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CAPITULO I

INTRODUCCION



INTRODUCCION

La prostata esta localizada en la parte inferior de la vejiga urinaria, rodeando la
uretra prostatica, es un érgano glandular con peso aproximado de 20 g y de 3-4 cm de
didmetro, que contiene entre 30-50 glandulas tubuloalveolares cuyos conductos
desembocan en la uretra prostética. La secrecion prostética es un fluido lechoso-alcalino

que constituye aproximadamente el 20 % del volumen total del eyaculado."?

Frecuentemente, la prostata crece con la edad, lo que ocasiona constriccion de la
uretra, esta constriccion provoca dificultad para orinar. La obstruccidn o estrechamiento de
la uretra por la prostata y el vaciamiento parcial de la vejiga causan muchos de los
problemas asociados con dos de las principales enfermedades de la prostata como son el

cancer de prostata y la Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB).'?

Cancer de préstata

El cancer de prostata es el tipo de cancer mas frecuentemente diagnosticado en
hombres estadounidenses y la segunda causa de muerte por cancer en esta poblacion. La
Sociedad Americana de Céancer estimé que mas de 230,000 nuevos casos de cancer de
prostata 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 Estadistica
Geografia e Informética (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 afios.*3%5®

El cancer de préstata se origina generalmente en el l6bulo posterior de la prostata
adyacente al recto, cuando genera metastasis en los ganglios linfaticos se vuelve incurable.
Las células del carcinoma prostatico, igual que las células glandulares prostéticas normales,
dependen en su desarrollo y mantenimiento de la secrecién de testosterona (cancer

andrégeno-dependiente).®’

Existen factores de riesgo del cancer de prostata como son: historia familiar clinica,

actividad profesional, raza, tabaquismo, dieta y edad avanzada.>**"?



Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB)
Se trata de wuna hiperplasia multifocal de los elementos glandulares vy
fibromusculares de la prostata que la agrandan en forma manifiesta; es comun en personas

de edad avanzada y su causa es desconocida.’

Menos de la mitad de los hombres con HPB muestran alguno de los sintomas de la
enfermedad. Estos sintomas son, entre otros: vacilacién urinaria (comienzo lento o
demorado del flujo urinario), flujo de orina débil, necesidad de orinar 2 0 3 o0 mas veces por
la noche, dolor al orinar, sangre en la orina, retencién de orina o dificultad al orinar,

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

La deteccidn oportuna del cancer de préstata y la HPB es dificil de realizar, debido
a que algunos de sus sintomas pueden ser causados por otras enfermedades o considerarse
como propios de la edad avanzada. Ademas, el cancer de prostata puede ser asintoméatico

incluso teniendo desarrollada la enfermedad durante varios afios.'!

Androégenos

Los andrégenos son secretados por la corteza adrenal y los testiculos, siendo los
testiculos la principal fuente de secrecion. Las células de Leydig sintetizan y secretan varias
hormonas esteroideas, que se conocen como androgenos (derivados del andréstano),
concepto que engloba las hormonas que se encargan de la expresién del fenotipo
masculino. Juegan papeles caracteristicos durante la diferenciaciéon sexual masculina,
durante el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales primarias y
secundarias en los varones, y durante la iniciacién y mantenimiento de la espermatogénesis.
Ademas ejercen influencia anabdlica que estimula la sintesis de proteinas en los muisculos y

; ; 2,7,12
huesos, y acelera el metabolismo de la grasa subcutanea. "

Mecanismo de accién: los andrégenos entran a las células y reaccionan con un receptor

citosolico. El complejo hormona-receptor penetra en el nucleo y modula la expresion de

ciertos genes.‘3



Los dos andrégenos mas importantes en el desarrollo del tracto reproductor
masculino son la testosterona (I) y la Sa-dihidrotestosterona (II). Cada andrégeno tiene un

papel especifico durante la diferenciacién sexual masculina.'?

Testosterona (I)

Las funciones de la testosterona (I) son: asegurar el desarrollo normal de las
vesiculas seminales, prdstata, pene, escroto, epididimo y glandulas de Cowper, incremento
de la masa muscular, engrosamiento de la voz, promover y mantener la espermatogénesis,
desarrollo del vello facial, pubico y axilar, e incremento del anabolismo de proteinas.

También es necesaria para el desarrollo normal del feto masculino y del lactante."*'*"?

OH

Testosterona (I)

Sa-dihidrotestosterona (II)

En la mayoria de las células blanco de andrdgenos, la testosterona (I) se convierte
en su metabolito mas potente, la Sa-dihidrotestosterona (II), por accién de la enzima So-
reductasa. La produccién excesiva de este andrégeno induce: incremento del pelo facial y

, g g o " 14,1
del cuerpo, acné, calvicie y crecimiento de la prostata. g

5a-dihidrotestosterona (II)
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ANTECEDENTES

La transformacién de testosterona (I) a 5a-dihidrotestosterona (II) consiste en la
adicion del hidruro del NADPH (forma reducida de la Nicotinamida Adenina Dinucleétido
Fosfato) a la posicion 5 de la testosterona (I) (Figura 1). El enolato formado en C3-C4 se
estabiliza por algun residuo electrofilico (E @) de la enzima 5a-reductasa. Finalmente, por
tautomerismo, se da la formacién de la Sa-dihidrotestosterona (II) y la liberaciéon de

NADP ® 1419

OH
50-REDUCTASA
Isoformas I y II
NADPH
(0)
TESTOSTERONA (I) 5a-DIHIDROTESTOSTERONA (II)
NADP®
NADPH

OH

Figura 1. Mecanismo de accion de la enzima Sa-reductasa

La enzima Sa-reductasa, 3-oxo-esteroide-4-eno-deshidrogenasa, es una proteina
hidrofébica formada por 259 aminoécidos. Su peso molecular es de 29,462 Dalton y esta
localizada en la fraccion microsomal de la célula blanco. En tejido humano y animal, dos
isoenzimas de la Sa-reductasa que operan a diferentes niveles de pH han sido descritas: la

tipo 1, en la cual la actividad méaxima se observa a pH 8, y la tipo 2, que actua a pH 6. S



La isoenzima tipo 1 se localiza principalmente en foliculos pilosos, glandulas
sebaceas de la piel (incluyendo en cuero cabelludo) e higado; mientras que la isoenzima
tipo 2 se localiza predominantemente en la prdstata, piel genital, vesiculas seminales,

epididimo e higado.?***

La produccién excesiva de Sa-dihidrotetosterona (II) es la principal causa de
diferentes trastornos relacionadas con los androgenos (padecimientos andrégeno-
dependientes), como son el céncer de préstata, el hirsutismo, la alopecia androgénica, el

acné y la hiperplasia prostatica benigna.'*!%26-28

Antiandrégenos

Los antiandrégenos son sustancias quimicas generalmente esteroides de origen
sintético, que constituyen una amplia gama de formacos asociados con hiperandrogenismo,
reducen los efectos bioldgicos de los andrdgenos al bloquear los receptores androgénicos
en los tejidos blanco, esto es debido al cardcter antagonico competitivo que presentan los
antiandrégenos frente a los andrégenos, ya que compiten de manera directa por la misma
proteina receptora. Sin embargo, también puede deberse a que inhiben o modifican la
entrada de la testosterona (I) a la célula o bien, a la inhibicién de su conversién a su forma

activa Sa-dihidrotestosterona (II).29’30

Entre las opciones disponibles para el tratamiento de diversos padecimientos
andrégeno-dependientes existe la terapia hormonal utilizando antiandrégenos, ya sean

inhibidores de la Sa-reductasa y/o antagonistas del receptor androge’nico.14

Compuestos que presentan actividad como inhibidores de la Sa-reductasa

Los compuestos que mas han sido estudiados como inhibidores de la Sa-reductasa
son los 4-azaesteroides®® en los cuales se incluye la finasterida (III). La finasterida (III) ha
sido estudiada clinicamente y es el farmaco que actualmente se encuentra en el mercado
para el tratamiento de la HPB.*** Una desventaja de este fArmaco son los efectos adversos
asociados con su uso, tales como: disminucién de la libido, desordenes de la eyaculacion,

impotencia y hepatotoxicidad.**



(CHy); -C-HN 0

Finasterida (Merck) (ITI)

