL de liquido de centello Ultima Gold, se ng:mron y se leyé

la radioactividad en ¢l Analizador de centello
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La actividad de la enzima se calculé cn base a los controles que fueron incubados en
presencia tnicamente de T[H?]. » :

Se trazé una curva'y se calculé la conccnlmmon del compucslo necesaria para inhibir el
50% de la conversién de T[H]a DHT[H’] (len)

2. Ensayo de unién a receptores androgé s de los pucstos Ty 8.

Curva de referencia

Para este ensayo se utilizaron tubos control de cuentas totales (CT) para conocer la
radioactividad total, tubos de carbén-dextrin (CD) para eliminar la cantidad de
radioactividad no unida y tubos de uniones totales (UT) para conocer la radioactividad
unida al receptor. Esto se realizé por duplicado.

Para la curva de referencia se marcaron tubos con concentraciones de 0.2 mMa 1| mM
por duplicado.

A todos los tubos se les adicioné un volumen conomdo dc DH’I‘[H’] suficiente para

alcanzar una concentracién final dc 1 nM.

A los tubos de la curva de refercncia se les ad' i >naron camldndes creclentcs dc DHT{H?)]

suficientes para al r . co

,80;0 HL de buffer TEDM con

s

DTT y a los tubos restantes se les adicions 800 uL de una suspe de carbén-dextran

previamente agitad; por30

Los tubos se ngltaron y se’ mcub ron - a ‘4 "C por 45 minutos, posteriormente se

centrifugaron por 10 mmutos a 4000 rpm.
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De cada tubo se tomaron 200 pL del sobrenadante y se colocaron en un vial previamente
marcado. A cada vial se le adicioné 5 mL de liquido de centelleo :Ultima Gold, se

agitaron y sc leyd 1a radioactividad en el Analizador de centellco.

Ensayo con los cémp‘ueslbs 7y 8

Para cndn compuesto se marcaron los tubos con concemmcnoncs entre 0. 2 mM y 1 mM

por duphcndo. . : e
A cada- tubo sc le adlcmno un volumcn conocndo dc DHT[H ] suficiente para alcanzar

una concentmcxon ﬁnal de lnM. - :
Ensegulda sc adu:lonaron volumencs crccnenles ‘del compuesto a probar suﬂc1en!cs para
al tracione finales de 0. 2 mM" u l mM' ; :

uniones totales (UT).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. ASPECTO QUIMICO.

En latabla 5 scr las car isticas de los comp »s intermediarios y finales

(esquema 3, pag. 29)

Tabla 5]
Compuesto Formula Peso Punto de Rendimiento Rf
condensada molecular fusién (%)
(g/mol) ¢C)

1 Cz2tH3202 316 193 - 195 51.5 0.33%

2 C23H3403 358 147 - 151 50.0 0.51"

3 C23H304 374 125 -127 55.7 0.147

4 C23H340s 390 224 - 226 65 .5 0.32%

s C23H3204 372 139 - 142 50.5 0.24Y
6 C2:H31003 330 173 -175 53.3 0.15%

7 C26H3704C1 448.5 96 -97 59.0 0.55%
8 C20H1704Br 492 94 - 95 58.6 0.55%

a hexano: acctato de ctilo 8:2
b hexano: acetato de etilo 8:2 ( 2 eluciones)
< hexano: acetato de etilo 5:5

Con respecto a la caracterizacién de la materia prima, en su espectro de IR (espectro 1) sé
observé la presencia de los grupos funcionales alcohol secundario en 3437.96 cm™, doble
enlace de C-5-C-6 en 1642.22 cm™ y una banda intensa en 1681.40 cm”! correspondiente

al carbonilo de la cetona en C-20.

