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Introduccion

INTRODUCCION

E{Dcdnccr de prostata es el tipo mds comiin de cdncer en los fombres (con excepcion del cincer de piel).
e todos los fiombres diagnosticados con cdncer cada afnio, mds de la cuarta parte tienen cdncer de
prostata. Es el segundo mds comiin en los fombres y la sequnda causa principal de muertes por cducer,
después del cancer de pulinén

El cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna son enfermedades muy
comunes en hombres con edad promedio de 55 afios. En 1998, fueron detectados
184,500 casos de cancer de prostata en USA, de estos se pronosticd que
aproximadamente 39,200 hombres moriran por esta enfermedad”.

El cancer de préstata es un tipo muy frecuente de cancer en varones. Entre los
factores que dan origen a este tipo de cancer se encuentran la edad, raza, dieta, y
factores ambientales?; datos disponibles también sugieren que en su aparicién

participan los andrégenos3.

E! cancer de préstata surge cuando las células del tejido empiezan a multiplicarse
sin control y de manera progresiva hasta flegar a la formacion de un tumor; si este
tumor no invade los tejidos y queda circunscrito, generalmente es un tumor
benigno. Sin embargo, si el tumor invade tanto los tejidos vecinos como los que
encuentran a distancia (metastasis) entonces se trata de un tumor maligno.

La hiperplasia prostatica benigna (BPH) es el crecimiento anormal de células
benignas de la prostata. En la hiperplasia prostatica benigna, la prostata crece
mas y presiona contra la uretra y la vejiga, obstruyendo el flujo normal de orina.
Mas de la mitad de los hombres de Estados Unidos entre los 60 y 70 afios y como
un 90 por ciento entre los 70 y los 90 afios tienen sintomas de hiperplasia
prostatica benigna. Para algunos hombres, los sintomas pueden ser lo
suficientemente graves como para requerir tratamiento.




Introduccion

Se ha observado que la testosterona hormona sexual masculina influye en el
desarrollo del cancer de prostata. La testosterona es sintetizada en los testlculos,

los ovarios y la coneza suprarrenal Es convemda de manera m‘eversnble a Sa-

dihidrotestosterona (DHT) poraccion: de una enznma Ilamada 5a—reductasa

localizada en la membrana 'celular,y dependxente de NADPH: ". La DHT. es la

forma activa de ™ testosterona ya ‘q Je se une con mayor af‘nldad y de’ manera
irreversible al receptor androgenlco :

Al disminuir la concentracion de DHT se ayuda a controlar la evolucion del cancer
de prostata y el desarrollo de hiperplasia prostatica benigna; de esta forma surgen
nuevas estrategias en la busqueda de nuevos compuestos sintéticos capaces de
actuar con el receptor androgénico

El tratamiento que se sigue tanto para la hiperplasia prostatica benigna comao para
el cancer de prostata incluye la cirugia, la radiacion y la terapia hormonal,
empleados principalmente para erradicar el cancer local. Un ejemplo de agente
hormonal es la Finasterida o Proscar que es un compuesto farmaceéutico conocido
como inhibidor de la enzima Sa-reductasa tipo 2 que esta presente en la prostata.
La Finasterida ha sido indicado para el tratamiento de la hiperplasia prostatica
benigna y cancer de prostata, este medicamento origina una disminucion
constante de! tamarfio de la prostata y el 33% de los varones tratados presento
mejorias del flujo urinario y reduccién de los sintomas; asi esto proporciona una
alternativa a la intervencidn quirargica en varones con manifestaciones de la
enfermedad".

Actualmente la terapia hormonal empieza a utilizarse mas ampliamente por lo que
la sintesis de nuevos agentes tiene una importancia cada vez mayor
principalmente para hombres con cancer de prostata metastatico. Sin embargo.
los tratamientos empleados presentan efectos secundarios como incontinencia,

lesion intestinal, impotencia sexual asi como los propios de la radiacion.

[F]



Introduccion

presente trabajo con5|ste en la snntes:s, caracternzacnon Yy
benzonloxn) pregna-4 16 dien-

Por lo anterior el
evaluacion biolégica de tres compuestos 313 (p-NI

6,20-diona (AM-13), 3B-(p-toluociloxi)-| pregna-4 16 d en- 6 20 dlona (AM 14) y 3p3-(2-
; con ‘ posible' - actividad

ciclohexilacetoxi)-pregna-4,16-dien-6, 20-di na o

antiandrogenica potencial. Para esto se
la cual se le realizaron las transformacnones necesarlas Postenormente ya que se

erla prlrna dlsponxble ‘a

tuvieron los compuestos puros y caracte lzados se evaluaron para determlnar su

actividad biologica.
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Figura 1.1 Estructuras de los compuestos esteroidales a sintetizar




Antecedentes

ANTECEDENTES

2.1 Esteroides
Los esteroides son lipidos derivados del colesterol, se caracterizan por tener en su
estructura base el nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno, denoi’ninado gonano
(antiguamente esterano). Fig. 2.1 : ERO :

colesteral .

El colesterol forma parte estructural
. de lus membranas a las que conficre
bilidad. Es la 1 la base que
sirve para la sintesis de casi xodos
. los cslcrondes B

Testosterona
Progesterona HC,

O ' H : L
G‘*Y Estradiol ., -

Entre las hormonas les se la pr ona que
prepara los érganos 1 para la iony la
ona r ble de los sexuales i
Figura 2.1 det
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La estructura de los estercides la forman cuatro anillos de carbono (A, B, CyD)
comenzando en el extremo inferior izquierdo, numerando Ios atomos de carbono
por el anillo A Fig. 2.2. Los esteroides se dlferenman emre ‘si por el numero y

localizacion de sustituyentes®.

Figura 2.2 Estructura y numeracmn
general de un esmmlda

Los esteroides mas caracteristicos son:

a) Esteioles. De todos elios, el colesterol es el de mayor interés bioldgico. Forma
parte de las membranas biologicas a las que confiere resistencia, por otra parte es

el precursor. ‘de cas: todos los demas esteroides.
Otros esteroies consmuyen el grupo de la vitamina D o calciferol, imprescindible

en la absoi intestinal del calcio y su metabolizacion.

b) Acidos biliares. Derivan de los acidos cdélico, desoxicolico y quenodesoxicolico,
cuyas salesreniulsionan las grasas por lo que favorecen su digestion y absorcion

intestinal.

c) Hormonas esteroideas. Incluyen las de la corteza suprarrenal, que estimulan
la sintesis del glucogeno y la degradacion de grasas y proteinas (cortisol) y las
que regulan la excrecion de agua y sales minerales por las nefronas del rifion
(aldosterona). También son de la misma naturaleza las hormonas sexuales
masculinas y femeninas (androgenos como la testosterona, estrogenos y
progesterona) que controla la maduracion sexual, comportamiento y capacidad

reproductora®.
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En el. ser humano 'ayoria de-los Vesteroides actaan como hormonas,

Estrano . SR : Pregnano - .

1, e,
. s
<. cHy ) eH, en, [N

[

Colestano
Colano
2N e
e cHy CHy
cw,
€y i e

g . Bufandlido
Ergostano Estigmastano

Espirostano

Witanélido

Figura 2.3 Ci ion de los i segun su basico




2.1.1 Hormonas sexuales
Otros ejemplos de esteroides son la testosterona y androsterona que son dos

hormonas  sexuales masculinas (andrégenos) - mas importantes.  Son - los
encargados del desarrollo de las caracteristicas sexuales de los varones durante
la pubertad, promueven el desarrollo tisular y muscular. Ambas son sintetizadas

en los testiculos a partir del colesterol.

:Testosterona Androsterona

Figura 2.4 Andrégenos mas importantes

La estrona y estradiol, son las hormonas sexuales femeninas (estrogenos) Fig.
2.5, mas importantes. Son sintetizados en los ovarios a partir de la testosterona y
a ellas se les debe el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias de la
mujer y la regulacion del ciclo menstrual. Ambas tienen un anillo A tipo benceno.
Ademas otre grupo de hormonas sexuales llamadas progestinas es esencial a fin

de preparar el Utero para la implantacion durante el embarazo del ovulo

fecundado. La progesterona es la progestina mas importante®.

Estradiol Progesterona (una progestina)

Estrona

Figura 2.5 Estrégenos mas importantes




Antecedentes

2.1.2 Esteroides sintéticos

Ademas de los muchos cientos de esteroides aislados de plantas y animales, se
han sintetizados otros miles en laboratorios farmacéuticos®. Entre los esteroides
sintéticos mejor conocidos se encuentran los anticonceptivos orales y los agentes

anabdlicos. Fig. 2.6

Liinileswradiol Norentindrona Estanozolol
(un estrégeno) (una progestina) (un agente anabdlico)

Figura 2.6 Algunos esterawdes sintéticos

2.2 Andréogenos

Los andrégenos son hormonas esteroidales pertenecientes al grupo del
androstano Fig. 2.3 (Pag. 6), y son los que regulan las caracteristicas fisioldgicas
mas importantes en el comportamiento sexual de ios hombres, como regular el
funcionamiento de la prostata y vesiculas seminales, actian como anabdlicos y
son los responsables de la expresiéon de algunos caracteres secundarios?’®, Uno de
los principales androgenos es la testosterona, que para realizar sus funciones
tiene que estar en su forma activa como dihidrotestostenona (DHT).




Antecedentes

2.3 Produccion y funcion de la testosterona

La produccion de testosterona en los testiculos, se encuentra regulada por la
hormona luteinizante (LH) que es liberada de la glandula pituitaria por. accnon de Ia
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), secretada por el hlpotalam
union de LH por los receptores (Kd=10"° M) ocurre en las membranas de! las:u"

semlnfferos, promovn

Testosteron:

Su-red ul:ta sa

DHT

v ;

Otros 6rganos blancos
: Espermatogénesis H

Figura 2,7 Accién de las opinas en los t . iGn de la
i i de 1a en el organis. de Schuilster et al.)
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La accion primaria de la testosterona a nivel molecular consiste en aumentar la
sintesis p}oteica en los 6rganos blancos, especificamente prostata y vésiculas
seminales. Su prjnéipal funcién es producir el desarrollo normal de'losléfganos’
reproductores masculinos y mantener las caracteristicas sexuales Secuﬁdgr‘as. La
testosterona - también es efectiva para mantener la espermagog‘énesis." Las
caracterisngas' masculinas desarrolladas en presencia de la t“estosteror\'a—son:
cambio de’'voz, crecimiento de pene, crecimiento de escroto, asi como el
desarrollo’ del musculo esquelético. Inhibe el desarrollo y funcidn de la glandula

mamaria y estimula la libido™.

