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RESUMEN

Actualmente el cancer de préstata y la hiperplasia prostatica benigna son dos padecimientos con una
incidencia creciente que afectan a la poblacion masculina de edad avanzada. Ambos padecimientos son
androgeno-dependientes, es decir, que su desarrollo y patologia es dependiente de las concentraciones de

androgenos en el organismo, principalmente de la dihidrotestosterona, que es el andrégeno mas potente.

Es por ello que se han creado diversos tratamientos para disminuir la concentraciones de ésta en el
organismo, siendo de vital interés los inhibidores de la enzima 5a-reductasa, debido a que ésta enzima es la
encargada de la reduccidn de testosterona a dihidrotestosterona. Desde el punto de vista farmacol6gico este
tratamiento resulta muy atractivo ya que Unicamente se detienen las acciones andrégenicas causadas por la
dihidrotestosterona sin afectar las funciones fisiolégicas de la testosterona, en consecuencia los efectos

secundarios son menores.

En este trabajo de investigaciéon se describe la sintesis y evaluacién bioldgica de derivados de la
progesterona con y sin un atomo de cloro en C-6: 17-o—benzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6a), 6-
cloro-17a—4'-fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6b), 6-cloro-17a—4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-
3,20-diona (6¢c), 17a—4-bromobenzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6d), 17o-benzoiloxi-4,6-
pregnadien-3,20-diona (8a), 17a-4'-fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8b), 17a-4'-clorobenzoiloxi-
4,6-pregnadien-3,20-diona (8c) y 17a-4-bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d). La estructura
quimica de cada una de las moléculas se elucidé mediante IR, UV, RMN 'H, RMN **C y EMIE; asi mismo se
realizo la evaluacion bioldgica de estos como de sus intermediarios mediante: ensayos in vitro de inhibicion
de la enzima 5a-reductasa de prostata de cadaver humano, de afinidad por el receptor androgénico y de
citotoxicidad en lineas celulares cancerosas, como in vivo de inhibicién del crecimiento de la préstata en

hamsteres castrados.

Los compuestos 1-5 en el ensayo in vitro muestran una actividad moderada significativa de inhibicién
frente a la enzima 5a-reductasa comparables con la actividad inhibitoria de finasterida, farmaco de eleccion
para el tratamiento de cancer de préstata e hiperplasia prostética benigna. Por otra parte, en el ensayo in
vitro de afinidad por el receptor androgénico, ninguno de los compuestos presentd afinidad por el receptor
androgénico; en el tercer ensayo in vitro de citotéxidad en lineas celulares para los compuestos 6a-6d y 8a-
8d, el compuesto 8d presentd una alto porcentaje de inhibicion del crecimiento de las células cancerosas,
siendo mayor para el cancer de préstata. El ensayo in vivo en hamsteres para los compuestos 1-5 indica que
todos ellos presentan una actividad moderada de inhibicién del crecimiento de la prostata, sugiriendo que

algln paradmetro farmacocinético, como la absorcioén y distribucion, afect6 en su actividad.
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La informacion recabada en este estudio aporta nuevas herramientas sobre los requerimientos
estructurales que son determinantes en el efecto antiandrogénico de derivados de progesterona, en el
desarrollo de moléculas medicinales anticancerigenas con posible uso en la terapéutica de padecimientos

andrégeno-dependientes.
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ABSTRACT

Nowadays prostate cancer and benign prostatic hyperplasia are two diseases with high incidence in old
men; both afflictions depend on the concentrations of androgens, mainly dihydrotestosterone, the most active
androgen.

That is the reason why many treatments have been developed to decrease the concentrations of
dihydrotestosterone, one of them are the 5a-reductase inhibitors. This enzyme, 5a-reductase, converts
testosterone to dihydrotestosterone; therefore, the inhibition of 5a-reductase enzyme is a logical treatment
for these disorders. When the action of dihydrotestosterone is blocked it still allows testosterone to exhibit its

physiological functions.

In this work is described the synthesis and biological evaluation of a series of progesterone derivatives
with and without a chlorine atom at C-6: 17a—benzoiloxy-6-chloro-4,6-pregnadien-3,20-dione (6a), 6-chloro-
17a—4-fluorobenzoiloxy-4,6-pregnadien-3,20-dione (6b), 6-chloro-17a—4'-chlorobenzoiloxy-4,6-pregnadien-
3,20-dione (6¢), 170-4'-bromobenzoiloxy-6-chloro-4,6-pregnadien-3,20-dione (6d), 17a-benzoiloxy-4,6-
pregnadien-3,20-dione (8a), 17a-4’-fluorobenzoiloxy-4,6-pregnadien-3,20-dione (8b), 170-4'-
chlorobenzoiloxy-4,6-pregnadien-3,20-dione (8c) and 17a-4’-bromobenzoiloxy-4,6-pregnadien-3,20-dione
(8d). The structure of these compounds was determined by IR, UV, NMR 'H, NMR **C and mass
spectrometry; the biological activities of these steroidal derivatives and their intermediates were assayed in
vitro tests as 5a-reductase inhibitors, the affinity for the androgen receptor, citotoxicity of cancer cellular lines

as well as in vivo test on gonadectomized adult male hamsters.

In the in vitro biological tests compounds 1-5 showed moderate inhibition of 5a-reductase as comparated
to Finasteride, the drug of choice for the treatment of prostate cancer and benign prostatic hyperplasia. In the
in vitro test for the affinity for the androgen receptor for compounds 1-8d failed to show an affinity for the
androgen receptor. In the in vitro test for citotoxicity of cell lines, compounds 6a-6d and 8a-8d, 8d showed
high inhibition of the growth of cell lines, mainly prostate cancer cell line. Finally the in vivo test for
compounds 1-5 showed a moderate activity for the growth of the prostate gland, thus suggesting that a

pharmacokinetic parameter altered the activity.
The information obtained in this work furnished valuable struture-activity relationships information for the

antiandrogenic effect of progesterone derivatives, and new strategies for the development of anticancer

medicinal compounds for androgen-dependent diseases.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La palabra cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por un crecimiento anormal de
células, se transmite a células hijas y se manifiesta por una reduccién del control del crecimiento y la funcién
celular. Esta enfermedad se encuentra entre las tres primeras causas de muerte de adultos en paises

desarrollados, siendo la segunda causa de muerte con un 12.5% del total de las muertes.

En el caso de los hombres, el cancer de préstata representa el segundo cancer mas diagnésticado y la
tercera causa de muerte, caracterizandose como una enfermedad de alta incidencia en hombres de edad
avanzada. De acuerdo con datos reportados por el Instituto Nacional de Cancer en Estados Unidos, en el
2008 se estima que habra 186, 320 nuevos casos de cancer de préstata y 28, 660 muertes; en México no
existen datos actuales; sin embargo, segin datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud, hay
16 muertes por cada 100, 000 hombres, y se estima que el cancer en el 2030 sera casi el 14% de las causas
de muerte en México.

Otro padecimiento que afecta a la glandula prostatica es la enfermedad conocida como hiperplasia
prostéatica benigna (HPB), que también tiene alta incidencia en adultos y se caracteriza por el agrandamiento

anormal de la préstata y la formacion de nédulos.

Ambos padecimientos son andrégeno-dependientes, es decir, su desarrollo y patologia son dependientes
de altas concentraciones de andrégenos en el organismo, principalmente de la dihidrotestosterona que es el
andrégeno mas potente. Es por ello que se han creado diversos tratamientos para disminuir la
concentraciones de ésta en el organismo, estos son: prostatectomia, orquiectomia, criocirugia, braquiterapia,
radiacién externa y quimioterapia. Sin embargo; con estos tratamientos existen desventajas siendo las
principales la incontinencia, la impotencia, la pérdida de deseo sexual, la esterilidad y problemas
psicoldgicos. Por ello surge la terapia hormonal como una alternativa para tratar dichos padecimientos. En
un inicio se utilizaron agonistas y/o antagonistas de GnRH (Hormona liberadora de gonadotropinas); sin
embargo, ellos presentan algunos efectos secundarios como hipogonadismo sintomatico, bochornos,

alteraciones del metabolismo de lipidos, impotencia y desarrollo de osteoporosis.

Posteriormente surgen los inhibidores de la enzima 5a-reductasa como tratamiento alternativo, debido a
gue esta enzima es la encargada de la reduccion de testosterona a dihidrotestosterona. Desde el punto de
vista farmacolodgico, este tratamiento resulta muy atractivo ya que Unicamente se detienen las acciones
androgenicas causadas por la dihidrotestosterona sin afectar las funciones fisiologicas de la testosterona,
produciendo menos efectos secundarios. El farmaco de eleccion en el mercado es finasterida, que aun

presenta ciertos efectos secundarios como diarrea, dafio hepatico, etc.
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Por ello, considerando el aumento de la incidencia de estos padecimientos y las desventajas de los
farmacos disponibles en el mercado, es indispensable la busqueda de nuevas moléculas que no presenten o
gue sean menores los efectos secundarios producidos, problemética de la cudl surge este trabajo, el cual
intenta proporcionar informacién basica sobre los requerimientos estructurales para la actividad
antiandrogénica a través de la sintesis y evaluacion bioldgica in vivo e in vitro de derivados de la
progesterona con y sin un atomo de cloro en la posicién C-6.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. CANCER

La palabra cancer es utllizada para describir mas de 100 enfermedades que se caracterizan por un
crecimiento anormal de células, situacion que es transmitida a células hijas y que se manifiesta por una
reduccioén del control del crecimiento y la funcién celular.*? Existen muchas causas que originan este grupo
de padecimientos, las cuales se pueden integrar de la manera siguiente: -

e Predisposicion genética.

e Factores ambientales (ocupacionales, dieta, farmacos, contaminantes).

e Factores ambientales interaccionando con predisposiciones genéticas.

e Factores desconocidos.

Actualmente, el cancer se encuentra entre las tres primeras causas de muerte de adultos en paises
desarrollados, siendo la segunda causa de muerte con un 12.5% del total de las muertes, dicho valor es

mayor que el causado por enfermedades como el SIDA, la tuberculosis y la malaria juntas.”
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Figura 2.1. Muertes causadas por cancer en 2002.2

Cada tipo de cancer se comporta de manera distinta y presentan velocidades de crecimiento y

capacidades para invadir otros tejidos diferentes; es por eso que cada tipo de cancer necesita un tratamiento
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especifico. La Figura 2.2
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Figura 2.2. Principales tipos de cancer en el mundo ?

2.2. CANCER DE LA PROSTATA E HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA

2.2.1. GENERALIDADES

En el caso de los hombres, el cancer de préstata representa el segundo cancer mas diagnésticado y la

tercera causa de muerte. Esta enfermedad es de alta incidencia en hombres de edad avanzada.**®

De acuerdo con datos reportados por el Instituto Nacional de Cancer en Estados Unidos, en el 2008 se
estima que habra 186, 320 nuevos casos de cancer de prostata y 28, 660 muertes;' en México no existen
datos actuales; sin embargo, de acuerdo con datos reportados por la Organizacién Mundial de la Salud hay
16 muertes por cada 100, 000 hombres y de acuerdo con los prondsticos para el 2030 se estima que

ocupara casi el 14% de las causas de muerte.’

Otro padecimiento que afecta a la glandula prostatica es la enfermedad conocida como hiperplasia
prostética benigna (HPB) que también se caracteriza por tener alta incidencia en adultos y por el

agrandamiento anormal de la préstata y la formacién de nédulos.?®
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Ambas patologias presentan ciertas caracteristicas en comtn, como son: ® *°

e Altaincidencia en personas adultas.

e Historias clinicas relacionadas.

e Altas concentraciones de andrégenos.

¢ Responden a tratamientos que eliminan o disminuyen la concentracion de andrégenos.
Existen diversos factores de riesgo que predisponen a estas enfermedades, los cuales son: ***?
e Edad.

Factores genéticos.
e Raza.

Dieta.

Historial clinico.

Ejercicio.

La edad juega un papel importante en el desarrollo del cancer de la prostata debido a que la prostata
continua creciendo con la edad por la influencia de los andrégenos a lo largo de la vida, esta es la razon de
gue sea raro diagnosticar cancer prostatico en hombres menores a 50 afios, es asi que la probabilidad de
desarrollar cancer de préstata en un hombre menor a 40 afios es de 1 en 10 000, mientras que en un
hombre entre 60-79 afios es de 1 en 8;' por otro lado, un ejemplo claro de los factores genéticos es la
incidencia del cancer de prostata en hombres negros, que es 37% mas alta que en hombres blancos, con un
indice de mortalidad dos veces mayor;'>** mientras que en hombres asiaticos son enfermedades poco
comunes siendo otros tipos de cancer los causantes de muerte;*'°** finalmente, en paises donde hay dieta

rica en grasas (mayor a 120 g por dia) el indice de mortalidad es elevado.”

Algunos de los signos y sintomas de ambas enfermedades son: flujo de orina lento, interrumpido o con
dificil control, frecuente necesidad para orinar, dolor al orinar, dolor pélvico o en la espalda. Todos estos
sintomas se deben al agrandamiento de la préstata que obstruye los conductos urinarios y los tejidos que se
encuentran alrededor de ella.*?

2.2.2. METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagnostico temprano es dificil debido a que es asintomatico, sélo el cancer prostatico localizado y el
cancer metastico son los que presentan los sintomas. Sin embargo, se han desarrollado diversas

metodologias para su diagnéstico oportuno, las cuales son: **

1. Antigeno prostatico especifico (PSA).

2. Examinacién por tacto rectal.
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3. Ultrasonido transrectal.

4. Biopsia.

El PSA es una glucoproteina que normalmente segregan las células epiteliares de la préstata (4 ng/mL),
sus niveles en circulacién aumentan cuando existe un padecimiento canceroso. Sin embargo, esta prueba es
inespecifica, ya que el 25% de los hombres con cancer tiene niveles altos de PSA y méas de la mitad de los
hombres diagnosticados con niveles altos de PSA se encuentran sanos.”> El examen por tacto rectal
permite detectar mecanicamente el tamafo, tumores, nodulos de la prostata pero no puede determinar
tumores microscopicos y la mayoria de los hombres renuncia a éste examen.'® El ultrasonido transrectal y la
biopsia s6lo son indicados si se sospecha de cancer prostatico por niveles altos de PSA vy si se descubre

anormalidades durante el tacto rectal.”

2.2.3. TRATAMIENTO

Existen diversos tratamientos para el cancer de préstata, pero cada tratamiento depende del nimero de
factores involucrados como lo son la edad, el estado de salud, el estadio del cancer y los efectos

secundarios relacionados con cada tratamiento." Entre los tratamientos disponibles se encuentran:

e Vigilancia activa (Watchful waiting).
e Prostatectomia.

e Orquiectomia.

e Criocirugia.

e Braquiterapia.

¢ Radiacion externa.

e Quimioterapia.

e Terapia hormonal.

La vigilancia activa es recomendada para hombres mayores a 70 afios, en donde el cancer no les
presenta un problema debido a que presentan otras enfermedades; sin embargo, existen evaluaciones
periédicas del estado del cancer a través de la prueba del PSA." ** La prostatectomia es una cirugia que es
utilizada cuando el cancer prostatico se encuentra localizado en la préstata, que regularmente es el 70% de
los casos; sin embargo, existen desventajas siendo las principales la incontinencia, la impotencia y la

esterilidad.*

La orquiectomia es una cirugia que extirpa los testiculos, los cuales son la principal fuente de hormonas

masculinas; las desventajas de este método son de tipo psicologicas y de tipo fisiolégicas por la falta de las

1,15

hormonas masculinas (pérdida de deseo sexual, impotencia, etc.). La braquiterapia es el implante de
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pellets radiactivos directamente en la prostata los cuales emiten radiacion directamente en la glandula. Su
implantacion es relativamente sencilla y requiere minima hospitalizacién; desafortunadamente, en ocasiones

115 por

los pellets a veces se distribuyen en sitios diferentes de la prdstata causando dafios a otros érganos.
otro lado en la radioterapia externa se irradia directamente en la glandula prostética; sin embargo, esto

implica riesgos de la radiacion en los érganos alrededor de la prostata.’

La criocirugia es el congelamiento de las células cancerosas utilizando nitrégeno liquido, el cual se pasa
a través de una aguija; los efectos secundarios son dolor, incontinencia e impotencia.'® La quimioterapia es
utilizada cuando las células cancerigenas se han esparcido fuera de la préstata y la terapia hormonal no ha

funcionado, no se usa como tratamiento para etapas tempranas de cancer.

Finalmente, la terapia hormonal es la mas frecuentemente utilizada, se basa en el hecho de que los
androégenos promueven el crecimiento de los tumores prostaticos, si se evita que el cuerpo los produzca o se

bloquee su accién, la células malignas mueren. Los tratamientos hormonales que existen son: *°

e Agonistas / Antagonistas Hormona Liberadora de Hormona Luteinizante (LHRH).
e Agonistas de estrégenos.
¢ Inhibidores de la biosintesis de andrégenos.

e Antagonistas del receptor androgénico.

Los agonistas LHRH actlan por sobre-estimulacién de los receptores de la glandula pituitaria y por
retroalimentacion negativa detienen la liberacién de la hormona luteinizante (LH), por lo que los niveles de
testosterona circulante se reducen como si se tratase de una castracion, disminuyendo el tamafio del
cancer, la muerte tumoral o una progresion lenta. Los principales efectos secundarios son la reduccién del
deseo sexual e impotencia."*>'® Los antagonistas LHRH disminuyen los niveles de testosterona mas
rapidamente que los analogos LHRH; sin embargo, en un pequefio porcentaje causan alergia, por tal razén

s6lo se utilizan en hombres que no pueden tomar otro tipo de terapia hormonal.

Los otros tratamientos de la terapia hormonal lo constituyen los antiandrégenos, los cuales reducen o
modifican la accién de los andrégenos en el tejido prostatico y presentan menos efectos sexuales
secundarios que los provocados por los otros tratamientos."**>*® Lo importante de esta terapia es que se
puede combinar con la radiacion, lo cual permite el incremento de tiempo de vida de los pacientes que se

someten a ella, que si sélo se sometieran a la radiacion.™****¢
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2.3. ANTIANDROGENOS

2.3.1. ANDROGENOS

Los andrégenos son hormonas esteroidales masculinas que regulan la fisiologia, el comportamiento

sexual en el hombre y la masculinizacién.'” Promueven el desarrollo y mantenimiento de los caracteres

sexuales primarios y secundarios, asi como el crecimiento esquelético y de la masa muscular.'”*®*° En

general, la estructura quimica de los andrégenos se basa en el esqueleto androstano.™®*°

Los principales
andrégenos en el organismo del hombre son la testosterona (T), que es la principal hormona sexual
masculina en circulacién producida principalmente en los testiculos y la dihidrotestosterona (DHT), la cuél es
un andrégeno mas potente producido en ciertos 6rganos blanco por la enzima 5a-reductasa®*®*%*°

2.3).
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Figura 2.3. Andrégenos.

La produccién de T en los testiculos se regula por la LH que es liberada por la glandula pituitaria por la
accion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que a su vez se segrega en el hipotalamo.*’ El
receptor acoplado a proteinas G de la LH se encuentra en la membrana de las células de Leyding, activa a
la enzima adenilato ciclasa aumentando la concentracion intracelular de AMP ciclico (AMPc), éste a su vez
activa a la proteina cinasa A (dependiente de AMPc) que a su vez activa a la enzimas involucradas en la
sintesis y liberacién de los andrégenos (Figura 2.9)."® Adicionalmente, la glandula pituitaria también secreta
la hormona foliculo estimulante (FSH), la cual provoca la sintesis de proteinas, como la proteina de unién
androgénica (ABP) en las células de Sertoli; dicha proteina aumenta los niveles de T y DHT en los tabulos
seminiferos promoviendo la espermatogenésis.’” %

En la conversion de T a partir de colesterol se involucran una serie de conversiones quimicas enzimaticas

pasando por pregnenolona, progesterona para finalmente llegar a la T (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Eventos celulares y reacciones involucradas en la biosintesis de testosterona.

Debido a su caracter lipofilico la T difunde a través de la membrana celular, penetra en el liquido
intersticial y de ahi a la sangre, donde se puede encontrar libre 0 unida a proteinas plasmaticas, como la
albumina plasmatica o la globulina ligadora de hormonas sexuales, de esta forma puede permanecer en
circulacién por varias horas hasta llegar a su 6rgano blanco.'” Es asi que existe una fuerte regulacién en la

produccién, liberacién y disponibilidad de los andrégenos en el organismo.*”°
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2.3.2. ACCION MOLECULAR DE LOS ANDROGENOS

Para que la T pueda ejercer su efecto debe estar en su forma libre, ya que esta forma es la Unica capaz

de atravesar la membrana celular y alcanzar su receptor intracelular.*”**

Se estima que entre el 2-3% del
total de la hormona existe en su forma libre y mediante un proceso de difusién pasiva ingresa al interior de la

célula y provoca los efectos andrégenicos por los siguientes mecanismos:**

e Sin ser metabolizada, la testosterona se une directamente al receptor androgénico.
e Es reducida por la enzima 5a-reductasa a DHT utilizando el cofactor NADPH, la DHT se une con

una mavyor afinidad al receptor androgénico amplificandose su efecto androgénico.'”**

Independientemente de cual sea el caso, los complejos testosterona-receptor 6 dihidrotestosterona-
receptor provocan cambios conformacionales en el receptor, propiciando la disociacion de la proteina hsp90
y la dimerizacion de los complejos. los cuales cada uno se une a secuencias especificas del ADN conocidas
como elementos de respuesta hormonal (ERH) para dar paso a la trascripcion de los genes de respuesta a
androgenos. EI ARN mensajero (ARNm) promueve el incremento de la sintesis de proteinas en el reticulo
endoplasmico (enzimas, receptores y/o factores de secrecion <por ejemplo PSA>) que secuencialmente
resulta en la respuesta esteroidal, regulando asi la funcion, el crecimiento y la diferenciacién celular'”?*?*
(Figura 2.5). Finalmente, la inactivacién de la accidon androgénica es via metabdlica en el tejido blanco o en

el higado.**

=
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Figura 2.5. Mecanismo de accién de los andrégenos.
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2.3.3. ADROGENOS Y PROSTATA

Desde el desarrollo fetal, el crecimiento de la prostata depende de la T y de la DHT y durante toda la vida
del hombre su crecimiento dependera de éstas para mantener su estructura y funcionalidad;*’ sin embargo,
altas concentraciones de DHT (que es el andrégeno cuya concentracion intracelular excede a la de cualquier
otro andrégeno en la prostata”) estan asociadas con diversos padecimientos en la prostata.’’” Esta glandula
se localiza por debajo de la vejiga y su funcién junto con las vesiculas seminales y los testiculos es la
produccién de semen.'” Como se ha mencionado anteriormente las enfermedades andrégeno-dependientes

gue ocurren en esta glandula son la HPB y el cancer de préstata.

2.3.4. ANTIANDROGENOS

Con en fin de disminuir los altos niveles de andrégenos en el organismo se crearon los antiandrégenos,

cuyo papel principal es antagonizar los efectos producidos por los androgenos a través de:

e Bloqueo de la sintesis de los andrégenos.

