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RESUMEN

En la actualidad el cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna (HPB) son dos
grandes padecimientos que afectan a la poblacion masculina, de edad avanzada (mayores
de 45 afios), ambos padecimientos estdn directamente relacionados con el exceso de

androgenos en el organismo.

Los principales andréogenos producidos por el organismo son la testosterona y la
dihidrotestosterona (DHT), siendo el primero el androgeno mas conocido. A partir de éste y
por medio de la enzima Sa-reductasa se genera la DHT, un andrégeno més potente, proceso
que afecta el cancer de prostata y la HBP, convirtiendo este estudio de inhibiciéon en un

campo atractivo para la generacion de nuevos antiandrogenos.

Debido a que la DHT presenta mayor afinidad por el sitio receptor de androgenos, se ha
buscando disminuir la concentracion de éste en el organismo, constituyendo un blanco para
el disefio y desarrollo racional de farmacos antiandrégenos, ya que al inhibir la enzima
encargada de esta transformacion, solo se detienen las acciones androgénicas, mas no las

fisiologicas de la testosterona, causando efectos secundarios despreciables.

En este trabajo se describe la sintesis y evaluacion biologica de varios compuestos
derivados de la deshidroepiandrosterona (DHEA), con ésteres lineales en C-3; una serie con
un heteroatomo de carbazol y otra con 1,2,4-triazol, ambos en C-17. Las estructuras
quimicas se caracterizaron por medio de analisis espectroscopicos como IR, UV, RMN'H

y RMN"’C y espectrometria de masas.

El analisis de evaluacion biologica se llevo a cabo en tres partes, primero in vitro donde se
evalud la citotoxicidad en lineas celulares cancerosas, el segundo se evalu6 el porcentaje de
inhibicién de la enzima Sa-reductasa de prostata de caddver humano y de hamster, y la
tercera parte consistio en la evaluacion in vivo, teniendo en cuenta el crecimiento de la
prostata en hamsteres castrados, comparado con la Finasterida (Proscar®) (figura R.1.), que

es el farmaco de preferencia en el mercado.
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Figura R.1. Finasterida

En el ensayo in vitro sobre lineas celulares cancerosas (PC-3, MCF-7, SKLU-1), fueron
evaluados las dos series de compuestos, donde solo los compuestos que contenian en C-17
el grupo 1,2,4-triazol (Va-Vf, VII) presentaron una gran actividad inhibitoria, sin embargo,
para los ensayos sobre la enzima 50- reductasa no se observd ningun tipo de actividad.
Estos compuestos también fueron evaluados sobre la enzima 17B- hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17B-HSD) presentando una gran actividad inhibitoria sobre esta, la cual se
encarga de transformar la androstenediona en testosterona, presentando asi un nuevo campo

de evaluacion y estudio para este tipo de compuestos derivados de la DHEA.
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INTRODUCCION

En la actualidad el Céancer de prostata y la Hiperplasia Benigna Prostatica (HBP)
constituyen un problema de entorno nacional y mundial, debido a su alta incidencia en
hombres maduros (mayor de 45 afios), esto como resultado de la interaccion de factores
genéticos y externos (fisicos, quimicos y biologicos), que produce la degeneracion de las
células, causando como consecuencia tumores malignos, los cuales pueden migrar de y

desplazarse a otros tejidos (metéstasis).

Células Tumorales Benignas

2

Figura I.1. Diferencia entre células sanas y células cancerigenas benignas y malignas.

El cancer de prostata ocupa el segundo lugar mundial entre los tumores causantes de la
muerte en varones mayores de 60 afios, mientras que la hiperplasia prostatica benigna
representa la segunda causa de cirugia en paises como Estados Unidos. Conforme el
hombre envejece su prostata va aumentando en tamaifio, lo que puede dar lugar a una
hiperplasia. Los métodos preventivos de estas enfermedades comprenden el Examen
Digital Rectal (EDR) y el Antigeno Prostatico Especifico (PSA), la cirugia es el método
mas aceptado para el tratamiento de estas enfermedades, sin embargo afecta la calidad de

vida del paciente. '

En la actualidad existen otras alternativas terapéuticas como el uso de de antiandrégenos de
naturaleza esteroidal o no esteroidal, que por diversos mecanismos modifican la produccion

de andrégenos.

E__________________________________________________________________________________|
3
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El objetivo de este trabajo es sintetizar y evaluar bioldogicamente nuevos compuestos
antiandrogénicos de tipo esteroidal que puedan ser usados para el tratamiento contra el
cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna, para el mejoramiento de la calidad de

vida de la poblacion masculina.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1. El cancer

El cuerpo esta compuesto por billones de células vivas. Las células normales del cuerpo
crecen, se dividen y mueren de manera ordenada. Durante los primeros afios de vida de una
persona, las células normales se dividen mas rapidamente para facilitar el crecimiento de la
persona. Una vez se llega a la edad adulta, la mayoria de las células solo se dividen para

reemplazar las células desgastadas o las que estan muriendo y para reparar lesiones.

El cancer se origina cuando las células de cualquier parte del organismo comienzan a crecer
de manera descontrolada existen muchos tipos de cancer, pero todos comienzan debido al

crecimiento sin control de células anormales.