En el espectro de RMN-'H (espectro 2) las sefiales en 0.62,°1.01"y: 2.2 ppm que

integraron para 3 hidrégenos cada una se asignaron a los protones de

respectivamente. La sefial en 5.35 ppm que integré pnrxi un hidré'gén fue asignada al

protén vinilico en C-6 en tanto que la schial a 3.53 ppm fue amg‘nada nl protén base en C-
3. La sefial registrada como triplete para el proton de C-l7 se ublcé en 2 53 ppm. éste se

acopld a los protones de C-16.
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Por comparacién de los espectros de RMN-'2C normal y modalidad DEPT, (espectros 3 y
4) las seiiales registradas a campo alto en 13.19, 19.35 y 31.81 ppm sc asignaron a C-18,°
C-19 y C-21 respectiv El despl i registrado en 71.63 ppm correspondié

al C-3 ql.;e se encuentra unido at oxigeno del alcohol. Los desplazamientos registrados en
121.33 y 140.73 ppm fucron asignados a C-6 y C-5 del doble enlace y finalmente en la

zona de carbonilos la sefial en 209.59 ppm correspondié a 1a cctona en C-20 (42).

Una’ vez caracterizada fisica y espectroscépicamente a la materia prima 1, se procedié a
sintetizar el compuesto 2. Este fue obtenido a partir de una reaccion de acetilacién con la
cual se busca proteger al C-3 ya que de lo contrario en la reacciéon de oxidacién con
CrO3/H>0 éste también se oxidaria dando lugar a un grupo carbonilo.

La reaccién de acetilacién transcurre mediante la formacién de la especie acetilpiridinio

que actiia como electréfilo. El rendimiento de la reaccién fue de 50 %.

Para este compuesto ¢l anilisis de su espectro de IR (espectro 5) mostré desaparicién de
Ta banda que corresponde al alcohol en tanto que apnrecné una bundn mtensa en 1726.19

!, vibracién

cm™! asignada al carbonilo del ester, la presencna de la bandn cn 1237 16 cm
stretching C-O del cster, confirmé la cx|stcncxa de dlcho grupo en- la molécula.

Adicionalmente se¢ observaron las bandas en 1704 9 cm de. Ia cetonn en C-20 y una

banda en 1642 cm” correspondlentc a la msatumc n en C-S y C-G. v

En la resonuncin magnética prolénica (espectro G), udcmés’ de ias sefiales en 0.63, 1.02 y

3. La seiial como multiplete en 4.60 ppm

1 do

base de C-3, éste se encontrd desp >

‘; > mas bajo con respecto al valor
asignado para el mismo protén en el cbx»np}uesu‘)r;merior (1) indicando quc esta mas
desprotegido; esto es debido a que existe 'un f"énérhcno de resonancia entre el carbonilo
¥y el oxigeno del ester en C-3. La sefial {:n 5’;38’ ppﬁ_] asignada para el protén vinilico de C-
6, no mostré cambio sustancial con el valoridado’pam el mismo protén en el compuesto

anterior (1).
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El espectro de RMN-'*C (espectros 7 y 8) también confirmé la existencia del ester ya
que ademids de las sefiales dc C-18, C-19 y C-21 aparecié a nueva seilal en 21.38 ppm
asignada al carbono del metilo del ester. En la zona de carbonilos, ademais de la seiial en
209.59 ppmk de la cetona en C-20, aparecid otra seiial en 170.46 ppm que correspondié
carbonilo del ester. La sefial en 73.8 ppm fue signada al C-3 cn tanto que las seiiales a
122.29 y 139.65 ppm asignadas a C-6 y C-5 confirmaron que se mantuvo el doble

enlace en la molécula.

El comp, 3 fue obtenido mediante una reacciéon de cpoxndac:én cn Ia que ocun'e la

transferencia de un atomo de oxigeno del acldo-m-cloro pcrbcn

esteroide. Esta adicidn ocurre pri
de tipo syn) (43).
El rendimiento de la

reaccién, acndo-m-clorobcnzmco, es chm ad

rmacién: de  su- sal

correspondiente, insoluble en cloroform

La estr del cc ! m- (espectro 9) que
correspondié a la vnbmclén strctchlng C-O dcl cp

del carbonilo del cster en 1733. 62 cm™! y dela cctona cn 170 32 em! (42).

