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1. INTRODUCCION

El cancer de la prostata es la segunda neoplasia diagnosticada, solo detrés del cancer
de piel y es la segunda causa de muerte por cancer en la poblaciéon masculina. Este mal
surge cuando las células comienzan a multiplicarse sin ningun control y de manera
progresiva hasta llegar a la formacion de un tumor, si este tumor no invade los tejidos
vecinos y queda circunscrito se forma un tumor benigno. Si el tumor invade tanto los
tejidos vecinos como los que se encuentran a distancia (metéstasis) entonces se forma un
tumor maligno 6 cancer (1).

Estos padecimientos, estdn relacionados con una serie de factores etiolodgicos en
comun como: la Alimentacion, la Raza, la Edad, los Factores Hereditarios y los Factores
Hormonales (2). Los Factores Hormonales son los que se consideran mas importantes, ya
que los androgenos son hormonas esteroidales responsables de regular la fisiologia sexual
de varén promoviendo y manteniendo las caracteristicas sexuales.

El androgeno predominante en la circulacion sanguinea es la testosterona (T), sin
embargo el andrégeno activo es la dihidrotestosterona (DHT),(3) La transformacion
de la testosterona (T) endogena a su metabolito DHT se lleva a cabo en la presencia de la
enzima So-reductasa y el cofactor NADHP. La DHT es un potente androgeno que se
relaciona con diversos padecimientos como el acné, la hiperplasia protatica benigna y el

cancer prostatico.

OH

(T) Testosterona (DHT) 5a-Dihidrotestosterona

Fig. 1. Andrégenos de mayor Importancia.



Los tratamientos que actualmente se utilizan para el control de estos padecimientos
van desde la radiacién y la cirugia, empleados principalmente para eliminar el cancer local,
las dietas bajas en colesterol (ya que es precursor de hormonas como la T y la DHT), la
Terapia Hormonal (utilizando compuestos esteroidales), aunque estos presentan efectos
secundarios importantes como, incontinencia, lesion intestinal, impotencia sexual y efectos
propios de la radiacion (4).

Con base en lo anterior, la inhibicion de la sintesis de los metabolitos, activos de los
androgenos, constituye una opcion, para el tratamiento de la HPB y el Cancer de Prostata.

Actualmente se dispone de compuestos sintéticos para inhibir la accion andrégenica
de la T y la DHT, uno de ellos es la finasterida (fig. 2). Cuyo nombre comercial es Proscar,
es un farmaco que inhibe la actividad de la enzima Sa-reductasa tipo 2 que se encuentra

presente en la prostata (4).

(H,C),-C-HN

Finasterida
Fig. 2. Inhibidor Esteroidal de la Enzima 5o-reductasa

Por lo anterior el presente trabajo consiste en la sintesis, caracterizacion y
evaluacion bioldgica de dos compuestos con actividad antiandrogénica potencial.
Los compuestos son:
(A-6) el 3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona

y (A-7) el 3,B-(ciclohexanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona



Para la sintesis de los compuestos de interés se utilizd como materia prima el acetato
de 16-dehidropegnenolona por su disponibilidad comercial y por la presencia de las
funciones quimicas necesarias.

Los esteroides se caracterizaron por sus propiedades fisicas (p.f.) y espectroscopicas
(IR, RMN'H, RMN"C y EM-IE) y se evaluaron en prostata de cadaver humano en la

transformacion T a DHT (in vitro).

A-6 A-7

Fig. 3 Estructura de los compuestos esteroidales a sintetizar.



2. ANTECEDENTES.

2.1 La Prostata.
La proéstata es un 6rgano que se encuentra debajo de la vejiga de varén, rodeando la

uretra. El tamafio normal de la prostata es el de una nuez, el tamafio puede variar conforme
avanza la edad y sobre todo cuando se alcanzan los 50 afios.

La proéstata tiene dos funciones, una es en el control urinario, que ayuda a controlar
la velocidad con la que sale la orina y la otra funcion es su participacion en la vida sexual,
ya que se encarga de secretar liquido a la uretra durante la eyaculacion para la motilidad del
esperma en la uretra y constituye la tercera parte del fluido seminal, dando a este su
apariencia blanquecina. (3,4)

2.2 Hiperplasia Prostatica Benigna.

La Hiperplasia prostatica benigna (HPB), se caracteriza por un agrandamiento
anormal de la prostata y la formacion de nodulos que no corresponde al Céancer (1,5). Puede
aparecer clinicamente desde los 50 afios y ya cercanos a los 70 afios el 70% de los hombres
lo presentan. Solo en algunos pacientes producen sintomas derivados de la compresion del
conducto de salida de la orina (uretra prostatica) y del mayor esfuerzo que debe hacer la
vejiga para lograr la miccion (6).

El presentar un crecimiento prostatico debe ser evaluado para determinar el grado de
obstruccién y las posibles complicaciones que se producen por la dificultad en el
vaciamiento vesical. Existen multiples alternativas terapéuticas que varian debido a que
cada caso es distinto. Es la evaluacion individual la que determina cual es la mejor opcion

para cada paciente (6).



2.3 Cancer de Prostata.
En los ultimos afos, ha habido un incremento significativo en el uso de pruebas de

exploracion del cancer de prostata y con ello el diagnostico de la enfermedad. Cuando se
utiliza el término CANCER es para agrupar aproximadamente 200 enfermedades que se
caracterizan por crecimiento anormal de las células, situacion que es transmitida a células
hijas que se manifiesta por una reduccion del control de crecimiento y la funcion celular
(1,5,7). Por lo tanto este mal surge cuando las células comienzan a multiplicarse sin ninglin
control y de manera progresiva hasta llegar a la formacién de un tumor, si este tumor no
invade los tejidos vecinos y queda circunscrito se forma un tumor benigno. Si el tumor
invade tanto los tejidos vecinos como los que se encuentran a distancia (metéstasis)
entonces se forma un tumor maligno 6 céncer. Cuando existe metéstasis invade 6rganos
vecinos, huesos y ganglios linfaticos entre otros. (7, 8)

En su estado inicial el cancer de préstata puede no producir signos o sintomas.
Segun crece el tumor puede presentarse lo siguientes (6):
Dificultad al comenzar o terminar de orinar.
Fuerza reducida del chorro de la orina.
Goteo al final de la miccion.
Miccioén dolorosa o con ardor.
Orinar poca cantidad cada vez y frecuentemente, especialmente por la noche.
Eyaculacion dolorosa.

Sangre en la orina.

YV V Vv V¥V V¥V VY VYV V

Incapacidad para orinar.



» Dolor continuo en parte baja de la espalda, en la pelvis, o en la zona superior de los
muslos.

Las células del carcinoma prostatico, al igual que las células glandulares prostaticas
normales, dependen en su desarrollo con una serie de factores en comtn que a continuacién
se describen (8).

La alimentacion. Existen estudios que nos sugieren balancear nuestra alimentacion
por que con esto, podemos prevenir 6 combatir padecimientos y enfermedades, pero poco
se menciona que también nos ayuda a combatir el cancer de prostata. Trabajos recientes
sugieren que la ingesta adecuada en nuestra dieta diaria de vitamina E, licopenos,
carotenos, selenio, frutas y verduras con alto contenido de fructuosa, aunado a la
disminucién de la ingesta de grasas de origen animal y alimentos como la leche y sus
derivados, que tienen alto contenido de calcio, reducen la incidencia de padecer el cancer
de prostata (9,10,11).

La raza. El riesgo de padecer cancer de prostata es mucho mayor en hombres de
raza negra con respecto a los blancos y asiaticos (5,2).

La edad. El agrandamiento de la prostata es un trastorno que presenta una de cada
tres individuos de mas de 60 afios de edad en los que el 6rgano incrementa su tamafio de
dos a cuatro veces en relacion al tamafio normal (5,12).

Factores Hereditarios. El riesgo de padecer el cancer de prostata es alto o se
duplica cuando se tienen algun familiar de primera generacion (padres 6 hermanos), con
este padecimiento. El riesgo es mayor aun si se tiene mas de un familiar con este
padecimiento, en especial si se detecta en familiares jovenes (2,13).

Factores Hormonales. Este tipo de factores son los que se consideran mas

importantes, ya que los andrégenos son hormonas esteroidales responsables de regular la



fisiologia sexual de varon promoviendo y manteniendo las caracteristicas sexuales
primarias y secundarias, el andrégeno predominante en la circulacion sanguinea es la
testosterona (T), sin embargo el androgeno activo es la dihidrotestosterona (DHT) (3),
aunado que con la edad en el varon aumentan los niveles de estradiol (hormona sexual

femenina) y juntos aumentan el riesgo de padecer el cancer de prostata. (2)

2.4 Tratamientos para el Cancer de Prostata e HPB.
Algunos de los métodos disponibles para el tratamiento del cancer de prostata se

encuentran la prostectomia, la orquiectomia bilateral (extirpacion de testiculos en donde se
sintetiza el 95% de la testosterona enddgena), tratamientos con laser como el ILC
(Interstitial Laser Coagulation), terapias con microondas como TUMT (Transurethal
Microwave Therapy of Prostate) y las terapias hormonales utilizando agonistas
androgénicos (agentes esteroidales y no esteroidales), que actian al reducir 6 modificar la
produccion de andrégenos a través de la inhibicion de la Hormona liberadora Luteinizante
6 por la inhibicion de la enzima Sa-reductasa responsable de la conversion testosterona a
dihidrotestosterona ¢ bien, con la competencia antagonista por el receptor androgénico,
entre otros métodos. La eleccion de la terapia es influenciada por la etapa de la enfermedad
en que se encuentre el individuo, asi como la edad, condicion fisica y respuesta al

tratamiento (4).

2.5 Esteroides.
La mayoria de los esteroides actian como hormonas, mensajeros quimicos

secretados por las glandulas y transportadas por la corriente sanguinea a los tejidos blanco o



efectores. Los esteroides tienen dos funciones principales; 1) Es la de hormonas sexuales,
que controlan la maduracion sexual y la reproduccion y 2) La de hormonas
adrenocorticales, que regulan una gran cantidad de procesos metabodlicos (14).

Los esteroides son lipidos derivados del colesterol que contienen en su estructura
base, el nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno (fig. 4, pag. 8), que se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza, tanto en el reino vegetal como en el reino animal.
(15,16). La estructura de los esteroides, la forman cuatro anillos de carbonos (A, B, C, D)
comenzando en el extremo inferior izquierdo, numerando los atomos de carbono por el
anillo A. Los esteroides se diferencian entre si por el nimero y localizacion de

sustituyentes (17).

