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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El cancer se puede definir como un crecimiento tisular patoldgico originado por
una proliferacion continia de células anormales que produce una enfermedad por su
capacidad para claborar sustancias con actividad bioldgica nociva, por sus efectos
locales o por su potencial de invasiéon y destruccion dc los tejidos adyacentes o a
distancia, El cdncer, que pucde originarse a partir de cualquier tipo de célula de los
diferentes tejidos del organismo, no es una enfermedad Gnica sino un conjunto de
enfermedades con manifestaciones Y, curso clinico muy variables en funcion de ia
localizacién y de la célula de origen. 2

Los canceres que producen mayor monalidad y son los responsables de mas del
55% dc todas las mucrtes por cdncer son los del sistema respiratorio (pulmoén) seguidos
por los dcl estomago, prostata, colon y mama, asi el cancer de préstata y la hiperplasia
prostitica benigna son enfermedades muy comunes en hombres de edad avanzada y esta
aumentando su incidencia en jovenes.

El cancer surge cuando las células del tejido empiczan a multiplicarse sin ningan
control y progresivamente hasta formar ¢l tumor, ¢l cual si éste no invade los tejidos
vecinos y queda circunscrito, generalmente se le conoce como tumor benigno; sin

embargo, si ¢l tumor invade tecjidos vecinos como los que se encuentran a distancia se le
conoce como metistasis y este es maligno.

La alteraciéon mas frecuente del cancer de prostata cs ¢l aumento crénico de
tamaiio, o hipertrofia. S¢ sabe que aparece en los Gltimos anos de vida y ¢s la causa mas
habitual de la dificultad para orinar ¥ de la retencion de orina.

Por otra partc la hiperplasia prostatica benigna se caracteriza por la formacion de
voluminosos nédulos bien delimitados en la region periuretral de la prostata. Cuando
alcanzan un tamailo suficiente estos empiczan a comprimir y estrechar el conducto
uretral causando una obstruccién parcial, a veces practicamente complela" dificultando

la micciéon y haciendo que el paciente sea mas propenso a sufrir infecciones en el tracto
urinario.

El cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna estan muy relacionados
con un cxceso de androgenos en el organismo. Los androgenos son las hormonas
sexuales masculinas, las cuales se encargan de inducir y mantener las caracteristicas
sexuales secundarias en los varones. Los principales andréogenos son la testosterona y la
androstcrona, los cuales se encuentran en los testiculos y las glandulas suprarrenales,

donde se producen, circulan en la sangre y son excretadas en la orina. Iniciandose en la
pubeniad, la funcion principal de los andrégenos.




La testosterona se¢ convicrte irreversiblemente cn dihidrotestosterona (DHT)
sicndo dsta el andrégeno activo de la testosicrona involucrada con cl cancer de prostata
¢ HPB, y se debe a que la DHT se une con mayor afinidad y de manera irreversible al
receptor androgénico que la propia testosterona.

Se sabe que al disminuir la concentracion de DHT se puede ayudar a controlar de
alguna mancra la cvolucion del cancer, de esta manera surgen nuevas cstrategias en la
busqueda de nuevos compuestos sintéticos con posible actividad antiandrogénica ya sca
como inhibidores de la enzima Sa-reductasa o como antagonistas del receptor de
andrégenos encaminados a curar enfermedades androgenos-dependicentes.

Existen muchos compuestos no csteroidales que actiian como inhibidores de la
enzima Sa-reductasa, sin cmbargo la mayoria de los antiandrégenos de interés
tecrapéutico son de tipo esteroidal, debido a quc son homoélogos de los esteroides de
origen natura] %€

El uso del acetato de ciproterona (Fig. 1, Pdag. 7) un antagonista del receptor de
andrégenos ha demostrado ser eficaz en el tratamiento del cancer de prostata y otros
padecimientos como cl, acné y la calvicic, por lo que su distribucién en ¢l mercado es
muy amplia. Sin embargo, este farmaco presenta cfectos no deseables como es la
disfuncion erécetil y disminucién de la libido que limitan su uso, razén por la cual, existe
un gran interés por desarrollar nuevos farmacos con actividad farmacolégica y presente
el minimo dc efectos posibles.

Existe otro esteroide que ha sido ampliamente utilizado para el hombre en el
tratamicnto de la HPB, la finasterida (Fig. 2, Pag. 8) farmaco cuyo mecanismo de accidn
es la inhibicién de la actividad de la enzima Sa-reductasa isotipo 2 presente cn la
glandula prostatica.”

ACETATO DE CIPROTERONA ( ¥1G 1)

Asi que a pesar de que existe la cirugia y la terapia con radiacién para tratar el
cdncer local, por sus efectos secundarios y dolorosos actualmente se ha hecho mas uso
de tratamiento hormonal principalmente en el cancer de préstata metastico.



Aunque también cs bien sabido que el tratamicnto hormonal trac consigo cfectos
secundarios como la impotencia sexual o lesion intestinal.®

El analisis de la relacién estructura actividad biologica de los antiandrégenos
esteroidales como el acetato de ciproterona (Fig. 1, Pag. 7) entre otros, se ha concluido
que su actividad se debe a la estructura casi plana de la molécula, conferida por la
presencia del la-2a-ciclometilo en C-1 y C-2 o bien un doble enlace entre estos dos
atomos de carbono, presenta casi ¢l mismo cfecto,a los dobles enlaces cntre los carbonos
C-4 y C-5 y a los carbonos C-6 y C-7, al susllluyenlc clectroncl,auvo en C-6 y al grupo
a -cetoxi en C-17,asi como a los grupos ceténicos en C-3 y C-20.7

3(CH3Z)CHN (o]

o

(=] N
H

FINASTERIDA (FIG 2)

Por otro lado también se han analizado numerosos esteroides, en los que los
anillos A y B han sido modificados, por su capacidad para unirse a los receptores de
androgenos’® ! al competir con ¢l grupo A*-3-ccto de la testosterona (Esqucma B, Pag.
16) que se une al sitio activo de la enzima Sa-reductasa, por lo que asi también los

esteroides derivados de estas moléculas pueden tener actividad como inhibidores de la
enzima Sa-reductasa,'?

Considerando la relacién estructura-actividad biolégica reportada en la literatura®
nos llevé a proponer en el presente trabajo de tesis la sintesis de dos derivados del
pregnano que retnen las siguientes caracteristicas moleculares:

«»» Doble ligadura en los carbonos C-4 y C-5.
«* Grupos cetonicos en C-6 y C-20.

Modificaciones cn el anillo A y B:

Un grupo éster en ¢l carbono C-3.
Un grupo carbonilo en ¢l carbono C-6.




Para obtener los compuestos de interés se sigui6é una misma ruta de sintesis con un
total de 6 pasos y una variante en ¢l paso 5 que nos llevé a obtener dos compuestos:

1.-34-BENZOILOXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA. ESTRUCTURA (A) Y
2.- 3-(p-TOLUILOXI1)-4-PREGNEN-6,20-DIONA. ESTRUCTURA (B)

" Estos compuestos s¢ evaluaron farmacoldgicamente como posibles inhibidores de
la cnzima Sa-reductasa y también cn su actividad antiandrogénica. Ademais los

compucstos se caraclerizaron por sus propiedades fisicas (p.f) y espectroscopicas (UV,
IR, RMN 'H, RMN"*C y EM (IE)).

o (o]
o (]
o o
ESTRUCTURA (A) ESTRUCTURA (B)



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1. ESTEROIDES

Los esteroides son compuestos que ticnen en su estructura base el nucleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno (Fig. 3) se cncucntran ampliamente distribuidos cen la
naturaleza, tanto cn cl reino vegetal como en el animal. Incluyen una gran variedad de

compuecstos de origen natural, cntre los que se encucntran, los acidos biliares, las
hormonas sexuales, las sapogeninas entre otros.'?

F1G 3. Nicleo del cicl

B e £
! perhidr eno.

2.1.1. Clasificacién de los esteroides

Los esteroides sc clasifican de acuerdo a su esqueleto base. Por lo general se

encuentran sustituidos en C-10 y C-13 por grupos metilos y un grupe oxhidrilo o
carbonilo cn C-3.

Para nombrarlos sc toma en cuenta la cadena en la posicion C-17. Los esqueletos
se muestran cn cl siguicnte esquema*® (Pag. 11).
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Esquema A. Clasificaciéon de los esteroides

el

Estrano androsiane Pregnane
C@\/\( dgé% i
’ », Colestans i Cardasnélido

Estigmastano

Butemitido

Las hormonas esteroidales se agrupan en cinco categorias: progestinas,
glucocorticoides, mineralocorticoides, andrégenos y estrégenos.

2.1.2. Efectos fisiologicos de los esteroides

Los efectos fisiologicos varian considerablemente de unos compuestos a otros,
desde actividades de vitaminas hasta hormonas sexuales. En la tabla (a) se muestran
algunos cjcmplos's (Pag. 12).
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Tabla a). Ejemplos y los usos de algunos esteroides

CHa

HO

A) COLESTEROL®

Constituyente vital de las membranas
celulares, precursor de las hormonas
esteroidales y de los acidos biliares.

Actia como precursor de la vitamina D

Principal acido biliar sintetizado en el
higado, secrectado en forma de conjugado
de glicina o de taurina a la vesicula biliar.

_"C)ESTRADIOL

Hormona estrogénica mas importante de la
mujer, secretada por los ovarios.

o

D) PROGESTERONA

Progesterona, hormona producida por las
células del cuerpo lateo del ovario.

La funcién principal de la progesterona es
la preparacion de la membrana mucosa del
Utero para la recepcion del évulo. También
estimula la formaciéon de estructuras
celulares en las mamas; las prepara para su
funcion de produccion de leche y mantienc
esta funcién durante la lactancia.




Hormeona sexual masculina que estimula la
formaciéon de espermatozoides en los
testiculos y la aparicion de las
caracteristicas scxuales secundarias
masculinas.

E) TESTOSTERONA

El cortisol influye sobre ¢l metabolismo de
hidratos de carbono, proteinas y grasas, la
maduracién de los leucocitos de la sangre,
ia retencioén de sales y agua, la actividad
del sistema ncrvioso y la regulaciéon de la
presion arterial. La secrecion de cortisol
por parte de la corteza suprarrenal es
F) CORTISOL j\s(l:i"pll;hda por la hormona pituitaria

2.2. Andrégenos

Los testiculos y las glandulas suprarrcnales (Fig. 4) secretan varias hormonas
sexuales masculinas, que son las sustancias que inducen y manticnen las caracteristicas
sexuales sccundarias en los varonces. Los principales andrégenos son la testosterona y la
androsterona que inician cn la pubertad sus funciones principales. En general, la

estructura quimica de los andrégenos esta basada en el csquelcto androstano' (Ver
esquema A, Pag. 11).

FI1G 4. APARATO REPRODUCTOR MASCULINO




2.2.1. L.a testosterona

Es la principal honmona masculina o andrégeno que se produce en las células de
Leydig en los testiculos, por influencia dc la hormona luteinizante segregada por la
hipéfisis anterior. Las células de Leydig producen también, cn cantidades muy
inferiores, otros dos andrégenos menos potentes.'

La testosterona estimula la formacion de cspermatozoides en los testiculos y la
aparicion de las caracleristicas sexuales secundarias masculinas después de la pubertad:
crecimiento de barba y vello pibico, desarrotlo del pene y evolucién de la voz hacia un
tono mas grave. Es un csteroide anabolico que acelera la sintesis de proteinas y frena su
descomposicion, lo cual induce a su vez la aceleracidén del crecimiento. También

favorece el desarrollo muscular y conforma la constitucion corporal caracteristica del
varén adulto.!