P

e apreciaron bandas

En lo que concicrne a RMN-'H (cspectro 10), sc obscrvé una - sefial en 3.09 ppm que
integré para 1 hldrégeno y correspondié al. prolén de C-G la 'seiial registrada como
doblete en 2.90 ppm y que integrd para 2 hxdrégenqs _ﬁxe asignada a los protones de C-4,

los cuales se acoplaron al protén de C-3. La Scﬁ}.\l‘ 1 ullxple para ¢l protén en C-3 se

ubicé en 4.77 ﬁpm. Cabe i que las =  le: pam los protones de C-18, C-19, C-

cor con resp al

21y C-2° (metilo de‘cster) éc manticncn.'p

compuesto anterior (2).

Por su parte la RMN-”C (especlros 11 y ]2) moslré las sefiales de carbonilo de C-20 en
20941 ppmy, carbomlo de ester en 170.20 ppm, el C-6 unido al oxigeno del epdxido se
ubico 63.31 ‘en’ tanto quc el C-3 “se ubico en 71.21 ppm. Los desplazamientos
obscrvndos a 13 20 15, 80 21.30,y 31 52 fueron asng,nados a C-18, C-19, C-2° (metilo

dcl ester) y C-21 respccnvamcme.
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Para la sintesis del compuesto 4 se llevé a cabo una reaccién de oxidacién en la cual el

dcido crémico (H2CrO4), formado a pnrﬁf de lriéxido de cromo y agua, acttia como una

especic oxidante, de esta manera la molécula cslcmldal es oxidada en la posiciéon 6 en
tanto que el IlzClO4 es rcducldo a HzCr03 (44)

asignaron pam C-18 C-19 C-2' (mctllo dcl cster) 21, ver'l ‘tanto que €l carbonilo del

ester se ublcé en 171 00 ppm

La obtcncxén de] compues(o s lmplxcé una reaccxén de elnmmnclén pam 1a cual se utilizé

cloruro de’ t:omlo y plndmn nnhldm. c'm ima’es la que cxtme un protén de C4 para

dar lugnr a la formnclén del doble enlace’, C-4.
rendimi -dela- i6 fucdeSO.S‘V

la‘molécula esteroidal. El

Debido al croméforo que pr 5 cl r esto (en dad 4-en-G-ona), se registré un

maximo de absorcién en la reblén UV a 235 37 nm con alor de e=53147 (espectro 18).
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Su anilisis de IR (espectro 17) confirmé la presencia del doble enlace conjugado en C4

con una banda en 1642.54 cm™' ¥y otra muy intensa en 1698.99 cm™' debido a la vibracién

stretching C=0O de la cetona en C-6 y C-20 (42).

Con respecto a la RMN-'H (espectro 19) en Ia zona de protones vinilicos aparecié una
sefial en 6.09 ppm asignada para el protén de C-4, otra sefial registrada como doblq:té a
2.60 ppm asignada a los protones de C-7 los cuales sec acoplaron al protén de C-8 y la
sefial miltiple en 5.35 ppm asignada kal protén base de C-3. Los desplaumiehws
quimicos registrados como singuletes para los hidrégenos de C-18, C-19, C-2° (metilo del

ester) y C-21 se ubicaron en 0.60, 1.09, 2.07 y 2.13 ppm respectivamente.

Por su parte la RMN-'3C (espectros 20 y 21) también corroboré la presencia del doble
enlace ya ciuc aﬁarccicrén' 2 sefiales, una a 129.00 ppm asignada a C-4 y otra a campo
mas bajo en 147.6;% pPpm bam C-5 que estd mas desprotegido en rglacién a C-4; enla zona
de cnrﬁanilés 's§ ml;nluvieroh las seiiales para C-6 a 201.79 ppm, carbonilo del ester en
170.69 ppm y'énrbonilo en C-20 en 208.95 ppm. Finalmente las sefiales registradas a
13.28,°19.57 y 21.”15 ppm fueron asignadas a C-18, C-19 y C-Z' tmctilo del ester)

respectivamente.’