Ciclopentanoperhidrofenantreno

Figura 4. Numeracion de un Esteroide.

2.5.1 Clasificacion de los Esteroides.
Los esteroides se clasifican considerando su estructura quimica. Por lo general se

encuentran sustituidos en C-10 y C-13 por un metilo y por un grupo oxhidrilo o carbonilo

en C-3. Para nombrarlos se toma en cuenta la cadena que presentan en la posicion C-17

(fig. 5, pag. 9)(17).



Figura 5. Clasificacion de los esteroides.

Colano

Colestano

2.5.2 Efectos fisiologicos de los esteroides.
Las hormonas

glucocorticoides, mineralocorticoides, androgenos y estrogenos. Los efectos fisiologicos

varian de un compuesto a otro, su funcion va desde vitamina hasta hormonas sexuales (6).

esteroidales se agrupan en 5 categorias: progestagenos,

En la tabla 1. Se presentan algunos ejemplos.

Tabla 1. Efectos fisiologicos de los esteroides.

Esteroide Efecto Fisiologico
P Posee multiples funciones para el control
oH o .
o del metabolismo de las proteinas, de los
CH,
carbohidratos y de los lipidos, tal como la
o
Cortisol aldosterona, que es un corticoide.




Principal 4cido biliar sintetizado en el
higado, secretado en forma de conjugado de

glicina o taurina a la vesicula biliar.

Precursor de las hormonas esteroidales y
de los 4cidos biliares. Se encuentra en casi
todos los tejidos de los vertebrados y es el
principal constituyente de los célculos o

piedras biliares.

Hormona Estrogénica mas importante de

la mujer, es secretada por los ovarios.

Hormona que es secretada durante el
embarazo por el cuerpo luteo. Es el
progestageno mas abundante y es precursor

de los glucocorticoides y de la testosterona.

Testosterona

Hormona sexual masculina, regula la
diferenciacion celular, la expresion de las
caracteristicas sexuales secundarias y los

modelos de comportamiento sexual.




La biogénesis de la testosterona en el organismo se lleva a cabo mediante la
degradacion enzimatica parcial de la cadena lateral del colesterol, dando lugar a la

formacion de la pregnenolona y posteriormente la produccion de progesterona.

2.5.3 Otros Usos de los Esteroides.
Ademas de los esteroides aislados de las plantas y de los animales, se han

sintetizados algunos otros en los laboratorios farmacéuticos. Entre los esteroides sintéticos

mejor conocidos se encuentran los antiandrogenos, los anticonceptivos orales y los agentes

anabolicos (7). (fig. 6)

Etinilestradiol Norentindrona
(Estrogeno) (Progestina)

Estanozolol Metiltestosterona
(Antibidtico) (Agente Anabdlico)

Figura 6. Algunos Esteroides Sintéticos.
2.6 Androgenos.

Los andrégenos son hormonas esteroidales pertenecientes al grupo del androstano
(fig. 7, pag. 12), como ya se menciond, son los que regulan las caracteristicas fisioldgicas
mas importantes en el comportamiento sexual, regulan el funcionamiento de la préstata y
vesiculas seminales, actian como anabodlicos y son los responsables de la expresion de

algunos caracteres secundarios (15,19). Uno de los principales androgenos es la



testosterona (T), que para realizar sus funciones tiene que estar en su forma activa la

dihidrotestosterona (DHT). (T y DHT figura 1, pag. 1)

Androstano

Figura 7. Androstano

2.6.1 Produccion y funcion da la testosterona.
La produccion de la testosterona en los testiculos, se encuentra regulada por el

hipotalamo, ya que secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que controla
la sintesis y liberacion de las hormonas de las gonadas, su nombre especifico es el factor de
liberacion de la Hormona Luteinizante (LH), que a su vez estimula la secrecion de la
Hormona Estimulante de las Células Intersticiales (HSCI) y la Hormona Foliculo
Estimulante (FSH) en el 16bulo anterior de la hipofisis. El siguiente paso es la produccion
de la testosterona, es en los testiculos bajo la influencia de HSCI y FSH por las células
intersticiales de Leydig. Aproximadamente un 95% de la testosterona es producida en los
testiculos y el 5% restante es liberado por las glandulas suprarrenales (15,20).

La accion primaria de la testosterona a nivel molecular, consiste en aumentar la
sintesis proteica de los 6rganos blancos especificamente: prostata y vesiculas seminales. Su
principal funcién es producir el desarrollo normal de los 6rganos reproductores masculinos
y mantener las caracteristicas sexuales secundarias. La testosterona también es efectiva para
mantener la espermatogénesis.

Las caracteristicas masculinas desarrolladas en la presencia de la testosterona son:

cambio de voz, crecimiento del pene, crecimiento del escroto, asi como el desarrollo del



musculo esquelético. Inhibe el desarrollo y la funcion de la glandula mamaria ademas de

estimular la libido (21).

2.6.2 La enzima So-reductasa y la transformacion de Testosterona a
Dihidrotestosterona.

La testosterona (T) estd considerada como una prohormona y el mecanismo de
accion para convertirse de testosterona a dihidrotestosterona (DHT) es el siguiente.

La T entra a la célula blanco, al parecer por difusion pasiva (15,20), en el reticulo
endoplasmatico o en la membrana nuclear se lleva a cabo la transformacion de la
prohormona en DHT, la transformacion es biolégicamente irreversible y estd catalizada por
una enzima que se encuentra fija en la membrana, esta enzima es denominada So-
reductasa, y requiere de NADPH (forma reducida de la Nicotinamida Adenina Dinucledtido

Fosfato) como cofactor para llevar a cabo dicha transformacion.

Esta transformacion consiste en la reduccion estereoespecifica por la adicion del
hidruro del NADPH a la posicion C-5 de la T. El enolato formado en C-3 — C-4 se
estabiliza por algin residuo electrofilico (E") de la enzima So-reductasa. Posteriormente
por tautomerismo, se regenera el grupo carbonilo, formandose asi, la So-

dihidrotestosterona y la liberaciéon de NADPH. (fig. 8, pag. 14) (22).
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Figura 8. Mecanismo de accion de la enzima Sa-reductasa.

La enzima Sa-reductasa, es una proteina hidrofobica formada por 259 aminoacidos
con un peso molecular de 29,462 Dalton y se localiza en la fracciéon microsomal de las
células blanco para los androgenos (5,8). Se encuentra en dos formas denominadas tipo I y
tipo II; las cuales difieren en sus propiedades bioquimicas, tejido de localizacion y su
funcion (9,13). La isoenzima Soa-reductasa tipo I se encuentra predominantemente en las
gandulas sebaceas de la piel y en el higado, tiene un pH 6ptimo de 6-9 y requiere de
concentraciones elevadas de T para saturarse (Km=4 uM). La isoenzima So-reductasa tipo
IT requiere de concentraciones bajas de T para saturarse (Km= 0.5 uM) y predomina en el
tejido genital, por ejemplo la prostata, testiculos y vesiculas seminales. Este tipo de enzima

tiene un pH optimo de 5.5 (10,11), funciona de manera anabdlica en la expresion de los



androgenos para la conversion efectiva de T a DHT (15,20) y se relaciona directamente al
cancer de prostata y HPB (22,23). Es importante mencionar la relacion inversa que presenta
la actividad de las dos isoenzimas frente a un mismo inhibidor, pues mientras un compuesto
resulta ser muy activo sobre la enzima tipo II en la mayoria de los casos es poco activo
sobre la tipo 1 (23).

Al unirse la DHT con los receptores intracelulares especificos se forma un complejo
hormona receptor que penetra al nucleo celular para unirse a la cromatina y producir la
estimulacion de la sintesis proteica y de las enzimas intracelulares responsables de las
acciones androgénicas (7).

La biogénesis de la testosterona en el organismo se lleva a cabo mediante la
degradacion enzimatica parcial de la cadena lateral del colesterol dando lugar a la
formacion de la pregnenolona y posteriormente a la produccién de progesterona que es el

precursor de la testosterona (6).

2.7 Antiandrogenos.
Los antiandrogenos son sustancias quimicas, generalmente, esteroides sintéticos o

de origen enddgeno, que previenen la expresion de los androgenos en su sitio de accion al
bloquear los receptores androgénicos en los 6rganos blanco, esto es debido al caracter
antagdnico competitivo que tienen frente a los androgenos para unirse a la misma proteina
receptora. Un ejemplo de un fAirmaco que tiene este mecanismo de accion es la Flutamida y
el Acetato de Ciproterona (24,25,26). (fig. 9, pag. 16). Otro mecanismo antiandrogénico es
la inhibicion de la sintesis de la T y se logra cuando se bloquea la accion del factor de

liberacion de gonadotropina (GnRF) sobre la adenohipofisis, resultando en la disminucion



de la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y en la hormona estimulante del foliculo
(FSH). Es importante sefialar que el empleo de tipo estos farmacos presentan efectos
secundarios como, bloquear al citocromo P-450, complejo enzimatico involucrado en la
biosintesis de hormonas esteroidales. Un ejemplo de un farmaco que tiene este mecanismo

de accion es el Ketoconazol. (fig. 9, pag. 16) (26).

2.7.1 Clasificacion de los antiandrogenos.
Los androgenos se clasifican en dos grandes grupos: esteroidales y no esteroidales.

2.7.2 Antiandrégenos No Esteroidales.
Los antiandrogenos no esteroidales, también presentan algunas ventajas: ya que

tiene afinidad por el receptor debido a su estructura quimica y por lo tanto, reduce del 25 al
30% el tamafo de la prostata. Las desventajas observadas: es que act@ia sobre la oxido
nitroso sintetasa, que estimula la ereccion y ocasiona efectos adversos como la insuficiencia

hepética (22,24,25,26) (fig. 9 pag. 16).
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Figura 9. Antiandrégenos No Esteroidales



2.7.3 Antiandrogenos Esteroidales.
Los antiandrogenos esteroidales son compuestos que derivan de la molécula de la

progesterona y las ventajas que presenta son que: actian especificamente con el receptor
androgénico, son de mayor interés terapéutico y la relacion costo-beneficio es la mejor
opcion. Las desventajas que en general presentan es que: reduce la concentracion de la
testosterona y como consecuencia la actividad enzimatica de la enzima Sa-reductasa por lo

tanto, se ve disminuido el tamafo de los 6érganos sexuales (4,6,7,22) (fig. 10, pag. 17).
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Figura 10. Antiandrogenos Esteroidales

Para que un derivado de la progesterona se pueda usar como antiandrogeno debe
poseer las siguientes caracteristicas (18).
» Una baja o nula toxicidad.
» Presentar elevada actividad antiandrogénica.
» Tener baja actividad hormonal.