2.2.2. Mecanismos de accion de la testosterona (T)

En contraste con las hormonas proteicas cuyos receptores s¢ encucntran cn la
membrana plasmatica, todos los receptores para las hormonas esteroidales como lo es la
testosterona son intracelulares. Debido a su naturaleza hidrofébica no se disuelve
facilmente en la sangre, por lo que es transportado por proteinas especificas, desde el
punto de su liberacion hasta los tejidos en donde ejercera su accion. En el tejido blanco,
esta hormona atraviesa la membrana plasmatica por difusiéon simple, se metaboliza y se
une a proteinas receptoras especificas presentes en el citoplasma y nucleo. Estas
protcinas receptoras, s¢ encuentran cn concentraciones entre 10,000 y 100,000
moléculas por célula y se unen a su respectivo csteroide en forma reversible pero con
alta afinidad. Dc esta manera. una vez que la testosterona s¢ encuentra ¢n ¢l citoplasma
de una célula blanco, es tomada por la enzima Sa-reductasa que se encuentra en la
membrana nuclear y es transformada, cn presencia de NADPH, a su metabolito mas
activo DHT. Esta altima forma un complejo con el receptor androgénico (AR), ¢l cual se
localiza dentro del nicleo'®. La unién de DHT al AR (DHT-AR) genera un cambio
conformacional, el cual permite que el receptor (AR) exponga ¢l dominio de unién para
los elementos de respuesta hormonal (HRE) situados en el DNA y adquicra la facultad
de interaccionar con factores de transcripcion especificos. El complejo hormona receptor
unido pucde tanto estimular como suprimir la expresion (transcripcion de RNAm) de
genes especificos adyacentes a los HRE y, por lo tanto, la si is de protei
codificadas por los genes'’. Los eventos biosintéticos que resultan de la interaccion
esteroide-receptor, incluyen la transcripeion del RNAm precursor, ¢l proccsamiento y la

traduccién de proteinas especificas que alteran la funcién celular, el crecimiente y la
diferenciacion.

Finalmente la testosterona se libera de su receptor, y mas tarde sale de las células
blanco, se convierte ¢en su sal en ¢l higado y de esta forma es eliminada del organismo a



través de la orina, o heces fecales o bien puede ser capturada de nuevo como materia
prima para formar nuevos estcroides como es el caso del cortisol.

2.2.3. La enzima Sa-reductasa

Es una protcina hidrofébica de 259 aminoacidos que sc localiza en la fraccion
microsomal de las células blanco para androgenos (vesicula seminal y préstata). Ticne
un peso molécular de 29,462 Da. Existen dos isoformas de la enzima Sa-reductasa

denominadas tipo I 'y tipo 11, las cuales difiercn en sus propicdades bioquimicas, tejido
de localizacién y su funcion.'®

La isoenzima Sa-reductasa Tipo 1 sc encuentra predominantemente en picl no
genital y en ¢l higado, mientras que ¢l tipo Il s¢ encuentra predominantemente en los
tejidos blanco de androgenos, incluyendo prostata y testiculos, y se relaciona
directamentc al cincer de prostata ¢ hiperplasia prostatica benigna (HPB). En la
siguiente tabla se muestran algunas diferencias entre estas dos isoenzimas.'?

Tabla b). Comparaciéon de los dos isotipos 1 y Il de 1a enzima Sa-reductasa.'® 12,

ISOTIPO 1 1SOTIPO 11
pH éptimo 7-8 5.0
Localizacién del gene Cromosoma 5 Cromosoma 2
Distribucién en tejidos Higado y piel no genital Tracto urogenital masculino
N° de aminoacidos 259 254
Km* para testosterona 4uM 1 uM

Km* = Constante de Michaclis-Menten.
2.2.4. Mecanismo de accion de la enzima Sa-reductasa

El mecanismo de accion consiste en la formacion de un complejo 5a-reductasa-
NADPH, quc postcriormente s¢ une a la testosterona para realizar una transferencia
estereoespecifica del hidruro del NADPH a la posicién 5a de la testosterona lo que
permite la formacion del enolato en los C-3 y C-4. El cnolato es estabilizado por algin
residuo electrofilico (E™) de la enzima en el sitio activo. Este proceso podria visualizarse
como la activaciéon de la cnona por ¢l E” permitiendo la aparicion de una especie
polarizada la cual acepta ¢l hidruro procedente del NADPH cn C-5, al mediar la enzima
cl tautomerismo permite la formacion del producto. la DHT . con la liberacién del
NADP" '? (Esquema B. Pag. 16).
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2.3. Cancer de proéstata e Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)

2.3.1. La préstata

Es una glindula del sistema reproductor del hombre. Produce y almacena el
liquido seminal, un liquido lechoso que alimenta el espcrma. Este liquido es
secretado para formar parte del semen.!

La prostata es casi del tamaiio de una nuez. Esta situada debajo de la vejiga y
enfrente del recto. Rodea la parte superior de la uretra, ¢} tubo por donde se vacia la
orina de la vejiga (Figura. 5). Si la préstata crece demasiado, el flujo de la orina
pucde hacerse lento o detenerse.'®

FIG. 5. ILUSTRACION QUE MUESTRA LA PROSTATA
Y ORGANOS CERCANOS.

Para funcionar correctamente, la préostata necesita hormonas masculinas
(androgenos). Las hormonas masculinas son responsables de las caracteristicas
sexuales masculinas. La principal hormona masculina ¢s la testosterona, la cual es
producida principalmentc por los testiculos. Algunas hormonas masculinas son
producidas en pequeilas cantidades por las glandulas suprarrenales. '?
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2.3.2. El proceso del cancer

El cdncer es un grupo de muchas enfermedades relacionadas. Estas enfermedades
empiezan cn la célula, la unidad basica_de vida del cuerpo. Las células ticnen muchas
funciones importantes en todo ¢l cuerpo.2®

Normalmente, las células crecen y se dividen para formar nuevas células en forma
ordenada. Desempefan su funciéon y lucgo mucren mas tarde. Este proceso ordenado
ayuda al cucrpo a mantenerse sano.

Algunas veces, sin embargo, las células no mueren. Por el contrario, ellas siguen
dividiéndose y crean nucvas células que ¢l cuerpo no necesita. Forman una masa de
tejido, que ¢s lo que se llama tumor.

Los tumores pueden ser benignos o malignos: Los tumores benignos no son
cancerosos. Generalmente se pucden operar y, en la mayoria de los casos, no vuclven a
aparecer. Las células de tumores benignos no sc esparcen a otras partes del cuerpo. Y lo
que cs mas importante, los tumorces benignos de prostata no son una amcnaza para la
vida. por ejemplo la hiperplasia prostatica benigna (HPB) es ¢l crecimiento anormal de
células benignas de la prostata provocando asi cl crecimicnto de la misma con la

consecuencia de la opresion contra la uretra y la vejiga, obstruyendo el flujo normal de
la orina.

Los tumores malignos son cancerosos. Las células de estos tumores son
anormales. Se dividen sin control y sin orden, y no muercn. Estas c¢élulas pueden invadir
y dafiar tejidos y érganos ccrcanos. Las células cancerosas pucden también desprenderse
de un tumor maligno y entrar en cl torrente de la sangre y en ¢l sistemna linfatico. Asi cs
como cl cancer se disemina desde el sitio original (primario) para formar tumores

nucvos (sccundarios) en otros organos. Cuando el cancer sc disemina, se lama
metastasis.?

2.3.3. Cancer de prostata ¢ HPB: ;Quién tiene el riesgo?

Todavia no sc entienden bien las causas del cancer de prostata. Los médicos no
pueden explicar por qué el cancer de prostata se desarrolla en un hombre pero no en otro.

Los investigadores estan estudiando los factores que pucden aumentar el ricsgo de
esta enfermedad. Algunos estudios han encontrado que los siguientes factores de riesgo
estan relacionados con el cancer de prostata.?®

s Edad. En Estados Unidos, cl cancer dec prdstata se encuentra principalmente en

hombres mayores de 55 afios. La edad promedio de los pacientes al momento del
diagnéstico es de 70 aiios.

Antecedentes familiares de cancer de prostata. El riesgo de un hombre de
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desarrollar cincer de prostata es mayor si su padre o hermano ha tenido csta
enfermedad (factores hereditarios).

Raza. Esta enfermedad es mucho mas comin en hombres afroamericanos que cn
hombres blancos. Es menos comun cn hombres asiaticos ¢ indigenas amcricanos.
Dicta y factores dietéticos. Algunos resultados sugieren que una dieta alta en
grasa animal puede aumentar el riesgo de cancer de prostata y una dieta alta en
frutas y verduras pucde disminuir ¢l ricsgo. Se¢ estan llevando a cabo estudios

para saber si los hombres pucdgn reducir su riesgo de cancer de prostata si toman
ciertos suplementos dictéticos.*®

2.3.4. Deteccion del cancer de prostata e HPB

Examen rectal digital. El médico inserta un dedo enguantado, lubricado, en el
recto y siente la préstata a través de la pared del recto para buscar arcas
endurecidas o abultadas.

Anilisis de sangre para antigeno prostatico especifico (PSA). Un laboratorio
mide los niveles de PSA en una muestra de sangre. El nivel del PSA puedc

elevarse en hombres que tienen cancer de prostata, hiperplasia prostatica benigna
o una infeccién en la prostata,

2.3.4.1. El reconocimiento de los sintomas

El cincer de prostata con frecuencia no causa sintomas al principio, pero puede
causar cualquicra de estos problemas:

Necesidad de orinar frecuentemente, especialmente durante la noche;
Dificultad en empezar a orinar o en retener la orina;

Inhabilidad para orinar;

Flujo débil o interrumpido dc la orina;

Dolor o ardor al orinar;

Dificultad para tencr crecciones;

Eyaculacion dolorosa;

Sangre cn la orina o ¢n el semen, o

Dolor o rigidez frecuente en la parte baja de la espalda, las caderas o la parte
superior de los muslos.

Cualquiera de ¢stos sintomas puede ser causado por cancer o por otro problema de salud
menos grave, como la hiperplasia prostitica benigna o una infeccion.

2.3.5. Etapas del cancer de prostata

e Etapa L. El cancer no s¢ puede detectar durante un examen rectal. Se puede

encontrar accidentalmente cuando se opera por alguna otra razén, generalmente
por hiperplasia prostitica benigna. No hay evidencia de que el cancer sc ha
diseminado fuera de 1a prostata.

19



Etapa 11. El tumor abarca mas tcjido dentro de la prostata, se puede sentir durante
un examen rectal o se encuentra en una biopsia que sc hace a causa de un nivel
clevado de PSA. No hay evidencia de que el cancer se ha diseminado fuera de la
préstata.

e Etapa 1. El cancer s¢ ha diseminado fuera de la prostata a tejidos cercanos.
Etapa IV, E! cancer se ha diseminado a los ganglios lintiticos o a otras panes del
cucrpo.

2.3.5.1. Preparacion para el tratamiento

Se desarrolla un plan de tratamicnto que se acomode a las necesidades de cada
paciente. El tratamiento para cancer de prostata depende de la etapa o cstadio de la
enfermedad y del grado del tumor (¢l cual indica qué tan anormales se ven las células y
la posibilidad de que crezcan o que se diseminen). Otros factores importantes al hacer el
plan del tratamiento son la edad del hombre y su salud cn general y lo que €l sicnte con
respecto a los tratamientos y a sus posibles efectos secundarios.

Métodos de tratamiento. El tratamiento para cincer de prostata y ta HPB puede
comprender la espera vigilante, cirugia, radioterapia o terapia hormonal. Algunos
pacientes reciben una combinaciéon de estas terapias.

La espera vigilante se puede recomendar para algunos hombres que tienen cancer
de prostata que se encuentra en un estadio o etapa inicial y que parece que esta creciendo
lentamente. La espera vigilante se pucde aconscjar también para hombres de mas edad o
para los quc tiencn otros problemas médicos graves como la HPB. Para estos hombres,
los riesgos y los cfectos sccundarios posibles de la cirugia, radioterapia o de la terapia
hormonal pueden tener mis peso que los bencticios posibles.

