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CAPÍTULOI 

, 
INTRODUCCION 



INTRODUCCIÓN 

La próstata esta localizada en la parte inferior de la vejiga urinaria, rodeando la 

uretra prostática, es un órgano glandular con peso aproximado de 20 g Y de 3-4 cm de 

diámetro, que contiene entre 30-50 glándulas tubuloalveolares cuyos conductos 

desembocan en la uretra prostática. La secreción prostática es un fluido lechoso-alcalino 

que constituye aproximadamente el 20 % del volumen total del eyaculado. 1,2 

Frecuentemente, la próstata crece con la edad, lo que ocasiona constricción de la 

uretra, esta constricción provoca dificultad para orinar. La obstrucción o estrechamiento de 

la uretra por la próstata y el vaciamiento parcial de la vejiga causan muchos de los 

problemas asociados con dos de las principales enfermedades de la próstata como son el 

cáncer de próstata y la Hiperplasia Prostática Benigna (HPB).1,3 

Cáncer de próstata 

El cáncer de próstata es el tipo de cáncer más frecuentemente diagnosticado en 

hombres estadounidenses y la segunda causa de ~uerte por cáncer en esta población. La 

Sociedad Americana de Cáncer estimó que más de 230,000 nuevos casos de cáncer de 

próstata fueron diagnosticados y que 29,900 murieron a causa de esta enfermedad en 

Estados Unidos en 2004. Por otra parte, en México, el Instituto Nacional de Estadística 

Geografía e Informática (INEGI) dio a conocer que durante el 2002, se reportaron 4,232 

defunciones, de las cuales 3,731 (88 %) corresponden a hombres mayores de 60 años.4
,5a,5b 

El cáncer de próstata se origina generalmente en el lóbulo posterior de la próstata 

adyacente al recto, cuando genera metástasis en los ganglios linfáticos se vuelve incurable. 

Las células del carcinoma prostático, igual que las células glandulares prostáticas normales, 

dependen en su desarrollo y mantenimiento de la secreción de testosterona (cáncer 

andrógeno-dependiente).6,7 

Existen factores de riesgo del cáncer de próstata como son: historia familiar clínica, 

. ·d d ti · lb· d· d d d 368-10 actlvI a pro eSlOna , raza, ta aqmsmo, leta y e a avanza a. ' , 
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Hiperplasia Prostática Benigna (HPB) 

Se trata de una hiperplasia multifocal de los elementos glandulares y 

fibromusculares de la próstata que la agrandan en forma manifiesta; es común en personas 

de edad avanzada y su causa es desconocida.7 

Menos de la mitad de los hombres con HPB muestran alguno de los síntomas de la 

enfermedad. Estos síntomas son, entre otros: vacilación urinaria (comienzo lento o 

demorado del flujo urinario), flujo de orina débil, necesidad de orinar 2 o 3 o más veces por 

la noche, dolor al orinar, sangre en la orina, retención de orina o dificultad al orinar, 

incremento de la frecuencia urinaria, urgencia urinaria e incontinencia.3 

La detección oportuna del cáncer de próstata y la HPB es difícil de realizar, debido 

a que algunos de sus síntomas pueden ser causados por otras enfermedades o considerarse 

como propios de la edad avanzada. Además, el cáncer de próstata puede ser asintomático 

incluso teniendo desarrollada la enfermedad durante varios años. 1 1 

Andrógenos 

Los andrógenos son secretados por la corteza adrenal y los testículos, siendo los 

testículos la principal fuente de secreción. Las células de Leydig sintetizan y secretan varias 

hormonas esteroideas, que se conocen como andrógenos (derivados del andróstano), 

concepto que engloba las hormonas que se encargan de la expresión del fenotipo 

masculino. Juegan papeles característicos durante la diferenciación sexual masculina, 

durante el desarrollo y mantenimiento de las características sexuales primarias y 

secundarias en los varones, y durante la iniciación y mantenimiento de la espermatogénesis. 

Además ejercen influencia anabólica que estimula la síntesis de proteínas en los músculos y 

huesos, y acelera el metabolismo de la grasa subcutánea. 1,2.7.12 

Mecanismo de acción: los andrógenos entran a las células y reaccionan con un receptor 

citosólico. El complejo hormona-receptor penetra en el núcleo y modula la expresión de 
. \3 CIertos genes. 
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Los dos andrógenos mas importantes en cl desarrollo del tracto reproductor 

masculino son la testosterona (1) y la 5a-dihidrotestosterona (11). Cada andrógeno tiene un 

papel específico durante la diferenciación sexual masculina?,12 

Testosterona (1) 

Las funciones de la testosterona (1) son: asegurar el desarrollo normal de las 

vesículas seminales, próstata, pene, escroto, epidídimo y glándulas de Cowper, incremento 

de la masa muscular, engrosamiento de la voz, promover y mantener la espermatogénesis, 

desarrollo del vello facial, púbico y axilar, e incremento del anabolismo de proteínas. 

También es necesaria para el desarrollo normal del feto masculino y dellactante. I ,2, I2,I3 

Testosterona (1) 

5a-dihidrotestosterona (11) 

En la mayoría de las células blanco de andrógenos, la testosterona (1) se convierte 

en su metabolito más potente, la 5a-dihidrotestosterona (11), por acción de la enzima 5a­

reductasa. La producción excesiva de este andrógeno induce: incremento del pelo facial y 

del cuerpo, acné, calvicie y crecimiento de la próstata. 14, 15 

o 
¡:¡ 

Sa-dihidrotestosterona (11) 
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ANTECEDENTES 

La transformación de testosterona (1) a 5a-di hidrotestosterona (11) consiste en la 

adición del hidruro del NADPH (forma reducida de la Nicotinamida Adenina Dinuc1eótido 

Fosfato) a la posición 5 de la testosterona (1) (Figura 1). El enolato formado en C3-C4 se 

estabiliza por algún residuo electrofílico (E <±» de la enzima 5a-reductasa. Finalmente, por 

tautomerismo, se da la formación de la 5a-dihidrotestosterona (11) y la liberación de 

NADP <±> .14-19 

OH 

TESTOSTERONA (1) 

5cx-REDUCTASA 
Iso formas 1 y 11 • 

NADPH 

OH 

$ 
E- --O 

OH 

5cx-D1HIDROTESTOSTERONA (11) 

V- NADp· 

OH 

Figura 1. Mecanismo de acción de la enzima 5a-reductasa 

La enzIma 5a-reductasa, 3-oxo-esteroide-4-eno-deshidrogenasa, es una proteína 

hidrofóbica formada por 259 aminoácidos. Su peso molecular es de 29,462 Dalton y esta 

localizada en la fracción microsomal de la célula blanco. En tejido humano y animal, dos 

isoenzimas de la 5a-reductasa que operan a diferentes niveles de pH han sido descritas: la 

tipo 1, en la cual la actividad máxima se observa a pH 8, Y la tipo 2, que actua a pH 6. 20
-
23 
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La isoenzima tipo 1 se localiza principalmente en folículos pilosos, glándulas 

sebáceas de la piel (incluyendo en cuero cabelludo) e hígado; mientras que la isoenzima 

tipo 2 se localiza predominantemente en la próstata, piel genital, vesículas seminales, 

epidídimo e hígado?4,25 

La producción excesiva de 5a-dihidrotetosterona (11) es la principal causa de 

diferentes trastornos relacionadas con los andrógenos (padecimientos andrógeno­

dependientes), como son el cáncer de próstata, el hirsutismo, la alopecia androgénica, el 

acné y la hiperplasia prostática benigna. 14,15,26-28 

Antiandrógenos 

Los antiandrógenos son sustancias químicas generalmente esteroides de ongen 

sintético, que constituyen una amplia gama de fármacos asociados con hiperandrogenismo, 

reducen los efectos biológicos de los andrógenos al bloquear los receptores androgénicos 

en los tejidos blanco, esto es debido al carácter antagónico competitivo que presentan los 

antiandrógenos frente a los andrógenos, ya que compiten de manera directa por la misma 

proteína receptora. Sin embargo, también puede deberse a que inhiben o modifican la 

entrada de la testosterona (1) a la célula o bien, a la inhibición de su conversión a su forma 

activa 5a-dihidrotestosterona (11).29,30 

Entre las opciones disponibles para el tratamiento de diversos padecimientos 

andrógeno-dependientes existe la terapia hormonal utilizando antiandrógenos, ya sean 

inhibidores de la 5a-reductasa y/o antagonistas del receptor androgénico.14 

Compuestos que presentan actividad como inhibido res de la 5a-reductasa 

Los compuestos que más han sido estudiados como inhibido res de la 5a-reductasa 

son los 4-azaesteroides31 en los cuales se incluye la fi nasterida (III). La finasterida (III) ha 

sido estudiada clínicamente y es el fármaco que actualmente se encuentra en el mercado 

para el tratamiento de la HPB.32,33 Una desventaja de este fármaco son los efectos adversos 

asociados con su uso, tales como: disminución de la líbido, desordenes de la eyaculación, 

impotencia y hepatotoxicidad.34 

9 



o N 
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H 

Finasterida (Merck) (111) 