El disefio de nuevos inhibidores de la Sa-reductasa esta basado en la estructura
esteroidal, tal como la de los 4-azaesteroides (IV y V), los 6-azaesteroides (VI) y derivados

de 4cidos carboxilicos (VII), los cuales han sido ampliamente estudiados.*

R R R
fi?li& /Q:KS%
0 IT 0 T HOOC
H Cl H

R = CONH-CH,CH(CH,), (IV) R = CONH[2,5-(CF3),C¢H ] R = CONH(i-Pr),
R = CONH[2,5-(CF;),CqH;] (V) (VD (VII)

Compuestos que presentan actividad como antagonistas del receptor androgénico
Existen farmacos que son antagonistas especificos en la unién del andrégeno con su
receptor. Como ejemplo de este tipo de farmacos se encuentra el acetato de ciproterona
(VIII).***7  Este farmaco presenta efectos adversos tales como complicaciones
tromboemboticas posiblemente debidas a su accion progestacional y hepatotoxicidad

cuando se usa por periodos prolongados.*®

| .WOCOCH,

cl
Acetato de ciproterona (VIII)

10



31,35-37

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

de origen sintético (esteroidal y no esteroidal).
L% 0]

Progesterona (IX)

De origen sintético

Esteroidales

..wWOCOCH;

Cl
Accetato de Ciproterona (VIII)

(CHy); -C-HN_ O

Finasterida (III)

o
CH,

Medrogesterona (X)

No esteroidales

OH

X

Dietilestilbestrol (XI)

F

O=wn=0

CH,
NH-CO/ﬁk/

H

Ol

CF,

CN
Bicalutamida (XII)

CF,

Flutamida (XIII)
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Desafortunadamente, los antiandrdgenos que se encuentran en el mercado como el
acetato de ciproterona (VIII), la finasterida (III), la flutamida (XIII), entre otros, son los
farmacos mas eficaces para el tratamiento del cancer de prdstata y la HPB pero muestran
severos efectos colaterales, tales como diarrea, vomito, disminucién de la libido, dafio
hepatico, entre otros, con lo cual se reduce su uso terapéutico.39
Otras alternativas para el tratamiento del cincer de prostata y la HPB

La eleccion del tratamiento apropiado se basa en la severidad de los sintomas, en el
grado en que afecten el estilo de vida del individuo y en la presencia de cualquier otra
condicién médica.>***? Ademas de la terapia con antiandrégenos se cuenta con los diversos

métodos quirirgicos como son:

RTUP: La reseccion transuretral de la prostata (RTUP) es el tratamiento més comun 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 incision alguna por lo que se reducen los riesgos de

infeccion, 042

ITUP: La incision transuretral de la préstata (ITUP) es similar a la RTUP, pero usualmente
se realiza en hombres que tienen una prostata relativamente pequeiia. Este procedimiento se

: . ; S A ., 34142
realiza frecuentemente de manera ambulatoria y no requiere hosp1tahzac1on.3 A

Prostatectomia abierta: suele realizarse bajo anestesia general o epidural, haciendo una
incisién a través del 4rea abdominal o perineal (a través del piso pélvico incluyendo la
region desde el escroto hasta el ano). Es un procedimiento prolongado que usualmente

requiere de hospitalizacion de 5 a 10 dias.>***?

Sin embargo, después de someterse a estos métodos quirtirgicos se pueden presentar
complicaciones como impotencia e incontinencia urinaria, ademas de que el tejido de la
prostata puede volver a crecer, en cuyo caso los sintomas pueden volver a manifestarse

algunos afios mas tarde.>*!

12



Orquiectomia bilateral: extirpacién de los testiculos en donde se produce el 95 %

de la testosrerona endogéna.*’

Actualmente, se llevan a cabo diversos estudios para evaluar la efectividad de otros
tratamientos para la disminucion del tamafio de la glandula como son: la hipertermia,
terapia con laser (ILC-Intertitial Laser Coagulation), terapia con microondas (TUMT-
Transurethral Microwave Therapy), terapia con energia de ultrasonido (HIFU-High
Intensity Focused Ultrasound) asi como los implantes prostaticos para mantener abierta la

uretra.3'16'4l'43

Debido a la gran preocupaciéon que causan en los hombres los problemas de la
prostata y/o una cirugia prostatica, asi como las ventajas y desventajas que presenta la
terapia con antiandrégenos, las cuales representan un estimulo en la sintesis de nuevos
compuestos que pudieran disminuir los efectos secundarios que se presentan. Es por esto,
que en los ultimos afios, el grupo de trabajo del Dr. Bratoeff ha logrado sintetizar una
variedad de moléculas esteroidales con actividad anti.amdrogénica,”’19’44'47 logrando
establecer algunos requerimientos para la sintesis 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 posicion o

3) Presencia de un grupo alquil en C-16 en posicion 3

Aparentemente, la presencia del éster en posicién C-17 es necesaria para que se
presente alta actividad antiandrogénica.'™'® Asimismo, la influencia en la actividad

biolégica del grupo metilo en C-16 ya es conocida.***®

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

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

enzima So-reductasa y/o antagonistas del receptor androgénico.

13
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OBJETIVOS

» Efectuar la sintesis de los siguientes compuestos:

o 17a-(fenilacetiloxi)-16 f-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1)
o 17a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16S~metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2)

o 17a-(3-fluorofenilacetiloxi)-164-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3)

» Determinar y analizar la actividad bioldgica (in vivo e in vitro) de los esteroides 1, 2
y 3 tomando como estandar la finasterida III, el cual es uno de los farmacos de uso

actual.

16
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

ETAPA A) SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS (Figura 2,
pagina 20).

Generalidades

Los espectros de absorcién en el UV de los compuestos sintetizados se
determinaron en un espectrofotometro 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 espectrofotometro IR de transformada de Fourier, Perkin-Elmer, modelo 1600. Las
determinaciones se realizaron en pelicula. Para indicar la intensidad de las bandas se
utilizaron las siguientes abreviaturas: (F) fuerte, (M) media y (D) débil. Los valores se

expresen en em’™.

El anélisis por espectrometria de masas (EMIE) se realizo con un espectrémetro de
masas Hewlett-Packard 5985-B CG/MS, por introduccién directa utilizando la técnica de

Impacto Electrénico a 70 eV. Los valores se expresan en relacion m/z (masa-carga).

Los espectros de RMN de Hidrogeno ("H) 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 (CDCl;3). Los
desplazamientos quimicos estan dados en partes por millon (ppm) a partir de la sefial del
TMS. Para indicar las sefiales en 1H se utilizaron las siguientes abreviaciones: (s) simple,

(d) doble, (1) triple, (m) multiple, (dd) doble de dobles.

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

corregidos.

18



El avance de las reacciones se determiné por cromatografia en capa fina (C.C.F.),
utilizando placas comerciales de gel de silice con indicador de fluorescencia F-254, y se
revelaron utilizando una lampara de luz ultravioleta modelo ENF-240C (A = 254 nm) y/o

solucion de CoCl; al 1% en H,SO4 2N, segun fue requerido.
Los compuestos finales (1, 2 y 3) se purificaron por medio de cromatografia, para lo
cual se utilizaron placas preparativas de 30 x 30 cm con gel de silice Merck 60GF254 y

60G, y una mezcla de elusion adecuada para cada caso.

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

se secO en una estufa durante 24 horas a 80 °C y se utilizé nitrégeno como atmésfera inerte.

Para concentrar los compuestos a presion reducida se utilizé un rotavapor.
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Caracterizacién de la materia prima. Acetato de 16-Deshidropregnenolona (4). *

AcO

Férmula Molecular: Cy3H3,0;

Peso Molecular (uma): 356

Punto de Fusién: 171-174 °C p.f. Lit.: 172-174 °C
UV (Amax//nm): 238.21 (C=0 «a, B insaturado en C-20, C16-C17).