La cirugia e¢s un tratamiento comun para cancer de prostata en etapa inicial y para
{la HBP cuando la obstruccion no ¢s controlable con tratamientos médicos, ¢l tratamicnto
quinirgico es la opcion mas acertada. Pucde extirpar toda la prostata (un tipo de cirugia
llamado prostatectomia radical) o sélo una parte. En algunos casos, pucde usarse una
nueva técnica conocida como cirugia conservadora de nervios. Este tipo de cirugia puede
salvar los nervios que controlan la ereccion. Sin embargo, es posible que los hombres

que tienen tumores grandes o tumores que estin muy cerca de estos nervios no puedan
tencr esta cirugia.

La radioterapia es ¢l uso de rayos dec alta energia para destruir las células
cancerosas. Al igual que la cirugia, la radioterapia es terapia local, puede afectar las
células cancerosas sélo en el arca tratada. En cancer de prdstata en ctapa inicial, la
radiacion puede usarsc en vez de cirugia o puede usarse después de la cirugia para
destruir cualquier célula canccrosa que haya quedado en ¢l arca. En etapas avanzadas, es
posible que se administre para aliviar el dolor u otros problemas. En ¢l caso de la HBP,
cl haz de rayos ecs conducido por un endoscopio hasta la uretra prostatica. Con este
procedimiento mias del 50% de los enfermos tratados por HBP mejoran los sintomas



obstructivos pero alrededor del 30% de elios mantienen los de tipo irritativo.

La terapia hormonal impide que las células cancerosas obtengan las hormonas

masculinas que neccesitan para crecer. Esto se llama terapia sistémica porque puede
afectar las células cancerosas en todo el cuerpo. La terapia sistémica se usa para tratar el
cancer que se ha diseminado. Algunas veces este tipo de tcrapia sc usa para tratar de
impedir que el cancer regrese después de la cirugia o de tratamiento con radiaciéon.

Hay varias formas de terapia hormonal algunas de ellas son:

La orquicctomia es la cirugia para extirpar los testiculos, los cuales son la fuente
principal de las hormonas masculinas (para cl caso de cancer).

Los farmacos conocidos como agonistas de la hormona liberadora de hormona
luteinizante (LH-RH). La investigacion clinica. ha mostrado que la estimulaciéon
con cicrtas hormonas sintéticas especificas, disminuyen entre el 32 al 75% at
cabo de tres meses de tratamiento mostrandose efectiva para mejorar, no sélo los
sintomas irritativos, sino también los de tipo obstructivo de la HBP.

Los farmacos conocidos como antiandrégenos pueden bloqucar la accidon de los
andrégenos. Un ¢jemplo es la flutamida (Fig. 6b, Pag. 22) que provoca un alivio
a los sintomas irritativos y obstructivos tanto de la hiperplasia benigna (HPB)
como dcl cancer de prostata. Estas sustancias, denominadas antiandrogenos son
utilizadas no sélo para ¢l tratamiento de la HPB sino también para el control del
carcinoma de la préstata.

Existen inhibidores de la enzima Sa-reductasa como la finasterida que ha
demostrado ser un firmaco eficaz en el tratamiento de la HPB. Por otro lado
farmacos que provocan inhibicion de los receptores androgénicos ya que actian
como antagonistas, como ¢s ¢l caso del acetato de ciproterona. Que aunque se ha
utiliza preferentemente ¢n cl tratamiento del cancer de la prostata, su uso en
HBP, atenta cn el 70% de estos pacientes los sintomas irritativos, el 67%
consigucn mcjorar la obstruccion, pero solo ¢l 50% reduce el volumen de la
glandula hipertrofiada. Un tercio de ellos disminuye la potencia sexual.'+ 2!

2.4. Antiandrégenos

Son compuestos que bloqucan la sintesis o la accion de los androgenos y pueden

ser usados en ¢l mancjo de la HPB o dcl cancer dec prostata, acné, calvicie masculina,
sindrome de virilizacién de la mujer y pubertad precoz en varoncs.*!

2.4.1 Accion biologica

2.4.1.1. Inhibidores de la sintesis de andrégenos (agonistas LH-RH).
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La investigacion clinica ha mostrado que la estimulacion con ciertas hormonas
sintéticas especificas incrementa la produccion de la hormona luteinizante (LH) y de la
hormona foliculoestimulante (FH). Estc fendmeno provoca transitoriamente, en los
varones, Una elevacion de la testosterona. Sin embargo, si la estimulaciéon perdura, entre
dos a tres semanas, las concentraciones de las hormonas luteinizantes (LH) y Foliculo
estimulantes (FSH) disminuyen dramaticamente, simulando un cuadro de castracion.
Este fenOmeno de descenso de la Testosterona, luego de la estimulacion prolongada de
la hnpoﬁsns, no ha sido atun totalmente aclarado. Es posible quc se deba a un proceso de
agotamiento en ¢l proceso de estimulacion glandular.?® 22

2.4.1.2. Inhibidores de la enzima 5a-reductasa

La inhibicién de esta enzima, pucde ser selectiva al bloquear la accidén del
andrégeno en un tejido especifico (prostata, foliculo piloso) en donde es esencial la
produccidn continua de DHT. Un ejemplo de un firmaco que ticne este mecanismo de
accion es la finasterida (Fig. 2, Pag. R).

2.4.1.3. Antagonistas de los receptores androgénicos

Existen numecrosos farmacos que son antagonistas especificos cn la umon del
andrégeno con su receptor. Entre ellos esta el acetato de ciproteronay la flutamida.'?

(Fig. 6a y 6b).

Ac L]

CFy
a

Fig. 6a. Acetato de Ciproterona Fig 6h Flutasnida

2.4.2. Sintesis de Antiandrégenos

Basicamente existen 2 métodos para sintetizar un estcroide con caracteristicas
antiandrogénicas. Ambos métodos sec describen a continuacion.
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1. Sc toma como esquelcto base a la molécula de testosterona (Fig. 7a) y se
cfectian en clla diversas modificaciones estructurales, de manera que sc tenga
un efecto antagénico. Asi, ¢l nuevo compuesto sintetizado tendra la capacidad
de unirse al receptor sin producir efecto androgénico, bloqueando la formaciéon
del complejo andrégeno-receptor.

2. Se modifica la molécula de progesterona (Fig. 7b), pues ésta tiene cierto caracter
antiandrogénico natural y s¢ esperaria que sus analogos sintéticos presentaran la
misma actividad biolégica.

O
OoH
(Fig. 7a) TESTOSTERONA (Fig. 7b) PROGESTERONA

2.4.3. Clasificacion quimica de los antiandrégenos

Los antiandrégenos sc clasifican en 2 grupos: esteroidales y no esteroidales. Los
antiandrogenos de tipo esteroidal son compuestos que se¢ derivan de la progesterona.
Estos compuestos son de mayor interés terapéutico, debido a que acthan especificamente
sobre el receptor androgénico. La desventaja que presentan es la reduccion del tamaifio
de los organos sexuales. Algunos ejemplos de este tipo de antiandréogenos son el acetato

de ciprozllcrona (Fig.6a, Pag. 22), la finasterida (Fig. 2, Pag., 8) y la anorprogesterona
(Fig. 8).

FIG. 8. Anorprogesterona

Los antiandrégenos no esteroidales tienen afinidad por cl receptor, debido a su
estructura quimica con geometria semcjante y reducen de un 25% a 30% cl tamailo de la
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prostata.. Como desventajas presentan la inhibicién de la ereccién ¢ insuficiencia
hepdtica . entre’. otras. Como cjemplos de  éstos antiandrégenos tenemos  al
dictilestilbestrol, anandrén ¢ hidroxiflutamida (Fig. 9a, 9b y 9¢c. Pag. 24).

f Q,
O,;N
= o H
HO' CFs
Fig. 9a. Dictilestilbestrol E . Fig. 9b. Apandron

CF3

Fig. 9c. Hidroxiflutamida

Existen antiandrogenos esteroidales que no se derivan dc la testosterona ni de la
progesterona, los cuales posecn caracteristicas similares al acetato de ciproterona, como
son la espirixazona (Fig.10a) y espironolactona (Fig.10b) antagonista de aldosterona,
actita como un inhibidor débil de la unién del andrégeno con su receptor.

o SCOCH;

Fig. 10n. Espirixazona Fig. 10b, Espirinolaciona

Fig. 10a y 10b. Antiandrégenos que no se derivan de la progesterona o testosterona.



CAPITULO 3

OBJETIVOS GENERALES:

Sintctizar dos compuestos de naturaleza esteroidal con posible actividad
antiandrogénica.

Determinar ja actividad antiandrogénica de los compuestos (VI y VII)
mediante ensayos farmacolégicos in vivo ¢ in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Sintetizar dos compuestos que tengan ¢n su estructura un grupo éster en C-3
B oricntado, un grupo carbonilo en C-6; asi como la introduccién de una
doble ligadura en ¢l C-4 creando asi un sistema conjugado, obteniendo dos
compucstos nucvos llamados: 1.- 38-BENZOILOXI1-4-PREGNEN-6,20-
DIONA (VID) y 2.- 38-(p-TOLUILOXI1)-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VII])
(Ver estructuras cn la Pag. 27).

% Purificar ¥y caracterizar los compuestos finales e mlermednanos mcdlantc sus

propicdades fisicas (p.f) y espectroscopicas (UV, IR, RMN 'H y '*C, EM
(1E).

% Determinar in vitro la posible actividad inhibitoria de los compuestos

sintctizados sobre la enzima Sa-reductasa presente en vesiculas seminales de
hamster.

Determinar in vitro la posible capacidad antagonista de los compuestos sobre
el receptor androgénico en prostata de hamster.

3

%> Evaluar in vivo la actividad antiandrogénica de los compuestos.
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CAPITULO4

METODOLOGIA

4.1. MATERIALES Y METODOS.

v V V v ¢

A\

La pureza de los compuestos y el curso de las reacciones se siguié por
cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como fase absorbente gel de
silice 60 F254 Merck.

Como revelador una solucién de CoCJ> al 1% en HaSO4 2N y una lampara
UV A =254 nm.

Las purificaciones se llevaron a cabo por medio de una columna
cromatografica utilizando como adsorbente gel de silice 60 Merck y una
mczcla de elusion adecuada a cada caso.

Los equipos empleados en los diversos estudios fucron:

El equipo que sc utilizé para determinar los puntos de fusion (p.f) de los
compuestos obtenidos fue un aparato de Fisher-Johns.

Para la técnica de Espectrofotometria de Absorciéon al Ultravioleta (UV) se
empled un equipo Pekin Elmer 200 s.

Para la Espectrofotometria de Absorcion de Infrarrojo (IR) se utilizd un
cequipo Pekin Elmer 549B; utilizando la técnica de pelicula de KBr.

Para la Especctroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
(RMN 1H) y de 13C ( RMN 13C) los cquipos son :

Varian, Gemini 200 y VRX-300s, utilizando CDCI3 como disolvente; los
desplazamientos estin dados en ppm referidos al TMS (tetramectilsilano)
como referencia interna.

Finalmente para la Espectrometria de Masas (EM (IE)) se emplcé un
espectrometro de masas HP 5985-B GC/MS mediante la téenica de impacto
clectrénico (1E).

4.2. PARTE EXPERIMENTAL.

L.a obtencién de los compuestos (VIH) y (VIII) se llevé a cabo a través de la siguiente
ruta de sintesis:
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RUTA DE SiNTESIS o

Ac O/ Py
—
T°amb / 6hrs
HO ACO
an
) CHCI,
m-CPBA
Teamb/ 3¢9
min
CrO;/ H;0
enfrio/lh

Py / SOCI,
T amb / 45 min
o o
NaOH 2%
2 — T
T° amb / 30 min
ACO HO!
V.

.4 N
(4 4]

o

1.-DCC
2.-4-DMAPy
3.-ACIDO

Teamb/ih |3 C,cn,

iy °© vip °
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TABLA L. I'ropicdédcs fisicas y espectroscépicas de la materia prima (1)

La materia prima se purifico de acetato de etilo obteniéndose cristales de color blanco.