2.3.1 Trasformacion de testosterona a dihidrotestosterona

La testosterona (Fig. 2.8, Pag. 11) es convertida irreversiblemente a DHT (Fig. 2.8,
Pag. 11) a través de la accién de una enzima que se localiza en la membrana
nuclear dependiente de NADPH llamada Sa-reductasa-NADPH; posteriormente la
testosterona se une a este complejo y se realiza la transferencia regio y
estereoespecifica de un hidruro del NADPH a la posicion 5 de la testosterona. EI
enolato resultante en C3-C4 se estabiliza por un residuo electrofilico (E+) de la
enzima, y por ultimo, la regeneracién de la misma se logra a través de otro ciclo
catalitico”-'%, Fig. 2.8

La enzima Sa-reductasa se encuentra en dos isoformas denominadas Tipo | y I,
las cuales difieren en sus propiedades bioquimicas, tejido, localizacién y su
funcidn. La isoenzima Sa-reductasa Tipo | se encuentra predominantemente en la
piel no genital y en el higado, tiene un pH optimo ligeramente alcalino (6.0-8.5),
requiere de concentraciones elevadas de testosterona para saturarse (Km=3uM),
funcionando de un modo catabdlico en la remociéon de andréogenos por el higado y
la piel no genital. La isoenzima Sa-reductasa Tipo 1l tiene un pH optimo de 5 y
requiere de concentraciones bajas de testosterona para saturarse (Km=0.5uM). Se
encuentra presente predominantemente en la prostata y testiculos relacionandose
directamente al cancer de préstata y a la hiperplasia prostatica benigna, funciona
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de manera anabdlica en la expresion de los andrégenos por la conversién efectiva

de testosterona a dihidrotestosterona''s,
chy Yt : cH, LOH
cH, Sa-reductasa cry +NADP"

+ NADPH =

o
Testosterona

NADPH

-0

T

NADPH NADPS

Figura 2.8 Cor ion de a dihi a

2.4 Antiandrégenos

Los antiandrégenos son compuestos que pueden ser esteroidales como la
Finastarida (Fig. 2.9, Pag. 13), o no esteroidales como la flutamida (Fig. 2.10, Pag.
14) reducen los efectos bioldgicos de los androgenos por competencia directa con
la enzima receptora. Para que esta se pueda fijar al androgeno la caracteristica
principal de estos es que su estructura sea parecida a la del andrégeno.

Las caracteristicas idoneas de un antiandrégenos son:
« No debe ser téxico
e Debe tener baja actividad hormonal
e Debe tener elevada actividad antiandrogeénica

« No debe disminuir la libido
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El uso terapeutlco de Ios antlandrogenos es en el tratamlento de, hlperplasnas y de

diQefsidad de compuesto ha estado determinada por cada
variante ; de hlperandrogennsmo el grade de avance de la enfermedad, la via de
las ‘contraindicaciones de su utilizacion y los efectos colaterales

adm:nlstrac n
nocivos de cada farmaco. Este factor ha estimulado el esfuerzo en la bisqueda de
nuevos farmacos'con mayor potencia antiandrogénica y menor efecto colateral

posible. "Entre los efectos nocivos que reducen la utilidad clinica de los
antiandrégenos, se ha evaluado los que se pueden presentar a corto y largo plazo
y a todos los niveles fisiologicos que van desde comportamiento sexual hasta

anormalidades hormonales y atrofia celular?'?2:23.24.25

Antiandrégeno Efecto nocivo

Dietilestilbestrol Ginecomastia, retencién de fluidos,
nat . fallas cardiacas

Espirolactona Ginecomastia, perdida de la Ilibido,
impotencia, anormalidades en el
semen, irregularidades menstruales

Ketoconazol Efectos hepatotoxicos

Fiutamida Nauseas severas

Acetato de ciproterona Disminuye la libido, impotencia sexual

Tabla 1 €emplo de algunos efectos colaterales que algunos anuandrodgenos presentan
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cacion quimica de los antiandrogenos

Los antiandrogenos se clasifican en dos grupos: esferoidales y no esteroidales®®

1.

Los antiandrégenos esteroidales son compuestos que 'derivaﬁ de la
molécula de la progesterona (Fig. 2.5, Pag. 7), y las ventéjas que bpresenta
son las siguientes: actlan especificamente con el receptor antiandrogénicb.
son de mayor interés terapéutico y la relacién costo-beneficio es la niejor
opcidn. Las desventajas: reduce la concentracion de la testosterona (FigH‘
2.8, Pag. 11) y como consecuencia la actividad enzimatica .de: Ia Sa.-v
reductasa reduce el tamafo de los drganos sexuales. Fig. 2.9

2. Los antiandrégenos no esteroidales también presentan algunas véniajas:

cHy, PH n%m
e o
ey
e,
o f
o w
"

o

tienen afinidad por el receptor debido a su estructura quimica y reducen en
un 25 a 30% el tamano de la prostata. Las desventajas observadas: actuan
sobre la oxido nitroso sintetasa, que estimula la ereccion y ocasiona efectos
adversos como insuficiencia hepatica. Fig. 2.10

e, e

Oxelodona
Finasterida (Proscar) Acetato de ciproterona

) BOMT

Figura 2.9 Ejemplos de antiandrogenos esteroidales
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. (E/YL PO Oy s
ﬂ P aw *  Flutamida c-)n_/"\)

Ketoconazol Qm
3
2 "o, cHs o
= aras
o=
Bicalutamida

et

Figura 2,10 Ejemplos de antiandrégenos no estercidales

2.5 La prostata

La prostata es una glandula que rodea a la uretra masculina justo debajo de la
vejiga Fig. 2.11, Pag. 15.

El tamafio normal de la prostata es el de una nuez. Sin embargo el tamario puede
variar y en muchos hombres la prostata incrementa su tamarfio (hipertrofia)
conforme avanza en edad, principalmente cuando se llega a la edad de 40 a 50
anos. Esta hipertrofia puede obstruir de manera parcial |a uretra, dificultando el

orinar’?7,

Por lo general, la hipertrofia es benigna, y es tratada solo si los sintomas asi lo
requieren. Sin embargo. siempre se debe pensar que los cambios en la prostata

pueden ser debidos al cancer.

2.5.1 Funcién de la prostata

La prdstata tiene dos funciones: la primera consiste en ayudar en el control
urinario y la segunda es su participacion en la actividad sexual.
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En el proceso urinario la prostata juega un papel pasivo, ayudando a controlar Ta
velocidad con que sale la orina de la vejiga y entra en la uretra. Esta acc:on es
reallzada por las fibras musculares de la prostata que rodea a la uretra. .

En su segunda funcidn la prostata ejerce un: papel mas actlvo Es el rgano
encargado de secretar un liquido blanquecino en la uretra durante Ia eyaculac:on
Esta secrecion ayuda a la motilidad del esperma ‘en la uretra Y- constltuye la

tercera parte de flujo seminal dandoie a esta su apanencla blanquecma K

Basicamente la prostata puede desarrollar tres patologias:
a) crecer: adenoma prostatico
b) desarrollar cancer: cancer de prostata
¢) inflamarse: prostatitis

Prostata

Condactos
derarsntes

Conauctoe

PROSTATA A-m“ltﬂﬁm

Cuerpo
Gavermoso
Oet pane

URETRA
tinea ce
Auiones)

Figura 2.11 Localizaclon de la préstata

2.6 Cancer de la prostata

El cancer de prostata es uno de los canceres mas comunes en los hombres. En
los dltimos afos, ha habido un incremento significativo en el uso de pruebas de
exploracion del cancer de prostata y con ello en el diagnéstico de la enfermedad.
Es una enfermedad originada en la glandula prostatica. que en la medida que no
se detecta tempranamente puede crecer y diseminarse mas alla de la glandula

15



Antecedentes

misma. Son algunas ceélulas de la prostata que pierden su control natural y se
multiplican aceleradamente, en este crecimiento pueden invadir el tepdo vecino o
dispersarse a otras ubicaciones a distancia (metastasis)?’

En su estudio inicial el cancer de préstata puede no producir signos o sintomas.
Segun crece el tumor, pueden notarse éstos:

e Dificultad con comenzar o terminar de orinar

e ' Fuerza reducida del chorro de orina

s Goteo al final de la miccion

e Miccion dolorosa o con ardor

* - Qrinar-poca cantldad cada vez y frecuentemente, especialmente por la
noche.. ..

« Eyaculacién dolorosa.

e Sangre en la orina

 [ncapacidad para orinar

e Dolor continuo en la parte baja de la espalda, en la pelvis, o en la zona

superior de los muslos.

La secrecion de testosterona influye en el desarrollo de carcinoma de prostata. El
cancer de prostata se origina generalmente en el Ioébulo posterior del érgano
adyacente al recto y cuando provoca metastasis invade otros érganos alejados
como los huesos y ganglios linfaticos2®

Las células del carcinoma prostatico, al igual que las células glandulares
prostaticas normales, dependen en su desarrollo y procuracion de la secrecion de
la testosterona (cancer hormona dependiente)?®.

El papel que desempefia el sistema endocrino en la induccién del cancer de
prostata no es conocido; pero se ha comprobado que la existencia metastasica del
cancer de prostata se puede detener o retrasar durante cierto tiempo mediante
castracion, administracion de estrogenos o ambos?®

La unica posibilidad de tener opcidn a un tratamiento curativo en cancer de
prostata es su diagnostico oportuno, por lo que su evaluacion preventiva debe ser
anual desde los 50 afnos en hombres normales, 40 anos en familiares directos (hijo
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o hermano) de su enfermo de cancer de prostata ya que el riesgo es mayor, asi

como hombres de raza negra®®

2.6.1 Tratamlento para el cancer de ia prostata

El tratamlento del ‘cancer de prostata es sumamente individualizado y deben
cons:derarse‘muchos factores, sobre todo: la etapa de la enfermedad, los

antecedentes med:cos del paciente, la edad, la esperanza de vida. Algunos
32.33.34,35,36.

tratamlento 'utlllzados para esta enfermedad son

a) Prostalectom1a ‘radical. Es la extirpacion de la prostata y parte del tejido que
Se lleva acabo solo si el cancer no se ha diseminado fuera de la

nsuretral. Es la extirpacion empleando un instrumento que se
réstata.a través de la uretra. Esta operacion a veces se

b

~

é ar Ios sintomas causados por el tumor antes de aplicar otro
tratamlento, o en los hombres que no pueden soportar una prostatectomia

radical debndp a la edad u otra enfermedad.

c) Criocirugia. Un tipo de cirugia en el que el cancer se destruye por

congelamiento.

d) Otras terapias. Puede ser. radiaciones ionizantes (Radioterapia),
medicamentos contra el cancer (Quimioterapia), Terapia biolégica o
Inmunoterapia (uso del sistema inmune del cuerpo para combatir el cancer)
y Hormonas (Hormonoterapia). Tradicionalmente, la terapia hormonal ha
sido usada para el tratamiento de pacientes de prostata metastasico
avanzado. Cuando el cancer de priostata se encuentra confinado en la
prostata, el tratamiento se enfoca en la cirugia o radiacion para eliminar el
cancer local. En este grupo, del 50 al 80% de los pacientes continua con
vida después de los 10 afos. El gran numero de pacientes que se tratan
con terapia hormonal son hombres con cancer prostatico avanzado, pero
este tipo de terapia también se usa en hombres con cancer prostatico inicial

17
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o bien cuando el cancer se encuentra localizado. Como las células
tumorales dependen para su mantenimiento de los andrégenos la intencion
de estas manipulaciones endocrinas es privar a las células tumorales de

tes‘t‘osterona‘.b e

compuestos que complten con la DHT por el sitio de unién en el ‘rec‘eptor

glandulas sexuales, ccescrias libido, espermatogénesis, maduraciéon ésea, asi

como’ alg os " sistemas menos especificos del sexo. El ACP es un potente

progest;’:géhb. ‘inhibe la secrecidn de gonadotropinas (a diferencia de los
amiandrég‘eno's puros), por lo que combina los dos principios basicos de la
deprivacion andrégénica: reducir la sintesis de androgenos, e inhibir la accién
androgénica a nivel celular. La dosis recomendada para monoterapia con ACP es
de 300 mg/dia. La Finasterida Fig. 2.10 conocida comercialmente como Proscar,
es el prototipo de los farmacos que actuan inhibiendo a la enzima Sa-reductasa I,
reduciendo drasticamente los niveles de DHT y aumentando los de testosterona.
La oxendolona y BOMT Fig. 2.10 son otros farmacos menos estudiados, pero que

presentan actividad antiandrogénica al competir con el AR.