Para la formacién de compuesto 6 se llevd a cabo una reaccién de hidrélisis catalizada en

medio bisico, para regenerar el alcohol esteroidal y ‘el etato  corr 1i El

rendimiento de la reaccién fue de 53.3 % (45).

La conjugacién de 4-en-G-ona en la mo!éculn.selrﬁanlg\;o y registré un maximo de
absorcién en A=299.38 nm con valor de £=49062 (espeéiro 23).

La generacién de alcohol fue verificado en su espectro de. IR (espectro 22) ya que
aparecié una banda de intensidad media en 3406.23 cm™' caracteristica para la vibracién
stretching -OH, las bandas en 1685.95 em™! para la cetona en C-6 y 1631.12 cm™ pama el

doble enlace confirmaron el sistema conjugado del esteroide.
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El espectro de RMN-'H (cspcctrb 24) confirmé la formacién de alcohol, ya que el protén

base_en C-3 nucvar .se ‘desplazé a campo allo en 4.25 ppm, se mantuvieron las

scﬂales‘ para ch prot6h vinilico en C-4 a 6.18 ppm 'y para los protones de C-7 a 2.60 ppm.

Los désplazamicnloé en 0.66, 1.01 y 2.13 que integraron para tres hidrégenos cada una

fuqron" ignados a 10s pre de C-18, C-19 y C-21 respectivamente.

En l.] cspeclro dc RMN-”C (cspcctro: 25 y 26) se obscrvaron las sefiales para C-18 C-19
y. C-21 en 13.28, 19.78 y 31.44 ppm . En la zona de- carbonilos se nprecnaron los
desplazamientos en 202.40 para C-6 y en 209.09 para C-20. Otras sefiales quc se
obscrydron fucron a 133.14 ppm para C-4 y 146.30 ppm para C-5.

Los compuestos finales 7 y 8 se ‘obtuvicron medmnte una’ reaccnén de cstenﬁcnmén a
partir del alcohol y dcido corrcspondwme uullznndo dlmetllammopmdma (DMAP) y
dlclclohcxllcarbodnmlda (DCC) (46).

Se propuso como primer paso la reaccnén a zido-b:

dcido correspondiente para formar cl nucl
DCC formando un intermediario de’ tlpo unh|d

oxigeno del alcohol esteroidal (fg. 8).

El rendimiento de la reaccién fue del 59

compuesto 8.

La estructura dcl comp :csto

upamclo una bn

nbsorc:ones rcg tradas [-3 B msaturada en C-6 y en

1635.31 cm™ pnm el doble nlac c Jugado conﬁrmaron' cl sistema 4-en-6-omx en la

molécula esteroxdal (42)
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HaCu7-CH3z : HaCp, ~CHa
N <

N

= RCOOH : = + RCOO™
lm/ —_—

Fig. 8 Mecanismo para la reaccién de esterificacién

v
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En lo que se refiere al espectro de RMN-'H (espectro 28), éste confirmé la formacion del
ester ya quec aparecieron dos seiiales, una a 2.36 ppm como triplete que integré para 2
hidrégenos asignado a los protones de C-2° de la cadena del ester valérico y otra a 3.55 -
Ppm como triplete asignada a los protones de C-5° dc la cadena del ester, éstos s¢
encuentran desprotegidos debido a la presencia del cloro adyacente. Otras scﬂnlés i:lqe se
mostraron fueron a 2.60 ppm para los protones de C-7, a 5.35 ppm para el proléh base en
C-3 y a 6.08 ppm para el protén vinilico en C-4. Las scales para los protones en C-18,

C-19 y C-21 se mantuvieron pricti cc con respecto‘al compuesto

anterior (6).