El diseño de nuevos inhibidores de la 5a-reductasa esta basado en la estructura 

esteroidal, tal como la de los 4-azaesteroides (IV y V), los 6-azaesteroides (VI) y derivados 

de ácidos carboxilicos (VII), los cuales han sido ampliamente estudiados.35 

o 

R 

N 
I 
H 

R = CONH-CH2CI-/(CI-/3h (IV) 
R = CONH[2,5-(CF3hC61-/31 (V) 

o 

CI 

R = CONI-/[2,5-(CF3)2C6H] 1 
(VI) 

R 

HOOC 

R = CONI-/(i-Pr}z 

(VII) 

Compuestos que presentan actividad como antagonistas del receptor androgénico 

R 

Existen fármacos que son antagonistas específicos en la unión del andrógeno con su 

receptor. Como ejemplo de este tipo de fármacos se encuentra el acetato de ciproterona 

(VIII).36,37 Este fármaco presenta efectos adversos tales como complicaciones 

tromboembóticas posiblemente debidas a su acción progestacional y hepatotoxicidad 

cuando se usa por periodos prolongados.38 

Cl 

Acetato de ciproterona (VIII) 

10 



Los antiandrógenos pueden ser de origen natural como la progesterona (IX), o bien 

de origen sintético (esteroidal y no esteroidal).31,35.37 

O 

Esteroidales 

el 

Acetato de eiproterona (VIII) 

N 
I 
H 

Finasterida (111) 

eH) 

Medrogesterona (X) 

Progesterona (IX) 

De origen sintético 

No esteroidales 

OH 

HO 

Dietilestilbestrol (XI) 

Bicalutamida (XII) 

Flutamida (XIII) 
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Desafortunadamente, los antiandrógenos que se encuentran en el mercado como el 

acetato de ciproterona (VIII), la finasterida (111), la flutamida (XIII), entre otros, son los 

fármacos más eficaces para el tratamiento del cáncer de próstata y la HPB pero muestran 

severos efectos colaterales, tales como diarrea, vómito, disminución de la líbido, daño 

hepático, entre otros, con lo cual se reduce su uso terapéutico.39 

Otras alternativas para el tratamiento del cáncer de próstata y la HPB 

La elección del tratamiento apropiado se basa en la severidad de los síntomas, en el 

grado en que afecten el estilo de vida del individuo y en la presencia de cualquier otra 

condición médica.3
,40-42 Además de la terapia con antiandrógenos se cuenta con los diversos 

métodos quirúrgicos como son: 

RTUP: La resección transuretral de la próstata (RTUP) es el tratamiento más común para 

la HPB y se lleva a cabo insertando un endoscopio a través del pene. La ventaja principal 

de este procedimiento es que no se hace incisión alguna por lo que se reducen los riesgos de 

infección.3,40-42 

ITUP: La incisión transuretral de la próstata (ITUP) es similar a la RTUP, pero usualmente 

se realiza en hombres que tienen una próstata relativamente pequeña. Este procedimiento se 

realiza frecuentemente de manera ambulatoria y no requiere hospitalización.3
,41,42 

ProstatectomÍa abierta: suele realizarse bajo anestes ia general o epidural, haciendo una 

incisión a través del área abdominal o perineal (a través del piso pélvico incluyendo la 

región desde el escroto hasta el ano). Es un procedimiento prolongado que usualmente 

requiere de hospitalización de 5 a 10 días.3
,40-42 

Sin embargo, después de someterse a estos métodos quirúrgicos se pueden presentar 

complicaciones como impotencia e incontinencia urinaria, además de que el tejido de la 

próstata puede volver a crecer, en cuyo caso los síntomas pueden volver a manifestarse 

algunos años mas tarde.3
,41 
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Orquiectomía bilateral: extirpación de los testículos en donde se produce el 95 % 

de la testosrerona endogéna.43 

Actualmente, se llevan a cabo diversos estudios para evaluar la efectividad de otros 

tratamientos para la disminución del tamaño de la glándula como son: la hipertermia, 

terapia con láser (lLC-Intertitial Laser Coagulation), terapia con microondas (TUMT­

Transurethral Microwave Therapy), terapia con energía de ultrasonido (HIFU-High 

Intensity Focused Ultrasound) así como los implantes prostáticos para mantener abierta la 

uretra. 3,16,41-43 

Debido a la gran preocupación que causan en los hombres los problemas de la 

próstata y/o una cirugía prostática, así como las ventajas y desventajas que presenta la 

terapia con antiandrógenos, las cuales representan un estímulo en la síntesis de nuevos 

compuestos que pudieran disminuir los efectos secundarios que se presentan. Es por esto, 

que en los últimos años, el grupo de trabajo del Dr. Bratoeff ha logrado sintetizar una 

variedad de moléculas esteroidales con actividad antiandrogénica, 17, 19,44-47 logrando 

establecer algunos requerimientos para la síntesis de nuevos compuestos con posible 

actividad antiandrogénica. 

Requerimientos: 

1) Presencia del sistema conjugado 4,6-dien-3-ona 

2) Grupo electronegativo y voluminoso en C-17 en posición a 

3) Presencia de un grupo alquil en C-16 en posición 13 

Aparentemente, la presencia del éster en posición C-17 es necesaria para que se 

presente alta actividad antiandrogénica. 17
,19 Asimismo, la influencia en la actividad 

biológica del grupo metilo en C-16 ya es conocida.44
-46 

Debido a todo lo anterior, en este trabajo se propone la síntesis de los ésteres 1,2 y 

3 con el fin de obtener compuestos con posible actividad biológica como inhibidores de la 

enzima 5a-reductasa y/o antagonistas del receptor androgénico. 

13 
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CAPITULO III 

OBJETIVOS 



OBJETIVOS 

~ Efectuar la síntesis de los siguientes compuestos: 

o 17 a-(fenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1) 

o 17 a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2) 

o 17 a-(3-fluorofenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3) 

,"~oW 
o ~ F~ 
""""IIO~ 

CH) 

1 2 

',,~oW 
CH) 

3 

~ Determinar y analizar la actividad biológica (in vivo e in vitro) de los esteroides 1, 2 

Y 3 tomando como estándar la finasterida III, el cual es uno de los fánnacos de uso 

actual. 
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CAPÍTULO IV 

DESARROLLO EXPERIMENTAL 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

ET AP A A) SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LOS DERIVADOS (Figura 2, 

página 20). 

Generalidades 

Los espectros de absorción en el UV de los compuestos sintetizados se 

determinaron en un espectrofotómetro UV -VIS Perkin-Elmer Hitachi modelo 200, en 

metanol. Los valores se expresan en nm. 

Los espectros de infrarrojo para los derivados y productos finales se determinaron 

en un espectrofotómetro IR de transformada de Fourier, Perkin-Elmer, modelo 1600. Las 

determinaciones se realizaron en película. Para indicar la intensidad de las bandas se 

utilizaron las siguientes abreviaturas: (F) fuerte, (M) media y (D) débil. Los valores se 
-1 expresen en cm . 

El análisis por espectrometría de masas (EMIE) se realizó con un espectrómetro de 

masas Hewlett-Packard 5985-B CG/MS, por introducción directa utilizando la técnica de 

Impacto Electrónico a 70 eVo Los valores se expresan en relación miz (masa-carga). 

Los espectros de RMN de Hidrógeno eH) y Carbono-13 (\3C) se determinaron en 

un aparato de RMN Varian VRX-300S, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia 

interna. Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCh). Los 

desplazamientos químicos están dados en partes por millón (ppm) a partir de la señal del 

TMS. Para indicar las señales en lH se utilizaron las siguientes abreviaciones: (s) simple, 

(d) doble, (t) triple, (m) múltiple, (dd) doble de dobles. 

Los puntos de fusión (p.f.) se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no están 

corregidos. 
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El avance de las reacciones se determinó por cromatografía en capa fina (C.C.F.), 

utilizando placas comerciales de gel de sílice con indicador de fluorescencia F-254, y se 

revelaron utilizando una lámpara de luz ultravioleta modelo ENF-240C (A = 254 nm) y/o 

solución de CoCb al! % en H2S04 2N, según fue requerido. 

Los compuestos finales (1, 2 Y 3) se purificaron por medio de cromatografía, para lo 

cual se utilizaron placas preparativas de 30 x 30 cm con gel de sílice Merck 600F254 y 

600, Y una mezcla de elusión adecuada para cada caso. 

El material que se utilizó para las reacciones que requirieron condiciones anhidras 

se secó en una estufa durante 24 horas a 80 oC y se utilizó nitrógeno como atmósfera inerte. 