El crecimiento de las células cancerosas es diferente al crecimiento de las células normales.
En lugar de morir, las células cancerosas continfian creciendo y forman nuevas células
anormales. Estas células también pueden invadir o propagarse a otros tejidos, algo que las
células normales no pueden hacer. El hecho de que crezcan sin control e invadan otros

tejidos es lo que hace que una célula sea cancerosa.

Las células se transforman en cancerosas debido a una alteracién en el ADN, este se
encuentra en cada célula y dirige todas sus actividades. En una célula normal, cuando se
altera el ADN, la célula repara el dafio o muere. Por el contrario, en las células cancerosas
el ADN danado no se repara, y la célula no muere como deberia. En lugar de esto, esta
célula persiste en producir mas células que el cuerpo no necesita. Todas estas células

nuevas tendran el mismo ADN danado que tuvo la primera.

En la mayoria de los casos, las células cancerosas forman un tumor. Algunos tipos de
cancer, como la leucemia, rara vez forman tumores. En su lugar, estas células cancerosas
afectan la sangre, asi como los 6rganos hematopoyéticos (productores de sangre) y circulan

a través de otros tejidos en los cuales crecen.

No todos los tumores son cancerosos. A los tumores que no son cancerosos se les llama
tumores benignos. Los tumores benignos pueden causar problemas, ya que pueden crecer

mucho y ocasionar presion en los tejidos y 6érganos sanos. Sin embargo, estos tumores no

E__________________________________________________________________________________|
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pueden crecer hacia otros tejidos o invadirlos. Debido a que no pueden invadir otros tejidos,

tampoco se pueden propagar a otras partes del cuerpo (metastasis). Estos tumores casi
nunca ponen en riesgo la vida de una persona.’

MInertes eSHIMACHS . o csoiiage i n s SRR s R SRS
HOMBRES  MUIJERES

P B 87 260 28% _ Pulmones y Bronquios 72220 26%

Prostata 29,720 10% . Mama 39,620 14%

colon 26300 0% W Colon 24,530 9%

Pancreas 19,480 6% ) Pancreas 18.960 1%

14,890 5% : 14,030 5%

13,660 4% Leucemia 10,060 4%

Esofage 12,220 4% . Linfoma non-Hodgkan 8430 3%

10,820 4% Alio utenng 8,190 3%

...... 10,590 3% HIgado 6,780 2%

Riflones y peMs rena 8,780 3% ~erebro y otros sistemas neniosos 6,150 2%

Todos los sitios 306,920 100% . Todos los sitios 273,430 100%

Figura 1.1. Diez Principales Tipos de Cancer de los casos de cancer nuevos y defunciones estimadas por
sexo, Estados Unidos, 2013.°

1.2.  Generalidades sobre la prostata

La prostata es una glandula que se encuentra presente solo en hombres. Se encuentra
delante del recto y debajo de la vejiga. El tamafio de la prostata varia con la edad. En los
hombres més jovenes, la prostata es del tamano de una nuez aproximadamente. Sin
embargo puede ser mucho mas grande en hombres de més edad.

La funcion de la préstata consiste en producir cierta cantidad de liquido que protege y nutre

a los espermatozoides presentes en el semen. Esto causa que el semen sea mas liquido.
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Vejiga

Glandula prostatica

Pene

Uretra

Testiculos

Figura 1.2. Esquema del sistema reproductor masculino.’

La prostata comienza a desarrollarse antes del nacimiento y su crecimiento se acelera en la
pubertad ya que es promovido por hormonas masculinas (llamadas andrégenos). El
andrégeno principal es la Testosterona, la enzima Sa-reductasa transforma la testosterona
en Dihidrotestosterona (DHT) que es la hormona principal que envia sefal a la prostata

para que crezca.
1.3.  Hiperplasia prostatica benigna y cancer de prostata.

A medida que el hombre envejece, la parte interior de la prostata a menudo sigue creciendo
lo que puede causar una condicion llamada Hiperplasia prostatica benigna (BPH). Cuando
se presenta esta afeccion, el tejido de la prostata puede presionar la uretra, lo que causa
problemas al pasar la orina.

La BPH no es céancer, ni se convierte en cancer, aunque puede ser un problema de salud
grave para algunos hombres. Si requiere tratamiento, a menudo se pueden usar medicinas
para reducir el tamafo de la prostata o para relajar los musculos que se encuentran en €ste,

si las medicinas no son ttiles, puede que sea necesario emplear algun tipo de cirugia.

En la prostata se encuentran varios tipos de células, pero casi todos los casos de cancer de
prostata se desarrollan a partir de las células glandulares. Las células glandulares producen

el liquido de la prostata que se agrega al semen. El término médico para un cancer que

comienza en las células glandulares es adenocarcinoma.
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Otros tipos de cancer también pueden comenzar en la glandula prostatica, incluyendo
sarcomas, carcinomas de células pequefias, y carcinomas de células de transicion. Pero

estos tipos de cancer de prostata no son frecuentes.

Algunos canceres de prostata pueden crecer y propagarse rapidamente, pero la mayoria
crece lentamente. De hecho, los estudios realizados en algunas autopsias muestran que
muchos hombres de edad avanzada (e incluso algunos hombres mas jovenes) que murieron
de otras enfermedades también tenian cancer de prostata que nunca les afectd durante sus
vidas. En muchos casos, ellos no sabian, y ni siquiera sus médico, que tenian cancer de

prostata.