¢ Impedimento de sus acciones biolégicas en los 6rganos blanco.

Los diferentes niveles por los que se lleva acabo la accién de los antiandrégenos son:

A nivel del hipotadlamo:
0 Agonistas de LHRH.
0 Antagonistas de LHRH.

A nivel de la glandula pituitaria:
0 Agonistas de estrégenos.

A nivel de la biosintesis del esteroide:

o Inhibidores de la 17a-hidroxilasa/ C17.5 liasa.
o Inhibidores de la enzima 3p-Hidroxi-A®-esteroide-deshidrogenasa / 3-ceto-A®-esteroide-
isomerasa (3p-HSD tipo 1).

o0 Inhibidores de la enzima 5a-reductasa (Tipo 1y 2).

A nivel del receptor androgénico:

0 Antagonistas esteroidales y no esteroidales.

Adicionalmente, los antiandrogenos tienen potencial terapéutico en el tratamiento del acné, virilizacién en

la mujer, hipersexualidad en el hombre, alopecia androgénica.®
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2.4. ENZIMA 5a-REDUCTASA

La enzima 5a-reductasa cataliza la reducciéon esteroselectiva de T a DHT utilizando como cofactor
NADPH en su forma reducida (Figura 2.7).? Existen dos isoformas de esta enzima denominadas tipo 1y tipo

2, las cuales difieren en sus propiedades bioquimicas, tejido de localizacién y su funcion.”

SHa CHs
5a-Reductasa
(Tipoly2)
© NADPH NADP* o H
) H (10)
TESTOSTERONA DIHIDROTESTOSTERONA

Figura 2.6. Conversion de testosterona a dihidrotestosterona por la enzima 5o.-reductasa.

La isoenzima tipo 1 se encuentra predominantemente en el higado, glandulas sebéaceas, cuero cabelludo,
cerebro y en bajas cantidades en la prostata; por otro lado, la isoforma tipo 2 se encuentra
predominantemente en la préstata, piel genital y vesiculas seminales.®® La homologia entre ambas es

alrededor del 50%:; las caracteristicas entre ambas se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Comparacion de las isoformas de la enzima 5a-reductasa

5a-reductasatipo 1 5a-reductasatipo 2

pH o6ptimo 6.5-7.5 5.5
Localizacion del gen Cromosoma 5 Cromosoma 2
Km (Para Testosterona) 7.7 uM 0.3 uM
Ki (Para Finasterida) 300 nM 3-5nM
Homologia en secuencia Alrededor del 50%

El mecanismo propuesto para la reduccion irreversible de la T a DHT mediante la enzima 5a-reductasa
involucra la formacion de un complejo binario entre la enzima y el cofactor NADPH, seguido por la formacién
de un complejo terciario con la T, donde ocurre una activacion del sistema enona mediante una interaccion
fuerte con un residuo electrofilico presente en el sitio activo de la enzima generando un carbocatién con
carga deslocalizada, el cual es reducido selectivamente en el carbono C-5 por la cara a por la transferencia
de un hidruro proveniente del NADPH, posteriormente, el enolato formado por un tautomerismo ceto-enol

propicia la salida de dihidrotestosterona regenerando el complejo binario inicial entre el NADP*-Enzima, que
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con la posterior liberacion del NADP”, deja a la enzima libre para entrar a un nuevo ciclo catalitico (Figura
2.7).%°

+ R + s
Testosterona PADPR-N _)k h PADPR-NZ | PADPR-N%~ | Dihidrotestosterona
. 5 = S
H
—= —aoksl] — —
o { A—H 0

~ . o
0 A—H 0”2
B—H B—H 8

Figura 2.7. Mecanismo de reduccion de testosterona a dihidrotestosterona por la enzima 5a-reductasa.

A pesar de no contar con una estructura tridimensional de la enzima 5a-reductasa tipo 2, diversos
estudios de mutagénesis puntual dirigida han revelado dominios funcionales encontrando mutaciones que
afectan la habilidad de la enzima para unir T y la afinidad por el NADPH, con base a estos estudios y con el
mecanismo de reduccion propuesto, se han disefiado dos clases de inhibidores, unos de tipo esteroidal y

[ 33-46

otro de tipo no esteroida Los ejemplos representativos de estos se muestran en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Tipos de inhibidores de la enzima 5a-reductasa

Esteroidales No esteroidales
4-Azaesteroides Benzo[flquinolinonas
6-Azaesteriodes Benzo[c]quinolinonas
10-Azaesteroides Benzo[c]quinolizin-3-onas

) Acidos triciclicos
Acidos androstencarboxilicos
Bifenilos mono y polisustituidos

2.5. EL RECEPTOR ANDROGENICO

Los efectos de la T y DHT estdn modulados a través del receptor androgénico. Es una proteina
perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares, como lo son los receptores de estrégenos,

glucocorticoides, mineralocorticoides, entre otros. Esta compuesto por cuatro dominios funcionales:**

e Dominio NH,-terminal de 555 aminoécidos, que abarca la mitad de la proteina y es indispensable
para la activacion transcripcional.

e Dominio de unién a ADN de 70 aminoacidos, dentro de los que destacan la secuencia de ocho
residuos de cisteinas coordinadas con dos iones Zn** cominmente conocidos como dedos de Zinc.

e Dominio adyacente al ADN, conocido como regidon Hinge que participa en la dimerizacién del

receptor y lo dirige al ndcleo celular.
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e Dominio de unién al ligando COOH-terminal de 253 aminoacidos, cuya actividad transcripcional es

dependiente de la unién con los andrégenos.

Cabe mencionar que los dos primeros dominios son esenciales para la unién a los ERH en el ADN y para
estabilizar la interaccion ADN-receptor.”® El mecanismo de accién de los inhibidores del receptor
androgénico es por el bloqueo de la union del receptor conla T o la DHT;* la naturaleza de los antagonistas
del receptor androgénico también es de tipo esteroidal y no esteroidal. Los ejemplos representativos se

muestran en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Antagonistas del receptor androgénico

Esteroidales No esteroidales
Acetato de ciproterona Bicalutamida
Flutamida
Mefepristona
Nilutamida

El acetato de ciproterona (Figura 2.8) es el prototipo de compuestos que compiten con la DHT por el sitio
de unioén en el receptor androgénico. Sin embargo, cuando se introdujo la flutamida (Figura 2.8) al mercado,
el requerimiento molecular esteroidal para que una molécula bloqueara el receptor androgénico fue

invalidado, debido a que la cadena lateral le permite adquirir la suficiente flexibilidad que asume un
50-54

esteroide.
CHj
HaC o) o
¢ O\ CH,
>\CH3 NH
o)
o\N+
P O F F
o 4 (14) (15)
ACETATO DE CIPROTERONA FLUTAMIDA

Figura 2.8. Antagonistas del receptor androgénico.

2.6. INHIBIDORES DE LA ENZIMA 50-REDUCTASA

Los antiandrégenos esteroidales son los de mayor interés terapéutico, en especial los derivados de la
progesterona, debido a que son homdlogos de los esteroides de origen natural. El antiandrégeno esteroidal

mas conocido es finasterida® (Proscar, Figura 2.9), se trata de un 4-azaesteroide el cual es el prototipo de
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los farmacos que actian inhibiendo la enzima 5a-reductasa tipo 2, reduciendo los niveles de DHT

drasticamente.
CH
o NH 8
CHs CH,
HyC
CH,
/
O/ N (16)
H
FINASTERIDA

Figura 2.9. Finasterida un antiandrégeno esteroidal.

Su disefio esta basado en el mecanismo de reduccion de la T a la DHT haciendo que se una con mayor

afinidad a la enzima 5a-reductasa a través de la formacién de un aducto irreversible (Figura 2.10).

R
. " PADPR-N"2 X R Dihidrofinasterida
Finasterida r N o PﬁDPR-ﬁj N R
A \ | PADPR-NZA S
H S

7 7 ~ N
= — (_:"i Y I R e -
o N AN/ LT gL v, P Jame> jN o #
T g—H 1 g—H "

Figura 2.10. Mecanismo de inhibicion propuesto para finasterida.

2.7. DESARROLLO DE ANTIANDROGENOS ESTEROIDALES

Debido a los efectos colaterales que presentan los antiandrégenos actuales en el mercado hay una
busqueda continua por desarrollar nuevos agentes esteroidales con mayor actividad antiandrégenica y
menores efectos secundarios.”® Como se habia mencionado anteriormente, la DHT es el androgeno
responsable de varias de las enfermedades andrégeno-dependientes, por eso se considera un excelente
blanco farmacolégico la inhibicion de la enzima 5a-reductasa ya que de esta forma sélo se bloquea la

formacion de la DHT sin afectar las funciones bioldgicas de la T.

A través de los estudios de Relacion Estructura-Actividad (REA), se encontrd ciertos requerimientos
estructurales para la inhibiciéon selectiva de la enzima 5a-reductasa tipo 2, que para el caso estructuras

esteroidales pueden ser derivados del androstano o del pregnano.>®
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2.7.1. DERIVADOS DEL ANDROSTANO

Este tipo de inhibidores han sido disefiados modificando la estructura de la T; sin embargo, es de suma

importancia la separacion de los efectos inhibitorios con respecto a sus efectos andrégenicos, virilizantes y

55-66

anabodlicos. En la Tabla 2.4 se muestra el mapa de actividad biolégica para el disefio de este tipo de

antiandrégenos.

X Y

Figura 2.11. Esqueleto del androstano.

Tabla 2.4. Mapa de actividad biolégica para derivados del androstano.

SITIO DE CAMBIO MODIFICACION ESTRUCTURAL OBSERVACIONES
C-1,C-2 Adicion de un doble enlace Disminuye ligeramente la actividad inhibitoria
C-3,C4 Cetona o,f insaturada El sistema conjugado es un requerimiento esencial para la
actividad inhibitoria.
C-4 X=-ClI, -Br, metilo, etilo Los grupos menos voluminosos mantienen la actividad
inhibitoria hacia ambas enzimas.
C-3,C-4,C-6 Expansion de la conjugacién a  Contribuye notablemente a la actividad inhibitoria.
4,6-dien-3-ona
C-6 Y= Metilo, etilo, propilo, butilo, -  La alquilacién aumenta la actividad antiandrogénica.
CH(Me),
C-17 Z=-0OCOR Grupos voluminosos y lipofilicos contribuyen favorablemente

a la inhibicién.

2.7.2. DERIVADOS DEL PREGNANO

Este tipo de inhibidores han sido disefiados modificando la estructura de la progesterona, lo cual es una
ventaja, ya que los compuestos obtenidos a partir de ella presentan una mayor actividad antiandrogénica,
debido a que la progesterona es un antiandrégeno natural per se por la competencia que existe con la T por
la union a la enzima 5o-reductasa. Se han obtenido una serie de compuestos esteroidales con actividad
antiandrogénica que presentan una baja actividad hormonal, baja toxicidad y no disminuyen el libido. La
Unica desventaja que presentan estos derivados es su actividad como progestagenos.®®’® En la Tabla 2.5 se

muestra el mapa de actividad bioldgica de este tipo de compuestos.

16

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM



ANTEDECENTES

Figura 2.12. Esqueleto del pregnano.

Tabla 2.5. Mapa de actividad bioldgica para derivados del pregnano.

SITIO DE CAMBIO  MODIFICACION ESTRUCTURAL

OBSERVACIONES

C-1,C-2 Adicion de una doble ligadura

C-3,C-4,C-6 Sistema 4,6-dien-3-ona

C-6 X= -CHgs, -CH,CHj, -Cl, -Br
C-4, C-6, C-10 Reemplazo isostérico de -CH, por

—NH-y -O-
C-16 Y= -CH3, -CHzCHg,
-CH2CH,CHg,
-CH2CH,CH,CHgs,
-CH(CH3)2
C-17 Z = -CONHR, -CONRy,

-RNCOH, -R:NCOR;»

Disminuye ligeramente la actividad inhibitoria; sin embargo,
los inhibidores con esta caracteristica estructural se reportan
como irreversibles.

El sistema conjugado es un requerimiento esencial para la
actividad inhibitoria.

Los grupos poco voluminosos mantienen la actividad
inhibitoria.

Sdlo la introduccion de —NH- potencia la actividad inhibitoria.
Cualquier sustituyente disminuye la actividad por posible

impedimento estérico.

Grupos voluminosos vy lipofilicos contribuyen favorablemente
a la inhibicién.
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CAPITULO 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la creciente incidencia del cancer de préstata e HPB en hombres de edad avanzada y los
pronoésticos dados por la organizacion mundial de la salud en México y en el mundo, estos padecimientos
representan un serio problema de salud publica. Actualmente se sabe que la causa principal de ambos
padecimientos son las altas concentraciones de DHT; sin embargo, las terapias existentes en el mercado
proporcionan ciertas desventajas para su tratamiento, es por eso que resulta indispensable continuar con la
investigacion en la busqueda de nuevas alternativas. Razon de la cual surge este trabajo el cual pretende
aportar distintos compuestos que puedan ser Utiles para el tratamiento de estos padecimientos o bien que

sirvan de base a futuros proyectos que permitan establecer la relacion estructura-actividad antiandrégenica.

El disefio y sintesis de los compuestos antiandrogenos esteroidales de este trabajo fue basado en la
informacion de la relacién estructura-actividad® "° de los derivados de androstano y pregnano. Es asi que los
compuestos sintetizados presentan:

e Sistema 4,6-dien-3-ona.
e Un &tomo de cloro en C-6.
e Un grupo benzoiloxi en C-17a, sustituido en posicién 4’ del anillo aromatico por distintos atomos de

halégeno.

Los compuestos sintetizados en este trabajo se ilustran en la Figura 3.1.

HsC 0 \ Y
CH
® L0
CHs
Y
O
X

Donde:
6a: X=Cl, Y=H 8a: X=H, Y=H
6b: X=ClI, Y=F 8b: X=H, Y=F
6¢: X=ClI, Y=CI 8c: X=H, Y=CI

6d: X=ClI, Y=Br 8d: X=H, Y=Br

Figura 3.1. Estructura quimica de los compuestos sintetizados en el presente trabajo.
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La eleccion de estos requerimientos estructurales de los compuestos sintetizados se explica a

continuacion:

El sistema esteroidal 4-en-3-ona se considera la parte farmacoférica de la molécula, es decir, la parte
responsable de la actividad de la molécula, de acuerdo al mecanismo de accion planteado por los distintos
complejos de activacion formados entre la 5a-reductasa-NADPH-Esteroide. Si el sistema se modifica a 4,6-
dien-3-ona, la actividad inhibitoria aumenta debido a que la energia de activacion del complejo en una

adicion 1,6 es menor al de una adicién 1,4 (Figura 3.2). "*

[ me | F

Ea =34.41 Kcalimol Ea =28.71 Kcallmol
Figura 3.2. Complejos de activacion en adiciones 1,4y 1.6.

La razon principal de la introduccién de un atomo de cloro en la posicion C-6 del esteroide se debe al
bloqueo metabdlico, de esta forma se aumenta el tiempo de vida media del compuesto al disminuir la

hidroxilacién en esta posicién.”

En lo referente a la introduccion del grupo benzoiloxi en C-17a fue para aumentar la selectividad y la
potencia, ya que le confiere cierta restriccion conformacional disminuyendo su caracter como progestageno.
Por otra parte, en el organismo la progesterona y sus derivados experimentan una degradacién metabdlica
de la cadena lateral,”® por lo que la introduccion de un grupo voluminoso como el benzoiloxi produce un

impedimento estérico y en consecuencia una resistencia metabdlica a la molécula (Figura 3.3).

HaC
2 ° HaC o
cHy
W H
g | \OH /
CH,
_— > B ——
17a-Hidroxilasa C,, Liasa
o Va Va
(13) S an e (a8)
PROGESTERONA 176-HIDROXIPROGESTERONA ANDROSTENDIONA

Figura 3.3. Metabolismo de la progesterona.
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Finalmente, se decidio que la posicion 4’ del anillo aromatico estuviese sustituido por distintos atomos de
halégeno; ya que el reemplazo de un atomo de hidrégeno por un atomo de halégeno tiene repercusiones en
dos aspectos:

e Estructurales:
0 Solubilidad.
o Densidad electrénica.
o0 Factores estéricos.
e Bioldgicos:
0 Biodisponibilidad.

0 Interacciones con el receptor.

Por tal razén este reemplazo es una practica muy comudn en quimica farmacéutica. El caso particular de
los halégenos en anillos aromaticos presenta cuatro efectos: estéricos, electrénicos, hidrofébicos y de

halogenacion obstructiva.’®"®

El efecto estérico se debe al tamafio de cada halégeno que impone ciertas conformaciones a la molécula
que se refleja en la actividad biolégica. La Tabla 3.1 muestra los radios atomicos de los halégenos y del
atomo de hidrégeno.”

Tabla 3.1. Radio atomico del &tomo de hidrégeno y halégenos.

ATOMO  RADIO ATOMICO/ (A) DISTANCIA INTER-ATOMICA (A) C-X

Hidrégeno 0.29 1.14
Flaor 0.64 1.45
Cloro 0.99 1.74

Bromo 1.14 1.90
Yodo 1.33 212

Los efectos electrénicos de los halégenos son de dos tipos (Figura 3.4): "®
¢ Inductivo (-1) debido a la electronegatividad de cada atomo.

e Conjugativo (+R) como consecuencia de sus 3 pares de electrones libres.

Y < >W i;
HO X H-0Z— ——X-

Efecto Inductivo

Efecto Conjugativo
Donde:

X= Halégeno

Figura 3.4. Efectos electrénicos de los halégenos.
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La insercion de un atomo de halégeno en la molécula le proporciona ciertas caracteristicas hidrofébicas
que aumentan la lipofilia del compuesto, esto se mide a través de la constante m que proporciona la

contribucion lipofilica de cada atomo de halégeno. Todas estas propiedades se resumen en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Constantes para Hal6genos

ATOMO n c MR

Hidrégeno 0.00 0.00 1.03
Flaor 0.14 0.06 0.92
Cloro 0.71 0.23 6.03
Bromo 0.86 0.23 8.88
Yodo 1.12 0.18 13.94

n de Hansh representa la contribucion lipofilica (logP).
o= Indica el caracter electronico (Electroatractor).
MR= Refractibilidad Molar, se relaciona con el efecto estérico.

Por dltimo, el efecto de halogenacion obstructiva se debe a que el atomo de halégeno en posicion 4’ del
anillo evita la oxidacién metabdlica en dicha posicién y en consecuencia la eliminacion del compuesto por

conjugacion con acido glucorénido (Figura 3.5).

COOH
o) o Ry
Ry —> Ry OH 4 OH o]
CYP-450 DY OH

HO

HO
CYP-450

R14®7X

Donde:

X= Halogéno

Figura 3.5. Halogenacion obstructiva.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

Si se considera que las posiciones C-6 y C-17 del pregnano son fundamentales para la selectividad y

potencia inhibitoria hacia la enzima 5a-reductasa, entonces se espera que mediante la introduccién de un

atomo de cloro en C-6 y un grupo benzoiloxi en C-17a sustituido en posicion 4', se definiran los

requerimientos estructurales, electrénicos, estéricos e hidrofébicos que son determinantes para el perfil

antiandrogénico de estos derivados.

4.2. OBJETIVO GENERAL

A partir de 17a-acetoxi-progesterona sintetizar y evaluar derivados de 17a-aciloiloxi-4,6-pregnadien-3,20-

dionas con y sin un atomo de cloro en C-6, con diferentes atomos de hal6geno en posicion 4’ del anillo

aromatico en C-17¢, los cuales al ser evaluados biol6gicamente in vitro e in vivo proporcionaran informacion

sobre los requerimientos estructurales para la actividad antiandrogenica.

4.3. OBJETIVOS PARTICULARES

® Sintetizar los derivados:

© O O o o o o

(o]

17a-Benzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6a).
6-Cloro-17a-4'-fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6b).
6-Cloro-17a—4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6c¢).
17a—4’-Bromobenzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6d).
17a-Benzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8a).
17a-4'-Fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8b).
17a-4’-Clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8c).
17a-4'-Bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d).

® Determinar la actividad biol6gica mediante:

O O O o

Ensayo in vitro de inhibicion de la enzima 5a-reductasa de prostata de cadaver humano.
Ensayo in vitro de afinidad por el receptor androgénico.
Ensayo in vitro de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas.

Ensayo in vivo de inhibicién del crecimiento de la préstata en hamsteres castrados.

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM
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CAPITULO 5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental del presente trabajo se dividid en dos partes. En la primera, la parte quimica se
realizé la sintesis quimica, la caracterizacion fisica y espectroscépica de los intermediarios y de los
compuestos finales. En la segunda parte, la parte biolégica, se llevd a cabo la evaluacién de la actividad
antiandrégenica de los intermediarios y compuestos finales mediante ensayos in vitro de inhibicion de la
enzima 5a-reductasa de prostata de cadaver humano, de afinidad por el receptor androgénico y de
citotéxicidad en lineas celulares cancerosas como in vivo de inhibicion del crecimiento de la préstata en

hamsteres castrados.

Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y no estan
corregidos. La pureza de los productos y el avance de las reacciones se siguié por cromatografia en capa
fina (CCF), utilizando cromatoplacas de gel de silice (60GF,s4, Merck), un sistema de elucién hexano-acetato
de etilo 3:2. Para visualizar las placas se emple6 una solucion de CoCl, al 2% en H,SO,4 2N y/o lampara de
luz U.V. (A = 254 nm).

Los equipos utilizados para la caracterizacion de los intermediarios y de los compuestos finales fueron los

siguientes:

Para la técnica de espectrofotometria de adsorcion al ultravioleta (UV) se empleé el espectrofotémetro
UV-VIS Perkin Elmer modelo Lambda 2, utilizando como disolvente metanol; para la espectrofotometria de
absorcion al infrarrojo (IR) se utiliz6 un espectrofotémetro FT-IR Perkin EImer modelo 1605 utilizando por

técnica la pastilla Bromuro de potasio (KBr).

Para la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN *H) y de carbono (RMN **C)
se utilizaron los equipos Inova Varian, de 400 y 300 MHz respectivamente, utilizando cloroformo deuterado
(CDCl3) como disolvente, los desplazamientos quimicos (8) estan dados en ppm referidos al tetrametilsilano
(TMS) para RMN *H y CDCl; para RMN *C; las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hz. Por
Ultimo para la espectrometria de masas (EM) se empled un espectrémetro de masas Termo-Electron,
modelo: DFS (Double Focus sector) con un analizador masico de doble sector (magnético y eléctrico,

geometria inversa), mediante la técnica de impacto electrénico.