2.7 Hiperplasia prostatica benigna

El adenoma prostatico, mas correctamente llamado Hipertrofia Prostatica Benigna,
es un crecimiento anormal de la glandula prostatica que no corresponde a cancer.
Puede comenzar a aparecer clinicamente desde antes de los 50 afAos en algunos
casos Yy ya cercano a los 70 afios mas del 70% de los hombres lo presentan. Solo
en algunos pacientes produce sintomas derivados de la comprension del conducto




Antecedentes

de salida de la orina (uretra prostatlca) y del mayor esfuerzo que debe hacer la

vejiga para Iograr la mi clon

El presentar un crec«mlento prostatlco debe ser evaluado para d er

de obstruccnon y las posnbles compltcacnones que se produ en p
el vaciamiento ' vesical. Existen multiples alternativas terapeutlca
mucho entre si, nuevamente no hay un tratamiento mejor que otro; cadé caso es
distinto. Es 1a evaluacton individual la que determina cual es la mejor opcién para‘

cada paciente.

En el tratamiento para la hiperplasia prostatica benigna destaca la cirugia; sin
embargo esta resulta una experiencia traumatica para el paciente y es entonces
donde entra el importante papel de los antiandrégenos. Actualmente debido a su
gran demanda en el mercado el producto sintético llamado Finasterida (Proscar)
(Fig. 2.9, Pag. 13) es el que se utiliza en la terapéutica de esta enfermedad.
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OBJETIVOS

Considerando la relacion existente entre la estructura quimica-actividad bioldgica
37.38,39.4041 e |os antiandrogenos de tipo esteroidal; se plantean los siguientes
objetivos de este trabajo:

= Sintetizar, p'hriﬁcar y caracterizar fisica y espetrofotométricamente los
intermediarios de las reacciones para la obtencidn de los compuestos
finales. * "

= Sintetizar el compuesto 3p-(p-Nitrobenzoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona
con posible actividad antiandrogénica

e Sintetizar el compuesto 3p-(p-toluoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona con
posible actividad antiandrogénica

e Sintetizar el compuesto 3B-(2-ciclohexilacetoxi)-pregna-4,16-dien-6,20-
diona con posible actividad antiandrogénica

= Purificar y caracterizar dichos compuestos mediante sus propiedades
fisicas (p.f.) y espectroscopicas (UV, IR, RMN)

= Realizar la evaluacién biclogica in vitro (unién al receptor andrégenico e
inhibiciéon de la enzima Sa-reductasa) de los compuestos finales
sintetizados, y comparar la actividad biologica de estos con uno de los
farmacos utilizados en el mercado (Finasterida).
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METODOLOGIA Y RESULTADOS

Este trabajo consta de dos etapas, la primera es la parte quimica la cual consta de
la sintesis, purificacion y caracterizacidon fisica y espectroscopica de los
intermediarios de la ruta de sintesis (Fig. 3.1, Pag. 21) (compuestos |, Ii, Ill, IV, V)
y de los compuestos finales (AM-13, AM-14, AM-15), la segunda etapa es la
evaluacion bioldgica de los compuestos finales, esta consta de dos ensayos in
vitro, el primero es la inhibicion de la actividad de la enzima Sa-reductasa y el otro
ensayo es la determinacion de la competencia de los compuestos sintetizados por
receptores de andrégenos presentes en el citosol de las vesiculas seminales.

4.1 Parte quimica. Sintesis

El equipo empleado para determinar los espectros de Absorcién ultravioleta fue
Perkin-Elmer Hitachi modelo 200 y se utilizé como disolvente metanol.

La espectrofotometria de Absorcién en el infrarrojo se determino empleando al
espectrofotometro IR de transformada de Fourier Perkin-Elmer modeilo 1600, ias

determinaciones se realizaron en pelicuia.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN 1H) y carbono
(RMN 13C), se determinaron en un espectrémetro analitico Varian VXR-300s,
utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCI3) y como referencia
interna tetrametilsilano (TMS) o DMSO. Los desplazamientos quimicos se
informan en partes por millon (ppm) relativas al TMS utilizando el parametro 5. Los
patrones de acoplamiento se designan con las siguientes abreviaturas: s

19
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(singulete), d (do‘blete). t (triplete), m (multiplete). La constante de acoplamiento se

abrevia como Jy és(é expresada en Hertz.

La espectrometrla de masas se realizé en un espectrometro Hewlett-Packard
5985-8 CG/MS empleando la tecnlca de lmpacto electrénico a 70 eV. Los valores

se expresan en relac:on m/z (masa/carga)

usion se’ etermmaron en un aparato Fisher Johns y no estan

Los puntos d
corregidos ya-qu

‘los compuestos sintetizados son nuevos y no hay referencias

contra quien compararios. -

El monitoreo de los diferentes intermediarios y compuesto final se realizo mediante
la técnica de cromatografia en capa fina (ccf) utilizando Gel de silice Merck 7730
Silica Gel GF 254 y Silica Gel 60 G; como revelador se utilizdé una solucion de
CoCly al 1% en H2SO4 2N y una lampara (UV A=254nm).

Los compuestos finales se purificaron por medio de una columna cromatografica,
utilizando como adsorbente Gel de silice 60 Merck y una mezcla de elucién

adecuada para cada caso.

4.1.1 Caracterizacion de la materia prima (16-DPA)

Propiedad Valor
Punto de fusion (°C) 170-172
Formula molecular C23H3:05
Peso molecular (g/mol) 356
Valor espectroscopico Asignacion
UV (nm)
Amax 237.92 CO o,B insaturado en C-20
IR (cm™)
29840.80 C-Hde —CHs y —CH>
2860.78 C-Hde ~CH3 y —CH>
1731.28 C=0 de éster en C-3
1664.68 C=0 «,B insaturado en C-20
1586.24 C=C conjugado en C-16
1435.28 CHa2-CO en C-20
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1371.75 CH>y CHs
1244.72 C-0O-C de CHiCOO-en C-3
1032.79 C-O-C de CHaCOO-en C-3
RMN 'H (ppm)
0.920 (s, 3H) -Hen C-18
1.059 (s, 3H) -H en C-19
2.036 (s. 3H) “H del -CH3:COO- en C-3
2.265 (s, 3H) “Hen C-21 ; __j
4610 (m.1H) -Hen C-3
5.386 (t, 1H) C=CHen C-6
6.712 (t, 1H) C=CH en C-16
RMN "°C (ppm) Carbono
15.685 (1°) Cc-18
19.193 (1°) C-19
21.401 (1°) c-21
27.121 (19 CH3 del acetoxi en C-3
73.833 (39 c-3
121.958 (3°) C-6 vinilico
140.223 (4°) C-5 vinilico
144.386 (3°) C-16 vinilico__
155.308 (4°) C-17 vinilico
170.504 (4°) Carbonilo del éster en C-3
196.800 (4°) c-20
EMIE (m/z)
357 M+
341 M+ -CHs
296 M+ -CH3COOH (pico base)
281 296 -CH3
253 296 -CO
225 296 -28

Tabla 2 Propiedades fisicas y espectroscopicas de la materia prima 3B-acetoxi-5,16-pregnadien-20-
ona ()

4.1.2 Sintesis del compuesto 3p-acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona (Ii)

En un matraz bola de 250 mL se colocaron 3 g (8.4 x 1073 mol) de acetato de 16-
dehidropregnenoclona (16-DPA) como materia prima, 150 mL de cloroformo
(CHCI3) como disolvente y 4 g (0.023 mol) de acido 3-cloroperoxibenzoico
(MCPBA). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion en una parrilla eléctrica
por 30 minutos a temperatura ambiente. Terminado el tiempo ila reaccidon se
neutralizé con una solucion de bisulfito de sodio y bicarbonato de sodio (NaHCO;)
al 5%. Después a esta mezcla se le realizaron 3 extracciones sucesivas con 50
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mL de CHCI; cada una, postenormeme la fase organlca se coloco en un matraz
bola para evaporar ‘el CHCI;; en un rotaevaporador Se obtlene un producto no

cristalino amanllento (2 8 g. 89% de’ rendlm:ento)

El producto seco se recnstahzo ‘con una mezcla hexano/acetato de etilo (7:3).

lavando los crrstales con la misma mezcla fria. Se obtlenen el compuesto puro en

forma de cristales blancos (2.0 g, 63% de rendimiento)

Propiedad Valor
Punto de fusidn (°C) 170-172
Formula molecular C23H3204
Peso molecular (g/mol) 372

Valor espectroscopico

Asignacion

UV (nm)
Amax 238.11 __CO «.p insaturado en C-20 ]
IR (cm'") — ]
2840.52 C-Hde —CHa y —CH->
2860.11 C-Hde —CHay —CH> _
1732.28 C=0 de éster en C-3
1664.89 C=0 «,p insaturado en C-20
1587.32 C=C conjugado en C-16
1370.85 CHs y -CHaz
1241.43 C-O-C de CH3CO-en C-3
1034.67 Estiramiento C-C-O
RMN "H (ppm)
0.848 (s, 3H) -Hen C-18
1.114(s, 3H) -Hen C-19
2.034 (s, 3H) -H del CH:COO- en C-3
| 2.251(s, 3H) -Hen C-21
4.180 (t, 1H) -Hen C-6
4.770 (m,1H) -Hen C-3 — 1
C=CH en C-16

6.685 (t, 1H)

[T?MN 3C (ppm)

15.8232 (1°) C-i8 o
16.962 (1°) C-19
21.388 (1°) c-21
27.149 (19 C del CHai del acetoxi en C-3
63.269 (3°) C-6 base del epdxido

) 65.351 (4°) C-5 base del epoxido
71.210 (3% c3 .

]
n
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144.126 (4°) C-16 vinilico
155.243 (4°) C-17 vinilico
170.524 (4°) Carbonilo del éster en C-3
196.703 (4°) C-20 base de C=0
EMIE (m/z)

373 M+1

357 M+ -CHj

329 M+ -CHsC=0

312 M+ -CH3COO (pico base)

Tabla 3 Propiedades fisicas y espectroscépicas del compuesto 3}-acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-
20-ona (1)

zi;l).s Sintesis del compuesto 3p3-acetoxi-5-ahidroxi-pregn-16-en-6,20-diona
En un matraz bola de 50 mL se colocaron 200 mg (5.4 x 10™ mol) del compuesto
11, 10 mL de acetona y una carga de solucién oxidante de 0.21 g (4 x 10" mol) de
CrO3 en 0.7 mL de agua, la cual se adiciond gota a gota con una pipeta pasteur
estando la mezcla de reaccién en agitacion. La mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion por 10 minutos a temperatura ambiente. Se adiciond otra carga igual de
soluciéon oxidante gota a gota. La reaccién se mantuvo en agitacién por 30 minutos

a temperatura ambiente.