Aunque aun no se entiende completamente las causas del cancer de préstata, se han

encontrado varios factores que pueden cambiar el riesgo de padecer esta enfermedad:

e Edad: el cancer de prostata ocurre en muy pocas ocasiones en hombres menores de
40 afios, pero la probabilidad de padecerlo aumenta rapidamente después de los

50anos.

e Raza/grupo étnico: el cancer de prostata ocurre con mas frecuencia en los hombres
de raza negra que en los hombres de otras razas. Este ocurre con menos frecuencia en
los hombres asidticos-americanos y en los hispanos/latinos que en los hombres

blancos. No estan claras las razones de estas diferencias raciales y étnicas.

e Nacionalidad: el cancer de prostata es mas comun en Norteamérica y en la region
noroeste de Europa, Australia y en las islas del Caribe, es menos comun en Africa,

Centroamérica y Sudamérica. Las razones para esto no estan claras.

e Antecedentes familiares: parece que el cancer de prostata afecta mas algunas
familias, lo cual sugiere que en algunos casos puede haber un factor hereditario o
genético. Si el padre o el hermano de un hombre padecen cancer de prostata, se
duplica el riesgo de que este hombre padezca la enfermedad. Asimismo, el riesgo es
mucho mayor en el caso de los hombres que tienen varios familiares afectados,
particularmente si tales familiares eran jovenes en el momento en que se les encontrd

el cancer.
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e Genes: Los cientificos han descubierto varios cambios genéticos heredados que
parecen aumentar el riesgo de cancer de prostata, pero probablemente son solo
responsables de un pequefio nimero de casos en general. Todavia no estan

disponibles las pruebas genéticas para la mayoria de estos cambios genéticos.

e Alimentacion: No esta claro cual es el papel exacto que desempefia la alimentacion
en el desarrollo del cancer de prostata. Los hombres que comen muchas carnes rojas o
productos lacteos altos en grasa parecen tener una probabilidad ligeramente mayor de
cancer de prostata. Estos hombres también tienden a comer menos alimentos de
origen vegetal como frutas, ensaladas y verduras. Los médicos no estdn seguros cual

de estos factores es responsable del aumento en el riesgo.

e Tabaquismo: La mayoria de los estudios no han encontrado una asociacion entre el
habito de fumar y el riesgo de padecer cancer de prostata. Algunas investigaciones
recientes han vinculado el fumar con un posible aumento pequefio en el riesgo de
morir a causa de cancer de prostata, aunque este nuevo hallazgo necesitara ser

confirmado por otros estudios.
1.3.1. Deteccion temprana del cdncer de prostata

La deteccion temprana se refiere a las pruebas que se realizan para encontrar una
enfermedad, como el cancer, en personas que no presentan sintomas de esa enfermedad.
Para algunos tipos de cancer, las pruebas de deteccion pueden ayudar a encontrar canceres
en una etapa cuando son mas faciles de curar.

Frecuentemente se puede encontrar el cancer de prostata en sus etapas tempranas mediante
el analisis de la cantidad del antigeno prostatico especifico (prostate-specific-antigen, PSA)

en la sangre de un hombre.

Prueba prostatica del antigeno especifico (PSA): El antigeno prostatico especifico (PSA)
es una sustancia producida por las células en la glandula prostatica (es producido por
células normales y cancerosas). El PSA se encuentra principalmente en el semen, aunque
también se puede encontrar en pequefas cantidades en la sangre. La mayoria de los
hombres saludables tiene una concentraciéon menor a 4 nanogramos por mililitro de sangre
(ng/mL). La probabilidad de tener cancer de prdstata aumenta a medida que el nivel de PSA
sube.

9
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Examen digital del recto (DRE): Durante el examen digital del recto (DRE), el médico
introduce un dedo cubierto con un guante en el recto a fin de palpar cualquier abultamiento
o area firme en la préstata que pudiese ser cancer. La glandula prostatica se encuentra
inmediatamente delante del recto y la mayoria de los canceres comienzan en la parte

posterior de la glandula.
1.3.2. Tratamientos comunes sobre el cancer de proéstata

Una vez que se haya diagnosticado su céncer de préstata y que se haya determinado su
grado y etapa, dependiendo de la situacion, las opciones de tratamiento para los hombres

con cancer de prostata pueden incluir:

e Terapia expectante (espera en observacion) o vigilancia activa.
e Cirugia.

¢ Radioterapia.

e Criocirugia (crioterapia).

e Quimioterapia.

e Tratamiento con vacunas.

e Terapia hormonal.

1.3.2.1. Terapia hormonal: A la terapia hormonal también se le llama terapia de
privacion de androgenos (ADT) o terapia supresora de androgenos. El objetivo de este
tratamiento es reducir los niveles de las hormonas masculinas, llamadas andrégenos, en el

cuerpo, o prevenir que estas hormonas alcancen las células cancerosas de la prostata.

Se pueden emplear varios tipos de terapia hormonal para tratar el cancer de prostata.

Orquiectomia (castracion): A pesar de que es un tipo de cirugia, su principal efecto es
como una forma de terapia hormonal. En esta operacion, el cirujano extirpa los testiculos,
que es donde se produce la mayor parte de los androgenos (testosterona y DHT). Al
eliminar esta fuente, la mayoria de los cadnceres de prostata dejan de crecer o se reduce su

tamafio por un tiempo.