» No disminuir la libido.



2.8 Sintesis de Antiandrogenos.
Se conocen dos métodos para sintetizar un esteroide con caracteristicas

antiandrogénicas (4).

1. Modificar la molécula de la testosterona, de manera que el compuesto sintetizado
interaccione con el receptor sin producir un efecto androgénico, bloqueando la
formacion del complejo andrégeno-receptor, de manera que se tenga un efecto
antagdnico.

2. Modificar la molécula de la progesterona que es un antiandrégeno natural, pero
debido a su efecto hormonal no puede ser utilizada como tal. Se esperaria que sus

andlogos sintéticos presenten la misma actividad biologica.

2.8.1 Sintesis de Antiandrogenos Esteroidales como alternativa de tratamiento
para HPB y el Cancer de prostata.

Los antiandrégenos esteroidales son de alto interés terapéutico, en especial los
derivados de la progesterona, por ser homoélogos de los esteroides de origen natural. Uno de
los principales mecanismos por el cual se controla el cancer de prostata es utilizando los
antiandrogenos como inhibidores de la actividad enzimatica (15,20,27), por que se ha
observado que; cuando el cancer de prostata se manifiesta, los niveles de T y en particular
de DHT estan altos, por lo que los antiandrégenos juegan un papel muy importante, ya que
cuentan con una estructura similar a los andrégenos y actan como inhibidores
competitivos de la enzima So-reductasa, disminuyendo asi los niveles de la forma activa
del andrégeno. El mejor ejemplo de un farmaco que actiia bajo este mecanismo de accioén
es la finasterida (fig. 10, pag. 17), ademas de ser el farmaco que marca la vanguardia de las

alternativas presentes el mercado (20,27).



Actualmente el desarrollo de agentes hormonales antiandrogénicos se ha acentuado
debido a su amplia utilidad en la terapia médica, pues también se busca disminuir los
efectos colaterales que generalmente ocasiona el empleo de estos farmacos. Los efectos
colaterales que generalmente se presentan son: diarrea, intolerancia al alcohol, efectos
hepatotdxicos severos, alteraciones hormonales, fallas cardiacas, retencion de liquidos y

pérdida del deseo sexual (2,8,27).

Debido a lo traumatico y costoso que puede resultar la cirugia y los tratamientos en
contra de la HPB y Cancer de Prostata, asi como los efectos nocivos provocados por los
farmacos existentes en el mercado (finasterida, Proscar etc...) resulta de gran importancia
el esfuerzo realizado en el disefio y sintesis de nuevos farmacos que ayuden como
alternativas para la terapia hormonal de la segunda causa de muerte por cancer en hombres

mayores de 50 anos “El Cancer de Prostata”(1).



3. OBJETIVOS.

Considerando la relacién existente entre la estructura quimica y la actividad
bioldgica de los antiandrégenos de tipo esteroidal, se plantean los objetivos del presente
trabajo:

3.1 Objetivo General.

Sintetizar compuestos derivados de la progesterona que presenten las siguientes
caracteristicas estructurales: un grupo éster en C-3 una doble ligadura en C-4 — C-5, otra
mas en C-16 — C-17, asi como, dos grupos carbonilo, uno en C-6 y otro en C-20 y que estos
compuestos presenten actividad antiandrogénica como inhibidores de la enzima Sa-

reductasa.

3.2 Objetivos Particulares.
o Sintetizar el  compuesto  3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-

6,20-diona (A-6), con posible actividad antiandrogénica.

. Sintetizar el  compuesto  3,B-(ciclohexanoiloxi)-pregna-4,16-dien-
6,20-diona (A-7), con posible actividad antiandrogénica.

e Aislar, purificar y caracterizar mediante sus propiedades fisicas (punto de fusion) y
espectroscopicas (IR, RMN'H, RMN"C Y EM-IE) los intermediarios y productos
finales de la ruta sintética.

e Probar la posible actividad antiandrogénica de los compuestos sintetizados, a través
de un ensayo Biologico in vitro (inhibicion de la enzima Sa-reductasa) sobre

prostata de cadaver humano.



4. METODOLOGIA

Este trabajo consta de dos etapas: la seccidon quimica y las pruebas bioldgicas.

En la primera, se realizo la sintesis quimica, caracterizacion fisica y espectroscopica
de los intermediarios A-1 — A-5 y de los productos finales (compuestos A-6 y A-7). En la
figura 11 (pag. 23), se muestra la secuencia sintética de este trabajo (28).

En la segunda etapa, se efectuo la evaluacion de la actividad antiandrogénica de los
compuestos sintetizados, tomandose como parametro de actividad (respuesta bioldgica), un
sistema in vitro en donde se determind la capacidad de inhibicion de la enzima

Sa-reductasa.

4.1 Etapa 1. Sintesis y caracterizacion de los compuestos.
Las pruebas espectroscopicas se realizaron en la USAI de la Facultad de Quimica y

los equipos empleados en los diversos estudios fueron.

Para Espectrofotometria de Absorcion de Infrarrojo (IR) un equipo Perkin Elmer
modelo 1600, utilizando la técnica de pelicula de KBr.

En la Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) y
de Carbono 13 (RMN "°C), se emplearon un espectrometro analitico Varian, Gemini 200 y
VRX-300S, usando CDCIl; como disolvente; los desplazamientos quimicos estan dados en
ppm referidos al TMS (Tetrametil Silano) como referencia interna. Para indicar los
patrones de acoplamiento se emplearon las siguientes abreviaturas: s (sefial simple), d
(senal doble), t (senal triple), dd (sehal doble de dobles), m (sefial multiple). La constante

de acoplamiento (J) esta expresada en Hertz.



Por ultimo en la Espectrometria de Masas (EM-IE) se emple6 un espectrémetro de
masas HP 5985-B CG/MS mediante la técnica de impacto electronico a 70 eV. Los valores
se expresan en relacion masa/carga (m/z).

Los puntos de fusion de los compuestos obtenidos se determinaron en aparato
Fisher-Jonhes y no estan corregidos.

El monitoreo de los diferentes intermediarios y compuestos finales se realizaron
mediante la técnica de cromatografia en capa fina (ccf) utilizando Gel de silice Merck
7730, Silica Gel GF 254 y Silica Gel 60 G y como revelador, se utilizd una solucién de
CoCl; al 1 % en H,SO4 y una lampara de luz UV (A=254nm).

Lista de Reactivos de la Sintesis Quimica

Acetato de 16-dehidropregnenolona (16-DPA)
Acido 3-cloroperbenzoico (m-CPBA)
Acido Clorhidrico (HCI)

Acetona

Agua (H,0)

Acetato de etilo (AcOEt)

Acido ciclopentanoico y Acido ciclohexanoico
Bicarbonato de sodio (NaHCO3)
Bisulfito de sodio (NaHSO3)
Cloroformo (CHCls)

Cloroformo Deuterado (CDCl3)
Cloruro de Cobalto (CoCl,)
Diclorometano (CH,Cl,)
1,3-Diciclohexilcarbodiimida (DCC)
4-Dimetilaminopiridina (4-DMAP)
Gel de silice 69 F254 Merck para CCF
Hidroxido de sodio (NaOH)

Hexano (C¢H1,)

Metanol (MeOH)

Trioxido de cromo (CrO;)

Sulfato de sodio anhidro (Na,;SOy4)
Piridina (Py)

Cloruro de Tionilo (SOCl,)

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVYVYY



RUTA DE SINTESIS
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Figura 11. Ruta de sintesis de A-6 y A-7.



El trabajo experimental de la secciéon quimica se realizd en el Laboratorio 125,

Conjunto “E” Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica.

4.2 Descripcion de la Ruta de Sintesis.

4.2.1 Caracterizacion la Materia Prima (A-1).
La materia prima (A-1) el Acetato de 16-dehidropregnenolona es un polvo

ligeramente amarillo el cual fue recristalizado de metanol. Se obtuvieron cristales en forma
de agujas de color blanco, cuyas propiedades fisicas y espectroscOpicas se encuentran

reportadas en la Tabla 2 (pag. 31).

4.2.2 Sintesis de (A-2): 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona.
En un matraz de 150 mL, se disolvio 1g (2.8 mmol) de A-1 en 50 mL de CHCl;.

Después se adicionaron 1.4g (8.1 mmol) de acido m-cloroperoxibenzoico. La mezcla de
reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, con agitacion magnética
constante. Terminado el tiempo de reaccion, se adicionaron 50 mL de una solucién de
NaHS04/NaHCOs al 5%. La mezcla contenida en el matraz se extrajo con CHCI; (3 x 150
mL). La fase organica se lavd con agua hasta pH neutro, se secd con sulfato de sodio y
posteriormente se concentrd en un rotaevaporador. El solido resultante se recristalizd de

una mezcla de Hexano/AcOEt (8:2 % v/v) obteniéndose cristales blancos (tabla 3, pag. 33).

4.2.3 Sintesis de (A-3): 3-Acetoxi-5-hidroxi-pregn-16-en-6,20-diona.
En un matraz de 100 mL, se disolvié 1g (2.68 mmol) de Epoxido (A-2) en 50 mL de

Acetona. Manteniendo el sistema con agitacion magnética durante toda la reaccion y

controlado la temperatura del sistema introduciendo el matraz en un bafio de hielo mientras



se le anadia gota a gota 830mg (8.30 mmol) de Cr0; previamente disueltos en 4.1mL de
agua. Después de 30 minutos se adiciond otra carga mas de la misma solucion oxidante,
repitiendo este procedimiento una vez mas 30 minutos después. Un total de 3 cargas de
Oxidante. La mezcla de reaccion se vertid en un vaso con 150 mL hielo para que
precipitara el producto. El solido resultante se filtrd al vacio a través de papel filtro y se
dejo secar al vacio durante 24 horas. La fraccion liquida se concentrd, se filtro y el sélido
obtenido se cristalizd6 de una mezcla de Hexano/AcOEt (8:2 % v/v), obteniéndose el
producto en forma de polvo blanco, que se junto con el sélido previamente obtenido, ya que

coincidia en su totalidad en sus propiedades fisicas (Tabla 4, pag. 34).

