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CAPiTULO 1 

1. INTRODUCCIÓN. 

El cáncer de próstata y la hiperplasia prostática benigna son enfermedades muy 

comunes en hombres con edad promedio de 55 años, debido a que la próstata es un órgano 

susceptible de sufrir aumento de tamaño, y que está relacionado con tumores benignos o 

malignos y enfermedades de tipo infeccioso (prostatitis). Este órgano está localizado en la 

pelvis debajo de la vejiga rodeando la porción superior de la uretra, por tal razón, cualquier 

trastorno ocurrido a la próstata puede obstruir el flujo de orina causando que la micción se 

tome difícil y dolorosa provocando alteraciones graves en la vejiga, los uréteres y los riñones. 

El agrandamiento de la próstata es un trastorno que presenta uno de cada tres individuos de 

mas de 60 años de edad, en los que el órgano incrementa su tamaño dos o cuatro veces en 

relación al tamaño normaI1
,2. 

El cáncer de próstata es la segunda neoplasia mas frecuentemente diagnosticada 

(seguida por el cáncer de piel) yes la segunda causa de muerte por cáncer en la población 

masculina. Este mal surge cuando:as células del tejido empiezan a multiplicarse sin ningún 

control y de manera progresiva hasta llegar a la formación de un tumor; si este tumor no 

invade los tejidos vecinos y queda circunscrito, se forma un tumor benigno. Si el tumor 

invade tanto los tejidos vecinos como los que se encuentran a distancia (metástasis) 

entonces se forma un tumor maligno (cáncer). El Registro Nacional de Patología en México 

citó 20,000 casos de éste padecimiento al año, de los cuales mueren 3,000. 

Aproximadamente, un 20% más de individuos no acuden a las clínicas por falta de 

información o debido a que renuncian al examen diagnóstico por el tacto rectal que se 

realiza2
. 

Por otra parte, la hiperplasia prostática benigna (hiperplasia nodular ) se caracteriza por 

la formación de voluminosos nódulos bien delimitados en la región periuretal de la próstata, 

cuando alcanzan el tamaño suficiente, los nódulos comprimen y estrechan el conducto uretal, 

causando una obstrucción parcial o casi completa de la uretra3
. 
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CAPITuLO 1 

La hiperplasia prostática benigna, el cáncer de próstata y la alopecia androgénica, entre 

otros padecimientos, están relacionados con una serie de factores etiológicos en común 

como la raza, la edad, factores ambientales, la dieta y el factor más importante es un exceso 

de andrógenos en el organismo 1.3. 

Los tratamientos más comunes para el cáncer de próstata y la hiperplásia prostática 

benigna son la cirugía y la radiación, empleados principalmente para erradicar el cáncer 

local. Existen otras formas disponibles para el tratamiento de éstas enfermedades, como es 

la utilización de antagonistas androgénicos2
. 

Los antiandrógenos son un tratamiento útil para un gran número de enfermedades 

mediadas por andrógenos entre las cuales se encuentran el acné, alopecia androgénica 

(calviCie prematura), pubertad precoz, hirsutismo (exceso se vello en mujeres), cáncer de 

próstata e hiperpiasia prostática benigna4
•
5

. 

El acetato de ciproterona es un potente antagonista androgénico, su distribución en el 

mercado es amplia debido a su uso en diversas patologías entre las cuales puede 

mencionarse: acné, alopecía androgénica, hirsutismo y síndromes virilizantes. También se 

ha tratado de usar en el tratamiento de la pubertad temprana e hiperplasia, carcinomas 

prostáticos y también para inhibir la libido en varones con desviaciones graves de conducta 

sexual. Este fármaco presenta efectos progestacionales (feminizantes) no deseados que 

limitan su uso, por esta razón, existe un gran interés por desarrollar nuevos fármacos que 

compitan con el acetato de ciproterona en actividad farmacológica y presenten el mínimo de 

efectos progestacionales posibles6
. 

El finasteride es otro medicamento conocido como inhibidor de la enzima 5a­

reductasa tipo 2 que está presente en la próstata, también tiene un efecto inhibitorio limitado 

para la isoenzima tipo 1 encontrada en la piel. El finasteride (ver figura 7) ha sido indicado 

para el tratamiento de la hiperplasia prostática benigna y cáncer de próstata, también origina 

una disminución del tamaño de la próstata, mejorías del flujo urinario y reducción de los 

síntomas. Este medicamento proporciona una altemativa a la intervención quirúrgica y se 

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM. 5 



CAPITulO 1 

tienen antecedentes que los pacientes tratados presentan pocos efectos colaterales y casi 

todos presentan tolerancia a este fármaco7
•
8

. 

Del análisis de la relación estructura-actividad biológica de los antiandrógenos 

esteroidales comerciales se ha concluido que su actividad se debe a la estructura casi plana 

de la molécula, a la presencia del1a -2 a ciclometileno en C-1 y C-2 o bien un doble enlace 

entre estos dos átomos de carbono, a los dobles enlaces entre los carbonos C-4 y C-S y C-

6 yC-7, al sustituyente electronegativo en C-6 y al grupo a-acetoxi en C-17, así como a los 

grupos cetónicos en C-3 y C-209
. 

Se conoce que la relación estructura actividad encontrada en nuestro laboratorio es 

válida para la serie del pregnano, todo esto nos llevó a proponer en el siguiente trabajo de 

tesis, la síntesis de dos derivados de la progesterona, que reúna las siguientes 

características moleculares9
: 

COMPUESTO I COMPUESTO 11 

• Dobles enlaces en los carbonos C-4 y • Dobles enlaces en los carbonos C-1 , 

C-6. C-4 y C-6. 

• Un grupo alquilo en C-16. • Un grupo alquilo en el C-16. 

• Un sustituyente en C-17. • Un sustituyente en el C-17 . 

• Un grupo carbonilo en C-3. • Un grupo carbonilo en C-3. 

Para obtener los derivados de progesterona de interés se siguió una ruta de síntesis 

parcial que consta de ocho pasos, el compuesto I (17a - ciclopentilacetoiloxi-16Ji - metil-

4,6-pregnadlen - 3, 20 - diona) se obtuvo del paso siete y el compuesto 11 (17a­

ciclopentilacetoiloxi- 16Ji metil-1,4,6 - pregnatrien- 3, 20- diona) del paso ocho. Se 

FACULTAD DE QUíMICA, UNA". 6 



CAPITULO 1 

empleó como materia prima el acetato de 16-dehidropregnenolona, lo que finalmente nos 

llevó a obtener los compuestos de interés: 

COMPUESTO I COMPUESTO 11 

Estos compuestos se evaluaron ta, macológicamente como inhibidores de la enzima 

5oc:-reductasa y también su actividad antiandrogénica. Además, se caracterizaron por sus 

propiedades físicas (punto de fusión experimental) y espectroscópicas (UV, IR, RMN, 1H, 

RMN 13C y EMIE). 

FACULTAD DE QUiMICA, UNAM. 7 



CAPITULO 2 

CAPíTULO 2. 

ANTECEDENTES. 
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CAPITuLO 2 

2. ANTECEDENTES. 

2.1 Esteroides. 

Los esteroides son sustancias que contienen en su estructura base el núcleo 

ciclopentanoperhidrofenantreno (ver figura 1). Se encuentran ampliamente distribuidos en la 

naturaleza, tanto en el reino animal como en el vegetaPO
•

II
• 

12 17 

4 6 

Figura 1 

Clasificación de los esteroides. 

Los esteroides se clasifican considerando su estructura qUlmlca. Por lo general 

se encuentran sustituidos en C-10 y C-13 por grupos metilo y un grupo hidroxilo o 

carbonilo en C-3. 

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM. 9 
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Estrano Androstano Pregnano 

Colano Colestano Cardanólido 

-':~" -.../"-T/ ~ 

-/'--·1---'--- I 

... / ............ , ..... .. ' ......... ~ .... , ... / I 
! 

Ergostano E: st lgmastano Bufanó lido 

Figura 2. Clasificación de los esteroides 
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Efecto Fisiológico de los esteroides. 

Los efectos fisiológicos varían de unos compuestos a otros y van desde la actividad de 

las vitaminas hasta las hormonas sexuales·2.13
• 

Algunas hormonas y sus propiedades fisiológicas son: 

ESTRONA: Es la hormona estrogénica de la mujer, es la responsable, del crecimiento, 

madurez, desarrollo y del mantenimiento del aparato reproductor femenino. 

PROGESTERONA: Es la llamada hormona del embarazo, estimula el crecimiento de la 

membrana mucosa del útero para prepararlo en la implantación del óvulo fecundado (ver 

figura 3). 

TESTOSTERONA: Es la hormona sexual masculina, regula el desarrollo de los órganos 

reproductores y las características sexuales secundarias (ver figura 3). 

ÁCIDO CÓLICO: Se encuentra en la bilis, en la forma de su sal de sodio y junto con otras 

sales forman las sales biliares, que actúan en los procesos de digestión. 

CORTISONA: Es una de las 28 hormonas adrenocorticales. No solo es importante para el 

control del metabolismo de los carbohidratos sino que además, resulta efICaZ para el 

tratamiento de la artritis reumática. 

COLESTEROL: Es un alcohol esteroidal u esterol, se encuentra en casi todos los tejidos de 

los vertebrados y es el principal constituyente de los cálculos biliares. El organismo lo 

necesita como materia prima para la síntesis de otros esteroides. 

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM. 11 
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o o 

Testosterona Progesterona 

Figura 3. 

2.2 Andrógenos. 

Los andrógenos son una clase de hormonas esteroidales pertenecientes al grupo del 

androstano y son responsables de regular la fisiología sexual en el varón, promoviendo y 

manteniendo las características sexuales primarias y secundarias. La testosterona (n es el 

andrógeno predominante en la circulación sanguínea, sin embargo, su metabolito 5a­

dihidrotestosterona (DHn es el andrógeno endógeno más potente14
. 

Los andrógenos son secretados por las células de Leydig, mismas que se encuentran 

agrupadas en el tejido conectivo entre los tubos seminíferos de los testículos. Otros órganos 

como el hígado, la próstata y las glándulas suprarrenales contribuyen en forma mínima en la 

producción de andrógenos 1. 

2.3 Síntesis y biogénesis de la testosterona. 

La producción de T en los testículos y su liberación en el organismo se muestra en la 

figura 4. El hipotálamo secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (HLG) que controla 

la síntesis y liberación de las hormonas de las gónadas, su nombre específico es Factor de 

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM. 12 
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Liberación de la Hormona Luteinizante (FLHL), el cual, estimula la secreción de la Hormona 

Estimulante de las Células Intersticiales (HECI) y la Hormona Folículo Estimulante (HFE) en 

el lóbulo anterior de la hipófisis. El siguiente paso es la producción de T en los testículos, 

bajo la influencia de HECI y HFE por las células intersticiales de Leydig. Aproximadamente 

un 95% de la T es producida en los testículos y el 5% es liberada en glándulas suprarrenales. 

HIPOTÁLAMO 

1 
HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINAS (HLG) 

Controla la síntesis y liberación de hormonas de las gónadas. 
FACTOR DE LIBERACiÓN DE LA HORMONA LUTEINIZANTE (FLHL) 

1 
I LÓBULO ANTERIOR DE LA HIPÓFISIS I 

I FACTOR DE LIBERACiÓN DE HECI I I FACTOR DE LIBERACiÓN DE HFE I 

1 1 I TESTlCULOS I 
I 

TESTlCULOS I Células intersticiales de Leydig Tubos seminíferos 

HECtl HFEl 

I TESTOSTERONA I I ESPERMATOGÉNES I 

Figura 4. Liberación de testosterona en el organismo. 
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CAPITuLO 2 

La biogénesis3 de la · T en el organismo (figura 5) se lleva a cabo mediante la 

degradación enzimática parcial de la cadena lateral del colesterol (C-20) dando lugar a la 

formación de la pregnenolona (1) y posteriormente la producción de progesterona (2) que es 

el precursor de T (3)5.8. 

~
g~-
'7IW lidra ;111 oidor 

.~-
¿; 

TUTOSTl!RONA p¡ 

1 

~---~ 

Figura 5. Blogénesls de la Testosterona en el organismo. Reacciones enzimáticas de 

degradación de la cadena lateral del colesterol que dan origen a la pregnenolona y testosterona. (Tomado de 

Brueggemier R.w.) 

2.4 Enzima 5a -reductasa. 

El cáncer de próstata y la hiperplasia prostática benigna (HPB) están relacionados con 

la transformación de T a su metabolito reducido 5a- DHT, en presencia de la enzima 5a­

reductasa (presente en el citoplasma de las células prostáticas) dependiente del cofactor 

NADPH (forma reducida del fosfato de dinucleótido niacina-adenina). 
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La T está considerada como una prehormona, el mecanismo de acción de la T para 

convertirse en DHT es el siguiente: La T entra a la célula al parecer por difusión pasiva7
, en 

el retículo endoplásmico o en la membrana nuclear se lleva a cabo la transformación de la 

DHT a T, la transformación es biológicamente irreversible y está catalizada por la enzima Sa­

reductasa que se encuentra fija en la membrana y es dependiente de NADPH. Esta 

transformación consiste en la reducción regio y estereoespecífica por la adición del hidruro 

del NADPH a la posición 5 de la T. El enolato formado en C3-C4 se estabiliza por un residuo 

electrofílico (e) de la enzima 5a-reductasa. Posteriormente, por tautomerismo, se regenera 

el grupo carbonilo formándose la Sa-DHT y la liberación de NADP+ (ver figura6)6.7.15 . 

Testoeterona 

Sa-redlldatla 
Isofonnas I Y n 

NADPH 
• 

-

Figura 6. Mecanismo de acción de la enzima 5a-reductasa. 

La unión de la DHT a receptores intracelulares específicos forma un complejo 

hormona-receptor16 que penetra al núcleo celular y que se une a la cromatina, se produce 
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entonces una estimulación de la síntesis del ácido ribonucJéico (RNA) tanto mensajero como 

ribosómico; como consecuencia, se produce un aumento de la síntesis protéica y de enzimas 

intracelulares, las cuales son responsables de las acciones androgénicas7
. 

La enzima 5a-reductasa se encuentra en dos isoformas denominadas Tipo I Y Tipo 11; 

las cuales difieren en sus propiedades bioquímicas, tejido de localización y su función3
,6,15. La 

isoenzima Tipo I se encuentra predominantemente en la piel no genital y en el hígado, 

requiere de un pH ligeramente alcalino (pH=6-8.5) y concentraciones elevadas de T para 

saturarse (Km= 31JM), funcionando de un modo catabólico en la remoción de andrógenos, 

por medio del hígado y la piel no genital. La isoenzima Tipo 11, requiere de un pH óptimo de 5 

y de concentraciones bajas de T para saturarse (Km=0.5IJM), se encuentra 

predominantemente en la próstata y testículos, relacionándose directamente al cáncer de 

próstata y a la HPB; funciona de manera anabólica en la expresión de los andrógenos por la 

conversión efectiva de T en DHT3
,7,16-18. También se menciona la relación inversa que 

presenta la actividad de las dos isoenzimas frente a un mismo tipo de inhibidor, ya que 

mientras un compuesto resulta ser muy activo sobre la isoenzima tipo 11, en la mayoría de los 

casos es poco activo sobre la isoenzima tipo 13,7. 