En la Figura 5.1 se muestra la secuencia sintética que permitio obtener los compuestos finales con las

caracteristicas estructurales requeridas.
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7 8a: X=H; 8b: X=F
8c: X=Cl; 8d: X=Br
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6a: X=H; 6b: X=F d a
6c: X=Cl; 6d: X=Br
5 4
Figura 5.1. Ruta general de sintesis. i = cloranilo, acido acético, tolueno, reflujo por 4 h, ii = 4&c. mCIPB, benceno, reflujo 4 h, iii =

HCI, Ac;0, 24 h a T. amb. iv = NaOH, MeOH, reflujo por 2 h, v = X-BzCOOH, (CF;CO),0, PTS, 2-24 h, T. amb., vi = NaOH, MeOH,
Reflujo por 2 h. vii = X-BzCOOH, (CF3;C0),0, PTS, 2-24 h, T. amb.
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CAPITULO 6. METODOLOGIA Y RESULTADOS
6.1. PARTE QUIMICA

6.1.1. 17a-Acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (1)

La purificacién de la materia prima se realizé por recristalizacién de metanol, el sélido blanco obtenido se

caracteriz6 de la siguiente manera:

Tabla 6.1.1. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (1)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino.
Punto de fusién (°C) 252
Formula molecular C23H3204
Peso molecular / m/z (M") 372
VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
239.54 Amax, (C=0 a, B-insaturada en C-3)
IR (cm™)
2952 (M) C-H (st) de —CHz y —CH,-
2933 (M) C-H (st as) de —CH,-
2868 (W) C-H (st- si) de —CHz y —CH,-
1733 (S) CH3.CO-O- (st) en C-17
1718 (S) C=0en C-20
1657 (S) C=0OenC-3
1616 (W) C=C conjugado en C-4
1442 (W) -CH. (3)
1375 (W) -CH3 (8)
1260 (S) C-O (st si) de CH;COO en C-17
1251 (S) C-O (st as) de CH;COO en C-17
RMN *H (ppm)
0.68 (s, 3H) -CH; en C-18
1.19 (s, 3H) -CH; en C-19
2.05 (s, 3H) -CH3; en —-CH3;COO- en C-17
2.12 (s, 3H) -CHz en C-21
5.75 (s, 1H) -CH=CenC-4
RMN *C (ppm)
14.6 C-18 (-CH3)
17.4 C-19 (-CHs)
21.2 -CH3 del CH;COO- en C-17
26.3 C-21 (-CH3)
123.9 C-4 (-CH=C=)
170.4 C-5 (-CH=C=)
170.6 -O-C=0 del CH;COO- en C-17
199.3 C-3 (C=0 a,p-insaturada)
203.9 C-20 (C=0)
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EMIE m/z (%)

372(1) M*
330 (10) [M* — 42 (CH,=C=0)] *

312 (6) [M™ — 60 (CH;COOH)] * 6 [330 — 18 (H,0)] *
287 (42) [330 — 43 (CH;CO)]*
269 (100) [312 — 43 (CH5CO)]*

6.1.2. 17a-Acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2)

En un matraz bola de 50 mL se mezclaron 1 g (2.688 mmol) de 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (1), 0.7
g (2.8 mmol) de cloranilo, 2 mL de tolueno y 8 mL de acido acético glacial; posteriormente se agité y calentd
a ebullicion bajo reflujo por 4 h. Transcurrido el tiempo de reaccién, se enfri6 a temperatura ambiente en
bafio de agua, y se filtr6 al vacio. El filtrado obtenido se verti6 en una mezcla hielo-agua, se extrajo con
cloroformo (3 porciones, 5 mL c/u); se separo la fase organica y se lavo con 12.5 mL de hidroxido de sodio al
11%. Enseguida se hicieron lavados con agua hasta pH neutro, se secé con sulfato de sodio anhidro y el
cloroformo se destil6 a sequedad. El sélido obtenido se recristalizd de acetato de etilo. Se obtuvieron 0.7 g
(1.892 mmol) de 17a-acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2) correspondientes al 70.38% de rendimiento

teorico.

Tabla 6.1.2. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 17a-acetoxi-4,6-pregadien-3,20-diona (2)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Solido amarrillo cristalino
Punto de fusién (°C) 224-226
Formula molecular Ca3H3004
Peso molecular / m/z (M") 370
VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
282.42 Amax., (C=0 a, B, v, 8-insaturada en C-3)
IR (cm™)
2978 (M) C-H (st) de —CH; y —CH,-
2946 (M) C-H (st as) de —CH,-
2879 (W) C-H (st si) de —CH3 y —CH,-
1733 (S) CH3.CO-O- (st) en C-17
1718 (S) C=0 en C-20
1652 (M) C=0OenC-3
1620 (M) -CH=C-CH=CH-en C-3a C-7
1440 (W) -CH; (3)
1373 (W) -CHs (8)
1260 (S) C-O (st si) de CH;COO en C-17
1248 (S) C-O (st as) de CH3;COO en C-17
RMN *H (ppm)
0.73 (s, 3H) -CH; en C-18
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1.13 (s, 3H) -CHz en C-19

2.06(s, 3H) -CH3; en —CH3COO- en C-17

2.11 (s, 3H) -CHz en C-21

5.70 (s, 1H) -CH=CenC-4
-CH=CH-en C-6

6.12 (dd, 1H, J;= 10 Hz, J,= 1.2 Hz)
6.16 (dd, 1H, J;= 9.6 Hz, J,= 2 Hz)

RMN **C (ppm)

-CH=CH-en C-7

14.3 C-18 (-CHs)
16.3 C-19 (-CHs)
21.2 -CHs del CH;COO- en C-17
26.4 C-21 (-CHy)
123.9 C-4 (-CH=C=)
128.3 C-6 (-CH=CH-)
140.0 C-7 (-CH=CH-)
163.1 C-5 (-CH=C=)
170.6 -0-C=0 del CH;COO- en C-17
199.3 C-3 (C=0 a,B,y,5-insaturada)
203.8 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
370 (1) M*
328 (1) [M* — 42 (CH,C=0)]"
310 (2) [328 — 18 (H,0)]*
285 (10) [328 — 43 (CH;CO)]*
267 (100) [310 — 43 (CH5CO)]*

6.1.3. 17a-Acetoxi-6,7a-epoxi-4-pregnen-3,20-diona (3)

H3C
1o

o
H H

3 5
N TN

| 7y

C 0]
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18 3!7-\0\[(&"3
(o)

A un matraz bola de 50 mL se mezclaron 1 g (2.703 mmol) de 17a-acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2),

5 mL de benceno y acido m-cloroperbenzoico en suspension (1.25 g, 7.25 mmol en 15 mL de benceno); la

mezcla resultante se calentd a reflujo por 4 h. Finalizado el tiempo de reaccion se enfri6 a temperatura

ambiente, se destil6 el benceno a sequedad, se agregaron 12.5 mL de cloroformo y 84 mL de solucion

saturada de bicarbonato de sodio que contenia 1 g de bisulfito de sodio, se agité por 30 min. Se separ6 la

fase organica, se lavd con agua, se seco con sulfato de sodio anhidro y se destil6 el cloroformo a sequedad.

El sélido obtenido se recristalizé de metanol. Se obtuvieron 0.45 g (1.17 mmol) de 17o-acetoxi-6,7a-epoxi-4-

pregnen-3,20-diona (3) que corresponde al 43.13% de rendimiento teodrico.

Tabla 6.1.3. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 17a-acetoxi-6,7a-epoxi-4-pregnen-3,20-diona (3)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino
Punto de fusién (°C) 245
Formula molecular Ca3H300s
Peso molecular / m/z (M%) 386
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VALOR

UV (nm)
238.82hmax.
IR (cm™)

2968 (M)
2949 (M)
1726 (S)
1716 (S)
1678 (S)
1624 (W)
1459 (W)
1376 (W)
1258 (S)
1248 (S)

RMN *H (ppm)

0.70 (s, 3H)
1.11 (s, 3H)
2.06 (s, 3H)
2.13 (s, 3H)
3.38(d, 1H, 3J = 4Hz)
3.51 (d, 1H, *J= 4Hz)
6.15 (s, 1H)

RMN **C (ppm)

14.2
17.2
21.2
26.3
35.5
47.2
131.3
161.9
170.7
198.0
203.8

EMIE m/z (%)

386 (1)
344 (4)
343 (12)
326 (6)
301 (44)
283 (100)

ASIGNACION ESPECTROSCOPICA

(C=0 a, B-insaturada en C-3)

C-H (st) de —CH3; y —CH,- y epoxido
C-H (st as) de —CH;-
CH3.CO-O- (st) en C-17
C=0 (st) en C-20
C=0 (st) en C-3
C=C (st) conjugado en C-4
-CHz ()

-CHj3 (3 si)

C-O (st si) de CH;COO en C-17
C-O (st as) de CH;COO en C-17

-CH; en C-18
-CHz en C-19
-CH;3; en —-CH3;COO- en C-17
-CHz; en C-21
-CHenC-7
-CHen C-6
-CH=CenC-+4

C-18 (-CH3)
C-19 (-CH3)
-CHj; del CH;COO- en C-17
C-21 (-CHjg)
C-6 (-CH(O)CH-)
C-7 (-CH(O)CH-)
C-4 (-CH=C=)

C-5 (-CH=C=)
-O-C=0 del CH3;COO- en C-17
C-3 (C=0 a,p-insaturada)
C-20 (C=0)

M+.
[M™ — 42 (CH,=C=0)] "
[M* — 43 (CH,CO)]*
[M* — 60 (CH;COOH)] "6 [344 — 18 (H,0)] "
[344-4343 (CH,CO)]"
[326 — 43 (CHsCO)] "

6.1.4. 17a-Acetoxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (4)

HsC
351N o0"

En un matraz bola de 250 mL se agregaron 110 mL de anhidrido acético, se colocé en bafio de hielo y

gota a gota se adicionaron 60 mL de acido clorhidrico en agua (36%); posteriormente, se agregé 1 g (2.591

mmol) de 17a-acetoxi-6,7a-epoxi-4-pregnen-3,20-diona (3), la solucién resultante se agitdé a temperatura

ambiente por 24 h. Transcurrido el tiempo de reaccién se vertié con precaucién en un mezcla hielo-agua, se
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agitd por 30 min; el precipitado formado fue filtrado al vacio y se lavé con agua hasta pH neutro. El sélido

obtenido se purifico por cromatografia en columna utilizando gel de silice 60 (0.063-0.2 mm) y como eluyente

hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.9 g (2.23 mmol) de 17a-acetoxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-

diona (4) que corresponde al 85.99% de rendimiento tedrico.

Tabla 6.1.4. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 17a-acetoxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (4)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Solido amarrillo cristalino
Punto de fusién (°C) 210
Formula molecular Ca3H9ClO,
Peso molecular / m/z (M%) 404

VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
283.21 Amax. (C=0O a,B,y,6-insaturada en C-3)
IR (cm™)
2964 (M) C-H (st) de —CH3z y —CH»-
2944 (M) C-H (st as) de —CH,-
2885 (W) C-H (st si) de —CH3; y —CH,-
1741 (S) CH3.CO-O- (st) en C-17
1716 (S) C=0 (st) en C-20
1657 (S) C=0 (st) en C-3
1605 (W) C=C (st) conjugado en C-4
1442 (W) -CH, (3)
1368 (W) -CHjs (5 si)
1256 (S) C-O (st si) de CH;COO en C-17
1244 (S) C-O (st as) de CH;COO en C-17
880 (S) C-Cl (styen C-6
RMN *H (ppm)
0.73 (s, 3H) -CHz en C-18
1.16 (s, 3H) -CHz en C-19
2.07 (s, 3H) -CHz en —CH;COO- en C-17
2.11 (s, 3H) -CHzen C-21
6.32 (s, 1H) -CHenC-4
6.33 (s, 1H) -CCI=CH- en C-7
RMN **C (ppm)
14.2 C-18 (-CHy)
16.4 C-19 (-CHy)
21.1 -CHjs del CH;COO- en C-17
26.4 C-21 (-CHs)
123.8 C-4 (-CH=C=)
130.3 C-6 (-CCI=CH-)
137.9 C-7 (-CCI=CH-)
158.7 C-5 (-CH=C=)
170.5 -O-C=0 del CH;COO- en C-17
198.9 C-3 (C=0 a,B,y,5-insaturada)
203.6 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
404 (1) M*
362(1) [M* — 42 (CH,C=0)]"
344 (4) [M™ — 60 (CH;COOH)] " 6 [362 — 18
(H0)]"
319 (18) [362 — 43 (CHs;CO)]”
301 (100) [344 — 43 (CHsCO)]*
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6.1.5. 6-Cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5)
H3(2:1\204o
%"3!7\\OH

H,;C
%o

0P NFINF
4
En un matraz bola de 250 mL se mezclaron 1 g (2.763 mmol) de 17a-acetoxi-6-cloro-4,6-pregnadien-
3,20-diona (4), 50 mL de metanol y 50 mL de una solucién de hidroxido de sodio al 2%. Se calentdé hasta
ebullicién y se reflujo por 2 h. Transcurrido el tiempo de reaccion se enfrié el matraz a temperatura ambiente,
posteriormente se destil6 el exceso de metanol, se agregd hielo al matraz, se agité hasta la fusién del hielo y
el precipitado obtenido fue filtrado al vacio se lavd con agua hasta pH neutro; el producto crudo obtenido se
purifico por cromatografia en columna utilizando gel de silice 60 (0.063-0.2 mm) y como eluyente hexano-
acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.51 g (1.32 mmol) de 6-cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5)

que corresponde al 56.92% de rendimiento tedrico.

Tabla 6.1.5. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 6-coro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Solido amarillo cristalino
Punto de fusion (°C) 195
Formula molecular C23H27ClO5
Peso molecular / m/z (M") 362
VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
284.76 Amax. (C=0 a.,B,y,6-insaturada en C-3)
IR (cm™)
3467 (M) -O-H (st) de —OH en C-17
2951 (M) C-H (st) de —CH3; y —CH,-
2870 (M) C-H (st si) de —CH3z y —CH,-
1704 (S) C=0 (st) en C-20
1646 (S) C=0 (st) en C-3
1600 (M) C=C (st) conjugado en C-4
1458 (W) -CHj3 (8 si)
1352 (M) -O-H (8)
1160 (W) -C-OH (st) OH terciario
884 (S) C-Cl (st)yen C-6
RMN *H (ppm)
0.79 (s, 3H) -CHz en C-18
1.15 (s, 3H) -CH; en C-19
2.29 (s, 3H) -CHz en C-21
4,77 (s, 1H) -OH en C-17 (Intercambio con D,0)
6.32 (s, 1H) -CHenC-4
6.33(d, 1H, %) = 2.4 Hz) (-CCI=CH-) en C-7
RMN **C (ppm) Asignacion Correlaciona con
15.2 C-18 (-CHs) C-13,C-12
16.5 C-19 (-CHy) C-5,C-9, C-19, C-1
20.2 C-11 (-CHy) C-12,C-9
23.3 C-15 (-CH,) C-16, C-14
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27.6 C-21 (-CHs) C-21
30.2 C-12 (-CHy) C-18
33.7 C-16 (-CH,) C-15
33.7 C-2 (-CHy-) C-19
34.3 C-1 (-CHy-) C-19
37.9 C-10 (-C-) C-19,C-4
385 C-8 (-CH-) C-7,C-14
47.7 C-14 (-CH-) C-8, C-15.
48.9 C-13 (-C-) C-18-C-9
49.9 C-9 (-CH-) C-19, C-4
89.4 C-17 (-C-OH) C-20, C-21, C-18
123.8 C-4 (-CH=C=) C-5, C-6, C-9, C-10
130.2 C-6 (-CCI=CH-) C-4,C-7
138.3 C-7 (-CCI=CH-) C-5,C-6,C-4,C-8
158.8 C-5 (-CH=C=) C-19, C-2, C-4,C-7
198.8 C-3 (C=0 a.B,y 5—insaturada) C-2,C-4
210.7 C-20 (C=0) C-20
EMIE m/z (%)
364 (12) M" +2
362 (34) M*
347 (1) [M* =15 (CH3)] "
344 (6) [362 — 18 (H,0)] "
319 (100) [347 — 28 (CO)] " 6 [M™ — 43 (CHsCO)] "
301 (42) [344 — 43 (CHsCO)] "

6.1.6a. 17a-Benzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6a)

H
H-C (@] [ d
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o~ NN SH

'14 cl

Un matraz bola de 50 mL conteniendo 1.687 g (13.828 mmol) de acido benzoico y 200 mg de acido p-
toluensulfénico (PTS) se coloco en la estufa por 2 h (T = 60 °C), finalizado el tiempo, el matraz se enfri6 a
temperatura ambiente, se adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético y se agitd a temperatura
ambiente por 30 min; posteriormente, se adicion6 1 g (2.763 mmol) de 6-cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-
3,20-diona (5), se agitd por 2 h. Finalizado el tiempo de reaccién se agregd 3 mL de cloroformo y se vertié en
una solucién saturada de bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones,
5 mL c/u), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se destilo a sequedad. El crudo obtenido se purifico por
cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.3 g
(0.083 mmol) de 17a-benzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6a) correspondientes al 23.30% del
rendimiento tedrico.
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Tabla 6.1.6. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 17a—benzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6a)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Solido blanco cristalino
Punto de fusién (°C) 165-167
Formula molecular CysH3:ClO,
Peso molecular / m/z (M") 466

VALOR
UV (nm)

230.47
282.01

IR (cm™)

3056 (W)
2926 (M)
2870.42 (M)
1738 (S)
1719 (S)
1664 (M)
1602 (M)
1581 (W)
1452 (W)
1451 (W)
1373 (M)
1245 (S)
881 (W)

RMN *H (ppm)

0.81 (s, 3H)
1.19 (s, 3H)
2.11 (s, 3H)
6.34 (d, 1H, *J = 2.4 Hz)
6.36 (s, 1H)
749 (t, 2H,%3,=8.4Hz,*J,=15
Hz.)
7.63 (t, 1H, °J;= 7.5 Hz)
8.04 (d, 2H, *J;= 7.5 Hz)

RMN *C (ppm)

ASIGNACION ESPECTROSCOPICA

A1 (Ester BzCOO- en C-17a)
A2 (C=0 a,B,y,06-insaturada en C-3)

-C=C-H (st) aromatico
C-H (st) de -CH3; y —CH>-
C-H (st si) de —CH3 y —CH,-
Bz-CO-O- (st) en C-17a
C=0 (st) en C-20
C=0 (st) en C-3
C=C (st) conjugado en C-4
-C=C- (st) aromatico
-CH; (5 si)

-CHz (8)

-CHs ()

C-O (st si) de Bz-CO-O- en C-17a
C-Cl (st) en C-6

-CH; en C-18
-CHz en C-19
-CHs; en C-21
(-CCI=CH-) en C-7
-CHenC-4
Hs's del grupo benzoilo en C-17a

H,4 del grupo benzoilo en C-17a
H>'s del grupo benzoilo en C-17a.

14.4 C-18 (-CHy)
16.5 C-19 (-CHjy)
26.5 C-21 (-CHy)
123.9 C-4 (-CH=C=)
128.7 Cs's del grupo benzoilo en C-17a
129.7 C>'s del grupo benzoilo en C-17a
129.8 C-6 (-CCI=CH-)
130.4 C ipso del grupo benzoilo en C-17a
133.7 C4 ‘s del grupo benzoilo en C-17a.
137.9 C-7 (-CCI=CH-)
158.8 C-5 (-CH=C=)
163.1 -O-C=0 del BzCOO- en C-17a
198.9 C-3 (C=0 a.,B,y,6-insaturada)
212.2 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)

466 (1) M

423 (4) [M* — 43 (CH,CO)] "

344 (4) [M"™ — 122 (C7Hs0,)]

301 (26) [344 — 43 (CHs;CO)]”

105 (100) [M™ =361 (C21H26ClO3)]

77 (26) [105 — 28 (CO)] "
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6.1.6b. 6-Cloro-17a—4'-fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6b)

5 7

o%\?& ~F

H cl

Un matraz bola de 50 mL conteniendo 1.935 g (13.843 mmol) de acido 4-fluorobenzoico y 200 mg de PTS

se coloco en la estufa por 2 h (T = 60°C). Después el matraz se enfri6 a temperatura ambiente y se

adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético; se agité a temperatura ambiente por 1 h; posteriormente,

se adicion6é 1 g (2.763 mmol) de 6-cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5), se agit6 por 6 h.

Finalizado el tiempo de reaccion se agregaron 3 mL de cloroformo y se vertié en una solucién saturada de

bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones, 5 mL c/u), se secd con

sulfato de sodio anhidro y se destild el cloroformo a sequedad. El crudo obtenido se purific6 por CCF

utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.25 g (0.052 mmol) de 6-cloro-17a—4'-

fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6b) correspondientes al 18.66% del rendimiento tedrico.