4.2.4 Sintesis de (A-4): 3-Acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona.

Esta reaccion requirid6 de mantener agitacion magnética constante y condiciones
anhidras durante toda la reaccion y esto se logré mediante una atmdsfera de Nitrégeno. En
un matraz de 100 mL, se disolvi6 1g (2.57 mmol) del producto de la oxidacioén (A-3) en 10
mL (1.24 mmol) de Py. La mezcla de reaccion se introdujo en un bafio hielo y se fue
agregando gota a gota 1mL (13.79 mmol) de SOCIl,. Después de 45 minutos, la mezcla se
vertié en un vaso con 100 mL agua y hielo, con esto precipité el producto deseado. El
solido resultante se filtré al vacio a través de papel filtro y se dejo secar al vacio. La
fraccion liquida se concentrd, se filtrd y el sélido obtenido se cristalizdo de una mezcla de
Hexano/AcOEt (7:3 % v/v), obteniéndose el producto en forma de polvo ligeramente rosa,
que se junto con el solido previamente obtenido, ya que coincidia en su totalidad en sus

propiedades fisicas (Tabla 5, pag. 36).



4.2.5 Sintesis de (A-5): 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
En un matraz de 250 mL, se disolvié 1g (2.70 mmol) del producto de la eliminacion

(A-4) en 150 mL de MeOH. Se adicionaron 10 mL de NaOH (5 mmol) al 2%. La mezcla de
reaccion se mantuvo con agitacion magnética constante a temperatura ambiente durante 20
minutos. Terminado el tiempo de reaccion el contenido del matraz se vertid en un vaso con
200 mL de agua y hielo para precipitar el producto de interés. El producto se filtr6 y se seco
al vacio, la porcion liquida se concentrd, se filtro y se cristalizd de una mezcla de

Hexano/AcOEt (8:2 % v/v), para obtener un polvo blanco (Tabla 6, pag. 38).

4.2.6 Sintesis de (A-6): 3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona.

Para esta reaccion también se manejaron condiciones anhidras mediante una
atmosfera de Nitrogeno. En un matraz de 150 mL, se disolvié 1g (3.04 mmol) del producto
de la hidrolisis (A-5) en 100 mL de CH,Cl, anhidro. Después se adicionaron 280mg (4.86
mmol) de &cido ciclopentanoico, 1.04g (5.04 mmol) de DCC y 600 mg (4.91 mmol) de 4-
DMAP. La mezcla de reaccidon se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion magnética
constante durante 120 minutos. El producto de reaccion se concentr6 en un rotaevaporador.
El sélido resultante se redisolvido en AcOEt se concentrd en un rotaevaporador y se filtro
para eliminar el precipitado formado (la diciclocarboxiurea). Repitiendo este
procedimiento, hasta que no se observo la presencia de diciclocarboxiurea. La fase liquida
se recristalizd de una mezcla de Hexano/AcOEt (7:3 % v/v), obteniéndose cristales

ligeramente amarillos (Tabla 7, pag. 39).



4.2.7 Sintesis de (A-7): 3,B-(ciclohexanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
Para esta reaccion también se manejaron condiciones anhidras mediante atmosfera

de Nitrogeno. En un matraz de 150 mL, se disolvid 1g (3.04 mmol) del producto de la
hidrolisis (A-5) en 100 mL de CH,Cl, anhidro. Después se adicionaron 310mg (4.86 mmol)
de acido ciclohexanoico, 1.04g (5.04 mmol) de DCC y 0.6g (4.91 mmol) de 4-DMAP. La
mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion magnética constante
durante 120 minutos. El producto de reaccidon se concentrd en un rotaevaporador. El solido
resultante se redisolvid en AcOEt se concentré en un rotaevaporador y se filtro6 para
eliminar el precipitado formado (la diciclocarboxiurea). Repitiendo este procedimiento,
hasta que no se observo la presencia de diciclocarboxiurea. La fase liquida se recristalizé de
una mezcla de Hexano/AcOEt (7:3 % v/v), obteniéndose cristales ligeramente amarillos

(Tabla 8, pag. 41).



4.3 Etapa 2. Descripcion de las pruebas biologicas.
Para determinar la actividad bioldgica de los compuestos A-6 y A-7 y sus

intermediarios se realizd un ensayo in vtro con tejido prostatico de cadaveres humanos.

Estas pruebas se realizaron el laboratorio 006 del Departamento de Sistemas
Biologicos y Produccion Animal de la UAM Xochimilco, por la Dra. Mariza Cabeza.

El equipo empleado en este estudio fue el siguiente:

Para medir la radiactividad se usé un contador de centello Liquid Scientillaton
Analyzer, modelo Tricards 2100 TR-Packard con impresora Panasonic Quiet KX-P3123,
una incubadora modelo Beckman; micropipetas electronicas, Advanced Electronic Pipette
Rain modelo Edp3, con capacidad para 10, 100 y 1000uL; una lampara de UV A254nm.
Los reactivos utilizados se encuentran en la siguiente lista.

Lista de Reactivos de las Pruebas Biologicas.

Compuestos A-6 y A-7.

Carbon Activado.

Cromatofolios de gel de silice 60F;s4 Merck.

Dextran.

Ditiotreitol (DTT).

Dihidrotestosterona (DHT).

Dihidrotestosterona Tritiada *[H] DHT.

Diclorometano CH,Cl,.

Acido etilendiaminotetraacético.

Eter.

Glicerol.

HCI-Tris (Trisma Hydrochloride).

Liquido de centelleo Ultima Gold.

Molibdato de Sodio.

NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato).
Sacarosa.

Solucién Amortiguadora de fosfatos pH = 6.5 y pH = 7.0.
Testosterona.

Testosterona Tritida >[H] T.

VVVVVVVVVYVVVVVYVYVVVVY



4.3.1 Material Biologico.

e Tejido de prostata humana de cadaveres conservado a -70 °C. Proporcionado por el
Dr. Avissai Alcantara, del Departamento de Patologia del Hospital General de

México.

4.3.2 Ensayo in vitro con la enzima So-reductasa.
e Por cada uno de los nuevos compuestos sintetizados (A-6 y A-7) se prepararon una

serie de tubos en los cuales se colocaron cantidades crecientes de los compuestos a
probar (100pM, 1nM, 10nM, 50nM, 100nM y 100uM) disueltos en metanol y
testosterona [H3] a una concentracion final de 2nM.

e Se incluyeron tubos controles a los que solo se les adicion6 testosterona [H'] a una
concentracion final de 2nM.

e Los tubos se colocaron en un bafio maria y bajo una atmodsfera de Nitrogeno hasta
evaporar completamente el disolvente.

e Enseguida se anadieron 720ul de buffer de fosfatos [40nM] pH=6.5, 80uL de
fraccion microsomal de prostata de caddver humano que contenia 134pg de
proteina, que fue determinado por el método de Bradford. Dicha fraccion
microsomal contiene predominantemente a la isoforma 2 de la enzima So-reductasa.
También se agregaron 100uL de DTT (1nM) y 100uL de NADPH (2nM) con lo que
se dio inicio a la reaccion.

e Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37 °C durante 60 minutos.

e Al término de la incubacion se agregd 1mL de diclorometano para detener la

reaccion y se agitaron por 1 minuto mas en el vortex.



Se extrajo la fase organica en la cual se encontraba la DHT [H]. Se realizaron 3
extracciones mas y una vez reunidos los extractos orgédnicos se evapord el
disolvente en un bafio maria hasta sequedad.

El extracto de cada tubo se disolvid en 6 gotas de metanol y se aplicod gota a gota en
una placa cromatogréfica para separar la DHT [H’] formada; el procedimiento se
repitio 5 veces. En cada extremo de la placa se aplicaron estandares de testosterona,
dihidrotestosterona y una mezcla de ambas. La placa se eluyo 3 veces en un sistema
de Cloroformo/Acetona (9:1 % v/v).

Para la visualizacion de los estandares de testosterona y dihidrotesterona, las placas
se observaron bajo luz UV (A= 254 nm) y posteriormente se revelaron con una
solucion de acido fosfomolibdico en metanol al 8 %.

La zona correspondiente a la DHT [H’] (Rf= 0.64), se marcd, cortd y colocod en
viales. A cada vial se le adicion6 5 mL de liquido de centello Ultima Gold
(Packard). Finalmente se ley6 la radiactividad producida por la DHT [H] en el
analizador de centello.

La actividad de la enzima Sa-reductasa se calcul6é con base a los controles que se
incubaron en presencia unicamente de T [H].

Se determind el valor de ICsy (concentracion del esteroide que inhibe el 50% de la

actividad enzimadtica) y los valores obtenidos se encuentran reportados en la tabla 9

(pag. 42) (28,29,30).



S. RESULTADOS

5.1 Resultados de la Seccion Quimica.
Los resultados obtenidos de las pruebas Fisicas y Espectroscopicas de los

compuestos sintetizados se presentan a continuacion.

5.1.1 Acetato de 16-dehidropregnenolona (A-1). Materia Prima.

o
A-1

o}

HsC)J\ 0

La materia prima solo se recristalizdo en metanol y se obtuvieron cristales en forma

de aguja de color blanco a los cuales se les determinaron las propiedades fisicas y

espectroscopicas.
Tabla 2.
Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-1).

| PROPIEDAD | VALOR
| Punto de fusion (°C) ‘ 170-172
| Formula molecular ‘ Cy3H;3,04
| Peso molecular (UMA) ‘ 356.5
| Valor Espectroscépico ‘ Asignacion

| IR (ecm™) Espectro # 1, pdg. 62 ‘

| 2941.04 \ C-H de CH; y CH,

| 2862.20 ‘ C-H de CH; y CH,

| 1731.06 ‘ C=0 de éster en C-3

| 1662.87 \ C=0 a, B insaturado en C-20
| 1587.69 ‘ C=C conjugado con C-16

| 1433.87 ‘ CH;-CO en C-20

| 1369.83 \ CH; y CH,

|

1236.34 ‘ C-0-C de CH;COO- en C-3




| 1036.15 \ C-O-C de CH;COO- en C-3
| RMN 'H (ppm) Espectro # 8, pig. 66 ‘

| 0.920 (s,3H) ‘ -Hen C-18

| 1.060 (s,3H) \ -Hen C-19

| 2.037 (s,3H) \ -H de CH3COO- en C-3

| 2.265 (s,3H) ‘ -Hen C-21

| 4.612 (m,1H) ‘ -Hen C-3

| 5.378 (t,1H) ‘ C=C-H en C-6

| 6.714 (dd,1H) ‘ C=C-Hen C-16

| RMN “C (ppm) Espectros # 15 y 22, pigs. 70 y 74 ‘

| 15.683 ‘ C-18

| 19.198 \ C-19

| 21.401 ‘ C-21

| 27.124 \ C 3-2’ de CH;COO- en C-3
| 73.839 ‘ C-3 base de CH;COO-

| 121.964 ‘ C-6 vinilico

| 140.233 ‘ C-5 vinilico

| 144.394 ‘ C-16 vinilico

| 155.316 ‘ C-17 vinilico

| 170.504 \ C3 de C=0 de acetona

| 196.814 \ C20 de base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 29, pdg. 78 \

| 341 \ M+ -[CH5CO]*

| 296 \ M+ -[CH;COOH] * (pico base)

5.1.2 Caracterizacion de (A-2): 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona.
El procedimiento experimental involucré la utilizacion del Acetato de

16-dehidropregnenolona o 3-p-Acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona, como materia prima el

cual se epdxido en C-5 y C-6 con acido m-CPBA en CHCI; obteniendo el (A-2).