38-HIDROXI-5-PREGNEN-20-ONA_()

HO

TABLA 1.1 caracteristicas fisicas

Propiedad determinada

Valor encontrado y/o calculado

Punto de fusién ( °C )

193-195
Formula molécular C21H3:02
Peso molécular (uma) 316

TABLA 1.2 Datos opi

T F €X|

Valor espectroscépico obtenido

Asignacién

IR (em™)

3437.96 OH-en C-3
2927.93 CH;,CH;
1681.40 C=0Oen C-20
1642.22 C=Cen C-5
1465.77- 1381.11 CH,,CH»
1231.89 C-0
1050.30 C-OH en C-3
951.14 deformacién de OH

RMN "H (ppm)

0.633 (s.3H) CHien C-18
1.012(s.3H) CH;en C-19
2.537(s.3H) CHjzen C-21
3.530(m.1H) HdelOHen C-3

5.350(d.1H)

C=CH en C-6
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B) SINTESIS DE 35-ACETOXI-5-PREGNEN-20-ONA (1I)

REACCION DE ACETILACION

(s te]
Ac0 /Py

‘T°amb / 6hrs
HO’ ACD

) an

En un matraz de bola de 50 ml se disolvio 1g (3.1x10*mol ) de la materia prima (I)en5
ml de piridina (0.061 mol), esta mezcla se mantuvo en bafio maria hasta disolucién. En
seguida se agregaron 10 ml (0.105 mol) dc anhidrido acético (Acz0). La mczcla de
reaccién s mantuvo en agitaciéon magnética constante y a temperatura ambiente por 6
horas. Transcurrido ¢l ticmpo, ésta sc vertié en un vaso de precipitados que contenia
hiclo y 75 ml de agua. Bajo estas condiciones precipito el producto 11, el cual se filtrd, se
lavé con agua, y se dejo secar. Se recristalizé de acctato de etilo obteniéndose cristales
de color blanco y cuyo rendimiento fue del 50% con un punto de fusién de 147-151° C.

TABLA 2. Propiedades fisi Yy esy [ para el compuesto Il

3B -ACETOXI-5-PREGNEN-20-ONA (11,

‘TABLA 2.1 caracteristicas fisicas

Propicdad determinada Valor encontrado y/o calculado
Punto de fusién (°C) 147-151
Férmula molécular C23H3403
Peso molécular (uma) 358
TABLA 2.2 Datos esg opi experi |
Valor espectr bpico obtenido Asignacién
IR (cm™")
2939.94 CH; yCH>
1726.19 C=0 de éster en C-3
1704.89 C=0 en C-20
1357.82 y 1434.64 CH: y CH;
1237.16 CH3 del éster acetoxi en C-3
1027.07 C-O-C de éster en C-3
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RMN 1H (ppm)

0.633 (s.3H) CH;, C-18
1.023 (s.3H - CH;, C-19
2.036 (s.3H) CH;, C-21
2.127 (s.3F CH; de CH;-C00 en C-3
4.607 (m. 1) Hen C-3
5.380 (d.1H) Hcn C-6
EMQE) (m/z)
358 ™M™
357 ™M
342 357 - (CH)®
298 (pico buase) 357 —(CH,COO)
283 298- (CH,)"
255 283- (C=0)
253 283 —2(CH,"

C) SINTESIS DE 38-ACETOXI1-50,6a-EPOXI-PREGNAN-20-ONA (111)
REACCION DE EPOXIDACION

0

m-CPBA / CHCly
—_——
T° amb/30 min

an & an)

En un matraz de bola de 250 ml se disolvié 1g (2.7x107mol) del compuesto i1 en 100
ml (1.246mol) dec cloroformo. En seguida se agregaron 1.6g (9.3x10->mol) dc acido-
meta-cloroperbenzoéico. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion magnética
constante a tcmperatura ambiente durante 30 minutos. Al término de la reaccidon se
vertié en un vaso de precipitados con agua, se agregd bisulfito de sodio y se mantuvé en
agitacion constante por 30 minutos. Posteriormente se adicioné poco, a poco,
bicarbonato de sodio hasta pH= 8, y después se filtré 1a mezcla. Por ultimo, se hicicron
extracciones sucesivas del producto con cloroformo: la fase orginica se lavd con agua
hasta pH ncutro, se¢ secd con sulfato de sodio anhidro y se concentré en un rota-
evaporador. El producto obtenido I se purificé por medio de una columna
cromatografica (Hexano: AcOEt 8:2). Se¢ obtuviecron 55.7% dc cristales como agujas
color blanco con punto de fusién de 125-127° C.
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TABLA 3. Propicdadcs fisicas y r

&

TABLA 3.1 caracteristicas fisicas

3B -ACETOXI-50,60-EPOXI-PREGNAN-20-ONA (111,

pi para el compuesto

Propicdad determinada

Valor encontrado y/o calculado

Punto de fusién ( °C )

125-127

Férmula molécular

C23H3404

Peso molécular (uma)

374

TABLA 3.2 Datos espectr opi ex|

Valoy espectr Gpico obtenido < Asignaciéon
IR (em™)
2942.01 CH3, CH>
1733.62 C=0 del éstcr en C-3
1703.32 C=0 en C-20
1469.67-1360.16 CH; CH»

1242.61 CH. del éster acctoxi en C-3
1034.40 C-O-C_de éster en C-3
960.83 Epodxido en C-5 v C-6

RMN "H (ppm)

0.595 (s.3H) CH3, C-18
1.232 (s,3H) CHs;, C-19
2.019 (s.3H) CH;, C-21
2.504 (m,3H) CHj3 de CH3-COO " en C-3
3.06 (d.1H) H del C-6
4.774 (m,1H) Hen C-3
EMUE) (m/z)
374 M
356 M - (H,O)
296 356-(CH,COO)
314 374-(CH3COO) (pico base)
281 296- (CH3)"
253 281- (CO)




D) SINTESIS DE 3-ACETOXI-5a-HIDROXIPREGNAN-6,20-DIONA (1V)
REACCION DE OXIDACION

Cro, /1,0
enfrioc/t h

N 5
- ) Hs 5
am

En un matraz de bola de 100 ml sc disolvié 1g (2.6x10mol) del compuesto 111 en 50
ml de acetona en frio. En seguida s¢ agregdé una mezcla de dicromato de potasio en
agua (2.1 g de CrOszcen 7 ml de H20). Sc agregd gota a gota la mitad de esta solucion y
se agité 20 minutos en frio. Posteriormente se adiciond la segunda parte de la solucion
preparada y se¢ retird del baiio de hielo decjando agitar a temperatura ambiente por 40
minutos, Transcurrido ¢l tiempo la mezcla de reaccion se vertidé en un vaso de
precipitados que contenia hielo y agua, bajo estas condiciones precipité el producto 1V,
el cudl se filtro, se lavo con agua, y se dejé secar al vacio. Finalmente se purificé por
cromatografia en columna, utilizando como soporte gel de silice 60 y un sistema de
clusion hexano/AcOEt (8/2 % V/V), obteniéndosc cristales de color blanco y un
rendimiento del 65.5% con un punto de fusion de 224-226°C.

TABLA 4. Propicdades fisicas y Gpi paracl

3B-ACETOXI-Sa-HIDROXIPREGNAN-6-20-DIONA (IV)

TABLA 4.1 caracteristicas fisicas

Propiedad determinada Valor encontrado y/o calculado

Punto de fusion (°C) 221-224

FSérmula molécular C21H340s

Peso molécular (uma) 390

TABLA 4.2 Datos esy opi experi 1

Valor cspectr opi b id Asignacion

IR (em™)
3455.84 OH ¢n C-5
2947.73 CH; vy CHa>
1737.02 C=0 de¢ ¢éster en C-3
1715.44 C=0 c¢n C-20
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1689.86 C=0 c¢cn C-6
1365.11-1450.62 CHay CHi>
1232.08 CHj; del éster acetoxi en C-3
1041.96 C-O-C de éster en C-3
RMN 1H (ppm)
0.601 (s.3H) CH;. C-18
0.815 (s,3H) CHj;. C-19
2.011 (s,31D) CH;, C-21
2.127 (s,3H) CHi1 de CH3-COO en C-3
2.559 (m,1H) H del alcohol
5.044 (m,1H) Hen C-3
EMUE) (m/z)
391 M+
390 M
372 390- (H20)
330 (pico base) 390- (CH,COO)
312 372-(CH3COO)
- 330- (H-0)
287 330-(CH;CO)
269 287- (H-0)

E) SINTESIS DE 38-ACETOXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (V)

REACCION DE ELIMINACION

o

Py /SOCH

T° amb / 45 mia
ACO! ACO

o ]
) V)

En un matraz de bola de 100 ml se disolvié 1g (2.5x10mol) del compuesto 1V en 32
ml (0.3904 mol) de piridina e¢n frio. Una vez disucltos se adicionaron poco a poco y bajo
una atmosfera de nitrégeno, 2 ml (0.0274mol) de cloruro de tionilo. Posteriormente, se¢
retiré el enfriamiento y se dejé la reaccion a temperatura ambiente, en agitaciéon
constante y en condiciones anhidras por un tiempo de 45 minutos. Transcurrido el
tiempo, la mezcla de reaceion se vertié en un vaso de precipitados que contenia hielo y
agua, bajo estas condiciones precipité ¢l producto V, ¢l cual se filtrd, se lavo con agua, y
se dcjé secar al vacio. El producto final se purificé por cromatografia en columna,
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utilizando como soporte gel de silice 60 y un sistema de clusién hexano/AcOEt (8/2 %
V/V), obteniéndose cristales de color blanco y un rendimiento del 50.5% con un punto

de fusion de 139-142° C.

codad.

TABLAS. Pr

fisicas y

pi para el compuesto

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

TABLA 5.1 caracteristicas fisicas

Propiedad determinada

Valor encontrado y/o calculado

Punto de fusién (°C) 139-142
Formula molécular C23H1:04
Pcso molécular (uma) 372
TABLA 5.2 Datos espect i3y experi ]
Valor espectr dépico obtenido Asignacién
UV (am)
» max 23537 CO a.p insaturada en C-6
IR (cm™)
2935.89 CH3,CH;
1737.35 C=0 del éster en C-3
1698.99 C= 0O en C-20 y/o C-6
1642.54 C=CenC-4
1361.87-1436.66 CHay CH»
1243.01 CH3; del éster acetoxi en C-3
1021.56 C-O-C del ésteren C-3
RMN "H (ppm)
0.662 (s,3H CH,. C-18
1.031 (s.3H) CH;, C-19
2.070 (s.3H CH;, C-21
2.138 (s.3H CHj3; de CH3;-COO"en C-3
2.580 (m.2H) 2Hen C-7
5.350 (m.1H) Hen C-3
6.100 (t.1H) Hen C-4
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EMUE) (m/2) 372 M

330372 - CILCO"
269 330 - CH;COOH
315 330 -CH;
255269 - CH»

227 255 - CO

199 227 - CO

F) SINTESIS DE 3#-HIDROXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (V1)

REACCION DE HIDROLISIS

Lo ]

NaOH 2%
T amb / 30 min
ACO
o

({2 vn

En un matraz de bola de 250 ml se disolvié 1g (2.6x10”mol) del compuesto V cn 132
ml de metanol. Una vez disueltos se adicioné hidréxido de sodio al 2% (9.7 ml)
(4.85x10%mol). La meczcla de reaccién sc mantuvo a iemperatura ambicnte y en
agitacién por 30 minutos. Terminado el ticmpo de reaccion el producto se vertié en un
vaso de precipitado con agua haciendo cxtracciones sucesivas con cloroformo, las fases
organicas s¢ lavaron con agua destilada hasta pH neutro, se secaron con sulfato de sodio
anhidro; sc filtré y se concentrd en el rota-cvaporador. El producto final se purificé por
cromatografia en columna, utilizando como soportc gel de silice 60 y un sistema de
clusion hexano/AcOEt (8/2 % V/V), obteniéndose un rendimiento del 53.3% con un
punto de fusionde 173-175 °C

TABLA 6. Propiedades fisi y espect o6 pi para el P
3B-HIDROXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (V1)