IR (Vmax//cm™): 2945 (D, CHs-, CHa-), 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 (m/z): 296 (pico base), el M * (ion molecular) no se observa.
RMN 'H (CDCl//TMS//ppm) &: 6.80 (1H, dd, J,=3 Hz, J,=1.5 Hz, H-16), 5.40 (1H,

dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 4.60 (1H, 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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44,48

Preparacién de 16,17 a-epoxi-3S-hidroxipregn-5-en-20-ona (5).

H,0,
NaOH

AcO

En un matraz bola de 100 mL, provisto de agitador magnético, se disolvi6 la materia
prima 4 (1 g, 2.8 mmol) en 50 mL de metanol. Posteriormente se adicionaron 2 mL de una
solucion de hidréxido de sodio 4 N y 4 mL de peréxido de hidrégeno al 30 %. La mezcla
resultante se agitd por espacio de 4 horas a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de
reaccion, el exceso de metanol se destilé a presion reducida en un rotavapor y se agrego
hielo a la mezcla. El sélido que se formé 5, se separé por filtracion al vacio, y se lavo con
agua destilada hasta pH neutro. El producto se secé a temperatura ambiente y después se
recristalizé con metanol. El rendimiento obtenido fue de 89 % (0.83 g, 2.52 mmol).

Formula Molecular: C,;H300;

Peso Molecular (uma): 330

Punto de Fusién: 187-190 °C p.f. Lit.: 191-194 °C

IR (Vma//cm™): 3371 (M, -OH en C-3), 2937 (F, CHs-, CH,-), 1692 (F, C=0 en
C-20), 1376 (M, C=C en C-5), 1056 (M, C-O en C-3), 857 (D, epéxido C16-C17).

Masas (m/z): 330 (M *), 159 (pico base).
RMN 'H (CDCl3//TMS//ppm) &: 5.38 (1H, dd, J,=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 3.60 (1H,

dd, J;=4 Hz, 1,=2 Hz, H-16), 3.52 (1H, 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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Preparacién de 3B-acetoxi-16,17a-epoxipregn-5-en-20-ona (6).***

Ac,0-Py

En un matraz bola de 25 mL, provisto de agitador magnético, se disolvié 1 g (3.0
mmol) del producto 5 en 5 mL (61.9 mmol) de piridina. Se agregaron bajo agitacion
constante 10 mL (106 mmol) de anhidrido acético. La mezcla de reaccion se agito durante 6
horas a temperatura ambiente. Al término de la reaccion, la mezcla se verti6 en un vaso de
precipitados con 30 g de hielo y se agit6 vigorosamente por 30 min. El precipitado blanco 6
se separ¢ por filtracion y se recristalizé con metanol. El rendimiento obtenido fue de 91 %
(1.03 g, 2.77 mmol).

Férmula Molecular: Cy3H3,04

Peso Molecular (uma): 372

Punto de Fusion: 156-159 °C p.f. Lit.: 156-158 °C

IR (Vmad/cm’™"): 2943 (M, CHs-, CHy-), 1731 (F, MeCOOR en C-3), 1697 (F, C=0
en C-20), 1376 (M, C=C en C-5), 1245 (F, MeCOOR en C-3), 1032 (M, MeCOOR en C-3).

Masas (m/z): 312 (pico base), el M * (ion molecular) no se observa.
RMN 'H (CDCIl3//TMS//ppm) &: 5.30 (1H, dd, J,=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 4.58 (1H, m,

H-3), 3.42 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=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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Preparacion de acetato de 16,17 a-epoxi-20-etilendioxipregn-5-en-3 5-ol ('7').‘"3

0
....n’g) HO —~_-0H
CH(OCH ,);
A-PTS
AcO AcO
6 7

En un matraz bola de 50 mL, provisto de agitador magnético, se disolvid 1 g (2.69
mmol) del producto 6 en 6 mL de tolueno. Bajo agitacién 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 acido p-toluensulfénico (A-PTS) como catalizador. La mezcla de reaccion se
agito durante 6 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron
0.097 g (1.18 mmol) de acetato de sodio y la mezcla sc agité por 15 min. Después se vertié
esta mezcla en un embudo de separacidén que contenia 20 mL de agua destilada y 20 mL de
cloroformo. Posteriormente, se separé la fase orgénica y se lavé con 20 mL de agua
destilada. La fase cloroférmica se separé nuevamente y se tratd con sulfato de sodio
anhidro. Después se separo la sal por filtracion y el disolvente se evaporé a sequedad por
destilacion a presion reducida en el rotavapor. El producto 7 se recristaliz6 con metanol. El
rendimiento obtenido fue de 79 % (0.89 g, 2.14 mmol).

Formula Molecular: C,5H3405

Peso Molecular (uma): 416

Punto de Fusion: 192-195 °C p.f. Lit.: 195-197 °C

IR (Vma//cm™): 2942 (M, CHs-, CHy-), 1719 (F, MeCOOR en C-3), 1248 (F,
MeCOOR en C-3), 1033 (M, MeCOOR en C-3).

Masas (m/z): 416 (M *), 87 (pico base).

RMN 'H (CDCl3//TMS//ppm) &: 5.38 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 4.60 (1H, m,
H-3), 3.97 (4H, m, etilendioxi en C-20), 3.39 (1H, dd, J,=4 Hz, J,=3 Hz, H-16), 2.03 (3H, s,
Me 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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Preparacién de 20-etilendioxi-164-metilpregn-5-en-3 /3,17 a-diol (8).***

i)
H CH;MgCl

Cul, THF

AcO

En un matraz de dos bocas de 50 mL, equipado con un refrigerante en posicién 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 solucién de
cloruro de metilmagnesio 3 M en tetrahidrofurano (THF). La mezcla se mantuvo a reflujo
por 26 horas, bajo atmésfera de nitrégeno y agitacion constante. Después la mezcla se
vertié lentamente en 20 mL de una solucién saturada de cloruro de amonio. Esta mezcla se
extrajo con tres porciones de cloroformo (20 mL c/u). La fase organica se lavé con agua
destilada hasta pH neutro, se traté con sulfato de sodio anhidro, se separ6 la sal por
filtracion y el disolvente se evaporé a sequedad por destilacién a presion reducida en el
rotavapor. El producto 8 se recristalizé con metanol. El rendimiento obtenido fue de 66 %
(0.62 g, 1.59 mmol).

Foérmula Molecular: Cy4H3304

Peso Molecular (uma): 390

Punto de Fusién: 161-163 °C p.f. Lit.: 160-162 °C

IR (Vma//cm™): 3450 (M, -OH en C-17 y C-3), 2935 (F, CH;-, CHy-), 2897 (F,
-0-CH2- de etilendioxi), 1045 (F, C-O-C de etilendioxi).

Masas (m/z): 390 (M *), 87 (pico base).

RMN 'H (CDCl3//TMS//ppm) &: 5.30 (1H, dd, J;=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 3.92 (4H, m,
etilendioxi en C-20), 3.50 (1H, m, H-3), 1.40 (3H, s, H-21), 1.20 (3H, d, J=2 Hz, Me en
C-16/), 1.01 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, s, H-18).
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Preparacién de 34,17 a-dihidroxi-16 fmetilpregn-5-en-20-ona (9).***

MO H

Acetona

A-PTS CH,

HO

En un matraz bola de 100 mL, provisto de agitador magnético, se colocaron lg
(2.56 mmol) del producto 8 con 0.5 g (2.63 mmol) de acido p-toluensulfénico (catalizador)
en 40 mL de acetona. La mezcla se agito durante 1 hora a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo de reaccion se destil6 el exceso de acetona a presién reducida en el
rotavapor y se agrego hielo a la mezcla. Después, por filtracién al vacio se separd el
compuesto 9 en forma de un sé6lido blanco, el cual se lavé con agua destilada hasta pH
neutro. El producto 9 se recristalizé con metanol. El rendimiento obtenido fue de 91 %
(0.81 g, 2.34 mmol).