Terminado el tiempo de reaccion la mezcla se vertié en un vaso de precipitados el
cual contenia 200 mL de agua con hielo para que el producto precipitara esta
mezcla se filtré a vacio, se tavo con agua y se dejo secar.

Se obtiene un producto amorfo de color beige (170 mg, 81% de rendimiento).
La purificacion de este compuesto se realizé por medio de una recristalizacidon con
una mezcla hexano/acetato de etilo (7:3). Se obtuvo un producto cristalino de color

blanco (110 mg, 52% de rendimiento).

Propiedad Valor
Punto de fusién (°C) 244-245 _
Formula molecular C23H3205
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Peso molecular (g/mol)

388

Valor espectroscopico

Asignacion

UV (nm)

Amax 237.8

CO «a.f3 insaturado en C-20

IR (cm™)
3409.82 -OHen C-3
2940.32 C-Hde —CH; y —~CH>
1712.26 C=0Oen C-6
1664.74 C=0 «,p insaturado en C-20
1585.74 C=C conjugado en C-16
1432.14 -CH:>
1366.00 -CHs
1236.75 C-0O-C de CHaCOO-
1039.74 Estiramiento C-O-C

RMN 'H (ppm)

0.844 (s, 3H) -H en C-18

1.110 (s, 3H) -Hen C-19

2.011 (s, 3H) -Hdel CHade CH;COO- en C-3
2.264 (s, 3H) -H en C-21

2.881 (d, 2H) -Hen C-4

5.032 (m, 1H) Hen C-3

6.688 (dd,1H)

C=CH en C-16

RMN "*C (ppm
13.875 (1°) C-18
15.793 (1% Cc-19
21.335 (19 Cc-21
27.084 (1°) C del CHa del CH;COO- en C-3
70.573 (3°) Cc-3
80.330 (4%) Cc-5

143.890 (3°)

C-16 vinilico

155.092 (49

C-17 vinilico

171.009 (4°)

Carbonilo de éster en C-3

196.636 (4°) C-20
211.739 (49 Cc-6
EMIE (m/z)
388 M+
373 M+ -CHa
345 M+ -CHAC=0
328 345 ~H20, pico base

Tabla 4 Propiedades fisicas y espectroscopicas del compuesto 3p-acetoxi-5-hidroxi-pregn-16-en-

6,20-diona (1)
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4.1.4 Sintesis del compuesto 3p3-acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (IV)

En una matraz bola de 50 ml. y bajo atmédsfera de nitrégeno se colocaron 100 mg
(2.6 x10™ mol) del compuesto Il en 3.2 mL (0.038 mol) de piridina: "La mézcla se
mantuvo en agitacion en un bafo de hielo, después se le adlcuonaron Ientamente
200 pL (2.75x10™ mol) de cloruro de tionilo (SOCIz), una vez qu
reaccion Ilego a temperatura ambiente se retiré el bafio de i

‘la mezcla de

reaccnon se mantuvo en agitacién por 30 minutos a tempe

se reumeron las fases orgamcas y se lavaron con 2 volimenes de 50 mL cada uno
de una solumon de HCI al 10% y 2 volumenes de 50 mL de NaHCOs3 al 5% y
finalmente se lava con voldmenes de 100 mL de H>O hasta un pH neutro de la
fase acuosa, la fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro. Se destila el
exceso de acetato de etilo en el rotaevaporador.

Se obtuvo un compuesto cristalino amarillento (83 mg, 87% de rendimiento).

Este compuesto se purificd por medio de una recristalizacién con una mezcla
hexano/acetato de etilo (7:3). Se obtuve un compuesto cristalino blanco (60 mg,
62% de rendimiento).

Propiedad Valor
Punto de fusion (°C) 193-197
Formula molecular C23H3004
Peso molecular (g/mol) 370
Valor espectroscopico Asignacién
UV (nm)
Amax 236.68 CO «,p insaturado en C-20
IR (cm’')
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2942.70 C-Hde —CHa y —CH>
2862.55 C-Hde —CH3 y —CHa>
1735.14 C=0 de éster
1691.47 C=0 a.f} insaturado en C-20
1664.19 C=0 o, insaturado en C-6
1371.54 -CHs
1233.12 Estiramiento de CHiCOO-
1042.00 Estiramiento C-O-C del éster
RMN "H (ppm)
0.930 (s, 3H) -Hen C-18
1.062 (s, 3H) -Hen C-19
2.076 (s, 3H) -H del CHa del CH3COO-en C-3
2.276 (s, 3H) -Hen C-21
5.330 (m, 1H) -Hen C-3
6.096 (d, 1H) Protén vinilico en C-4
6.705 (d, 1H) Proton vinilico en C-16
RMN ""C (ppm)
15.752 (1°) Cc-18
19.553 (1°) c-19
21.145 (1°) c-21
27.089 (1°) C del CHa del CH3COO- en C-3
69.193 (3°) C-3
C-4 vinilico

129.045 (39)
143.762 (3°) C-16 vinilico
147.875 (4°) C-5 vinilico
154.869 (4°) C-17 vinilico
170.678 (4°) Carbonilo de éster en C-3

196.554 (4°) C-20
201.746 (4°) C-6
EMIE (m/z)
370 M+
355 M+ -CH3
328 M+ -CH3C=0 (pico base)
313 328 —CH3

Tabla 5 Propiedades fisicas y espectroscdpicas del compuesto 3p-acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-
diona (1Vv)

4.1.5 Sintesis del compuesto 3f3-hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (V)

En un matraz bola de 50 mL se adicionaron 100 mg (2.7 x 10™ mol) del compuesto
IV, 5.3 mL de metanol y 1 mL (5.0 x 10™ mol) de una solucidén de hidroxido de
sodio (NaOH) al 2%. La mezcla de reaccidn se mantuvo en agitacion por 30
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minutos a temperatura ambiente. Terminada la reaccion la mezcla se vertié en™00
mL de agua fria para que precipitara el producto; se filtré a vacid y se lavo el

precipitado con agua.
Se obtiene un producto blanco (45 mg, 50% de rendimiento).

Este compuesto fue recristalizado con una mezcla hexano/acetato de etilo (7:3).
Se obtuvo un compuesto cristalino blanco (34 mg, 38% de rendimiento).

Propiedad Valor
Punto de fusién (°C) 168-170
Formuia molecular C21H2803
Peso molecular (g/mol) 328
Valor espectroscépico Asignacion
UV (nm)
Amax 238.41 CO a,p insaturado en C-20
IR (cm™)
3430.87 OHen C-3
2941.04 C-Hde ~CH3 y —CH>
2859.50 C-Hde —CHs y —CH>
1688.51 C=0 «,B insaturado en C-6
1663.74 C=0 .3 insaturado en_C-20
1371.53 -CHj
RMN "H (ppm)
0.930 (s, 3H -Hen C-18
1.062 (s, 3H -H en C-19
2.275 (s, 3H) -Hen C-21
4.251 (t. 1H) -Hen C-3
6.096 (d, 1H) Protén vinilico en C-4
6.705 (d,_ 1H) Proton vinilico en C-16
RMN ~C (ppm)
15.757 (1°) Cc-18
19.763 (1°) c-19
27.089 (1°) c-21
67.172 (3°) c-3
133.219 (3°) C-4 vinilico
143.92 (3°9) C-16 vinilico
146.498 (4°) C-5 vinilico
154.85 (4°) C-17 vinilico
196.656 (4°) Cc-20
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202.376 (4°) C-6
EMIE (m/z)
328 M+ (pico base)
313 M+ -CHs
295 313 —H.0O
285 M+ -CH,C=0

Tabla 6 Propiedades fisicas y espectroscépicas del compuesto 3p3-hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-
diona (V)

4.1.6 Sintesis del compuesto 3p-(p-nitrobenzoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-
diona (AM-13)

En un matraz bola de 50 mL se adicionaron 50 mg (1.5 x 10™ mol) del compuesto
Vv, 51.6 mg de diciclohexilcarbodiimida (DCC), 30 mg de dimetilaminopiridina
(DMAP) y 50 mg de acido 4-nitrobenzoico (2.7 x 10™ mol), el matraz se tapd con
un tapon de hule y con una jeringa de 10 mL se adicioné 5 mL de diclorometano
(CH2Clz) anhidro. La mezcla de ‘reaccidn se mantuvo en agitacion 1 hora a

temperatura ambiente con un ambiente de nitrégeno.

La mezcla de reaccion se adicioné a un vaso de precipitados el cual contenia 20
mL de agua fria, a esto se le realizé 3 extracciones sucesivas con 3 volimenes de
CHCIl3 de 20 ml cada uno, las fases orgénicas se reunieron y el disolvente se
evapord a sequedad en un rotaevaporador, al producto seco se le adicionaron 10
mL de acetato de etilo y se filtré (este procedimiento se lleva acabo 3 veces). El
producto se lavo con acetato de etilo, el filtrado se llevd a sequedad en una

camara de vacio.
Se obtuvo un compuesto de color amarillo claro no cristalino (57 mg, 78% de
rendimiento).