TABLA 6.1 caracteristicas fisicas

Propicdad determinada Valor encontrado y/o calculado
Punto de fusion ( °C) 173-175

Foérmula molécular C21H3:003

Pecso molécular (uma) 330
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TABLA 6.2 Datos r opi experi ]

1} P

Valor esy roscopico obtenido Asignacion
UV (nm)
3 max 239,38 CO a.p insaturada en C-6
IR (cm™")
3406.23 OH ¢en C-3
2941.95 CHs y CH»
1686.95 C=0 en C-6 y/o en C-20
1631.12 - C=C conjugado en C-4
1353.81-1423.62 CH; y CH»
RMN 1H (ppm)
0.660 (s,3H) CH3. C-18
1.014 (5,3H) CHa,. C-19
2.139 (s,3H) CH;. C-21
4.256 (t,1H) Hde OH en C-3
6.188 (1,1H) Hen C4
EM(UE) (m/z)
330 M
315 (pico base) 330- (CH)+
297 315- (H,O)
287 330-(CH;-CO)"
315-(C=0)
245 287- (CH,-CO)~
227 287- (CH:COOH)

G) SINTESIS DE 38 -BENZOILOXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VII)

REACCION DE ESTERIFICACION

L-DC
2.-4-DMAPY
3.-Acido o

4.-CHCl O)\O
— e

HO' Toamb/1h o
o [441))

wvn
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En un matraz de bola de 100 ml se adicionaron 1g (3.0x103mol) del compuesto
VI con 1.03g (4.992 mol) de 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC) . 0.6g (4.911 mol) dc
4-dimetilamino piridina (4-DMAPY), lg (0.0079 mol) de acido benzodico y bajo una
atmosfera de nitrégeno se agregaron 100 ml de diclorometano (CH2Clz). La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacién magnética a temperatura ambiente durante 1h y en
condiciones anhidras. Terminado el tiempo de reaccion se vertid en un vaso de
precipitado con agua haciendo extracciones sucesivas del compuesto con cloroformo, la
fase organica se lavé con agua destilada hasta pH neutro  sc secé con sulfato de sodio
anhidro sc filtré y se concentré en el rota-cvaporador obtcniéndosc diciclohexilurea
oxidada (DCCO) + producto. Para climinar la (DCCO) s¢ adicioné acetato de etilo y se
volvié a filtrar. Al filtrado obtenido (compuesto disuelto en acetato de etilo) sc le
evapord el disolvente a bafio maria formandose un solido, el cual se purificé por
cromatografia en columna, utilizando como soporte gel de silice 60 y un sistema de
clusion hexano/acetato de etilo (8/2 % V/V), obteniéndose un rendimiento del 69% con
un punto de fusionde 179-182 ° C.

|ITABLA 7. Propicdades fisicas y opi para el t

38 -BENZOIL.OXI[-4-PREGNEN-6 20-DIONA (VII)

TABLA 7.1 caracteristicas fisicas

Propiedad determinada Valor encontrado y/o calculado
Punto de fusién ( °C) 179-182
Formula molécular _CisH1404
Peso molécular (uma) 434
TABLA 7.2 Datos esy opi experi !
Valor roscopi btenido Asignacién
UV (nm) .
| & max
232.13 CO a,p insaturada en C-6
IR (em™)
2935.08 y 2852.28 CH,y CH>
716.88 =0 de éster en C-3
702.34 C=0 cn C-20 y/o C-6
627.52 C=C conjugado en C-4
1600.85 C=C de anillo aromitico
1357.91-1452.59 CHj3 y CH; (confirmacién)
1452.59-1600.85 C-C de anillo aromatico
1270.09 CH 3 decl éster acetoxi en C-3
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1106.12

C-O-C del éster en C-3

713.09 Monosustitucién al anillo aromatico
RMN "H (ppm)
0.674 (s.3H) Cll;, C-18
1.078 (s,3H) CH; C-19
2.162 (s.3H) CH;. C-21
2.586 (m,2H) 2HenC-7
5.580 (m,1H) Hen C-3
6.235 (t,1H Hen C-4
7.441 (m,1H) H meta al carbonilo del éster en C-37
7.563 (m.1H) H meta al carbonilo del éster en C-3"
8.075 (m,2H) H orto al carbonilo del éster en C-3°

RMN C (ppm)

1° C18:13.292, C19:19.646, C21:31.459
2° C1:20.739, C11:22.761,
C2:24.087,C12:24.231,C15:34.494,
C16:38.294,C7:46.077
3° C8:34.022, C9:51.008, C14:56.625,
C17:63.236, C3:69.791,
C3-5’:133.065, C3-7°:130.002,
C4:128.307, C3-3°:129.694,

C3-4":129.078

4° C10:38.276,C13:43.986,

C20:201.876 ,C6:208.959, C3-2°:147.796
C3-1":166.145
EMJE) (m/z)

434 M7

416 M’ - (HO)

329 416 — (CH3CH,CH,COO)

312 329 — (OH)

297 312 - (CHy)+

269 297 (CO)

251 269 (H,0)

105 297 (CH3y) (pico base)
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H) SINTESIS DE 3f-(p -TOLUILOXI)-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VIII)

REACCION DE ESTERIFICACION

1.-DCC
2.-4-DMAPY
3.-Acido

4.-CH;Cyy » o

o Teamb/th "ﬁ—O"\o
o

3% 1) vun

En un matraz de bola de 100 ml se adicionaron 1g (3.0x10”mol) del compuesto V1
con 1.030g (4.992 mol) de 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC), 0.6g (4.911 mol) de 4-
dimetilamino piridina (4-DMAPY), 1g (0.0071 mol) de acido para- toluico y bajo una
atmésfera de nitrogeno se agregaron 100 mi de diclorometano (CH2Cl). La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacién magnética a temperatura ambiente durante 1h y en
condiciones anhidras. Terminado ¢l tiempo dec reaccion se vertié en un vaso de
precipitado con agua haciéndose extracciones sucesivas del compuesto con cloroformo,
la fase organica se lavé con agua destilada hasta pH neutro se sec6 con sulfato de sodio
anhidro sc¢ filtré y se concentré en cl rota-cvaporador obteniéndose diciclohexilurea
oxidada (DCCO) + producto. Para eliminar la DCCO se adiciond acetato de etilo y se
volvié a filtrar. Al filtrado obtenido (compuesto disuclto c¢n acetato de etilo) se le
cvaporé el disolvente a baflo maria formandose un sélido, el cual se purificé por
cromatografia en columna, utilizando como soporte gel de silice 60 y un sistema de

elusidén hexano/acetato de ctilo (8/2 %% V/V), obteniéndose un rendimiento del 65.8%
con un punto de fusion de 225-228 ° C.

ITABLA 8. Propicdades fisicas y espectroscépicas para el compuesto
3B —(p-TOLUILOXI)-4-PREGNEN-6,20-DIONA 111,

TABLA 8.1 caracteristicas fisicas

Propiedad dcterminada Valor encontrado y/o calculado
Punto de fusién ( °C) 225-228

Formula molécular C290H3604

Pcso molécular (uma) 448
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TABLA 8.2 Datos espect spicos experi |
Valor pico chtenido Asignacién
UV (nm)
A muax
240.98 CO o,f3 insaturada cn C-6
IR (em™)

2939.93-2850.28

CH, ,Cliz

1706.78 C=0 dc éster en C-3
1686.82 C=0 en C-20 y/o C-6
1607.55 C=C de anillo aromatico
1636.91 C=C conjugado en C-4

1451.26-1607.55

C-C dc anillo aromatico

1322.34-1451.26

CH3 , CH2 (confirmacidn)

1265.33 CHj del éster acetoxi en C-3
1104.91 C-O-C del ésteren C-3
756.63 Monosustitucion al anillo aromatico
RMN 'H (ppm)

0.673 (s,3H) CH; C-18

1.074 (s.3H) CH,. C-19

2.145 (s,3H CH;, C-21

2.412 (s.3H) CHj para al carbonilo del éster C-3°

2.582(m.2H) H; en C-7

5.573 (m.1H) HenC-3

6.232 (1,1H) HenC-4

7249 (m,2H)

H meta al carbonilo del ester cn C-37
(protones del unillo aromatico)

7.949 (m.2H)

H orto al carbonilo del ester en C-37
(protones del anillo aromatico)

RMN "*C (ppm)

C18:13.292, C19:19.665, C21: 31.445,
C3-6’: 21.640

3°

C1:20.748, C11:22.779,
C2:24.096,C12:24.259,C15:34.531,
C16:38.318,C7:46.082
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C8:34.041, C9:51.036, C14:56.648,
C17:63.255. C3:69.581, C4:129.288,
C3-4°:129.022, C3-3°:129.731

a°

C10:38.271,C13:43.990, C3-5:143.766,
C3-2":147.702, C3-1":166.233,
C20:201.904. C6:208.969 y C5:127.280
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EMQUE) (m/z)

464 M”
448 ¥ (CH3)-
433 448 — (CH3).
344 433 - 2(CH3;CO)+
297 312 — (CH3).
268 297 -~ (CHj3 - CH»)
251 268 — (OH)
299 251- (CH,CO)+

19 136- (OH ) (pico base)
91 119 — (CO)
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CAPITULO S

EVALUACION FARMACOLOGICA

5.1. Etapa 2: Evaluacién biolégica de la actividad antiandrégenica

La cvaluacion de la actividad antiandrogenica sc realizo a los compuestos VIL y
VI1II. Estos compuestos fucron evaluados con tres pruebas diferentes; dos in vitro, y un
ensayo bioldgico in vivo.

Para el desarrollo de los experimentos se emplearon hamsteres machos de la cepa
Syriam Golden con un peso promedio de 150-200 g y gonadectomizados 30 dias antes
del estudio. Los animales s¢ mantuvicron 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 sc describe cada uno de los experimentos realizados.

5.2. Experimentos in vitro:

5.2.1. Inhibicién de la actividad de la enzima S5a-reductasa presentc en fraccidn
microsomal de vesicula de hamster a pH= 7.0.

5.2.1.1. Obtencion de la fraccion microsomal y citosélica de las vesiculas seminales de
hamster.

Se sacrificaron 50 hamsteres machos con aproximadamente 72 horas dc
castracion. Se scpararon prostatas y vcesiculas 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 HCl-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 scpard el
precipitado (fraccién microsomal) del sobrenadante (fraccion citosélica). El precipitado
se resuspendié en 3 voliumenes de medio A (0.32 M de sacarosa, 0.1 mM ditiotreitol y
solucién 20 mM amortiguadora de fosfatos a pH=6.5) en rclacion con ¢l peso del tejido
obtcnido inicialmente y se determiné cl contenido de proteinas tanto en la fraccion
microsomal como en la citosélica. por ¢l método de Bradford.**
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Con la fraccién microsomal de vesicula seminal previamente obtenida, se realizo
un estudio mectabdlico in vitro para conocer ¢l posible efecto inhibitorio del esteroide
sobre la enzima Sa-reductasa.?® Para realizar estec bioensayo los esteroides a cvaluar en
concentraciones de 1 X 10°-1X 107,100 X 10°nM para VII y VIII y ademds 2X10°-
2 X10"' , 10 X10° uM para VIl sc incubaron cn presencia de 250 pg de proteina de
microsomas de vesicula seminal ¥y una mezcla de incubaciéon que contenia: 2 mM de
testosterona tritiada T[I-I’]. 2 mM de NADPH', 1 mM de ditiotrcitol y una solucidén
amortiguadora 40 mM de fosfatos a pH= 7.0. El bioensayo se incubd durante una hora a
una temperatura de 37°C con agitacion constante.

Ademas, sc¢ preparé un control que contenia fraccion microsomal y mezcla de
incubacién, sin inhibidor, ¢l cual corresponde al 100 % de conversion. La incubacién
terminé con la adicién de CH;Cla, para después realizar extracciones sucesivas a la
mezcla de reaccion con el mismo disolvente. La separacién de los productos tritiados T
[H?*] y DHT [H’] se realizé por CCF, en un sistena de clusidon cloroformo/acetona (9:1).
La region de la placa correspondientec a DHT [H?] (Rf 0.68) producto obtenido por la
transformacion de T [H?] a DHT {H?] en presencia de la enzima Sa-reductasa, se
colocd en viales con liquido de centelleo ultima Gool; finalmente se midié la
radiactividad, utilizando un contador de centelico (Packard tri-carb 21 00TR).