2.5 La próstata. 

La próstata es un órgano que se encuentra debajo de la vejiga y rodeando la uretra. El 

tamaño normal de la próstata es el de una nuez. Sin embargo, el tamaño puede variar con el 

tiempo, y en muchos hombres la próstata incrementa su tamaño conforme avanza la edad, 

principalmente cuando el hombre llega a la edad de 40 ó 50 años. Este incremento también 

hace difícil la habilidad para orinar1
. 

La próstata tiene dos funciones: La primera consiste en ayudar en el control urinario y 

la segunda es su participación en la actividad sexual. En el proceso urinario, la próstata 

ayuda a controlar la velocidad con que sale la orina de la vejiga y entra a la uretra. En su 

segunda función, se encarga de producir una secreción líquida que se añade al semen 
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durante la eyaculación. Esta secreción ayuda a la motilidad de los espermatozoides y 

constituye la tercera parte del semen. 

2.6 Hiperplasla Prostática Benigna y Cáncer de próstata. 

Hiperplasia Prostática Benigna. 

La palabra "hiperplasia" indica un aumento de tamaño debido al incremento del 

número de células. "Benigna" denota el hecho de que estas células no son cancerosas. Por 

lo tanto, "hiperplasia prostática benigna" significa simplemente que la próstata ha aumentado 

de tamaño sin que se deba a causas cancerosas. La HBP no es un proceso canceroso y no 

causa cáncer. 

La HPB se caracteriza por un agrandamiento anormal de la próstata y la formación de 

nódulos. Es una faceta normal del envejecimiento que aparece a menudo en los varones 

mayores de 50 años. 

Tanto la HPB como el cáncer de próstata tienen características en común como lo es 

su alta incidencia en la vejez y que ambas se encuentran ligadas a concentraciones altas de 

andrógenos, respondiendo a terapias que remueven o disminuyen la concentración de estos 

últimos" ,14. 

Cáncer de próstata 

La palabra cáncer se utiliza para agrupar aproximadamente 200 enfermedades que se 

caracterizan por un crecimiento anormal de las células, situación que es transmitida a células 

hijas y que se manifiesta por una reducción del control del crecimiento y la función celular1.2. 

Términos para describir cambios en órganos y tejidos asociados con crecimientos 

anormales 14,19 : 
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Aplasia: Es un desarrollo defectuoso que presentan los órganos y tejidos. 

Hipertrofia: Incremento en el tamaño de órganos y tejidos provocado por un aumento en el 

tamaño de las células. 

Hiperplasia: Incremento en el tamaño de órganos y tejidos provocado por un aumento en el 

número de células. 

Metaplasia: Un cambio reversible en el cuál una célula diferenciada es reemplazada por otro 

tipo de células. 

Displasia: Es un cambio reversible, el cual incluye una alteración en la forma o tamaño y 

organización de los órganos. 

Neoplasia: es un nuevo crecimiento relativamente autónomo y descontrolado. El término 

tumor se utiliza como sir,ónimo. 

Carcinoma: Tumor maligno epitelial. 

Cáncer: Tumor maligno desarrollado en cualquier lugar del organismo. 

Metástasis: proceso por el cual las células tumorales invaden y destruyen otros órganos y 

tejidos. 

Cuando una célula normal se transforma en neoplásica, se presentan cambios 

celulares, uno de los aspectos importantes es que las células neoplásicas alcanzan a 

segregar una mayor cantidad de proteasas, enzimas que se encargarán de romper 

estructuras proteicas para que estas células puedan invadir otros órganos y tejidos del 

organismo (metástasis) 1.14. 
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El cáncer de próstata se origina generalmente en el lóbulo posterior del órgano 

adyacente al recto, cuando provoca metástasis invade otros órganos alejados como huesos y 

ganglios linfáticos. Se desarrolla cuando el ciclo celular se encuentra alterado por diversos 

factores, promoviendo un crecimiento inadecuado de la glándula prostática. Dentro de los 

signos y síntomas que caracterizan este mal son: flujo de orina lento o interrumpido, 

frecuente necesidad de orinar y dolor pélvico o en la espalda así como los propios del 

cáncer. Estos síntomas se deben precisamente al agrandamiento de la próstata ocasionando 

una obstrucción del paso de la orina por la uretrall ,14,19.20. 

2.7 Metodos de dlagnóstico2,13,1 9.20. 

El diagnóstico para el cáncer de próstata e HPB consiste en detectar por tacto rectal el 

tamaño, consistencia, movilidad, delimitación y regularidad de la próstata, pero sólo se 

identifican tumores no microscópicos, por tal motivo este método tiene una sensibilidad= 69% 

y especificidad= 92%. Es la prueba más adecuada para la HPB, y para palpar algunos 

tumores en estadios muy tempranos. 

Otro método de diagnóstico consiste en la prueba del Antígeno Prostático Específico 

(APE) en sangre, con una Sensibilidad= 84% y Especificidad= 98%. El APE es una 

glucoproteína producida por las células epiteliales de la próstata, tahto en estado normal 

como maligno, pero cuando se presenta el cáncer, su concentración aumenta. El nivel del 

APE que se considera normal en el hombre promedio va de O a 4 nanogramos por mililitro 

(nglml). Un nivel de APE de 4 a 10 ng/ml es considerado ligeramente elevado; los niveles 

entre 10 Y 20 ng/ml se consideran moderadamente elevados; y cualquier nivel arriba de eso 

se considera altamente elevado. En cuanto más elevado está el nivel de APE en un hombre, 

hay más posibilidades de que presente el cáncer. También este método puede servir para 

observar la evolución del tratamiento del cáncer de próstata, ya que si el nivel se eleva tras 

una prostatectomía es indicativo de que persiste tejido maligno o una recurrencia del mismo. 
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Una vez que se sospecha que el paciente tenga cáncer de próstata o se ha 

diagnosticado, se hacen exámenes para determinar si las células cancerosas se han 

extendido dentro de la próstata o a otras partes del organismo. 

El proceso que se emplea para definir si el cáncer se ha extendido dentro de la próstata 

o a otras partes del organismo se llama clasificación por estadios (o estadificación). Es 

importante conocer el estadio (también conocido como etapa) de la enfermedad a fin de 

planificar el tratamiento. Los siguientes procedimientos se emplean para determinar el 

estadio en que se encuentra el cáncer de la próstata: 

• Gamagrafía ósea con isótopos radiactivos: Procedimiento para determinar la 

presencia de células de rápida multiplicación como las cancerígenas en el hueso. Se 

inyecta una pequeña cantidad de material radiactivo en una vena y este viaja a través del 

torrente sanguíneo; se concentra en los huesos y se detecta con una cámara de rayos 

gamma si hayo no células cancerígenas. 

• IRM (imágenes por resonancia magnética): Procedimiento que utiliza un imán, ondas 

de radio y una computadora para crear fotografías detalladas de áreas internas del 

cuerpo. Este procedimiento se denomina también imágenes por resonancia magnética 

nuclear (IRMN). 

• Linfadenectomía pélvica: Procedimiento quirúrgico para extirpar los nódulos linfáticos 

de la pelvis. Un patólogo examina el fluido bajo el microscopio para determinar si existen 

células cancerosas en los nódulos linfáticos. 

• Tomografía computarizada o Tomografía axial computarizada (TAC): Procedimiento 

mediante el cual se toma una serie de fotografías detalladas de áreas internas del 

cuerpo, desde ángulos diferentes. Las imágenes son creadas por una computadora 

conectada a una máquina de rayos X. Es posible que al paciente se le inyecte o se le dé 

a beber un tipo de tintura que sirve para que el órgano o tejido aparezca más claro en la 

radiografía. 
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• Biopsia de las vesículas seminales: Se inserta una aguja en las vesículas seminales y 

se obtiene líquido que luego se revisa en busca de células cancerosas. Un patólogo 

examina el fluido bajo el microscopio para determinar si existen células cancerosas. 

Los resultados de estas pruebas se ven en conjunto con los resultados de la biopsia 

del tumor original con el fin de determinar el estadio en que se encuentra el cáncer de la 

próstata. 

Estadios del cáncer de la próstata13,14,19: 

Estadio I 

En el estadio 1, el cáncer está restringido únicamente a la próstata. No puede palparse 

durante un tacto rectal y no es visible mediante un examen por imagen. Suele encontrarse de 

manera accidental durante una cirugía programada por otras razones, como la hiperplasia 

prostática benigna. 

Estadio" 

En el estadio 11, el cáncer está más avanzado que en el estadio 1, pero aún no se ha 

extendido fuera de la próstata. 

Estadio 111 

En el estadio 111, el cáncer se ha extendido más allá de la capa externa de la próstata 

hasta los tejidos vecinos. Se puede encontrar cáncer en las vesículas seminales. 

Estadio IV 

En el estadio IV, el cáncer ha hecho metástasis a los ganglios linfáticos cercanos y no 

cercanos a la próstata; en otras partes del cuerpo, como la vejiga, el recto, los huesos o los 

pulmones. El cáncer de la próstata suele extenderse a los huesos. 
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2.8 Tratamiento2•
19

. 

El pronóstico (posibilidad de recuperación) y las opciones de tratamiento dependen de 

lo siguiente: 

- El estadio del cáncer, ya sea que afecte parte de la próstata, que involucre toda la glándula 

o que se haya extendido a otras partes del organismo. 

- La edad y la salud general del paciente. 

- Si el cáncer ha sido recién diagnosticado o ha regresado 

La elección del tratamiento más adecuado para el cáncer es una decisión que 

idealmente involucra al paciente, su familia y el equipo de atención médica. Comúnmente se 

emplean cinco tipos de tratamientos: 

Clrugia 

A los pacientes que gozan de buena salud y que son menores de 70 años por lo general 

se les ofrece un tratamiento con cirugía para cáncer de la próstata. Se practican los 

siguientes tipos de intervenciones quirúrgicas: 

Linfadenectomia pélvica: Es un procedimiento quirúrgico en la cual se extraen los 

ganglios linfáticos de la pelvis. El patólogo examina una muestra de tejido al microscopio en 

búsqueda de células cancerosas. 

Prostatectomía radical: Procedimiento quirúrgico que se utiliza para extirpar la próstata 

los tejidos circundantes y ganglios linfáticos cercanos. Existen dos tipos de prostatectomía 

radical: 

a)Prostatectom ía retropúbica: Procedimiento quirúrgico para extirpar 

la próstata a través de una incisión (corte) practicada en la pared abdominal. La extirpación 

de los ganglios linfáticos se puede realizar al mismo tiempo. 
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b)prostatectomía perineal: Procedimiento quirúrgico mediante el cual se extirpa la 

próstata a través de una incisión (corte) practicada en el perineo (área entre el escroto yel 

ano). A la misma vez, se podrían extraer los ganglios linfáticos. 

Resección lransuretral de la próstata (RTUP): Este es un procedimiento quirúrgico 

para extirpar tejido de la próstata mediante el uso de un instrumento llamado citoscopio (un 

tubo delgado con luz) que se inserta a través de la uretra. Esta operación en ocasiones se 

realiza para aliviar los síntomas causados por el tumor antes de dar otro tratamiento. La 

resección transuretral de la prostata también se puede hacer en varones en los cuales no se 

puede practicar la prostatectomía radical a causa de su edad u otra enfermedad. 

La impotencia y el escape de orina de la vejiga o de materia fecal del recto puede 

presentarse en los hombres que han sido sometidos a cirugía. En algunos casos, los 

médicos recurren a una técnica conocida como cirugía de preservación de la inervación. Este 

tipo de intervención respeta los nervios que controlan la erección. Sin embargo, los varones 

que tienen tumores de gran tamaño o que están demasiado cerca de los nervios pueden no 

estar aptos para esta operación. 

Radioterapia 

La radioterapia es un tratamiento para el cáncer el cual utiliza rayos X de alta energía 

u otros tipos de radiación para eliminar células cancerosas. Existen dos tipos de radioterapia: 

la radioterapia externa y la radioterapia interna. La radioterapia externa utiliza una 

máquina fuera del cuerpo la cual envía radiación al área donde se encuentra el cáncer. 

Dentro de la radioterapia interna se encuentra la braquiterapia, es un procedimiento sencillo 

que no requiere cirugía: con anestesia local y por medio de una aguja acanalada que 

atraviesa el periné del enfermo (el espacio entre el ano y los testículos), el medico inserta 

alrededor de 100 semillitas en una intervención que dura cuando mucho una hora y tras la 

cual el paciente sale a pie del quirófano y una semana mas tarde puede reanudar sus 

actividades cotidianas. Los efectos colaterales son casi inexistentes. La braquiterapia ya se 

FACUL TAO DE QUIMICA, UNAM. 23 



CAPITULO 2 

practica regularmente en estados Unidos, Francia y Reino Unido, en México apenas hay 25 

casos (hasta la fecha) de enfermos curados con este tratamiento, cuya principal desventaja 

es el costo (170,OOO pesos) y solo se aplica en hospitales privados. La forma en que se 

administra la quimioterapia va a depender del tipo o estadio en que se encuentre el cáncer 

bajo tratamiento. Las personas tratados con radioterapia pueden desarrollar impotencia y 

problemas urinarios, además de la caída del cabello, náuseas, vómitos, entre otros. 

Hormonoterapla7
. 

La terapia hormonal es un tratamiento que elimina la acción de las hormonas o intercepta 

su acción para detener el crecimiento del cáncer. Las hormonas son sustancias químicas 

producidas por glándulas del cuerpo que circulan por el torrente sanguíneo. La presencia de 

ciertas hormonas producen el crecimiento de ciertos cánceres. Si las pruebas revelan que las 

células cancerosas tienen sitios donde se adhieren las hormonas (receptores) se puede 

utilizar medicamentos, cirugía o radioterapia para reducir la producción de hormonas o 

impedir1es que ejerzan su función. 

La hormonoterapia utilizada en el tratamiento del cáncer de la próstata puede incluir lo 

siguiente: 

• Los antagonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante pueden impedir 

que los testlculos produzcan testosterona. . 

• Los antiandrógenos pueden bloquear la acción de los andrógenos (hormonas que 

producen las características sexuales masculinas) en su sitio de acción. 

• Los fármacos que pueden impedir que las glándulas suprarrenales produzcan 

andrógenos. 
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• La orquectomía es un procedimiento quirúrgico que se lleva a cabo para extirpar uno o 

ambos testículos, la principal fuente de hormonas masculinas, con el fin de reducir la 

producción de estas hormonas. 

• Los estrógenos (hormonas que producen las características sexuales femeninas) 

pueden impedir que los testículos produzcan testosterona. Sin embargo, los estrágenos 

rara vez se utilizan en el tratamiento del cáncer de la próstata debido al riesgo de efectos 

secundarios peligrosos. 

Los hombres tratados con hormonoterapia pueden quejarse de deterioro de la función 

sexual y pérdida del apetito sexual. 

Criocirugía 

Este tratamiento consiste en el uso de un instrumento que se emplea para congelar y 

destruir tejido anormal. Este procedimiento se der,:>mina también crioterapia. 

Quimioterapia 

La quimioterapia consiste en el uso de medicamentos para impedir la proliferación de 

células cancerosas, ya sea eliminándolas o deteniendo su multiplicación. Estos pueden 

tomarse en forma oral o pueden administrarse en el cuerpo mediante la inyección de una 

aguja en una vena o músculo. Se dice que la quimioterapia es un tratamiento sistémico ya 

que el medicamento se introduce en el torrente sanguíneo, se transporta a través del cuerpo 

y puede eliminar células cancerosas en todo el cuerpo (quimioterapia sistémica). Cuando se 

coloca directamente en la columna vertebral, un órgano o una cavidad corporal como el 

abdomen, el medicamento afecta primordialmente las células cancerosas en esas áreas. La 

forma en que se administra la quimioterapia va a depender del tipo o estadio en que se 

encuentre el cáncer. 
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2.9 Antiandrógenos. 