10



N
Ciencias

CAPITULO 1: ANTECEDENTES Quimicas

Anélogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH): Estos
medicamentos reducen la cantidad de testosterona producida por los testiculos. El
tratamiento con estos medicamentos algunas veces se le llama castracion quimica, ya que

reducen los niveles de androgenos tan bien como la orquiectomia.

Antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH): Los
antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (antagonistas LHRH)
funcionan como los agonistas LHRH, pero reducen mas rapidamente los niveles de

testosterona y no causa exacerbacion del tumor como lo hacen los agonistas LHRH.

Antiandrdgenos: Los antiandrogenos bloquean la capacidad del cuerpo para utilizar
cualquier andrégeno. Aun después de la orquiectomia, o durante el tratamiento con los
analogos de la LHRH, las glandulas suprarrenales continlan produciendo pequeias
cantidades de andrégenos. Existen dos tipos de antiandrégenos, los esteroidales y los no
esteroidales.

Los medicamentos de este tipo, no esteroidal, como la flutamida (Eulexin®), bicalutamida
(Casodex®) y nilutamida (Nilandron®), vienen en forma de pildoras que se toman
diariamente.

No estereoidales

0 OH 0. o
1 |
OzN HN—C—C—CH,—S0; F )L
o CH; F;C N NH
CHs; )—FCHg
N 0
H CF; CH,

CHs CN

Flutamida Bicalutamida
Tabla 1.1. Ejemplo de antiandrégenos comerciales de tipo no esteroidal

FsC

Nilutamida

Inhibidores de la enzima Sa-redutasa: la 5a-reductasa es la enzimaque en el organismo
transforma la testosterona a dihidrotestosterona (DHT), la hormona principal que causa el
crecimiento de la prostata. Los medicamentos llamados inhibidores de la 5Sa-reductasa
bloquean la enzima y previenen la formacion de DHT.

En la actualidad se usan dos inhibidores de la So-reductasa para tratar la hiperplasia

prostatica benigna (HPB):

o Finasterida (Proscar®).
o Dutasterida (Avodart®).
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Esteroidales

A 0
Finasterida

N
N
H H

Dutasterida

Tabla 1.2. Ejemplo de antiandrégenos de tipo esteroidal

Estos medicamentos pueden causar efectos secundarios relacionados con la sexualidad tal
como disminucion en el deseo sexual e impotencia. No obstante, puede ayudar con los

problemas urinarios, tal como la dificultad para orinar y las fugas de orina (incontinencia).

Meétodos de terapia hormonal mas recientes: En los ultimos afios, los investigadores han
desarrollado nuevos métodos de administrar terapia hormonal que pudieran probar ser mas

eficaces que los usados actualmente.’

Abiraterona (Zytiga®): los medicamentos, como los agonistas de la LHRH puede
hacer que los testiculos dejen de producir andrégenos, aunque otras células en el
cuerpo, incluyendo las mismas células cancerosas de la prostata, pueden continuar
con la producciéon de pequeiias cantidades, lo que puede estimular el crecimiento del
cancer. La abiraterona bloquea una enzima llamada CYP17, lo cual ayuda a que las

glandulas suprarrenales dejen de producir androgenos.

Figura 1.3. Abiraterona

12
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1.4. Esteroides

Los esteroides se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos animal y vegetal; y se

les encuentra en forma libre (También llamados agliconas esteroides), como ésteres 0 como
.o, . 6

glicosidos.

Los esteroides son triterpenoides modificados que contienen el sistema tetraciclico del

ciclopentanoperhidrofenantreno (figura 1.4).

Figura 1.4. Sistema del ciclopenta[a]perhidrofenantreno.

En el hombre la mayor parte de los esteroides funcionan como hormonas, mensajeros
quimicos que son secretados por las glandulas endocrinas y llevados a través del torrente
sanguineo a los tejidos que son su destino.

El colesterol es el precursor para todos los esteroides producidos en el cuerpo humano. El
colesterol libre, independientemente de su origen, debe ser transportado al interior
mitocondrial donde ocurre la conversion a pregnenolona, esta migra de la mitocondria al

citosol, donde ocurren el resto de las reacciones que llevan la sintesis de los esteroides.’

13
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Figura 1.5. Esteroidogénesis en los humanos.®

1.4.1. Hormonas sexuales
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La estrona y el estradiol son las dos hormonas sexuales femeninas o estrogenos mas

importantes, estas hormonas se sintetizan en los ovarios a partir de la testosterona son

responsables del desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias en la mujer y en la

regulacion del ciclo menstrual.

La testosterona y la androsterona son las dos hormonas sexuales masculinas o androgenos

mas importantes. Los androgenos son responsables del desarrollo de las caracteristicas

sexuales secundarias en los hombres, cuando éstos se encuentran en la pubertad, y

desarrollan tejidos y los musculos.’
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1.5. Enzima Sa-Reductasa

La enzima Soa-reductasa cataliza la reduccion de la testosterona y otros 4-eno-3-ceto
esteroides a los correspondientes dihidrotestosterona DHT o 5-dihidro-3 ceto- esteroides
utilizando como cofactor de esta reducciéon el NADPH (forma reducida). Existen dos tipos
de esta enzima cronologicamente identificadas como isoforma tipo 1 y la isoforma tipo 2,

las cuales fueron halladas de prostata humana.'®

5 -Reductasa
(Tipo 1y 2)

o Y.