A-1
m-CPBA
o CHCI,/ Tamb
)J\ 30 min
HC™ O AcO
3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona (A-2).
Tabla 3.
Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-2).
| PROPIEDAD | VALOR
| Punto de fusién (°C) ‘ 173-175
| Formula molecular ‘ Cy3H3,0,4
| Peso molecular (UMA) ‘ 372.49
| Rendimiento ‘ 89%
| Valor Espectroscépico ‘ Asignacion

| IR (ecm™) Espectro # 2, pig. 62 ‘

1040.64 ‘ Estiramiento C-O-C

| 2940.83 ‘ C-H de CH; y CH,

| 2859.32 ‘ C-H de CH; y CH,

| 173451 ‘ C=0 de éster en C-

| 1660.48 \ C=0 a, B insaturado en C-20
| 1588.54 ‘ C=C conjugado con C-16

| 1371.81 ‘ CH; y CH,

| 1252.04 ‘ C-O-C de CH;-COO- en C-3
|

|

RMN 'H (ppm) Espectro # 9, pig. 66 ‘

| 0.860 (s,3H) ‘ Hen C-18

| 1.126 (s,3H) ‘ Hen C-19

| 2.031 (s,3H) ‘ Hen C-21

| 2.255 (s,3H) ‘ CH3 de CH3COO- en C-3
| 4.777 (m,1H) ‘ Hen C-3

| 4.960 (d,1H) ‘ H en C-6

| 6.696 (dd, 1H) ‘ C=CHenC-16

| RMN “C (ppm) Espectros # 16 y 23 pigs. 70 y 74 ‘

| 15.799 ‘ C-18

| 16.934 ‘ C-19




| 21.370 \ C-21

| 27.124 ‘ C 3-2’ de CH;COO- en C-3
| 63.247 ‘ C-6

65.346 C-5
I 144.077 } C-16 vinilico
| 155.225 ‘ C-17 vinilico
| 170.516 ‘ C3-1’ de C=0 de CH;COO-
| 196.710 ‘ C20 de base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 30, pag. 78 ‘

| 372 ‘ M+

| 357 \ M+ -[CH;] ®

| 329 \ M+ -[CH;C=0]*

| 312 \ M+ -[CH;COOH] *(pico base)

5.1.3 Caracterizacion de (A-3): 3-Acetoxi-5-hidroxi-pregn-16-en-6,20-diona.
El compuesto A-2 se oxid6 con CrOs; en H,O para darnos como producto el

3-Acetoxi-5-hidroxi-pregna-16-en-6,20-diona (A-3).

A-2

AcO

3-Acetoxi-5-hidroxi-pregn-16-en-6,20-diona (A-3).

Tabla 4.
Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-3).
| PROPIEDAD | VALOR
| Punto de fusién (°C) ‘ 242-244
| Foérmula molecular ‘ Cy3H3,05
| Peso molecular (UMA) ‘ 388.497
| Rendimiento ‘ 70%
| Valor Espectroscépico ‘ Asignacion
| IR (ecm™) Espectro # 3, pag. 63 ‘




| 3451.63 \ OH en C-5

| 2942 45 ‘ CH; y CH,

| 1713.61 ‘ C=0en C-6

| 1665.06 ] C=0 a, B insaturado en C-20
| 1586.18 ’ C=C conjugado con C-16

| 1436.06 ’ -CH,

| 1369.93 ’ -CH;

| 1237.73 ‘ C-0O-C de CH3-COO- en C-3

| 1039.77

‘ Estiramiento C-O-C

| RMN 'H (ppm) Espectro # 10, pdg. 67

| 0.834 (s,3H) ‘ Hen C-18

| 0.851 (s,3H) ’ Hen C-19

| 2.004 (s,3H) ’ CH3 de CH3COO- en C-3
| 2.252 (s,3H) ’ Hen C-21

| 2.871(t,1H) ’ Hen C-4

| 5.010 (m,1H) ‘ Hen C-3

| 6.681 (dd,1H) ‘ C=CH en C-16

| RMN “C (ppm) Espectros # 17 y 24, pags. 71 y 75 ‘

| 13.841 ‘ C-18

| 15.763 ’ C-19

| 21.352 ’ C-21

| 27.088 ’ C 3-2’ de CH;COO- en C-3
| 80.216 ’ C-5 base de OH

| 70.648 ‘ C-3 base de CH;COO-

| 143.997 ‘ C-16 vinilico

| 155.023 ‘ C-17 vinilico

| 170.516 ‘ C 3-1" de C=0 de CH;COO-
| 196.716 ’ C-20 base C=0

| 211.867 ’ C-6 base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 31, pig. 79 ’

| 388 ’ M+

| 373 ‘ M-+ -[CH5]*

| 345 ‘ M+ -[CH,C=0]*

| 328

‘ 345 — H,0 (pico base)




5.1.4 Caracterizacion de (A-4): 3-Acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
Al producto A-3 se le realiz6 la eliminacion del alcohol en C-5, con SOCI, y Py

con la respectiva formacion de la doble ligadura entre C-4 — C-5 quedando solo el carbonilo
en C-6. El producto es el 3-Acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-4).

O

(0]
SOCI,/ Py A-4
Tamb / 45 min
—_—
(0]
)J\o
o) AcO
(0]

3-Acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona(A-4).

Tabla 5.
Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-4).

| PROPIEDAD | VALOR
| Punto de fusion (°C) ‘ 204-206
| Formula molecular ‘ Cy3H300,4
| Peso molecular (UMA) ‘ 370.482
| Rendimiento ‘ 52%
| Valor Espectroscépico ‘ Asignacion
| IR (em™) Espectro # 4, pdg. 63 ‘
| 2942.63 \ CH; y CH,
| 2870.59 ‘ CH; y CH,
| 1735.08 ‘ C=0 de éster
| 1681.05 \ C=0 a,p insaturado en C-6
| 1658.36 \ C=0 o, insaturado en C20
| 1633.42 ‘ Estiramientos C=C
| 1371.72 ‘ -CH;
| 1234.37 ‘ Estiramiento de CH;-COO-
| 1041.94 ‘ Estiramiento C-O-C de éster
| RMN 'H (ppm) Espectro # 11, pig. 67 ‘
| 0.915 (s,3H) ‘ Hen C-18
| 1.047 (s,3H) ‘ Hen C-19
| 2.055 (s,3H) ‘ Hen C-21




| 2.261 (s,3H) \ CH; de CH;COO- en C-3

| 5.313 (m,1H) ‘ Hen C-3

| 6.082 (m,1H) ‘ C=CH en C-4

| 6.693 (dd,1H) \ C=CH en C-16

| RMN “C (ppm) Espectros # 18 y 25 pags. 71y 75 ‘

| 15.741 \ C-18

| 19.541 ‘ C-19

| 21.152 ‘ C-21

| 27.096 ‘ C 3-2’ de CH;COO- en C-3
| 69.193 ‘ C-3 base de CH;COO-

| 129.045 ‘ C-4 vinilico

| 143.839 ‘ C-16 vinilico

| 154.826 ‘ C-17 vinilico

| 170.709 \ C 3-1" de C=0 de CH;COO-
| 196.606 ‘ C-20 base C=0

| 201.831 ‘ C-6 base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 32, pag. 79 ‘

| 370 ‘ M+

| 328 \ M+ -[CH;COOH] *

| 313 \ 328-[CH;]*

5.1.5 Caracterizacion de (A-5): 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
En la siguiente reaccion de la secuencia se realizo la hidrélisis del acetato de C-3 en

un medio basico, para obtener como producto el 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20diona (A-

5).
A-4 © A5 o

NaOH/MeOH

Tamb

20 min

—_—

AcO
o HO I

3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-5).



Tabla 6.

Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-5).

| PROPIEDAD | VALOR

| Punto de fusion (°C) ‘ 174-175

| Formula molecular ‘ C,Hy305

| Peso molecular (g/mol) ’ 328.445

| Rendimiento ’ 58%

| Valor Espectroscépico ’ Asignacion

| IR (cm™) Espectro # 5, pag. 64 ]

| 3419.49 ‘ OH en C-3

| 2939.12 ‘ CH; y CH,

| 2861.34 ‘ CH; y CH,

| 1678.78 ‘ C=0 o.,f insaturado en C-6
| 1650.41 ’ C=0 o.,p insaturado en C-20
| 1372.03 ’ -CH,

| RMN 'H (ppm) Espectro # 12, pag. 68 ’

| 0.908(s,3H) ’ Hen C-18

| 1.006(s,3H) ‘ Hen C-19

| 2.271 (s,3H) ‘ Hen C-21

| 3.51 (s,1H) ‘ OH en C-3

| 4.159 (dd,1H) ‘ Hen C-3

| 6.107(t,1H) ’ C=CH en C-4
| 6.934 (t,1H) ’ C=CH en C-16
| RMN “C (ppm) Espectros # 19 y 26 pags. 72 y 76 ’

| 15.720 ’ C-18

| 19.552 ‘ C-19

| 26.868 ‘ C-21

| 66.285 ‘ C-3 base de -OH
| 134.838 ‘ C-4 vinilico

| 145.034 ’ C-16 vinilico

| 154.815 ’ C-17 vinilico

| 196.411 ’ C-20 base C=0
| 201.408 ’ C-6 base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 33, pag. 80

| 344

‘ Impureza




| 328 \ M-+(pico base)
313 | M+ -[CHy]*

| 295 ‘ 313 -H,0

| 285 \ M+ -[CH;C=0]*

5.1.6 Caracterizacion de (A-6): 3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-
6,20-diona.

La siguiente reaccion fue la esterificacion del alcohol con el Acido Ciclopentanoico

o}
O
DCC OH
4-DMAP

CH,Cl,
—_—
120min / Tamb 0}
A-5
HO ©
o) A-6
0]
3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-6).
Tabla 7.
Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-6).
| PROPIEDAD | VALOR
| Punto de fusion (°C) \ 169 — 171
| Férmula molecular ‘ C,7H360,4
| Peso molecular (g/mol) ‘ 424
| Rendimiento ‘ 82%
| Valor Espectroscopico ‘ Asignacion