Son sustancias químicas generalmente esteroides sintéticos o de origen endógeno, 

que constituyen una amplia gama de fármacos que están asociados con hiperandrogenismo. 

Los antiandr6genos previenen la expresión de los andrógenos en su sitio de acción, debido 

al carácter antagónico competitivo de estos frente a los andrógenos por unirse a la misma 

proteína receptora. -18,20. 

Clasificación quimica. 

Los antiandrógenos se clasifican en dos grupos: esteroidales y no asteroidales. Los 

antiandrógenos de tipo esteroidal son compuestos que derivan de la progesterona, como son 

la medrogesterona, acetato de ciproterona, anorprogesterona y la finasteride (ver figura 7) o 

de la testosterona como por ejemplo la metiltestosterona (ver figura 8), además de los 

antiandrógenos ya mencionados se conoce otro grupo de éstos cuya síntesis no deriva ni de 

la testosterona n; de la progesterona (ver figura 9), pero poseen características similares a la 

progesterona7.21
. 

Los antiandrógenos no esteroidales (ver figura 10) tienen afinidad por el receptor 

debido a su estructura química con geometría semejante y reducen del 25 al 30% el tamailo 

de la próstata. 
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o 
el 

Medrogesterona Acetato de ciproterona 

o 

o 

Anorprogesterona Finasteride 

Figura 7. Antiandrógenos esteroidales derivados de la progesterona. 

OH 

O 

Metiltestosterona 

Figura 8. Antiandrógeno esteroidal derivado de la 

testosterona. 
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Espirolactona 

Figura 9. Antiandrógenos esteroidales que no derivan de la progesterona ni de la 

testosterona. 

Anandron 

Flutamida 

OH 

HO 

Ketoconazol 

Dietilestilbestrol 

OH 
I 

O:2~H-CO-C-(Cl1!h 

F3~ 
Hidroxiflutamida 

Figura 10. Antiandrógenos no esteroidales. 

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM. 28 



CAPITULO 2 

2.10 Caracteristlcas para el uso terapéutico de antiandrógenos. 

Para que un derivado de la progesterona se pueda usar como antiandrógeno debe 

poseer las siguientes características22 
: 

-Una baja o nula toxicidad. 

-Presentar elevada actividad antiandrogénica. 

-Presentar baja actividad hormonal. 

-No disminuir la libido. 

Actualmente, el desarrollo de agentes hormonales antiandrogénicos se ha enfatizado 

debido a su amplia utilidad en la terapia médica, pues se emplean en el tratamiento del 

cáncer de próstata, hiperplasia prostática benigna, hipersexualidad en el hombre, pubertad 

precoz en niños, virilización en la mujer, alopecia androgénica, en el tratamiento del acné y 

como anticonceptivos en el hombre·3,18. 

Existen sustancias como los estrógenos que son antagonistas de los andrógenos, 

pero no son considerados como antiandrógenos. Estos compuestos, como el Dietilestilbestrol 

(figura 10), ejercen su acción a nivel gonadotrópico. 

Los antiandrógenos esteroidales son los de mayor interés terapéutico, en especial los 

derivados de la progesterona, por ser homólogos de los esteroides de origen natural. No 

obstante la gran importancia de los antiandrógenos en la terapia médica, su uso es 

restringido debido a los efectos colaterales que generalmente ocasionan, como diarrea, 

intolerancia al alcohol, efectos hepatotóxicos severos, alteraciones hormonales, fallas 

cardiacas, retención de líquidos y pérdida del deseo sexual entre otras 2,3,16 . 

Los efectos nocivos provocados por estos fármacos constituyen un factor que estimula 

el esfuerzo para buscar nuevas entidades químicas con mayor potencia antiandrogénica y 

menores efectos colaterales. 
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la modificación de la molécula de progesterona resulta atractiva para obtener un 

derivado esteroidal con posible actividad antiandrogénica que presente además baja 

actividad hormonal, baja toxicidad y no disminuya el deseo sexual En años recientes se han 

sintetizado, en nuestro laboratorio bajo la dirección del Dr. Bratoeff, varias moléculas 

esteroidales derivadas de la progesterona con actividad antiandrogénica 12,21-25 .Con base a 

estudios de relación estructura-actividad de derivados de la progesterona realizados en el 

laboratorio, se estableció una relación empírica entre el carácter antiandrogénico de cada 

molécula y su estructura. Tomando en consideración esta relación se plantean los 

requerimientos estructurales para el diseño de un nuevo fánnaco antiandrogénico basado en 

la molécula de progesterona: 

1.-la presencia del sistema conjugado 4, 6-dien-3-ona ó el sistema conjugado 1,4,6-trien-3-

ona. 

2.-lntroducción de un sustituyente electronegativo y voluminoso en C-17 (éster) 

3.-Presencia de un grupo metilo beta orientado en C-16 para evitar la hidr6lisis enzimática 

del grupo éster en C_179
. 

Sustttuyente voluminoso y 
electronegativo en C17(tsterJ 

Para la síntesis de las moléculas planteadas en este trabajo 17a­

ciclopentilacetoiloxi-16p-metil -4, 6-pregnadien-3,20-diona y 17a-ciclopentilacetoiloxi-

16p-metil -1,4, 6-pregnatrien-3,20-diona, se tomo en cuenta los requerimientos 

estructurales antes mencionados. 
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3. OBJETIVOS. 

Objetivo general. 

Sintetizar y purificar compuestos derivados de la progesterona con un sustituyente en 

C-16, que presenten actividad antiandrogénica mayor a la de la Finasteride. 

Objetivos particulares. 

• Sintetizar y purificar los compuestos: 17~-ciclopentilacetoiloxi-16~-meül-4,6-

pregnadien-3,2O-diona y 17~-ciclopentilacetoiloxi-16~-metil-1 , 4, 6-pregnatrien-3,2O-diona, 

con base a los siguientes requerimientos estructurales: un grupo metilo en C-16, 

un grupo éster en C-17; un grupo carbonilo en C-3 conjugado con C-4 y C-6 para el 

primer compuesto y conjugado con C-1, C-4 y C-6 para el segundo compuesto. 

• Aislar, purificar y caracterizar los intermediarios de reacción mediante sus 

propiedades físicas y espectroscópicas. 

• Probar la actividad antiandrogénica de los compuestos sintetizados y compararla 

con la actividad del fármaco Finasteride; esperando que los compuestos 

sintetizados sean más activos. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL. 

La parte experimental se llevó a cabo en dos etapas, la primera etapa involucró la 

síntesis química y la caracterización física y espectroscópica de los intermediarios y el 

producto final. En la segunda etapa (parte biológica), se efectuó la evaluación de la actividad 

antiandrogénica de los y el productos finales, utilizando sistemas in vivo e in vitro, tomándose 

como parámetros de actividad (respuestas biológicas), la capacidad de inhibir el crecimiento 

de la vesícula seminal y la velocidad de formación de T a OHT en hámsters macho 

gonadoctemizados (castrados). 

ETAPA 1. SfNTESIS y CARACTERIZACIÓN. 

La ruta de síntesis planteada para la preparación de los derivados esteroidales y el 

productC' final, se muestra en la figura 11 y algunas abreviaciones utilizadas son: ~/Py: 

Anhídrido acéticolpiridina, THF: tetrahidrofurano, OMF: dimetilformamida, APTS: ácido p­

toluensulfónico, ODa: 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona, pf.: punto de fusión del estándar. 

El equipo empleado para determinar la Espectrofotometrfa de Absorción al Ultravioleta 

fue el Perkin-Elmer Hitachi modelo 200, utilizando como disolvente metanol. La 

Espectrofotometría de Absorción al Infrarrojo se determinó empleando el espectrofot6metro 

IR de transformada de Fourier Perkin-Elmer modelo 1600. Las determinaciones se realizaron 

en película. La Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrógeno (RMN ' H) Y 

Carbono (RMN 13C) para los derivados y los productos finales, se determinaron en el aparato 

de RMN Varian VXR-300s, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Las 

muestras se disolvieron en cloroformo deuterado. Los desplazamientos químicos están dados 

en partes por millón (ppm). Los patrones de acoplamiento se designaron con las siguientes 

abreviaturas : s (señal simple), d (señal doble), t (señal triple), m (señal múltiple). La 

Espectrometría de Masas se realizó en un espectrómetro de masas HP 5985-6 CGIMS 
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mediante la técnica de Impacto Electrónico. Los valores se expresan en relación miz 

(masa/carga). 

Los puntos de fusión de los compuestos sintetizados se determinaron en un aparato 

Fisher-Johns y no están corregidos. 

11 

H:zOiNaOH ~~? --=A..::..~O-:-/P7.-Y _. ~ 
Tamb4h Tamb4h ~ 

~ m 

H~H j Toluenoo 
CH(OC~lJ. APTS 

00> OH 
. - Acetona/APTS .. ~
o 

""" 

MeMgBr;H:mb~'" . --9 
Cul • 

atm. N;¡o 5 dias 

Ac 

IV 
VI v 

j ~;C~X~~ro DMF 
T=70oCo 3h 

~
oo.oH (CF3CO)i) 

ACldo cldopentllacetlco 

'" __ APTS, T amb 
VIII 

VII 

IX 

Figura 11. Ruta general de sintesis 
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4.1 Purificación y caracterización de la materia prima (1): Acetato de 16-

dehidropregnenolona o 3~-Acetoxi-5, 16-pregnadien-20-ona. 

La materia prima (1) se encontraba como polvo amarillo el cual se recristalizó de 

metano!. El producto se obtuvo como cristales en forma de agujas de color blanco con punto 

de fusión 169-171 oC. Como paso previo a la síntesis del compuesto 11, se caracterizó a la 

materia prima por sus propiedades físicas y espectroscópicas (tabla1) y se compararon con 

las reportadas en la literatura. pf: 170_171°C14
.
23. 

Tabla 1. Propiedades físicas y espectroscópicas de la materia prima 3~-Acetoxi-5,16-

pregnadien-20-ona (1). 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (uC) 169-171 

Fórmula molecular C23H3203 

Peso mofecular (uma) 356 

Valor espectroscópico Asignación 

UV (nm) ESPECTRO 1 

Amax 238 CO a, p insaturado en C-20 

IR(cm"l) ESPÉCTR02 

2945 -CH3 y -CHr 

1730 C=O de éster en C-3 

1661 C=O a,p insaturado en C-20 

1584 C=C conjugado en C-16 

1451 -CH~-

1440 CH3-CO en C-20 

1373 CHr 

1246 C-O de CH3CO en C-3 

1036 C-O de CH3CO en C-3 
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RMN lH (ppm) ESPÉCTR03 

0.92 (s, 3H) -C!::b en C-18 

1.05 (s, 3H) -C!::!.3 en C-19 

2.03 (s, 3H) -C!::b en C-21 

2.26 (s, 3H) C!::b COO- en C-3 

4.60 (m, 1H) -C!::!. CH3-COO- en C-3 

5.40 (d, 1 H;) C=C!::!.en C-6 

6.7 (t, 1H) C=C!::!. en C-16 

4.2 Síntesis del derivado (11): 16a, 17a-Epoxi-3~-hidroxi-5-pregnen-20-ona. 

En un matraz bola de 100 mL, se disolvió la materia prima (1) (1 g, 2.8 mmol) en 66 mL 

de metanol caliente. Posteriormente se adicionaron 2 mL de una solución de hidróxido de 

sodio 4 N Y 4 mL de peróxido de hidrógeno al 30 %. Esta mezcla se agitó por espacio de 4 

horas a temperatura ambiente. Se monitoreó el curso de la reacción mediante cromatografía 

en capa fina. Transcurrido el tiempo de reacción se destiló el metanol en exceso (por 

destilación a presión reducida en un rotavapor) y se agregó hielo a la mezcla. Por filtración al 

vacío se separó un sólido blanco (11), el cual se lavó con agua hasta pH neutro. El producto 

se secó a temperatura ambiente y después se recristalizó de metano!. Rendimiento: 99% 

(0.92g, 2.79 mmol). El punto de fusión experimental reportado en la tabla 2 se comparó con el 

punto de fusión del estándar pfst: 188-190 Oc 12.26.27
. 

Tabla 2. Propiedades físicas y espectroscópicas de 16a, 17a-Epoxi-3~-hidroxi-5-

pregnen-20-ona (11). 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (vC) 188-190 

Formula molecular C21H3003 

Peso molecular (uma) 330 
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Valor espectroscópico Asignación 

IR (cm-1
) ESPECTRO 4 

3355 -OH en C-3 

2937 -CH3y-CHr 

1691 C=O en C-20 

1446 -CHz-

1374 -CH3 

1053 C-O de -OH secundario en C-3 

855 ~ de epóxido en C-16-C-17 

RMN lH(ppm) ESPECTROS 

1.02 (s, 3H) -C.th en C-18 

1.05 (s, 3H) -Clli en C-19 

2.03 (s, 3H) -C.th en C-21 

3.20 (s, 1H) -CH- base de epóxido en C-16 

3.52 (m, 1H) -CH base en C-3 

3.68 (s, 1H) -OH en C-3 

5.34 (d, 1H) C=CH en C-6 

4.3 Síntesis del derivado (111): 3~-Acetoxi-16a, 17a-epoxi-5-pregnen-20-ona. 

En un matraz bola de 25 mL, se disolvió 19 (3.0 mmol) del producto (11) en 5 mL (61 .9 

mmol) de piridina. Se agregaron bajo agitación constante 10 mL (106 mmol) de anhídrido 

acético. La mezcla de reacción se agitó por 6 horas a temperatura ambiente, monitoreando su 

avance mediante cromatografía en capa fina. Al término de la reacción, la mezcla se vertió 

en un vaso de precipitados con hielo y se agitó vigorosamente por 30 minutos. El precipitado 

blanco (111) se lavó con agua hasta un pH neutro y se dejó secar. El producto se recristalizó 

de metano!. Rendimiento : 91 % (1.02g. 2.75 mmol). El punto de fusión experimental reportado 

en la tabla 3 se comparó con el punto de fusión del estándar pfst: 160-161 Oc 26.27. 
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Tabla 3.Propiedades fJslcas y espectroscópicas de 3p-Acetoxi-16a, 17a-epoxl-5-

pregnen-20-ona (111). 

Propiedad Valor 

Punto de fusión tC) 159-161 

Fórmula molecular ~H~4 

Peso molecular (uma) 372 

Valor espectroscópico Asignación 

IR (cm' ) ESPÉCTR06 

2967 -CH3 Y -CHr 

1733 ~ de CH3 COO- en C-3 

1702 C=Oen C-20 

1374 -CH3 

1249 C:Q de CH3COO- en C-3 

1039 C-O de CH3COO- en C-3 

857 C-O-C de epóxido en C-16 y C-17 

RMN H (ppm) ESPÉCTR07 

1.03 (s, 3H) -CJ::b en C-18 

1.04 (s, 3H) -CJ::b en C-19 

2.03 (s, 6H) -CJ::b en C-21 y CJ::b-COO- en C-3 

3.68 (s, 1H) H base del epóxido en C-16 

4.59 (m, 1H) H base de CH3-COO- en C-3 

5.36 (d, 1H) C=CHenC-6 

4.4 Sintesis del derivado (IV): 3p-Acetoxi-16a, 17a-epoxi-20-etilendioxi-5-pregneno. 

En un matraz bola de 50 mL se disolvió 19 (2.6 mmol) del producto 111 en 6 mL de 

tolueno. Bajo agitación constante se agregaron, 0.020g (1 .13mmol) de APTS, 3.2 mL (53 

mmol) de etilenglicol y 4 mL (45 mmol) de ortoformiato de trimetilo. La mezcla de reacción se 
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agitó durante 6 horas a temperatura ambiente y en condiciones anhídras, el curso de la 

reacción se determinó mediante cromatograffa en capa fina. Al término de la reacción la 

mezcla se neutralizó con 0.097 g (1 .18 mmol) de acetato de sodio y se vertió en un embudo 

de separación que contenía 20 mL de agua. Esta mezcla se extrajo con tres porciones de 

cloroformo (20 mL c/u). La fase orgánica se lavó con agua hasta pH neutro y se trató con 

sulfato de sodio anhidro. Por filtración se separó la sal del disolvente el cual se evaporó a 

sequedad por destilación a presión reducida en el rotavapor. El producto (IV) se recristalizó 

de metano!. Rendimiento: 75% (O.84g, 2.01 mmol. El punto de fusión experimental reportado 

en la tabla 4 se comparó con el punto de fusión del estándar pf.: 192-194 Oc 12,28.27. 