Formula Molecular: C5,H3404

Peso Molecular (uma): 346

Punto de Fusién: 230-233 °C p.f. Lit.: 228-230 °C

IR (Vma//cm™): 3400 (M, -OH en C-17), 3342 (M, -OH en C-3), 2928 (F, CHj-,
CHa,-), 1690 (F, C=0 en C-20), 1052 (F, C-O en C-3).

Masas (m/z): 346 (M *), 285 (pico base).
RMN 'H (CDCL3//TMS//ppm) &: 5.31 (1H, dd, J,=4 Hz, J,=2 Hz, H-6), 3.50 (1H, m,

H-3), 2.10 (3H, s, H-21), 1.21 (3H, d, J=2 Hz, Me en C-16/), 0.98 (3H, s, H-19), 0.96 (3H,
s, H-18).
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Preparacién de 17 a-hidroxi-16f-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (10).***

LtOH
I Bry/Dioxano

—_——
CH; Li;CO, v LiBr
DMF

HO
9 10

En un matraz de dos bocas de 50 mL, equipado con un refrigerante en posicién de
reflujo y provisto de agitador magnético, se colocaron 1 g (2.89 mmol) del producto 9, 3 g
(40 mmol) de carbonato de litio, 2 g (22 mmol) de bromuro de litio y 14 mL de
dimetilformamida (DMF). La suspensién se agité durante 30 min. Posteriormente se
adicion6 lentamente (gota a gota) una solucién de bromo (0.70 g, 0.22 mL, 4.38 mmol) en
6.02 mL de dioxano. La mezcla se filtr6 al vacio y las sales que quedaron en el filtro se
lavaron con dimetilformamida. Al filtrado se le agregdé 70 mL de una solucién 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 separ6 por filtracion al vacio. El producto 10
se recristaliz6 con metanol. El rendimiento obtenido fue de 75 % (0.74 g, 2.16 mmol).

Férmula Molecular: C;;,H300;

Peso Molecular (uma): 342

Punto de Fusién: 210-213 °C p.f. Lit.: 211-215°C

UV (Amax//nm): 284.02 (C=0 a, B, vy, & insaturado en C4-C5, C6-C7).

IR (Vma//cm™): 3500 (M, -OH en C-17), 1706 (F, C=0 en C-20), 1666 (F, C=O en
C-3), 1617 (D, C=C dieno conjugado en C4-C5, C6-C7).

Masas (m/z): 342 (M * y pico base).

RMN 'H (CDCly/TMS//ppm) &: 6.16 (1H, d, J,=2 Hz, H-6), 5.72 (1H, s, H-4), 5.40
(1H, dd, J;=4 Hz, J»=2 Hz, H-7), 2.31 (3H, s, H-21), 1.22 (3H, d, J=4 Hz, Me en C-16/),
1.18 (3H, s, H-19), 1.16 (3H, s, H-18).
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Preparacién de 17 a-(fenilacetiloxi)-16 f-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1).

HOOC-R
(CF;CO),0
—

A-PTS

e

10 1

En un matraz bola de 5 mL, provisto de agitador magnético, se mezclaron 0.060 g
(0.441 mmol) de 4cido fenilacético, 0.005 g (0.026 mmol) de 4cido p-toluensulfénico como
catalizador y 0.062 mL (0.092 g, 0.438 mmol) de anhidrido trifluoroacético. La mezcla se
agité por dos horas a temperatura ambiente y bajo atmésfera de nitrégeno. Transcurrido
este tiempo se agrego el producto 10 (0.05 g, 0.15 mmol). La mezcla de reaccién se agité
por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente la mezcla de reaccién se neutralizé con una
solucién saturada de bicarbonato de sodio (8.8 g/100 mL), se extrajo con porciones de
cloroformo (20 mL c/u) y se lavé con agua destilada hasta pH neutro. La fase orgénica se
traté con sulfato de sodio anhidro y después se separ6 la sal por filtracién y el disolvente se
evapord a sequedad por destilacién a presion reducida en el rotavapor. El producto 1 se
purificé por cromatografia en capa fina con sistemas de elucién hexano:acetato de etilo
(7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose asi el compuesto 1, como cristales
blancos, con un rendimiento del 49 % (0.033 g, 0.072 mmol).

Férmula Molecular: C30H3604

Peso Molecular (uma): 460

Punto de Fusién: 166-169 °C

UV (Ama//nm): 282.97 (C=0 «, B, v, 8 insaturado en C4-C5, C6-C7). (Espectro 1)

IR (vmad//cm™): 2947 (D, CH3- y CH,-), 1734 (F, COO de éster en C-17 y C=0 de
cetona en C-20), 1661 (F, C=0 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, aromatico monosustituido).
(Espectro 2)
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Masas (m/z): 460 (M *), 281 (pico base). (Espectro 3)

RMN 'H (CDCl3//TMS//ppm) &: 7.29 (5H, m, aromético monosustituido), 6.15 (1H,
dd, J,=10 Hz, J,=2 Hz, H-7), 6.09 (1H, d, J=10 Hz, H-6), 5.72 (1H, s, H-4), 3.67 (2H, s,
COO-CH,-Ph), 1.84 (3H, s, H-21), 1.34 (3H, d, J=7 Hz, Me en C-16/), 1.11 (3H, s, H-19),
0.74 (3H, s, H-18). (Espectro 4)

Los desplazamientos quimicos para cada carbono se determinaron utilizando los
espectros de RMN °C y DEPT (Espectro 5 y 6), los valores fueron asignados utilizando

las tablas de datos espectroscdpicos reportadas en la literatura,*

Tabla 1. RMN "*C (CDCI3//TMS//ppm) 8: (Espectro 5 y 6)

Tipo de
Caitsoiia Asignacion: ppm
CH; C-16’p: 14.84, C-18: 16.29, C-19: 19.70, C-21: 28.11
1° (4
CH, C-11: 20.24, C-15: 32.16, C-12: 33.90, C-1: 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,
¥ 12} C-6: 127.38, C-6’: 128.17, C-5°: 128.68 (2), C-4’: 129.37 (2),
C-7: 140.23
& C-17: 95.61, C-3: 133.17, C-10: 35.96, C-13: 48.64,
4° (8) C-5: 163.24, C=0 del éster: 171.24, C=0 en C-3: 199.46,
C=0 en C-20: 204.10
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Preparacién de 17 a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16 f-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2).

~lOH HOOC-R
(CF,C0),0

A-PTS

F.
’ 0
i0 R=—H,C 2

En un matraz bola de 5 mL, provisto de agitador magnético, se mezclaron 0.068 g
(0.441 mmol) de 4cido 2-fluorofenilacético, 0.005 g (0.026 mmol) de acido
p-toluensulfénico como catalizador y 0.062 mL (0.092 g, 0.438 mmol) de anhidrido

trifluoroacético. La mezcla se agité por dos horas a temperatura ambiente y bajo atmdsfera

CH;

de nitrégeno. Transcurrido este tiempo se agregé el producto 10 (0.05 g, 0.15 mmol). La
mezcla de reaccidén se agitd por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente la mezcla de
reaccién se neutralizé con una solucion saturada de bicarbonato de sodio (8.8 g/100 mL), se
extrajo con porciones de cloroformo (20 mL c/u) y se lavé con agua destilada hasta pH
neutro. La fase orgdnica se traté con sulfato de sodio anhidro y después se separé la sal por
filtracion y el disolvente se evapord a sequedad por destilacién a presion reducida en el
rotavapor. El producto 2 se purificé por cromatografia en capa fina con sistemas de elucién
hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose asi el
compuesto 2, como cristales blancos, con un rendimiento del 46 % (0.032 g, 0.067 mmol).