Para concentrar los compuestos a presión reducida se utilizó un rotavapor. 
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Caracterización de la materia prima. Acetato de 16-Deshidropregnenolona (4).44 

AcO 

Fórmula Molecular: C23H3203 

Peso Molecular (uma): 356 

Punto de Fusión: 171-174 oC 

4 

p.f. Lit.: 172-174 oC 

UV (Amax//nm): 238.21 (C=O a, P insaturado en C-20, CI6-CI7). 

IR (vmax//cm- I
): 2945 (D, CH3-, CH2-), 1729 (F, MeCOOR en C-3), 1661 (F, C=O 

en C-20), 1584 (D, C=C conjugado en C-16), 1247 (F, MeCOOR en C-3), 1037 (F, 

MeCOOR en C-3). 

Masas (miz): 296 (pico base), el M! (ion molecular) no se observa. 

RMN IH (CDCh//TMS//ppm) 8: 6.80 (lH, dd, J1=3 Hz, J2=1.5 Hz, H-16), 5.40 (lH, 

dd, J1=4 Hz, h=2 Hz, H-6), 4.60 (lH, m, H-3), 2.26 (3H, s, MeCOO-), 2.04 (3H, s, H-21), 

1.06 (3H, s, H-19), 0.92 (3H, s, H-18). 
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Preparación de 16a,17 a-epoxi-3P.hidroxipregn-5-en-20-ona (5).44,48 

o 

NaOH 

4 5 

En un matraz bola de 100 mL, provisto de agitador magnético, se disolvió la materia 

prima 4 (I g, 2.8 mmol) en 50 mL de metanol. Posteriormente se adicionaron 2 mL de una 

solución de hidróxido de sodio 4 N Y 4 mL de peróxido de hidrógeno al 30 %. La mezcla 

resultante se agitó por espacio de 4 horas a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de 

reacción, el exceso de metanol se destiló a presión reducida en un rotavapor y se agregó 

hielo a la mezcla. El sólido que se formó 5, se separó por filtración al vacío, y se lavó con 

agua destilada hasta pH neutro. El producto se secó a temperatura ambiente y después se 

recristalizó con metanol. El rendimiento obtenido fue de 89 % (0.83 g, 2.52 mmol). 

Fórmula Molecular: C21H3003 

Peso Molecular (urna): 330 

Punto de Fusión: 187-190 oC p.f. Lit.: 191-194 oC 

IR (vmax//cm-I): 3371 (M, -OH en C-3), 2937 (F, CH3-, CH2-), 1692 (F, C=O en 

C-20), 1376 (M, C=C en C-5), 1056 (M, c-o en C-3), 857 (D, epóxido C16-C17). 

Masas (miz) : 330 (M!), 159 (pico base). 

RMN IH (CDCi)//TMS//ppm) 8: 5.38 (IH, dd, JI=4 Hz, h=2 Hz, H-6), 3.60 (IH, 

dd, JI=4 Hz, h=2 Hz, H-16), 3.52 (IH, m, H-3), 2.03 (3H, s, H-21), 1.05 (3H, s, H-19), 

1.02 (3H, s, H-18). 
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Preparación de 3p-acetoxi-16a,17 a-epoxipregn-S-en-20-ona (6).44.48 

HO 
~ 

6 

En un matraz bola de 25 mL, provisto de agitador magnético, se disolvió 1 g (3.0 

mmol) del producto 5 en 5 mL (61.9 rnmol) de piridina. Se agregaron bajo agitación 

constante 10 mL (106 rnmol) de anhídrido acético. La mezcla de reacción se agitó durante 6 

horas a temperatura ambiente. Al término de la reacción, la mezcla se vertió en un vaso de 

precipitados con 30 g de hielo y se agitó vigorosamente por 30 mino El precipitado blanco 6 

se separó por filtración y se recristalizó con metanol. El rendimiento obtenido fue de 91 % 

(l.03 g, 2.77 rnmol). 

Fórmula Molecular: C23H3204 

Peso Molecular (urna): 372 

Punto de Fusión: 156-159 oC p.f. Lit.: 156-158 oC 

IR (vrnax//cm-I
): 2943 (M, CH3-, CH2-), 1731 (F, MeCOOR en C-3), 1697 (F, C=O 

en C-20), 1376 (M, C=C en C-5), 1245 (F, MeCOOR en C-3), 1032 (M, MeCOOR en C-3). 

Masas (miz): 312 (pico base), el M ~ (ion molecular) no se observa. 

RMN I H (CDCl)//TMS//ppm) 8: 5.30 (lH, dd, h=4 Hz, h=2 Hz, H-6), 4.58 (lH, m, 

H-3), 3.42 (lH, dd, J1=4 Hz, h=1 Hz, H-16), 1.96 (3H, s, MeCOO-), 1.95 (3H, s, H-21), 

0.98 (3H, s, H-19), 0.97 (3H, s, H-18). 
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Preparación de acetato de 16a,17 a-epoxi-20-etilendioxipregn-5-en-3,B-ol (7).48 

AcO 

6 

HO~OH 
CH(OCH lh 

A-PTS 

AcO 

7 

En un matraz bola de 50 mL, provisto de agitador magnético, se disolvió 1 g (2.69 

mmol) del producto 6 en 6 mL de tolueno. Bajo agitación constante se agregaron, 3.2 mL 

(53 mmol) de etilenglicol, 4 mL (45 mmol) de ortoformiato de metilo y 0.020 g (0.11 

mmol) de ácido p-toluensulfónico (A-PTS) como catalizador. La mezcla de reacción se 

agitó durante 6 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron 

0.097 g (1.18 mmol) de acetato de sodio y la mezcla se agitó por 15 mino Después se vertió 

esta mezcla en un embudo de separación que contenía 20 mL de agua destilada y 20 mL de 

cloroformo. Posteriormente, se separó la fase orgánica y se lavó .con 20 mL de agua 

destilada. La fase clorofórmica se separó nuevamente y se trató con sulfato de sodio 

anhidro. Después se separó la sal por filtración y el disolvente se evaporó a sequedad por 

destilación a presión reducida en el rotavapor. El producto 7 se recristalizó con metano!. El 

rendimiento obtenido fue de 79 % (0.89 g, 2.14 mmol). 

Fórmula Molecular: C2sH360S 

Peso Molecular (urna): 416 

Punto de Fusión: 192-195 oC p.f. Lit.: 195-197 oC 

IR (vrnax//cm- I
): 2942 (M, CH3-, CH2-), 1719 (F, MeCOOR en C-3), 1248 (F, 

MeCOOR en C-3), 1033 (M, MeCOOR en C-3). 

Masas (miz): 416 (M!), 87 (pico base). 

RMN IH (CDCI3//TMS//ppm) 6: 5.38 (lH, dd, 11=4 Hz, h=2 Hz, H-6), 4.60 (lH, m, 

H-3), 3.97 (4H, m, etilendioxi en C-20), 3.39 (lH, dd, 11=4 Hz, h=3 Hz, H-16), 2.03 (3H, s, 

M~ de éster en C-3), 1.42 (3H, s, H-21), 1.04 (3H, s, H-19), 0.99 (3H, s, H-18). 
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Preparación de 20-etilendioxi-16 p-metilpregn-5-en-3 /3,17 a-diol (8).44,48 

CHJMgCI 

Cul, THF CHJ 

AcO HO 

7 8 

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

reflujo y provisto de agitador magnético, se colocaron 1 g (2.40 mmol) del producto 7, 

0.30 g (1.58 mmol) de yoduro de cobre como catalizador y 22 mL de una solución de 

cloruro de metilmagnesio 3 M en tetrahidrofurano (THF). La mezcla se mantuvo a reflujo 

por 26 horas, bajo atmósfera de nitrógeno y agitación constante. Después la mezcla se 

vertió lentamente en 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 

destilada hasta pH neutro, se trató con sulfato de sodio anhidro, se separó la sal por 

filtración y el disolvente se evaporó a sequedad por destilación a presión reducida en el 

rotavapor. El producto 8 se recristalizó con metano!. El rendimiento obtenido fue de 66 % 

(0.62 g, 1.59 mmol). 

Fórmula Molecular: C24H3804 

Peso Molecular (uma): 390 

Punto de Fusión: 161-163 oC p.f. Lit.: 160-162 oC 

IR (vmaxllcm- I
): 3450 (M, -OH en C-17 y C-3), 2935 (F, CH3-, CH2-), 2897 (F, 

-O-CH2- de etilendioxi), 1045 (F, C-O-C de etilendioxi). 

Masas (miz): 390 (M!), 87 (pico base). 