Tabla 4. Propiedades tisieas y espectroscópicas de 3p-Acetoxi-16a, 17a-epoxi-20-

etilendoxi-5-pregneno (IV). 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (uC) 192-194 

Fórmula molecular C25H360S 

Peso molecular (urna) 416 

Valor espectroscópico Asignación 

IR (cm·1) ESPÉCTR08 

2941 -CH3y-CHr 

1719 C=O de CH3COO- en C-3 

1465 -CH~ 

1371 -CH3 

1248 º=º de CH3-COO- en C-3 

1033 C-O de CH3-COO- en C-3 

RNM lH(ppm) ESPÉCTRO 9 

0.99 (s, 3H) cth- en C-18 

1.04 (s, 3H) C!:h- en C-19 

1.44 (s, 3H) C!!3- en C-21 

2.03(s,1H} C!!3-COO- en C-3 
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3.39 (s, 1H) H base del ep6xido en C-16 

3.97 (m, 4H) Dioxolano en C-20 

4.60 (m, 1H) H base CH3-COO- en C-3 

5.30 (d, 1H) C=Clien C-6 

4.5 Sintesis del derivado (V): 3p.17a-Dihidroxi-20-etilendloxi-16p-metil-5-pregneno. 

En un matraz de 50 mL de dos bocas equipado con un refrigerante en posición de 

reflujo se colocaron 1.0 g (2.4 mmol) del producto IV, 0.4g (2. 1 mmol ) de complejo de yoduro 

de cobre como catalizador y 11 mL de una solución de bromuro de metilmagnesio 3.0 M en 

tetrahidrofurano . La mezcla se mantuvo a reflujo por 5 días, bajo atmósfera de nitrógeno y 

con agitación constante. Después la mezcla se vertió lentamente en un embudo de 

separación que contenía 20 mL de una solución saturada de cloruro de amonio. Esta mezcla 

se extrajo con tres porciones de cloroformo (20 mL c/u). La fase orgánica se lavó con agua 

hasta pH neutro, se trató con sulfato de sodio anhídro, se separó la sal por filtración y el 

disolvente se evaporó. El producto M se recristalizó de metanol. Rendimiento: 88.8% (0.80g, 

2.42 mmol). El punto de fusión experimental reportado en la tabla 5 se comparó con el punto 

de fusión del estándar pfll: 196-198 Oc 12,28,27. 

Tabla 5. Propiedades tislcas y espectroscópicas de 3P.17a-Dlhldroxl-20-etllendioxl-

16p-metll-5-pregneno. 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (uC) 196-198 

Fórmula molecular C24H3804 

Peso molecular (uma) 390 

Valor espectroscópico Asignación 

IR (cm" ) ESPÉCTRO 10 

3450 -OH en C-3 y C-17 
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2935 -CH3y-CHr 

2897 -O-CHr de etilendioxi en C-20 

1453 -CHr 

1376 -CH3 

RMN 'H (ppm) ESPÉCTRO 11 

0.88 (s, 3H) C!:h- en C-18 

0.99 (s, 3H) C!:b- en C-19 

1.17 (d, 3H) C!:h- en C-16 

1.38 (s, 3H) C!:b- en C-21 

2.23{s, 1H) H de -OH en C-17 

3.70 (s, 1H) H de -OH en C-3 

3.95 (m, 4H) Dioxolano en C-20 

5.40 (d, 1H) C=Ctl en C-6 

4.6 Sfntesis del derivado (VI) 3~.17a-Oihldroxi-16~-metil-5-pregnen-20 -on8. 

Se preparó en un matraz bola de 50 ml de una boca, una solución del producto V 1 g 

(2.6 mmol) en 40 ml de acetona. Se agregó con agitación 0.5g (2.9 mmol) de ácido p­

toluensulf6nico . la mezda se dejó con agitación magnética constante durante dos horas a 

temperatu ra ambiente, siguiendo el curso de la reacción por cromatografía en capa fina. 

Transcurrido el tiempo de reacción se destiló la acetona hasta un volumen mínim o el cual se 

vertió a un vaso de precipitados que contenía agua destilada. Por filtración al vacío se separó 

un sólido blanco (VI), el cual se lavó con agua hasta pH neutro. El producto se secó a 

temperatura ambiente y después se recristalizó de metanol. Rendimiento: 90% (0.81g, 1.98 

mmol). El punto de fusión experimental reportado en la tabla 6 se comparó con el punto de 

fusión del estándar pfst: 225-226 Oc 26;;:7 . 
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Tabla 6. Propiedades flsieas y espectroscópicas de 3P.17a-Oihidroxi-16p-metil -5-

pregnen-20 -ona. 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (UC) 225-227 

Fórmula molecular ~H3403 

Peso molecular (urna) 346 

Valor espectroscópico Asignación 

IR (cm'l ) ESPÉCTRO 12 

3400 -O-H en C-17 

3342 -OH en C-3 

2935 -CH3y-CHr 

1690 CO de cetona en C-20 

1455 -CHr 

1378 -CH3 

1052 QQen C-3 

RMN lH (ppm) ESPÉCTRO 13 

0.80 (s, 3H) -C!:h en C-18 

0.97 (d, 3H) -C!:h en C-16 

1.21 (s, 3H) -Cf:h en C-19 

2.10 (s, 3H) -Cf:h en C-21 

3.42 (s, 1H) -OH en C-3 

3.50 (rn, 1H) Base de -OH en C-3 

3.90 (s, 1 H) - OH en C-17 

5.30(d,1H) C=Ct! vinílico en C-6 
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4.7 Sfntesls del derivado (VII): 17a-hldroxi-16p-metiI4,6-pregnadlen-3, 20-diona. 

En un matraz de dos bocas equipado con un embudo de adición y un refrigerante en 

posición de reflujo se colocaron 19 (2.9 mmol) del producto VI , 3g (40 mmol) de carbonato de 

litio, 2g (23 mmol) de bromuro de litio y 14 mL de dimetilformamida. La mezcla de reacción se 

agitó hasta disolución completa. A través del embudo se adicionó lentamente una solución de 

bromo (0.93 g, 0.30 mL, 5.82 mmol) en 6.0 mL de dioxano. La mezcla resultante se agitó 

durante 3.30 horas a una temperatura entre 75-79 oC, siguiendo el éurso de reacción 

mediante cromatografía en capa fina. Transcurrido el tiempo de reacción la mezcla se dejó 

enfriar a temperatura ambiente, se filtró y las sales precipitadas se lavaron con 

dimetilformamida. Al filtrado se le agregaron 100 mL de una solución de bisulfito de sodio (0.5 

g) Y bicarbonato de sodio (0.5 g) en 100 mL de agua. Se obtuvo un precipitado amarillo que 

se separó por filtración a vacío. El producto (VII) se recristalizó con mezcla Hexano-Acetato 

de etilo (80:20). Rendimiento: 70% (0.70g, 1.73 mmol). El punto de fusión experimental 

reportado en la tabla 7 se comparó con ~I punto de fusión del estándar pfst: 206-208 Oc 27.28. 

Tabla 7. Propiedades ffslcas y espectroscópicas de 17a-hidroxi-1Sp-metil4,S-

pregnadien-3, 20-diona. 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (vC) 206-208 

Fórmula molecular C22H2903 

Peso molecular (urna) 342 

Valor espectroscópico Asignación 

UV (nm) ESPECTRO 14 

Amax 284.02 CO a,(3,y,o in saturado en C-3 

IR (cm-1
) ESPÉCTRO 15 

3500 -O-H en C-17 

2937 -CH3 Y -CHr 

1666 CO de cetona en C-20 
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1617 C=C.!::! vinílico en C-4 y C-6 

1452 -CH2 

1344 -CH3 

RMN'H (ppm) ESPt:CTRO 16 

1.04 (d, 3H) -CtlJ en C-18 

1.16(s,3H) -C.!::!3 en C-19 

1.23 (t, 3H) -C.!::!3 f3 en C-16 

2.30 (d, 3H) -CtlJ en C-21 

5.71 (s, 1H) C=C.!::!en C-4 

6.16 (s, 2H) C=C.!::! en C-6 y C-7 

4.8 Sintesls del derivado (VIII): 17a-ciclopentilacetoiloxi-16p-metil-4,6-pregnadien-3,20-

diona. 

En un matraz bola de 25 mL se mezclaron 1.1 mL ( 1.28 g, 8.7 mmol) de ácido ciclopentil 

acético, 1.2 mL (2.1 g, 8.7 mmol) de anhidrido trifluoroacético y 0.2 g (1 .04 mmol) de APTS 

como catalizador. La mezcla se agitó por dos horas a temperatura ambiente. Después se 

agregó 19 (28.2 mmol) del producto VII . La mezcla de reacción se agitó por dos horas a 

temperatura ambiente y en condicones anhídras, siguiendo su curso mediante cromatografía 

en capa fina. Al termino de este tiempo la mezcla de reacción se neutralizó con una disolución 

saturada de bicarbonato de sodio. Esta mezcla se extrajo con tres porciones de cloroformo . 

La fase orgánica se lavó con agua hasta pH neutro, se trató con sulfato de sodio anhidro. Se 

separó la sal por filtración y el disolvente se evaporó. El producto (VIII) se purificó por 

cromatografía en capa fina con un sistema de elución Hexano-Acetato de etilo (80:20). 

Rendimiento: 64% (0.8Sg, 1.74 mmol). No existe punto de fusión reportado ni 

espectroscopias por ser un producto nuevo27
. 
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Tabla 8. Propiedades fislcas y espectroscópicas de 17«- ciclopentilacetoiloxi-16P­

metil-4,6-pregnadien-3,20-diona. 

Propiedad Valor 

Punto de fusión tC) 182-183 

Fórmula molecular C29H40O. 

Peso molecular (urna) 452 

Valor espectroscópico Asignación 

UV (nm) ESPECTRO 17 

Amax 283 CO «,(},r,S insaturado en C-3 

IR (cm·') ESPECTRO 18 

2948 CH3Y~ 

1724 -000 del éster en C-17 y CO de cetona 

en C-20 

1663 ~ a,(},r,o insaturada en C-3 

1617 ~ dieno conjugado en C-4 y C-6 

1416 Clli unido a cetona de C-21 

1454 Q:!r in saturados 

1378 ~ del éster del ácido arílico 

1266 C:Q del éster 

RMN'H (ppm) ESPÉCTRO 19 

6.1 (s,2H) C=Ctl en C-6 y C-7 

5.7 (s,1H) C=C.!:!en C-4 

2.4 (d, 2H) C!:h adyacente al carbonilo del éster 

2.0 (s, 3H) -C.!:!3 en C-21 

1.4(d,3H) -C.!:!3 en C-16(} 

1.1 (s, 3H) -C.!:!3en C-19 

0.8 (s, 3H) -C.!:!3 en C-18 

RMN ,;se (ppm) ESPÉCTR020 
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15 .Q.H3 deC-16 

16 .Q.H3 de C-18 

20 .Q.H3de C-19 

28 .Q.H3 de C-21 

25 .Q.H2 de C-11 

47 .Q. base de C-16 

35 .Q.H2 adyacente al carbonilo del éster 

95 .Q. de C-17 base del éster 

124 .Q.=CH en C-4 

128 .Q.H=CH en C-6 

140 CH=.Q.H en C-7 

163 .Q.=CH en C-5 

173 .Q.O del éster en C-17 

199 .Q.O_ a ,13,1,B insaturada en C-3 

204 .Q.O en C-20 

EMIE (miz) ESPÉCTR022 

452 M+ 

409 M - (CH3CO) 

342 M - (ciclopentil-CHrCOf 

324 M - (COO-CH2 -ciclopentil) 

299 (100% de Absorbancia relativa) 409 - (ciclopentil-CHrCof 

pico base 

282 299 - (OH) 

267 282 - (CH3) 

111 (CO-CH2 - ciclopentil) 

83 111- (CO) 

43 (CO-CH3 ) 
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4.9 Sintesis del derivado (IX): 17P-clclopentilacetoiloxi-16a-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-

dlona. 

En un matraz bola de 100 mL se agregó 19 (2.21 mmol) de compuesto IX, se disolvió en 

85 mL de dioxano y se agregó 2.21g de ODa. La reacción se dejó a reflujo con agitación 

magnética constante durante 48h. Terminado el tiempo de reacción se filtró el contenido del 

matraz bola al vacío y se lavó con cloroformo. El filtrado se vació en un vaso de precipitados 

que contenía una solución saturada de bicarbonato de sodio y se puso en agitación 

magnética, La fase orgánica se lavó con agua hasta pH neutro, se secó con sulfato de sodio 

anhidro. Se separó la sal por filtración y el disolvente se evaporó. El producto (IX) se purificó 

por cromatografía en capa fina con un sistema de elución Hexano-Acetato de etilo (80:20). 

Rendimiento: 70% (0.8Sg, 1.74 mmol). No existe punto de fusión reportado ni espectroscopia 

por ser un producto nuevo. 

Tabla 9. Propiedades tisicas y espectroscóp:cas de 17a-ciclopentilacetoiloxi-16P­

metll-1,4,6-pregnatrlen-3,20-dlona. 

Propiedad Valor 

Punto de fusión (uC) 163-164 

Fórmula molecular C29H380 4 

Peso molecular (uma) 450 

Valor espectroscópico Asignación 

UV (nm) ESPÉCTR023 

Amax 222 CO ex, ~ conjugada en C-3 

Amax 255 Sistema 1,4,3-diona 

Amax 299 CO ex,~,y,5 insaturado en C-3 

IR (cm') ESPECTRO 24 

2950 CH3 y CHz 

1724 -COO del éster en C-17 y CO de 
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cetonaen C-20 

1657 CO insaturada en C-1, C-4 y C-6 

1617 C=C trieno conjugado en C-1,C-4 y C-6 

1416 Qb unido a cetona de C-21 

1454 ~ insaturados 

1378 ~ del éster del ácido arílico 

1266 º=º del éster 

RMN'H (ppm) ESPÉCTR025 

7.1 (s, 1 H) C=C.!::!en C-4 

6.3 (d, 2H) C=C.!::! en C1-C2 

5.3 (d, 2H) C=C.!::!en C-7 

6.1{d,2H) C=C.!::!en C6 

2.4 (d, 2H) Ctb ciclopentil de la cadena del éster 

2.0 (s,3H) -C.!::!3en C-21 

1.4 (d, 3 H) -C.!::!3en C-1613 

1.1 (s, 3H) -C.!::!3en C-19 

0.8 (s, 3H) -C.!:i3 en C-18 

RMN lO·C (ppm) ESPt:CTR026 

15 CH3 deC-16 

19.8 QH3de C-19 

20 CH2 adyacente al carbonilo del éster 

25 CH2de C-11 

28 QH3 de C-21 

124 C=CH en C-4 

128 .Q=CH en C-2 y C-6 

138 C=CH en C-7 

152 Q=CH en C-1 

152 Q=CH en C-5 

173 .QO en C-3 conjugada con C-1-C-4 yC-6. 
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186 º-o del éster en C-17 

204 º-o en C-20 

EMIE (miz) ESpECTRO 28 

450 M 

407 M - (CH3CO) 

340 M - (ciclopentil-CH:z-CO) 

322 M - (COO-CH2 -ciclopentil) 

297 (100% de Absorbancia relativa) 409 - (ciclopentil-CH:z-CO) 

pico base 

280 299 - (OH) 

265 282 - (CH3f 

111 (CO-CH2 - ciclopentil) 

83 111- (COf 

43 (CO-CH3 ) 

ETAPA 11. PARTE BIOLÓGICA: Evaluación de la actividad antlandroaénlca. 