Férmula Molecular: C3oH3sFOy4

Peso Molecular (uma): 478

Punto de Fusion: 176-178 °C

UV (Amax//nm): 283.99 (C=0 a, B, v, & insaturado en C4-C5, C6-C7). (Espectro 7)

IR (Vmax//cm™): 2946 (D, CHs- y CH,-), 1728 (F, COO de éster en C-17 y C=0 de
cetona en C-20), 1660 (F, C=0 de cetona en C-3), 1617 (M, C=C dieno conjugado en
C4-C5, C6-C7), 1262 (M, C-F), 1230 (M, -COOQO de éster en C-17), 756 (M, aromatico 1,2-
disustituido). (Espectro 8)
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Masas (m/z): 478 (M *), 109 (pico base). (Espectro 9)

RMN 'H (CDCly//TMS//ppm) &: 7.0-7.3 (4H, m, aromético 1,2-disustituido), 6.15
(1H, dd, J;=10 Hz, J,=2 Hz, H-7), 6.09 (1H, d, J=10 Hz, H-6), 5.72 (1H, s, H-4), 3.73 (2H,

dd, J;=6 Hz, J,=1 Hz, COO-CH,-Ph), 1.93 (3H, s, H-21), 1.35 (3H, d, J=7 Hz, Me en
C-16/9), 1.10 (3H, s, H-19), 0.74 (3H, s, H-18). (Espectro 10)

Los desplazamientos quimicos para cada carbono se determinaron utilizando los
espectros de RMN “C y DEPT (Espectro 11 y 12), los valores fueron asignados utilizando

las tablas de datos espectroscopicos reportadas en la literatura.*

9

Tabla 2. RMN "*C (CDCL://TMS//ppm) &: (Espectro 11y 12)

Tipo de
Carbono Asignacion: ppm
CH; C-16’4: 14.79, C-18: 16.29, C-19: 19.69, C-21: 28.17
° @
CH,; C-11: 20.23, C-15: 32.01, C-12: 33.88, C-1: 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-5’: 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-10: 35.94, C-13: 48.72,
4° (8) C-5: 163.37, C=0 del éster: 170.37, C=0 en C-3: 199.58,

C=0 en C-20: 204.15
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Preparacién de 17a-(3-fluorofenilacetiloxi)-16 #metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3).

HOOC-R
(CF,C0),0
—_—
A-PTS

10 e _"’CO 3

En un matraz bola de 5 mL, provisto de agitador magnético, se mezclaron 0.068 g
(0.441 mmol) de 4cido 3-fluorofenilacético, 0.005 g (0.026 mmol) de é&cido
p-toluensulfénico como catalizador y 0.062 mL (0.092 g, 0.438 mmol) de anhidrido

trifluoroacético. La mezcla se agité por dos horas a temperatura ambiente y bajo atmésfera

de nitrégeno. Transcurrido este tiempo se agregé el producto 10 (0.05 g, 0.15 mmol). La
mezcla de reaccidn se agitd por 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente la mezcla de
reaccion se neutralizé con una solucion saturada de bicarbonato de sodio (8.8 g/100 mL), se
extrajo con porciones de cloroformo (20 mL c/u) y se lavé con agua destilada hasta pH
neutro. La fase organica se traté con sulfato de sodio anhidro y después se separ6 la sal por
filtracion y el disolvente se evaporé a sequedad por destilacién a presion reducida en el
rotavapor. El producto 3 se purificé por cromatografia en capa fina con sistemas de elucion
hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose asi el
compuesto 3, como cristales blancos, con un rendimiento del 46 % (0.032 g, 0.067 mmol).

Formula Molecular: C3gH35FO4

Peso Molecular (uma): 478

Punto de Fusién: 180-183 °C

UV (Amay//nm): 284.48 (C=0 «, B, v, 8 insaturado en C4-C5, C6-C7). (Espectro 13)

IR (Vmax//cm™): 2947 (M, CH3- y CH,-), 1729 (F, COO de éster en C-17 y C=0 de
cetona en C-20), 1659 (F, C=0 de cetona en C-3), 1617 (F, C=C dieno conjugado en
C4-C5, C6-C7), 1261 (F, C-F), 1225 (M, -CQOO de éster en C-17), 755 (F) y 685 (D)
(aromatico 1,3-disustituido). (Espectro 14)
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Masas (m/z): 478 (M *), 281 (pico base). (Espectro 15)

RMN 'H (CDCl3//TMS//ppm) &: 7.0-7.3 (4H. m, aromatico 1,3-disustituido), 6.16
(1H, dd, J,=10 Hz, J,=2 Hz, H-7), 6.09 (1H, d, J=9 Hz, H-6), 5.72 (1H, s, H-4), 3.67 (2H, s,
COO-CH,-Ph), 1.86 (3H, s, H-21), 1.35 (3H, d, J=7 Hz, Me en C-16/), 1.11 (3H, s, H-19),
0.75 (3H, s, H-18). (Espectro 16)

Los desplazamientos quimicos para cada carbono se determinaron utilizando los

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

las tablas de datos espectroscopicos reportadas en la literatura,”

Tabla 3. RMN "*C (CDCl3//TMS//ppm) &: (Espectro 17 y 18)

Tipo de
Giibiin Asignacioén: ppm
CH; C-16’f: 14.86, C-18: 16.32, C-19: 19.70, C-21: 28.15
A C))
CH; C-11: 20.27, C-15: 32.23, C-12: 33.91, C-1: 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-77: 128.25, C-7: 130.19, C-5’(C-F): 140.04
C C-17: 95.91, C-3’: 135.38, C-10: 35.97, C-13: 48.72,
4° (8) C-5: 163.15, C=0 del éster: 170.61, C=0 en C-3: 199.43,
C=0 en C-20: 203.85
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ETAPA B) EVALUACION FARMACOLOGICA

Generalidades

La actividad bioldgica (in vive e in vitro) de los esteroides sintetizados 1, 2 y 3 se
determind mediante dos pruebas:
1) Determinacion del peso (mg) de la prostata.

2) Transformacién de la T a DHT en homogeneizados de préstata.

Para el desarrollo de los experimentos se emplearon hdmsteres machos adultos de la
cepa Syriam Golden con un peso entre 150-200 g, gonadectomizados 30 dias antes del
estudio. Los animales se mantuvieron en condiciones de bioterio, a una temperatura
controlada de 22 °C, con comida y agua ad libitum, y periodos de luz y oscuridad de 12

horas.

Los equipos empleados en los estudios fueron:

e Para medir la radiactividad, un contador de centelleo Liquid Scientillation Analyzer,
modelo Tricards 2100 TR-Packard con impresora Panasonic Quiet KX-P3123.

e Una incubadora modelo BMR-18/25.

e Una centrifuga modelo Allegra 6R Centrifuge Beckman.

e Micropipetas electronicas, Advanced electronic pipette Rainin modelo Edp 3, con
capacidad para 10 pL, 100 pL y 1000 pL.

e Una lampara UV A =254 nm.

Los reactivos empleados en los estudios fueron:

e Compuestos: 1,2y 3. o Dihidrotestosterona tritiada [*H]DHT.

¢ Cromatofolios de gel de silice e Diclorometano (CH,Cl).

60F 254 Merck. e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA).
e Treo-1,4-dimercapto-2,3- o Eter.

butanodiol (ditiotreitol DTT). e Glicerol.
e Dihidrotestosterona (II). e HCI-Tris (Trisma Hydrochloride).
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Liquido de centelleo Ultima Gold.
Molibdato de sodio.

NADPH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotido Fosfato).

Sacarosa.

Solucién amortiguadora de fosfatos
pH 6.5y pH 7.0.

Testosterona (I).

Testosterona tritiada [*H]T.

Aceite de sésamo (ajonjoli).

e Finasterida (III).

Experimento in vivo: Efecto de los compuestos 1, 2 y 3 sobre el peso de la préstata de
hamster.”’ ™

Este ensayo biolégico se fundamenta en el hecho de que la enzima So-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 interactia con el receptor androgénico
provocard una disminucién en el peso de la prostata debido a la disminucién en la
concentracion de dihidrotestosterona (II) o a la obstruccion de los receptores androgénicos

para este metabolito.