NADPH + H" NADP*

Tl

Figura 1.6. Reaccién de la enzima Sa-reductasa sobre la testosterona.™

La ubicacion de estas isoenzimas en el organismo varia dependiendo el tipo, la isoforma
tipo 1 se encuentra principalmente en el higado, cerebro y en el cuero cabelludo, mientras
que la isoforma tipo 2 se encuentra principalmente en la prostata, las vesiculas seminales y

en la piel de los genitales.'
Estas dos isoformas tienen una similitud del 60% entre ellas y se pueden distinguir

claramente por:

Alcalino 6 — 8.5 Acido ~5
~23.000 ~29.000
1-5uM 0.1 -1uM

259 254

Cromosoma 5 (SRD5A1) Cromosoma 2 (SRD5A2)

Tabla 1.3. Diferencias entre las isoformas 1y 2 de la enzima 5a-reductasa.
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El mecanismo de accion propuesto para la enzima Sa-reductasa en la reduccion
irreversible de la testosterona a DHT se encuentra involucrada la formacién de un complejo
binario entre la enzima y el cofactor NADPH, seguido por la formacién de un complejo
terciario con la testosterona.

Entonces ocurre una activacion del sistema enonico mediante la interaccion fuerte con un
residuo electrofilico presente en el sitio activo de la enzima, generando un carbocation con
carga deslocalizada, el cual es reducido selectivamente en el C-5 por la cara a, debido a la
transferencia de un hidruro proveniente del NADPH.

Finalmente el enol formado, por medio de un tautomerismo ceto-enol, permite la liberacion
de dihidrotestosterona regenerando el complejo binario inicial NADP -enzima, que con la

liberacién del NADP", deja la enzima libre para un nuevo ciclo catalitico.'*"’

OH

OH

Enz - ?O/ )

Testosterona

Dihidrotestosterona

Figura 1.7. Mecanismo de reduccion de la testosterona a la dihidrotestosterona por accion de la enzima
Sa-reductasa.

E__________________________________________________________________________________|
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El mecanismo de inhibicion de la enzima Sa-reductasa con la Finasterida es el mismo con
la testosterona, dando como producto la dihidrofinasterida, las dos reacciones divergen por

que en la finasterida ya no se lleva a cabo la transferencia de protén al carbanion, lo que
18

promueve la formacion de un aducto entre el NADPH y el anillo lactamico.

Y- Y-
Ho
Aw
g 7
I — > -

Finasterida

NADP

H;0

Dihidrofinasterida

Figura 1.8. Mecanismo de reduccion de la finasterida a la dihidrofinasterida por accion de la enzima
5a-reductasa.
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CAPITULO 2

HIPOTESIS

En el transcurso de los ultimos afios en nuestro laboratorio se han sintetizado muchos
derivados de la Progesterona o de la Deshidroepiandrosterona DHEA, los cuales han
mostrado una alta actividad anticancerigena y también como inhibidores de la enzima Sa-
reductasa. Con base en estos resultados, en este trabajo se describe la sintesis y evaluacion

de algunos nuevos derivados de la DHEA.

OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nuevos antiandrogenos esteroidales con un grupo carbazol o 1,2,4-triazol
en el carbono 17 y ésteres lineales en el carbono 3 del esqueleto de la
deshidroepiandrosterona, esperando que estas moléculas nuevas presenten una alta

actividad bioldgica como antiandrégenos o una alta actividad anticancerigena.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nuevos derivados de la DHEA con una molécula de carbazol o 1,2,4-
triazol en C-17, un grupo formilo en C-16 conjugado con una doble ligadura en C-
16 y una funcion éster en C-3 que brinde caracteristicas lipofilicas a la molécula.

e Purificar e identificar por métodos espectroscopicos y espectrométricos de los
compuestos obtenidos con cada reaccion.

e Evaluar in vitro la actividad anticancerigena en tres lineas celulares de cancer:
prostata (PC-3), mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1).

e Evaluar in vitro el porcentaje de inhibicion de la enzima Sa-reductasa, de afinidad
por el receptor androgénico y la citotoxicidad en lineas de células cancerosas.

e Evaluar la actividad antiandrogénica in vivo de los compuestos finales, comparando
con la Finasterida como fairmaco de uso convencional para el cancer de prostata, por
medio del ensayo de las vesiculas seminales, peso de la prostata y prueba del érgano
flanco.
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CAPITULO 3
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este proyecto se dividio en dos partes. La primera consistio
en la sintesis, purificacion, caracterizacion fisica y espectroscopica de los compuestos

finales e intermediarios.

La segunda parte consistidé en la evaluacion bioldgica, la cual se llevo a cabo mediante
pruebas in vitro, por medio del ensayo de inhibicion de la enzima 5a-reductasa de prostata
en células cancerigenas y afinidad por el receptor androgénico. Las pruebas in vivo basadas
en el andlisis del crecimiento de la prostata en hamsteres, vesiculas seminales y pruebas del
organo flanco.

3.1. Desarrollo quimico

Se realizo la sintesis quimica de los siguientes derivados de deshidroepiandroterona:

FN
M
0 -
o]
)
i M 1
H
H
RJLO R o
IVa-IVf Va-Vf
R R
a) H a) H
b) CH, b) CH,
C) CH3CH2- C) CH3CH2-
d) CH,CH,CH,- d) CH;CH,CH,-
e) CH3CH2CH2CH2- e) CH3CH2CH2CH2-
f) CH;CH,CH,CH,CH,- f) CH;CH,CH,CH,CH,-
), @
N\ |
.
o O
i H
HO HO
VI VIl

Tabla 3.1. Compuestos finales sintetizados.
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Cada uno con su respectiva caracterizacion espectroscopica, tanto de los compuestos finales

como de los compuestos intermediarios.