Para realizar la evaluación del efecto antiandrogénico in vivo del producto VIII y el 

producto final XI, se emplearon dos bioensayos: 

a) Efecto antiandrogénico sobre vesícula seminal (ensayo in vivo) . 

b) Análisis de la velocidad de formación de T a OHT en vesículas seminales (ensayo 

in vftro). 

En los experimentos fueron empleados como material biológico hámsters machos de la 

cepa Syriam Golden con un peso pomedio de 150-200g. gonadoctemozados 15 días antes 

del estudio y mantenidos a una temperatura controlada de 22°C. 

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM . . .. ___ .•• _____ ..... _.*1 _ .......... . 50 



CAPfTuL04 

4.10 Efecto antJandrogénlco sobre vesrcula seminal (ensayo in vivo). 

Debido a que la enzima oo-reductasa presenta dos isoformas (1 y 11), este método se 

fundamenta en que la isoenzima tipo 11 tiene un efecto mas profundo sobre los tejidos que 

expresan esta isoenzima tales como la próstata, los testículos y las vesícula seminal. De esta 

manera, los compuestos que tienen la capacidad de inhibir dicha isoenzima reducirán el peso 

de la vesícula seminal. 

Se utilizaron grupos de cuatro animales para cada tratamiento, estos fueron 

gonadectomizados (castrados) 15 días antes del ensayo, manteniéndolos a una temperatura 

controlada de 22°C y en periodos de luz oscuridad de 12 h. A cada animal de los diversos 

grupos, le fue administrado por vía subcutánea 200 I-1g de testosterona y 200 I-1g de cada 

uno de los esteroides a evaluar, disueltos en 0.5 mL de aceite sésamo como vehículo, en 

periodos de 24 horas durante 3 días. Como control se utilizó un grupo de animales al cual se 

le administró solamente vehículo. A un segundo grupo de animales se les aplicó Finasteride 

más testosterona, a otro se le administró únicamente testosterona disuelta en el vehículo. 

Posteriormente al tratamiento, los animales fueron sacrificados mediante la anestesia con éter 

y se realizó la disección de las vesículas seminales para ser pesadas24
,25. 

La simbología utilizada en parrafos posteriores se referirá a: 

c: control. 

F: Finasteride. 

VIII : 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16p-metil-4, 6-pregnadien-3,2O-diona. 

IX: 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16p-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona. 
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Tabla 10. Efecto del esteroide sobre el peso de la vesicula seminal. 

GRUPO 

e 
11 

111 

IV 

V 

160 

:5 140 
::;) 

fA i 120 
~ _ 100 

:53 80 
w¡ 60 
Qw 
o U) 40 
la 
Do 

20 

C 

TRATAMIENTO PESO DE LA VEStCULA 

SEMINAL (mg) 

Vehiculo 109.7 

T 141 .7 

T+F 120.0 

T + VIII 118.0 

T+IX 135.0 

T T+F T+VIn T+IX 

TRATAMIENTO 

Figura 12. Efecto de T, F, VIII Y IX sobre el peso de la vesicula seminal. 

CAPITuLO 4 

4.11. Análisis de la velocidad de formación de OHT en vesiculas seminales (ensayo in 

vitro). 

Por otra parte se realizó un estudio metabólico in vitro con las vesículas seminales 

para conocer el efecto del esteroide en la velocidad de formación de T a DHT9.12.16. En este 
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bioensayo los esteroides a analizar se incubaron con homogenados de vesículas seminales 

(pH= 6, con buffer de fosfatos), testosterona tritiada 3[H]T y NADPH+ a 37" C por 1 h. El 

control fue la incubación esteroide ni testosterona. La incubación terminó por adición de 

CH2Cl2 y el esteroide tritiado se extrajo con el mismo disolvente. El contenido se determinó 

por el método de Bradford29
. La purificación de los productos tritiados se realizó por 

cromatografía en capa fina, se midió la radioactividad y se expresó en fmol de DHT/g 

proteínalh. 

Tabla 11. Efecto del esteroide sobre la velocidad de formación de T a DHT en vesiculas 

seminales. 

GRUPO TRATAMIENTO VEL. DE FORMACION DE DHT 

(fmoll mg proteinaJ h) 

C Sin esteroide ni T 24.08 

I T 18.84 

11 T+F 12.89 

111 T + VIII 7.25 

IV T+IX 11.56 
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C T T+F T+V111 T+IX 

TRATAMIENTO 

Figura 13. Efecto de T, F, VIII Y IX en la conversión de T a OHT. 
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CAPiTULO 5 

5. DISCUSiÓN DE RESULTADOS. 

5.1 PARTE QUíMICA: Síntesis y caracterización. 

Para el desarrollo de este trabajo se planteó la secuencia de síntesis presentada en la 

figura 11 (ver página 35). la cual permitió obtener los compuestos finales (VIII y IX) con las 

características estructurales requeridas. 

hO ~ 
......... o-C-Clh-Q 

o 
VIII 

IX 

Los compuestos que en este capítulo se van a mencionar. se van a referir a los 

mencionados en la ruta general de síntesis (ver página 35). 

Para la síntesis del nuevo compuesto fue empleado como materia prima el acetato de 

16-dehidropregnenolona (1) por su costo accesible. disponibilidad comercial y la presencia de 

las funciones químicas necesarias para obtener la transformación en ocho pasos los 

compuestos finales. 

En primer término se caracterizó a la materia prima por sus propiedades físicas y 

espectroscópicas30
. El análisis por UV (espectro 1) mostró la existencia del cromóforo 

correspondiente a la cetona a.p-insaturada en C-20 (A.max= 238 nm). 

Mediante espectroscopía de IR (espectro 2) se observó la presencia de las bandas en 

1661 y 1729 cm-1 correspondientes a la cetona a.l3-insaturada en C-20 y al carbonilo del 

acetoxi en C-3 respectivamente. 
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De acuerdo al espectro de RMN 1H (espectro 3) se observaron cuatro señales ' 

simples en 0.92. 1.05.2.03 Y 2.26 ppm. cada señal integra para tres hidrógenos. asignados a 

los grupos metilos C-18, C-19. C-21 yel metilo del grupo acetoxi en C-3. Se observó un 

multiplete en 4.60 ppm asignado al protón base del grupo acetoxi en C-3. En la zona de 

protones vinílicos se presentó un doblete en 5.40 ppm y una señal en 6.7 ppm que integraron 

cada una para un protón en C-6 y C-16. respectivamente. 

El primer paso de la síntesis implicó la epoxidación de la doble ligadura en C16-C17. 

Se utilizó peróxido de hidrógeno al 30% en un medio básico para promover la adición 

nucleofílica (adición de tipo Michael) del anión hidroperóxido sobre la ligadura en C-16 

viéndose favorecida por la conjugación con la cetona en C-20. El compuesto obtenido (11) se 

caracterizó por sus constantes físicas y espectroscópicas. 

En el espectro de IR (espectro 4) de este compuesto se observó una banda en 855 cm-1 

correspondiente al epóxido en C16-C17 así como una banda en 1691cm-1 correspondiente 

al carbonílo de la cetona en C-20. La banda en 3355 cm-1 se asignó al hidroxilo en C-3. En 

1053 cm-1 se observó una banda que correspondió al enlace C-O de alcohol secundario en 

C-3. Se observó la desaparición de la señal en 1661.90 cm-1 correspondiente a la cetona 

a. ¡3-insaturada. 

El espectro de RMN 1H (espectro 5) mostró la señal en 3.20 ppm que integró para un 

protón base del epóxido en C-16 y la desaparición de la señal en 6.7 ppm correspondiente al 

protón vinílico en C-16. Se observó una señal simple en 3.68 ppm correspondiente al grupo 

hidroxilo en C-3. También se registraron tres señales simples que integraron. cada una, para 

tres hidrógenos en 1.02,1.05 Y 2.03 ppm que correspondieron a los metilos C-18. C-19 y 

C-21. respectivamente. 

Como siguiente paso en la síntesis fue la reacción de acetilación del alcohol en C-3 

ya que su presencia impediría la descomposición del reactivo organometálico (bromuro de 

metil magnesio), el cual sería utilizado para la subsecuente inserción del grupo metilo en C-
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16. Para realizar la introducción del grupo acetoxi en C-3, se empleó la técnica de acetilación 

convencional en la cual se emplea una mezcla de anhidrído acético y piridina dando lugar a 

la especie electrófilica acetilpiridinio que es el agente acetilante. El derivado acetoxi (111), se 

caracterizó por sus constantes físicas y espectroscópicas. Los resultados se compararon con 

los reportados en la literatura26
. 

En el espectro de IR (espectro 6) se observaron dos bandas, una en 1733 cm-1 

correspondiente al carbonílo del éster en C-3 y otra banda en 1702 cm-1 asignada al 

carbonílo en C-20. Las bandas en 1249 y 1039 cm-1 se asignaron a las vibraciones C-O-C 

características del grupo acetoxi en C-3. La ausencia de la señal en 3355 cm-1 

correspondiente al alcohol, confirmó la acetilación en C-3. 

El espectro de RMN 1H (espectro 7), presentó dos señales en 1.03 y 1.04 ppm, que 

integraron para tres protones cada una y corresponden a los metilos angulares C-18 y C-19 

respectivamente. En 2.03 ppm se observó una señal que integró para seis protones y 

correspondió al metilo en C-21 yal metilo del acetoxi en C-3. El protón base del anillo de 

oxirano se localizó en 3.68 ppm y el protón base del acetoxi en C-3 se observó a 4.59 ppm. 

Por último, se observó una señal doble de dobles en 5.36 ppm característico del protón 

vinilico en C-6. 

En el paso siguiente, se llevó a cabo la protección del grupo carbonilo en C-20 

mediante la formación de su cetal, puesto que es un centro susceptible al ataque del 

reactivo de Grignard (bromuro de metil magnesio el cual se utilizó para insertar el grupo 

metilo en C-16 orientación beta). 

La formación del cetal, se llevó a cabo empleando etilenglicol, ortoformiato de tri metilo y 

ácido p-toluensulfónico como catalizador. El producto obtenido IV, se caracterizó por sus 

propiedades físicas y espectroscópicas. 
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El análisis de IR (espectro 8) para este compuesto indicó la desaparición de la banda 

intensa en 1702 cm-1 del carbonilo en C-20, confirmando así la transformación. También se 

apreció la banda intensa de 1719 cm-1 correspondiente al carbonilo del acetoxi en C-3. 

En el espectro de RMN 1H (espectro 9), se observaron cuatro señales a 0.99, 1.04, 

1.44 Y 2.03 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19, metilo en C-21 y metilo del 

acetoxi en C-3 respectivamente. En 3.39 ppm se ubicó el protón base del epóxido en C-16. 

La señal múltiple, que integró para cuatro protones en 3.97 ppm confirmó la formación del 

grupo dioxolano en C-20. La señal múltiple en 4.60 ppm se asignó al protón base del grupo 

acetoxi en C-3 y la señal doble que integra para un protón en 5.30 ppm se asignó al protón 

vinílico en C-6. 

Con el objetivo de introducir un grupo l3-metilo en el C-16 y simultáneamente generar 

un hidroxilo con configuración a en el C-17, el paso siguiente de la síntesis fue la apertura 

del anillo de oxirano de IV, mediante una reacción de sustitución nucleofílica bimolecula 

(Sn2). Se empleó el bromuro de metil magnesio 3.0 M en THF ( reactivo de Grignard) y 

complejo de yoduro de cobre como catalizador. La mezcla de reacción se mantuvo bajo 

atmósfera de nitrógeno (N2), con el propósito de evitar la descomposición del reactivo de 

Grignard, el cual con oxígeno atmosférico forma alcoholes y peróxidos vía radicales libres. 

Una vez terminada la reacción, se neutralizó con solución de NH4CI para regenerar los 

grupos hidroxilo en C-3 y C-17. El producto obtenido (V) se caracterizó por sus constantes 

físicas y espectroscópicas22
,26 . 

El espectro de IR (espectro 10) confirmó la hidrólisis del acetilo en C-3 por el reactivo 

organometálico y la apertura del epóxido en C16-C17, al detectar la presencia de la banda 

intensa correspondiente al alcohol libre en C-17 y C-3 a 3450 cm-1
. Las señales intensas en 

2935 y 2897 cm-1 indican la presencia de metilos y metilenos. 
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El espectro de RMN lH del compuesto V (espectro 11) presenta dos singuletes en 

0.88 y 0.99 ppm cada uno integra para tres protones correspondientes a los metilos 

angulares en C-18 y 19 respectivamente; un doblete en 1.17 que integra para tres protones, 

asignados al metilo adicionado en C-16¡3, el doblete resulta del acoplamiento de este metilo 

con el protón en C-16. El singulete en 1.38ppm integra para tres protones y corresponde al 

metilo en C-21 . En 2.23 ppm se aprecia un singulete que integra para un protón y se asigna 

al protón del hidroxilo en C-17. El multiplete en 3.50 ppm integra para un protón y 

corresponde al protón base del alcohol en C-3. El singulete que aparece en 3.7 ppm que 

integra para un protón pertenece al protón del alcohol en C-3. En 3.95 se aprecia un 

multiplete que integra para cuatro protones y pertenece a los metilenos del gropo etilendioxi 

en C-20. Por último, en la zona de protones vinílicos se observa un doblete en 5.35 ppm que 

integra para un protón y pertenece al protón vinílico en C-6. 

En la siguiente etapa se regeneró el grupo carbonilo que se protegió en C-20 mediante 

hidrólisis ácida del grupo dioxolano. Esto se llevó a temperatura ambiente en acetona 

adicionando APTS, con lo cual se promovió la transacetilación de V, quedando regenerado el 

grupo carbonilo en C-20. El compuesto VI se caracterizó por sus propiedades físicas y 

espectroscópicas26 
. 

El espectro de IR del compuesto VI (espectro 12) mostró una banda intensa en 1690 

cm-1 que se asignó al grupo carbonilo en C-20, lo cual comprueba la regeneración del grupo 

carbonilo. Las señales en 3400 3342 cm-1 corresponden a los hidroxilos en C-17 y C-3 

respectivamente. En 2928 cm-1 se observa una banda intensa que corresponde a metilos y 

metilenos. La señal en 1053 cm-1 corresponde a la unión C-O en C-3. 