Tabla 6.1.7. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 6-cloro-17a-4'-fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6b)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino
Punto de fusién (°C) 215-218
Formula molecular CagH30CIFO,
Peso molecular / m/z (M") 485

VALOR
UV (nm)

233.93
281.88

IR (cm™)

3077 (W)
2949 (M)
2875 (M)
1716 (S)
1666 (M)
1604 (M)
1508 (M)
1460 (W)
1352 (M)
1291 (S)
1111 (M)
880 (W)

857 (W)

RMN *H (ppm)

0.80 (s, 3H)
1.19 (s, 3H)
2.11 (s, 3H)
6.34 (d, 1H, *J = 2.4 Hz)
6.36 (s, 1H)
7.16 (m, 2H, %J;= 9.6 Hz, *J,= 2.8 Hz)

ASIGNACION ESPECTROSCOPICA

A1 (Ester 4-FBzCOO- en C-17a)
A2 (C=0 a,B,y,8-insaturada en C-3)

-C=C-H (st) aromatico
C-H (st) de —CH3; y —CH,-

C-H (st si) de —CH3z y —CH,-
4'-FBz-CO-O- (st) en C-17a
C=0 (st) en C-3
C=C (st) conjugado en C-4
-C=C- (st) aromético
-CHs (5 si)

-CHj3 (8)

C-O (st si) de 4’-FBz-CO-O- en C-17a.
C-F (st) de 4’-fluorobenzoilo en C-17a.
C-Cl (st)

-C=C- (st) aromatico para sustituido

-CHz en C-18
-CHz en C-19
-CH;z; en C-21
(-CCI=CH-) en C-7
-CHenC-4
Hz's del grupo 4'-fluorobenzoilo en C-17a
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8.05 (M, 2H, *J; = 8.8 Hz, *J,= 5.2 Hz)

RMN **C (ppm)

Hy's del grupo 4'-fluorobenzoilo en C-17 a

14.4 C-18 (-CHs)
16.6 C-19 (-CHs,3)
26.5 C-21 (-CHs,3)
115.9 (d, 2Jc.r = 16.61 Hz) Cz's del grupo 4'-fluorobenzoilo en C-17a
124.0 C-4 (-CH=C=)
126.2 C-6 (-CCI=CH-)
130.5 C ipso del grupo 4’-fluorobenzoilo en C-17a
132.3 (d, *Jc = 7.097 Hz) C»'s del grupo 4'-fluorobenzoilo en C-17a
137.7 C-7 (-CCI=CH-)
158.5 C-5 (-CH=C=)
165.0 -O-C=0 del 4-FBzCOO- en C-17a
166.6 (d, "Jc.r = 242.959 Hz) C,-F del grupo 4-FBzCOO- en C-17a
198.8 C-3 (C=0 a.,p,y,6-insaturada)
210.6 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
484 (1) M*
441 (3) [M* — 43 (CHsCO)] "
344 (2) [M* — 140 (C7HsO.F)] *
301 (20) [344 — 43 (CH,CO)]*
123 (100) [M* =361 (Cx1H26ClIO3)]
95 (10) [123 — 28 (CO)] "
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6.1.6c. 6-Cloro-17a—4’-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6c)
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A \
2|1_|\204
18 3!7-\0 Cl
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Un matraz bola de 50 mL conteniendo 2.162 g (13.815 mmol) de acido 4-clorobenzoico y 200 mg de PTS;
se coloco en la estufa por 2 h (T = 60°C), finalizado el tiempo, el matraz se enfri6 a temperatura ambiente y

se adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético y 2 mL de cloroformo; se agité a temperatura ambiente

por 2 h; posteriormente, se adicioné 1 g (2.763 mmol) de 6-cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5) y

se agité por 20 h. Finalizado el tiempo de reaccion se agregaron 3 mL de cloroformo y se vertié en una

solucién saturada de bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones, 5 mL

c/u), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se destil6 el cloroformo a sequedad. El crudo obtenido se

purificé por CCF utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.3 g (0.06 mmol) de 6-

cloro-17a—4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6¢) correspondientes al 21.72% del rendimiento

tedrico.
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Tabla 6.1.8. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 6-cloro-17a-4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6¢)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino
Punto de fusion (°C) 225-226
Formula molecular CagH30CIFO,
Peso molecular / m/z (M") 500

UV (nm)

IR (cm™)

VALOR

242.41
282.30

3079 (W)
2949 (M)
2873 (M)
1719 (S)
1664 (M)
1630 (W)
1594 (M)
1459 (W)
1353 (M)
1292 (S)
1280 (M)
880 (W)
854 (W)

RMN'H (ppm)

6.33 (d, 1H, °J =2.7 Hz)

7.46 (d, 2H,%J=8.7 Hz)
7.96 (d, 2H, %)= 8.7 Hz)

0.80 (s, 3H)
1.19 (s, 3H)
2.10 (s, 3H)

6.36 (s, 1H)

RMN*C (ppm)

ASIGNACION ESPECTROSCOPICA

A1 (Ester 4'-CIBzCOO- en C-17¢.
A2 (C=0 o.B,y,6-insaturada en C-3)

-C=C-H (st) aromatico
C-H (st) de —CH3; y —CH,-
C-H (st si) de —CH3 y —CH,-
4'-CIBz-CO-O- (st) en C-17
C=0 (st) en C-3
C=C (st) conjugado en C-4
-C=C- (st) aromatico
-CH3 (8 si)

-CHs ()

C-O (st si) de 4’-CIBz-CO-O- en C-17q.
C-O (st si) de 4'-CIBz-CO-0O- en C-17a
C-ClI (st) en C-6 y de 4'-CIBzCOO- en C-17a
-C=C- (st) aromatico para sustituido

-CH; en C-18
-CHz en C-19
-CHz; en C-21
(-CCI=CH-) en C-7
-CHenC-4
Hs's del grupo 4’-clorobenzoilo en C-17¢a
H_’s del grupo 4’-clorobenzoilo en C-17qa

14.6 C-18 (-CH3)
16.8 C-19 (-CH3)
26.8 C-21 (-CHy)
124.2 C-4 (-CH=C=)
128.4 C-6 (-CCI=CH-)
129.3 Cs's del grupo 4'-clorobenzoilo en C-17qa
130.7 C ipso del grupo 4'-clorobenzoilo en C-17¢.
131.2 C>'s del grupo 4’-clorobenzoilo en C-17qa
138.0 C-7 (-CCI=CH-)
140.5 C4-Cl del grupo benzoilo en C-17¢q
158.8 C-5 (-CH=C=)
165.3 -O-C=0 del 4'-CIBzCOO- en C-17¢.
199.1 C-3 (C=0 a,p,y,6-insaturada)
203.5 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
500 (1) M*
457 (1) [M* — 43 (CH,CO)] "
344 (4) [M™ - 156 (C;HsO,Cl)] *
301 (26) [344 — 43 (CH,CO)]”
139 (100) [M™ =361 (Ca1H2ClO3)] "
111 (10) [123 — 28 (CO)]*
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6.1.6d. 17a—4’-Bromobenzoioni—6-c|oro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6d)

21\20/
HsC i i
(\Sf/@

H

Un matraz bola de 50 mL conteniendo 2.777 g (13.816 mmol) de acido 4-bromobenzoico y 200 mg de

PTS se coloco en la estufa por 2 h (T = 60°C), después el matraz se enfrid6 a temperatura ambiente y se

adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético y 5 mL de cloroformo, se dej6é en agitacion a temperatura

ambiente por 2 h; posteriormente, se adicioné 1 g (2.763 mmol) de 6-cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-

diona (5), se dejé en agitacion por 24 h. Finalizado el tiempo de reaccion se agregaron 3 mL de cloroformo y

se vertid en una solucién saturada de bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3

porciones, 5 mL c/u), se secé con sulfato de sodio anhidro y se destilé el cloroformo a sequedad. El crudo

obtenido se purificd por CCF utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.35 g

(0.065 mmol) de 17a-4’-bromobenzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6d) correspondientes al

23.21% del rendimiento tedrico.

Tabla 6.1.9. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 170—4'-bromobenzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6d)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino
Punto de fusién (°C) 222-224
Formula molecular Ca2sH30BrClO,4
Peso molecular / m/z (M%) 546

VALOR
UV (nm)

248.20
282.68

IR (cm™)

3060 (W)
2926 (M)
2856 (M)
1710 (S)
1662 (M)
1603 (M)
1590 (M)
1459 (W)
1353 (M)
1291 (M)
1276 (M)
881 (W)
856 (W)
592 (W)
RMN *H (ppm)
0.80 (s, 3H)
1.19 (s, 3H)

2.10 (s, 3H)
6.33 (d, 1H, *J = 2.1 Hz)

ASIGNACION ESPECTROSCOPICA

A1 (Ester 4'-BrBzCOO en C-17a)
A2 (C=0 a.,B,y,8-insaturada en C-3)

-C=C-H (st) aromatico
C-H (st) de —CH3 y —CH,-

C-H (st si) de —CH3; y —CH,-
4'-BrBz-CO-O- (st) en C-17a.
C=0 (st) en C-3
C=C (st) conjugado en C-4
-C=C- (st) aromatico
-CHj3 (8 si)

-CHs (9)

C-O (st si) de 4'-BrBz-CO-O- en C-17a
C-O (st as) de 4'-BrBz-CO-O- en C-17a
C-Cl (st) en C-6
-C=C- (st) aromatico para sustituido
C-Br (st) de 4’-BrBzCOO en C-17a

-CH; en C-18

-CH; en C-19

-CH;z; en C-21
(-CCI=CH-) en C-7
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6.36 (s, 1H)
7.63(d, 2H,%J=8.7 Hz)
7.88 (d, 2H, *J = 8.4 Hz)

-CHenC-4
Hz's del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
H>'s del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a

RMN **C (ppm)

14.4 C-18 (-CH3)
16.5 C-19 (-CHs,3)
26.5 C-21 (-CHy)
123.9 C-4 (-CH=C=)
128.7 C-6 (-CCI=CH-)
128.9 C4-Br del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
130.4 C ipso del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
1311 Cs's del grupo 4’bromobenzoilo en C-17a
132.1 C>'s del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
137.8 C-7 (-CCI=CH-)
158.5 C-5 (-CH=C=)
165.2 -O-C=0 del 4-BrBzCOO- en C-17a
198.9 C-3 (C=0 a,B,y,5-insaturada)
203.9 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
546 (1) M*
503 (3) [M* - 43 (CH;CO)]*
344 (6) [M* =202 (C;Hs0-BN] *
301 (58) [344 — 43 (CHLCO)]*
183 (100) [M™ =361 (C21H26ClO3)] "
155 (10) [183 —28 (CO)] "

6.1.7. 17a-Hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7)

H,;C (e}
3 21\204
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H H

5

En un matraz bola de 50 mL se mezclaron 1 g (2.703 mmol) de 17a-acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona

(2), 50 mL de metanol y 50 mL de una solucidn de hidroxido de sodio al 2%, se calentd a ebullicion y se

reflujo por 2 h. Transcurrido el tiempo de reaccion se enfri6 el matraz a temperatura ambiente,

posteriormente se destild el exceso de metanol, se agregd hielo al matraz, se agité hasta la fusion del hielo y

el precipitado obtenido fue filtrado al vacio, se lavé con agua hasta pH neutro; el producto crudo obtenido se

purifico por recristalizacion de metanol. Se obtuvieron 0.55 g de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7)
gue corresponde al 62.04% de rendimiento tedrico.
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Tabla 6.1.10. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido amarillo cristalino
Punto de fusion (°C) 254-256
Formula molecular Co1H2503
Peso molecular / m/z (M") 328

VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
283.28 Amax (C=0O a,B,y,8-insaturada en C-3)
IR (cm™)
3412 (M) -O-H (st) de —-OH en C-17a
3026 (W) -C=C-H (st)
2945 (M) C-H (st) de —CH3; y —CH,-
2871 (W) C-H (st si) de —CH3 y —CH,-
1704 (S) C=0en C-20
1644 (S) C=0OencC-3
1614 (S) -CH=C-CH=CH- en C-4
1458 (W) -CHz (3)
1381 (W) -CH;(8)
1354 (M) -O-H ()
1155 (W) -C-OH (st) OH terciario
RMN *H (ppm)
0.80 (s, 3H) -CHz en C-18
1.12 (s, 3H) -CHz en C-19
2.29 (s, 3H) -CHs en C-21
4.95 (s, 1H) -OH en C-17 (Intercambio con D,0O)
5.69 (s, 1H) -CHen C-4
6.13 (s, 2H) (-CH=CH-)en C-6y C-7
RMN *°C (ppm) Asignacion Correlaciona con
15.2 C-18 (-CH3) C-14, C-8, C-12
16.2 C-19 (-CH3) C-9,C-2,C-1
20.0 C-11 (-CHy-) No observable
23.3 C-15 (-CHy-) No observable
27.8 C-21 (-CH3) C-20, C-17,C-8
30.1 C-12 (-CHy-) c-18
335 C-10 (-C-) C-19
33.8 C-16 (-CH>-) C-17
33.8 C-1 (-CHy) C-19, C-4
35.9 C-13 (-C-) C-18
37.3 C-2 (-CH2-) C-19, C-4
47.7 C-8 (-CH-) C-18, C-21, C-7
48.9 C-14 (-CH-) C-18
50.2 C-9 (-CH-) C-19, C-7
89.5 C-17 (-C-OH) C-18, C-21, C-16
123.7 C-4 (-CH=C-) C-6
128.1 C-6 (-CH=CH-) C-4
140.5 C-7 (-CH=CH-) c-8
163.4 C-5 (-CH=C-) C-19, C-7, C-6, C-4.
199.4 C-3 (C=0 a,B,y,6-insaturada) C-2,C-1
211.2 C-20 (C=0) C-21,C-17
EMIE m/z (%)
330 (1) M™ + 2
328 (32) M*
313 (1) [M* =15 (CH3)]*
310 (48) [M™ - 18 (H,0)] "
285 (100) [313-28 (CO)]*
267 (92) [310 — 43 (CH,CO)] *
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6.1.8a. 17a-Benzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8a)
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Un matraz bola de 50 mL conteniendo 1.862 g (15.262 mmol) de acido benzoico y 200 mg de PTS se
colocé en la estufa por 2 h (T = 60 °C), finalizado el tiempo, el matraz se enfrié a temperatura ambiente y se
adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético, se agitd6 a temperatura ambiente por 30 min;
posteriormente, se adicion6 1 g (3.049 mmol) de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7) y se agité por 2
h. Finalizado el tiempo de reaccion se agregaron 3 mL de cloroformo, se vertié en una solucién saturada de
bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones, 5 mL c/u), se secd con
sulfato de sodio anhidro y se destil6 el cloroformo a sequedad. El crudo obtenido se purific6 por CCF
utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.5 g (0.083 mmol) de 17a-benzoiloxi -

4,6-pregnadien-3,20-diona (8a) correspondientes al 37.96% del rendimiento tedrico.

Tabla 6.1.11. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 17a-benzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8a)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino
Punto de fusién (°C) 230-231
Formula molecular CsH3,04
Peso molecular / m/z (M) 432
VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
231.97 M (Ester BzCOO- en C-17a)
282.41 %2 (C=0 a.B,y,5-insaturada en C-3)
IR (cm™)
3057 (W) -C=C-H (st) aromatico
3025 (W) -C=C-H (st)
2946 (M) C-H (st) de —=CHz y —CH,-
2872 (W) C-H (st si) de —CH3 y —CH,-
1980 (W) -C=C- (st) aromatico
1713 (S) Bz-CO-O- (st) en C-17
1658 (S) C=0 en C-20
1617 (M) -CH=C-CH=CH- en C-4
1451 (W) -CH, (3)
1385 (W) -CHjs (9)
1288 (S) -C-O (st si) de Bz-CO-O- en C-17a
RMN *H (ppm)
0.81 (s, 3H) -CHz en C-18
1.16 (s, 3H) -CHz en C-19
2.11 (s, 3H) -CHsen C-21
5.73 (s, 1H) -CHen C-4
6.16 (m, 2H) (-CH=CH-)en C-6y C-7
7.49 (t, 2H, %3, = 7.8 Hz, “J,= 1.6 Hz) Hs's del grupo benzoilo en C-17a.
7.62 (t, 1H, *J1= 7.4 Hz, *J,= 1.44 H2) H,- del grupo benzoilo en C-17a
8.04 (d, 2H, *J;= 8.4 Hz, *J, = 1.2 Hz) H.'s del grupo benzoilo en C-17a.

39

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM



METODOLOGIA Y RESULTADOS

RMN *C (ppm)

14.4 C-18 (-CHy)
16.4 C-19 (-CHj3)
26.4 C-21 (-CHy)
124.0 C-4 (-CH=C-)
128.4 C-6 (-CH=CH-)
128.6 Cs's del grupo benzoilo en C-17a
129.7 C>'s del grupo benzoilo en C-17a
129.8 C ipso del grupo benzoilo en C-17a
133.6 C. del grupo benzoilo en C-17a
140.1 C-7 (-CH=CH-)
163.1 C-5 (-CH=C-)
165.9 -O-C=0 del BzCOO- en C-17a
1994 C-3 (C=0 a.B,y,8-insaturada)
203.7 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)

432 (1) M*

389 (6) [M* — 43 (CH;CO)]*

310 (8) [M* = 122 (C7Hs02)] *

267 (84) [310 — 43 (CHsCO)]"

105 (100) [M" — 327 (CxH203)] ¥
77 (30) [105 — 28 (CO)]*

6.1.8b. 17a-4’-Fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8b)

H H
2' 3
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Un matraz bola de 50 mL conteniendo 2.136 g (15.258 mmol) de acido 4-fluorobenzoico y 200 mg de PTS

se coloco en la estufa por 2 h (T= 60°C); finalizado el tiempo, el matraz se enfrié6 a temperatura ambiente y

se adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético, se agité a temperatura ambiente por 1 h y se adicion6 1

g (3.049 mmol) de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7) la agitacion continuo por 6 h mas.

Posteriormente se agregd 3 mL de cloroformo y se vertié en una solucién saturada de bicarbonato de sodio,

se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones, 5 mL c/u), se sec6 con sulfato de sodio anhidro y

se destilé el cloroformo a sequedad. El crudo obtenido se purificé por CCF utilizando como eluyente hexano-

acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.45 g (1 mmol) de 17a-4'-flurorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona

(8b) correspondientes al 32.80% del rendimiento tedrico.
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Tabla 6.1.12. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 17a-4'-fluorobenzoiloxi -4,6-pregnadien-3,20-diona (8b)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Soélido blanco cristalino
Punto de fusion (°C) 248-251
Formula molecular CosHz1FO,
Peso molecular / m/z (M%) 450

VALOR
UV (nm)

233.73
282.36

IR (cm™)

3080 (W)
2947 (M)
2876 (M)
1718 (S)
1660 (M)
1617 (M)
1603 (M)
1508 (M)
1458 (W)
1353 (M)
1292 (S)
1110 (W)
861 (W)

RMN *H (ppm)

0.79 (s, 3H)

1.14 (s, 3H)

2.09 (s, 3H)

5.70 (s, 1H)

6.13 (d, 1H, %) =8.8 Hz)

6.14 (t, 1H, °J; = 8.8 Hz, “J, = 2.4 Hz)
7.14 (m, 2H, %3;= 9.6 Hz, *J,= 2.2 Hz)
8.05 (m, 2H, %J; = 8.8 Hz, “J,= 5.6 Hz.)

RMN *C (ppm)

ASIGNACION ESPECTROSCOPICA

A, (Ester 4-FBzCOO- en C-170)
A2 (C=0 a,B,y,6-insaturada en C-3)

-C=C-H (st) aromatico
C-H (st) de —CH3 y —CH,-

C-H (st si) de —CH3; y —CH,-
4'-FBz-CO-O- (st) en C-17a.
C=0 (st) en C-3
C=0 (st) en C-20
C=C (st) conjugado en C-4
-C=C- (st) aromatico
-CHs (5 si)

-CH;s (3)

C-O (st si) de 4-FBz-CO-O- en C-17a
C-F (st) de 4-FBz-COO- en C-17a
-C=C- (st) aromatico para sustituido

-CH; en C-18
-CHz en C-19
-CHz; en C-21
-CHenC-4
(-CH=CH-) en C-6
(-CH=CH-) en C-7
Hs's del grupo 4’-fluorobenzoilo en C-17a
H>'s del grupo 4’-fluorobenzoilo en C-17a

14.9 C-18 (-CHg)
16.8 C-19 (-CH3)
26.9 C-21 (-CHs,)
116.1 (d, 2Jer = 21.9 Hz) Cz'sdel grupo 4'-fluorobenzoilo en C-17a
124.2 C-4 (-CH=C=)
126.2 C ipso del grupo 4’-fluorobenzoilo en C-17a
128.5 C-6 (-CH=CH-)
132.4 (d, *Jor = 9.1 Hz) C'sdel grupo a-4-fluorobenzoilo en C-17a.
140.2 C-7 (-CH=CH-)
163.2 C-5 (-CH=C=)
165.0 -0-C=0 del 4'-FBzCOO- en C-17a
166.2 (d, "Jc.r = 253.3 Hz) C,-F del grupo 4'-fluorobenzoilo en C-17a.
1994 C-3 (C=0 a,B,y,8-insaturada)
203.6 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
450 (1) M™
407 (4) [M* — 43 (CH,CO)] "
310 (8) [M™ — 140 (C/Hs0-F)] *
267 (84) [310 - 43 (CH,CO)] "
123 (100) [M* =327 (CH203)]
95 (24) [123 — 28 (CO)]*
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6.1.8c. 17a-4’-Clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8c)

HooM
H,C o 2
i
18 3!7-\0 (A:-I
HaC
*1o ° H H
2' 3
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[

Un matraz bola de 50 mL conteniendo 2.387 g (15.252 mmol) de &cido 4-clorobenzoico y 200 mg de PTS
se colocé en la estufa por 2 h (T = 60°C), finalizado el tiempo, el matraz se enfrié6 a temperatura ambiente y
se adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético, se agité a temperatura ambiente por 2 h;
posteriormente, se agregd 1 g (3.049 mmol) de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7), se continto la
agitacion por 20 h. Finalizado el tiempo de reaccion se agregaron 3 mL de cloroformo y se vertié en una
solucién saturada de bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones, 5 mL
c/u), se secd con sulfato de sodio anhidro y se destilé el cloroformo a sequedad. El crudo obtenido se
purificé por CCF utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.40 g (0.858 mmol) de

17a—4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8c) correspondientes al 28.15% del rendimiento tedrico.

Tabla 6.1.13. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 17a-4'-clorobenzoiloxi -4,6-pregnadien-3,20-diona (8c)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Sélido blanco cristalino
Punto de fusion (°C) 216-218
Formula molecular C28H3:ClO,
Peso molecular / m/z (M") 466
VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
241.54 A1 (Ester 4’-CIBzCOO- en C-170)
281.48 2 (C=0 a,B,y,8-insaturada en C-3)
IR (cm™)
3078 (W) -C=C-H (st) aromatico
3004 (M) C-H (st) de —CH3; y —CH,-
2970 (M) C-H (st si) de -CH3 y —CH,-
2145 (S) -C=C- (st) aromético
1717 (S) 4'-CIBz-CO-O- (st) en C-17
1677 (W) C=0 (st) en C-3
1630 (W) C=C (st) conjugado en C-4
1421 (W) -CHj3 (5 si)
1364 (M) -CH;s (8)
1292 (W) C-O (st si) de 4'-CIBz-CO-O- en C-17a
1280 (W) C-O (st si) de 4'-CIBz-CO-0O- en C-17a
880 (W) -C-Cl (st) de 4’-CIBz-COO- en C-17a
855 (W) -C=C- (st) aromatico para sustituido
RMN 'H (ppm)
0.80 (s, 3H) -CH; en C-18
1.16 (s, 3H) -CH3z en C-19
2.10 (s, 3H) -CH; en C-21
5.73 (s, 1H) -CHenC-4
6.15 (m, 2H) (-CH=CH-)en C-6 y C-7

7.46 (d, 2H, J; = 8.8 Hz)
7.96 (d, 2H, J, = 8.4)

Hs’s del grupo 4'-clorobenzoilo en C-17a
H,'s del grupo 4'-clorobenzoilo en C-17a
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RMN *C (ppm)

145 C-18 (-CHjy)
16.4 C-19 (-CH3)
26.5 C-21 (-CHjy)
124.2 C-4 (-CH=C=)
128.5 C-6 (-CH=CH-)
129.1 Cs's del grupo 4'-clorobenzoilo en C-17a
131.0 C ipso del grupo 4'-clorobenzoilo en C-17a
131.0 C»'s del grupo 4’-clorobenzoilo en C-17a
139.7 C-7 (-CH=CH-)
139.8 C,-Cl del grupo benzoilo en C-17a
140.2 C-5 (-CH=C=)
165.1 -O-C=0 del 4-CIBzCOO- en C-17a
199.0 C-3 (C=0 a,B,y,6-insaturada)
201.9 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
466 (2) M*
423 (6) [M™ — 43 (CHsCO)]"
310 (8) [M* — 156 (C;HsO,CI)]*
267 (100) [310 — 43 (CHsCO)]*
139 (92) [M™ =327 (C21H2703)] "
111 (18) [139 — 28 (CO)] "

6.1.8d. 17a-4’-Bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d)
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Un matraz bola de 50 mL conteniendo 3.064 g (15.244 mmol) de acido 4-clorobenzoico y 200 mg de PTS

se colocé en la estufa por 2 h (T = 60°C); finalizado el tiempo, el matraz se enfrié a temperatura ambiente, se

adicionaron 1.92 mL de anhidrido trifluoroacético y se agité a temperatura ambiente por 2 h; posteriormente,

se adiciond 1 g (3.049 mmol) de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7), se continlo la agitacion por 24 h.