Sc determiné la cantidad de esteroide necesario para inhibir el S0 % de la
actividad de la enzima Sa-reductasa (ICso)- Los resultados se muestran en las Graficas 1

y 2. La comparacion de los valores de 1Cso con las estructuras se muestra en la Tabla B
(Pag., 44).

2 n
88

1C,,=52nM

% DE ACTIMDAD DELA 50
REDUCTASA
8888

60 a0 100 120

[nM DEL COMPUESTO Vi)

GRAFICA 1.0

IBICION DE Sa-REDUCTASA POR EL COMPUESTO Vil DETERMINACION DEL ICs.
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% DE ACTIVIDAD DE LA 50-
REDUCTASA,
o 88888

-

60 80 100 120

[nM DE FINSTERIDA)

GRAFICA 2. INHIBICION DE $a-REDUCTASA POR LA FINASTERIDA. DETERMINACION DE 1Cy,.

Tabla B. VALORES DE ICs, COMPARADO CON ESTRUCTURAS QUIMICAS

COMPUESTO ** 1Cso
HCHIICHN
10 nM
o N
H
FINASTERIDA
52nM

COMPUESTO VIl

No hay inhibicion.

** [Cso: Cantidad de sustrato la cual inhibe ¢l 50% de la actividad de 1a cnzima.
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5.2.2. Determinacion de la unién a receptores en citosol de vesicula seminal

Estic bioensayo se realizé con el fin de conocer si existe algan tipo de inhibicién
producida por los estecroides evaluados, hacia la unidn a rcceptores androgénicos los
cuales se encuentran prescntes en ¢l citosol de los tejidos dependientes de androgenos
como la vesicula seminal de hamster. Los compuestos VII y VIII se incubaron en
concentraciones de 1X10% - 6 X102 uM en presencia de 200 pl de citosol y 1 nM de
dihidrotestosterona tritiada DHT [H?] durante 18 h a 4°C. Terminado cl tiempo de
incubacién sec agregé una suspension de carbon activado-dextran para climinar la
radiactividad libre o no unida al receptor, incubando nucvamente durante 45 min. En
hiclo. Finalmente se separd el sobrenadante por centrifugacion a 4000 rpm, durante 10
min a 14°C., midiéndose la radiactividad prescnte cn el sobrenadante provocada por la
DHT [H?] unida al receptor. El analisis por competencia al receptor se llevé a cabo en
presencia del sustrato natural, DHT (no marcada) o de los inhibidores. Los resultados
obtenidos se presentan en la Grafica 3.

140
120 -
100
80 -

40
20

%DE UNION A RECEPTORES

| . M)

GRAFICA 3. UNION A RECEPTORES ANDROGENICOS.

5.3. Experimentos in vivo:
5.3.1. Efecto del compuesto VII sobre vesicula seminal y préstata de hamster

Es importante mencionar que al compuesto VIII no se¢ le realizé esta prucba
debido a que cn los ensayos en vitro dio como resultado que no es un compuesto con
actividad antiandrégenica.

Para rcalizar ¢ste ensayo biolégico se utilizaron seis grupos de cuatro hamsteres
cada uno, con diferentes tratamicntos. Los animales se gonadectonizaron 30 dias antes
del experimento, manteniéndolos en condiciones de bioterio a una temperatura
controlada de 22°C con comida y agua ad libitum. A cada uno de los animales de los
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diversos grupos, se les administraron por via subcutanca 200ug de testosterona y 400ug
del’ esteroide disuelto en aceite de sésamo (ajonjoli) como wvehiculo. Se aplicaron
inyecciones diarias por un periodo de 6 dias. Sc utilizaren 3 grupos dc animales como
controles; el primero de cllos se tratd tnicamente con vehiculo, el segundo con una
solucién olcosa dc testosterona y el tercero se tratd con una soluciéon olcosa de
testosterona mas finasterida. Después de scis dias, los animales fueron sacrificados bajo
la anestesia con éter y se obtuvicron las préstatas y las vesiculas seminales, las cuales

fueron pesadas mas tarde®S. Los resultados obtenidos se muestran en la Grificas 4 y 5.

77.975

36.925

peso de la préstatamg)

VEHICULO T T Tovld
FINASTERIDA

GRAFICA 4.EFECTO DEL COMPUESTO VII SOBRE EL PESO DE LA PROSTATA.
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GRAFICA S. EFECTO DEL COMPUESTO VII SOBRE EL PESO DE VESICULA SEMINAL.
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CAPITULO 6

6.1. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1.1. DISCUSION DE RESULTADOS DE LA EVALUACION FARMACOLOGICA

Los resultados del ensayo bioldgico i vive muestran que los animales inyectados
con T incrementan el peso de la prostata y de las vesiculas seminales con respecto al
control (animales tratados con vehiculo). Mientras que aquellos animales que se trataron
con finasterida presentaron la disminucion del peso de las mismas tal y como estd
reportado.®™ ¢ Ahora bien, el compuesto VII disminuyd tanto el peso de ia vesicula
como ¢l de la prostata, aunque no por debajo de la disminuciéon provocada por la
finasterida (Tabla B, Pag 44). Los resultados obtenidos del ensayo im vitro para la
inhibicién de la enzima demostraron que ¢l compuesto VII se comporta como inhibidor,
mientras que ¢l compuesto VIII no, ya que no presenta un valor de ICsy que permita
dccir lo contrario, como en el caso de la finasterida, cuyo ICsg es de 10nM.

Por otra parte los resultados de union a receptores (Tabla B, Pag. 44), mostraron
que ninguno dc los dos compuestos evaluados ticnen afinidad hacia los receptores
androgénicos presentes en VS y préstata.

6.1.2. DISCUSION DE LA SiNTESIS DE LOS COMPUESTOS
3B—_HIDROXI-5-PREGNEN-20-ONA (I)

Este esteroide fue utilizado como materia prima ya que presenta las
funcionalidades quimicas necesarias para ser transformado en el compuesto descado.

Sc caracterizé por sus propicdades fisicas y espectroscopicas, tal como se presenta en las
tablas 1.1 y 1.2 (Pag. 28).

En ¢l IR (cm-1) (Espectro 1, Pag. 61). Se encontraron dos absorciones ¢n la zona
de los carbonilos 1697.22 y 1681.40 siendo la ultima la sefial mas intensa la cual
correspondié a la cctona en C-20. También se cncontré la sefial de 1642.22 que
representa un doble enlace en C-5. Importante fuc la seital de 3437.96 que correspondio
al grupo alcohol en C-3. Por ultimo, las sciiales de metilos y metilenos de 2927.93 y
para confirmar los picos en cl intervalo de 1381.11-1465.77.

RMN 'H (ppm) (Espectro 2, Pag. 62). Pr 0 las siguientes senales: 3
singuletes en 0.633,1.012 y 2.537 que integraron para tres protones cada uno,
correspondientes a los protones de los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamentc; un
multiplete en 3.530 quc integra para un protén de la base del alcohol en la posicion C-3

y finalmente un doblete en 5.350 que corresponde al protdn del carbono en la posicion
6.
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B -ACETOXI-5-PREGNEN-20-ONA (II)

El primer paso de sintesis fue la acetilacion en C-3 de la materia prima. El método
cmpleado consistié en la acetilacion convencional mediante una mezcla de anhidrido
acético y piridina formando de esta mancra el clectrofilo acetilpiridinio considerado
como la especie acctilante. El producto acctilado sc caracterizé por sus propiedades
fisicas y espectroscopicas, tal como se presentaron cn las tablas 2.1 y 2.2 (Pag. 29).

En cl IR (cm-1) (Espectro 3, Pag. 63). Se encontraron dos absorciones en la zona
de los carbonilos cn 1726.19 y 1704.89, correspondicntes a los carbonilos del grupo
acectoxi en C-3 y de la cetona en C-20, respectivamente. También se observaron seiiales
correspondientes a metilos y metilcnos en 2939.94, 1357.82 y 1434.64. Las seiiales en
1237.16 y 1027.07 representan la vibracion del acctoxi éster y C-O-C del éster en C-3
respectivamente. Finalmente desaparcce la sefial que corresponde al alcohol de la
materia prima, confirmando asi la aparicion del grupo acetilo.

En el EM (IE) m/z (Espectro 4, Pag.64). Mostré un ién molecular en 358
correspondiente al peso molecular del compuesto 1I. Aparecié también un pico en 357
correspondientc a M-1, ¢l pico en 342 indica la pérdida de 15 unidades equivalente al
fragmento (CHa)+ de M-1. El pico en 298 (pico base) sc debio a la pérdida de un grupo
(CH3COO) de M-1. A su vez cl pico 283 sc forma por la pérdida del grupo (CHj3)+ del
fragmento 298 (pico basc). El pico en 255 sc debioé a la pérdida (C=0) del fragmento

molecular 283 y ¢l pico en 253 se¢ debe a la pérdida de 2 (CHa)+ del fragmento
molccular 283.

En RMN'H (ppm) (Espcctro 5, Pag. 65). Presento las siguientes seilales: Dos
singuletes 0.633 y 1.023 que integraron para 3 protones cada una, correspondientes a los
protones de los metilos C-18 y C-19 respectivamente; 2 scilales simples en 2.036 y
2.127 que integraron para 3 protones, cada una perteneciente al metilo C-21 y al metilo
del grupo acctoxi en C-3 respectivamente; una sefial multiple que integra para un protén
en 4.607 correspondiente al protdn base del acetoxi en C-3. En la zona de protones
vinilicos se observo un doblete en 5.380 que integra para un protén, el cual se debié al
proton vinilico en C-6.
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3P -ACETOXI-Sa,6a -EPOXI-PREGNAN-20-ONA (I11)

El tercer paso de la sintesis involucro la formacién de un epoxido entre el C-5 y ¢l
C-6. Gracias a las adecuadas propiedades de solubilidad del sustrato y reactivo la
epoxidacién se realizd con MCPBA cn medio dcido, produciéndose una reaccion
electrofilica concertada de un paso, donde se¢ da el epoxido y ¢l acido directamente sin
intermediario. Debido a que la reacciéon se tleva a cabo en medio acido, pero en
condiciones anhidras, el acetato en la posicion C-3 se mantiene sin sufrir hidrélisis.

El compuesto obtenido se caracterizé mediante sus propiedades fisicas y
espectroscopicas, mostradas en las tablas 3.1 y 3.2 (Pag. 31).

En el IR (cm-1) (Espectro 6, Pag. 66). La absorcion de 1733.62 observada en cl
espectro como una banda intensa corresponde a un éster carboxilico en C-3. Sc confirmé
la presencia del mismo con la seiial intensa de 1242.61 y 1034.40 del acetoxi éster y C-
O-C en C-3 respectivamente. Sc observé  la seiial de 752.80 correspondiente al grupo
cpoxido. Se siguieron presentando en 1703.32 las seilales del carbonilo de cetona en C-
20 y de metilos y metilenos en 2942.01 asi como la confirmacion de los mismos con los
picos en cl rango de 1360.16-1469.67.

En el EM (IE) m/z (Espectro 7, Pag.67). Mostré un ién molécular de 374
correspondiente al peso molecutar del compuesto (I11). También aparecié un pico en 356
debido a la deshidratacion que sufrié en primer paso el i6n molécular. Las sefiales de
296 y 314 se¢ debicron a la pérdida de 59 unidades o un grupo (CH3COO) del ién
molécular menos agua y del ién molécular respectivamente. Asi también, el pico 281 se
debioé a la pérdida de 15 unidades o un mectilo del fragmento 296; finalmente, 253
correspondiente a la pérdida de 28 unidades o un CO del frapmento 281.