En el espectro de RMN lH (espectro 13) se verificó la ausencia del multiplete en 3.95 

ppm que pertenecía a los metilos del grupo dioxolano. En 0.8 ppm se observa un singulete 

que integra para tres protones correspondientes al metilo en C-18. En 0.97 ppm aparece un 

doblete que integra para tres protones y corresponde al metilo en C-16. También se observa 
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un singulete en 1.2 ppm que integra para tres protones y corresponde al metilo en C-19. En 

2.1 ppm se presenta un singulete que integra para tres protones pertenecientes al metilo en 

C-21. El singulete en 3.42 ppm integra para un protón y corresponde al protón del hidroxilo 

en C-3. El multiplete en 3.5 ppm integra para un protón y se asignó al protón base del 

alcohol en C-3. En 3.9 ppm aparece un singulete que integra para un protón que pertenece al 

protón del grupo alcohol en C-17. Finalmente el doblete en 5.3 que integra para un protón se 

asignó al protón vinílico en C-6. 

la formación del sistema 4,6-dien-3-0na para la obtención del compuesto VII se 

realizó conforme al método reportado por Shapiro28 el cual permitió en una sola etapa, la 

oxidación del alcohol en C-3 y la formación de las dobles ligaduras en C-4 y C-6. La reacción 

involucra una bromación-deshidrobromación, al emplear bromo como agente oxidante y 

carbonato de litio como base para sustraer el protón en C-7. El producto VII se caracterizó 

por sus propiedades espectroscópicas y físicas. 

La presencia del cromóforo 4,6-pregnadien-3-ona se confirmó en el espectro de 

ultravioleta (espectro 14) con la presencia de un máximo de absorción en 282.29 nm 

correspondiente al sistema 4,6-dien-3-ona, con lo cual se afirma la oxidación de V/. 

En el espectro de IR del compuesto VII (espectro 15) se observaron dos bandas en 

1618 y 1585 cm-1 correspondientes al sistema 4,6-dien-3-ona. Se observan también dos 

señales en la zona de carbonilos, una de ellas en 1666 y la otra en 1706 cm-1 que 

corresponden al carbonilo a ,~ ,y,o ¡nsaturado en C-3 y al carbonilo de cetona en C-20 

respectivamente. También se observa una señal en el área de alcoholes en 3500 asignada al 

alcohol terciario en C-17. 

El análisis por RMN 'H (espectro 16) mostró señales evidentes del compuesto 

esperado, se observan dos singuletes en 0.95 y 1.16 ppm que integran para tres protones 
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cada uno y fueron asignados a los metilos C-18 y C-19 respectivamente. En 1.03 ppm se 

aprecia un doblete que integra para tres protones y corresponde al metilo en C-16. El 

singulete que aparece en 2.30 ppm integra para tres protones y corresponde al metilo en C-

21. En la zona de protones vinilicos se registró un doblete en 5.4 ppm e integra para un 

protón y corresponde al protón en C-6. En 5.71 ppm que integra para un protón y 

corresponde al protón en C-4. Por último el singulete que integra para un protón que aparece 

en 6.16 ppm corresponde al protón en C-7. 

La penúltima etapa de la síntesis consistió en la esterificación del alcohol en C-17 para 

obtener el compuesto VIII. La reacción se llevó a cabo empleando ácido ciclopentilacético, 

anhidrido trifluoroacético y ácido p-toluensulfónico como catalizado¡27. En la primera etapa 

de la reacción se formó el anhídrido mixto ciclopentilacatiloil-trifluoroacético que reaccionó 

con el alcohol en C-17 del asteroide, originando un éster nuevo no reportado en la literatura: 

17P-clclopentilacetoiloxl-16p-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona (VIII).Este compuesto se 

caracterizó por sus propiedades físicas y espectroscópicas 

El cromóforo 4,6-dien-3-ona se determinó por espectroscopia de UV (espectro 17), en 

donde se observó un máximo de absorción en 282.10 nm. 

El espectro de IR (espectro 18) corroboró la esterificación del hidroxilo (l en C-17 

debido a la desaparición de la banda de alargamiento en 3500 cm,l correspondiente al 

alcohol libre, por otra parte se observó una banda nueva en 1724 cm,l asignada al carbonilo 

del éster ciclopentilacético y al carbonilo de catona en C-17. La señal característica del grupo 

4,6-pregnadien-3-ona se observó en 1663 cm,l. Con las bandas en 1617 se confirma la 

presencia de dieno conjugado. 

En el espectro de RMN lH (espectro 19) se corrobora la presencia del éster ya que a 

demás de la señales de los protones de los metilos C-18, C-19, C-16 y C21 (0.8,1.1, 1.4 Y 
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2.0 ppm respectivamente), aparece una señal en 2.4 ppm que corresponde al metileno 

adyacente al carbonilo del éster. Las señales restantes que producen los grupos funcionales 

presentes en el esteroide permanecen constantes. 

En el análisis por RMN 13C normal y OEPT (espectros 20 y 21) para VIII también se 

corroboró la esterificación del alcohol a en C-17, puesto que en la región de los carbonilos 

además de las señales en 199 y 204 ppm correspondientes a los carbonilos en C-3 y C-20, 

también se observó otra en 173 ppm la cual se asignó al carbonilo del éster 

cidopentilacético. La señal para C-17, que es base de un metilo y el éster, se vio en95 ppm. 

Las señales para el sistema de carbonos diénicos (C-4, C-5, C-6 y C-7) continuaron 

apareciendo en la zona de carbonos vinílicos. Además se puede apreciar una señal en 35 

ppm que corresponde al metileno adyacente al carbonilo del éster. 

En EMIE (espectro 22) se observó un ion molecular en 452 mIz que confirma el peso 

molecular de VIII. A partir de ésta señal y por la pérdida de 43 unidades mIz 

correspondientes a la entidad (CO-CH3) se originó el pico en 409 mIz. La pérdida de 111 

unidades miz (CO-CH2-cidopentil) dio lugar al pico en 299 miz y corresponde al pico base. 

La subsecuente pérdida de 17 unidades (OH) originó el pico en 282 mIz. La siguiente pérdida 

de de 15 unidades miz (-CH3) dio lugar al pico 267 miz. Se observó también la presencia del 

ion CO- CH2- ciclopentil en 111 mIz. 

La última etapa de la síntesis consistió en la formación del sistema 1,4,6 pregnatrien a 

partir del compuesto VIII, esto se logró a través de una de una deshidrogenación con 00Q31 . 

El trien derivado (IX), se caracterizó por sus propiedades físicas y espectroscópicas. 

El cromóforo 1,4,6-trien-3-ona se determinó por espectroscopía de UV (espectro 23), 

en donde se observó un máximo de absorción en 299 nm. Las otras señales de 155 y 222 

corresponden a los sistemas 1,4-dien-3-ona y a la cetona a-J3 conjugada. 
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En el espectro de IR (espectro 24) se puede corroborar la presencia del éstrer en la 

molécula. También se puede ver la señal del sistema trien conjugado en 1657 cm-l . 

En el espectro de RMN lH (espectro 25) se observó un cambio en la zona de 

protones vinílicos, debido a que se agregó una señal. En 7.1 ppm se asignó al protón vinílico 

en C-4, en 6.3 ppm una señal doble para cada protón vinílico en C-1 y C-2, en 5.3 y 6.13 

ppm se vieron señales dobles para cada protón vinílico en C-6 y C-7 respectivamente. 

En el análisis por RMN 13C normal y DEPT (espectros 26 y 27) para IX también se 

observó un cambio en la zona de insaturaciones (CH) ya que se agregaron dos señales en 

128 ppm correspondientes a C-2 y en 153 ppm correspondientes a C-1, las otras 

insaturaciones se conservan en 124, 162, 128 Y 138 ppm asignadas a C-4, C-5, C-6 y C-7 

respectivamente. 

En EMIE (espectro 28) se observó un ión molecular en 452 miz que confirma el peso 

molecular de IX. A partir de ésta señal y por la pérdida de 43 unidades miz correspondientes 

a la entidad (CO-CH3) se originó el pico en 409 miz. La pérdida de 111 unidades miz (CO­

CH2-ciclopentil) dio lugar al pico en 297 miz que corresponde al pico base. La subsecuente 

pérdida de 17 unidades (OH) originó el pico en 280 miz. La siguiente pérdida de de 15 

unidades miz (-CH3) dio lugar al pico 265 miz. Se observó también la presencia del ión CO­

CH2- ciclopentil en 111 mIz. En los picos presentes en este espectro se puede observar que 

todos difieren en dos unidades con respecto al espectro 22 debido que este compuesto se 

originó por deshidrogenación de dos hidrógenos del compuesto VIII. 

Las características físicas y espectroscópicas de los compuestos I al VII se 

compararon con los reportados en la literatura y se comprobó que los resultados sí 

corresponden con los reportados. 
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5.2 PARTE BIOLóGICA. 

5.2.1 Efecto del esteroide sobre el peso de las vesículas seminales. 

Los resultados obtenidos, mostrados en las tablas 10 Y la figura 12, indicaron que 

cuando los hámsters gonadoctemizados son sometidos al tratamiento con T, ésta realiza su 

función androgénica aumentando el peso de las vesículas seminales. Cuando se evaluaron 

los compuestos VIII, IX Y F, se observó que el F efectivamente disminuye el peso de la 

vesícila seminal; el compuesto VIII disminuye el peso de la vesícula de manera semejante a 

F y el compuesto IX disminuye muy poco el peso de la vesícula, incluso en menor 

proporción que F. 

5.2.2 Efecto del esteroide sobre la velocidad de formación de T a DHT. 

En los resultados obtenidos en la tabla 11 y figura 13 se puede observar que el F en 

efecto inhibe la formación de T a DHT y comparando a los compuestos VIII y IX con éste, se 

puede ver que el compuesto VIII tiene una actividad considerablemente mayor que F, ya que 

la velocidad de conversión in vitro de T a DHT es menor. El compuesto IX presenta una 

actividad de conversión de T a DHT muy semejante al F. 
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6. CONCLUSIONES. 

• En este trabajo se realizó la síntesis y evaluación farmacológica de dos compuestos 

nuevos derivados de la progesterona: 17a-ciclopentilacetoiloxi-16¡3-metil-4,6-pregnadien-

3,20-diona y 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16¡3-metil-1 ,4,6-pregnatrien-3,2O-diona. 

• Se obtuvieron dos compuestos puros, derivados de la progesterona con las siguientes 

características estructurales: un grupo metilo ¡3-orientado en C-16, así como la presencia de 

un grupo voluminoso (éster) en C-17a orientado y el sistema conjugado 4,6-dien-3-0na y 

1,4,6-trien-3-ona respectivamente. 

• La síntesis de los compuestos antes mencionados no ha sido reportada anteriormente 

por lo cual se purificó y caracterizó mediante sus propiedades físicas (p.f., apariencia) y datos 

espectroscópicos (UV, IR, RMN lH, RMN 13C y EMIE). 

• El compuesto VIII sí tiene una actividad antiandrogénica sobre la isoenzima 5a­

reductasa tipo 11 muy semejante a F, por el contrario el compuesto IX tiene una actividad 

antiandrogénica menor que F. 

• De la prueba in vitro se concluye que los compuestos VIII y IX sí inhiben a la enzima 5a­

reductasa principalmente el compuesto VIII. 
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8. ANEXO EXPERIMENTAL 

LISTA DE ESPECTROS. 

Espectro Contenido 
1 Ultravioleta de la materia prima: Acetato de 16-dehidropregnenolona (l). 
2 Infrarrojo de la materia prima: Acetato de 16-dehidropregnenolona (1). 
3 Resonancia Magnética Nuclear H de la materia prima: Acetato de 16-

dehidropregnenolona (l). 
4 Infrarrojo del compuesto 16a, 17 a-Epoxi-3¡3-hidroxi-5-pregnen-20-ona 

1(11). 
5 Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto 16a, 17a-Epoxi-3¡3-

hidroxi-5-pregnen-20-0na (11). 
6 Infrarrojo del compuesto 3¡3-Acetoxi-16a, 17 a-epoxi-5-pregnen-20-ona 

1 (111). 
7 Resonancia Magnética Nuclear' H del compuesto 3¡3-Acetoxi-16a, 17 a-

epoxi-5-pregnen-20-ona (111). 
8 Infrarrojo del compuesto 3¡3-Acetoxi-16a, 17 a-epoxi-20-etilendioxi-5-

I pregneno (IV). 
9 Resonancia Magnética Nuclear 1 H del compuesto 3¡3-Acetoxi-16a, 17 a-

epoxi-20-etilendioxi-5-pregneno (IV). 
10 Infrarrojo del compuesto 313,17 a-Dihidroxi-20-etilendioxi-16¡3-metil-5-

1 pregneno (V). 
11 Resonancia Magnética Nuclear'H del compuesto 3¡3,17a-Dihidroxi-20-

etilendioxi-16¡3-metil-5-pregneno (V). 
12 Infrarrojo del compuesto 313, 17a-Dihidroxi-1613-metil -5-pregnen-20 -

ona (VI). 
13 Resonancia Magnética Nuclear lH del compuesto 313,17a-Dihidroxi-

16¡3-metil-5-pregnen-20 -ona (VI). 
14 Ultravioleta del compuesto 17a-hidroxi-1613-metil-4,6-pregnadien-3, 20-

diona (VII). 
15 Infrarrojo del compuesto 17a-hidroxi-16¡3-metil-4,6-pregnadien-3, 20-

diona (VII). 
16 Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto 17a-hidroxi-16¡3-

metil-4,6-pregnadien-3, 20-diona (VII). 
17 Ultravioleta del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16¡3-metil-4, 6-

pregnadien-3,20-diona (VIII). 
18 Infrarrojo del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16¡3-metil-4,6-

pregnadien-3,20-diona (VIII). 
19 Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto 17a-

ciclopentilacetoiloxi-1613-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona (VIII) . 
20 RMN lJC normal del compuesto 17a-ciclopentilacetoiloxi-1613-metil-4,6-

pregnadien-3,20-diona (VIII). 
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21 DEPT del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-4, 6-
I pregnadien-3,20-diona (VIII) . 

22 EMIE del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-4, 6-
I pregnadien-3,20-diona (VIII). 

23 Ultravioleta del compuesto 17 d-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-1 ,4,6-
I pregnatrien-3,20-diona (IX). 

24 Infrarrojo del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-1 ,4,6-
I pr~natrien-3,20-diona (IX). 

25 Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto 17a-
ciclopentilacetoiloxi-16j3-metil-1 ,4,6-pregnatrien-3,20-diona (IX). 

26 RMN 13C normal del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-
1 ,4,6-pregnatrien-3,20-diona (IX). 

27 DEPT del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-1 ,4,6-
I pregnatrien-3,20-diona (IX). 

28 EMIE del compuesto 17 a-ciclopentilacetoiloxi-16J3-metil-1 ,4,6-
I pregnatrien-3,20-diona _(IX). 
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The pharmacological aClivity ofseveral 16-bromosubstituled Irienediones ~ and 5. 16-methyl substituted di­
enediones 6 and 7 and the l6-methyl substituted trienedione 8 was determined on gonadectomizcd hamstcr semi­
nal vesicles by rncasuring the in v;tro conversion or testosteron~ (T) to dihydrotestosterone (DHT) as 5a-reduc­
tase inhibitors and also Ihe ability of these steroids to bind to the andro!:en receptor. Stcroids 6 and 7 when in­
jected together with T decreased the weight of Ihe seminal vesieles thus showing an antiandrogenic etfect. Com­
pounds 5 and 6 reduced substantiaJly Ihe conversion of T to OHT and Iherefore can be considered good in­
hibitors for the enzyme 5~reductase; however both sleroids failed lo form a complex with the androgen recep­
lor. On Ihe other hand compouod 7 which showed a very smaJl inhibitory activily for the enzyme 5~reductase, 
exhibited a very high afliaity for the androgeo receptor aod Ihus can be considered an etfective antiandrogen. 
This compound also reduced substantiaJly Ihe weight of Ihe seminal vesieles. Sleroids 4 aod 8 did not reduce the 
weight of the seminal vesieJes aod exhibited a low aflioity for the androgeo receptor; 8 showed a weak 5~reduc­
lase inhibitory activity, wbereas 4 exhibited a weak aodrogenic etfecl. 