RMN IH (CDCI31ITMSl lppm) 8: 5.30 (lH, dd, J1=4 Hz, J2=2 Hz, H-6), 3.92 (4H, m, 

etilendioxi en C-20), 3.50 (lH, m, H-3), 1.40 (3H, s, H-21), 1.20 (3H, d, J=2 Hz, Me en 

C-16j3), 1.01 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, s, H-18). 
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Preparación de 3p,17 a-dihidroxi-16,B-metilpregn-S-en-20-ona (9).44,48 

Acetona 
• 

A-PTS 

HO 

8 9 

En un matraz bola de 100 mL, provisto de agitador magnético, se colocaron 1 g 

(2.56 mmol) del producto 8 con 0.5 g (2.63 mmol) de ácido p-toluensulfónico (catalizador) 

en 40 mL de acetona. La mezcla se agito durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Transcurrido el tiempo de reacción se destiló el exceso de acetona a presión reducida en el 

rotavapor y se agregó hielo a la mezcla. Después, por filtración al vacío se separó el 

compuesto 9 en forma de un sólido blanco, el cual se lavó con agua destilada hasta pH 

neutro. El producto 9 se recristalizó con metano!. El rendimiento obtenido fue de 91 % 

(0.81 g, 2.34 mmol). 

Fórmula Molecular: C22H3403 

Peso Molecular (urna): 346 

Punto de Fusión: 230-233 oC p.f. Lit.: 228-230 oC 

IR (vmax//cm-I): 3400 (M, -OH en C-17), 3342 (M, -OH en C-3), 2928 (F, CH3-, 

CH2-), 1690 (F, c=o en C-20), 1052 (F, C-O en C-3). 

Masas (miz): 346 (M!), 285 (pico base). 

RMN IH (CDCh//TMS//ppm) 8: 5.31 (lH, dd, J1=4 Hz, h=2 Hz, H-6), 3.50 (lH, m, 

H-3), 2.10 (3H, s, H-21), 1.21 (3H, d, J=2 Hz, Me en C-16fJ), 0.98 (3H, s, H-19), 0.96 (3H, 

s,H-18). 
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Preparación de 17 a-hidroxi-16jJ-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (10).44,48 

Br2mioxano 

CH
3 

Li2C03 • LiBr 
DMF 

~ o 

9 10 

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

reflujo y provisto de agitador magnético, se colocaron 1 g (2.89 romol) del producto 9, 3 g 

(40 romol) de carbonato de litio, 2 g (22 romo!) de bromuro de litio y 14 mL de 

dimetilformamida (DMF). La suspensión se agitó durante 30 mino Posteriormente se 

adicionó lentamente (gota a gota) una solución de bromo (0.70 g, 0.22 mL, 4.38 mmol) en 

6.02 mL de dioxano. La mezcla se filtró al vacío y las sales que quedaron en el filtro se 

lavaron con dimetilformamida. Al filtrado se le agregó 70 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 el compuesto 

10 en forma de un precipitado amarillo que se separó por filtración al vacío. El producto 10 

se recristalizó con metano!. El rendimiento obtenido fue de 75 % (0.74 g, 2.16 romo!). 

Fórmula Molecular: C22H3003 

Peso Molecular (urna): 342 

Punto de Fusión: 210-213 oC p.f. Lit.: 211-215 oC 

UV (Amax//nm): 284.02 (C=O a, p, y, & insaturado en C4-C5, C6-C7). 

IR (vmax//cm- I
): 3500 (M, -OH en C-17), 1706 (F, C=O en C-20), 1666 (F, c=o en 

C-3), 1617 (D, C=C dieno conjugado en C4-C5, C6-C7). 

Masas (miz): 342 (M't Y pico base). 

RMN IH (CDCh//TMS//ppm) &: 6.16 (lH, d, J1=2 Hz, H-6), 5.72 (IH, s, H-4), 5.40 

(lH, dd, J1=4 Hz, h=2 Hz, H-7), 2.31 (3H, s, H-21), 1.22 (3H, d, J=4 Hz, Me en C-16,B), 

1.18 (3H, s, H-19), 1.16 (3H, s, H-18). 
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Preparación de 17 a-(fenilacetiloxi)-16P.metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1). 

10 

HOOC-R 
(CFJCO}zO 

A-PTS 

o ~ ~ 

"""""OVJ 
o 

1 

En un matraz bola de 5 mL, provisto de agitador magnético, se mezclaron 0.060 g 

(0.441 rnmol) de ácido fenilacético, 0,005 g (0,026 mmol) de ácido p-toluensulfónico como 

catalizador y 0,062 mL (0,092 g, 0.438 rnmol) de anhídrido trifluoroacético. La mezcla se 

agitó por dos horas a temperatura ambiente y bajo atmósfera de nitrógeno. Transcurrido 

este tiempo se agregó el producto 10 (0.05 g, 0.15 mmol). La mezcla de reacción se agitó 

por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente la mezcla de reacción se neutralizó con una 

solución saturada de bicarbonato de sodio (8.8 gil 00 mL), se extrajo con porciones de 

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

trató con sulfato de sodio anhidro y después se separó la sal por filtración y el disolvente se 

evaporó a sequedad por destilación a presión reducida en el rotavapor. El producto 1 se 

purificó por cromatografia en capa fina con sistemas de elución hexano:acetato de etilo 

(7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose así el compuesto 1, como cristales 

blancos, con un rendimiento del 49 % (0.033 g, 0.072 mmol). 

Fórmula Molecular: C30H3604 

Peso Molecular (urna): 460 

Punto de Fusión: 166-169 oC 

UV (Amax//nm): 282.97 (C=O a, /3, y, 8 insaturado en C4-C5, C6-C7). (Espectro 1) 

IR (vmax//cm-I
): 2947 (D, CH3- y CH2-), 1734 (F, COO de éster en C-17 y C=O de 

cetona en C-20), 1661 (F, C=O de cetona en C-3), 1618 (D, C=C dieno conjugado en 

C4-C5, C6-C7), 1222 (M, -COO de éster en C-17), 719 (D, aromático monosustituido). 

(Espectro 2) 
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Masas (miz): 460 (M! ), 281 (pico base). (Espectro 3) 

RMN IH (CDCh//TMS//ppm) 8: 7.29 (5H, m, aromático monosustituido), 6.15 (lH, 

dd, JI=lO Hz, h=2 Hz, H-7), 6.09 (lH, d, J=10 Hz, H-6), 5.72 (lH, s, H-4), 3.67 (2H, s, 

COO-CHrPh), 1.84 (3H, s, H-21), 1.34 (3H, d, J=7 Hz, Me en C-16fJ), 1.11 (3H, s, H-19), 

0.74 (3H, s, H-18). (Espectro 4) 

Los desplazamientos químicos para cada carbono se determinaron utilizando los 

espectros de RMN 13C y DEPT (Espectro 5 y 6), los valores fueron asignados utilizando 

las tablas de datos espectroscópicos reportadas en la literatura.49 

Tabla 1. RMN 13C (CDCh//TMS//ppm) 8: (Espectro 5 y 6) 

Tipo de 

Carbono 
Asignación: ppm 

CH3 C-16'p: 14.84, C-18: 16.29, C-19: 19.70, C-21: 28.11 

1° (4) 

CH2 C-ll: 20.24, C-lS: 32.16, C-12: 33.90, C-l: 33.92, 

2° (6) C-2: 34.51, C-2': 42.07 

CH C-8: 37.12, C-14: 46.14, C-16: 46.67, C-9: 50.09, C-4: 123.88, 

3° (12) C-6: 127.38, C-6': 128.17, C-S': 128.68 (2), C-4': 129.37 (2), 

C-7: 140.23 

C C-17: 95.61, C-3': 133.17, C-IO: 35.96, C-13: 48.64, 

4° (8) C-S: 163.24, C=O del éster: 171.24, C=O en C-3: 199.46, 

C=O en C-20: 204.1 O 
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Preparación de 17 a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2). 

o 

10 

HOOC-R 
(CFJCOhO 

A-PTS 

~~))) 
CHJ 

o 

2 

En un matraz bola de 5 mL, provisto de agitador magnético, se mezclaron 0.068 g 

(0.441 mmol) de ácido 2-fluorofenilacético, 0.005 g (0.026 rnmol) de ácido 

p-toluensulfónico como catalizador y 0.062 mL (0.092 g, 0.438 mmol) de anhídrido 

trifluoroacético. La mezcla se agitó por dos horas a temperatura ambiente y bajo atmósfera 

de nitrógeno. Transcurrido este tiempo se agregó el producto 10 (0.05 g, 0.15 mmol). La 

mezcla de reacción se agitó por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente la mezcla de 

reacción se neutralizó con una solución saturada de bicarbonato de sodio (8.8 g/lOO mL), se 

extrajo con porciones de cloroformo (20 mL c/u) y se lavó con agua destilada hasta pH 

neutro. La fase orgánica se trató con sulfato de sodio anhidro y después se separó la sal por 

filtración y el disolvente se evaporó a sequedad por destilación a presión reducida en el 

rotavapor. El producto 2 se purificó por cromatografía en capa fina con sistemas de elución 

hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose así el 

compuesto 2, como cristales blancos, con un rendimiento del 46 % (0.032 g, 0.067 mmol). 