El producto se purific6 mediante una columna de alumina (oxido de aluminio)
teniendo como fase movil una mezcla de hexano/acetato de etilo (8:2).
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Se obtuvieron cristales de color beige (42 mg, 57% de rendimiento) con un punto

de fusién de: 226-228 °C

Propiedad Valor
Punto de fusién (°C) 226-228
Formula meolecular C2sHi1 NOs
Peso molecular (g/mol) 477

Valor espectroscépico

Asignacion

UV (nm)
Amax 242.93 CO «.p insaturado en C-20
IR (ecm™)
2941.90 C-Hde —CHiy —CH>
2851.70 C-H de —CH3; y —CH>
1706.80 C=0 del éster en C-3
1688.75 C=0 en C-20
1661.13 C=0 en C-6
1629.36 insaturaciones
1526.74 NO,-C
1459.94 -CH>
1373.90 -CH3
1350.65 NO>-C
1276.36 O=C-0O-C del éster
1038.60 Estiramiento C-C-O
722.23 Monosustitucién en el anillo aromatico

RMN "H (ppm)
0.949 (s, 3H) -Hen C-18
1.122 (s, 3H) -Hen C-19
2.285 (s, 3H) -Hen C-21
5.622 (m, 1H) Hen C-3

6.211 (d, 1H)

Proton vinilico en C-4

6.714 (¢, 1H)

Protén vinilico en C-16

8.282 (m, 4H)

Protones del anillo aromatico

RMN '3C (ppm)

15.767 (1) c-18
19.538 (19) c-19
27.091 (19 Cc-21
70.967 (3% Cc-3

123.495 (39

Carbonos del anillo aromatico

128.064 (3°)

Carbonos del anillo aromatico

130.831 (3°)

C-4 vinilico

143.727 (3°)

C-16 vinilico

148.584 (4°)

C-8 vinilico

154.843 (4°)

C-17 vinilico

"]
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164.260 (4°) Carbonilo del éster en C-3
196.538 (4°) C-20
201.742 (4°) c-6
EMIE (m/z)
477 M+ (pico base)

Tabla 7 Propiedades fisicas y espectroscopicas del compuesto 3f3-(p-nitrobenzoiloxi)-pregna-4,16-
dien-6,20-diona (AM-13)

4.1.7 Sintesis del compuesto 3p-(p-toluoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona
(AM-14)

En un matraz bola de 50 mL se adicionaron S0 mg (1.5 x 10™ mol) del compuesto
VvV, 81.6 mg de diciclohexilcarbodiimida (DCC), 30 mg de dimetilaminopiridina
(DMAP) vy 50 mg de acido 4-toluico (3.3 x 10™ mol), el matraz se tapsé con un tapdn
de hule y con una jeringa de 10 mL se adiciond 5 mL de diclorometano (CHxCiz)

anhidro. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion po una.hora a

ta mezcla se

temperatura ambiente en una atmdsfera de nitrégeno. Al term o,
adicion® a un vaso de precipitados el cual contenia’ 20 mL de agua fria. Se
realizaron 3 extracciones sucesivas con 3 volumenes de CHCI;. ‘de 20 ml cada
uno, las fases organicas se reunieron y el dlsolvente se evapord en un
rotaevaporador, al producto seco se le adicionaron 10 rnL de acetato de etilo y se
filtro. El producto AM-14 se lavo con acetato de etxlo. el filtrado se llevd a

sequedad en una camara de vacio.

Se obtiene un producto amarillo-café no cristalino (50 mg, 73% de rendimiento). El
producto se purificd mediante una recristalizacion de metanol, los cristales se

lavaron con hexano frio.

Se obtuvieron cristales blancos (35 mg. 51% de rendimiento) con un punto de

fusion de 229-233 °C

Propiedad Valor
Punto de fusion (°C)_ 233-235
Formula molecular C2eH3404
Peso molecular (g/mol) 446
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Valor espectroscopico

Asignacion

UV (nm)

Amax 240.30

CO o.p insaturado en C-20

IR (cm™)
3043.85 =C-H
2941.55 C-Hde —CHs y —CH>
2850.83 C-H de —CH3 y —CH>
1724.73 C=0 del éster en C-3
1685.49 C=0 en C-20
1665.63 C=0 en C-6
1451.14 -CH>
1367.26 -CHa
1271.90 C-O-C del éster
748.25 Monosustitucion del anillo aromatico

RMN 'H (ppm)

0.942 (s, 3H) -H en C-18

1.105 (s, 3H) -Hen C-19

2.173 (s, 3H) -Hen C-21

2.280 (s, 3H) Metilo del anillo aromatico
5.56 (m, 1H) Hen C-3

6.231 (d. 1H)

Protén vinilico en C-4

6.712 (t, 1H)

Protén vinilico en C-16

RMN "°C (ppm

15.763 (1°) c-18
19.632 (1°) C-19
21.632 (19 Metilo del anillo aromético en C-3
27.079 (19 c-21
69.603 (3°) c-3

129.011 (39

Carbonos del anillo aromatico

129.311 (3%

Carbonos del anillo aromatico

129.722 (3%

C-4 vinilico

143.730 (39

C-16 vinilico

147.919 (4°) C-5 vinilico
154.886 (4°) C-17 vinilico
166.197 (4°) Carbonilo del éster en C-3
196.197 (4°) C-20
201.839 (4°) C-6
EMIE (m/z)
446 M+
119 Pico base

Tabln 8 Propiedades fisicas y espectroscopicas del compuesto 3p-(p-toluiloxi)-pregna-4,16-dien-

6.20-diona (AM-14)
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4.1.8 Sintesis del compuesto 3f-(2-ciclohexilacetoxi)-pregna-4,16-dien-6,20-
diona (AM-15)

En un matraz bola de 50 mL se adicioné 50 mg (1.5 x 10™ mol) del compuesto V,

$1.6 mg de diciclohexilcarbodiimida (DCC), 30 mg de dimetilaminopiridina (DMAP)

y 50 mg de acido ciclohexilacético (3.5 x 10 mol), el matraz se tapé con un tapon

de hule y con una jeringa de 10 mL se adiciond 5 mL de diclorometano (CH;Clz)

anhidro. La mezcla de reaccion se mantuve en agitacidn 1 hora a temperatura

ambiente con un ambiente de nitrégeno.

Al término, ;ésta mezcla se adiciond a un vaso de precipitados el cual contenia 20
mL de aggé_;fria. Se realizaron 3 extracciones sucesivas con 3 volimenes de
CHCI3 de’ 20 m! cada uno, las fases organicas se reunieron y el disolvente se
evaporé a'sé'ﬁuedad en un rotaevaporador, al producto seco se le adicionaron 10
mL de'ai:ei'a:'t:_é de etilo y se filtro. El producto AM-15 se lavo con acetato de etilo, el

filtrado se llevé a sequedad en una camara de vacio.

Se obtuvo un producto blanco no cristalino (60 mg, 88% de rendimiento).

El producto se recristalizé en metano! y se purific6 mediante una columna de
alumina teniendo como fase moévil una mezcla de hexano/acetato de etilo (9:1).

Se obtuvieron cristales blancos (43 mg, 64% de rendimiento) con un punto de

fusion de: 153-156 °C

Propiedad Valor
Punto de fusion (°C) 153-156
Formula molecular Co2oH4004
Peso molecular (g/mol) 452

Valor espectroscopico Asignacion

UV (nm)

2max 240.30 CO a.p insaturado en C-20
IR (cm™™)
2930.49 C-Hde —CH3 y —CH>
2843.77 C-Hde —CH3 y ~CH>
1729.60 C=0 del ésteren C-3
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1689.51 C=0 en C-20
1665.54 C=0 en C-6
1587.29 C=C conjugado en C-16
1453.98 -CH>
1368.72 -CHas
1037.41 Estiramiento C-C-O
RMN "H (ppm)
0.930 (s, 3H) -Hen C-18
1.062 (s, 3H) -Hen C-19
2.176 (s, 3H) -H en C-21
5.340 (m, 1H) Hen C-3
6.087 (t, 1H) Protén vinilico en C-4
6.708 (t, 1H) Protdn vinilico en C-16
RMN "*C (ppm)
15.760 (1°) Cc-18
19.614 (1°) c-19
24.156 (1°) Cc-21
68.904 (3°) Cc-3
129.367 (3% C-4 vinilico
C-16 vinilico

143.769 (3%

147.754 (4°)

C-5 vinilico

154.882 (49

C-17 vinilico

Carbonilo de éster en C-3

172.726 (4°)
196.557 (4°) C-20
201.739 (4% C-6
EMIE (m/z)
452 M+
328 Pico base

Tabla 9 Propiedades fisicas y espectroscopicas del compuesto 3p-(2-ciclohexilacetoxi)-pregna-

4,16-dien-6,20-diona (AM-15)
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4.2 Evaluacion biolégica

E! equipo empleado para estos ensayos fue: un contador de centelleo (para medir
la radioactividad) Liquid Scientillation Analyzer, modelo Tri- cards 2100 TR Packard
con impresora Panasonic Quiet KX-P3123; ‘una |ncubadora modelo BMR -18/25;
una centrifuga modelo Allegra 6R centrlfugue Beckman mlcroplpetas electronlcas
Advanced Electronic Plpette Ralnln modelo Edp'va con capacndades para 10 uL,

100 pL y 1000 pL Y. una Iémpara UV A

Se dete mmo la ctnv:dad de Ia enzima Sa-reductasa en la fraccion microsomal
tri ugar a 140000xg homogenados de prostata de hamsters. Se

'de Ios’ compuestos AM-13, AM-14 y AM-15 sobre la actividad de
los

S Tamblen se determind la capacidad de competencia de
compueétos AM-13, AM-14 YAM-15 por ia unién al receptor de androgenos
presente en la fraccidn citosdlica de la préstata del hamster.

Para el desarrollo de los experimentos se emplearon hamsters machos de la cepa
Syriam Golden con un peso promedio de 150-200 g y gonadectomizados 72 horas
antes del estudio. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio, a una
temperatura controlada de 22°C con periodos de luz y oscuridad de 12 h y comida

y agua ad libitum (sin control).

4.2.1 Obtencion de Jla fraccion microsomal y citosdlica de préstata de
hamster.

Se sacrificaron 50 hamsters machos con aproximadamente 72 horas de
castracion. Se separaron prostatas y vesiculas seminales. Los tejidos se limpiaron
perfectamente de grasa y se pesaron por separado. Los tejidos se
homogeneizaron con una mezc!a que contenia buffer TEDM (Tris-HCI 20 mM,
EDTA 1.5 mM, molibdato de sodio 20 mM y glicero! al 10%) con relacion al peso
de tejido (v/p 3:1). Los homogenados se centrifugaron a 140000xg, durante una
hora a 2°C. Posteriormente se separé el pellet (fraccidn microsomal) para ser
resuspendido en 3 volumenes de medio A (sacarosa 0.32 M, ditiotreitol 0.1 mM y
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solucion amortiguadora de fosfatos 20 mM a pH=6.5) en relaciéon con el peso del
tejido obtenido inicialmente. El tejido se separd en alicuotas de 1 mL, las cuales se
conservaron a —70°C. El sobrenadante (fraccién citosdlica) se separd en alicuotas

de 1 mL, las cuales se conservaron a —70°C.

4.2.2 Experimentos in vitro: Inhibicion de la actividad de la enzima Sa-

reductasa presente en fraccion microsomal de préstata de hamster a pH= 7.0

Con la fraccion microsomal de prostata previamente obtenida, se realizd un
estudio metabdlico in vitro para conocer el posible efecto inhibitorio de los
-asteroides sintetizados sobre la enzima Sa-reductasa. Para realizar este
bicensayo los esteroides a evaluar (compuestos AM-13, AM-14 y AM-15) en
concentraciones de 200 nM, 1 uM, 2 pM y 10 uM para cada compuesto se
incubaron en presencia de 250 pug de proteina de microsomas de prostata en una
mezcla de incubacién que contenia: 80 L de testosterona tritiada 3[H]T 2 nM, con
una actividad especifica de 85-104 Ci/mmol (Ae=85-104 Ci/mmol), 100 pL de
NADPH* (2 mM), 100 pL de ditiotreitol (1 mM) y 720 uL de una solucidén
amortiguadora de fosfatos (40 mM a pH=7.0). El bioensayo se incubd durante una
hora a una temperatura de 37°C con agitacion constante.