Key words seminal vesicle: 5a-reduction: 5a-redu~; androgen receptor: T to DHT conversion: C-1 6 substituem 

Steroid 5a-reductase (EC 1-3-99-5) is a NADPH depen­
denl enzyme which converts testosterone (T) 1 into dihy­
drotestoslerone (DHT) 2.1} This enzyme is located in the an­
drogen-dependent tissue such as prostale, seminal vesicles, 
epididymis and the skin. It is belic::ved thal DHT plays a role 
in pathological conditions such as benign prostatic hyperpla­
sia (BHP), prostalic cancer, acne, female hirsutism and male 
panem baldness.2) 

The essential role of 5a-reductase in prostate growth has 
been determined by the discovery of 5 a-reductase deficiency 
in male pseudohermaphroditism patients who had atrophic 
prostate glands despite normal testosterone leve!.)·'1 DHT is 
the most active agonisl for the androgen recepto~) although 
T also mediates the androgenic action in lhe tissues. Various 
steroidal compounds have been developed as 5 a-reductase 
inhibitoro for the medical therapy of BHp'5) Finasteride 36) 
(Fig. 1) a 4-aza steroid is the most extensively studied c1ass 
of 5a-reductase inhibitoro.7) This compound is the firol ap­
proved 5a-reductase inhibitor in lhe U.S.A. for the treatment 
of BHP. This drug has approximately a loo-fold greater 
affinity for type 2-5a-reductase lhan for type 1. In humans 
finasleride decreases prostatic DHT level and reduces 
proslate size, while T tissue concentration remains constant.8

) 

In this study, we determined the antiandrogenic activity of 
five new steroidal compounds: 4--8 in gonadectomized ham­
ster seminal vesicles. 

Seminal vesicles are male accessory glands that are andro­
gen-dependent. These organs are capable of reducing T to 
DHT in both intacl and gonadectomized animals and have 
also been used for evaluation of steroidal and non steroidal 
compounds as antiandrogens!·IO) 

Chemistry Several yearo ago we synthes'ized several 
new 17 a-acyloyloxy-16j3-methyl substituted pregnadiene-
3,20-dicne derivalives.15.)61 Some of these compounds 
showed a high inhibitory effect for lhe enzyme 5a-reductase 
as well as high affinity for the androgen receptor. On the 

basis of Ihese results and in order to expand the scope of Ihis 
study. recently we synthesized several new 17 a-acyloyloxy-
16,B-substituled (methyl, bromine) pregnadiene-3.20-diones 
and pregnalriene-3,20-lriones (4--8) which are described in 
this paper. 

Synlhesis of Steroids ~ Compounds 4--8 (Fig. 1) 
were prepared from the commercially available 16-dehy­
dropregnenolone acetate (Fig. 2). Epoxidation of the double 
bond at C-16 with hydrogen peroxide and sodium hydroxide 
afforded the epoxy derivative 9. The bromohydrin 10 was ob­
tained when the intermediale 9 was treated with hydrobromic 
acid (32%) in dioxane for 6 h. When compound 10 was al­
lowed to reflux with dichloro-dicyanobenzoquinone (DOO) 
in dioxane for 4 d the trienedione 4 was obtained. Esterifica­
tion of the hydroxyl group in 4 with trifluoroacetic anhy­
dride, p-Ioluenesulfonic acid and cyclopentanecarboxylic 
acid yielded Ihe desired ester 5. 

Compounds ~8 (Fig. 1) were prepared from the epoxy 
derivalive 9 (Fig. 3). Acetylalion of 9 in Ihe usual manner 
yielded the acetoxy compound 11. The proleclion of the car­
bonyl group in II was effecled with ethylene glyco!. 
trimethyl orthoformate and p-toluenesulfonic acid (PTSA). 
The resulting dioxolane derivative 12 was allowed to reflux 
with methylmagnesium chloride in tetrahydrofuran (THF); 
this reaction afforded Ihe 16-methyl substituted dioxolane de­
rivative 13. Hydrolysis of the dioxolane ring in 13 10 recover 
the carbonyl moiety was carried out wilh PTSA in acelone 
thus forming the carbonyl derivative 14. The oxidation of the 
hydroxyl group at C-3 in 14 was effecled with Iithium car­
bonate, Iithium bromide and bromine in NN-dimelhylfor­
mamide (DMF). This reaction afforded the 4.6-diene-3 .20-
dione moiety 15. Esterification of the hydroxyl group in 15 
wilh trifluoroacetic anhydride, cyclopentylacetic acid and 
PTSA yielded the desired esler 6. When alcohol 15 was 
trealed in the same manner with cyclopenlane carboxylic 
acid Ihe corresponding CYclopemanecarboxylate es ter 7 was 
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Fig. l . Slcroid Structures 

Fig. 2. Synthesis of New Steroids 
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obtained. 
Treatment of 6 with 2,3-dic:hloro-5,6-dicyanobenzoqui­

none (OOQ) in dioxane afforded the trienedione compound 

8. 
Biological Activity The biological activity of steroids 4 

to 8 were determined in gonadectomized male hamsters di ­
vided in several groups. The animals in the control group 
\Ven.: injected with the vehicle (sesarne oil); in the other 
c:roups they were treated with T.''' a combination of T with 
iinasteride or T with the new steroids. After 6 d of treatment. 
the animals were anesthetized with ether and sacrificed. The 
seminal vesieles were removed weighed, homogenized and 
used for the in virro experiments. 

Seminal Vesicles After castration Ihe weight of the sem­
inal vesicles of the male hamsters significantly decreased 
(p <O.05) as compared to that of the normal glands. Treat­
ment with vehiele alone (control) did nol change this condi­
tion whereas subcutaneous injections of 200 Jlg of I for 6 d 
significantly increased (p<O.OS) Ihe weight of the seminal 
vesicles in castrated male hamsters (141.7 mg) (Table 1). 
When I and finasteride 3 were iDjectcd logelher, the weight 
of the seminal vesicles decreased (120 mg). The injection of 
steroids 6 and 7 together with T decreased the weight of the 
seminal vesieles as compared to Ihe T Ireated hamsters thus 
suggesting an inhibitory effect 011 Sa-reductase enzyme type 
2. The most effective compounds showing the highest in­
hibitory effect for 5a-reductase cozyme were steroids 6 and 
7 having the lowest value of Ihe weigbt of!he seminal vesi­
eles, 118 and II S mg respectively. 

In Vitro Metabolism oí T to DHT Since Ihe weight of 
the seminal vesicles depends on !he 5a-reduced andro­
gens,1.I2.13) it was important to determine !he effect of the 
new steroids 4--8 on the conversion of 1 to 2 in vitro metab­
olism of eH]T to eH]OHT in seminal vesicles homogenates 
of castrated male hamsters at pH of 6 in Ihe presence of 
NAOPH. The extracts from castrated male hamster seminal 
vesicles were subjected to TLC analysis. The zone corre­
sponding to OHT (2) standard (Rf value of 0.33) of each ex­
perimental chromatogram was eluted and Ihe radioactivity 
deterrnined. The results (Fig. 4) obtained from two separate 
experiments perforrned in duplicate demonstrated a lower 
[3H]T to eH]OHT conversion iD !he T with finasteride 
treated animals Ihan testosterone a10ne thus indicating that fi­
nasteride 3 is a good inhibitor for tbe conversion of T to 
OHT at pH of 6. Figure 4 also sbows the effect of the new 
steroids 4--8 on the rate of DfIT fonnation expressed as 
fmoles of OHT/mg of proteinlh. The four compounds (5-8) 
produced a mueh lower eoneenlIation of OHT as compared 
to testosterone. On the other hand, compounds S, 6 and 8 ex­
hibited a lower OHT conversion Ihan finasteride 3 thus show­
ing a high 5a-reductase inhibitory effeel. Steroid 4 gave a 
higher in virro conversion of 1 10 2 (p<0.05) than the other 
steroids thus showing a weak androgenic effect. 

Compound 7 which is struclJllally very similar to steroid 6 
(one carbon atom less) showed a higher in vitro eonversion of 
1 to 2 (p < O.05) than steroids 3, S, 6 and 8 however it still can 
be considered a 5a-reduetase inhibitor due to liie lower pro­
duction of OHT as compared to lestosrerone. 

Scatchard Analysis of Recqltor Androgen Binding 
When eytosol aliquots (2.64 mg protein) obtained from go­
nadeetomized male hamster seminal vesicles homogenates 

Treatmcnt 
Img) 

Control 
Tcs[Qstcrom: 

T+3 
T+4 
T+5 
T+ 6 
T+7 
T+8 

Table 

Weigh[ of seminal vesicles 
Img) 

109.7::: 15 
14 1.7::: 10 
120.0:: 0S 
130.0:: 10 
ISO.O:: 13 
II K.O::OX 
II S.O:::OS 
135.0:: 10 
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Fig_ 4. Effect of New Steroids on in Vilro Conversion of eHIr lO 
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Fig. 5. Scatchard Plot of ReceptOr Androgen Binding 

0 .6 

were ineubated with increasing eoneentrations of [lH]OHT. a 
typieal saturation curve was obtained. The levels of the non­
speeific bound horrnone ¡ncrease progressively wilh the rise . 
of radiolabeled compound concentration. Data were analyzed 
according to the Seatehard plot method. '4) A linear relation­
ship indicates the presenee of only one single class of high 
affinity and low capaeity of binding sites with Kd and Bma>. 
values of 1.26 and 0.615 nM. respectively. for this tissue (Fig. 
5). 

Competition Analysis oí Synthesized Steroids for An­
drogen Receptors (ARs) The effeet of inereasing coneen­
trations of nonradioactive synthetie steroids upon eH]OHT 
binding to androgen receptors from male hamster seminal 
vesieles in two different experiments are presented in Fig. 6. 
The K¡ values for the synthesized steroids showed the follow-
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ing order of affiniry ro ARs: DHT> 7>4>8 with values of 
8.29, 11.79, 45.38 and 73.04 respecrively. Compounds 5 and 
6 did nor show any affinity for rhe androgen receprors. 

Discussion 
This study reports rhe 5a-reductase inhibitory activity and 

rhe antiandrogenic effect of novel 16-bromo substitured 
rrienediones 4, 5, the 16f3 methyl substituted dienediones 6. 7 
and .the trieneuione 8 (Fig. 1). Ccmpound 4 (Fig. 4) did not 
decrease the weight of rhe seminal vesicles and did nor in­
hibit rhe conversion of T to DHT (it has a weak androgenic 
effect) however it competed for Ihe ARs (K; 45.38 nM). On 
rhe other hand, steroids 5, 6 and 8 showed a 5 a-reductase in­
hibitory effect slighrly higher than Ihe commercially avail­
able finasteride 3 presently used for Ihe treatment of benign 
prostatic hyperplasia however compounds 5 and 8 did not de­
crease the weight of the seminal vesicles compounds 5 and 6 
did nor show any affinity for the androgen receptor as indi­
cated previously, however they strongly inhibited the enzyme 
5 a-reductase. Steroid 8 showed a slight affinity for the ARs, 
a moderate 5a-reductase inhibitory activity and did not de­
crease the weight ofthe seminal vesicles. Compound 7 which 
has a low inhibitory activity for the conversion of T to DHT 
and is structurally similar ro 6 binds with a high affinity to 
rhe A Rs and reduces the weighr of the seminal vesicles, Ihus 
showing high antiandrogenic and al so an inhibitory effecr for 
the enzyme 5 a-reductase. 

In addition, we demonstrared that rndio-inert DHT in in­
creasing concentrations, inhibited the binding of [;H]DHT to 
the ARs present in cytosolic fraction as shown by rhe K; 
value of 8.29 nM (Fig. 6). Furthermore. sorne radio-inert syn­
rhetic steroids (4. 8, 7) also inh ibited the binding of ¡JH]DHT 
ro the cytosolic ARs. as indicated by the respective K; values. 
In contrast steroids S and 6 did nor have any inhioitory etleet 
on cylosolic ARs. as shown in Fig. 5. 

Experimental 
Chemical and Radioactive Material Solvents were laboratory grade or 

belter. Mehing points were determincd on a Fisher Johns melting point ap­
paratus and are uncorrccted. ' H_ amI uC-NMR were taken on Varian gemini 
200 and VRX-JOO respect ive ly. Chcmical shifts are given in ppm rclarive ro 
(hal of McJSi (i5 = 0) in CDCJ)o The abbreviations of signal puncms are as 
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follows: s. singk-t; d. doublct: t. tri piel; m. multiplet. Mass spcctra wen: ob. 
taincd wirh a HP598S·B specU'Ometcr. IR spectra wcre recordc:d on a Perkin~ 

Elmer 100s spectromefcr. f 1. ~. 6. 7. t H) Tesltlstcronc [.lHJT. spt."Cific activ. 
lIy: 95Cilmmol anu (1 . 2. 4.5.6. 7. 'H) uihyurolcstosI<ron< [' H]DHT. spe­
cific acti"'iIY IIOCilmmol. wcre provided by New England Nuclear Carp. 
(BoSlon. MA. USA.). Radioniert T anu 5-DHT werc supplied by SI"",loius 
IWilton. :-iH. USA.). Sigma Chemical Co. (ST. Lo"is. MO. US.A.) supo 
pli<u ~ADPH'. glucosc·6-phosphal' anu glucose·6·phospnalc uchydrogc· 
nasc . The finasleridc was obtained by extraction from Prosear (Mcrck. SharJl 
& Dohmc). 

Synlh~sis or lhe Steroidal Compounds The synlhesis of the intenncdi­
ates 9. 11 - IS ~Fig:. )1 is givt!n in rcfs . 15 and 16. The prcparation ol' the 
new compountls ... S. 10. ~8 is brietly dcscribt.~ bdow. 

16JJ-Bromo-l7G-hydroxyprea:n.- I .... 6-.riene-J.2O-dione'"' A solution 
of sh:roid 10 f 1 g. 2.43 rnmo!) anu DDQ (1 g. 13.22 mmol) in dioune 
150 101) was allowt.."U to rcr1ux ror J d. Upan eooliny. the prccipitatl.-d 2.3-
diehloro· ;.6-Jicyanohydroquinonc was filtcroo olf. To the filtrate wa.s addcd 
3% aqueous sodium hydroxidc solution (Iooml) ano chlorotorm (100m!); 
lhe mixture was stirred for 5 min. The organie pha.se: was scparatcd. washed 
3 times with 3% aqut."OUS sodium hydroxide solution and water. It was dricd 
over anhydrous sodium sulfate and the solvent was removed in vaeuum. Thc 
crude prodUCI was purified by siliea gel column chromatography. Hexane­
elhyl acelale (6:4) eluled 404mg. O.99mmol (41"1. of lhe puro producr 4. 
mp 195-196°C, UV (nm) 219. 255. 298 (E~ 15000, 12800. 17950 respcc­
lively). IR (KBr) cm-': 3378. 1715. 1646. 1600. 'H-NMR (CDCI,) 6: 1.2 
(3H. s). 1.4 (3H. s). 2.4(3H. s). 3.6 (1 H. s), 6.0 (1 H. d, J=2 Hz). 6.3 (IH. d, 
J=2Hz). 6.5 (lH. d, J=2Hz). 6.7 (IH. d, J=3Hz). 7.0 (IH. d, J=3Hz). 
" C-NMR (CDCtj) 6: 15.8 (C·18). 20.7 (C- 19). 28.6 (C·2I). 128.0 (C-6). 
162.2 (C-5). 186.4 (C-3). 205.4 (C-20). MS (miz) 404 (M -). 