Fórmula Molecular: C30H3sF04 

Peso Molecular (urna): 478 

Punto de Fusión: 176-178 oC 

UV (Amax//nm): 283.99 (C=Q a, p, y, 8 insaturado en C4-C5, C6-C7). (Espectro 7) 

IR (vmax//cm-1
): 2946 (D, CH3- y CH2-), 1728 (F, COO de éster en C-17 y C=O de 

cetona en C-20), 1660 (F, C=O de cetona en C-3), 1617 (M, C=C dieno conjugado en 

C4-C5, C6-C7), 1262 (M, C-F), 1230 (M, -COO de éster en C-17), 756 (M, aromático 1,2-

disustituido). (Espectro 8) 
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Masas (miz) : 478 (M!), 109 (pico base). (Espectro 9) 

RMN I H (CDCh//TMS//ppm) o: 7.0-7.3 (4H, m, aromático 1,2-disustituido), 6.15 

(1H, dd, J1=10 Hz, h=2 Hz, H-7), 6.09 (1H, d, J=10 Hz, H-6), 5.72 (IH, s, H-4), 3.73 (2H, 

dd, J1=6 Hz, h=1 Hz, COO-CH~-Ph), 1.93 (3H, s, H-21), 1.35 (3H, d, J=7 Hz, Me en 

C-16,B), 1.10 (3H, s, H-19), 0.74 (3H, s, H-18). (Espectro 10) 

Los desplazamientos químicos para cada carbono se determinaron utilizando los 

espectros de RMN l3C y DEPT (Espectro 11 y 12), los valores fueron asignados utilizando 

las tablas de datos espectroscópicos reportadas en la literatura.49 

Tabla 2. RMN l3C (CDCi)//TMS//ppm) o: (Espectro 11 y 12) 

Tipo de 

Carbono 
Asignación: ppm 

CH3 C-16'p: 14.79, C-18: 16.29, C-19: 19.69, C-21: 28.17 

1° (4) 

CH2 C-U: 20.23, C-IS: 32.01, C-12: 33.88, C-I: 33.95, 

2° (6) C-2: 34.48, C-2': 35.46 

CH C-8: 37.11 , C-14: 46.01 , C-16: 46.60, C-9: 50.09, C-S': 115.28, 

3° (12) C-7': 115.56, C-6': 123.84, C-4: 124.28, C-6: 128.14, 

C-8': 129.38, C-7: 131.46, C-4'(C-F): 140.31 

C C-17: 95.80, C-3': 120.98, C-IO: 35.94, C-13: 48.72, 

4° (8) C-S: 163.37, C=O del éster: 170.37, C=O en C-3: 199.58, 

C=O en C-20: 204.15 
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Preparación de 17 a-(3-fluorofenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3) . 
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HOOC-R 
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En un matraz bola de 5 mL, provisto de agitador magnético, se mezclaron 0.068 g 

(0.441 rnrnol) de ácido 3-fluorofenilacético, 0.005 g (0.026 mmol) de ácido 

p-toluensulfónico como catalizador y 0.062 mL (0.092 g, 0.438 rnrnol) de anhídrido 

trifluoroacético. La mezcla se agitó por dos horas a temperatura ambiente y bajo atmósfera 

de nitrógeno. Transcurrido este tiempo se agregó el producto 10 (0.05 g, 0.15 mmol). La 

mezcla de reacción se agitó por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente la mezcla de 

reacción se neutralizó con una solución saturada de bicarbonato de sodio (8.8 gllOO mL), se 

extrajo con porciones de cloroformo (20 mL c/u) y se lavó con agua destilada hasta pH 

neutro. La fase orgánica se trató con sulfato de sodio anhidro y después se separó la sal por 

filtración y el disolvente se evaporó a sequedad por destilación a presión reducida en el 

rotavapor. El producto 3 se purificó por cromatografía en capa fina con sistemas de elución 

hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose así el 

compuesto 3, como cristales blancos, con un rendimiento del 46 % (0.032 g, 0.067 mmo!). 

Fórmula Molecular: C30H3SF04 

Peso Molecular (urna): 478 

Punto de Fusión: 180-183 oC 

UV (Amax//nm): 284.48 (C=O a, ~,y, 8 insaturado en C4-C5, C6-C7). (Espectro 13) 

IR (vmaxllcm- 1
): 2947 (M, CH3- y CH2-), 1729 (F, COO de éster en C-17 y c=o de 

cetona en C-20), 1659 (F, C=O de cetona en C-3), 1617 (F, C=C dieno conjugado en 

C4-C5, C6-C7), 1261 (F, C-F), 1225 (M, -COO de éster en C-17), 755 (F) Y 685 (D) 

(aromático 1,3 -di sustituido ). (Espectro 14) 
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Masas (miz): 478 (M t), 281 (pico base). (Espectro 15) 

RMN IH (CDCi)//TMS//ppm) 8: 7.0-7.3 (4H, m, aromático 1,3-disustituido), 6.16 

(1H, dd, J1=10 Hz, h=2 Hz, H-7), 6.09 (lH, d, J=9 Hz, H-6), 5.72 (IH, s, H-4), 3.67 (2H, s, 

COO-CHrPh), 1.86 (3H, s, H-21), 1.35 (3H, d, J=7 Hz, Me en C-16f3), 1.11 (3H, s, H-19), 

0.75 (3H, s, H-18). (Espectro 16) 

Los desplazamientos químicos para cada carbono se determinaron utilizando los 

espectros de RMN l3C y DEPT (Espectro 17 y 18), los valores fueron asignados utilizando 

las tablas de datos espectroscópicos reportadas en la literatura.49 

Tabla 3. RMN 13C (CDCh//TMS//ppm) 8: (Espectro 17 y 18) 

Tipo de 

Carbono 
Asignación: ppm 

CH3 C-16'fJ: 14.86, C-18: 16.32, C-19: 19.70, C-21: 28.15 

1° (4) 

CH2 C-l1: 20.27, C-15: 32.23, C-12: 33.91, C-I: 34.53, 

2° (6) C-2: 41.66, C-2': 41.68 

CH C-8: 37.11, C-14: 46.22, C-16: 46.82, C-9: 50.14, C-6': 114.27, 

3° (12) C-4': 114.54, C-8': 116.64, C-4: 123.94, C-6: 125.09, 

C-7': 128.25, C-7: 130.19, C-5'(C-F): 140.04 

C C-17: 95.91, C-3': 135.38, C-IO: 35.97, C-13: 48.72, 

4° (8) C-S: 163.15, C=O del éster: 170.61, C=O en C-3: 199.43, 

c=o en C-20: 203 .85 
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ETAPA B) EVALUACiÓN FARMACOLÓGICA 

Generalidades 

La actividad biológica (in vivo e in vitro) de los esteroides sintetizados 1, 2 Y 3 se 

determinó mediante dos pruebas: 

1) Determinación del peso (mg) de la próstata. 

2) Transformación de la T a DHT en homogeneizados de próstata. 

Para el desarrollo de los experimentos se emplearon hámsteres machos adultos de la 

cepa Syriam Golden con un peso entre 150-200 g, gonadectomizados 30 días antes del 

estudio. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio, a una temperatura 

controlada de 22 oC, con comida yagua ad libitum, y periodos de luz y oscuridad de 12 

horas. 

Los equipos empleados en los estudios fueron: 

• Para medir la radiactividad, un contador de centelleo Liquid Scientillation Analyzer, 

modelo Tricards 2100 TR-Packard con impresora Panasonic Quiet KX-P3123. 

• Una incubadora modelo BMR-18/25. 

• Una centrífuga modelo Allegra 6R Centrifuge Beckman. 

• Micropipetas electrónicas, Advanced electronic pipette Rainin modelo Edp 3, con 

capacidad para 10 ¡..tL, 100 ¡..tL Y 1000 ¡..tL. 

• Una lámpara UV A = 254 nm. 

Los reactivos empleados en los estudios fueron: 

• Compuestos: 1,2 Y 3. • Dihidrotestosterona tritiada eH]DHT. 

• Cromatofolios de gel de sílice • Diclorometano (CH2Cb). 

60F254 Merck. • Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA). 

• Treo-I,4-dimercapto-2,3-

butanodiol (ditiotreitol DTT). 

• Dihidrotestosterona (11). 

• Éter. 

• Glicerol. 

• HCI-Tris (Trisma Hydrochloride). 
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• Líquido de centelleo Ultima Gold. • Solución amortiguadora de fosfatos 

• Molibdato de sodio. pH 6.5 Y pH 7.0. 

• NADPH (Nicotinamida Adenina • Testosterona (1). 