| IR (cm™) Espectro # 6, pag. 64 ‘

| 2945.51 \ CH; y CH,

| 2868.13 \ CH; y CH,

| 1727.96 ‘ C=0 de éster




| 1691.64

‘ C=0 a,p insaturado en C-6

| 1664.40 \ C=0 a,p insaturado en C-20
| 1638.81 ‘ Estiramiento C=C

| 1370.45 ’ CH,

| 1233.64 ’ Estiramiento C-O-C de éster
| 1172.75 ’ Estiramiento C-O-C de éster
| RMN 'H (ppm) Espectro # 13, pag. 68 ’

| 0.930(s,3H) ‘ Hen C-18

| 1.063(s,3H) ‘ Hen C-19

| 2.277 (s,3H) ‘ Hen C-21

| 5.328 ‘ Hen C-3

| 6.091(t,1H) ’ C=CH en C-4

| 6.709 (t,1H) ’ C=CH en C-16

| RMN “C (ppm) Espectros #20 y 27 pags. 72 y 76 ’

| 15.751 ’ C-18

| 19.625 ‘ C-19

| 20.534 ‘ C-21

| 68.897 ‘ C-3 base de CH;COO-

| 129.457 ‘ C-4 vinilico

| 143.734 ’ C-16 vinilico

| 147.689 ’ C-5 vinilico

| 154.883 ’ C-17 vinilico

| 176.410 ’ C 3-1" de C=0 de CH;COO-
| 196.564 ‘ C-20 base C=0

| 201.787 ‘ C-6 base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 34, pag. 80 ‘

| 425 ‘ M+

| 328 ] M+ -[CsHg]C=0" (pico base)




5.1.7 Caracterizacion de (A-6): 3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-

6,20-diona.

La siguiente reaccion fue la esterificacion del alcohol con el Acido Ciclohexanoico.

o}

‘ Estiramiento C-O-C de éster

o Dcc o
120min / Tamb 0
O
HO A5 °
o A-7
3,B-(ciclohexanoiloxi )-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-7).
Tabla 8.
Propiedades fisicas y espectroscopicas del (A-7).

| PROPIEDAD | VALOR
| Punto de fusién (°C) \ 150 — 154
| Férmula molecular ‘ C,3H;3305
| Peso molecular (g/mol) ‘ 438
| Rendimiento ‘ 79%
| Valor Espectroscopico ‘ Asignacion
| IR (cm™) Espectro # 7, pag. 65 ‘
| 2936.71 ‘ CH; y CH,
| 2856.28 ‘ CH; y CH,
| 1728.82 \ C=0 de éster
| 1692.28 ‘ C=0 a,p insaturado en C-6
| 1665.21 ‘ C=0 o.,p insaturado en C-20
| 1636.30 ‘ Estiramiento C=C
[ 137177 | CH;
| 1234.47 ‘ Estiramiento de CH;-COO-
| 1166.21
|

RMN "H (ppm) Espectro # 14, pag. 69 ‘

| 0.929(s,3H) \ Hen C-18
| 1.060(s,3H) \ Hen C-19
| 2.277 (s,3H) ‘ Hen C-21




| 5.326 \ Hen C-3

| 6.076(t,1H) ‘ C=CH en C-4

| 6.708 (t,1H) ‘ C=CH en C-16

| RMN “C (ppm) Espectros #21 y 28 pags. 73 v 77 ’

| 15.763 ’ C-18

| 19.631 ’ C-19

| 20.547 ’ C-21

| 68.732 ‘ C-3 base de CH;COO-

| 143.778 ‘ C-16 vinilico

| 154.901 ‘ C-17 vinilico

| 175.720 ‘ C 3-1" de C=0 de CH;COO-
| 196.576 ’ C-20 base C=0

| 201.757 ’ C-6 base C=0

| EM-IE (m/z) Espectro # 35, pdg. 81 ’

| 439 M+

| 328 ‘ M+ -[C¢Hg]C=0" (pico base)




5.2 Resultados de la Seccion Biologica.
En la tabla 9, se muestran los resultados obtenidos para la inhibicién de la enzima

Sa-reductasa por los nuevos compuestos A-6 y A-7.

Tabla 9.
Resultados del ensayo in vitro con la enzima So-reductasa para determinar ICs,.
Compuesto I1Cs
(H;C);-C-HN

CH,

8.5nM

*Finasterida

No presenta Inhibicion de
o la enzima Sa-reductasa.

(0]

A-6
(o]
No presenta Inhibicion de
0 la enzima Sa-reductasa.
(O
o
A-7

(0]

o 50 uM
O\)LO
(6]
**AM-15
*Compuesto de referencia para la inhibicion a la enzima Sa-reductasa.

** Compuesto que se tomo como modelo para la sintesis de A-6 y A-7, ya que presenta inhibicion de le
enzima 5o-reductasa.




ICs. Cantidad de sustrato para inhibir al 50% de la actividad de la enzima.

Como se observa en la tabla 9 (pag. 43) los compuestos A-6 y A-7 no inhibieron a la
enzima la enzima So-reductasa. Al contrario de lo esperado ambos compuestos estimularon
la formacion de DHT °[H]. Por lo tanto se propuso calcular su ECsy (concentracion del
esteroide que estimula el 50% de la actividad enzimatica).

Los valores obtenidos experimentalmente se encuentran reportados en la tabla 10

(pag. 44) (28,29 y 30).

Tabla 10.
Resultado del ensayo in vitro con la enzima Sa-reductasa para determinar ECs.
Compuesto ECs
o)
0 3nM
e
o]
A-6
(@]
0 1InM
Q)LO
o}
A-7

ECs. Cantidad de sustrato para estimular al 50% de la actividad de la enzima.



6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Discusion de la Sintesis Quimica.

e Acetato de 16-dehidropregnenolona (A-1).

Este compuesto es la materia prima de la sintesis que realizamos. Este compuesto se
encuentra disponible comercialmente con el nombre de 33-acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona
y representa el punto de partida para la mayoria de los esteroides debido a, que presenta
grupos funcionales necesarios para transformarse en una gran variedad de productos.

Para poder realizar el trabajo de sintesis, fue necesario caracterizar la materia
prima, mediante sus propiedades fisicas y espectroscopicas. Los resultados obtenidos se
muestran en la tabla 2 (pag. 31).

En el espectro de IR (Espectro 1, pag. 62), dentro de las sefiales mas importantes
tenemos las absorciones de la zona de los metilos y metilenos en 2941.04 cm™ y 1369.83
cm™, la zona de los carbonilos en 1731.06 cm™ y 1662.87 cm™ correspondiente a los
carbonilos del grupo acetoxi en C-3 y de la cetona a,B-insaturada en C-20 respectivamente;
La banda en 1587.69 cm™ indica la presencia de un doble enlace conjugado y las sefiales en
1236.34 cm™ 1036.15 cm™ respectivamente la vibracion de C-O-C del éster en C-3.

En cuanto a la RMN "H (Espectro 8, pag. 66), se aprecian las sefiales caracteristicas
de las sefiales de los metilos angulares en C-18 y C-19 como son los singuletes en 0.920 y
1.060 ppm que integran para 3 protones cada una.

También se observan otras dos sefiales simples en 2.037 y 2.265 ppm que integran
para 3 protones cada una, asignadas al metilo en C-21 y al metilo del grupo acetato en C-3

respectivamente. En la zona de los protones vinilicos se observé un dobletes en 5.378 ppm



y un doble de dobles en 6.714 ppm integrando cada uno para un proton, los cuales se deben
al proton vinilico en C-6 y C-16 respectivamente. La sefial multiplete, que integra para un
protén en 4.612 ppm se asigno al proton en C-3.

La RMN "°C (Espectro 15 y 22, pags. 70 y 74), muestra las sefiales en 15.683 ppm
19.198 ppm y 21.407 ppm las cuales se asignaron a los carbonos de los metilos en C-18, C-
19 y C-21. En la zona de los carbonos vinilicos (sp®) se aprecian las sefiales en 140.233
ppm y 121.964 ppm asignadas para C-5 y C-6. Las senales observadas en 155.316 ppm y
144.394 ppm corresponden a los carbonos C-17 y C-16. En 170.516 ppm se tiene una sefial
debida al carbono de la cetona en C-3 y el desplazamiento en 196.814 ppm se asigno al
carbono del carbonilo en C-20.

La EM-IE de (Espectro 29, pag. 78). Se observo un pico pequeiio en 341 m/z debido
a la perdida de [CHj3 *]. También se observa la perdida de un fragmento [CH; COOH °] de
un 16n molecular con un pico de 296 m/z que corresponde al pico con 100% de abundancia
relativa (pico base). El pico siguiente en 281 m/z se debe a la pérdida de 15 unidades a

partir del pico base que puede deberse a la pérdida de un fragmento [CHs *].

e 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona (A-2).

En la sintesis de este compuesto se formd un epoxido entre C-5 y C-6 a partir de la
doble ligadura que existia entre ellos. La epoxidacién se realizé con m-CPBA en CHCI;. El
compuesto deseado se obtuvo con un rendimiento del 89 % y se caracterizd mediante sus
propiedades fisicas y espectroscopicas mostradas en la tabla 3 (pag. 33).

En el espectro de IR (Espectro 2, pag. 62), dentro de las sefiales mas importantes
tenemos las absorciones de la zona de los metilos y metilenos en 2940.83 cm™, 2859.32

em’ y 1371.81 cm’, la zona de los carbonilos en 1734.51 ecm™” y 1660.48 cm™



correspondiente a los carbonilos del grupo acetoxi en C-3 y de la cetona a,p-insaturada en
C-20 respectivamente; La banda en 1588.54 cm™ indica la presencia de un doble enlace
conjugado y las sefiales en 1252.04 cm™ 1040.64 cm™ respectivamente la vibracion de C-
O-C del éster en C-3.

En cuanto a la RMN 'H (Espectro 9, pag. 66), se observa la desaparicion de la sefial
en 5.386 ppm correspondiente al proton vinilico en C-6, apareciendo una sefal doble en
4.960 ppm que integra para un proton en el carbono base del epoxido. La sefial multiple en
4.777 ppm se asigno al proton en C-3; las sefales simples en 0.860, 1.126 y 2.031 ppm que
integran para tres protones cada una corresponden a los metilos angulares C-18, C-19 y al
metilo o al carbonilo de C-21 respectivamente. La sefial en 6.696 que integra para un
protén se asigno al proton vinilico C-16.