En RMN'H (ppm) (Espectro 8, Pidg. 68). Sc observé en el espectro que
dcsaparece la sefial de 5.380 que corresponde a un protdn vinilico en C-6 de la reacciéon
anterior (acetilacion), para dar lugar a las sciiales de los protones relacionados al
cpoxido. Las seiiales simples en 0.595,1.232 y 2.019, que integran para 3 protones cada
una, y corresponden a los metilos C-18, C-19 y C-21, respectivamente; finalmente,
siguicron mantenicndo las sefiales de los protones unidos a carbonos del éster acetoxi en
C-3 como son 2.504 que integra para 3 protoncs de metilo del éster.

3F-ACETOXI-Sa-HIDROXIPREGNAN-6-20-DIONA (IV)

El siguientc paso en la ruta de sintesis fue la oxidacion del cpéxido que se
cncucntra entre ¢l C-5 y C-6, para dar lugar a un grupo oxhidrilo y un carbonilo en C-5
¥y C-6 respectivamente. Utilizando como agente oxidante una mezcla de CrO3/H,O.
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El compuesto obtenido se caracterizé mediante sus propiedades fisicas y
espectroscopicas, mostradas cn las tablas 4.1 y 4.2 (Pag. 32).

En el IR (em-1)(Espectro 9, Pig. 69). Se encuentran 3 absorciones 1737.02,
1715.44 y 1689.86 correspondientes a los carbonilos del grupo acetoxi en C-3, de las
cetonas en C-20 y C-6 respectivamente. Se confirmo la oxidacién del grupo epoxido con
la aparicién del carbonilo en C-6 y la aparicién de una sciial intensa en 3455.84, la cual
corresponde al oxhidrilo en C-3. Las sefales en 1232.08 y 1041.96 representan la
vibracion dcl éster acetoxi y C-O-C del éster en C-3 respectivamente. Sc¢ observaron
sefiales correspondientes a metilos y metilenos en 2947.73 y sc confirmaron con las
sefiales en ¢l intervalo de 1365.11-1450.62.

En EM (IE) m/z (Espectro 10, Pag. 70). Mostré un ién molecular en 390
correspondicnte al peso molecular del compuesto ['V. También aparecid una seiial en
391, que corresponde a M+1. Se observé un pico en 372 el cual se formé por la
deshidratacion del i6n molccular. E} pico ¢n 330 represento ¢l pico base y se formé por
la pérdida del fragmento (CH3;COO)- del ion molecular. A su vez, el pico en 312 se
debid a la deshidratacion del fragmento molecular 330 o a la pérdida del fragmento
(CH3COO)- del fragmento molccular 372, El pico en 287 sc dcbié a la pérdida de 59
unidades del grupo (CH3-CO)+ dcl pico base 330 y cl pico cn 269 se dcbio a la
deshidratacién del fragmento molecular 287,

EN RMN'H (ppm) (Espectro 11, Pag. 71). Un multiplete en 2.559, que integra
para un protén correspondiente al oxhidrilo en C-5. Las seciiales simples en 0.601,0.815
y 2.011 que integran para 3 protones cada una corresponden a los metilos C-18, C-19 y
C-21 respectivamente. La sciial simple en 2.127 que integra para 3 protones corresponde
al metilo del grupe acctoxi en C-3. La sefial maltiple de 5.044 quc integra para un
protén, se asignd al protén en C-3.

IP-ACETOXI-4-PREGNEN_-6,20-DIONA (V)

El siguientc paso de la sintesis consistio en la eliminaciéon del grupo OH en la
posicion C-5 para dar lugar a una doble ligadura entre los carbonos 4 y S, para lo cual se
utilizo piridina y cloruro de tionilo, debido a que este ultimo se descompone ficilmente
por el oxigeno fuc nccesario destilarlo y secarlo perfectamente. Para tomarlo y
adicionarlo a la rcaccion se utilizé una atmésfera de nitrogeno llevandose a cabo la
reaccion en condiciones anhidras.

El compucsto obtenido se caracterizé mediante sus propiedades fisicas y
espectroscopicas, mostradas cn las tablas 5.1 y 5.2 (Pag. 34).

En el IR (cm-1) (Espcctro 12, Pag. 72). Se observé la seiial del carbonilo del
éster en C-3 en 1737.35 al igual que la seial de confirmacion en 1243.01 y 1021.56 que
correspondc al éster acctoxi y a la union C-O-C en C-3. Aparecio la seilal de 1642.54
que nos indica una doble lipadura C=C en C-4 y que no esta presente en el espectro
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(9, Pag. 69) de la reaccion anterior de oxidacién. Por el contrario aqui se perdié la sefial
intensa del alcohol 3455.84, esto debido a que cn la recaccion de eliminacion ¢l OH da
lugar a la doble ligadura en C-4. Finalmente, las sefiales del carbonilo de cetona en C-20
y/o C-6 de 1698.99, asi como las sciiales de metilos y metilenos 2958.58 y la
confirmacion en el intervalo de 1361.87-1436.66.

EN EL UV (nm) (Espectro 13, Pag. 73). En este compuesto s€ observéd la
presencia de un grupo cromoéforo CO a, f-insaturado en C-6 con imax de 235.37
conjugado con la doble ligadura en C-4.

En EM (1E) m/z (Especiro 14, Pag. 74). Mostré un ion molécular de 372
correspondiente al peso molécular del compuesto V. Por otro lado el i6n molécular al
perder 43 unidades del fragmento (CHaCO)+ gener6 el pico en 330 el cual a su vez al
perder 60 unidades de un (CH3;COOH)+ y 15 de un CH; dio dos picos en 269 que
corresponde al pico base y 315 respectivamente. La sefial correspondiente a 255 se
debié a la pérdida de un etilo con valor de 14 unidades del frapmento 269, finalmente ¢l
pico con valor de 227 corresponde a la pérdida de un CO con valor de 28 unidades del
frapmento 255 asi como también se volvié a perder otro CO del fragmento 227 para dar
lugar al pico con valor de 199.

EN RMN'H (ppm) (Espcctro 15, Pag. 74). Observamos una seiial en 6.100,
triplete que integra para 1 hidrégeno, el cual corresponde a un protdn vinilico en C-4.
Sigue presente ¢l multiplete que integra para 1 H ahora en 5.350 y que nos indica el
protén  en la posicion C-3. Los protones en posicidén alfa con respccto a un grupo
carbonilo absorben entre 2.0 y 2.5, en este caso s¢ observé una sefial en 2.580 que
integra para 2 protoncs y sc asignaron a los protones en C-7. También sc observaron las
sefiales simples en 0.662,1.031 y 2.070, quc integran para 3 protones cada una, y
corresponden a los metilos C-18, C-19 y C-21, respectivamente. finalmente cl singulcte
que intcgra para los 3 protones cn 2.138 ppm se asigno al éster acetoxi en C-3.

If-HIDROXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (V1)

El siguiente paso dec sintesis consistio en la hidrélisis del grupo acctato para
regenerar ¢l hidroxilo en C-3.

Esta rcaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente, en medio basico y
cmpleando como disolvente metanol. El compuesto hidrolizado obtenido se caracterizé
por sus propicdades fisicas y espectroscopicas. Tablas 6.1 y 6.2 (Pag. 35 y 36).

En cl IR (cm-1) (Espectro 16, Pag. 76). Aparecié una banda en 3406.23cm™’
correspondicnte al oxhidrilo en C-3, con la desaparicion de las seifiales del C-O-C del
éster en C-3 y el éster acetoxi confirmando asi la hidrolisis, para dar lugar a pequeiios
picos en ¢l intervalo de 1100-1250 que representan sefales de la uniéon C-O. Se observo
una sciial 1686.95 cn la zona de los carbonilos de las cetonas correspondiente al C-6 y/o
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C-20. Aparecié una bandn en 1631.12 que corresponde al vinilo. Se observaron sefales

correspondientes a metilos y metilenos en 2941.95 y la confirmacién en 1353.81-
1423.62. . .

En el UV (nm) (Espectro 17, Pag. 77). De este compuesto se observo la presencia
de un grupo croméforo CO a, §- insaturado ¢n C-6 con Amax de 239.38 conjugado con
la doble ligadura cn C-4.

La EM (IE) m/z (Espectro 18, Pag. 78). Mostré un ién moleccular de 330
correspondiente al peso molecular del compuesto V1. También aparecié una sefial en
315 que representa el pico base y sc debid a la pérdida del frapmento (CHj)+ del ion
molecular, Se observé un pico en 297 el cual se formoé por la deshidratacion del
fragmento molccular 315 (pico base). A su vez hay un pico en 287m/z debido a la
pérdida del grupo (CH;3-CO)+ del frapmento molecular 330 o bien debido a la pérdida
de (C=0)+ del fragmento 315. Hay un pico en 245 que se debié a la pérdida de (CHi-
C=)+ del fragmenio molecular 287. Finalmente la seifial de 245 y 227 se debio a la
pérdida de un grupo (CH3-CO)+ y (CH3;-COOH) del fragmento 287 respectivamente.

En la RMN'H (ppm) (Espectro 19, Pig. 79). Presenté las siguicntes sefiales:
aparecid un triplete que integra para un proton en 4.256 correspondiente al hidrégeno
base del oxhidrilo en C-3, confirmandose la hidrélisis. Se observaron 3 singuletes 0.660,
1.014 y 2.139 que intecgran para 3 protones cada una, correspondientes a los metilos C-
18, C-19 y C-21 respectivamente. Finalmente un triplete que integré para un protéon en
6.188 ¢l cual correspondié al proton vinilico en C-4.

38 -BENZOILOXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VII)

La esterificacion del grupo oxhidrilo en C-3 del compuesto (V1) se llevo a cabo
con icido benzoico para dar lugar a un nucvo compuesto cuya estructura se elucidé por
sus propicdades fisicas y espectroscopicas presentadas en la tablas 7.1 y 7.2. (Pag. 37).

En el IR (cm-1) (Espectro 20, Pag. 8). Sc comprobd la esterificacion del oxhidrilo
en la posiciéon C-3, con la desaparicion de la banda en 3406.23 que se ve en ¢l espectro
(16, Pag. 76) y la presencia de 2 seilales en la zona de carbonilos. la primera en 1716.88
que correspondié al carbonilo del éster en C-3 la segunda de 1702.34 quc correspondid

al C=0 ¢n C-6 y/o en C-20. Sc observé también la sefial en 1627.52 correspondiente a
un doble enlace conjugado en -4,

El pico en 1600.85 confirmsé la presencia del anillo aromitico en C-3'" asi como
la scihal dec 1584.28, cstas dos sefiales son caracteristicas de anillos aromaticos; sc
confirmé aun mais con las seifiales de 1452.59 a 1600.85 de C-C de anillo aromatico y
713.09 que corresponde a una monosustitucion al mismo.
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Se obscrvaron absorciones fucrtes en el intervalo de 1106.12 a 1270.09 que
corresponden a la unién C-O-C y al éster acetoxi en el C-3. Finalmente se observaron
sciiales correspondientes a metilos y metilenos de 2945.08-2852.28 y la confirmacion en
1357.91-1452.59.

En el UV nm (Espectro 21, Pag. 81): Sc observd la presencia de un grupo
croméforo CO a, f3- insaturado en C-6 con una Amax de 232.13 conjugado con la doble
ligadura en C-4.

La EM (IE) m/z (Espectro 22, Pag. 82). Mostré un i6n molécular de 434
correspondiente al peso molécular del compuesto (V). Por otro lado cl i6n molécular al
perder una molécula de agua con valor de 18 unidades da el valor de 416 que
corresponde a otro pico el cudl al perder 87 unidades de (CH3;CH2CH,COO)" generd
otro pico e¢n 329. La sehal 312 corresponde a la pérdida de un OH con valor de 17
unidades del fragmento 329. La perdida de un metilo del fragmento 312 dio otro pico en
297 el cual al perder 28 unidades (CO) y un CH; con valor de 14 unidades dio dos picos
en 269 y 105 respectivamente, siendo este iltimo el pico base; finalmente se observo el

pico de 251 debido a la perdida de 18 unidades de una molécula de agua del fragmento
269.