Dinucleótido Fosfato). • Testosterona tritiada eH]T. 

• Sacarosa. • Aceite de sésamo (ajonjolí). 

• Finasterida (111). 

Experimento in vivo: Efecto de los compuestos 1, 2 Y 3 sobre el peso de la próstata de 

hámster.50
-
52 

Este ensayo biológico se fundamenta en el hecho de que la enzima 5a-reductasa y 

los receptores androgénicos se encuentran presentes en este tejido, de tal manera que si el 

compuesto a evaluar inhibe a dicha enzima o interactúa con el receptor androgénico 

provocará una disminución en el peso de la próstata debido a la disminución en la 

concentración de dihidrotestosterona (11) o a la obstrucción de los receptores androgénicos 

para este metabolito. 

Para realizar este bioensayo se utilizaron seis grupos de cuatro hámsteres cada uno, 

con diferentes tratamientos. A cada uno de los animales de los diversos grupos, se les 

administraron por vía subcutánea 200 ~g de testosterona (1) y 1 mg de cada uno de los 

esteroides (1, 2 Y 3) disueltos en aceite de sésamo (ajonjolí) como vehículo. Se aplicaron 

inyecciones diarias por un periodo de seis días. Se utilizaron tres grupos de animales como 

controles: 

• el primero de ellos se trató únicamente con vehículo, 

• el segundo con una solución oleosa de testosterona (1) y 

• el tercero se trató con una solución oleosa de testosterona (1) más una solución 

oleosa conteniendo finasterida (111). 

Después de seis días, los animales fueron sacrificados anestesiándolos con éter y se 

obtuvieron las próstatas, las cuales fueron pesadas posteriormente. Los resultados 

obtenidos se muestran en la Tabla 4 (página 50) y la Figura 3 (página 51). 
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Experimento in vitro: Efecto de los compuestos 1,2 Y 3 sobre la transformación de la 

testosterona (1) a dihidrotestosterona (11) en homogeneizados de próstata.50
-
52 

Este experimento consiste en la inhibición de la actividad de la enzima 5a-reductasa 

presente en la fracción microsomal de próstata de hámster a pH 7.0. 

Obtención de la fracción microsomal de próstata 

Se sacrificaron 50 hámsteres macho con aproximadamente 72 horas de castración. 

Se separaron las próstatas, los tejidos se limpiaron perfectamente de grasa y se pesaron. Los 

tejidos se homogeneizaron con una mezcla que contenía: 20 mM de HC1-Tris 

[NH2C(CH20HhHC1], 1.5 mM de EDTA, 20 mM de molibdato de sodio y 10% de 

glicerol, con relación al peso de tejido (v/p 3:1). 

El tejido homogeneizado se centrifugó a 140,000 rpm durante 1 hora a 2 oc. 
Posteriormente se separó la fracción microsomal para ser resuspendida en 3 volúmenes de 

medio A (0.32 M de sacarosa, 0.1 mM de ditiotreitol y solución amortiguadora de fosfatos 

20 mM a pH 6.5) en relación con el peso del tejido obtenido inicialmente. 

Con la fracción microsomal de próstata previamente obtenida, se realizó un estudio 

metabólico in vitro para conocer el posible efecto inhibitorio de los esteroides (1, 2 Y 3) 

sobre la enzima 5a-reductasa. 

Para realizar este bioensayo los esteroides a evaluar (1, 2 Y 3) fueron incubados en 

presencia de 250 ~g de proteína de micro somas de próstata y una mezcla de incubación que 

contenía: 2 nM de testosterona tritiada eH]T, 2 mM de NADPH, 1 mM de ditiotreitol y una 

solución amortiguadora de fosfatos 40 mM a pH 7. El bioensayo se incubó durante 1 hora a 

una temperatura de 37 oc con agitación constante. 

Además se preparó un control que contenía fracción microsomal y mezcla de 

incubación sin inhibidor el cual corresponde al 100 % de conversión. La incubación 

terminó con la adición de CH2Ch, para después realizar extracciones sucesivas a la mezcla 

de reacción con el mismo disolvente. La separación de los productos tritiados, eH]T y 
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eH]DHT, se realizó por c.e.F. en un sistema de c)usión de cloroformo:acetona (9: 1), 

corriendo la placa 3 veces, separando los compuestos en base a su polaridad (el r.f. de 

testosterona es 0.55 y el 1'.f. de dihidrotestosterona es 0.67) y midiendo la radiactividad en 

la región correspondiente a eH]DHT (producto obtenido por la transformación de eH]T en 

presencia de la enzima 5a-reductasa). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5 

(página 52). 
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CAPÍTULO V 

DISCUSIÓN Y RESULTADOS 



DISCUSIÓN Y RESULTADOS 

ET AP A A) SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LOS DERIVADOS 

La preparación de los derivados esteroidales propuestos en este trabajo se llevó a 

cabo considerando el esquema de síntesis que se muestra: 

4 

CH, 

o 

2 

(CF,C<JhO 
A-PTS ~
OOCR 

o 

10 

AOOCR 
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A-PTS 
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(CF,CO),O 
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HO~OH 
CI/(Oat,), 
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1: R--ff'C-o 

F 

3: R--H,c-Ó 
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Caracterización de la materia prima. Acetato de 16-Deshidropregnenolona (4). 

o 

4 

Como primer paso se caracterizó la materia prima 4 por sus propiedades fisicas y 

espectroscópicas, las cuales coinciden con las descritas en la literatura.44 

Preparación de 16a,17 a-epoxi-3,B-hidroxipregn-S-en-20-ona (S). 

La síntesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.44
,48 

NaOH 

4 5 

La inserción de un oxígeno en la molécula implicó la epoxidación de la doble 

ligadura en C16-C17. Se utilizó peroxido de hidrógeno al 30 % en un medio básico. La 

adición nucleofilica (tipo Michael) del anión hidroperoxido sobre la ligadura en C-16 se vio 

favorecida por la conjugación con la cetona en C-20. El compuesto obtenido S se aisló con 

un rendimiento del 89 % Y se caracterizó por sus constantes físicas y espectroscópicas, las 

cuales coinciden con las descritas en la literatura. 
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Preparación de 3,B-acetoxi-16a,17 a-epoxipregn-S-en-20-ona (6). 

La síntesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.44
,48 

.. 

5 6 

El siguiente paso en la síntesis fue la acetilación del alcohol en C-3 con anhídrido 

acético y piridina. El derivado acetilado 6 se obtuvo con un rendimiento del 91 %. Se 

caracterizó por sus constantes físicas y espectroscópicas, las cuales coinciden con las 

descritas en la literatura. 

Preparación de acetato de 16a,17 a-epoxi-20-etilendioxipregn-S-en-3,B-ol (7). 

AcO 

La síntesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.48 

6 

HO~OH 
CH(OCHJh 

A-PTS 
• 

AcO 

7 

La síntesis del derivado etilendioxi 7 se llevó a cabo empleando etilenglicol, 

ortoformiato de metilo y ácido p-toluensulfónico (A-PTS) como catalizador. El producto 7 

se obtuvo con un rendimiento del 79 %. Se caracterizó por sus constantes fisicas y 

espectroscópicas, las cuales coinciden con las descritas en la literatura. 
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Preparación de 20-etilendioxi-16P.metilpregn-5-en-3p,17 a-diol (8). 

La síntesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.44
,48 

7 

CH3MgCI 

Cul, THF 
• 

8 

El siguiente paso de la síntesis fue la apertura del anillo de OXlrano, vía un 

mecanismo de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2). El esta reacción se planteó la 

inserción en C-16p de un grupo metilo, empleando cloruro de metilmagnesio y yoduro de 

cobre como catalizador. Se logró mejorar el tiempo de reacción, se encontró que fue de 26 

horas de reflujo, en lugar de 5 días de reflujo, como anteriormente se había reportado. El 

producto 8 se obtuvo con un rendimiento del 66 %. Se caracterizó por sus constantes físicas 

y espectroscópicas, las cuales coinciden con las descritas en la literatura. 

Preparación de 3p,17 a-dihidroxi-16P.metilpregn-5-en-20-ona (9). 

La síntesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.44
,48 

Acetona 
A-PTS 

8 9 
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En el siguiente paso se regeneró el grupo carbonilo en C-20 mediante una reacción 

de transcetalización en medio ácido. Se utilizó ácido p-toluensulfónico (catalizador) en 

acetona a temperatura ambiente. El producto 9 se obtuvo con un rendimiento del 91 %. Se 

caracterizó por sus constantes fisicas y espectroscópicas, las cuales coinciden con las 

descritas en la literatura. 

Preparación de 17 a-hidroxi-16jJ-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (10). 

HO 

La síntesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.44
,48 

9 

Li2COJ , LiBr 
DMF 

.. 