En cuanto a la resonancia de carbono-13 (espectros 29 y 30), en la zona de c;xrbonilos
aparecié una sefial en 172.76 ppm asignada para el carbonilo de ester en tanto que las
sefales para’ C4, C-5, carbonilo en C-6 y carbonilo en C-20 se- mantuvieron

pricticamente con respccto al compuesto anterior (6). En la zona de carbonos

metilenicos, aparecieron 4 seiiales mas que correspondicron a los metilenos de la cadena
del ester valérico. Estos de ubicaron a 33.53 para C-2°, 31.81 para C-3°,22.78 para C-4°
y 44.39 ppm para C-5°. Las sciiales para C-18, C-19 y C-21 no presentaron variacién

alguna.

En el EMIE (espectro 31) se detectd el ién molecular (M*) en 448 m/z y un pico en
M*+2'(450 m/z), que repr S aproximad: 1a ter pané de la intensidad del
pico M, indicativo de la presencia de cloro. El pxco base se reglstré en 330 m/z por
pérdida de la entidad -CI(CH2)4sCO* a pamr dcl idn y -

La estructura del compuesto 8 se vcrit'cé pb - el s ésbcctro de IR (espectro

ra cl carbonilo del ester, y

turada . en C-6 y en 1634.03 cm".!

32) ya_que se aprecié una banda mlensa en 173
otras bandas en 1761 29 cm’! ' pnm ln cetonn a..B

para doble cnlace con_;ugado en'C4y C-5 (42,

El espcctto dc RMN H (espectro 33) on('rmo la presencm dcl cster, al registrar una

poco mas protchdos con respecto a los proloncs de la misma posu:xén en el compuesto 7

debido a quc el bromo es menos clectronegativo que el cloro (43).
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Otra sefial que se presentd fue a 2.36 ppm como triplete asignado a los protones C-2° del
ester, los cuales sc acoplaron a los protones de la posicién C-3°. Los desplazamientos
para cl protén base ecn C-3, para ¢l protén vinilico en C-6 y para los protones en C-7 se
presentaron en 5.35, 6.08 y 2.60 ppm respectivamente. Las seiiales para los protones de

C-18, C-19 y C-21 se¢ mantuvicron sin cambio con respecto al compuesto 6.

Por su parte la RMN-"C (cspectros 34 y 35) también corroboré la presencia del ester al
registrarse una sefial en 172.72 ppm asignado para ¢l carbonilo del ester, cn la zona de
carbonos metilenicos de nuevo aparecicron 4 sefiales mas que correspondicron a las
sefiales de los metilenos de la cadena del ester valérico. Estos se ubicaron a 32.93 para C-
2%, 31.96 para C-3°, 22.79 parn C-4" y 33.41 ppm para C-5". Las sefales paran C4,C-5y
C-6 al igual que para C-18, C-19 y C-21. s¢ mantuvicron invariables con respecto al

compuesto 7.

En ¢l EMIE (cspcctro 36) el jon molecular (M ) se dc(ccté en 492 m/z ndcmxis de otro
pico en M" +.2 (494 m/z). la 1mcns|dud de éste altimo fue pmcucnmenle gual a‘la

intensidad del plco M" mdlcnndo la presencia “de bromo en la moléculn cl 'plco base se- .
detectd en 330 m/z por pérdlda de'la enlxdnd -Br(CHz)4CO+

a part:r del lén molecular. 7‘
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RESULTADOS Y DISCUSION
B. ASPECTO BIOLOGICO

1.- Ensayo in vitro con la enzima Sx-reductasa

En la figura 9 se muestran los resultados ol idos para los comp 7y 8 (esq
3, pag. 29) asi como el valor de ICso (concentracién del esteroide a la cual se inhibe el 50

% de la actividad cnzimatica) obtenido.