En la RMN'H (ppm) (Espectro 23, Pag. 83). Se observd una sciial en 6.235
como un doblete que integra para 1 hidrogeno, en C-4. Sigui6 presente el multiplete que
integra para 1 H ahora en 5.580 y que indica el protén en la posicion C-3. Los protones
en posicion alfa con respecto a un grupo carbonilo absorben entre 2.0 y 2.5 en este
caso s¢ observé una sciial en 2.586 que integra para 2 protones que se asigné al C-7.

También se observaron las sefiales simples en 0.674,1.078 y 2,162, que integran
para 3 protones cada una, y corresponden a los metilos C-18, C-19 y C-21,
respectivamente. Finalmente las sefales de 7.441 y 7.563 corresponden a los protones
en posicion meta al carbonilo del éster en C-3*" y la sefial de 8.075 a los que estan en
posicion orto.

En la RMN'’C (ppm) (Espectro 24,25, Pag. 84,85). Reafirmdé la formacion del
éster al aparecer 3 sefiales en la regién de carbonilos 208.959, 201.876 y 166.145; las
dos primeras corresponden a carbonilo de cetona que en teoria tiene un desplazamiento
quimico de alrededor de 200 y la altima que corresponde a un carbonilo de éster los
cuales tienen desplazamientos de alrededor de 170 a 180. Los carbonos a al carbonilo
generalmente absorben entre 30 (metilo) y a 44 (metileno); ¥7 por lo tanto, también se
confirmé la presencia del metilo a al carbonilo en C-20 por la seiial de 31.459 el cual es
un carbono primario y cl etilo también & al carbonilo (CH2-C=0) que se encuentra en
la posicion C-7 de 46.077. Los carbonos enlazados al oxigeno de los ésteres absorben
alrededor de 60 a 80: *” por lo 1anto, también se confirmé la presencia del éster al tener
una seilal de 69.791 que corresponde al carbono terciario unido al O-éster en C-3. Por
otro lado los atomos aromiticos de carbono absorben a unos 120 a 150 en la
espectrometria de C'?, @7 con las seiiales de carbonos terciarios en 133.065 para (C3-
5°). 130.002 (C3-3"). 129.694 (C3-4°) y un cuaternario cn 147.796 (C3-2°), se¢ puede
afirmar la presencia del anillo aromaitico del éster. Finalmente en 38.276, 43.986 y
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129.078 aparecieron los carbonos cuaternarios correspondientes a C-10, C-13 y C-5
respectivamente. El C-4 es un carbono vinilico del anillo A terciario con un valor de
128.307. Los otros carbonos terciarios C-8, C-9, C-14 y C-17, cuyas sehales las
encontramos en 34.022, 51.008,56.625 y 63.236 respectivamente. Finalmente los otros
dos carbonos primarios aparecen a campo alto, como podemos apreciarlos en 13.292 y
19.646 para C-18 y C-19 respectivamente.

I —(p-TOLUILOXI)-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VIII)

La esterificacién del grupo oxhidrilo en C-3 del compuesto VI se ilevé a cabo con
acido para-toluico para dar lugar a un nuevo compuesto cuya estructura sc elucidé por

sus propiedades fisicas y espectroscopicas presentadas cn la tablas 8.1 y 8.2, (Pag. 39 y
40).

En ¢l IR(cm-1) (Espectro 26, Pag. 86): Se volvié a comprobar la esterificaciéon
del oxhidrilo en la posicién de C-3, con la desaparicion de la banda ¢n 3406.23 que se
ve en ¢l espectro (16, Pag. 76) y la presencia de 2 seiiales en la zona de carbonilos al
igual que el compuesto (VII), la primera en 1706.78 que corresponde al carbonilo del
éster en C-3 la scgunda de 1686.82 que corresponde al C=0O en C-6 y/o en C-20. Se
observé también la sefial en 1636.91 correspondiente a un doblc enlace en C-4 y que
ademas es un enlace conjugado. También hay un pico ahora en 1607.55, cl cuil habla de
la presencia del anilio aromatico en C-3'; se confirmé aiun mais con las seiales de
1451.26 a 1607.55 de C-C dec anillo aromatico y 756.63 quec corresponde a una
monosustitucion.

Sc observaron absorciones fuertes en el intervalo de 1104.91 a 1265.33 que
corresponden a la unién C-O-C y al éster acetoxi en el C-3. Finalmente; se observaron
sefiales correspondicntes a metilos y metilenos de 2939.93-2850.28 asi como la
confirmacion en 1322.34-1451.26.

En ¢l UV nm (Espcctro 27, Pag. 87): Se observé la presencia de un grupo
cromoéforo CO a, §- insaturado en C-6 con una Amix de 240.98 conjugado con la doble
ligadura en C-4.

La EM (IE) m/z (Espectro 28, Pag. 88). Mostréd un ion molécular de 464
correspondiente al peso molécular del compuesto VIIL Por otro lado, éste, al perder un
metilo, presenté un pico en 448 que a su vez perdié otro metilo y dio 1a sefial en 433. El
pico correspondiente a 344 sc debid a la pérdida de dos (CH3;CO)" del fragmento 433.
La pérdida de un metilo dec 312 dio otro pico en 297 el cual al perder 29 unidades
(CH3CH2)" presentd el pico en 268 que al perder un OH dio otro pico en 251, este
menos un (CH>CO)* con valor de 42 unidades una seiial en 299. Finalmente, 136 menos

un OH presento6 el pico base de 119 y este a su vez con la perdida de un CO el pico en
9.

En la RMN'H (ppm) (Espcctro 29, Pag. 89). Se¢ obscrvo una sciial en 6.232 que
es un doblete que integra para 1 hidrogeno, en C-4. Siguc presente ¢l multiplete que

54



integra para 1 H ahora en 5.573 y que indica ¢l protén en la posicion C-3. Los protones
en posicién alfa con respecto a un grupo carbonilo absorben entre 2.0 y 2.5%, en este
caso también se observé una seifial en 2.582 que intcgra para 2 protones que sc asignaron
al C-7.

' Sc observan las sefiales simples en 0.673,1.074 y 2.145, que integran para 3
protones cada una, y corresponden a los metilos C-18, C-19 y C-21, respectivamente.

Las sefnales de 7.249 y 7.949 corresponden a los protones en posicion meta y orio
al carbonilo det éster en C-3*"Y C-3% respectivamente. Asi como también aparecié una
nueva seiial quc no csta presente en ¢l espectro 23 del compuesto (VI1) y es de 2.412
que integra para 3 protones y se trata de los protones del metilo del anillo aromdtico en
posicién para al carbonilo del éster en C-3°",

En la RMN"C (ppm) (Espectro 30, 31. Pag. 90,91). Debido a que las estructuras
de los compucstos Vil y V111 s6lo se diferencian en ¢l metilo para al carbonilo del éster
que tiene este ultimo, sc presentaron casi las mismas sefiales con un valor muy
semejante. Por lo tanto se volvio a confirmar la formacion del éster al aparecer 3
sciiales en la region de carbonilos 201.904, 208.969 y 166.233; las dos primeras
corresponden a carbonilo de cetona en C-20 y C-6 que en teoria ticnen un
desplazamiento quimico de alrededor de 200 y la ultima que corresponde a un carbonilo
de éster los cuales ticnen desplazamicentos de alrededor de 170 a 180%7. Los carbonos a
al carbonilo generalmente absorben entre 30 (metilo) y a 44 (mclilcno)”, por lo tanto,
aqui también se confirmo la presencia del metilo a al carbonilo en C-20 por la seiial de
31.445 cl cual es un carbono primario y el etilo también a al carbonilo (CH;-C=0) que
se encucntra en la posicion C-7 de 46.082. Los carbonos enlazados al oxigeno de los
ésteres absorben alrededor de 60 a 807, por lo tanto también se confirmé la presencia
del éster al tener una seilal de 69.581 que corresponde al carbono terciario unido al O-
éster cn C-3. Por otro lado los atomos aromaticos de carbono absorben a unos 120 a 150
en la espectrometria de C'* @7 con las sefiales de carbonos terciarios en 129.022 para
(C3-47), 129.731 (C3-37) y dos cuaternarios en 147.702 (C3-2°) y una nueva sciial en
143.766 (C3-5°). que hace la diferencia entre el compuesto V11 y éste y que ademas no
esta presente cn cl espectro del primero con lo que se confirma el grupo metilo en la
posicion para del anillo aromatico. Finalmente cn 38.271, 43.990 y 127.280 aparecen
los carbonos cuaternarios correspondientes a C-10, C-13 y C-5 respectivamente. El C-4
es un carbono vinilico del anillo A terciario con un valor de 128.288. Los otros carbonos
terciarios C-8, C-9, C-14 y C-17, cuyas seiiales las encontramos en 34.041, 51.036,
56.648 y 63.255 respectivamente. Los otros dos carbonos primarios aparecieron a
campo alto, s¢ pueden apreciar en 13.292 y 19.665 para C-18 y C-19 respectivamente
asi como también muy importantc otra nueva sefial con valor de 21.640 y que
corresponde al (C3-6") carbono det metilo en posicion para al carbonilo del éster, esta

seifial no se observa en cl espectro (Espectro 24,25, Pag. 84,85) del compuesto VI con el
quc estamos comparando.
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6.2. CONCLUSIONES:

En cste trabajo sc levd a cabo la sintesis orginica de dos compuestos de
naturaleza esteroidal que sélo difieren en el grupo metilo en la posicién para del anillo
bencénico en C-3: 1.- 38-BENZOILOXI-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VII) ¥ 2.- 383-(p-
TOLUILOXI)-4-PREGNEN-6,20-DIONA (VIII).

Su caracterizaciéon se logré mediante sus propiedades fisicas (p.f.) ¥
espectroscépicas (UV, IR, RMN'H y '*C, EM (IE)).

Se .efectud la evaluacion farmacoldgica in vitro € in vivo para el caso del
compuesto VII en el caso decl compuesto VIII  soélo la primera. De lo anterior se
concluye que:

El compuesto VIII no presenté actividad antiandrogénica ya que no inhibe la
enzima Sa-reductasa, ni tienc afinidad hacia los receptores androgénicos.

Por el contrario el compuesto VIl se considerd con actividad antiandrogénica ya
que present6 inhibicion de la enzima 5a-reductasa; este compuesto tiene propiedades
scmejantes a la finasterida la cual no se une a receptores de androgenos, sin embargo
disminuye el peso de la prostata y las vesiculas seminales, (Graficas 4 y 5) (Pag., 46).

El hecho dec que el compuesto V11 inhiba a la enzima Sa-reductasa, mientras que
el VIII no tenga este efecto, sugiere que ¢l grupo metilo en la posicién para del anillo
bencénico en C-3 de este ultimo (Pag27, VIII), es determinante para que la enzima sea
o no inhibida.

El compuesto VII sintetizado pucde ser estudiado clinicamente para determinar
sus efectos colaterales ya que pucde competir con la finasterida en el futuro.
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GLOSARIO:

NADPH
uv

IR

RMN 1H
RMN 13C
EM (IE)
p.f.
DNA
RNAmMm
CoCl3
CCF
TMS
CDCl;
AcOEt
VS.

3[H]
DEPT
Tris
EDTA

ppm

m/z

Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato.
Ultravioleta.
Infrarrojo.
Resonancia Magnética Nuclear Proténica.
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13.
Espectro de Masas por Impacto Electronico.
Punto de fusion.
Acido desoxirribonucicico.
Acido ribonucleico (mensajcro).
Cloruro de cobalto.
Cromatografia en Capa Fina.
Tetrametilsilano.
Cloroformo Deuterado.
Acetato de etilo.
Vesicula Seminal.
Tritiada. (marcado con tritio)
Distortion Enhancement Proton Transference.
Buffer Trisma.
Acido ctilendiaminotetraacético.
Partes por millon.
Nanometros.

Rclacion masa del ién /carga.
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