10 

La formación del sistema 4,6-pregnadien-3-ona en el compuesto 10, se llevó a cabo 

al hacer reaccionar al compuesto 9 con bromo, carbonato de litio, bromuro de litio y 

dimetilformamida (DMF). En esta reacción se logró reducir la cantidad de bromo reportada 

en la literatura, obteniéndose un mejor rendimiento. El producto 10 se obtuvo con un 

rendimiento del 75 %. Se caracterizó por sus constantes físicas y espectroscópicas, las 

cuales coinciden con las descritas en la literatura. 
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Preparación de 17 a-(fenilacetiloxi)-16jJ-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1). 

10 
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El siguiente paso fue la esterificación del alcohol en C-17 para obtener el compuesto 

1. La reacción se llevó a cabo con ácido fenilacético, ácido p-toluensulfónico como 

catalizador y anhídrido trifluoroacético. En el primer paso se formó el anhídrido mixto que 

reaccionó con el alcohol en C-17 del compuesto 10, dando como resultado el compuesto 1. 

El producto 1 se purificó por cromatografia en placa preparativa con sistemas de elución 

hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose así el 

compuesto 1, como cristales blancos, con un rendimiento del 49 %. 

El sistema dieno en el producto 1, se verificó utilizando espectroscopia de UV. En el 

especto se observó un máximo de absorción a 282.97 nm correspondiente al C=O a, p, y, 8 

insaturado en C4-C5, C6-C7. (Espectro 1) 

En el espectro de infrarrojo del compuesto 1 (Espectro 2) se observó una señal en 

1734 cm- I correspondiente al carbonilo del éster en C-17 y al carbonilo de cetona en C-20. 

La señal en 1661 cm- I se asignó al carbonilo en C-3. La señal en 1618 cm- I corresponde al 

dieno conjugado en C4-C5, C6-C7. La señal en 719 cm- I corresponde a la parte del 

compuesto aromático mono sustituido, que se generó por la esterificación con ácido 

fenilacético. 

El espectro de masas (Espectro 3) mostró en 460 miz una señal que corresponde al 

M! (ion molecular). El pico base se observó en 281 miz se generó por la perdida de 

[Ph-CH2-COOt y [MeCOt a partir del ion molecular. La señal en 91 miz corresponde al 

ion tropilio. 
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El espectro de RMN de lH (Espectro 4) presentó una señal múltiple en 7.29 ppm 

que se asignó a los protones aromáticos. También se observó una señal doble de dobles en 

6.15 ppm correspondiente a H-7 y una señal doble en 6.09 ppm que corresponde a H-6. La 

señal simple en 5.72 ppm corresponde a H-4. Una señal simple en 3.67 ppm, la cual integra 

para dos protones, corresponde a H-2' (COO-CHrPh). La señal doble en 1.34 ppm se 

asignó al metilo en C-16f3. También se observaron tres señales simples en 1.84, 1.11 Y 0.74 

ppm, que integran para tres protones cada una y corresponden a los protones H-21, H-19 Y 

H-18, respectivamente. 

Los desplazamientos químicos para cada carbono se determinaron utilizando los 

espectros de RMN l3C y DEPT (Espectro 5 y 6), los valores fueron asignados utilizando 

las tablas de datos espectroscópicos reportadas en la literatura.49 

En los espectros de RMN de 13C (Espectro 5 y 6) se presentó una señal en 14.84 

ppm que corresponde al metilo en C-16f3. Se observaron tres señales en 16.29, 19.70 Y 

28.11 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente. Una 

señal en 42.07 ppm, la cual corresponde a C-2' (COO-CHrPh). También se observó 

una señal en 123.88 ppm corresponde a C-4 y una señal en 127.38 ppm que 

corresponde a C-6. La señal en 140.23 ppm correspondiente a C-7. Las señales en 

128.17 (lC), 128.68 (2C) Y 129.37 (2C) ppm corresponden a C-6' , C-S' y C-4' (los 

carbonos de la parte aromática del compuesto), respectivamente. La señal en 133.17 

ppm corresponde a C-3' (C-ipso). También se observan tres señales que fueron 

asignadas a los carbonos de los carbonilos, la señal en 171.24 ppm corresponde al c=o 

del éster, la señal en 199.46 ppm corresponde al C=O en C-3 y la señal de 204.10 ppm 

se asignó al C=O en C-20. 
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Preparación de 17 a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16P.metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2). 
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Se llevó a cabo la esterificación del alcohol en C-17 para obtener el compuesto 2. La 

reacción se llevó a cabo con ácido 2-fluorofenilacético, ácido p-toluensulfónico como 

catalizador y anhídrido trifluoroacético. En el primer paso se formó el anhídrido mixto que 

reaccionó con el alcohol en C-17 del compuesto 10, dando como resultado el compuesto 2, 

el cual se purificó por cromatografía en placa preparativa con sistemas de elución 

hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose así el 

compuesto 2, como cristales blancos, con un rendimiento del 46 %. 

El sistema dieno en el producto 2, se verificó utilizando espectroscopia de UV. En el 

especto se observó un máximo de absorción a 283.99 nm correspondiente al C=O a, p, y, 8 

insaturado en C4-C5, C6-C7. (Espectro 7) 

En el espectro de infrarrojo del compuesto 2 (Espectro 8) se observó una señal en 

1728 cm'l correspondiente al carbonilo del éster en C-17 y al carbonilo de cetona en C-20. 

La señal en 1660 cm'l se asignó al carbonilo en C-3. La señal en 1617 cm'l corresponde al 

dieno conjugado en C4-C5, C6-C7. La señal en 1262 cm'l se asignó a la vibración C-F. La 

señal en 756 cm'l corresponde a la parte del compuesto aromático 1,2-disustituido, el cual 

se generó debido a la esterificación con ácido 2-fluorofenilacético. 

El espectro de masas (Espectro 9) mostró en 478 miz una señal que corresponde al 

M ~ (ion molecular). El pico base se observó en 109 miz y corresponde a la perdida de 

[F-Ph-CH2t La señal en 281 miz se generó por la perdida de [F-Ph-CH2-COOt y 

[MeCOt a partir del ion molecular. 
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El espectro de RMN de IH (Espectro 10) presentó una señal múltiple en 7.0-7.3 

ppm que se asignó a los protones aromáticos. También se observó una señal doble de 

dobles en 6.15 ppm correspondiente a H-7 y una señal doble en 6.09 ppm que corresponde 

a H-6. La señal simple en 5.72 ppm corresponde a H-4. Una señal doble de dobles en 3.73 

ppm, la cual integra para dos protones, corresponde a H-2' (COO-CH~-Ph). La señal doble 

en 1.35 ppm se asignó al metilo en C-16f3. También se observaron tres señales simples en 

1.93, l.10 Y 0.74 ppm, que integran para tres protones cada una y corresponden a los 

protones H-21, H-19 Y H-18, respectivamente. 

Los desplazamientos químicos para cada carbono se determinaron utilizando los 

espectros de RMN 13C y DEPT (Espectro 11 y 12), los valores fueron asignados utilizando 

las tablas de datos espectroscópicos reportadas en la literatura.49 

En los espectros de RMN de I3C (Espectro 11 y 12) se presentó una señal en 

14.79 ppm que corresponde al metilo en C-16f3. Se observaron tres señales en 16.29, 

19.69 Y 28.17 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente. 

Una señal en 35.46 ppm, la cual corresponde a C-2' (COO-CHrPh). También se 

observó una señal en 124.28 ppm corresponde a C-4 y una señal en 128.14 ppm que 

corresponde a C-6. La señal en 131.46 ppm correspondiente a C-7. Las señales en 

115.28,115.56,123.84,129.38 Y 140.31 ppm corresponden a C-5', C-7', C-6', C-8' y 

C-4'(C-F) (los carbonos de la parte aromática del compuesto), respectivamente. La 

señal en 120.98 ppm corresponde a C-3' (C-ipso). Así mismo, se observan tres señales 

que fueron asignadas a los carbonos de los carbonilos, la señal en 170.37 ppm 

corresponden al C=O del éster, la señal en 199.58 ppm corresponde al c =o en C-3 y la 

señal de 204.15 ppm se asignó al C=O en C-20. 
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Preparación de 17 a-(3-fluorofenilacetiloxi)-16p-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3). 
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Se llevó a cabo la esterificación del alcohol en C-17 para obtener el compuesto 3. La 

reacción se llevó a cabo con ácido 3-fluorofenilacético, ácido p-toluensulfónico como 

catalizador y anhídrido trifluoroacético. En el primer paso se formó el anhídrido mixto que 

reaccionó con el alcohol en C-17 del compuesto 10, dando como resultado el compuesto 3, 

el cual se purificó por cromatografía en placa preparativa con sistemas de elución 

hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9: 1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose así el 

compuesto 3, como cristales blancos, con un rendimiento del 46 %. 