Finalizado el tiempo de reaccion, se agregaron 3 mL de cloroformo y se vertié en una solucién saturada de

bicarbonato de sodio, se agité por 30 min, se extrajo con cloroformo (3 porciones, 5 mL c/u), se secO con

sulfato de sodio anhidro y se destil6 el cloroformo a sequedad. El crudo obtenido se purific6 por CCF

utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo 4:1. Se obtuvieron 0.35 g (0.685 mmol) de 170—4'-

bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d) correspondientes al 22.47% del rendimiento tedrico.
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Tabla 6.1.14. Propiedades fisicas y espectroscépicas de 17a-4’-bromobenzoiloxi -4,6-pregnadien-3,20-diona (8d)

PROPIEDAD VALOR
Aspecto Soélido blanco cristalino
Punto de fusion (°C) 196-199
Formula molecular CagH3:Bro,
Peso molecular / m/z (M") 511
VALOR ASIGNACION ESPECTROSCOPICA
UV (nm)
243.05 A1 (Ester 4-BrBzCOO- o en C-17)
281.83 X2 (C=0 a,B,y,8-insaturada en C-3)
IR (cm™)
3061 (W) -C=C-H (st) aromatico
2947 (M) C-H (st) de —-CH3 y —CH,-
2873 (M) C-H (st si) de —-CH3; y —CH,-
1780 (S) -C=C- (st) aromético
1720 (S) 4'-BrBz-CO-O- (st) en C-17
1663 (M) C=0 (st)en C-3
1617 (M) C=0 (st) en C-20
1604 (M) C=C (st) conjugado en C-4
1589 (M) -C=C- (st) aromatico
1461 (W) -CHs (5 si)
1354 (M) -CHjs (8)
1292 (M) C-O (st si) de 4'-BrBz-CO-0O- en C-17
1276 (M) C-O (st as) de 4'-BrBz-CO-O- en C-17
853 (W) -C=C- (st) aromatico para sustituido
759 (W) C-Br (st)
RMN 'H (ppm)
0.81 (s, 3H) -CHz en C-18
1.16 (s, 3H) -CHz en C-19
2.10 (s, 3H) -CHz en C-21
5.73 (s, 1H) -CHenC-4
6.16 (m, 2H) (-CH=CH-)en C-6y C-7

7.63(d, 2H, %3, = 8.4 Hz, “J, = 2.2 Hz)
7.89 (d, 2H, %), = 8.8 Hz, “J, = 2.1 Hz )

RMN **C (ppm)

Hs’'s del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
Hy’s del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a

145 C-18 (-CHg)
16.4 C-19 (-CHa3)
26.5 C-21 (-CHs3)
124.2 C-4 (-CH=C=)
128.8 C-6 (-CH=CH-)
129.1 C ipso del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
1311 Cs’s del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
132.1 C>'s del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
139.7 C-7 (-CH=CH-)
139.8 C-Br del grupo 4’-bromobenzoilo en C-17a
157.6 C-5 (-CH=C=)
165.9 -O-C=0 del 4'-CIBzCOO- en C-17a
197.2 C-3 (C=0 a.,B,y,5-insaturada)
213.7 C-20 (C=0)
EMIE m/z (%)
512 (1) M*
469 (4) [M" - 43 (CH5CO)]*
310 (8) [M™ — 202 (C;Hs0,Bn)]
267 (100) [310 — 43 (CH;CO)]*
185 (70) [M" =327 (Cy1H»703)] "
157 (16) [185 — 28 (CO)] "
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6.2. PARTE BIOLOGICA

6.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

e 24 Hamsteres machos de la cepa Syrian Golden con peso promedio entre 200-250 g.
e Tejido de préstata humana de cadaver conservado a —70°C proporcionado por el Dr. Avissai
Alcantara del Departamento de Patologia del Hospital General de México.

6.2.2. SUSTANCIAS Y EQUIPOS

e Testosterona [°H] actividad especifica 85-105 Ci/mmol suministrado por NEN Life Science Products,
Inc. (Boston, MA).

e Mibolerona [*H] actividad especifica 70-87 Ci/mmol suministrado por NEN Perkin Elmer Life
Sciences, Inc. (Boston, MA).

e Ultracentrifuga marca Beckman modelo Optima L-70K.

e Centrifuga marca Beckman modelo Allegra 6R.

e Analizador de Centelleo Packard modelo Tri-Carb 2100 TR.

e Placas Cromatograficas de Silica gel 60 GF,s4 en soporte de aluminio (20x20 cm, Merck).

6.2.3. Ensayo in vivo : PESO DE LA PROSTATA

El efecto antiandrogénico de los esteroides sobre el peso de la préstata de hamsteres machos (150-200
g) castrados de la cepa Syrian Golden, se determind en 8 grupos de 3 animales por experimento. Los
animales se seleccionaron al azar y gonadectomizados 30 dias antes del experimento, manteniéndolos a
una temperatura controlada de 22°C y en periodos de luz-oscuridad de 12 h, la comida y agua fue
suministrada ad libitum. Diariamente por 6 dias se les administré subcutdneamente (s.c.):

e Grupo control 1: 200 pL de aceite de sésamo (vehiculo).

e Grupo control 2: 200 ug de Testosterona en 200 uL de aceite de sésamo.

e Grupo control 3: 200 pg de Testosterona mas 200 ug de Finasterida en 200 pL de aceite de sésamo

e Grupos experimentales (4-8) 200 ug de Testosterona en 200 uL de aceite de sésamo mas 400 ug de

los compuestos 1-5.

Después del tratamiento, los hamsteres se sacrificaron con CO, y posteriormente se realizé la diseccién
de las préstatas para ser pesadas. Debido a la huelga en UAM hasta el momento sélo se realizd el
experimento con los compuestos 1-5; sin embargo, se esta trabajando dandole continuidad en la evaluacion
de todos los compuestos.
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Tabla 6.2.1. Efecto de los compuestos 1-5 sobre el peso de la préstata.

GRUPO TRATAMIENTO PESO DE LA PROSTATA (mg)
1 Aceite de sésamo (Vehiculo) 56,3
2 T 125.33
3 T+F 75.733*
4 T + 170-Acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (1) 79.633*
5 T + 170-Acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2) 78.000*
6 T + 170-Acetoxi-6,7a-epoxi-4-pregnen-3,20-diona (3) 69.400*
7 T + 17a-Acetoxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (4) 61.00*
8 T + 6-Cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5) 87.167
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Figura 6.1. Efecto de los compuestos 1-5 sobre el peso de la prostata.

6.2.4. Ensayo in vitro : INHIBICION DE LA ENZIMA 5a-REDUCTASA

6.2.4.1. EXTRACCION DE LA ENZIMA 5a-REDUCTASA

La préstata de cadaver humano se corto y homogenizo utilizando el medio A (20 mM fosfato de sodio
0.32 M sucrosa, 0.1 mM ditiotreitol, pH= 6.5). El homogenizado se centrifugo a 1500 rpm durante 20 min. El
pellet formado se separd y lavé con 3 volimenes del medio A, una vez mas se centrifugo a 4400 rpm

durante 10 min. Finalmente el pellet se resuspendié en el medio A y se almacené a —70°C. Se determiné
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contenido de proteinas del pellet utilizando el método de Bradford®” y alblimina sérica bovina como

referencia.

6.2.4.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA 50% (ICso) DE LOS
COMPUESTOS 1-5 EN LA ENZIMA 50-REDUCTASA

Para cada uno de los compuestos 1-5 se prepar6 una serie de tubos en los cuales se utilizaron 6 series
de tubos de ensaye conteniendo concentraciones crecientes (10 — 10“ M) disueltos en metanol y
conteniendo T [*H] a una concentracién final de 2 nM; asi mismo se incluyeron tubos controles a los que
s6lo se adiciond T [*H] a una concentracién final de 2 nM. Los tubos se colocaron en bafio de agua y en
atmésfera de nitrégeno hasta evaporar totalmente el disolvente; enseguida se afiadié 720 uL de buffer de
fosfatos (40mM), pH= 6.5, 80 uL de fraccién microsomal de préstata de cadaver humano, que contenia 360
ug/mL de proteina. Posteriormente se adicionaron 100 uL de DTT (1mM) y 100 uL de NADPH (2mM) con los

que se dio inicio la reaccion.

Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37°C por una hora, finalizado el tiempo de incubacién
se agregé 1 mL de diclorometano para detener la reaccion y se agité nuevamente. Se extrajo la fase
organica en la que se encontraba la DHT [°H] realizando 3 extracciones mas y una vez reunidos los
extractos, el disolvente se evapor6 a bafio de agua. El sélido formado se resuspendi6é con 0.5 mL de metanol
y se aplico gota a gota en una placa cromatografica para separar la DHT [3H] formada; el procedimiento se
repitié 5 veces; adicionalmente, se aplicaron los estandares de T y DHT en cada extremo de la placa. Se

eluyd 3 veces en un sistema de elusion cloroformo-acetona 9:1.

Para la visualizacién de los estandares, las placas se observaron bajo luz UV (A = 254 nm) y
posteriormente se revelaron con una solucion de acido fosfomolibdico en metanol al 8%. Se marco y corté la
zona correspondiente a la DHT [°H] (Rf. 0.64), después, los pedazos de silice se colocaron en viales en
donde se les adicion6 5 mL de liquido de centelleo Ultima Gold (Packard) y finalmente se leyd la
radiactividad producida por la DHT [*H] en el analizador de centelleo. La actividad de la enzima se calculé en
base a los controles que se incubaron en presencia Unicamente de T [*H]. Cada experimento realizé por

duplicado. En la Tabla 6.2.2 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 6.2.2. ICso de los compuestos 1-5 sobre la enzima 5a-reductasa

TRATAMIENTO ICs0 (NM)
finasterida 8.5
17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (1) 10
17a-acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2) 70
17a-acetoxi-6,7a-epoxi-4-pregnen-3,20-diona (3) 22
170-acetoxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (4) 19
6-cloro-17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (5) NI
17a-benzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6a) NI
6-cloro-170-4'-fluorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6b) NI
6-cloro-17o0—4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6¢) NI
170-4'-bromobenzoiloxi-6-cloro-4,6-pregnadien-3,20-diona (6d) NI

NI= No presenté inhibiciéon.

6.2.5. Ensayo in vitro : AFINIDAD POR EL RECEPTOR ANDROGENICO

6.2.5.1. CURVA DE SATURACION DE LOS SITIOS DEL RECEPTOR

Con la finalidad de conocer la unién méaxima de mibolerona-[*H] al receptor androgénico, se realizé el
siguiente ensayo: Se prepararon cuatro series de tubos denominados como CT (de cuentas totales), CD (de
carbon-dextran), UT (de unién total) que contenfa cantidades crecientes de mibolerona-[*H] (0.25, 0.5, 0.75,
1 nM) disueltas en metanol y la ultima serie de UNE (de unién no especifica) que contenia cantidades
crecientes de mibolerona-[*H] (0.25, 0.5, 0.75, 1 nM) disueltas en metanol mas 100 veces la concentracién
de minolerona no radiactiva. Los tubos se colocaron en bafio de agua hasta evaporar el disolvente. A los
tubos de la serie CT y CD se les adicionaron volumenes de 1 mL y 0.5 mL respectivamente de buffer TEMD
pH= 8 (Tris HCI 40 mM, EDTA 3 mM, molibdato de sodio 20 mM, glicerol al 10% con ditiotreitol DTT 1 mM);
a los tubos UT y UNE se les adicionaron 300 uL del mismo buffer mas 200 puL de citosol de pristata de rata
conteniendo 4.14 ug de proteina. Se incubaron por 18 h a 4 °C. Al termino de la incubacién, a los tubos UT y
UNE se les adicionaron 0.27 mL de una solucion saturada de sulfato de amonio (concentracion final de 35%)
y se incubaron a 4 °C. Transcurrido el tiempo, los tubos se centrifugaron a 3700 rpm durante 1.5 h. El
precipitado formado se separd y resuspendié en 0.5 mL de una solucion de TEMD pH= 8 y se agito
vigorosamente. A la suspension anterior se le agregé 0.5 mL de carbdn dextran en agitacion continta y se
incubaron a 4°C por 40 min y posteriormente se centrifugaron a 3700 rpm por 5 min. De cada tubo se
tomaron 200 uL de sobrenadante y se colocaron en un vial en donde se les adicion6 5 mL de liquido de
centelleo Ultima Gold para finalmente leer la radiactividad producida por el complejo mibolerona-receptor con
el analizador de centelleo. En el caso de los tubos CT y CD se tomé una alicuota de 200 pL y se realizé el

mismo procedimiento. La Figura 6.2 muestra los resultados.
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Figura 6.2. Gréfica del ensayo de unién de mibolerona al receptor androgénico.

6.2.5.2. ANALISIS POR COMPETENCIA POR EL RECEPTOR

Una vez conocida la cantidad de Mibolerona-[°H] necesaria para unirse al total de receptores, se prepard
una serie de tubos que contenian 1.5 nM de mibolerona-[*H] mas cantidades crecientes de mibolerona no
radiactiva (10°-107) o los compuestos a evaluar. A estos tubos se le agregé 300 uL de solucién
amortiguadora TEMD mas 200 pL de citosol. Los tubos se incubaron por 18 h a 4 °C. Al término de la
incubacion se les adiciond 0.27 mL de una solucion saturada de sulfato de amonio (concentracion final 35%)
y se incubaron a 4°C. Se centrifugaron a 3700 rpm durante 1.5 h, el pellet formado se separé y se
resuspendié en 0.5 mL de una solucién de TEMD pH= 8 y se agit6 vigorosamente, posteriormente se agregé
0.5 mL de carbon-dextran, los tubos se agitaron e incubaron a 4 °C por 40 min. y posteriormente se
centrifugaron a 3700 rpm por 5 min. De cada tubo se tomaron 200 uL de sobrenadante y se colocaron en un
vial en donde se les adicion6 5 mL de liquido de centelleo Ultima Gold para finalmente leer la radiactividad
producida por el complejo Mibolerona-[°H]-receptor en el analizador de centelleo. La Tabla 6.2.3 muestra los

resultados.

Tabla 6.2.3. Ensayo de afinidad por el receptor androgénico

COMPUESTO % AFINIDAD DE UNION RELATIVA

1) NA
) NA
3) NA
4) NA
(5) NA
(6a) NA
(6b) NA
(6c) NA
(6d) NA
@ NA
(8a) NA
(8b) NA
(8c) NA
(8d) NA

NA= No present6 afinidad
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6.2.6. Ensayo in vitro : CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES CANCEROSAS
HUMANAS DE LOS COMPUESTOS 6a-6d Y 8a-8d

Se utilizaron 6 lineas celulares cancerosas humanas (Glia del sistema nervioso central, prostata,
leucemia, colon, mama y pulmén) que fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancer de Estados
Unidos (NCI). Dichas células se cultivaron en el medio RPMI-1640, enriquecido con 10% suero fetal bovino,
2mM L-glutamina, 100 UI/mL Penicilina G, 100 pg/mL sulfato de estreptomicina, 0.25 ng/mL de anfotericina
B y 1% de aminoacidos no esenciales; se incubaron a 37 °C en atmdsfera himeda con 5% de CO..
Posteriormente se tomé 100 uL de la linea celular correspondiente, el contenido de células por pozo varia
entre 5000 a 40 000 dependiendo la linea celular; se incubd por 24 h. Se preparé una solucién stock en
dimetilsulfoxido (DMSO) de cada compuestos a evaluar, dicha solucién se adicioné a cada pozo de las
lineas celulares en 100 uL de medio de cultivo, la concentracion final de cada compuesto fue de 50 uM; se
incubé por 48 horas (Plato experimental). Adicionalmente se prepardé otro pozo el cual se adicion6
Unicamente medio de cultivo, este Ultimo se incubd por 1 hora (Plato basal); ambas incubaciones se llevaron
a cabo a 37°C en atmosfera con 5% CO, y 100% de humedad relativa. Finalizado el tiempo correspondiente
se realiz6 la fijacion de los cultivos celulares in situ por la adicion de 50 uL de &cido tricloroacético (TCA)
50% (p/v) frio, se incubd por 60 minutos a 4 °C, se desechd el sobrenadante y se hicieron 5 lavados con
agua desionizada y se dej6 secar por 24 h. Posteriormente se realiz6 el tefiido adicionando 100 uL de
sulforodamina B (SRB) (0.4 % p/v en 1% acido acético) a cada pozo, se incubd por 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se hicieron lavados con una solucién de &cido acético al 1% y se dejo
secar por 24 h. Las células fijadas se resuspendieron utilizando 10 mM de buffer Tris, pH=10 en agitacion
por 5 min. Finalmente, se determind la densidad éptica a 515 nm utilizando un lector de ELISA. Los

resultados del screening primario se muestran en la Tabla 6.2.4.

Tabla 6.2.4. Screening primario de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas por los compuestos
6a-6d y 8a-8d

COMPUESTO (50 uM en DMSO)
% DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR LA LINEA CELULAR

U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7  SKLU-1
6a 57.11 62.55 71.77 46.89 48.80 60.72
6b 63.36 48.08 45.83 36.92 45.20 42.05
6C 62.72 47.75 34.96 45.11 38.12 58.74
6d 85.73 64.31 46.63 43.99 43.32 58.74
8a 81.49 42.49 59.61 50.82 26.80 61.02
8b 53.06 30.92 22.40 35.59 29.16 36.12
8c 26.72 46.09 66.20 39.32 39.76 41.38
8d 72.67 84.71 69.57 53.87 44.44 65.89

U251= Glia del sistema nervioso central, PC-3= Préstata, K562= Leucemia, HCT-15= Colon, MCF-7= Mama, SKLU-1= Pulmén.
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A los compuestos que tuvieron un porcentaje de inhibicion mayor al 70% se les determind la ICs, de
inhibicién, el procedimiento fue el mismo que el anteriormente explicado, solo que en lugar de probar el
compuesto a una sola concentraciéon se prepararon series de disoluciones a distintas concentraciones. Los

resultados se muestran en la Tabla 6.2.5.

Tabla 6.2.5. Determinacion del ICso de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas por los compuestos 6d,

8a, 8d
ICso / (uM) DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR LA LINEA CELULAR
COMPUESTO U251 PC-3
6d ND ND
8a 20.48 £ 0.6 ND
8d 20.09+0.4 13.65+1.2

U251= Glia del sistema nervioso central, PC-3= Préstata, ND= No determinada.
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CAPITULO 7. ANALISIS DE RESULTADOS
7.1. PARTE QUI'MICA

En la ruta de sintesis planteada en este trabajo (Figura 5.1, pagina 23) se utiliz6 como materia prima 17a-
acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (1) debido a que es un compuesto disponible comercialmente y a que presenta
la estructura necesaria para poder ser transformado a los compuestos de interés. Como paso previo a la
sintesis se caracterizo la materia prima por sus propiedades fisicas y espectroscépicas, correlacionando con
las reportadas en la literatura. En la espectrofotometria de ultravioleta (Figura 10.2, pagina 92—
Espectroscopia) presentd una A méaxima de 239.54 correspondiente a la cetona a,f insaturada en (4-en-3-

ona), muy cercano al valor de 245 (215+30) calculado utilizando las reglas de Woodward.

En la espectroscopia de IR (Figura 10.1, pagina 92-Espectroscopia) se presentaron las bandas de
alargamiento C-H de metilos y metilenos alrededor de 2952 cm™ y las correspondientes a los carbonilos en
1733 cm™, 1718 cm™ y 1657 cm™ indicativos del grupo acetoxi en C-17a y de las cetonas en C-20 y C-3

respectivamente.

En lo referente a la RMN 'H (Figura 10.4, pagina 94-Espectroscopia) se observaron cuatro sefiales
simples en 0.68, 1.19, 2.05 y 2.12 ppm que integraron para 3 protones cada una, dichas sefales se
asignaron a los metilos C-18, C-19, -CH; en el CH;COO- y C-21. Estas asignaciones se rectificaron al
analizar los espectros HSQC y HMBC para el compuesto 5. En estos espectros se aprecian los
acoplamientos C-H a 1 enlace y a 3 enlaces; el metilo en C-18 se encuentra a campo alto debido a que se
encuentra dentro del cono de proteccion generado por el carbonilo en C-20; por otra parte el metilo en C-21
y el metilo del grupo acetoxi en C-17a se encuentran a campo bajo debido a que se encuentran fuera de la
zona de proteccién de sus carbonilos correspondientes. La sefial simple que se observa a 5.75 ppm que
integra para un protén se asigno al hidrégeno en C-4, el cual, al ser vinilico y alfa a un grupo carbonilo, tiene

un desplazamiento quimico a campo bajo.

En la RMN **C y DEPT (Figuras 10.5 y 10.6, pagina 84-Espectroscopia) se realizaron las asignaciones
para los metilos en C-18, C-19, -CH; en el CH3;COO-y C-21 a 14.6, 17.4, 21.2 y 26.3 ppm y con base a lo
reportado en tablas se confirman los desplazamientos asignados; en lo referente al CH de C-4 se asigné a
123.9 ppm que concuerda lo reportado en la literatura® a 124 ppm. Por otra parte, a 170.6 ppm se asigno al
carbono del grupo acetoxi en C-17a,los carbonilos correspondientes a las posiciones C-3 y C-20 se
asignaron a 199.3 y 203.9 ppm. El carbonilo en C-3 se asigné a un campo alto ligeramente mayor debido a

gue es una cetona a,fB-insaturada.
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Por dltimo, en el espectro de masas adquirido por impacto electrénico (EMIE) (Figura 10.3, pagina 93-
Espectroscopia) se observa el ion molecular de m/z 372 correspondiente al esperado. Se aprecia la pérdida
de una cetena (CH,=C=0, -42 unidades) por la formacioén del i6n en m/z 330. Asi mismo, a partir de este
pico se derivan los fragmentos de m/z 287 y m/z 312 por la pérdida de agua (-18 unidades) y CH3;CO" (-43
unidades) respectivamente. El pico base puede obtener de la pérdida de CH;CO' (-43 unidades) del i6n de
m/z 312 o a partir del i6n molecular por la pérdida de acido acético (60 unidades). A continuacion se
presenta el diagrama de fragmentacion en donde se visualizan las fragmentaciones logicas; asi como sus
los mecanismos (Figuras 7.1.1 — 7.1.3).

m/z
287(42)

-43

m/z - 60 372 . 42 o

e — m/z

312(6) CHOOOH . CH,CO 530 (10)
-18

-H,0

m/z
269 (100)
Figura 7.1.1. Diagrama de fragmentacion del compuesto 1 observado en EMIE.

otw |*
CHy ]
CH3
m/z
287 (42)
-
CHy -
CHy \
S m/z
7 m/z 269 (100)
312 (6)

Figura 7.1.2. Mecanismos de fragmentacion del compuesto 1 para explicar los picos m/z 330, m/z 312, m/z
287 y m/z 269.
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- 60
M*™ (1) CH,COOH

Hsc\(o +.
CH, L.