Para realizar este bioensayo se utilizaron seis grupos de cuatro hamsteres cada uno,
con diferentes tratamientos. A cada uno de los animales de los diversos grupos, se les
administraron por via subcutdnea 200 pg de testosterona (I) y 1 mg de cada uno de los
esteroides (1, 2 y 3) disueltos en aceite de sésamo (ajonjoli) como vehiculo. Se aplicaron
inyecciones diarias por un periodo de seis dias. Se utilizaron tres grupos de animales como
controles:

¢ el primero de ellos se traté inicamente con vehiculo,
¢ ¢l segundo con una solucién oleosa de testosterona (I) y
o ¢l tercero se tratd con una solucion oleosa de testosterona (I) mads una solucién

oleosa conteniendo finasterida (I1I).

Después de seis dias, los animales fueron sacrificados anestesidndolos con éter y se
obtuvieron las prostatas, las cuales fueron pesadas posteriormente. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 4 (pagina 50) y la Figura 3 (pagina 51).
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Experimento in vitro: Efecto de los compuestos 1, 2 y 3 sobre la transformacion de la
testosterona (I) a dihidrotestosterona (II) en homogeneizados de ]:brést:alta.sc"52
Este experimento consiste en la inhibicion de la actividad de la enzima 5a-reductasa

presente en la fraccion microsomal de prostata de hamster a pH 7.0.

Obtencién de la fraccién microsomal de préstata

Se sacrificaron 50 hamsteres macho con aproximadamente 72 horas de castracion.
Se separaron las prostatas, los tejidos se limpiaron perfectamente de grasa y se pesaron. Los
tejidos se homogeneizaron con una mezcla que contenia: 20 mM de HCI-Tris
[NH,C(CH,OH);-HCI], 1.5 mM de EDTA, 20 mM de molibdato de sodio y 10% de

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

El tejido homogeneizado se centrifugé a 140,000 rpm durante 1 hora a 2 °C.
Posteriormente se separé la fracciéon microsomal para ser resuspendida en 3 volimenes de
medio A (0.32 M de sacarosa, 0.1 mM de ditiotreitol y solucién amortiguadora de fosfatos

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

Con la fracciéon microsomal de préstata previamente obtenida, se realizé un estudio

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

sobre la enzima Sa-reductasa.

Para realizar este bioensayo los esteroides a evaluar (1, 2 y 3) fueron incubados en
presencia de 250 pg de proteina de microsomas de prostata y una mezcla de incubacion que
contenia: 2 nM de testosterona tritiada [*H]T, 2 mM de NADPH, 1 mM de ditiotreitol y una
solucién amortiguadora de fosfatos 40 mM a pH 7. El bioensayo se incubd durante 1 hora a

una temperatura de 37 °C con agitacién constante.

Ademas se prepar6 un control que contenia fraccién microsomal y mezcla de
incubacién sin inhibidor el cual corresponde al 100 % de conversién. La incubacién
terminé con la adicién de CH>Cl,, para después realizar extracciones sucesivas a la mezcla

de reaccién con el mismo disolvente. La separaciéon de los productos tritiados, PHIT y
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[’H]DHT, se realizé por C.C.F. en un sistema de clusion 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 r.f. de dihidrotestosterona es 0.67) y midiendo la radiactividad en
la region correspondiente a [PHJDHT (producto obtenido por la transformacién de [*H]T en

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

(pagina 52).
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CAPITULO V

DISCUSION Y RESULTADOS



DISCUSION Y RESULTADOS
ETAPA A) SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS

La preparacion de los derivados esteroidales propuestos en este trabajo se llevo a

cabo considerando el esquema de sintesis que se muestra:

’ ) ) 0/?
OH
. Ho/\/
il CH(OC(Hy);
O, }9 AQO-By e "
o AsOy . APTS 7
A’ AD

HO
4 5 6 Ady
p

Cul, THF

CHM¢CI

[4) L QOH wiQH

Acctona
CH; “—ApTS

HO

39



Caracterizacion de la materia prima. Acetato de 16-Deshidropregnenolona (4).

AcO

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

espectroscopicas, las cuales coinciden con las descritas en la literatura.**

Preparacién de 162,17 a-epoxi-3 f-hidroxipregn-5-en-20-ona (5).

44,48

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

o

]

"'l’lI/

H,0,
NaOH

AcO

La insercién de un oxigeno en la molécula implicéd la epoxidacién de la doble
ligadura en C16-C17. Se utiliz6 peroxido de hidrégeno al 30 % en un medio basico. La
adicién nucleofilica (tipo Michael) del anién hidroperoxido sobre la ligadura en C-16 se vio
favorecida por la conjugacion con la cetona en C-20. El compuesto obtenido S se aisl6é con
un rendimiento del 89 % y se caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscdpicas, las

cuales coinciden con las descritas en la literatura.
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Preparacion de 3 f-acetoxi-16 a,17 a-epoxipregn-5-en-20-ona (6).

44,48

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

Ac,0-Py

El siguiente paso en la sintesis fue la acetilacion del alcohol en C-3 con anhidrido
acético y piridina. El derivado acetilado 6 se obtuvo con un rendimiento del 91 %. Se
caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscopicas, las cuales coinciden con las

descritas en la literatura.

Preparacién de acetato de 16,17 a-epoxi-20-etilendioxipregn-5-en-3 3-ol (7).

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

o

CH(OCH ,);
A-PTS

""”I/

AcO AcO

La sintesis del derivado etilendioxi 7 se llevé a cabo empleando etilenglicol,
ortoformiato de metilo y dcido p-toluensulfénico (A-PTS) como catalizador. El producto 7
se obtuvo con un rendimiento del 79 %. Se caracteriz6 por sus constantes fisicas y

espectroscopicas, las cuales coinciden con las descritas en la literatura.
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Preparacion de 20-etilendioxi-16 /-metilpregn-5-en-3 5,17 a-diol (8).

La sintesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura, ***®

@

(0]
LlQH
CH;MgCl
—_—
Cul, THF CH,
HO
7 8

El siguiente paso de la sintesis fue la apertura del anillo de oxirano, via un
mecanismo de sustitucién nucleofilica bimolecular (Sn2). El esta reacciéon se plante6 la
insercion en C-164 de un grupo metilo, empleando cloruro de metilmagnesio y yoduro de
cobre como catalizador. Se logré mejorar el tiempo de reaccién, se encontré que fue de 26
horas de reflujo, en lugar de 5 dias de reflujo, como anteriormente se habia reportado. El
producto 8 se obtuvo con un rendimiento del 66 %. Se caracterizd por sus constantes fisicas

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

Preparacion de 35,17 a-dihidroxi-16 S-metilpregn-5-en-20-ona (9).

. . . 5% . " 4448
La sintesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura.

o/>
(0]
LolQOH

~MOQH

Acetona

CH; A-PTS CH;

HO HO
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En el siguiente paso se regenerd el grupo carbonilo en C-20 mediante una reaccion
de transcetalizacion en medio acido. Se utiliz acido p-toluensulfénico (catalizador) en
acetona a temperatura ambiente. El producto 9 se obtuvo con un rendimiento del 91 %. Se
caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscopicas, las cuales coinciden con las

descritas en la literatura.

Preparacion de 17 o-hidroxi-16 /metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (10).

La sintesis de este compuesto se hizo con la técnica descrita en la literatura,**®

~OH ~MOH
g Br,/Dioxano N !
CH, Li,CO; , LiBr CH,
DMF
(0)
9 10

La formacion del sistema 4,6-pregnadien-3-ona en el compuesto 10, se llevé a cabo
al hacer reaccionar al compuesto 9 con bromo, carbonato de litio, bromuro de litio y
dimetilformamida (DMF). En esta reaccion se logro reducir la cantidad de bromo reportada
en la literatura, obteniéndose un mejor rendimiento. El producto 10 se obtuvo con un
rendimiento del 75 %. Se caracterizé por sus constantes fisicas y espectroscopicas, las

cuales coinciden con las descritas en la literatura.