El sistema dieno en el producto 3, se verificó utilizando espectroscopia de UV. En el 

especto se observó un máximo de absorción a 284.48 correspondiente al C=Q a, p, y, 8 

insaturado en C4-C5, C6-C7. (Espectro l3) 

En el espectro de infrarrojo del compuesto 3 (Espectro 14) se observó una señal en 

1729 cm-1 correspondiente al carbonilo del éster en C-17 y al carbonilo de cetona en C-20. 

La señal en 1659 cm-1 se asignó al carbonilo en C-3. La señal en 1617 cm-1 corresponde al 

dieno conjugado en C4-C5, C6-C7. La señal en 1261 cm-1 se asignó a la vibración C-F. La 

señal intensa en 755 cm-1 y la señal débil en 685 cm-1 corresponden a la parte del 

compuesto aromático 1,3-disustituido, el cual se generó debido a la esterificación con ácido 

3-fluorofenilacético. 
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El espectro de masas (Espectro 15) mostró en 478 miz una señal que corresponde al 

M ~ (ion molecular). El pico base se observó en 281 miz se generó por la perdida de 

[F-Ph-CH2-COOt y [MeCOt a partir del ion molecular. La señal en 109 miz corresponde 

a la perdida de [F-Ph-CH2t. 

El espectro de RMN de IH (Espectro 16) presentó una señal múltiple en 7.0-7.3 

ppm que se asignó a los protones aromáticos. También se observó una señal doble de 

dobles en 6.16 ppm correspondiente a H-7 y una señal doble en 6.09 ppm que corresponde 

a H-6 .. La señal simple en 5.72 ppm corresponde a H-4. Una señal en 3.67 ppm, la cual 

integra para dos protones, corresponde a H-2' (COO-CH~-Ph). La señal doble en 1.35 ppm 

se asignó al metilo en C-16/J. También se observaron tres señales simples en 1.86, 1.11 Y 

0.75 ppm, que integran para tres protones cada una y corresponden a los protones H-21, 

H-19 Y H-18, respectivamente. 

Los desplazamientos químicos para cada carbono se determinaron utilizando los 

espectros de RMN l3C y DEPT (Espectro 17 y 18), los valores fueron asignados utilizando 

las tablas de datos espectroscópicos reportadas en la literatura.49 

En los espectros de RMN de l3C (Espectro 17 y 18) se presentó una señal en 

14.86 ppm que corresponde al metilo en C-16/J. Se observaron tres señales en 16.32, 

19.70 Y 28.15 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente. 

Una señal en 41.68 ppm, la cual corresponde a C-2' (COO-CHrPh). También se 

observó una señal en 123.94 ppm corresponde a C-4 y una señal en 125.09 ppm que 

corresponde a C-6. La señal en 130.19 ppm correspondiente a C-7. Las señales en 

114.27, 114.54, 116.64, 128.25 Y 140.04 ppm corresponden a C-6', C-4', C-8', C-T y 

C-5'(C-F) (los carbonos de la parte aromática del compuesto), respectivamente. La 

señal en 135.38 ppm corresponde a C-3' (C-ipso). También se observan tres señales 

que fueron asignadas a los carbonos de los carbonilos, la señal en 170.61 ppm 

corresponden al C=O del éster, la señal en 199.43 ppm corresponde al C=O en C-3 y la 

señal de 203.85 ppm se asignó al c=o en C-20. 
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ETAPA B) EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA 

En la segunda parte de este trabajo se realizó la evaluación biológica de los 

compuestos 1,2 Y 3, tomando como estándar la finasterida (111). 

La actividad biológica de los esteroides sintetizados 1, 2 Y 3 se determinó a través 

de dos pruebas: 

1) Determinación del peso (mg) de la próstata. 

2) Transformación de la T a DHT en homogeneizados de próstata. 

A continuación se presentan los resultados obtenidos de las ensayos biológicos 

realizados para evaluar la actividad antiandrogénica de los compuestos 1, 2 Y 3. 

Experimento in vivo: Efecto de los compuestos 1,2 Y 3 sobre el peso de la próstata de 

hámster. 

Este bioensayo se realizó mediante la técnica descrita en la literatura. 50-52 

Tabla 4. Efecto de los esteroides sobre el peso de la próstata de hámster 

Grupo Tratamiento Peso de la próstata (mg) 

1 Vehículo (V) 39.4 ± 10 

2 Testosterona (T) 85 .7 ± 8 

3 T + Finasterida 59.3 ± 8 

4 T + compuesto 1 54.2 ± 3 

5 T + compuesto 2 56.5 ± 11 

6 T + compuesto 3 59.3 ± 12 
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Figura 3. Efecto de los compuestos 1,2 Y 3 sobre el peso 

de la próstata de hámster 

Después de la castración, el peso de la próstata decrece significativamente con 

respecto a la próstata de los animales enteros.53 Los resultados mostrados en la Tabla 4 y la 

gráfica de la Figura 3 indican que el tratamiento diario, durante seis días, con inyecciones 

de testosterona (1) a los animales gonadectomizados regeneró el peso de la próstata hasta 

85 .7 mg, mientras que en los animales tratados con testosterona (1) + el estándar finasterida 

(111) disminuyó el peso de la próstata hasta 59.3 mg tal y como se esperaba. 

Como se puede observar en la gráfica de la Figura 3, los compuestos 1, 2 y 3 

(disminuyen el peso de la próstata a 54.2, 56.5 y 59.3 mg, respectivamente) por lo que 

presentan actividad biológica comparable con el estándar finasterida (disminuye el peso de 

la próstata a 59.3 mg), sin embargo, con esta prueba no es posible concluir que algún 

compuesto sea mejor ya que los resultados no son estadísticamente significativos (p>O.05). 

En este bioensayo los compuestos 1, 2 Y 3 resultaron ser iguales al estándar finasterida (111) 

porque no existe diferencia significativa en los resultados. 
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Experimento in vitro: Efecto de los compuestos 1, 2 Y 3 sobre la transformación de In 

testosterona (1) a dihidrotestosterona (11) en homogeneizados de próstata. 

Este bioensayo se realizó mediante la técnica descrita en la literatura. 50-52 

Tabla 5. Inhibición de la enzima 5a-reductasa 

Compuesto **IC5o 

Finasterida (111) 8.5nM 

Compuesto 1 1.2nM 

Compuesto 2 0.15 mM 

Compuesto 3 0.25 mM 

** IC50: Concentración que inhibe el 50 % de la actividad de la enzima 

Los resultados obtenidos del ensayo in vitro para la inhibición de la actividad de la 

enzima 5a-reductasa presente en la fracción microsomal de próstata de hámster a pH 7.0 

que se muestran en la Tabla 5, indican que los compuestos 2 y 3 no son inhibidores de 

dicha enzima ya que presentan una IC50 de 0.15 mM y de 0.25 mM, respectivamente, 

mientras que el estándar finasterida (111) muestra una IC50 de 8.5 nM. Sin embargo el 

compuesto 1 resultó ser un potente inhibidor de la enzima 5a-reductasa tipo Il, aún mejor 

que el estándar finasterida (111) ya que presenta una IC50 de 1.2 nM. 
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CAPÍTULO VI 

CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

~ Se logró efectuar la síntesis, purificación e identificación de los nuevos esteroides 

(Figura 2, página 20): 

o 17 a -(fenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1) 

o 17 a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2) 

o 17 a-(3-fluorofenilacetiloxi)-16,B-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3) 

~ Se determinó la actividad biológica (in vivo e in vitro) de los nuevos esteroides 

sintetizados 1,2 Y 3 mediante dos pruebas: 

1) Determinación del peso (mg) de la próstata. 

2) Transformación de testosterona (1) a dihidrotestosterona (11) en 

homogeneizados de próstata. 

En el ensayo in vivo, de la determinación del peso de la próstata, los compuestos 1, 

2 y 3 resultaron ser iguales al estándar finasterida (111) porque no existe diferencia 

significativa en los resultados (p>0.05). 

En la prueba in vitro, de la inhibición de la actividad de la enzima 5a-reductasa, el 

compuesto 1 mostró mayor actividad como inhibidor de la enzima 5a-reductasa que el 

estándar finasterida (111), ya que presentó una leso de 1.2 nM, la cual es mucho menor 

comparado con 8.5 nM de la finasterida (111). Esto indica que el compuesto 1 es 

aproximadamente 7.08 veces más activo que el estándar finasterida (111). 

Los compuestos 2 y 3 no se comportan como inhibidores de la enzima 5a-reductasa. 

Sin embargo, el hecho se que los compuestos 2 y 3 presentaran disminución en el peso de 

la próstata indica que su acción androgénica puede atribuirse a la modificación del eje 

hipotalamo-hipofisis-glándula, inhibiendo la síntesis de andrógenos endógenos o a un 

posible antogonismo con el receptor androgénico. 
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