Ademas se prepard un control que contenia fraccién microsomal y mezcla de
incubacién libre de compuestos nuevos, el cual corresponde al 100% de
conversion (este control se toma como referencia y esta en una concentracion de
testosterona marcada de 2 nM). La incubacion terminé con la adicion de 1 mL de
CH>Clz, para después realizar 4 extracciones sucesivas a la mezcla de reaccion
con el mismo disolvente. La separacion de ios productos tritiados 3[H]T y >[H]DHT
se realizé por CCF, en un sistema de elucién cloroformo / acetona (9:1), corriendo
las placas tres veces, separando los compuestos en base a su polaridad (R.f. de
T=0.55, R.f. de DHT=0.67) y determinando el contenido de radiactividad en la
fraccion al estandar de DHT (producto obtenido por la transformacion de *[H]T en
presencia de la enzima Sax-reductasa). Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 10y 11.
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AM-13 AM-14 AM-15
Concentracion (% de actividad) (% de actividad) (% de actividad)
Control 2nM 100 100 100
0.2 oM 100 49 100
1M 100 55 100
2 uMm 100 49 - 100
10 pum 93 46 76

Tabla 10 Porcentaje de actividad de Ia enzima S5a-reductasa por los compuestos AM-13, AM-
14 y AM-15, de acuerdo al estandar.

Compuesto *ICso

e € e,
ey

10 nM

° -
Finasterida
Usado como compuesto de referencia

No presenta lnhlblmon de la actividad de

la'e zwna Sa-reductasa

AM- 13
™ .
4 Prese to baja nh:blcmn de la actividad
i : -
oo lma Sa-reductasa
AM-14
=
" =i
nhibicién de la actividad de
R zima Sa-reductasa
AM-15 i .
s o L
; : 60 pM
**N4
* ICso: Cantidad de sustrato al cual se inhibe et 50% de la actividad de la enzima

** Compuesto que se tomé como modelo, para la sintesis de los compuestos A‘M-13 ¥y AM-14, debido a que
presenta un 1Csg menor que la Finasterida.

Tabla 11 Inhibicion de la enzima Sa-reductasa

39



Metodologia y Resultados

Parte Biologica. Evaluacion

4.2.3. Determinacion de la competencia de los compuestos sintetizados por
receptores de androgenos presentes en el citosol de las vesiculas

seminales.

Este bioensayo se realiza con el fin de conocer si existe algun tipo de competencia
producida por los esteroides evaluados hacia la unic’m a receptores androgenicos
e\ Ios tejldos dependientes de
nster.:. Los compuestos se

los cuales se encuentran presentes en el citosol

andrégenos como . Ias vesiculas seminayles de
mcubaron en presencla de 200 pL (10. 20 rﬁg |tp$pl y dihidrotestosterona
tritiada [H]DHT Nl 36 nM (Ae-1 10-150 Cl/mmol) d‘ h}e 18 h a 4°C y diferentes
concentracnones 02 pM 0.6. pM UM .. y;2 pM),de DHT (es usada como
referencla)'y de los compuestos AM 13 AM- 14 y AM-15. Terminado el tiempo de
incubacion ée agregd 800 uL de una suspensiéon de carbon activado-dextran para
elimin'ar_ia‘radiactividad libre o no unida al receptor, incubando nuevamente
durante 45” 'mfiir‘mtos en hielo. Finalmente se centrifugéd a 4000 rpm durante 10 min.
a 14°C y se separd el sobrenadante, al cual se midid la radiactividad presente
provocada por la 3[H]JDHT unida al receptor. El andlisis por competencia al
receptor se lleva a cabo en presencia del sustrato natural (DHT) o de los
inhibidores. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 11 y grafica 1.

Cailculo de la de inhibicién (Ki) se obtuvo con la siguiente formula:
Ki= 1Cs + <
1 Kd
Donde:

C= Concentracion de la hormona marcada (1.36 nM)
Kd= Constante de disociacion (1.36 nM)
ICso= Cantidad de sustrato a la cual se inhibe el 50% de la unién a los receptores

de la DHT marcada
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Compuesto ***Ki (mM)
Dihidrotestosterona (DHT) 1.25
AM-13 No hay union a receptores
AM-14 No hay union a receptores
AM-15 No hay unién a receptores

***Ki: Constante de inhibicion

Tabla 12 Determinacion del valor de Ki en vesiculas seminales de los compuestos AM-13, AM-14 y

AM-15, tomando como referencia a la DHT (sustrato natural de los receptores androgénicos)

Receptores en vesicula seminal

100 » e

90 -
80 4
70
60

v Resultados
valuacion

50
40 -
30 4
20 4
10

% de unin de DHT marcada

o N

o 0.2 0.4 0.8

——DHT -.—AM-13

Grafica 1 Se muestra que la unién a los receptores androgénicos de los compuestos AM-13, AM-14

1 1.2 1.4 1.6 1.8

Concentracion (uM)
—a—AM-14

—e— AM-15

y AM-15 presentan una menor afinidad que la DHT.

41
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ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Discusion de la parte quimica

5.1.1 Materia prima 3p-acetoxi-pregna-5,16-dien-20-ona (l)

La ruta de sintesis que se planted en este trabajo (Fig. 3.1, Pag. 21), utilizd como
materia prima 3f-acetoxi-pregna-5,16-dien-20-ona (l) (también llamado: Acetato
de 16-dehidropregnenclona (16-DPA) ) dado que es un compuesto disponible
comercialmente, con un costo accesible y es considerado como el punto de
partida en diversos farmacos esteroidales, debido a que presenta los grupos
funcionales necesarios para ser transformados a compuestos de interes*?93,
Como paso previo a la sintesis, se caracterizé a la materia prima por sus

propiedades fisicas y espectroscoépicas (Tabla 2, Pag. 23 y 24).

La espectrofotometria de ultravioleta (UV) (Espectro 1, Pag. 58) nos proporciona
informacién ace:%a de los croméforos debido al doble enlace conjugado presente
en la molécula; este espectro presentd una A maxima de absorcion a 237.92 nm
correspondiente a la cetona «,p-insaturada en C-16-en-20-ona, este valor es muy
cercano al tedrico (242 nm) que se obtuvo al aplicar las reglas de Woodward-

Fieser®? para la estimacion de las transiciones 7t — " .

En la espectroscopia IR (infrarrojo) (Espectro 2, Pag. 58), se observaron los
diferentes grupos funcionales presentes en la molécula. Se presentaron las
bandas de alargamiento C-H de metilos y metilenos en 2940.80 y 2860.78 cm™
-1

mismas que comprueban las bandas de 1435.28 y 1371.75 cm™'. La banda en

1586.24 indicod la presencia de un doble enlace conjugado. Las bandas
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correspondlentes a carbomlos en 1731.28 cm™ y 1664.68 cm™’ _son indicativas del
grupo acetox: en C-3 y la cetona . B insaturada en C-20 respectlvamente Las
senales 1244, 72 y ‘1032! 9 emr 1 corresponden a la interacciéon C-O-C de! éster en
Cc-3.

£n la Resonancia Mégnétiéa nuclear de protones (RMN'H) (Espectro 3, Pag. 59)
se obsen)aréﬁtt senales simples en 0.92, 1.059, 2.036 y 2.265 ppm, integrando
para tres protones cada una, que fueron asignados a los metilos C-18, C-19, el
metilo del grupo acetoxi en C-3 y en C-21 respectivamente. Cabe mencionar que
el metilo C-18 se encuentra a campos ligeramente mas altos (desplazamientos
mas bajos) debido a su posicion dentro del cono de proteccion que genera el
carbonilo en C-20, mientras que C-21 y el metilo del grupo acetoxi, se encuentran
en la zona de desproteccidon de sus carbonilos correspondientes, desplazandolos
a campos menores (desplazamientos mayores). También se observé una sefal
multiple que integra para un protén en 4.610 ppm, correspondiente al protén base
del acetoxi en C-3. Un triplete que integra para un protén en 5.386 ppm

corresponde al protén en C-6, la cual se encuentra acoplada a dos protones -~

vecinos en C-7 y también muestra un acoplamiento alilico con los protones en C-4.
Por ultimo, la sefal triple que integra para un protén en 6.712 ppm se asigno al
protén vinilico en C-16 que encuentra acoplado a dos protones vecinos en C-15.

La resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN'3C) del compuesto |
(Espectro 4 y 5, pag 59 y 60) mostré las siguientes sefiales en 15,685, 19.193 y
21.401 ppm asignadas a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente. El grupo
metilo del éster acetoxi en C-3 mostré una sefial en 27.121 ppm. La sefal en
73.833 ppm se asignd a C-3, la base del éster. La sefales en 155.308 y 144.386
ppm son caracteristicas para los dos atomos de carbonos vinilicos C-17 y C-16
respectivamente y las sefiales en 121.958 y 140.223 ppm son caracteristicas para
los atomos de carbono C-6 y C-5 respectivamente. Las sefiales en 170.504 y
196.8 ppm se asignan a los dos carbonilos del éster y C-20 respectivamente.
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El espectro de masas (Espectro 6, Pag. 61), presentd un pico en 357 que
corresponde al M*', el cual solo varia por una unidad al PM segun la formula
condensada del 16-DPA (356 g/mol), la sehal en 296 corresponde al pico base por
pérdida de 61 unidades de masa (M+ menos -CH3COOH la cual corresponde a la
fraccion de mayor estabilidad).

5.1.2 Compuesto 3p-acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona (i)

La primera reaccion que se planted en la ruta de sintesis es la epoxidacidn de la
doble ligadura que se encuentra en la posicion C-5 por medio del acido 3-
cloroperoxibenzoico, utilizando como disolvente cloroformo; esta reaccidon se
obtuvo con un buen rendimiento (89% producto crudo y 63% del producto

recristalizado).

En el espectro de UV (Espectro 7, Pag. 61) presentd una A maxima de absorcidon a

238.11 nm correspondiente a la cetona «,  insaturada en C-16-en-20-ona.

En ia espectroscopia IR (Espectro 8, Pag. 62) se presentaron las bandas de
alargamiento C-H de metilos y metilenos en 2940.52 y 2860.11 cm’? mismas que
comprueba la banda de 1370.85 cm™'. Las bandas correspondientes a carbonilos
en 1732.28 cm™ y 1664.69 cm™ son indicativos del grupo éster en C-3 y la cetona
o,p-insaturada en C-20 respectivamente. Las sefales 1244.72 y 1032.79 cm™
corresponden a la vibraciéon del éster en C-3.

La RMN'H (Espectro 9, Pag. 62) se observaron 4 sefales simples en 0.848,
1.114, 2.034 y 2.251 ppm, integrando para tres protones cada una, que fueron
asignados a los hidrégenos de los metilos C-18, C-19, el metilo del grupo acetoxi
en C-3 y C-21 respectivamente. Se observd un multiplete en 4.610 ppm que
integra para un protdn asignada el hidrogeno en C-3, y un triplete en 6.685 ppm
que integro para un protén asignada al proton vinilico en C-16.

La RMN'3C del compuesto Il (Espectro 10 y 11, pag 63) mostré las siguientes
sefiales en 15822, 16.962 y 21.388 ppm asignadas a C-18, C-19 y C-21
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La RMN“C del compuesto Il (Espectro .10 y 11, pag 63) mostro ias sngurentes

senales en 15 822 16 962 y 21 388 ppm asxgnadas a_ C 18 .C-19 y C-21
" 5 una seral en 27.149

respectlvamente Las dos senal s el
carbonilos del éster y c-20 respectlvamente

El espectro de masas (Espectro 12, Pa’g. 64)A_ hre'sénté .un_pico en 373 que
corresponde al M+1 segun la formula condensada del compuesto corresponde a
su peso PM (372 g/mol), la sefial en 312 corresponde al pico base por pérdida de
61 unidades de masa (M+ menos -CHiCOOH la cual corresponde a la fraccion de

mayor estabilidad).