i Ensyo in vitro con S-alfa-reductasa

8

8

% de actividad de 5-alfa-reductasa
8 &8 8 8

(Esteroide] microMblar

Fig. 9 Actividad inhibitoria de los compuestos 7 y 8 sobre la enzima Sa-reductasa

El compuesto 7 bajé la ncuvndnd de la enzima Soa-reductasa hnsm un 75 % a una
concentracién dc 10 “M’, Lo antenor mdlcé que: el compucsto 7 rescnté una ba)a‘
actividad como mhlbldor de 1a enznma con rcspcclo a la fnastcnda. ya que e] valor dc
a s de 10 nM (labln 6). Es(e vnlor fuc determmado prevmmente ba_]o

1Cso para ésta Glt;

las mismas condncnoncs expcnmcntales dcscnms pam este cnsayo (38)

59



En cambio el cdmpucsto 8 a medida que aumentd su concentracién, disminuyd la
actividad dc la enzima Sa-reductasa hasta un 26 % a una concentracién de 10 pM. Su
ICso fue dc 750 nM. Sm embargo, cste valor resulta alto compamdo con el ICso de Ia

Fnastenda (10 nM) indicando que la actividad inhibitoria del compueslo 8 es moderada
(tabla 6)

¥ Tabvla"Gi .
Eslcrm&e B " 1Cso nM -
- , o = —
8 750
Finasterida 10
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2.« Ensayo dc unién a r p cs ands i de los compuestos 7y 8.

El anilisis por competencia de los compuestos 7 yrﬂ (eéqucnﬂa 3, bég. 29) por los sitios

de unién al receptor androgénico se muestra en la figura 10.

Ensayo de unién a r ptares androgénic

? —e—Compuesto 7
—a—Compuesto 8
—a&—DHT

% de union DHT[HI]receptor

o 200 400 600 800 1000 1200
(Esteroide] microMolar i

Fig. 10. Anilisis por competencia de los sitios del receptor de androgenos por los
compuestos 7y 8 .

Para este ensayo se realizé una curva de referencia con el ligando natural del receptor

andrégenico la DHT; para ésta curva se mantuvo constante la concentracién de la

DHT[H?] y se aumentd gradual la cc ion de DHT (no radioactiva).

En el ensayo con los compuestos 7 y 8 de mancra similar sc mantuvo constante la

concentracién de DHT[H?] y se aron gradual ite las cc aciones de cada

uno de los compuestos. En ambos casos, sélo se cuantificé la DHT[HJ] unida al receptor.
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En la figura 10 se observé que en la curva de: DHT, a medida que aumentd la

concentraciéon de esta Gltima, el porcenm_)c de DHT[H ] umdn a los rcceplorcs disminuyd

lo cual se esperaba.

En la curva correspondiente al. compue:

16 la racion del compuesto, ¢

de 1 ‘mM sélo el 29 % de

DHT[H’] esta unida al receptor indicando quc el compucslo 7 la' esta dcsplnznndo.

S

por los sitios de unién del receptor, i

> a ln nnrt-nt

La curva correspondiente al compuesto 8 (fig. 10) también mostrd una tendencia similar
al compuesto 7 y por lo tanto también prcscntéo afinidad por el receptor. De igual forma
se observé que a una concentracién 1 mM del compuesto 8 sélo el 29 % de DHT[H?] esti

unida al receptor.

Mediante interpolacién en la gn’xﬁca (Fg.- 10) se obiuvo €l valor de 1Csp (concentracién
del esteroide que mh|be por compctencla el 50 % de los receptores) tanto para la DHT

como para los compuestos 7

Por otra parte .sc realiz

inhibicicfm: pai'a el'co pl

Kd (constante de disociacién) =1.:
C (concentracién de DHT[H®) = InM

*Este valor: se calculé previamente a partir de un estudio de cinética e indica la

concentracién del esteroide a la cual se une el 50 % de los sitios del receptor.
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Tabla 7

Esteroide 1Cs0 (LM) : Ki (uM)
DHT .. 38s ’ T assg
7. ' a7s R 4757
8 440 , 440.7

Al comparar los valores de ICso obtenidos moslmron la’ SIgulcnte tendencia: DHT< 8 <
7. Lo anterior indica que la DHT necesita una mcnor conccmrac:on que los compuestos
7 ¥ 8 para saturar a los receptores y por 1o tanto su uﬁmdnd por és!os es mnyor.