312 (6)

Figura 7.1.3. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 1 para la obtencién del pico m/z 312.

Debido a que uno de los objetivos de la secuencia sintética planteada era la introduccién de un atomo de
cloro en C-6, fue necesario la funcionalizacion de dicha posicién a través de la formacién de un doble enlace
entre los carbonos C-6 y C-7 para obtener el 17a-acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2). Dicha reaccién de
deshidrogenacion se llevé a cabo utilizando 1 y cloranilo. De acuerdo con lo reportado por E.J. Agnello®®

se propone el siguiente mecanismo de reaccion:

Lento %Li
—_— . AP -~
o™ - H (* X Cm H 4
o : o 0
\ A
1 | H |

H | Cl cl _
Cl Cl

- N\ ‘ O- OH

(@] —0 Raépido
Cl Cl
cloranilo

Figura 7.1.4. Mecanismo de reaccion de la deshidrogenacion para la formacion del compuesto 2.

El compuesto deseado se obtuvo con un 70.38% de rendimiento y se caracterizé por sus propiedades
fisicas y espectroscopicas. En la espectrofotometria de UV (Figura 11.2, Pagina 95-Espectroscopia) se
observa un incremento en la A maxima de absorcion, cambiando de 239.54 nm a 282.42 (te6rica 287 nm); lo
cual indica que la doble ligadura formada se llevo acabo en los carbonos C-6 y C-7 con lo cual se extendio la

conjugacion y por consiguiente aumento la A de maxima absorcion.
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En el espectro de IR (Figura 11.1, Pagina 95-Espectroscopia) para este compuesto se observa a una
banda de intensidad media a 1620 cm™ correspondiente a las dobles ligaduras conjugadas entre los
carbonos C-4, C-5, C-6 y C-7; a 1733 cm™ una banda intensa correspondiente al ester acético en C-17a, a

1718 cm™ y 1652 cm™ correspondientes a las cetonas en C-20 y C-3.

En el espectro de RMN 'H (Figura 11.4, Pagina 96-Espectroscopia) se observa una sefial doble de doble
a 6.12 ppm, la cual integra para un protén en C-6. Dicha sefal presenta dos constantes de acoplamiento: la
primera, J; = 10 Hz correspondiente al acoplamiento con el protén en C-7, la magnitud de esta constante de
acoplamiento corresponde a una disposicién cisoide; la segunda, *J, = 1.2 Hz presenta un acoplamiento con
el protdn en C-8. Por otra parte, a 6.16 ppm se observa otra sefial doble de doble que integra para un protén,
dicha sefial se asign6 al protén en C-7, debido a que esta posicion se encontraria mas desprotegida y en
consecuencia a campo bajo debido al caracter electropositivo del carbono C-7 inducido por la resonancia
gue ejerce el carbonilo en el sistema 4,6-dien-3-ona. (Figura 7.1.5), asi mismo, esta sefial presenta dos
acoplamientos: el primero, es con el proton en la posicion C-6 cuya constante de acoplamiento es de 8, =
9.6 Hz cuya magnitud es caracteristica de una disposicién cisoide, el segundo, es con el protén en la

posicién C-8, la magnitud de la constante de acoplamiento es de %J, = 2 Hz.

HiC 0 Q HeC 0 Q
CHy yfcm chy >—CH3
e} 110
CH, CHs
-
Yy O r +
(AL A e Y Yol

Figura 7.1.5. Estructuras resonantes del compuesto 2.

En el espectro de RMN **C aparecen las sefiales correspondientes a los carbonos C-7 y C-6 a 140.0 ppm
y 128.3 ppm, mismas que al observar el espectro DEPT (Figuras 11.5 y 11.6, pagina 97-Espectroscopia),
tanto por su desplazamiento quimico como por presentar un solo atomo de hidrégeno unido, se confirma la
extension de la conjugacion por medio de esta reaccion de deshidrogenacion. Nuevamente se observa el
efecto resonante del sistema 4,6-dien-3-ona, debido a que la sefial correspondiente al carbono C-7 se

encuentra a campo bajo.

Por dltimo, en el EMIE (Figura 11.3, Pagina 96-Espectroscopia) se confirma la estructura propuesta del
compuesto deseado, ya que se obtuvo un ién molecular en 370 unidades m/z. Se aprecia la pérdida de 42
unidades m/z para la formacion del ion de m/z 328, del cuél se derivan los fragmentos de m/z 285 y m/z 310,
de este Ultimo, por la pérdida de 43 unidades m/z, se forma el pico base del espectro de 267 unidades m/z.
En las Figuras 7.1.6- 7.1.7 se muestra el diagrama de fragmentacion del compuesto 2; asi como los

mecanismos de fragmentacion propuestos.
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m/z
285 (10)

-43

- CH,COr
370 .42 m/z :

CH,CO

+. omco
M 328(1)
-18
-H,0
m/z
310(2)
- 43

- CH,CO
m/z
267 (100)

Figura 7.1.6. Diagrama de fragmentacion del compuesto 2.

285 (10)

M"™ (1)

m/z

267 (100)

310 (2)

Figura 7.1.7. Mecanismos de fragmentacién del compuesto 2 para explicar la formacion de los picos m/z 328, m/z 310,
m/z 285y m/z 267.

También se logro obtener el espectro de difraccion de rayos X (Figura 11.7, pagina 98-Espectroscopia)
en el cudl se confirma la formacién del doble enlace entre los carbonos C-6 y C-7 debido a que estos

carbonos so6lo presentan unidos un solo atomo de hidrégeno cada uno.

Una vez realizada la deshidrogenacién entre los carbonos C-6 y C-7, para introduccir un &tomo de cloro
en C-6 fue necesario hacer electrofilico al carbono C-6. Para ello se propuso la formacion de un epéxido
entre los carbonos C-6 y C-7. En la literatura se describe el uso de peracidos para la epoxidacion de dobles

13,32

ligaduras, se eligid la reaccién con &cido m-cloroperbenzoico ya que permite formar el epdxido de forma
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estereoselectiva entre los carbonos C-6 y C-7. A continuaciéon se presenta el mecanismo de reaccion

propuesto:
Ny Oon
A5 ;
Cl
o — | 7 C} -
2 0/1
(3 o

Figura 7.1.8. Mecanismo de reaccién para la formacién del compuesto 3.

o

La especie electrofilica se adicion6 syn a la doble ligadura entre los carbonos C-6 y C-7; la orientacion del
époxido fue alfa (ver difraccion de rayos X) debido al impedimento estérico del metilo angular en C-19; sin
embargo, se reporta un rendimiento del époxido beta orientado en un 5%.%" Otro procedimiento reportado
para formar epoxidos es con perdxido de hidrogeno en medio basico, pero debido a que se forma el i6n
hidroperéxido [OOH] que es de naturaleza nucleofilica, podria introducirse por una adicién tipo Michael en el
carbono C-5 o C-7, por lo que el resultado seria una mezcla de productos que disminuirian el rendimiento de
la reaccion.

El rendimiento de la reaccién fue del 43.13%. El compuesto 3 se caracterizd por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas. En el espectro de U.V. (Figura 12.2, Pagina 99-Espectroscopia) se observa una
disminucién en la A maxima de absorcion de 282.42 nm a 238.82 nm correspondiente a la cetona a,f3
insaturada entre los carbonos C-3 y C-4; por lo cual se confirma que la formacion del époxido se llevé acabo
en la doble ligadura entre los carbonos C-6 y C-7.

En el espectro de IR (Figura 12.1, Pagina 99-Espectroscopia) se observa la desaparicion de la banda a
1624 cm™ que indicaba la presencia del dieno conjugado. También se aprecian las bandas correspondientes
al éster a 1726 cm™ y a las cetonas en C-20y C-3 a 1716 cm™ y 1678 cm™, respectivamente. En general, no

se observan cambios significativos en el espectro.

En el espectro de RMN 'H (Figura 12.4, Pagina 100-Espectroscopia) en la zona correspondiente a los
protones vinilicos se observa una sefial simple a 6.15 ppm que integra para un hidrégeno y que corresponde
al hidrégeno en C-4, por lo cual se corrobora que la formacion del époxido fue en C-6 y C-7. Por otra parte
aparecen dos sefiales a 3.38 ppm y 3.51 ppm que integran para un proton cada una; la primera sefial se
asigno al protén en C-6 debido a que la sefial observada es doble y la segunda sefial se asigné al proton al
proton en C-7 debido a que sefial observada es doble de doble. Ambas sefiales se encuentran acopladas
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entre si a través de una *J = 4 Hz, que es caracteristica de un acoplamiento vecinal de dos protones cis base

de un anillo oxirano,®® asi mismo la segunda sefial presenta un acoplamiento alilico con el protén el C-8.

En la espectroscopia de RMN **C y DEPT (Figuras 12.5 y 12.6, pagina 101-Espectroscopia) en la zona
de los carbonos vinilicos se observan las sefiales correspondientes a C-4 en 131.3 ppm y C-5 en 161.9 ppm,
por otra parte aparecen dos sefales a 35.5 ppm y 40.3 ppm que en el espectro DEPT se observan como
metinos y fueron asignadas a los carbonos base del époxido en C-6 y C-7 respectivamente. El resto del

espectro permanece sin cambios significativos.

En el EMIE (Figura 12.3, pagina 100-Espectroscopia) se observa un ién molecular de 386 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular esperado. Se aprecia la pérdida de 42 unidades m/z para la
formacién del pico de 344 m/z, del cual se derivan los fragmentos de m/z 326 y m/z 283, siendo este Ultimo
el pico base del espectro; asi mismo, a partir del ibn molecular se derivan los iones de m/z 343 y m/z 326 por
la pérdida de 43 y 60 unidades m/z respectivamente. En las Figuras 7.1.9 - 7.1.12 se muestra el diagrama de

fragmentacion del compuesto 3; asi como los mecanismos de fragmentacion propuestos.

m/z
m/z -43 386 . 42 .43 m/z
CH,CO CH,CO 344(4) CH.CO
343(12) s Mt 2 18 3 301(44)
~60 -H,0
- m/z
CH,COOH
326 (6)
m/z -43
326(6) - CH,CO
m/z
283 (100)

Figura 7.1.9. Diagrama de fragmentacion del compuesto 3.

| m/z
M" (1) " 343 (12)

Figura 7.1.10. Mecanismo de fragmentacién del compuesto 3 para explicar el pico m/z 343.
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- 60
CH,COOH

7
CH
-43
<o
7 i mjz  CHCO 2 :
o g o g
283(100) 326(6)

Figura 7.1.11. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 3 para explicar los picos m/z 326, m/z 283

"
301(44)

283(100)

326(6)

Figura 7.1.12. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 3 para explicar los picos m/z 344, m/z 326, m/z 301 y m/z
283.

En adicion, en el espectro de difraccion de rayos X (Figuras 12.7, pagina 102-Espectroscopia) se observa
que la formacién del époxido se llevo esteroespecificamente entre los carbonos C-6 y C-7 y presenta una
orientacion alfa.

86-90 Se

El siguiente paso de la secuencia sintética fue la insercion del atomo de cloro en el carbono C-6.
utilizé una mezcla de acido clorhidrico en anhidrido acético; el mecanismo de reaccion propuesto implica en

un inicio la formacién de una halohidrina, que con su posterior acetilaciéon se convierte en un buen grupo
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saliente consiguiendo la obtencion del compuesto 4. A continuacién se esquematiza el mecanismo de

reaccién propuesto:

Figura 7.1.13. Mecanismo de reaccion para el compuesto 4.

El rendimiento de la reaccion fue de 85.99%. El compuesto 4 se caracterizd por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 13.2, pagina 103-Espectroscopia) se confirma la

regeneracion del croméforo 4,6-dien-3-ona, por la A maxima de 283.21 nm (tedrica 287 nm).

En el espectro de IR (Figura 13.1, pagina 103-Espectroscopia) se observan las bandas correspondientes
al dieno conjugado a 1605 cm™ y la sefial correspondiente a la vibracién de valencia C-Cl a 880 cm™ del

carbono en C-6.

En el espectro de RMN H (Figura 13.4, pagina 104-Espectroscopia) se observan dos sefiales a 6.32 ppm
y 6.33 ppm que integran para un protén cada una que corresponden a los protones de los carbonos C-4 y C-
7, ambos de naturaleza vinilica, para el caso de este Ultimo se observa el acoplamiento con el protén alilico

en C-8 con una 3J = 2.4 Hz.

En el caso del espectro de RMN 3¢ y DEPT (Figuras 13.5 y 13.6, Pagina 105-Espectroscopia) se
observan las sefales en la zona de carbonos vinilicos en 123.8 ppm y 137.9 ppm que corresponden a los
carbonos C-4 y C-7 respectivamente, dichas sefiales en el espectro DEPT se observan como metinos; asi
mismo se observa una sefial a 130.3 ppm que fue asignada al carbono en C-6 en el cual se adicioné el

atomo de cloro.

En el EMIE (Figura 13.3, pagina 104-Espectroscopia) se observa el ion molecular de 404 en unidades de
m/z que corresponde al peso esperado; se observa la contribucién isotopica del 30% al M+2 en 406 m/z y en
algunos otros fragmentos con lo cual se corrobora la presencia de un atomo de cloro en la molécula. A partir

del i6n molecular se observa la pérdida de 60 unidades m/z para formar el ion de 344; que con la
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subsiguiente pérdida de 43 unidades m/z se llega al pico base del espectro en 301 unidades m/z. Por otro
lado, nuevamente a partir del i6n molecular, se observa la pérdida de 42 unidades m/z para formar el
fragmento de 362 unidades m/z, a partir de este pico se generan los iones de 344 unidades m/z y 319
unidades m/z por la pérdida de una molécula de agua y una molécula de CH;CO' respectivamente, esto se

resume en el diagrama de fragmentacién del compuesto 4 y los mecanismos de fragmentacion propuestos
(Figuras 7.1.14 — 7.1.16).

m/z

319(18)
T» 43
- CH,CO
m/z
404 a2 m/z
406 <=—— _— =
M o 362(1)
M* +2 -18
-H,0
- 60 m/z
- CH,COOH 344(4)
-43
- CH,CO
m/z -43
_—
- CH,CO’ m/z
344(4)
301(100)

Figura 7.1.14. Diagrama de fragmentacion del compuesto 4.

& 319(18)

& 301(100)

o 344(4)

Figura 7.1.15. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 4 para explicar los picos m/z 344, m/z 301.
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Cl _ 60
. CH,COOH
M™(1) e
CHy ==+ CH\;\/D
c\ | “N
CH, CHy CH
-43
<8
CH,CO
° m/z @ m/z
¢ 301(100) ¢ 344(4)

Figura 7.1.16. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 4 para explicar los picos m/z 344, m/z 301.

El pendltimo paso para obtener la primera parte de productos finales, fue necesario desproteger el

71
I

alcohol’” en C-17a., por medio de una reaccion de hidrélisis basica, a continuacion se presenta el mecanismo

de reaccion:

4 5

Figura 7.1.17. Mecanismo de reaccién para la formacion del compuesto 5.

El compuesto 5 se obtuvo con un rendimiento del 56.92%. Se caracterizd por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 14.2, Pagina 106-Espectroscopia) no hubo cambios en la A

maxima de absorcién debido a que en esta reaccion no se hicieron cambios en el sistema 4,6-dien-3-ona.

En el caso de la espectroscopia de IR (Espectro 14.1, pagina 106-Espectroscopia) a 3467 cm™ y 1160
cm™ se observa las bandas correspondientes al estiramiento O-H confirmando asi la presencia de un alcohol
terciario en C-17. Las bandas de alargamiento C-H de metilos y metilenos se observan en 2951 cm™ y 2870
cm™ respectivamente asi como sus correspondientes bandas de deformacién a 1458 cm™y 1352 cm™; en lo
referente a las insaturaciones conjugadas se observa su banda a 1600 cm™ correspondiente al estiramiento
C=Cy a 1704 cm™ y a 1646 cm™ se observan las bandas correspondiente a la cetonas en C-20 y C-3

respectivamente.
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En el espectro de RMN 'H (Figuras 14.4 y 14.5, Pagina 108-Espectroscopia) se observan tres sefiales a
0.79 ppm, 1.15 ppmy 2.29 ppm que integran para tres protones cada una y se asignaron a los metilos en C-
18, C-19 y C-21, dicha asignacién se confirma al analizar los espectros de HSQC y HMBC (Figura 14.8,
Pagina 109, Figura 14.9, Pagina 110-Espectroscopia) en donde el metilo en C-19 correlaciona con el
carbono C-5 que tiene un desplazamiento a 158.8 ppm, éste a su vez tiene correlacién con los hidrogenos
de los carbonos C-4 y C-7; mientras que el metilo en C-21 correlaciona con el carbono de cetona en C-20 en
210.7 ppm. Por otra parte se observa a 4.77 ppm una sefial simple que intercambi6 con D,O, la cual se

asigno al proton del alcohol en C-17a.

En el espectro de RMN **C y DEPT (Figura 14.6, Pagina 108, Figura 14.7, Pagina 109-Espectroscopia)
se observa la desaparicién de la sefial correspondiente al carbonilo del grupo acetoxi en C-17a, el resto del
espectro permanece sin cambios. En lo referente al analisis de los espectros HSQC y HMBC se observa la
correlacién entre el carbonilo en C-20 (210.7 ppm) con los protones del metilo en C-21 (2.29 ppm), para este
mismos protones se observa la correlacion existente con el carbono en C-17 (89.4 ppm). En el caso de los
protones del metilo en C-18 (0.79 ppm) se observan las correlaciones existentes entre los carbonos en C-17
(89.4 ppm) y con el carbono cuaternario en C-13 (48.9 ppm) y con el carbono del metileno en C-12 (30.2
ppm). Para los protones del metilo en C-19 se observan las correlaciones existentes entre el carbono
terciario en C-9 (49.9 ppm), con el carbono cuaternario en C-10 (37.9 ppm) y con el carbono secundario de
C-1 (34.3 ppm). En lo referente al carbono vinilico en C-5 se observan las correlaciones entre los hidrégenos

de los carbonos C-4 (6.32 ppm) y C-7 (6.33 ppm) y con los protones del metilo en C-19 (1.15 ppm).

En EMIE (Figura 14.3, pagina 107-Espectroscopia) se observa el ibn molecular de 362 en unidades de
m/z que corresponde al peso esperado; asi como la contribucion isotopica del 30% al M+2 en 364 m/z y en
algunos otros fragmentos con lo cudl se corrobora la presencia de un atomo de cloro en la molécula. En el
diagrama de fragmentacion (Figura 7.1.18) se aprecian las pérdidas logicas con las que se deduce la
estructura del compuesto 5. El fragmento diagndstico para este compuesto es la pérdida de 18 unidades m/z
correspondiente a la pérdida de agua que es caracteristica de los alcoholes. En las Figuras 7.1.19 — 7.1.21

se muestran los mecanismos de fragmentacion.
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m/z
364 (10) m/z
M* + 2 301(44)
T - 43
- CH,CO
362 5 :
_—
M* -H,0 m/z
344(8)
-15 43
- CHy - CH,CO
Y
- 28
m/z
m/z T»
347(1) 319(100)

Figura 7.1.18. Diagrama de fragmentacién del compuesto 5

HaC P -|+l HyC o““|+- _|+
1o c% -43 o N\
CH, CH. -18 CH." CH,CO
—
H,0
m/z o m/z
o M(34) & ’ L 34466 ® 301(42)

Figura 7.1.19. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 5 para explicar los picos m/z 344, m/z 301

319(100
“ M*(34) o (100)

Figura 7.1.20. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 5 para explicar el pico m/z 319

cH
. 1OH 3 chOH

m/z
. Lo 347(1) © §
M*(34) 319(100)

Cl

Figura 7.1.21. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 5 para explicar los picos m/z 347 y m/z 319.
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Como se indico al inicio de este trabajo, dentro de los objetivos que se plantean en la ruta sintética

99 Es asi que el siguiente paso involucré la

propuesta es el aumento de la selectividad y potencia.
esterificacion del alcohol terciario en C-170 con diferentes derivados del acido benzoico®® En dicha
reaccion se formé primeramente el anhidrido mixto benzoiltrifluoroacético usando &acido benzoico, anhidrido

trifluoroacético y acido p-toluensulfonico como catalizador. A continuacion se ilustra el mecanismo:

vof )
FWQ\% - Q{%(F
N ’

LD

I

6a: X=H; 6b: X=F
6c: X=CI; 6d: X=Br

Figura 7.1.22. Mecanismo de reaccion para la formacion de los compuestos 6a-6d.

Para el compuesto 6a (X = H) el rendimiento de la reaccién fue de 23.30%. Se caracterizé por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 15.2, pagina 111-Espectroscopia) se
observa el sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la A maxima de 283.21 nm, que es congruente con la esperada
de acuerdo con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro maximo de
absorcion a 230.47, el cual confirma la presencia del éster benzoico introducido en C-17a, el teérico para un

croméforo carbonilico aromatico es de 230 nm.

Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 15.1, Pagina 111-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacion del alcohol en C-17a por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3467 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1738 cm™ correspondiente al carbonilo del éster
benzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1245 cm™ del mismo éster formado. Asi mismo, se

aprecian las bandas caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp® aromatico y alquenilo en 3056 cm™,
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1602 cm™ y 1581 cm™. El resto de las bandas de los grupos funcionales presentes en el esteroide

permanecen constantes.

En el espectro de RMN *H (Figura 15.4, Pagina 112-Espectroscopia) también se corrobora la formacion
del éster benzoico debido a la desaparicidon de protén del alcohol en C-17a y a la presencia de las sefiales
en 8.04 ppm, 7.63 ppm y 7.49 ppm que integran para 2, 1 y 2 hidrégenos y presentan una multiplicidad de
doblete, triplete, triplete respectivamente, es asi que estas sefiales se asignaron a los protones en las
posiciones 2', 4 y 3’ del éster benzoato; existen acoplamientos entre dichas sefales, en la primera se
observan dos acoplamientos, con constantes de magnitud J = 8.4 Hz que corresponde a un acoplamiento

orto, y “J = 1.5 Hz, que corresponde a un acoplamiento meta.

En RMN “C (Figura 15.5, Péagina 113-Espectroscopia) se confirma nuevamente la esterificacion del
alcohol en C-17, puesto que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales a 212.2 ppm y 198.9 ppm
correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al carbonilo del éster
benzoico en 163.1 ppm; adicionalmente se observan cuatro sefiales nuevas en la zona de carbonos sp? tres
de ellas corresponden a los carbonos con hidrégeno en 133.7 ppm, 129.8 ppm y 128.7 ppm
correspondientes a los carbonos en las posiciones 4', 2' y 3’ respectivamente y en 130.393 ppm corresponde
al carbono ipso; esta asignacion se dedujo por los datos reportados en la literatura, asi como la intensidad

de las senales.