Para determinar el avance y la pureza de los productos de cada reaccion se uséd la
cromatografia en capa fina (CCF) en cromatoplacas de gel de silice (69F 254, Merck) y
diferentes sistemas de elucion, utilizando como revelador una solucion de CoCl, al 2% en
H,SO4/H,0O (1:4) y lampara de luz UV (A=254 nm), de igual forma se determiné el punto

de fusion de cada uno con un aparato de Fisher-Johns (no corregidos).

Para la caracterizacion de los compuestos se tuvieron en cuenta los siguientes equipos de

analisis espectroscopico:

e Para la Espectrofotometria de absorcion en el Infrarrojo (IR) un espectrofotometro
FT-IR Perkin Elmer 1605 utilizando la técnica de la pastilla de bromuro de potasio
(KBr).

e Para el andlisis de espectrofotometria de absorcion en el Ultravioleta (UV) se utiliz
un equipo UV- VIS Perkin Elmer modelo Lambda 2, utilizando como disolvente

metanol.

e Para la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN 'H) y
Carbono (RMN '°C) se utilizaron equipos Inova Varian, de 400 y 300 MHz,
utilizando cloroformo deuterado (CDCl;) como disolvente, donde el 0 en
desplazamiento (0) con base en tetrametilsilano (TMS). Para ambos andlisis las

constantes de acoplamiento (J) estdn dadas en Hz.

e Para el andlisis espectrométrico de masas se utilizd6 un equipo Thermo-Electron
modelo DFS (Double Focus Sector) con un analizador masico de doble sector
(magnético y eléctrico, geometria inversa), empleando la técnica FAB, utilizando
una matriz de alcohol m-nitrobencilico que fue irradiada con atomos de cesio a

temperatura menor de 50 °C, detectando los iones positivos.
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3.1.1. Ruta sintética

La sintesis para los compuestos Ila-IIf, IIla-IIIf, IVa-IVfy Va-Vf se llevo a cabo por medio

de la siguiente ruta."”?°

I DCC, DMAP,
HCOOH, CHCl;, RCOOH
reflujo 5 h. P Agitacion 3 h.
Y,
CH;COOCOCH;

Agitacion 1 h.

’ IIc-1If
POCI;, DMF R= ¢) CH3;CH,-
CHCl d) CH;CH,CH,-
reflujo 6 h cl ¢) CH;CH,CH,CH,-
o) f) CH;CH,CH,CH,CH,-
)OJ\ "
R O
111
DMF, Cs,CO;5 [a-I1If DMF, NayCO;
Agitacion 3:30 h R= a) H- Agitacion 2 h
60 °C b) CH,- 60 °C
¢) CH;CH,- N//\)'\‘j
d) CH;CH,CH,- N
e) CH3CH2CH2CH2- H
f) CH3CH,CH,CH,CH,-

IVa-IVf

Figura 3.1. Ruta sintética
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Para la sintesis de VI y VII se partio de IVb y Vb, a los cuales se les realiz6 una hidrdlisis

basica con hidroxido de sodio, metanol en cloroformo.

NaOH,CHCl;

NaOH,CHCI,
: MeOH

MeOH

Figura 3.2. Sintesis de V1 'y VI1I.
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3.1.2. Propiedades fisicas y espectroscépicas de la 3p-hidroxi-androst-5-en-17-ona (I)

Figura 3.3. Deshidroepiandrosterona.

Tabla 3.2. Propiedades fisicas de la materia prima.

Formula molecular Ci9H250,
Peso molecular (uma) 288.42
Punto de fusién (°C) 136-137

Tabla 3.3. Propiedades espectroscopicas y espectrométricas

o valr . Aignacien

IR(cm™)
3425 O-Hen C-3
2931 C-H de -CH3y -CH,
1742 C=0 de cetona en C-17
1646 C=CenC-5
RMN 'H (ppm)
0.87 (s, 3H) C-18
1.02 (s,3H) C-19
3.51 (m, 1H) H base de OH en C-3
5.37 (d, J=5.0 Hz, 1H) C=CH en C-6
RMN "*C (ppm)
13.53 C-18
19.41 C-19
71.58 C-3 base del OH
120.89 C-6 vinilico
141.01 C-5 vinilico
221.15 C=0 de cetona en C-17
EM FAB" (m/z)
289 [MH] pico base

S
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3.1.3. Sintesis de la (3p)-formiloxi-androst-5-en-17-ona (11a)

HCOOH,
reflujo 5 h.

En un matraz de bola de 50 mL se colocaron 200 mg del esteroide I (0.694 mmol), acido
formico (10mL), se agit6é con reflujo por 6 horas. Concluida la reaccion se neutralizé con
bicarbonato de sodio en solucién saturada y se realizaron extracciones con cloroformo
(3x100 mL), la fase organica se lavd con agua destilada (3x100 mL) y se sec6 con sulfato
de sodio anhidro, se removio el solvente por destilacion a presion reducida en un
rotaevaporador. El producto se purificd por columna con sistema de fase movil de hexano-
acetona (90:10) en gel de silice como fase estacionaria. El producto final fue un so6lido de

color amarillento con un rendimiento del 75 % y un punto de fusion de 143-145 °C.
3.1.4. Sintesis de la (3p)-acetiloxi-androst-5-en-17-ona (11b)
Py,

CH;COOCOCH;
Agitacion 1 h.