En la RMN "°C (Espectro 16 y 23, pags. 70 y 74), las sefiales en 15.779, 16.934 y
21.370 ppm se refieren a los carbonos de los metilos en C-18, C19 y C-21 respectivamente.
Las senales en 63.247 y 65.346 ppm corresponden a los carbonos cuaternarios que forman
la base del epdxido. Las asignaciones en 144.077 y 155.225 ppm en la zona de los carbones
vinilicos corresponden a C-16 y C-17 respectivamente. El desplazamiento quimico en
196.710 se debe al carbono C-20 base del carbonilo.

La EM-IE de (Espectro 30, pag. 78). Se observa un I6n molecular M+1 de 372 m/z
que corresponde al peso molecular de A-2. El pico de 357 m/z se debe a la pérdida de un
fragmento [CHs3"] a partir de un 16n molecular. La sefial en 329 m/z se debe a la perdida de
un fragmento [CH3C=0"] a partir del i6n molecular. El pico base se localizé en 312 m/z y

se debe a la pérdida de un radical [CH3;COOH*] proveniente del i6n molecular.



e 3-Acetoxi-5-hidroxi-pregn-16-en-6,20-diona (A-3).

En la sintesis del compuesto (A-3) se empled CrO; disuelto en agua para obtener un
grupo ceto en C-6, aunque también se produce la formaciéon de de un grupo OH en posicion
C-5.

Después de lavar el producto con agua para eliminar el Cromo y recristalizar para
obtener el producto con mayor pureza, el rendimiento que se obtuvo fue de 70%. Las
propiedades fisicas espectroscopicas obtenidas se encuentran en la tabla 4 (pag. 34) y a
continuacion se discuten.

En el espectro de IR (Espectro 3, pag. 63). Este espectro muestra dentro de las
sefiales mas importantes la banda caracteristica de los OH en 3451 cm’ que se asigno al
oxhidrilo en C-5. También presenta una sefial en 1713.61 cm™ que se asigna al carbonilo
presente en C-6 y la sefial de 1665.06 cm™ al carbonilo o,B-insaturada en C-20. Las sefiales
en 2942.45 y 1436.06 cm’ corresponden a los grupos metilo y metilenos. También se
observan sefiales que indican la vibracion del grupo éster presente en C-3 en 1237.73 y
1039.77 em’™.

En RMN 'H (Espectro 10 pag. 67), no aparece mas la sefial de 4.960 ppm
correspondiente al proton en C-6. También tenemos las sefales en 0.834, 0.851 y 2.252
ppm respectivamente corresponden a los metilos presente en C-18, C-19 y C-21. La sefial
del proton vinilico en C-16 se mantiene constante como una sefial doble de dobles en 6.681
ppm; la sefial multiple que integra para un protén en 5.010 ppm corresponde al protéon en
C-3. La sefial triple en 2.871 ppm que integran para dos protones se asigno a los protones

en C-4 y la senal presente en 2.525 ppm que corresponde al metilo del grupo acetoxi.



La RMN "°C (Espectro 17 y 24, pags. 71 y 75), tiene sefiales importantes dentro de
las que las destacan la sefial en 80.216 ppm que se asignod al carbono base del oxhidrilo en
C-5 y la senal en 211.867 ppm se asigno a la presencia del grupo carbonilo de acetona en
C-6. Las sefiales que permanecieron constantes fueron las de metilos en C-18, C-19 y C-21
en 13.841, 15.763 y 21.352 ppm respectivamente. La sefial en 27.088 ppm se debe al metilo
del ester en C3-2’.

La EM-IE de (Espectro 31, pag. 79), muestra un i6n molecular en 388 m/z que
corresponde al peso molecular del compuesto A-3. Presenta también un pico en 373 m/z
que se debe a la pérdida de un fragmento [CHj3"] a partir del 16n molecular. La sefial en 345
m/z se debe a la pérdida de un fragmento [CH3C=0"] a partir del i6n molecular. El pico
base se localizd en 328 m/z y se debe a la pérdida de una molécula de agua ¢ deshidratacion

del alcohol en C-5 del fragmento anterior.

e 3-Acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona(A-4).

El siguiente paso de la ruta de sintesis fue, la eliminacion del oxhidrilo presente en
C-5 y formar un doble enlace entre los carbonos C-4 y C-5. La técnica empleada requirid
del uso cloruro de tionilo y piridina bajo una atmosfera de Nitrégeno. El rendimiento de
esta reaccion fue 52 %. El producto y se caracterizd por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas. Los resultados se encuentran reportados en la tabla 5 (pag. 36).

En el IR (Espectro 4, pag. 63), se observo la desaparicion de la banda intensa en
3451.63 cm™ lo que indica la eliminacion del grupo oxhidrilo en C-3. Las sefiales en
2942.63, 2870.59 y 1371.72 cm™ son representativas de los metilos y metilenos. La sefial

presente en 1735.08cm™ corresponde al carbonilo del éster. En 1681.05 y 1658.19 cm™ se



tienen bandas que corresponden a los carbonilos a,B-insaturados en C-6 y C-20

1 -
se deben a las sefiales de

respectivamente y las bandas en 1234.37 y 1041.94 cm’
estiramiento C-O-C caracteristicas del ester.

En cuanto a la RMN 'H (Espectro 11, pag. 67), confirmé la formacion del enlace
doble entre C-4 y C-5 ya que la sefial en 6.082 ppm que integra para un protdn se asigno al
proton vinilico presente en C-4. Las sefiales en 0.915, 1.047 y 2.055 ppm que integran cada
una para tres protones se asignaron a los protones de los metilos en C-18, C-19 y C-21
respectivamente. La sefial en 5.313 ppm corresponde al proton del carbon base en C-3 y la
sefal doble de dobles que integra para un protoén en 6.693 ppm se debe al protén vinilico en
C-16.

La RMN "“°C (Espectro 18 y 25, pags. 71 y 75), observamos la apariciéon de dos
sefales importantes en 129.043 y 147.867 ppm que se asignaron a los carbonos vinilicos en
C-4 y C-5 y que confirman la eliminaciéon del grupo oxhidrilo en C-5. Las sefales en
143.893 y 154.826 ppm son debidas a los carbonos de vinilo en C-16 y C-17
respectivamente. En 170.709 ppm tenemos la sefial que corresponde al carbonilo del ester
presente en C3-1°. El desplazamiento quimico en 196.606 ppm se asigné al carbono del
carbonilo en C-20 y la sefial en 201.813 ppm corresponde al carbonilo de cetona en C-6.
Los desplazamientos quimicos presentes en 15.741, 19.541 y 21.152 ppm pertenecen a los
carbonos de metilos en C-18, C-19 y C-21 respectivamente. La sefial en 69.193 ppm
corresponde al carbono base del ester en C-3 y la sefial en 27.096 ppm fue asignada al
carbono metilico del ester en C3-2°.

La EM-IE de (Espectro 32, pag. 79), muestra un i6n molecular de 370 m/z que

corresponde al peso molecular del compuesto A-4. El pico base se encuentra en 328 m/z y



se debe a la pérdida de un fragmento [CH3;COOH’] del i6n molecular. La pérdida de una

entidad [CHj3"] del fragmento anterior genera un pico en 313 m/z.

e 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-5).

El siguiente paso en la ruta de sintesis fue la hidrélisis del éster presente en el
carbono nimero 3 de A-4. Dicha hidrdlisis fue promovida con el uso de NaOH al 10 % y
MeOH a temperatura ambiente, formdndose asi el respectivo alcohol en C-3 del esteroide.
El producto final, A-5 se obtuvo con un rendimiento del 58% y se identifico por sus
propiedades fisicas y espectroscdpicas, resultados reportados en la tabla 6 (pag. 38).

En el IR (Espectro 5, pag. 63), confirm6 la hidrolisis del éster en C-3, ya que la
presencia de una banda ancha en 3419.49 cm’ indico la formacién del alcohol como
resultado de esta reaccion. Las sefiales en 2939.12 y 2861.34 y 1372.03 cm™ corresponden
a los metilos y metilenos presentes en la estructura. Las bandas en 1678.78 y 1650.41cm™
son debidas a los carbonilos o,B-insaturados en C-6 y C-20 respectivamente.

En cuanto a la RMN 'H (Espectro 12, pag. 68), se observo que las sefiales en 0.908
1.006 y 2.271 ppm corresponden a los metilos en C-18, C-19 y C-21 respectivamente y
permanecen sin sufrir cambio alguno. Sin embargo, la sefial debida al metilo del ester en
C-3 desaparecid, confirmando la hidrolisis del ester en el carbono 3. También observamos
una sefial importante en 3.512 que corresponde al carbono base del alcohol en C-3 Las
sefales en 6.107 y 6.934 ppm que integran para un protoén corresponden a los protones de
los carbonos vinilicos en C-4 y C-16 respectivamente y la sefial en 4.159 ppm que integra

para un proton se asigno al proton en C-3.



Dentro de los desplazamientos quimicos més importantes en RMN "*C (Espectros
19 y 26, pags. 72 y 76), tenemos la sefial en 66.258 ppm que corresponde al carbono base
del oxhidrilo en C-3. Los carbones vinilicos C-4, C-5 y C-16 y C-17 presentan sefiales en
134.838, 145,711 y 145.034, 154.815 ppm respectivamente. En 15.720, 19.552 y 26.868
ppm se encuentran las sefales asignadas a los metilos y se mantuvieron inalteradas.
También se mantuvieron constantes las sefiales en 196.411 y 201.408 ppm que
corresponden al carbonilo en C-20 y C-6 respectivamente.

En EM-IE de (Espectro 33, pag. 80), se observo un 16n molecular en 328 m/z que
corresponde al peso molecular del compuesto A-5 y también es el pico base del espectro.
La pérdida de un fragmento [CH3°] del 16n molecular, mostré un pico en 313 m/z. El pico
observado en 285 m/z, corresponde a la perdida de [CH3C=0"] del 16n molecular. También
se observd un pico muy pequefio en 295 m/z que se debe a la deshidratacion del alcohol en

C-3 a partir del fragmento observado en 313 m/z.

La siguiente etapa de la ruta sintética son las esterificaciones del alcohol formado
en la reaccién anterior (A-5), con el Acido Cilopentanoico y el Acido

Ciclohexanoico para obtener los ésteres correspondientes.

e 3,B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-6).
Para la reaccion de esterificacion se realizd con el alcohol obtenido en el paso
anterior (A-5) mas el acido ciclopentanoico, también se utilizd diciclohexilcarbodiimida,
dimetilaminopiridina como catalizadores y diclorometano como disolvente, también se

controlo la humedad del sistema mediante de una atmosfera de nitrogeno, obteniendo como



resultado un éster nuevo y que no esta reportado en la literatura. En esta reaccion se obtuvo
un rendimiento del 82% y las propiedades fisicas y espectroscopicas por las cuales se
determino su estructura se encuentran en la tabla 7 (pag. 39) y a continuacion se discuten.