16fj.Bromo-l7 -rclopentyllcetoxy-I,4,6-pregnltriene-J,lO-dione S 
ti. solution containing .. eroid 4 (1 g. 2.47mmot), PTSA (IOOmg). triHuo­
roacelic anhydride (2 mi. 9.53 mmol) and cyclopenlylacelic acid (0.8 mi. 
4.99 mmol) was stirml for 2 h al room lemperal= (nitrogen atmosphere). 
The reaetion mixture was neutralized wilh an aqueous sodium b.carbonate 
solulion lO a pH of7 and diluled with chloroform t tOml). The organic phase 
was separaled. washed with waler and dried over anhydrous sodiurn sulfate: 
the salvent was eliminated in vacuum. The erude product was purified by 
si lica gel column chromalography. Hexane-ethyl acetale (8: 2) eluled 
369 mg. 0.74mmol (30%) ofme pure product S, mp 1 34-1 36°C, UV (nm) 
217. 253. 291 (E= t4600. 12400, t7500 respectively). IR (KBr) cm-': 1731 . 
1710. t656, t603. 'H·NMR (CDCI,) 6: I.l (3H, s), I.J (3H, '), 2.t (3H, s), 
5.8 (IH, d,J=2Hz), 6.3 OH, d, J=2Hz), 6.5 (IH, d,J=2Hz), 6.8 (lH, d, 
J=3 Hz), 7.1 (lH, d, J=3 Hz). "C-NMR (CDCI,) 6: 15.5 (C-18), 20.2 (C-
19).33.3 (C-21). 128.2 (C-6), t61.8 (C-5), t75.4 (ester carbonyl), t86.! (C· 
3). 199.5 (C-20). MS (miz) 500 (M·). 

16fj.Bromo-3J1,I7GH1lhydroxypregn-S-ene-ZO-one 10 A solution con­
taining Sleroid 9 (1 g. 3.03 mmo!) and hydrobromic acid (5.8 mI) in dioxane 
t 12.2 mI) was Slirred for 6 h at room temperature. The reaction mixture was 
poured inlo a beaker conlaining 30 mI of water. The resulling precipitale was 
fihered off and washed wilh waler. The crudc prodUCl was rectySlallizt:d 
from erhyl acetate-bexane; yield O.72g. 1.77mmol (58%) ofme puro prod­
UCI 10. mp 196--t98°C, IR (KBr) cm -': 3375, 1700. 1048. 'H-NMR 
(CDCI,) ó: 1.0 (3H. s). 1.2 (3H. '), 2.4 (3H. s). 3.5 (IH. m), 4.0 (tH, d, 
J=2 Hz). 5.3 (IH, d, J=2 Hz). "C-NMR (CDCI,) ó: 16.2 (C·18), t9.3 (C-
19). 28.2 (C-21), 71.6 (C-3). 140.8 (C·5). 120.9 (C·6), 51.7 (C·16), 206.4 
(C·20). MS (miz) 410 (M·). 

17a-Cyclopeatyllcetoxy-16fj.methylpregnll-4,6-diene-3,ZO-diofte 6 A 
solulion containing .. eroid 15 (1 g. 2.8 mmol). PTSA (200mg). triftuo­
roacelic anhydride (0.2 g. 1.04 mmol) and cyclopenlylacelic acid (1.2 mI. 
8.7 mmol) was stirred for 2 h al room tcmperature (nitrogen atmosphere). 
The react ion mixture was neutralized with an aqueous sodium biearbonate 
50lulion lO pH of 7 3nd diluled wilh chloroform (10 mI). The organic phase 
was separnted. wash«!d with water and drier over sodium sulfate: the solvent 
was eliminated in vacuum. The crude product was puritied by siliea gel col· 
umn chromatography. He.une-ethyl aeetate 18 2) duted 850 rng. 1.74 mmol 
(62%) of puro prodUCI 6. mp 182-183°C, UV (nm) 283 (E=22900). IR 
(KBr) cm- ' : 1724.1710.1666. 1625. 'H·NMR (CDCI,) ó: 0.81 (3H. s). 1.1 
O H. s ). 2.0 (3H • • ). 1.4 (3H. d. J=2 Hz). 5.7 (IH. ,). 6.1 (2H. s). "C-NMR 
ICDCI, ) 6: 15.4 (CH, al C·I~). 16.5 (C· t8). 20.0 (C-19). 28.0 (C·21). 124.0 
(C-4). 128.0 IC-6), 173.0 (ester carbonyl), 199.0 (C-3). 204.0 (C·20). MS 
(m/:) 452 (M-). 

17 a-CyctopeatykarboDyloxy-16fj.methytp~gnl-4,6-diene-3,lO-dione 
7 A Solulion containing steroid 15 (1 g. 2.21 mmol). PTSA (200mg). lri­
Huoroacclic anhydride (2 g. 1.04 mmo!) and cyclopentaneearboxylic acid 
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(I .Oml. 8.7mmol) was stirred for 2h al room tcmperature (nitrogen almo-­
sphere). Thc reaction mixture was neutralized with an aqueous sodium bi­
carbonate solution 10 a pH of 7 and diluted wilh chlorofonn (10 mi). The or­
ganie phase was separated. washed wirh water and drier over anhydrous 
sodium sulfate: rhe solvent was diminated in vacuurn. The crude product 
was purified by silica gel columo chromatography. Hexane--ethyl acetate 
(8 : 2) duted 674 mg. 1.54mmol (69%1 ofpurc product 7. mp 160-16SoC 
UV (nml 284 ( .. =231001. IR eKBrl cm" 1723. 1705. 1668. 1618. 'H-NMR 
IC DCI,I o: 0.8 OH. s I. 1.1 (3H. si. I.~ OH. d. J=2 Hz). 1.9M OH. s ). 5.8 
el H. si. 6. 1 e2H. d. J =} Hz). "C-NM R eCDCI,) o: 16.0 (CH3 at C-16). 17.0 
IC-18). 1'1.0 IC-I'!). 29.0 (C-21). 122.0 (C-4).'130.0 (C-61. 179.0 (ester car­
bonyl). 1'15 .0 eCo}). 206.0 (C-20). MS Imlz )438 (M -). 

17 (J..C yclopentylaceroxy-16fj.methylpregna-I-4.6-triene-J.20-dione 
8 A ""Iution 01' Sleroid 6 e 1 g. 2.21 mmol) and DDQ (2.2 1 g. 26.44 mmoll 
in diox~ml.! (90 mI) \Vas allowed lO rel1ux for 2 d . Upon cooling. the prccipi­
tatcd 2.J-dichloro-5.6-dicyanohydroquinonc was filtcrcd off. To [he filtr.ltc 
was addcd 3% aqul!ous sodium hydroxide solution f 100 mI) ano chloroform 
(100 mi): the mixture was stírred ror S mino The organic phase was scpu· 
r.Jlcd washed 3 timc:s with J% aqueous sodium hydroxidc solution and 
wulcr. Ir was dric:d over anhydrous sodium sulfate and Ihe solvent was re· 
movec.J in vacuum. The erude product was purified by si liea gel column chnr 
matogmphy. He.ane--<:thyl acetate (6 : 4) eluted 850 mg. 1.74 mmol (70%) of 
pure product 8. mp 163-164°C UV (nm) 222. 256. 299 (E= 15200. 13000. 
18000 respectively). IR (KBr) cm-': 1724. 1710. 1668, 1649. 'H-NMR 
(CDCl) 15: 0.8 (3H. s). 1.1 (3H. s). 1.41 H. (3H. d. J=2 Hz). 2.0 (3H. s). 2.4 
(2H. d. J=3Hz). 6.1 (IH. d. J=2Hz). 6.4 (IH. d. J=2Hz) , 6.6 (IH. d. 
J=2 Hz). 6.8 (1 H. d. J=3 Hz). "C-NMR (CDCI) o: 15.0 (C-18). 19.8 (C-
19). 28.0 (C-21). (JO.O (C-6). 164.0 (C-5). 173.0 (ester camonyl), 186.0 (C-
3);204.0 (C-20). MS (miz) 450 (M'). 

Animal and Ti .. u.. Adult male Syrian Golden hamsters ( 150-200 g) 
were obtained from the Metropolitan University-Xochimilco of Mexieo. Go­
nadectomies were perfonned under light ether anesthesia JOd before treat­
ment. Animals were sacrificed by ether anesthesia. Tbe seminal vesicles 
were immediately removed. bloned and weighed prior to meir use. Tissues 
used in the metabolic experimcnt were homogenized with a tissue homoge. 
nizer (model 985-370; variable speed 5000-JOOOOrpm. Biospec Products. 
lnc.). 

Animal Trearment The biological activity of steroids 4 to 8 (fig. 1) 
were determined in gonadcctomized male hamsters divided in several 
groups. Daily subcutaneous injections of 400 IIg of!he steroids 4--8 (Fig. 1) 
dissolved in 200,u1 of sesame oil were administered for 6 d together with 
200,ug of T. Three groups of animals were kept as a control, one was in­
jected with 200 111 of sesame oil, the second wi!h 200 mg of testosterone and 
the third with T together with finasteride for 6 d. After !he treatmen~ the ani­
mals wece sacrificed by ether anesthesia and the seminal vesicles were dis­
sected and weighed. 

In /litro Mot.bolle Studl .. witb Seminal V .. icl.. Homogenates from 
male hamster seminal vesieles (35.34 mg of protein) were prcpared from in­
tact adult male animals. using Krebs-Ringer phosphate buffer solution at pH 
of 6. Tissue preparations were incubated" l in duplicate with J .4,uei of 
¡)HjT (specific activity 95 Cilmmol) in the prcsence of 0.511lM NADPH· 
and 12.511lM glucose-6-phosphate plus 0.8X JO-6 g of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase" and 8.711'" of finasteride or steroids 4--8 in a DubnoIf 
metabolic incubalor at J7 oC for 60 min in the presence of airo The final in­
cubation volume was J mI. The same experiment was perfonned with each 
one of {he new steroidal compounds. Incubarion without rissues was used as 
a control. The incubarion was tenninated by addition of dichloromethane 
and the ¡)Hj steroid was e"racted (4X) using JOml of dichloromethane. 
The protein content of [he homogenates was detennined by Bradford 's dye­
binding methodl2\ using bovine serum albumin (BSA) as me standard. Isola· 
tion and purity assessment of radioactive DHT was carried out. The isolated 
compound was purified wilh steroid earriers (T and DHT) by a thin layer 
chromarographic system (chlorofonn : acetone=9 : 1). The steroid carnees 
were detccted using phosphomolibdic acid reagent and an ultraviole{ lamp 
(254nm). Radioactivity was determined in a Packard Tri eam 2100 TR liq­
uid scintillation Analyzer, using Ultima Gold (Packard Downers Grove. IL) 
as counting vehicle. The counting effieiency of eH} was 67%. The losses of 
radioactivity during [he procedure were calculated in agreement with the re­
sults obtained from {he control experimen{ without tissue. The formation of 
DHT was calculated and expressed as fmol of DHT/mg proteinih. 

Cytosol Preparation for Androgen Receptor Competition Analysis 
Tissue homogenizat ion was performed as described above l21 using TEDAM 
1:3 20 mM Tris- HCI. pH 7.4 at 4 oC. 1.5 mM EDTA. 0.25 mM di!hiothreitol . 
and 10mM sodium molibdate containing 10% glycerol (v/v ). The ho· 
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mogenate was ccntrifuged at 140000Xg for 1 h al 4°C in a SW 60 Ti rotor 
(Bcckman InslrumenlS. Palo Alto. California). Cytosol prolein conten! was 
determined by Brac.Jford:'i dye binding melhod L:¡ using bovine scrum albu­
min 1 BSA) as the standard. 

Androgen Receptor 8inding Assay Assays were perfonned esscnliully 
as dl!sc ribcd by Cabeza el al. nI 

Saturation Curves l&nd Oetermination or the Binding Para meten 
Binding siles wcrc saturatcd in the presence of increasing concentr.llions 
10.5-2.5) 01' eHJDHT. Rcsulls wcre analyzec.J with Scateharc.J plotS.I.l 1 Ihe 
caJculation 01' affi nity IK"J and the total numbcr of sites IB"",s J \Vcre dctcr· 
mined by linear rcgrcssion. 

Aliquols 01' 120,u1 of cylosoI12.64 mg 01' prolein) wcrc incubalcd (in du­
plicate) ror IR- 20h al.t ·'C in tubcs conluining 0.5-25 nM e HJOHT. Par· 
allcl seIs of tubes cOnlaining idcntical conccnlrations 01' ( HJOHT plus 100-
1'O ld ..:xccss of rudioincrt DHT \Vcrc also incubated. Dcxlran cOOllcd chOlrcoi.ll 
(!(()O .ul) in TEDAM bulfcr WOIS OIddcc.J 3nd the mixture was incubah:d for 
.JS min al .t oc. The tubcs wcrc vortcxed and immcdialdy cent ri fugcrJ al 
~OO Xy for IOmin. 

Competition Analysis or Synthesized Steroids for ..\Rs Thc competí­
tion ana lys ís ol' steroids .J.-S ror Ihe undrogen receprors of cast rated male 
hamster seminal vcsicles was delerrnined on 58 animals (150-200 g). se­
lected al raodom and gonadectomized JO d before the experiments. The aoi· 
mals were kept in a room with controlled temperarure (22 OC) and light-dark 
periods of 12 h. Food and water wen: provided ad Iihitum. 

Androgen receptor competition srudies were perfonned essentially as de­
scribed by Cabeza el al. 131 and are brieHy summarized below. 

Competition Srudies For competition experiments. tubes conmined 
1.26,,,, eHjDHT (specific activity Il0Cilmmol) plus a range of increasing 
concentrations (50--500 ,uM) of the following unlabeled stero id honnones: 
5-a DHT. and 4-8 were prepared. 

Aliquots 120111 of cytosol (2.64l1g of protein) were added and incubated 
(in duplicate) for 18-20 h al 4 oC in rubes mentioned above. Parallel sets of 
tubes containing identical concentrations ofeH]DHT plus a 100·fold excess 
of radio inen DHT were also incubated; 800,uJ of dextran·coated chareoaJ in 
TEDAM buffer was added and the mixture was incubated for 45 min al 4 oc. 
The de:'(tran was agitated during JO min before (he addition of charcoal lO 

(he mixture. The tubes· were vonexed and incubated for 45 min al 4 oc. After 
the tubes were centrifuged at 800Xy for 10 min; aliquot (200 111) were sut>­
sequemly submined to radioactive counting. Specific binding was deter· 
mined by subtracting the mean disintegration per minute (dpm) in the pres· 
ence of excess unlabeled steroids from the mean dpm of corresponding 
tubes containing only eH]DHT. Results were analyzed using one-way analy­
sis of variance with EPISTAT software. The inhibition constant (K¡) of each 
compound was calculated according to the procedures described by Cheng 
and PrusoIf'" 
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