43



Preparacion de 17 o-(fenilacetiloxi)-16 S-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1).

HOOC-R
(CF;C0),0
—_—

A-PTS

o _H2C~©

10 1

El siguiente paso fue la esterificacién del alcohol en C-17 para obtener el compuesto
1. La reaccién se llevé a cabo con acido fenilacético, acido p-toluensulfénico como
catalizador y anhidrido trifluoroacético. En el primer paso se form¢ el anhidrido mixto que
reaccion6 con el alcohol en C-17 del compuesto 10, dando como resultado el compuesto 1.
El producto 1 se purificé por cromatografia en placa preparativa con sistemas de elucién
hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose asi el

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

El sistema dieno en el producto 1, se verificé utilizando espectroscopia de UV. En el
especto se observé un maximo de absorcién a 282.97 nm correspondiente al C=0 a, B, y, &

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

En el espectro de infrarrojo del compuesto 1 (Espectro 2) se observé una sefial en
1734 cm™ correspondiente al carbonilo del éster en C-17 y al carbonilo de cetona en C-20.
La sefial en 1661 cm™ se asign6 al carbonilo en C-3. La sefial en 1618 cm™ corresponde al
dieno conjugado en C4-C5, C6-C7. La sefial en 719 cm™ corresponde a la parte del
compuesto aromatico monosustituido, que se generd por la esterificacion con 4cido

fenilacético.

El espectro de masas (Espectro 3) mostré en 460 m/z una sefial que corresponde al
M * (ion molecular). El pico base se observé en 281 m/z se generd por la perdida de

[Ph-CH,-COO]" y [MeCO]" a partir del ion molecular. La sefial en 91 m/z corresponde al

ion tropilio.
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El espectro de RMN de 'H (Espectro 4) presenté una sefial multiple en 7.29 ppm
que se asignoé a los protones aromaticos. También se observo una sefial doble de dobles en
6.15 ppm correspondiente a H-7 y una sefial doble en 6.09 ppm que corresponde a H-6. La
sefial simple en 5.72 ppm corresponde a H-4. Una sefial simple en 3.67 ppm, la cual integra
para dos protones, corresponde a H-2’ (COO-CH,-Ph). La sefial doble en 1.34 ppm se
asigno al metilo en C-16/. También se observaron tres sefiales 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 quimicos para cada carbono se determinaron utilizando los
espectros de RMN °C y DEPT (Espectro 5 y 6), los valores fueron asignados utilizando

las tablas de datos espectroscopicos reportadas en la literatura.*

En los espectros de RMN de "°C (Espectro 5 y 6) se presentd una sefial en 14.84
ppm que corresponde al metilo en C-164. Se observaron tres sefiales en 16.29, 19.70 y
28.11 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente. Una
sefial en 42.07 ppm, la cual corresponde a C-2’ (COO-CH,-Ph). También se observé
una seflal en 123.88 ppm corresponde a C-4 y una sefial en 127.38 ppm que
corresponde a C-6. La sefial en 140.23 ppm correspondiente a C-7. Las sefiales en
128.17 (1C), 128.68 (2C) y 129.37 (2C) ppm corresponden a C-6’, C-5’ y C-4’ (los
carbonos de la parte aromatica del compuesto), respectivamente. La sefial en 133.17
ppm corresponde a C-3° (C-ipso). También se observan tres sefiales que fueron
asignadas a los carbonos de los carbonilos, la sefial en 171.24 ppm corresponde al C=0
del éster, la sefial en 199.46 ppm corresponde al C=0 en C-3 y la sefial de 204.10 ppm
se asigno al C=0 en C-20.
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Preparacién de 17 a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16 f-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2).

HOOC-R
(CF;C0),0
—_—

A-PTS

10 k= _“’C@ 2

Se llevo a cabo la esterificacion del alcohol en C-17 para obtener el compuesto 2. La

reaccion se llevé a cabo con acido 2-fluorofenilacético, acido p-toluensulfénico como
catalizador y anhidrido trifluoroacético. En el primer paso se formo6 el anhidrido mixto que
reacciond con el alcohol en C-17 del compuesto 10, dando como resultado el compuesto 2,
el cual se purificdé por cromatografia en placa preparativa con sistemas de elucién
hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose asi el

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

El sistema dieno en el producto 2, se verificé utilizando espectroscopia de UV. En el
especto se observd un méximo de absorcion a 283.99 nm correspondiente al C=0 «, B, v, &

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

En el espectro de infrarrojo del compuesto 2 (Espectro 8) se observd una sefial en
1728 cm™ correspondiente al carbonilo del éster en C-17 y al carbonilo de cetona en C-20.
La sefial en 1660 cm™ se asigné al carbonilo en C-3. La sefial en 1617 cm™ corresponde al
dieno conjugado en C4-C5, C6-C7. La sefial en 1262 cm™! se asigno a la vibracién C-F. La
sefial en 756 cm™ corresponde a la parte del compuesto aromético 1,2-disustituido, el cual

se generd debido a la esterificacion con acido 2-fluorofenilacético.

El espectro de masas (Espectro 9) mostr6é en 478 m/z una sefial que corresponde al
M * (ion molecular). El pico base se observé en 109 m/z y corresponde a la perdida de
[F-Ph-CH,]". La sefial en 281 m/z se generé por la perdida de [F-Ph-CH,-COO]" y
[MeCO]" a partir del ion molecular.
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El espectro de RMN de 'H (Espectro 10) present6 una sefial multiple en 7.0-7.3

ppm que se asign6 a los protones aromaticos. También se observd una sefial doble de

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

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

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

en 1.35 ppm se asignd al metilo en C-164. También se observaron tres sefiales simples en

1.93, 1.10 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 quimicos para cada carbono se determinaron utilizando los

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

las tablas de datos espectroscopicos reportadas en la literatura.*

En los espectros de RMN de "*C (Espectro 11 y 12) se presentd una sefial en
14.79 ppm que corresponde al metilo en C-164. Se observaron tres sefiales en 16.29,
19.69 y 28.17 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente.
Una sefial en 35.46 ppm, la cual corresponde a C-2° (COO-CH,-Ph). También se
observé una sefial en 124.28 ppm corresponde a C-4 y una sefial en 128.14 ppm que
corresponde a C-6. La sefial en 131.46 ppm correspondiente a C-7. Las sefiales 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 aromatica del compuesto), respectivamente. La
sefial en 120.98 ppm corresponde a C-3’ (C-ipso). Asi mismo, se observan tres sefiales
que fueron asignadas a los carbonos de los carbonilos, la sefial en 170.37 ppm
corresponden al C=0 del éster, la sefial en 199.58 ppm corresponde al C=O en C-3 y la

sefial de 204.15 ppm se asigno6 al C=0 en C-20.
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Preparacion de 17 a-(3-fluorofenilacetiloxi)-16 /-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3).

HOOC-R
(CF;C0),0

A-PTS

10 3

Se llevo a cabo la esterificacion del alcohol en C-17 para obtener el compuesto 3. La

reaccion se llevé a cabo con 4cido 3-fluorofenilacético, acido p-toluensulfénico como
catalizador y anhidrido trifluoroacético. En el primer paso se formo el anhidrido mixto que
reacciono con el alcohol en C-17 del compuesto 10, dando como resultado el compuesto 3,
el cual se purific6 por cromatografia en placa preparativa con sistemas de elucién
hexano:acetato de etilo (7:3, 8:2 y 9:1) %v/v, sucesivamente, obteniéndose asi el

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

El sistema dieno en el producto 3, se verificé utilizando espectroscopia de UV. En el
especto se observd un maximo de absorcién a 284.48 correspondiente al C=0O a, B, v, &

insaturado en C4-C5, C6-C7. (Espectro 13)

En el espectro de infrarrojo del compuesto 3 (Espectro 14) se observé una sefial en
1729 cm™ correspondiente al carbonilo del éster en C-17 y al carbonilo de cetona en C-20.
La sefial en 1659 cm™ se asigné al carbonilo en C-3. La sefial en 1617 cm” corresponde al
dieno conjugado en C4-C5, C6-C7. La seiial en 1261 cm™ se asigné a la vibracién C-F. La

! corresponden a la parte del

sefial intensa en 755 cm™” y la sefial débil en 685 cm’
compuesto aromatico 1,3-disustituido, el cual se generd debido a la esterificacién con 4cido

3-fluorofenilacético.
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El espectro de masas (Espectro 15) mostré en 478 m/z una sefial que corresponde al
M* (ion molecular). El pico base se observd en 281 m/z se generd por la perdida de
[F-Ph-CH,-COO]" y [MeCO]" a partir del ion molecular. La sefial en 109 m/z corresponde
a la perdida de [F-Ph-CH,]".