En el IR (Espectro 6 pag. 64), no se observa mas la presencia de la banda ancha en
la zona de los alcoholes, lo que hace suponer la esterificacion del acido ciclopentanoico en
C-3. Las sefiales en 2945.51, 2868.13 y 1370.45 cm™ son caracteristicas de de los metilos y
metilenos. La sefial que confirma la esterificacion se observa en 1727.96 cm™, las bandas
en 1233.64 y 1172.75 cm™ que corresponden a la sefial de estiramiento de C-O-C del éster.
Las bandas en 1691.64 y 1664.40 cm™ se deben a los carbonilos a,f-insaturados en C-6 y
C-20 respectivamente. También tenemos sefiales de estiramiento de C=C en 1638.81 cm™.

En cuanto a la RMN 'H (Espectro 13, pag. 68), se aprecian las sefiales de los
metilos C-18 C-19 y C-21 en 0.930, 1.063 y 2.277 ppm respectivamente. En 5.328 tenemos
una sefial multiple que integra para un proton, sefial que se asignd al protdon que se
encuentra en C-3. Las sefales de los protones vinilicos en C-4 y C-16 aparecen en 6.091
6.709 ppm respectivamente.

La RMN C (Espectro 20 y 27, pags. 72 y 76), confirmo la esterificacion de A-5 ya
que en la zona de los carbonilos ademas de las senales de 201.787, 196.564 referentes a los
carbonillos en C-6 y C-20, también se observa otra sefial en 176.410 ppm que corresponde
al carbonilo del éster formado en C-3. También permanecen constantes las sefiales en
129.457, 147.689 y 143.778 y 154.883 ppm que corresponden a las sefales de los carbones
vinilicos en C-4 C-5y C-16 C-17 respectivamente, asi como, las sefiales de los metilos
C-18, C-19 y C-21 cuyas sefiales aparecieron en 15.751, 19.625 y 20.534 ppm. La sefial en

68.897 ppm se debe al carbono base del ester en C-3



La EM-IE de (Espectro 34, pag. 80), confirmé un i6n molecular en 425 m/z
correspondiente al peso molecular M+ de A-6. El pico en 328 m/z se debe a la pérdida del
fragmento [(CsHg)C=0"]a partir del idn molecular que corresponde también al pico base 6

pico con 100 % de abundancia relativa.

¢ 3,B-(ciclohexanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-7).

Para la reaccion de esterificacion se realizd con el alcohol obtenido anteriormente
(A-5) mas el acido ciclohexanoico, también se utilizd diciclohexilcarbodiimida,
dimetilaminopiridina como catalizadores y diclorometano como disolvente, se controlo la
humedad del sistema mediante una atmodsfera de nitrogeno, obteniendo como resultado un
éster nuevo y que no esta reportado en la literatura. En esta reaccion se obtuvo un
rendimiento del 79% y las propiedades fisicas y espectroscopicas por las cuales se
determiné su estructura se encuentran en la tabla 8 (pag. 41) y a continuacion se discuten.

En el IR (Espectro 7, pag. 65), no se observa mas la presencia de la banda ancha en
la zona de los alcoholes, lo que hace suponer la esterificacion del acido cliclopentanoico en
C-3. Las sefiales en 2936.71, 2856.28 y 1371.77 cm™ son caracteristicas de de los metilos y
metilenos. La sefial que confirma la esterificacion se observa en 1728.82 cm™, las bandas
en 123447 y 1166.21 cm™ que corresponden a la sefial de estiramiento de C-O-C del éster.
Las bandas en 1692.28 y 1665.21 cm™ se deben a los carbonilos a.,f-insaturados en C-6 y
C-20 respectivamente. También tenemos sefiales de estiramiento de C=C en 1636.30 cm™.

En cuanto a la RMN 'H (Espectro 14, pag. 69), se aprecian las sefiales de los
metilos C-18 C-19 y C-21 en 0.929, 1.060 y 2.277 ppm respectivamente. En 5.326 tenemos

una sefial multiple que integra para un proton, sefial que se asignod al protdon que se



encuentra en C-3. Las sefales de los protones vinilicos en C-4 y C-16 aparecen en 6.076
6.708 ppm respectivamente.

La RMN "C (Espectro 21 y 28, pags. 73 y 77), confirmé la esterificacion de A-5 ya
que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales de 201.757, 196.576 referentes a los
carbonillos en C-6 y C-20, también se observa otra sefial en 175.720 ppm que corresponde
al carbonilo del éster formado en C-3. También permanecen constantes las sefiales en
129.445, 147.719 y 143.778, 154.901 ppm que corresponden a las sefiales de los carbones
vinilicos en C-4 C-5 y C-16 C-17 respectivamente, asi como, las sefales de los metilos
C-18, C-19 y C-21 cuyas sefiales aparecieron en 15.763, 19.632 y 20.547 ppm. La sefial en
68.732 ppm se debe al carbono base del ester en C-3

La EM-IE de (Espectro 35, pag. 81), confirmé un i6n molecular en 425 m/z
correspondiente al peso molecular M+ de A-7. El pico en 328 m/z se debe a la pérdida del
fragmento [(CgH19) C=0"] a partir del i6n molecular que corresponde también al pico base

6 pico con 100 % de abundancia relativa.



6.2 Discusion de las Pruebas Bioldgicas.
Los resultados reportados en la tabla 9 (pag. 43), indican que los compuestos A-6 y

A-7 no son inhibidores de la enzima Sa-reductasa y por lo tanto no presentan la actividad
antiandrogénica esperada.

Al comparar los compuestos A-7 y AM-15 se observo que la falta de un metileno en
el grupo sustituyente en C-3 afecta el efecto biologico, pues estimula a la enzima en lugar
inhibirla (tablas 9 y 10, pags. 43 y 44). Por otra parte el efecto estérico, también altero el
resultado biologico ya que al incrementar el nimero de carbonos en el anillo del grupo
sustituyente en C-3 (compuesto A-7), con respecto al compuesto A-6 la ECsy disminuye,
indicando que se requiere menor concentracion de A-7 para estimular la actividad de la
enzima Sa-reductasa (tabla 10).

Lo anterior indica que al modificar el grupo acilo en la posicion C-3 del esteroide,
por efecto estérico o por una disminucion de un metileno que restringe el libre giro del

anillo en la molécula, se altera drasticamente la actividad biologica.



7. CONCLUSIONES

Con base en los resultados (Fisicos, Espectroscopicos y Bioldgicos) obtenidos de

este trabajo, se concluye que:

o Se logro la sintesis de los compuestos finales esperados, el 3,B-ciclopentanoiloxi-
pregna-4,16-dien-6,20-diona (A-6) y el 3,B-ciclohexanoiloxi-pregna-4,16-dien-

6,20-diona (A-7) derivados de la progesterona.

o Los compuestos A-6 y A-7 no inhibieron la enzima Sa-reductasa del tejido de la
prostata de cadaver humano. Por lo que no tienen cardcter antiandrogénico a través
de este mecanismo. Sin embargo se observo una tendencia inversa, ya que se

estimulo la transformacion de la T a DHT por la enzima Sa-reductasa.

o El efecto estérico y la reduccion del libre giro de los sustituyentes en C-3 por la
ausencia de un metileno, proporciona un efecto androgénico en las moléculas

sintetizadas.
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Espectro 2. IR del 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-ep0-ona.
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Espectro 6. IR del 3B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
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Espectro 13. RMN'H del 3p-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
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Espectro 16. RMN'C del 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16-en-20-ona.
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Espectro 18. RMN*C del 3-Acetoxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
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Espectro 19. RMN™3C del 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-6,20-diona
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Espectro 20. RMN*®C del 3pB-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
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Espectro 21. RMN*C del BB-(cicIohexanoioni);pregna-4,16-dien-6,20-diona.
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Espectro 22. RMN™®C en Versién DEPT del Acetato de 16-dehidropregnefuna.
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Espectro 23. RMN*C en Versién DEPT del 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn-16n-20-ona.
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Espectro 25. RMN™C en Versién DEPT del 3-Acetoxi-pregna-4,16-
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75
FACULTAD DE QUIMICA U.N.A.M.



Pulse Sequence: dept ‘

- cHa carbons [ |
S
HO
- et

CH carbons l [ ‘
n P o i Aol o
" i J o) y v
|

o | | i |
all protonated carbons i { { | i1
AP A A g A A A A s # it
T : e e A 1 S — T e S T A At o
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Espectro 26. RMN®C en Versién DEPT del 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien-
6,20-diona.

O
CH3 carbons I { {

(0]
- o A-6 '
B L

_ Espectro 27. RMN3C en Version DEPT del 33-(ciclopentanoiloxi)-
'pregna-4,16- dien-6,20-diona.

76
FACULTAD DE QUIMICA U.N.A.M.



ANEXO

Pulse Sequence: dept

CH3 carbons

O/lLO
CH2 carbons
i i
b L i

all protonated carbons

AL B o e e s T T LS . I i s e T

T L o B Mmoo
120 100 80 60 40 20 I

= —T T

“180 160 BT
Espectro 28. RMN*C en Versién DEPT del 3[3-(cic|ohexénoioni)-pregna-4,16-dien
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Espectro 29. EM-IE del Acetato de 16-dehidropregnesiona.
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Espectro 30. EM-IE del 3-Acetoxi-5,6-epoxi-pregn@-en-20-ona.

78
FACULTAD DE QUIMICA U.N.A.M.



ANEXO

9Ba72S ) 328
189

" B8 AcO

48 -

- 42

28

388

268 282 388 3@ 34B  3IE0 I 483
L

48 &8 B2 2@ 428 148 6@ 188 20@ 220 24

Espectro 31. EM-IE del 3-Acetoxi-5-hidroxi-pregn-16en- 6,20-diona.
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Espectro 32. EM-IE del 3-Acetoxi-pregna-4,16-die;20-diona.
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Espectro 33. EM-IE del 3-Hidroxi-pregna-4,16-dien6,20-diona.
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Espectro 34. EM-IE del 3B-(ciclopentanoiloxi)-pregna-4,16-dien-6,20-diona.
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Espectro 35. EM-IE del 3B-(ciclohexanoiloxi)-pregna-4,16-dien -6,20-diona.

81
FACULTAD DE QUIMICA U.N.A.M.



	Portada

	Índice

	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Objetivos

	4. Metodología

	5. Resultados

	6. Discusión de Resultados

	7. Conclusiones

	8. Bibliografía

	Anexo