5.1.3 Compuesto 3p-acetoxi-5-ahidroxi-pregn-16-en-6,20-diona (lil)

La segunda reaccion corresponde a la oxidacion del epdxido en la posicion C-5 y
C-6 formando un grupo carbonilo; esta se llevé acabo con una solucion oxidante
de CrO; en agua, utilizando como disolvente para esta reaccidn acetona. Esta
reaccién se obtiene con un buen rendimiento (81% producto crudo) y con un nivel
de impurezas relativamente bajo. Solo fue necesario Ilavar el producto
perfectamente con agua para que se elimine todo el cromo y este una vez seco se

utilizé en la siguiente reaccion.

El espectro de UV (Espectro 13, Pag. 64) presentd una A maxima de absorcion a
237.8 correspondiente a la cetona o, B-insaturada en C-16-en-20-ona, este valor es
muy cercano al tedrico (242 nm).

En la espectroscopia IR (Espectro 14, Pag. 65) se presentd la banda en 3409.82
debida al —-OH en C-3, las bandas de alargamiento C-H de metilos y metilenos en
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2940.32. rm" la cual se comprobé con la bandas de 1432 14 y.1366.00 <:m'1 Las
bandas correspondlentes a carbonilos en 1712 26 cm Y 1664 74 cm son

1nd1cat|vos del grupo acetoxi en C-6 y: la’ cetona ov.,

respectlvamente Las sefales en 1236. 75 y: 1039.74 cm representan la ylbra;:uon

ppm. La sefal en 70.573 ppm se asignd a C-3, la base del ester ,La bas del'l Lot

alcohol en C-5, mostré una sefial en 80.33 pm. La sefial en 143.89 y. 155 092 ppm
son caracteristicas para los dos atomos de carbonos Vlmllcos C 16 y C 17
respectivamente. El éster en C-3 mostré una sefal en 171.009 ppm. las sefales
en 196.638 y 211.739 ppm se asignaron a C-20 y C-6 respectivamente.

El espectro de masas (Espectro 18, pag. 68), presentd un pico en 388 que
corresponde al M+, el cual corresponde al PM segun la férmula condensada del
compuesto (388 g/mol), la sefal en 328 corresponde al pico base por pérdida de
60 unidades de masa (M+ menos -CHiCOOH la cual corresponde a la fraccion de

mayor estabilidad).

] |hsaturada en ‘c20
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5.1.4 Compuesto 3-acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (IV)

La tercera reaccién llevada acabo corresponde a la eliminacidn del grupo oxhidrilo
que se encuentra en la posicion C-5. Esta reaccion se lievd acabo con piridina y
SOCI,, en esta reaccién fue necesario mantener una atmésfera de nitrégeno ya
que en presencia de humedad de la atmosfera el SOCIlz es hidrﬁ;vfz'adc
rapidamente. El bafio de hielo es necesario bajar la temperatura ya que es una
reaccién exotérmica. El producto IV se extrajo con acetato de etilo. R

Se utilizé HCI al 10% para lavar la fase organica para eliminar la piridina en su
forma protonada, el NaHCO3; se uso para neutralizar el exceso de HCI, y el agua
para eliminar sales formadas de esta neutralizacion.

Este producto (IV) se purificé con una columna empacada con silica gel utilizando
como fase movil una mezcla acetato de etilo/ hexano (85:15); se obtuvieron

cristales blancos, aunque con un rendimiento del 40%.

El espectro de UV (Espectro 19, Pag. 68) presentd una A maxima de absorcion a

236.68 nm correspondiente a la cetona a,B-insaturada en C-16-en-20-ona.

En la espectroscopia IR (Espectro 20, Pag. 69) se observaron las bandas de
alargamiento C-H de metilos y metilenos en 2942.70 y 2862.55 cm™ mismas que
comprueba la banda de 1371.54 cm™'. La banda correspondientes al carbonilo del
éster se encuentra en 1735.14 cm™ y las bandas en 1691.47 y 1664.19 cm™ se
asignaron a los carbonilos «o,B-insaturados en C-20 y C-6 respectivamente. Las
sefales en 1233.12 y 1042.00 cm™' corresponden a la interaccién C-O-C
caracteristicas del éster en C-3.

En la RMN'H (Espectro 21, pag. 69) se observaron 4 sefiales simples en 0.930,
1.062, 2.070 y 2.275 ppm, integrando para tres protones cada una, que fueron
asignados a los metilos C-18, C-19, el metilo del grupo acetoxi en C-3 y C-21
respectivamente. Se observo un doblete que integra para un proton en 6.096 ppm
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asignada al proton VlnI|ICO en C-4yun doblete que lntegra para un proton en 6.705
ppm aslgnada al proton vmnhco en C- 16 : . :

En la RMN"’C del compuesto IV (Espectro 22 2 2 pag 70) mostro Ias snguuentes
seAales en:™ 119.553 y 21 14 p‘

caracter stlcas para los dos-atomos de carbono vinilico C-17 y C-4
respecglv' ente rLas “tres sefiales en 170.678, 196.554 y 201.746 PPM se

asignaraﬁ a lo carbonilos del éster, C-20 y C-6 respectivamente.

El espec'tro"de masas (Espectro 24, Pag. 72), presentd un pico en 370 que
correqunde' al M+, el cual corresponde al PM segun la férmula condensada del
compuesto IV (370 g/mol), la sefal en 328 correspondié al pico base por pérdida
de 42 unidades de masa (M+ menos -CH3CO la cual corresponde a la fraccion de

mayor estabilidad).

5.1.5 Compuesto 3p-hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (V)

La cuarta reaccion llevada acabo fue la hidrdlisis del éster que se encuentra en la
posicion C-3, esta fue una hidrolisis basica con NaOH al 2%, utilizando como
disolvente metanol. El producto de la reaccién una vez lavado bien con agua hasta
un pH neutro se obtiene con pocas impurezas, por lo que se utiliza sin recristalizar
para la siguiente reaccion.

El espzctro de UV (Espectro 25, Pag. 72) presentd una A maxima de absorcion a

238.41 nm correspondiente a [a cetona «,f3-insaturada en C-16-en-20-ona.

En la espectroscopia IR (Espectro 26, Pag. 73) se presentd la banda en 3430.87
cm! asignada al —OH en C-3, esta es una banda adicional que no se ve en el
espectro del compuesto anterior (IV) misma que se presenta en el espectro de IR
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del compuesto Hi.Tam en se observaron Ias bandas de alargamlento C-H de
metllos Yy metllenos en 2941 04 y 2859 50 cm mlsmas que comprueba la banda
L svbandas en 1688 517 y 1634.74 cm correspondlentes al

de 1371 53 cm
carbonulo en C-6yala cetona o, [3 msaturada C-20 respectlvamente

Enla RMN H (Es ro 27, Pag. 73) se observaron tres s nales s:mples en 0.930,

mente S€ 7.172 ppm es caracteristica para C-3 la base del
alcohol. Las se i143.92, 146.498 y 154.85 ppm se asignaron a
: s C4, C-16, C-5 y C-17 respectivamente. Las dos
202 76 bpm son caracteristicas para los carbonilos en C-20

los atomos d
sefales en 196.6
y C-6 respéectivamente.:

El espectro de masas (Espectro 30, Pag. 76), presentd un pico en 328 que
corresponde al M+, el cual corresponde al PM segun la féormula condensada del
compuesto V (328 g/mol), este mismo es el pico base lo que significa que es la

fraccion de mayor estabilidad.

5.1.6 Compuesto 3p-(p-nitrobenzoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (AM-13)

Con la reaccion cinco se obtuvo el primer compuesto final de este trabajo (AM-13),
esta reaccion es la esterificacion del oxhidrilo de la posiciéon C-3 con DCC, DMAP
y el acido 4-nitrobenzoico utilizando como disolvente diclorometano anhidro. La
reaccion se llevd acabo en una atmdsfera de nitrégeno para mantener condiciones
anhidras necesarias para que se lleve acabo con un buen rendimiento.
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Para la obtenc:on de este producto, una vez termmada Ia reaccnon y haber
realizado extraccmnes su 'eswas con. CHCI;. fue necesario redlsolver el producto

varias veces cc (Io mas seco posnble) par por medlo de

Fltracnon Ia uble er) agua
y es uno de | DCU puéde

ser confund

pasar. el product or.la columna se observé mayor cantldad de impurezas que

despues son difici mente ellmlnadas

El espectro de UV (Espectro 31, Pag. 76) presentd una A maxima de absorcion a
242 .93 nm correspondiente a la cetona a, B insaturada en C-16-en-20-ona.

En el espectro de IR (Espectro 32, Pag. 77) se presentaron, las bandas de
alargamiento C-H de metilos y metilenos en 2941.90 y 2851.70 cm™ mismas que
comprueba la banda de 1373.90 y 1459.94 cm™'. Las bandas correspondientes a
carbonilos en 1706.80 cm™, 1688.75 y 1661.13 cm™ son indicativas del éster en C-
3., el carbonilo C-20 «.f-insaturado y la cetona «.,p-insaturada en C-6
respectivamente. Las sefiales 1276.36 y 1038.60 cm’! perteneciente al éster en C-
3. Una de las bandas caracteristicas para este compuesto es la banda que
aparece en 1526.74 y 1350.65 cm™ ya que son las que indican la presencia del
grupo —NO> en la molécula. Otra sefial de esta molécula es |la que aparecio en
722.23 cm™ que indica la presencia del benceno.

En la RMN'H (Espectro 33, Pag. 77) se observaron 3 sefiales simples en 0.949,
1.122 y 2.285 ppm, integrando para tres protones cada una, que fueron asignados
a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente. Se ve un multiplete en 5.622
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se observa un doblete que
C-4 yun tnplete
El multlplexe en

ppm que integra para un proton asngna o al H de\c -3,

que integra para un protoﬂn\
8.282 que integra para 4

En la RMNYC del
siguientes sefial

respectivamer

nales en 164.26, 196.538 y 201 742 ppm se aS|gnaron al

carboﬁilo d O‘y C-6 respectivamente.

El espectro de:masas (Espectro 36, Pag. 79), presentd un pico en 477 que
corresponde al M+, el cual corresponde al PM segun la formula condensada del

compuesto IV (477 g/mol), este pico también corresponde al pico base, lo cual

indica que es su forma mas estable de esta molécula.

5.1.7 Compuesto 3p-(p-toluociloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (AM-14)

Con la reaccién seis se obtuvo el segundo compuesto final de este trabajo (AM-
14), es la esterificacion del grupo oxhidrilo que se encuentra en la posicidén C-3.
Para esta reaccidn se tomaron en cuenta las consideraciones hechas en la
esterificacion anterior (como son las condiciones anhidras durante la reaccion y el
método de obtencidn de producto). La purificacidn de este producto se realizd por

medio de una recristalizacion de metanol, lavando con hexano frio.