El espectro de RMN de 'H (Espectro 16) present6 una sefial multiple en 7.0-7.3
ppm que se asigné a los protones aromaticos. También se observé una sefial doble de
dobles en 6.16 ppm correspondiente a H-7 y una sefial doble en 6.09 ppm que corresponde
a H-6.. La sefial simple en 5.72 ppm corresponde a H-4. Una sefial en 3.67 ppm, la cual
integra para dos protones, corresponde a H-2’ (COO-CH,-Ph). La sefial doble en 1.35 ppm
se asignd al metilo en C-164. También se observaron tres sefiales 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 quimicos para cada carbono se determinaron utilizando los
espectros de RMN *C y DEPT (Espectro 17 y 18), los valores fueron asignados utilizando

las tablas de datos espectroscopicos reportadas en la literatura.*

En los espectros de RMN de *C (Espectro 17 y 18) se present6 una sefial en
14.86 ppm que corresponde al metilo en C-164. Se observaron tres sefiales en 16.32,
19.70 y 28.15 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19 y C-21 respectivamente.
Una seflal en 41.68 ppm, la cual corresponde a C-2° (COO-CH,-Ph). También se
observd una sefial en 123.94 ppm corresponde a C-4 y una sefial en 125.09 ppm que
corresponde a C-6. La sefial en 130.19 ppm correspondiente a C-7. Las sefiales en
114.27, 114.54, 116.64, 128.25 y 140.04 ppm corresponden a C-6’, C-4’, C-8’, C-7’ y
C-5’(C-F) (los carbonos de la parte aromatica del compuesto), respectivamente. La
sefial en 135.38 ppm corresponde a C-3’ (C-ipso). También se observan tres sefiales
que fueron asignadas a los carbonos de los carbonilos, la sefial en 170.61 ppm
corresponden al C=0 del éster, la sefial en 199.43 ppm corresponde al C=O en C-3 y la

sefial de 203.85 ppm se asigné al C=0 en C-20.
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ETAPA B) EVALUACION FARMACOLOGICA

En la segunda parte de este trabajo se realiz6 la evaluacién bioldgica de los

compuestos 1, 2 y 3, tomando como estandar la finasterida (III).

La actividad bioldgica de los esteroides sintetizados 1, 2 y 3 se determiné a través
de dos pruebas:
1) Determinacion del peso (mg) de la prostata.

2) Transformacion de la T a DHT en homogeneizados de prostata.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de las ensayos bioldgicos

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 prostata de
hamster.

: ., 5 - g 7 .52
Este bioensayo se realizé mediante la técnica descrita en la literatura.”

Tabla 4. Efecto de los esteroides sobre el peso de la prostata de hamster

Grupo Tratamiento Peso de la préstata (mg)
1 Vehiculo (V) 394+ 10
2 Testosterona (T) 85.7+8
3 T + Finasterida 59.3%8
+ T + compuesto 1 5423
5 T + compuesto 2 56.5+11
6 T + compuesto 3 593 %12
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Figura 3. Efecto de los compuestos 1,2 y 3 sobre el peso

de la prostata de hamster

Después de la castracion, el peso de la prostata decrece significativamente con
respecto a la prostata de los animales enteros.> Los resultados mostrados en la Tabla 4 y la
gréafica de la Figura 3 indican que el tratamiento diario, durante seis dias, con inyecciones
de testosterona (I) a los animales gonadectomizados regenero el peso de la prostata hasta
85.7 mg, mientras que en los animales tratados con testosterona (I) + el estandar finasterida

(IIT) disminuy? el peso de la prostata hasta 59.3 mg tal y como se esperaba.

Como se puede observar en la grafica de la Figura 3, los compuestos 1, 2 y 3
(disminuyen el peso de la préstata a 54.2, 56.5 y 59.3 mg, respectivamente) por lo que
presentan actividad biolégica comparable con el estandar finasterida (disminuye el peso de
la prostata a 59.3 mg), sin embargo, con esta prueba no es posible concluir que algin
compuesto sea mejor ya que los resultados no son estadisticamente significativos (p>0.05).
En este bioensayo los compuestos 1, 2 y 3 resultaron ser iguales al estandar finasterida (III)

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 transformacion de la
testosterona (I) a dihidrotestosterona (II) en homogeneizados de préstata.

Este bioensayo se realizé mediante la técnica descrita en la literatura.’*>2

Tabla 5. Inhibicion de la enzima So-reductasa

Compuesto **ICsg
Finasterida (IIT) 8.5 nM
Compuesto 1 1.2 nM
Compuesto 2 0.15 mM
Compuesto 3 0.25 mM

** ICso: Concentracion que inhibe el 50 % de la actividad de la enzima

Los resultados obtenidos del ensayo in vitro para la inhibicién de la actividad de la
enzima So-reductasa presente en la fraccién microsomal de préstata de hdmster 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 ICsy de 0.15 mM y de 0.25 mM, respectivamente,
mientras que el estandar finasterida (III) muestra una ICso de 8.5 nM. Sin embargo el
compuesto 1 resultd ser un potente inhibidor de la enzima Sa-reductasa tipo II, ain mejor

que el estandar finasterida (III) ya que presenta una ICsy de 1.2 nM.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

» Se logro efectuar la sintesis, purificacién e identificacién de los nuevos esteroides
(Figura 2, pagina 20):
o 17a-(fenilacetiloxi)-16-metilpregna-4,6-dien-3,20-diona (1)
o 17a-(2-fluorofenilacetiloxi)-16 fmetilpregna-4,6-dien-3,20-diona (2)
o 1 7a—(3-ﬂuorofenilacetiloki)- 16 fmetilpregna-4,6-dien-3,20-diona (3)

> Se determind la actividad biologica (in vivo e in vitro) de los nuevos esteroides
sintetizados 1, 2 y 3 mediante dos pruebas:
1) Determinacion del peso (mg) de la prostata.
2) Transformacién de testosterona (I) a dihidrotestosterona (II) en

homogeneizados de prostata.

En el ensayo in vivo, de la determinacion del peso de la prostata, los compuestos 1,
2 y 3 resultaron ser iguales al estandar finasterida (III) porque no existe diferencia

significativa en los resultados (p>0.05).

En la prueba in vitro, de la inhibicion de la actividad de la enzima Sa-reductasa, el
compuesto 1 mostré mayor actividad como inhibidor de la enzima Sa-reductasa que el
estandar finasterida (III), ya que presenté una ICsy de 1.2 nM, la cual es mucho menor
comparado con 8.5 nM de la finasterida (III). Esto indica que el compuesto 1 es

aproximadamente 7.08 veces mas activo que el estandar finasterida (III).

Los compuestos 2 y 3 no se comportan como inhibidores de la enzima Sa-reductasa.
Sin embargo, el hecho se que los compuestos 2 y 3 presentaran disminucion en el peso de
la prostata indica que su accién androgénica puede atribuirse a la modificacion del eje
hipotalamo-hipofisis-gldndula, inhibiendo la sintesis de andrégenos endégenos o a un

posible antogonismo con el receptor androgénico.
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