Con respecto al comportamicento de los compuestos’ 7 y. 8, éste ultlmo presentd

ligeramente mayor afinidad que el compuesto 7 por los receptores andrd i 1 .

Lo anterior también se reflejé en los valores de Ki ( £

complejo esteroide-receptor), ya que Ki 7> Ki 8 >Ki DHT.:

Los resultados obtenidos para ¢l ensayo con la enzlma Sa-reducmsa mdlcaron ‘que sélo
el compuesto 8 presentd actividad inhibitoria modcmda sobrc la enmma (ICso =750 nM)

en comparacidn con la finasterida (ICsq = 10 nM)

Es posible que la baja actividad inhibitoria sobre la enzima Su-reddcmsn éni:ontmdn en
los compuestos sintetizados se” deba a que la enzima no se nducmne de manera eficiente

al sistcma conjugado 4-cn-6-ona por la volummos:dnd del ester valérico en C-3.

Aunque la longitud de la cadena . proporcione a la molécula caracteristicas lipofilicas
indispensables para ejercer su ncciéh biolégicav (paso a través de rﬁcmbmnas celulares),
también es factible que ésta pucdn causar lmpedlmcnto estérico y en consecuencia no se
lleve a cabo la mhlblmén de la cnz|ma por la formacién de un aducto irreversible

mediante una adicién 1-4 de tipo Michael (32,33).
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Por otra parte la dlfercncm de actividad encontrada pnra los comp 7 y 8 puede ser

debido a la prcsencm del dtomo de hald geno en ln posicié 5 dc la cadcnn del ester

valérico. Al pareccr la cleclroncbnuwdad lnﬂuyc dc man m lrnpor!anlc pam ]u acuv:dad

anlmndrugémcu del eslcrondc. .

Lo anterior conﬁrma que los dcrlvndos bromados presentan mayor ncuvndnd mhlbltona

con respecto a los dcnvudos clorndos, (34,47) De aqu que se puede plnntcnr que a mayor

clcctroncg,atlwdnd del hnlégeno, menor uctlvndnd

En el ensayo de umén a rcceplorcs‘andro;,émcos sc detcrmmé quc los compucstos 7y 8
prcscnmrun afinidad por el rcceplor. Lo anterior puedc ser atribuido a que la conjugacién
que presentan ~“ambos esterou:les, -cn-3-ona. les . proporciona caracteristicas de
coplanaridad en los -anillos A’y B dc[ niicleo csléroidal que bueden influir en su

interaccidén quimica con cl receptor (48, 49).

Finalmente se presume que la presencia del halégeno en la posicién $ de la cadena del
ester valérico también contribuye a la unién esteroide-receptor, ya que se han probado
derivados bromados de la hidroxiflutamida (48,50) encontrindose que los valores para Ki
(constante de inhibicién) son bajos, 1o que implica que este fz’lrrnaco‘presenta alta afinidad

por ¢l receptor androgénico.
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Vi, CONCLUSIONES

Se sm(ctlzaron y caraclcnmron Fs:cu Y. espectro: cOPI 1 "los cc p 3;3_(5-
clorovalcro:loxn)-4 prcgncn 620 dlonn 7 y 313—(5 bmmovalerolloxl)-4 prcgnen-ﬁ 20-

diona 8 asi como Ios productos mlcrmcchanos.