En el EMIE (Figura 15.3, Pagina 112-Espectroscopia) se observa un i6n molecular de 466 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 6a. En la Figura 7.1.23 se muestra se diagrama de
fragmentacion, en donde se aprecian las pérdidas l6gicas con las que se deduce la estructura del compuesto
6a. El fragmento diagnéstico es el pico 344 unidades m/z que corresponde a la pérdida de &cido benzoico (-
122 unidades m/z). En las Figuras 7.1.24 —7.1.26 se muestran los mecanismos de fragmentacion del

compuesto 6a.

m/z
468
M+. + 2
Mz e ! 43 miz
105(100) ¢ n oo 266 -
- C51HClIOy - CH,CO' 423(4)
28 M
-CO -122
m/z - C,H.,O,
77(26) miz
344(4)

Figura 7.1.23. Diagrama de fragmentacion del compuesto 6a.
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S
CH,CO )
Si

“ X=H; m/z 423 (4)
X=F; m/z 441 (3)
X=Cl; m/z 457 (1)
X=Br; m/z 503 (3)

Figura 7.1.24. Mecanismo de fragmentacion A del compuestos 6a-6d.

|+ -|+A |+
HyC. o
iy CH\3f+ CH,
c’% -43
CH.! CH,CO

3

——
-C,H;0,X

- 122, Si X=H
o

miz 344 o m/z 301

Cl

-140, Si X=F cl (4)’ X=H (26), X=H
-156, Si X=Cl
) (2), X=F (20), X=F
-202, Si X=Br
(4), X=Cl (26), X=Cl
(6), X=Br (58), X=Br

Figura 7.1.25. Mecanismo de fragmentacion B del compuestos 6a-6d.

- .
5 ol
y O(g . C‘ ‘ I
R C
o +

o]
- 361 -28 A
-CyyH,ClO -Co
X X
X=H; m/z 105 (100) X=H; m/z 77 (26)
X=F; m/z 123 (100) X=F; m/z 95 (10)
X=Cl; m/z 139 (100) X=Cl; m/z 111 (10)
X=Br; m/z 183 (100) X=Br; m/z 155 (10)

Figura 7.1.26. Mecanismo de fragmentacion C del compuestos 6a-6d.

En el caso del compuesto 6b (X = F) el rendimiento de la reaccion fue de 18.66%. Se caracteriz por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 16.2, pagina 114-Espectroscopia) se
observa el sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la . maxima de 281.88 nm, que es congruente con la esperada
de acuerdo con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro maximo de
absorcién a 233.93 nm, el cual confirma la presencia del éster 4’-fluoro-benzoico introducido en C-17a, el

tedrico para dicho croméforo carbonilico aromatico es de 230 nm.%
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Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 16.1, Pagina 114-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacién del alcohol en C-17a por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3467 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1716 cm™ correspondiente al carbonilo del éster
4'-fluorobenzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1291 cm™. Asi mismo, se aprecian las bandas

caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp? aromatico y alquenilo en 3077 cm™, 1604 cm™y 1508 cm™.

En el espectro de RMN *H (Figura 16.4, Pagina 115-Espectroscopia) también se corrobora la formacion
del éster 4'-fluorobenzoico debido a la desaparicion de la sefial del protdén del alcohol en C-17a y a la
presencia de las sefiales en 8.05 ppm y 7.16 ppm que integran para 2 hidrégenos cada una, asi que estas
sefiales se asignaron a los protones en las posiciones 2' y 3' respectivamente. Para la primera sefial a 8.05
ppm se observan los acoplamientos entre el Hy y Hz, los cuales presentan una constante de acoplamiento

96 3

de 3J = 8.8 Hz que es cercana a la reportada en la literatura® 3J = 8.4 Hz; asi mismo, se observa el

acoplamiento que existe con el atomo de flGior el cudl presenta una constante de acoplamiento *J = 5.2 Hz

que concuerda nuevamente con el dato reportado en la literatura® *

J = 5.7 Hz; existe este acoplamiento
debido a que en la naturaleza el &tomo de flGor existe en un 100% de abundancia como *°F, el cudl tiene un
niimero cuantico de spin | = %, las sefiales de los atomos de 'H son divididas por acoplamientos con este
atomo a distancias de hasta 4 enlaces.” En el caso de las sefiales que aparecen a 7.16 ppm se observa que
existe el acoplamiento entre el &tomo Hs y el atomo de fllor, asi como el acoplamiento que existe entre los
atomos Hy y Hz; sin embargo, en el espectro se encuentran empalmadas las sefiales de dichos
acoplamientos, presentando sefial de una multiplicidad tipo triplete, pero que no sigue las reglas del triangulo
de pascal, es por esta razon que en el acoplamiento que presenta con una J = 9.6 Hz, se encuentran los
acoplamientos con el atomo de flGior cuya magnitud de acoplamiento seria de J = 8.9 Hz*® y el acoplamiento

entre los atomos de hidrégeno H, y Hy que presentaria una constante de acoplamiento de 3J = 8.4 Hz.*°

En RMN “C (Figura 16.5, Pagina 116-Espectroscopia) se confirma nuevamente la esterificacion del
alcohol en C-17a, puesto que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales a 210.6 ppm y 198.8 ppm
correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al carbonilo del éster
benzoico en 164.9 ppm; adicionalmente se observan cuatro sefiales nuevas en la zona de carbonos sp” dos
de ellas corresponden a los carbonos con hidrogeno en 132.3 ppm y 115.9 ppm correspondientes a los
carbonos en las posiciones 2’ y 3’ respectivamente, ambas sefiales presentan una multiplicidad como
doblete por su acoplamiento con el atomo de fltior, las constates de acoplamiento son *Jc.¢ = 7.097 Hz y %Jc.
£ = 16.61 Hz, que son muy cercanas a las reportadas en la literatura (Jer = 7.8 Hz y 2Jcr = 21 Hz)*.
Adicionalmente en 130.5 ppm corresponde al carbono ipso; esta asignacién se dedujo por los datos
reportados en la literatura, asi como la intensidad de las sefiales. Para el caso del carbono que esta unido el
atomo de fldor en la posicion 4’ se asigné a 166.6 ppm, debido a que presenta una sefial doble por el
acoplamiento con dicho atomo con una constante de acoplamiento es 'Jcr = 242.959 Hz, que es muy

cercana a la reportada en la literatura de Y3 r=245.1 Hz.
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En el EMIE (Figura 16.3, Pagina 115-Espectroscopia) se observa un i6on molecular de 484 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 6b. En la Figura 7.1.27 se muestra se diagrama de
fragmentacion, en donde se aprecian las pérdidas l6gicas con las que se deduce la estructura del compuesto
6b. Los fragmentos diagnéstico son el pico de 344 unidades m/z que corresponde a la pérdida de &cido 4-
fluorobenzoico (-140 unidades m/z) y el i6bn de 123 unidades m/z, que corresponde a la pérdida del esteroide
(-361 unidades m/z) . En las Figuras 7.1.24 —7.1.26 se muestran los mecanismos de fragmentacién del

compuesto 6b, cuando X = F.

m/z
486
M*™+2
m/z T
123 (100) ¢ - 4842 . ™
- CyyHa6ClO, -CH,CO' 441 (3)
.28 M+.
-col 140
m/z l C,H,0,F
95(10) miz 4, Mz
344(2) - CHCO 301(20)

Figura 7.1.27. Diagrama de fragmentacion del compuesto 6b

En el caso del compuesto 6¢ (X = Cl) el rendimiento de la reaccion fue de 21.72%. Se caracterizé por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 17.2, pagina 117-Espectroscopia) se
observa el sistema 4,6-dien-3-ona A maxima de 282.30 nm, que es congruente con la esperada de acuerdo
con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro maximo de absorcion a

242.41 nm, el cudl confirma la presencia del éster 4’-clorobenzoico introducido en C-17a.

Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 17.1, P&gina 117-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacién del alcohol en C-17a por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3467 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1719 cm™ correspondiente al carbonilo del éster
4'-clorobenzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1280 cm™. Asi mismo, se aprecian las bandas

caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp? aromatico y vinilico en 3079 cm™, 1630 cm™y 1594 cm™.

En el espectro de RMN 'H (Figura 17.4, Pagina 118-Espectroscopia) también se corrobora la formacién
del éster 4’-clorobenzoico debido a la desaparicion de la sefial del protdn del alcohol en C-17a y a la
presencia de las sefiales dobles en 7.96 ppm y 7.46 ppm que integran para 2 hidrogenos cada una, ambas
con una constante de acoplamiento %J = 8.7 Hz, asi que estas sefiales se asignarén a los protones en las

posiciones 2’y 3’ respectivamente del ester 4’-clorobenzoico.
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En RMN C (Figura 17.5, Pagina 119-Espectroscopia) se confirma nuevamente la esterificacion del
alcohol en C-17a, puesto que en la zona de los carbonilos ademés de las sefiales a 203.5 ppm y 199.1 ppm
correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al carbonilo del éster
benzoico en 165.3 ppm; adicionalmente se observan cuatro sefiales nuevas en la zona de carbonos sp®, dos
de ellas corresponden a los carbonos con hidrégeno en 131.2 ppm y 129.3 ppm correspondientes a los
carbonos en las posiciones 2' y 3’ respectivamente y en 130.7 ppm corresponde al carbono ipso; esta
asignacion se dedujo por los datos reportados en la literatura, asi como la intensidad de las sefales. Para el
caso del carbono que esta unido el atomo de cloro en posicién 4’ se asigné a 140.5 ppm debido a la

electronegatividad del &tomo de cloro que lo desplaza a campo bajo.

En el EMIE (Figura 17.3, Pagina 118-Espectroscopia) se observa un i6n molecular de 500 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 6¢, asi como las contribuciones isotopicas de M + 2y
M + 4 en 502 unidades m/z y 504 unidades m/z debido a la presencia de dos atomos de cloro en la
molécula. En la Figura 7.1.28 se muestra el diagrama de fragmentacion del compuesto 6¢ en donde se
observan las pérdidas légicas con las que se deduce la estructura del compuesto 6¢. Los fragmentos
diagndstico son los correspondientes a la pérdida del acido 4-clorobenzoico y la pérdida del esteroide en 344
unidades m/z y 139 unidades m/z respectivamente. En las Figuras 7.1.24 — 7.1.26 se muestran los

mecanismos de fragmentacion cuando X = Cl.

m/z 504
M4
m/z 502
M*+2
m/z T
139 (100) (> 500 %, mz
- C5HyCIO, -CH,CO  457(1)
-28 M+.
-CO 156
m/z 'C7HSOZC|
111(10) miz 48 . mz

344 (4) - CHCO 301(26)

Figura 7.1.28. Diagrama de fragmentacion del compuesto 6c.

En el caso del compuesto 6d (X = Br) el rendimiento de la reaccion fue de 23.21%. Se caracterizé por
sus propiedades fisicas y espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 18.2, pagina 120-Espectroscopia)
se observa el sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la A maxima de 282.68 nm, que es congruente con la
esperada de acuerdo con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro
maximo de absorcion a 248.20 nm, el cual confirma la presencia del éster 4’-bromobenzoico introducido en
C-17a.
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Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 18.1, Pagina 120-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacién del alcohol en C-17a por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3467 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1710 cm™ correspondiente al carbonilo del éster

4'-bromobenzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1291 cm™.

En el espectro de RMN 'H (Figura 18.4, Pagina 121-Espectroscopia) también se corrobora la formacién
del éster 4’-bromobenzoico debido a la desaparicion de la sefial del proton del alcohol en C-17a y a la
presencia de las sefales dobles en 7.88 ppm y 7.63 ppm que integran para dos hidrégenos cada una,
ambas con una constante de acoplamiento *J = 8.7 Hz, asi que estas sefiales se asignarén a los protones en
las posiciones 2’y 3' respectivamente.

En RMN **C (Figura 18.5, Pagina 122-Espectroscopia) se confirma nuevamente la esterificacion del
alcohol en C-17a, puesto que en la zona de los carbonilos, ademas de las sefiales a 203.9 ppm y 198.9 ppm
correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al carbonilo del éster
benzoato en 165.2 ppm; adicionalmente, se observan cuatro sefiales nuevas en la zona de carbonos sp” dos
de ellas corresponden a los carbonos con hidrogeno en 132.1 pm y 131.1 ppm correspondientes a los
carbonos en las posiciones 2' y 3’ respectivamente y en 130.4 ppm corresponde al carbono ipso; esta
asignacion se dedujo por los datos reportados en la literatura, asi como la intensidad de las sefales. Para el

caso del carbono que esta unido el &tomo de bromo en la posicién 4’ se asigné a 128.9 ppm.

En el EMIE (Figura 18.3, Pagina 121-Espectroscopia) se observa un i6n molecular de 546 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 6d, complementariamente se observan las
contribuciones isotépicas por la presencia de los atomos de cloro y bromo, en 548 y 550 unidades m/z. En la
Figura 7.1.29 se presenta el diagrama de las fragmentaciones observadas, se aprecian las fragmentaciones
I6gicas por las cuales se deduce la estructura del compuesto 6d. Se observan los picos diagnésticos de 344
unidades m/z que corresponde a la pérdida de acido 4-bromobenzoico (-202 unidades) y el pico de 183
unidades m/z donde se observa claramente la presencia del &tomo de bromo por su contribucién isotdpica
en 185 unidades m/z. Las Figuras 7.1.24 — 7.1.26 muestran los mecanismos de fragmentacién propuestos,

cuando X = Br.
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m/z
550
M*+4
m/z 548
M™+2
m/z T
- 361 -43 m/z
183 (100) ¢———— 546 ——
- Cy1HyClO, - CH,CO" 503 (3)
-28 M*
-CO 202
m/z - C,H;O,Br
155 (10) miz 43, Mz

344 (6) - CH:CO 301 (58)
Figura 7.1.29. Diagrama de fragmentacion del compuesto 6d.

Para observar el efecto del atomo de cloro en la actividad antiandrogénica del esteroide, se decidio
preparar los mismos compuestos finales pero sin el &tomo de cloro en C-6.”* Se utilizé el compuesto 2 que
por una reaccion de hidrélisis se obtuvo el compuesto 7, con un rendimiento del 62.04% y se caracteriz6 por
sus propiedades fisicas y espectroscOpicas. En el espectro de U.V. (Figura 19.2, Pagina 123-
Espectroscopia) no hubo cambios en la A maxima de absorcién debido a que en esta reaccién no se hicieron

cambios en el sistema 4,6-dien-3-ona.

En el caso de la espectroscopia de IR (Figura 19.1, pagina 123-Espectroscopia) a 3413 y 1155 cm™ se
observa las bandas correspondientes al estiramiento O-H confirmando asi la presencia de un alcohol
terciario en C-17. Las bandas de vibracién C-H de metilos y metilenos se observan en 2945 cm™ y 2871 cm™
respectivamente, asi como sus correspondientes bandas de deformacién a 1458 cm™ y 1381 cm™; en lo
referente a las instauraciones conjugadas se observa una banda a 1614 cm™ correspondiente al
estiramiento C=C. Por otra parte se observa la desaparicion de la banda correspondiente al acetato en C-

170.

En el espectro de RMN *H (Figura 19.4 y 19.5, Paginas 124,125-Espectroscopia) se observan tres
sefiales a 0.80 ppm, 1.12 ppm y 2.29 ppm que integran para tres protones cada una y se asignarén a los
metilos en C-18, C-19 y C-21, dicha asignacién se confirma al analizar los espectros de HSQC y HMBC. Asi
mismo se observa una sefal simple que integra para un protén a 4.95 ppm que presenta intercambio con
D,0O y fue designada para el proton del alcohol en C-17a. A 5.69 ppm se observa una sefial simple que
integra para un proton, se asigné al protén en C-4. Por ultimo, se observa una sefial simple a 6.13 ppm que

integra para dos protones, dicha sefial se asigno a los protones en las posiciones C-6 y C-7.
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En el espectro de RMN**C y DEPT (Figuras 19.6, 19.7, Paginas 125,126-Espectroscopia) se observa la
desaparicion de la sefial correspondiente al carbonilo del grupo acetoxi en C-17; adicionalmente, con la
ayuda de los espectros HSQC y HMBC (Figuras 19.8, 19.9, P4ginas 126,127-Espectroscopia) se pudieron
comprobar las asignaciones anteriormente hechas debido a las correlaciones que se observan. Se aprecian
las correlaciones entre el carbonilo en C-20 (211.2 ppm) con los protones del metilo en C-21 (2.294 ppm),
para estos mismos protones se observa la correlacién existente con el carbono en C-17 (89.5 ppm). En el
caso de los protones del metilo en C-18 (0.800 ppm) se observan las correlaciones existentes entre el
carbono en C-17 (89.5 ppm), el carbono cuaternario en C-13 (35.9 ppm) y con el carbono del metileno en C-
12 (30.0 ppm). Para los protones del metilo en C-19 se observan las correlaciones existentes entre el
carbono terciario en C-9 (50.2 ppm), el carbono cuaternario en C-10 (33.5 ppm) y con el carbono secundario
de C-1 (33.8 ppm). En lo referente al carbono vinilico en C-5 se observan las correlaciones entre los
hidrégenos de los carbonos C-4 (5.69 ppm), C-6 y C-7 (6.13 ppm) y con los protones del metilo en C-19
(1.122 ppm).

En el EMIE (Figura 19.3, pagina 124-Espectroscopia) se observa el ion molecular de 328 en unidades de
m/z que corresponde al peso esperado; asi como la contribucion isotopica del &tomo de oxigeno en 330
unidades m/z que corresponde al M+2. En la Figura 7.1.30 se muestra el diagrama de fragmentaciones
I6gicas con las cuales se deduce la estructura del compuesto 7, siendo el pico diagnéstico la pérdida de 18
unidades m/z que corresponde a la pérdida de una molécula de agua, que es caracteristica de los alcoholes.

En las figuras 7.1.31 y 7.1.32 se muestran los mecanismos de fragmentacion.

m/z 330
M*+2
m/z
- 60 328 -18 m/z
-

33 (M= coon Ve o 31069)
-28 -43
-Cco -CHO

m/z
m/z
267 (92)
285 (100)

Figura 7.1.30. Diagrama de fragmentacion del compuesto 7.
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____|+'
P
c -43
\’ —p
e CH,CO

m/z o

M* (32) 310 (48)

267

Figura 7.1.31. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 7 para explicar los picos m/z 310, m/z 267.

___|+‘

+
w008

M* (32) 313 (1) 285 (100)
Figura 7.1.32. Mecanismo de fragmentacion del compuesto 7 para explicar los picos m/z 313 y m/z 285.

El dltimo paso de esta ruta alterna corresponde a una esterificacion del alcohol en C-17q, es asi que se
utilizé el mismo método con anhidrido trifluoroacético, acido p-toluensulfonico y el correspondiente acido
benzoico; el mecanismo de reaccion que se propone es el mismo que el propuesto anteriormente (Figura
6.1.22).

El compuesto 8a (X = H) se obtuvo con un rendimiento del 37.96%. Se caracteriz6 por sus propiedades
fisicas y espectroscépicas. En el espectro de UV (Figura 20.2, pagina 128-Espectroscopia) se observa el
sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la A maxima de 282.41 nm, que es congruente con la esperada de acuerdo
con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo se observa otro maximo de absorciéon a
231.97 nm, el cual confirma la presencia del ester benzoico introducido en C-17a, el teérico para un

croméforo carbonilico aromatico es de 230 nm.

Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 20.1, Pagina 128-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacion del alcohol en C-17a por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3412 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1713 cm™ correspondiente al carbonilo del ester
benzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1288 cm™ del mismo éster formado. Asi mismo, se
aprecian las bandas caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp” aromatico y alquenilo en 3056.78 cm™,
1980 cm™y 1617 cm™.
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En el espectro de RMN 'H (Figura 20.4, Pagina 129-Espectroscopia) también se corrobora la formacién
del éster benzoico debido a la desaparicion de proton del alcohol en C-17 (4.951 ppm) y a la presencia de
las sefales en 8.04 ppm, 7.62 ppm y 7.49 ppm que integran para 2, 1 y 2 hidrégenos y presentan una
multiplicidad de doblete, triplete, triplete respectivamente, es asi que estas sefiales se asignaron a los
protones en las posiciones 2', 4’ y 3' del ester benzoico. Existen acoplamientos entre dichas sefiales, en la
primera se observan dos acoplamientos, con constantes de magnitud 3J; = 7.9 Hz (en promedio) que

corresponde a un acoplamiento orto, y *J, = 1.44 Hz, que corresponde a un acoplamiento meta.

En RMN **C y DEPT (Figuras 20.5 y 20.6, Pagina 130-Espectroscopia) se confirma nuevamente la
esterificacion del alcohol en C-17a, puesto que en la zona de los carbonilos ademés de las sefiales a 203.7
ppm y 199.4 ppm correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al
carbonilo del éster benzoico en 165.9 ppm; adicionalmente, se observan cuatro sefiales nuevas en la zona
de carbonos spz, tres de ellas corresponden a los carbonos con hidrogeno en 133.6 ppm, 129.7 ppmy 128.6
ppm correspondientes a los carbonos en las posiciones 4, 2’ y 3’ respectivamente y en 129.8 ppm

83,88 -

corresponde al carbono ipso; esta asignacion se dedujo por los datos reportados en la literatura, asi

como la intensidad de las sefiales.

En el EMIE (Figura 20.3, Pagina 129-Espectroscopia) se observa un i6n molecular de 432 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 8a. En la Figura 7.1.42 se muestra el diagrama de
fragmentacion donde se aprecian las pérdidas légicas con lo que se deduce la estructura del compuesto 8a;
como pico diagnostico se observa la pérdida de acido benzoico (-122 unidades m/z) por la formacién del pico

en 310 m/z. Las Figuras 7.1.43 — 7.1.45 muestran los mecanismos de fragmentacion.

m/z
-327 -43 m/z
105 (100) ¢——— 432 —

- C5Hy05 - CH,CO 389 (6)

.28 M+.

-CO -122

m/z - C7HeO,
77 (30) - 43 m/z

miz =2 »

. 267 (84
310 (8) - CH:CO (84)

Figura 7.1.33. Diagrama de fragmentacion del compuesto 8a.
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o Si

M" (1)

X=H; m/z 389 (6)
X=F; m/z 407 (4)
X=Cl; m/z 423 (6)
X=Br; m/z 469 (4)

Figura 7.1.34. Mecanismo de fragmentacion A del compuestos 8a-8d.

_—
-C,H,0,X
-122, Si X=H ] m/z 267
M (1) -140, Si X=F m/z 310 84, o
-156, Si X=Cl (8), X=H o Xer
-202, Si X=Br (8), X=F ( )1 =
(8), X=Cl (100), X=Cl
’ (100), X=Br
(8), X=Br

Figura 7.1.35. Mecanismo de fragmentacion B del compuestos 8a-8d.