El espectro de UV (Espectro 37, Pag. 79) presentd una A maxima de absorcién a

240.30 nm correspondiente a la cetona «,B-insaturada en C-16-en-20-ona.
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En la espectroscopla IR (Espectro 38 Pag 80) se presento la banda en 3043.95

no a la monosustitucion del anillo

b “rva‘roh 4 senales simbles en 0.942,
yres protones cada una, que fueron
0-20 y al metilo del anillo aromatico

e obs rva un doblete que integra para un proton en 6.231
n vmillco en ‘c-a y un triplete que integra para un proton

as:gnado
ppm asug’ do al !
vinilico en 6 712 ppm aS|gnada a C 16.

En la RMN""C del compuesto AM-14 (Espectros 40 y 41, pag 81) mostro las
siguientes sefales en: 15.763, 19. 632_ y 27.079 ppm que se asignaron a C-18, C-
18 y C-21 respectivamente. La seﬁal en 69.603 ppm es caracteristica para la base
del éster en C-3. Las seﬁalés en 129.011 y 129.311 ppm fueron asignadas a los
atomos de carbono del anillo aroma’tico. Las sefales en 129.722 y 143.730 ppm
son asignadas a los carbonos vinilicos C-4 y C-16 respectivamente. Los atomos
de carbono cuaternarios C-5'y C-17 mostraron una sefal en 147.919 y 154.886
ppm respectivamente. Las sefales en 166.197, 196.197 y 201.839 ppm se
asignaron al carbonilo del éster, C-20 y C-6 respectivamente.

El espectro de masas (Espectro 42, pag. 82), presentd un pico en 446 que
corresponde al M+, el cual corresponde al PM segun la formula condensada del
compuesto V (446 g/mol), la senal en 119 correspondié al pico base por pérdida
-de 327 unidades de masa, la cual corresponde a la fraccion de mayor estabilidad

A
(8



Analisis de Resultados

(esta fraccidon perdida correspondié a los 4 ciclos del esteroide, por io que la
fraccién mas estable es la que corresponde al anillo aromatico de éster).

5.1.8 Compuesto 3p-(2-ciclohexilacetoxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (AM-
15)

En la reaccion siete se obtiene al tercer producto final de este trabajo (AM-15), |
cual es otra esterlfcaclon que lleva acabo tomando las consideraciones de la
reaccién - cinco (las condiciones de la reaccion, el método de obtencién del
producto y la punfcacnon por medio de una columna de alumina). Cabe mencionar

que el compuesto AM- 15 fue previamente recristalizado en metanol.

El espectro’ deUV (Espectro 43, Pag. 82) presentd una A maxima de absorcion a

240.30 nrh dorreébéﬁdiénte a Ia cetona a.ﬁ-insaturada en C-16-en-20-ona.

En la espectroscopla IR (Espectrov 4, Pag 83) se presentaron Ias bandas de
alargamiento C-H de metilos y memenos en 2930.49 y 2843.77 cm™ mismas que
comprobaron las bandas de 1368.72 y 1453.98 cm™'. Las bandas
correspondientes a carbonilos en 1729.60 cm!, 1689.51 y 1665.54 cm™ son
indicativas del éster en C-3 , del carbonilo en C-20 y la cetona «,3-insaturada en
C-6 respectivamente. La sefial en 1037.41 cm™ se asigno al éster en C-3.

En la RMN'H (Espectro 45, Pag. 83) se observaron 3 sefiales simples en 0.93,
1.062 y 2.176 ppm, integrando para tres protones cada una, que fueron asignados
a los metilos C-18, C-19 y C-21. Se ve un multiplete en 5.34 ppm que integra para
un protén asignado al de C-3, se observd un triplete que integra para un proton en
6.087 ppm asignado al proton vinilico en C-4 y un quartete que integré para un
proton vinilico en 6.708 ppm asignado a C-16.

La RMN'C del compuesto AM-15 (Espectros 46 y 47, pag. 84) mostrd las
siguientes senales en: 15.760, 19.614 y 24.156 ppm asignadas a C-18, C-18y C-
21 respectivamente. La sefial en 68.904 ppm es caracteristica para la base del
éster en C-3. Las senales en 129.367 y 143.769 ppm se asignaron a los carbonos
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vmlllcos en C4 y C'16 respectlvamente Los étomos de carbono cuaternarios C-5
! y 54 882 ppm respectivamente. Las
e’ asngnaron al carbonilo del éster,

P g- 85), presento un pico en 452 que
L ual corresponde al PM segun la férmula condensada del
VI (452’g/mol)_ la sefial en 328 corresponde al pico base por pérdida
de 124 hnidabdve's: de masa, la cual corresponde a la fraccion de mayor estabilidad

(M+ menos ciclohexano-CHx-CO-).

5.2. Discusién de resultados del Ensayo Biolégico.

Los dos mecanismos principales por los cuales un compuesto puede ser
considerado como un posible candidato para el tratamiento del cancer de la

prostata son:

1. Que inhiba a la enzima responsable de la conversion de la testosterona a
DHT, ya que el DHT es metabolito que ocasiona el crecimiento de la

prostata.

2. Que los compuestos tengan una mayor afinidad por el receptor androgenico
que es el sitio donde la DHT se une formando un complejo el cual es el que

ocasiona esta enfermedad.

5.2.1 Inhibiciéon de la actividad de la enzima Sa-reductasa en fraccion

microsomal

Los resultados obtenidos del ensayo in vitro para la inhibicion de la actividad de la
enzima S5a-reductasa (tabla 10 y 11) demuestran que los tres compuestos finales
sintetizados (AM-13, AM-14 y AM-15) tienen menor actividad de inhibicién de esta
enzima ya que no se obtuvieron valores de ICso menores o iguales a la de la
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Flnasterlda (10 nM), ia cual es nuestra referencia por ser el farmaco de uso actual
en la terapeutica para el tra(armentc ‘de .estos padecimientos dependientes de
androgenos. Esto lo demuestra la tabla 10 la cual indica que los porcentajes de
inhibicién de la actividad de la enzima Sa-reductasa de los compuestos evaluados
son mayores del 50% en la mayoria de los casos de acuerdo con el estandar.

Los compuestos: AM-13, AM-14 y AM-15, no inhiben a la enzima que transforma a
la testosterona producida por el organismo a DHT, la cual es la causante de

enfermedades dependientes de andrégenos como el cancer de prostata.

5.2.2 Determinacion de la competencia de los compuestos sintetizados por
receptores de andrégenos presentes en el citosol de vesiculas seminales.

En los resultados de unién a receptores (tabla 12), se puede cbservar que de los
tres compuestos evaluados AM-13, AM-14 y AM-15 ninguno presenté una Ki
menor de 2.14 (valor correspondiente a la DHT, es el compuesto de referencia),
esto indica que estos compuestos no van a competir por el sitio de union en el

receptor androgénico con la DHT.

Esto se observa mejor en la grafica 1, la cual muestra que los tres compuestos
evaluados (AM-13, AM-14 y AM-15) no presentan una union parecida a la DHT, la
cual es el sustrato natural de los receptores androgénicos.

La DHT se une con mayor afinidad al receptor andrégenico que los compuestos
sintetizados y por lo tanto la actividad andrégenica de estos compuestos
sintetizados no es debida a este mecanismo (afinidad por los receptores
andrégenicos) por lo que estos compuestos no son considerados posibles
candidatos para el tratamiento de padecimientos dependientes de androgenos,

como el cancer de prostata o la hiperplasia prostatica benigna.

Ya que estos compuestos no inhibieron a la enzima S5a-reductasa y no se unen a
los receptores andrégenicos con mayor afinidad que la DHT, no se realizaron

pruebas in vivo.
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5.2.3 Relacion estructura actividad

En la tabla 11 (Pag. 39) se observaron los valores de ICso (concentracion del
sustrato con la cual se inhibe el 50% de la actividad de la enzima) de los
compuestos AM-13, AM-14, AM-15 Finasterida y N4 (compuesto nuevo sitetizado
en el laboratorio). El compuesto N4 presentd un IC5,=60 pM y resultd mas potente
en la inhibicion de la actividad de la enzima Sa-reductasa que la Finasterida
(ICs50=10 NM).

Por esta razon ‘el compuesto N4 fue tomado como modelo para proponer la
sintesis dkenlos nuevos inhibidores de la enzima 5a-reductasa (compuestos AM-13
y AM-14).:Los compuestos sintetizados (AM-13 y AM-14) solo difieren en su
estructura dél compuesto N4 en los sutituyentes en posicién para en el anillo
aroma’tico,‘ un grupo nitro (AM-13), y un grupo metilo (AM-14). Se observdé que la
introduccién de estos sustituyentes én la molécula modificd la actividad de
inhibicion de la enzima Sa-reductasa de estos compuestos.

Los 3p-acidoiloxiderivados (AM-13 y AM-14) a diferencia del compuesto N4 tienen
sustituyentes mas voluminosos, por lo que el efecto estérico afecta la inhibicion de
la actividad de la enzima Sa-reductasa. El compuesto AM-15 también es mas
voluminoso que el compuesto N4 por lo que no presento actividad de inhibicion de

la enzima Sa-reductasa.

El efecto electronico afecta a la actividad de inhibicion de la enzima Sa-reductasa,
se observo que al introducir a la molécula del compuesto N4 un sustituyente
desactivante (-NOj, jala electrones del anillo aromatico) en el anillo aromatico en
posicion para no se observd actividad de la inhibicion de la enzima Sa-reductasa.
Al introducir un sustituyente activante (-CiHi, mete densidad electrénica al anilio
aromatico) la actividad de inhibicion de la enzima Sa-reductasa se ve disminuida

en menor proporcion que la del compuesto AM-13.

£l compuesto N4 no presentd afinidad por los receptores andrégenicos, por lo que
los compuestos AM-13, AM-14 y AM-15 se comportaron de manera similar.




Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Se logré sintetizar, purificar, caracterizar (fisica y espectroscopicamente) y
evaluar bioldgicamente in vitro los intermediarios (I1-V) y los compuestos
finales derivados de la progesterona: el compuesto final = 38-(p-
nitrobenzoiloxi)-pregna-4,16-dien-20-diona (AM-13), el compuesto final 3p3-
(p-toluoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (AM-14) y el compuesto final 333-
(2-ciclohexilacetoxi)-pregna-4, 16-dien-6,20-diona (AM-15).

2. Los compuestos AM.13 y AM-15 no inhibieron la actividad de la enzima S5«-
reductasa (Tabla 10 y 11, Pag. 39). Tampoco presentaron afinidad por los
receptores androgénicos (Grafica 1, Pag. 41). Por lo que estos compuestos

no tienen caracter antiandrogénico a través de estos dos mecanismos.

3. El efecto estérico provocado por los sustituyentes en C3 no proporciona

caracter antiandrogénico a las moléculas.

4. El derivado AM-14 mostré actividad como inhibidor de la enzima Sc-
reductasa; al parecer la presencia de un grupo activante (metilo) en
posicion para del anillo aromatico proporciono el caracter antiandrogénico

de la molécula.
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