En un matraz de bola de 50 mL se adicionaron 500 mg del esteroide I (1.73mmol), piridina
(2 mL) y anhidrido acético (2 mL), se dejo en agitacion por 1 hora hasta que la reaccion se
completd, se adiciono sobre una mezcla hielo-H,O-NaCl formando un precipitado de color
blanco, se filtr6 y se lavo con agua destilada (3x100 mL), el compuesto se dejo secar
obteniéndose un so6lido blanco con un rendimiento del 98%.
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3.1.5. Sintesis de (3p)-alquiloiloxi-androst-5-en-17-ona (11c-11f)

DCC, DMAP,
CHCl;, RCOOH fe}
Agitacion 3 h.
—
R
I
R= C) CH3CH2-

d) CH;CH,CH,-
e) CH3CH2CH2CH2-

f) CH;CH,CH,CH,CH,-

En un matraz de bola se colocaron 500 mg del esteroide I (1.735mmol) se disolvio en
cloroformo (8 mL), se adicionaron 1,3 g de DDC, 2,15 g de DMAP y 2 equivalentes del
acido carboxilico correspondiente, se dejo en agitacion por 3 horas, culminada la reaccion
se adicionaron 150 mL de acetato de etilo para precipitar diciclohexilurea (DCU), se dejo
reposar durante la noche en el refrigerador, se filtr6 el sdlido blanco, el filtrado se lavo con
una solucion de HCl al 10 % (3x50 mL), después con una solucién de bicarbonato de sodio
saturada (3x50 mL), finalmente con agua destilada (3x50 mL), se seco con sulfato de sodio

anhidro, se elimino el disolvente en un rotaevaporador.

El producto obtenido se purifico por recristalizacion en metanol-cloroformo (1:1),

obteniéndose un solido blanco cristalino.

3.1.6. Caracterizacion fisica y espectroscopica de (3p)-alquiloiloxi-androst-5-en-17-
ona (lla-11f)

R= a) H-

b) CH;-

¢) CH;CH,-

d) CH;CH,CH,-

¢) CH;CH,CH,CH,-
Ia-IIf f) CH;CH,CH,CH,CH,-

Figura 3.4. Estructura de (3p)-alquiloiloxi-androst-5-en-17-ona (I1a-11f).
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Tabla 3.4. Propiedades fisicas y peso molecular de los compuestos Ila-11f

a b c d e f
Formula Cy0H»305 C,1H3005 CyH304 Cy3H3404 C4H3605 CysH3304
molecular
316.43 330.46 344.48 358.51 372.54 386.57
molecular
(uma)
Punto de 143-145 170-1172 150-153 157-160 100-102 70-72
fusion (°C)
Rendimiento 75% 98% 95% 93% 90% 85%
Aspecto fisico Solido de Solido blanco Solido Solido Solido Solido
color cristalino blanco blanco blanco blanco
amarillo cristalino cristalino  cristalino  cristalino
claro
Tabla 3.5. Sefales caracteristicas de IR (Il1a-11f)
IR (cm™) Asignacion
A b c d e f
2940.67 2947.35 2952.93 2933.25 2946.47 2927.21 CH de —-CH; y CH,
1736.03 1737.84 1735.81 1739.59 1731.38 1731.21 C=0 de éster C-3
1701.74 1724.21 1735.81 1727.63 1731.38 1623.17 C=0 de cetona C-17
1670.96 1665.71 1665.07 1664.96 1625.54 1436.12 C=CenC-5
1371.63 1374.86 1373.41 1301.19 1338.18 1345.53 CH de CH;
1171.43 1234.00 1178.30 1177.90 1267.52 1241.97 C-Ode R-COen C-3 de
éster
1059.41 1021.78 1020.87 1020.40 1173.73 1086.74 C-O de R-COO en C-3 de
éster
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Tabla 3.6. Sefiales caracteristicas de RMN *Hy RMN **C (l1a-11f)

RMN *H (ppm) Asignacion
A b c d e f
1.05 0.87 (s, 0.88 (s, 0.88 (s, 0.87 (s, 1.05 (s, CH; de C-18
3H) 3H) 3H) 3H) 3H)
1.05 1.03 (s, 1.04 (s, 1.04 (s, 1.04 (s, 1.05 (s, CH; de C-19
3H) 3H) 3H) 3H) 3H)
0.88* 2.02 (s, 1.33 (t, 0.94 (t, 0.90 (t, 0.89 (t, CHj; del éster
3H) 2H) 2H) 2H) 2H) (*H del éster)
--- --- 2.30 2.25 2.32 2.27 -CH,C=0 del éster
(@.3H) | (3H) | (3H) | (q.3H)
4.73 4.69 4.61 4.61 4,62 4,62 H de C3 base éster
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H)
5.42 5.40 5.39 5.39 5.40 5.40 C=CH en C-6
(dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H;
J=4Hzy J=4Hzy | JJ=4Hzy | J=4Hzy | J=4Hzy | J=4Hzy
3,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz)
RMN “*C (ppm)
--- 20.46 9.32 18.67 13.68 13.69 CH; de éster
17.70 13.68 13.69 13.68 13.86 14.06 C-18
19.47 19.47 19.49 19.49 19.48 19.49 C-19
73.82 73.85 73.63 73.55 73.54 73.56 C-3 base de éster
122.36 121.99 121.94 121.93 121.92 121.94 C-6 vinilico
139.73 140.06 140.35 140.33 140.33 140.34 C-5 vinilico
160.71 170.61 174.06 173.23 173.40 173.43 C=0 de éster
221.06 221.09 221.34 221.32 221.09 221.14 C=0 de cetona en C-
17