El compuesto,

Ki=440 u.M rcspccti\"ai'yrlcn‘lc) ambos co'nipamla'lcs con

La achv:dad antiandrogénica de los compucstos 7 y 8 ed da ‘como’ la capncndnd para
inhibir la actividad de la enzima Sa-reductasa (tlpo 2), dlsmmuyé al aumentar Ia longitud

del ester en C-3; la electronegatividad del atomo de hnlogeno en la cadena del ester

coadyuvé a la baja actividad inhibitoria dcl comput.s(o 7. el cual no se  considero

inhibidor de la enzima Sa-reductasa (upo 2) . ,'

los compueslos 7y 8 por cl receptor de

La afinidad quimica que presentaron

andrégenos puede ser n(ripuido" a. coplanandad de los amllos Ay B yala

clectronegatividad del dtomo d a p‘osu:xo‘n 5 dc ln cadena _del ester

valérico.

la actividad inhibitoria de los ::slcroudesb con su es(ructum qulmnc para el dxseno de

nucvas moléculas para el lratnrruento dc cnnccr dc proslnm e hlpcrplnsm prosmtlcn

benigna entre otros padecimientos nndrogeno-dcpendlenlcs. e
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ANEXO EXPFERIMENTAL

3p-hidroxi-S-pregnen-20-ona. |
3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona. 1
3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona. 1

3pB-hidroxi-5-pregnen-20-ona. 1

3p xi-S-preg 20 .2
3B xi-5-preg 20 .2
3B i-S-preg 20 .2

3IpB-acetoxi-S-pregnen-20-ona. 2

3p-acetoxi-S5a-6a-cpoxi-pregnan-20-ona. 3

3pB-acetoxi-Sa-6a-cpoxi-pregnan-20-ona. 3

3pB-acetoxi-5a-6a-epoxi-pregnan-20-ona. 3

3p-acetoxi-Sa-6a-cpoxi-pregnan-20-ona. 3

3pB-acctoxi-Sa-hidroxi-pregnan-6,20-diona. 4

3pB-acetoxi-Sc-hidroxi-pregnan-6,20-diona. 4

3B-acctoxi-Sa-hidroxi-pregnan-6,20-diona. 4

3p-acctoxi-Sa-hidroxi-pregnan-6.20-diona. 4
3B-acctoxi-4-pregnen-6,20-diona. §
3p3-acetoxi-4-pregnen-6,20-diona. S
3p3-acctoxi-4-pregnen-6,20-diona. S
33-acctoxi-4-pregnen-6,20-diona. 5
3pB-acctoxi-4-pregnen-6,20-diona. S
3pB-hidroxi<4-pregnen-6,20-diona. 6

3p-hidroxi-4-pregnen-6,.20-diona. 6
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ESPECTRO 24
ESPECTRO 25
ESPECTRO 26
ESPECTRO 27
ESPECTRO 28
ESPECTRO 29
ESPECTRO 30
ESPECTRO 31
ESPECTRO 32
ESPECTRO 33
ESPECTRO 34
ESPECTRO 35

ESPECTRO 36

RMN-'H
RMN-"C
DEPT-*C
1R
RMN-'H
RMN-'*C
DEPT-*C
EMIE

IR
RMN-'H
RMN-2C
DEPT-*C

EMIE

3p3-hidroxi-4-pregnen-6,20-diona. 6
Ap-hidroxi-4-pregnen-6,20-diona. 6
3pB-hidroxi4-pregnen-6,20-diona. 6
3p-(5-clorovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 7
3pB-(5-clorovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 7

3B-(S-clorovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 7

+ 3B-(5-clorovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 7

3pB-(5-clorovalcroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 7
3B—(S-bromnvalcrqiloxi)-4-prcgncn-6,20-diona. 8
3pB-(5-bromovalcroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 8
3B-(5-bromovalcroiloxi)-4-pregncen-6,20-diona. 8
3[3-(5-bromovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 8

3pB-(5-bromovaleroiloxi)-4-pregnen-6,20-diona. 8
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