C
.28 X
~<o
/
M™ (1) M
X

X=H; m/z 105 (100) XeH: miz 77 (30)

X=F: m/z 123 (100) X<F; miz 95 (24)

X=Cl; m/z 139 (92) X=Cl: m/z 111(18)

X=Br; m/z 185 (70) X=Br; m/z 157 (16)

Figura 7.1.36. Mecanismo de fragmentacion C del compuestos 8a-8d.
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El compuesto 8b (X = F) se obtuvo con un rendimiento del 32.80%. Se caracterizé por sus propiedades
fisicas y espectroscépicas. En el espectro de UV (Figura 21.2, pagina 131-Espectroscopia) se observa el
sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la A maxima de 282.36 nm, que es congruente con la esperada de acuerdo
con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro maximo de absorcién a
233.73, el cudl confirma la presencia del éster benzoico introducido en C-17a, el tedrico para un cromoforo

carbonilico aromatico es de 230 nm®®

Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 21.1, Pagina 131-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacion del alcohol en C-17a. por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3412 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1718 cm™, correspondiente al carbonilo del éster
4'-fluorbenzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1292 cm™ del mismo éster formado. Asi mismo,
se aprecian las bandas caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp® aromatico y vinilico en 3080 cm™,
1603 cm™y 1508 cm™.

En el espectro de RMN 'H (Figura 21.4, Pagina 132-Espectroscopia) también se corrobora la formacion
del éster 4'-fluorobenzoico debido a la desaparicion de la sefial del proton del alcohol (4.951 ppm) en C-17 y
a la presencia de las sefiales en 8.05 ppm y 7.14 ppm que integran para 2 hidrégenos cada una, asi que
estas sefiales se asignaron a los protones en las posiciones 2’ y 3’ respectivamente. Para la primera sefial a
8.05 ppm se observan los acoplamientos entre el Hy y Hgz los cuales presentan una constante de

%33 = 8.4 Hz, asi mismo se

acoplamiento de 3J = 8.8 Hz que es cercana a la reportada en la literatura
observa el acoplamiento que existe con el &tomo de fltor, el cual presenta una constante de acoplamiento *J
= 5.6 Hz que concuerda nuevamente con el dato reportado en la literatura®® J = 5.7 Hz *°. En el caso de las
sefiales que aparecen a 7.136 ppm se observa que existe el acoplamiento entre el atomo Hs y el &tomo de
fldor asi como el acoplamiento que existe entre los atomos H, y Hs; sin embargo, en el espectro se
encuentran empalmadas las sefiales de dichos acoplamientos, presentando sefial de una multiplicidad tipo
triplete, pero que no sigue las reglas del triangulo de pascal, es por esta razén que en el acoplamiento que
presenta con una J = 9.6 Hz, se encuentran empalmados los acoplamientos con el a&tomo de fllor cuya
magnitud de acoplamiento seria de J = 8.9 Hz* y el acoplamiento entre los atomos de hidrégeno Hx y Hs
que presentarfa una constante de acoplamiento de J = 8.4 Hz*. A 6.14 ppm se observa la sefial que
presenta dos acoplamientos con constantes de acoplamiento de °%J; = 8.8 Hz, “J, = 2.4 Hz, que
corresponden a un acoplamiento vinilico con una conformacion tipo cis y a un acoplamiento alilico, es asi
gue esta sefial fue asignada al proton de la posicién C-7; por Ultimo la sefial que aparece a 6.13 ppm con
una constante de acoplamiento %3 = 8.8 Hz que coincide con la encontrada al protén en C-7, dicha sefial se

asigno al protén de la posicion C-6.

En RMN **C y DEPT (Figuras 21.5 y 21.6, Pagina 133-Espectroscopia) se confirma nuevamente la

esterificacién del alcohol en C-17a, puesto que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales a 203.6
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ppm y 199.4 ppm correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al
carbonilo del éster 4'-fluorobenzoico en 165.0 ppm; adicionalmente, se observan cuatro sefiales nuevas en
la zona de carbonos sp2 dos de ellas corresponden a los carbonos con hidrégeno en 132.4 ppmy 116.1 ppm
correspondientes a los carbonos en las posiciones 2' y 3’ respectivamente, ambas sefales presentan una
multiplicidad como doblete por su acoplamiento con el a&tomo de fldior; las constates de acoplamiento son
%Jck = 9.1 Hz y 2Jcr = 21.9 Hz. Adicionalmente, la sefial en 126.2 ppm corresponde al carbono ipso; esta
asignacion se dedujo por los datos reportados en la literatura, asi como la intensidad de las sefiales. Para el
caso del carbono que estéd unido el atomo de fldor en la posicién 4’ se asignd a 166.2 ppm, debido a que
presenta una sefial doble por el acoplamiento con dicho atomo cuya constante de acoplamiento es *Jc.r =
253.3 Hz.

En el EMIE (Figura 21.3, Pagina 132-Espectroscopia) se observa un i6n molecular de 450 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 8b, como pico diagndstico se observa la pérdida de
acido 4'-fluorobenzoico (-140 unidades) por la formacion del pico en 310 m/z. Las Figuras 7.1.36 y 7.1.34-

7.1.36 muestran el diagrama de fragmentacién asi como los mecanismos de fragmentacion, cuando X = F.

m/z
-327 .
123 (100) ¢ 450~ . Mz
- Gy H,,05 -CH;CO  407(4)
-28 Mt
-Cco 140
m/z - C,H,O,F
95 (24) -43 m/z

m/iz == »

310 (8) - CHSCO' 267 (84)
Figura 7.1.37. Diagrama de fragmentacion del compuesto 8b.

En el caso del compuesto 8c (X = Cl) el rendimiento de la reaccion fue de 28.15%.Se caracterizé por sus
propiedades fisicas y espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 22.2, pagina 134-Espectroscopia) se
observa el sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la A maxima de 281.48 nm, que es congruente con la esperada
de acuerdo con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro maximo de

absorcion a 241.54 nm, el cual confirma la presencia del éster 4'-clorobenzoico introducido en C-17.

En el espectro de IR (Figura 22.1, Pagina 134-Espectroscopia) se corrobora la esterificacion del alcohol
en C-17a por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3412 cm™ y la presencia de una nueva
banda en la zona de carbonilos en 1717 cm™ correspondiente al carbonilo del éster 4'-clorobenzoico y la
correspondiente al alargamiento C-O en 1292 cm™ y en 1280 cm™. Asi mismo, se aprecian las bandas

caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp? aromatico y vinilico en 3078 cm™, 1630 cm™ .

78

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM



ANALISIS DE RESULTADOS

En el espectro de RMN 'H (Figura 22.4, Pagina 135-Espectroscopia) también se corrobora la formacién
del éster 4’-clorobenzoico debido a la desaparicién de la sefial del protén del alcohol en C-17 (4.951 ppm) y
a la presencia de las sefiales dobles en 7.96 ppm y 7.46 ppm que integran para 2 hidrégenos cada una,
ambas con una constante de acoplamiento *J = 8.6 Hz (en promedio), asi que estas sefiales se asignaron a

los protones en las posiciones 2’ y 3’ respectivamente del ester 4'-clorobenzoico.

En el espectro de RMN **C (Figura 22.5, Pagina 136-Espectroscopia) se confirma nuevamente la
esterificaciéon del alcohol en C-17a, puesto que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales a 201.9
ppm y 199.0 ppm correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al
carbonilo del éster 4’-clorobenzoico en 165.1 ppm; adicionalmente se observan cuatro sefiales nuevas en la
zona de carbonos sp® dos de ellas corresponden a los carbonos con hidrégeno en 131.0 ppm y 129.1 ppm
en las posiciones 2’y 3' respectivamente y en 131.0 ppm corresponde al carbono ipso; esta asignacion se
dedujo por los datos reportados en la literatura, asi como la intensidad de las sefales. Para el caso del
carbono que esta unido el atomo de cloro en posicion 4’ se asign6 a 139.7 ppm debido a la

electronegatividad del atomo de cloro que lo desplaza a campo bajo.

En el EMIE (Figura 22.3, Pagina 135-Espectroscopia) se observa un i6n molecular de 466 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 8c, se aprecia la contribucién isotépica M+2 del
atomo de cloro en 468 unidades m/z. En las Figuras 7.1.38 y 7.1.34 — 7.1.36 se muestra el diagrama de
fragmentacion asi como los mecanismos de fragmentacién (cuando X = CI) con las pérdidas légicas de las
cuales se deduce la estructura del compuesto 8c; como fragmento diagndstico se aprecia la pérdida de

acido 4'-clorobenzoico (-156 unidades) por la formacion del pico en 310 m/z.

m/z
468
M +2
m/z I
- 327 -43 m/z
139 (92) ¢———— 466 ———
- G, H40;4 -CH,CO 423 (6)
-28 M*
-CO 156
m/z - C,H.0,Cl
111 (18) ml/z -43 m/z

310(8) -cH,co 267 (100)
Figura 7.1.38. Diagrama de fragmentacion del compuesto 8c.

En el caso del compuesto 8d (X = Br) el rendimiento de la reaccion fue de 22.47%. Se caracterizé por
sus propiedades fisicas y espectroscopicas. En el espectro de UV (Figura 23.2, pagina 137-Espectroscopia)

se observa el sistema 4,6-dien-3-ona, debido a la A maxima de 281.83 nm, que es congruente con la
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esperada de acuerdo con las reglas de Woodward de 287 nm (215+60+12); asi mismo, se observa otro
maximo de absorcion a 243.05 nm, el cual confirma la presencia del éster 4’-bromobenzoico introducido en
C-17.

Por otra parte, en el espectro de IR (Figura 23.1, Pagina 137-Espectroscopia) se corrobora la
esterificacion del alcohol en C-17a. por la desaparicién de la banda de alargamiento O-H a 3412 cm™ y la
presencia de una nueva banda en la zona de carbonilos en 1720 cm™ correspondiente al carbonilo del éster
4’-bromobenzoico y la correspondiente al alargamiento C-O en 1292 cm™ y 1276 cm™. Asi mismo, se
aprecian las bandas caracteristicas del alargamiento C-H de tipo sp” aromatico y vinilico en 3061 cm™, 1604

cmty 1589 cm™.

En el espectro de RMN 'H (Figura 23.4, Pagina 138-Espectroscopia) también se corrobora la formacién
del éster 4’-bromobenzoico debido a la desaparicion de la sefial del proton del alcohol en C-17 (4.951 ppm) y
a la presencia de las sefiales dobles en 7.89 ppm y 7.63 ppm que integran para 2 hidrégenos cada una,
ambas con constantes de acoplamiento %J,=8.6 Hzy *J,=2.15 Hz (en promedio), asi que estas sefiales se

asignaron a los protones en las posiciones 2’y 3' respectivamente.

En el espectro de RMN **C (Figura 23.5, Pagina 139-Espectroscopia) se confirma nuevamente la
esterificaciéon del alcohol en C-17, puesto que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales a 213.7
ppm y 197.2 ppm correspondientes a los carbonilos en C-20 y C-3, se observa la sefial correspondiente al
carbonilo del éster 4’-bromobenzoico en 165.9 ppm; adicionalmente se observan cuatro sefiales nuevas en
la zona de carbonos sp2 dos de ellas corresponden a los carbonos con hidrégeno en 132.1 ppmy 131.1 ppm
correspondientes a los carbonos en las posiciones 2’ y 3’ respectivamente y en 129.075 ppm corresponde al
carbono ipso; esta asignacién se dedujo por los datos reportados en la literatura, asi como la intensidad de

las sefiales. Para el caso del carbono que esta unido el &tomo de bromo en la posicién 4’ se asigné a 139.8

ppm.

En el EMIE (Figura 23.3, Pagina 138-Espectroscopia) se observa un i6on molecular de 512 unidades de
m/z que corresponde al peso molecular del compuesto 8d; asi mismo, se observa la contribucion isotopica
M+2 del atomo de bromo presente en la molécula en 514 unidades m/z y en otros fragmentos del espectro.
En la Figura 7.1.39 se muestra el diagrama de fragmentacién donde se aprecian las pérdidas l6gicas con las
cuales se deduce la estructura del compuesto 8d. Como pico diagndstico se observa la pérdida de acido 4'-
bromobenzoico (-202 unidades) por la formacion del pico en 310 m/z. Las figuras 7.1.34- 7.1.36 muestran los

mecanismos de fragmentacion cuando X = Br.
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m/z
514
M"+2
m/z T
185 (70)4L 51p 48 Mz
- CaHy04 - CH,CO" 469 (4)
o8 M+.
-coJ - 202
iz L C,H.0,Br
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310(8) -CH,CO" 267 (100)

Figura 7.1.39. Diagrama de fragmentacion del compuesto 8d.
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7.2. PARTE BIOLOGICA

7.2.1. ENSAYO in vitro CON LA ENZIMA 50-REDUCTASA.

En la Tabla 6.2.2 se muestran los resultados obtenidos del ensayo in vitro para la inhibicién de la enzima
5a-reductasa de prdstata de cadaver humano por los compuestos 1-5. Los resultados del ensayo indican
gue los intermediarios poseen actividad inhibitoria moderada significativa contra la enzima; sin embargo, no
fue mayor de la capacidad inhibitoria de la finasterida; asi mismo, se observa que en los compuestos como

al ir modificando el farmacoéforo de la molécula se va modificando la actividad biolégica.so'81

Al realizar un andlisis de la actividad biol6gica con respecto al coeficiente de particiéon calculado, un
parametro que describe la lipofilia del compuesto (LogPc) (Figura 7.2.1), se observa una gréafica con forma
de parabola cuyo maximo es 3.2, a partir del cual la actividad disminuye drasticamente (el valor teérico es
LogP = 5), esto explica como a partir de los compuestos 6a-6d cuyos valores LogPc son mayores que con
los que se realizé la grafica, no presentarén actividad inhibitoria con la enzima 5a-reductasa. ® En la Tabla

7.2.1 se muestra los valores de LogPc para los compuestos 1-8d.

2.1
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— o
B /
G 15
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Figura 7.2.1. Relacién entre el LogPc de los compuestos 1-4 y la inhibicién de la enzima 5a-reductasa
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Tabla 7.2.1. LogPc de compuestos 1-6d.
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Dicha observacion llevd a la busqueda de la aplicacién de las reglas de Lipinski, en la cuéal los
compuestos 6a-6d y 8a—8d presentan valores de LogPc mayores a 5, pero sélo los compuestos 6¢, 6d y 8d
tienen valores de peso molecular mayor a 500, por lo que s6lo en estos compuestos se esperaria problemas

de solubilidad y de distribucién en el organismo.81
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De acuerdo con datos reportados en la literatura, la ubicacion de las esterasas en el organismo es en la
fraccion microsomal, por lo cual estas posiblemente se encuentren en el pellet formado durante la extraccion
de la enzima 5a-reductasa en la préstata de cadaver humano. Si este fuera el caso los compuestos se
hidrolizarian y en consecuencia el producto formado seria el compuesto 5 que no posee actividad inhibitoria
de la enzima. En lo que se refiere a la actividad del compuesto 5 se observa que adicionalmente a los
problemas relacionados con las propiedades fisicoquimicas de la molécula, existen ciertos parametros

estéricos o de densidad electrénica relacionados con la molécula que influyen en la actividad.®"®2

Para explicar el mecanismo de inhibicién de la enzima 5a-reductasa por los intermediarios 1-5, se propone
un aducto que se forma irreversiblemente a partir de un ataque nucleofilico de la enzima por algin residuo
nucleofilico de serina (-OH), cisteina (-SH) 6 lisina (-NH,) que pudiese estar en el sitio activo de ésta, al
doble enlace conjugado del esteroide (C-4 o C-6, preferentemente en C-6 debido a una menor energia de

activacion del estado de transicion) en una adicion tipo Michael (Figura 7.2.2.)

UN-Enz uN-Enz

Figura 7.2.2. Mecanismo de inhibicion irreversible propuesto de la enzima 5a-reductasa.

7.2.2. ENSAYO in vitro DE AFINIDAD POR EL RECEPTOR ANDROGENICO.

Los resultados para la unién maxima de mibolerona-[?H] al receptor de andrégenos se muestran en la
Figura 6.2. Para este ensayo se mantuvo constante la concentracién de Mibolerona-[°H] y se aumentd
gradualmente la concentracion de mibolerona no radiactiva cuantificandose soélo la radioactividad generada
por la unién del complejo mibolerona-[*H]-receptor androgénico, observandose que conforme aumenta la
concentracién de mibolerona no radiactiva, el porcentaje de mibolerona-[*H] unida al receptor disminuye
debido a que una menor concentracion de esta Ultima provoca que su probabilidad de ocupar los sitios de

esta sea menor.

En lo referente a la afinidad de los compuestos por el receptor androgénico se muestra en la Tabla 6.2.3 y

ninguno de ellos presenté afinidad por este, ya que el porcentaje de mibolerona-[*H] unida al receptor no
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disminuy6 cuando se aumenté gradualmente la concentracion de los compuestos a probar; lo que implica
que ningln compuesto presentd los requerimientos estructurales que permitieran tener afinidad por el

receptor y remplazar a la mibolerona.
7.2.3. ENSAYO in vitro DE CITOTOXICIDAD EN LINEAS CELULARES

En la Tabla 6.2.4 se muestran los resultados obtenidos del ensayo in vitro para la inhibicién del
crecimiento de lineas celulares cancerosas por los compuestos 6a-6d y 8a-8d, se observa que todos los
compuestos tienen un porcentaje elevado de inhibicién del crecimiento en la linea celular correspondiente al
sistema nervioso central, dichos resultados se deben muy probablemente a su valor de LogPc y en
consecuencia a la naturaleza lipofilica de estos compuestos. En lo referente a la linea celular de cancer de
préstata sélo el compuesto 8d presentd un alto valor de inhibicion del crecimiento para esta linea celular asi
como para las demas, lo cudl convierte a 8d en el candidato ideal para el desarrollo de antiandrégenos; sin
embargo, como se habia mencionado en el planteamiento del problema la posicion C-6 es facilmente
oxidable, por lo que seria recomendable realizar un bloqueo metabdlico en dicha posicion con algun
sustituyente que no modificara las propiedades fisicoquimicas de la molécula; por ejemplo, un atomo de fldor

cuyas caracteristicas hidrofobicas y estéricas son semejantes a las del a&tomo de hidrégeno.®
7.2.4. ENSAYO in vivo DEL PESO DE LA PROSTATA

Con la finalidad de determinar el efecto antiandrogénico in vivo de los intermediarios se emple6 el ensayo
del efecto sobre el peso de la préstata, ya que la enzima 5a-reductasa tipo 2 se expresa principalmente en
esta glandula, por lo que compuestos que presentan capacidad inhibitoria sobre esta enzima reducen su
peso. En la Figura 6.1 se observa el efecto de los compuestos 1-5 en hamsteres castrados tratados con T,
ésta ejerce su efecto androgénico al aumentar el peso de la prostata pero cuando se administra
conjuntamente con finasterida, se observa un efecto antiandrogénico al disminuir el tamafio de ésta. Los
compuestos 1-5 presentan un efecto antiandrogénico significativo pero no mayor al observado con
finasterida, esto presumiblemente se deba a las propiedades fisicoquimicas de los compuestos que se ven
reflejados en parametros de biodisponibilidad y farmacocinéticos. El parametro fisicoquimico, del cual se
observa la misma tendencia explicada anteriormente con el ensayo de inhibicién de la enzima 5a-reductasa,

es el LogPc (Figura 7.2.3).

Considerando todos los resultados obtenidos por las diferentes pruebas, se observa claramente que
ademas del farmacéforo (4,6-dien-3-ona), el papel del sustituyente en la posicién C-17 es clave para
potenciar el efecto inhibitorio de las moléculas. No se logré establecer una relacion por el reemplazo
isostérico del atomo de hidrégeno por un atomo de fldor, cloro o bromo en el éster en C-17, ya que los

compuestos sintetizados carecieron de actividad bioldgica; sin embargo, mediante el ensayo de citotoxidad
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en células prostaticas cancerosas, el derivado 8d presento6 un alto porcentaje de inhibicion, por lo que servira
de prototipo en préximas investigaciones.

1.96

1.94
1.92 |

1.9 4
1.88
1.86

1.84 /

1.82

p(1/peso préstata)

0 0.5 1 15 2 25 3 35 4
LogP

Figura 7.2.3. Relacion entre el LogPc de los compuestos 1-5 y el peso de la préstata.

En la Tabla 7.2.2, a manera de resumen, se muestra el mapa de actividad biolégica generado a partir de los

compuestos sintetizados.

O o
HC—0f N_g
2lcH
12

18
vy 1710
1" Nz N\

1 (1:9Hg 9 14 / g
NI N
0/\4/5\6/7
X

Tabla 7.2.2. Mapa de actividad bioldgica de los compuestos sintetizados.

Sitio de cambio Modificacién estructural Comentarios
C-6 X=Cl El reemplazo del atomo de hidrégeno por un &tomo de cloro disminuye la
actividad.
C-17 R= CHj, La hidrdlisis del acetilo provoca una pérdida total de la actividad inhibitoria.
C-17 R= 4’-halo-fenil Presentan porcentajes de inhibicion in vitro del crecimiento en lineas celulares,

siendo la linea correspondiente al sistema nervioso central la que presenta
mayores porcentajes de inhibicion.
C-17 R= 4’-bromo-fenil Presenta el mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento en lineas celulares.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se concluye lo siguiente:

e Se comprueba la hipétesis de trabajo, ya que existe una clara modificaciéon de la actividad bioldgica
por la introduccién un atomo de cloro en C-6 o un grupo benzoiloxi (sustituido en la posicién 4°) en la

posicion C-17a.

e El efecto de valores elevados del coeficiente de particibn afecta la actividad biolégica por la

alteracion de parametros biolégicos como la biodisponibilidad y la farmacocinética.

e El derivado 170-4'-bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d) presenté una alta actividad

inhibitoria sobre el crecimiento de células prostéticas cancerigenas, con una ICsp= 13.65 uM + 1.2,

e La relacién estructura-actividad bioldgica indica que el incremento del volumen del sustituyente en la

posicion C-17a provocan la pérdida total de la actividad bioldgica.

¢ Ningln compuesto presento afinidad por el receptor androgénico.

e La informacion recabada en este estudio aporta nuevas herramientas sobre los requerimientos
estructurales que son determinantes en el efecto antiandrogénico en derivados de progesterona, en

el desarrollo de moléculas anticancerosas con posible uso en la terapéutica de padecimientos

androégeno-dependientes.
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Figura 11.7. Difraccion de rayos X de 17a-acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (2).
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Figura 17.2. Espectro de UV de 6-cloro-170—4'-clorobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (6c).
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Figura 19.1. Espectro de IR de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7).
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Figura 19.2. Espectro de UV de 17a-hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (7).
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Figura 20.1. Espectro de IR de 17a-benzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8a).
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Figura 20.4. Espectro de RMN *H de 17a-benzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8a).
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Figura 23.1. Espectro de IR de 17a-4'-bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d).
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Figura 23.2. Espectro de UV de 17a-4'-bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d).
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Figura 23.4. Espectro de RMN *H de 17a-4'-bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d).
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Figura 23.5. Espectro de RMN **C de 17a-4'-bromobenzoiloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (8d).
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