E__________________________________________________________________________________|
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Tabla 3.7. Fragmentos mas comunes en EM FAB™ (m/z) (I1a-11f)

EM FAB" (m/z)
Compuesto Valor Asignacion

317 [MH]"

a 271 [MH]"-46 Pérdida de [HCOOH]
331 [MH]"

b 271 [MH]"-60 Pérdida de [CH;COOH]
345 [MH]"

C 271 [MH]-74 Pérdida de [CH;CH,COOH]
359 [MH]"

d 271 [MH]'-88 Pérdida de [CH;CH, CH,COOH]
373 [MH]"

e 271 [MH]"-102 Pérdida de [CH;CH, CH, CH,COOH]
387 [MH]"

f 271 [MH]'-116 Pérdida de [CH;CH, CH, CH,COOH]

3.1.7. Sintesis de (3p)-alquiloiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I11a-111f)

POCl;, DMF
CHCl,
reflujo 6 h

11
1 Ila-I1If

R= a)H
b) CH;-
¢) CH;CH,-
d) CH;CH,CH,-
e) CH;CH,CH,CH,-
f) CH;CH,CH,CH,CH,-

En un matraz de dos bocas se adapt6 un refrigerante, en baiio de hielo y agitacion, se sello
bien y se adicionaron 3 mL de POCI; y 3 mL de DMF gota a gota, se dejo agitar por 5
minutos, se retird el bafio de hielo y se adicion6 el esteroide previamente esterificado II
(ITa-1If) y disuelto en CHCIl; y se adicion6 gota a gota al balon, se cerré completamente el
sistema y se retiro el bafio de hielo, se dejo en reflujo con atmdsfera de N, durante 6 horas.
Terminada la reaccion se vertid la mezcla sobre 150 mL de solucion saturada de
bicarbonato de sodio con agitacion vigorosa, se llevdo a un embudo de separacion y se

extrajo con CHCI; (3x100 mL), se seco con sulfato de sodio anhidro y se elimino el

E__________________________________________________________________________________|
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disolvente en el rotaevaporador, obteniéndose un s6lido amarillo, el cual se purifico por
columna usando como fase estacionaria gel de silice y se eluyd con una mezcla hexano-

acetato de etilo (95:5), se obtuvo un s6lido blanco cristalino.

3.1.8. Caracterizacion fisica y espectroscopica de (3p)-alquiloiloxi-17-cloro-16-
formilandrosta-5,16-dieno (I11a-111f)

R= a)H
b) CH;-
¢) CH;CH,-
d) CH;CH,CH,-
I ¢) CH;CH,CH,CH,-
a-IITf f) CH;CH,CH,CH,CH,-

Figura 3.5. Estructura de (3p)-alquiloiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno
(Ia-11f).

Tabla 3.8. Propiedades fisicas y peso molecular de los compuestos Il1a-11If.

a b c d e f
Férmula Cy1Hy;05C1  CpHypO3C1  Cp3H305C1 CpyH3305C1 CysHj505C1 CogHj705Cl
molecular
Peso 362.89 376.92 390.94 404.97 418.99 433.02
molecular
(uma)
Punto de 159-161 167-170 110-113 115-116 99-101 90-93
fusion (°C)
Rendimiento 84% 72% 67% 69% 60% 58%
Aspecto Sélido Soélido Sélido Sélido Sélido Sélido
fisico blanco blanco blanco blanco blanco blanco
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Tabla 3.9. Sefiales caracteristicas de IRy UV (l1la-111f)

IR (cm™) Asignacion
a b c d e F
2952.57 2923.35 2936.82 | 2924.17 | 2932.29 2934.35 CH de -CH; y CH,
1712.25 1731.87 1724.41 1732.35 1730.91 1732.84 C=0 de éster C-3
1665.41 1673.81 1672.30 1668.20 1673.89 1671.21 C=0 aldehido en C-16
-—- 1236.19 1166.95 1175.04 1168.22 1168.75 C-O de R-CO en C-3 de
éster
--- 1032.19 1011.00 1009.99 1007.23 1010.59 C-O de R-COO en C-3 de
éster
UV (nm)
260.83 260.86 260.92 260.85 260.99 260.64 Aldehido o- insaturado
en C-16
Tabla 3.10. Sefiales caracteristicas de RMN *Hy RMN **C (I11a-111f)
RMN *H (ppm) Asignacion
a b c d e f
0.99 0.99 0.99 0.99 0.98 0.99 CHj; de C-18
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1.07 1.06 1.06 1.06 1.06 1.06 CHj; de C-19
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
8.03 2.03 1.13 0.94 0.90 0.90 CH; del éster
(s, 1TH)* (s, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (*H del éster)
9.98 9.99 9.99 9.99 9.98 9.98 H-C=0 de C-16
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
4,74 4,60 4,61 4,61 4,61 4,62 H base de RCOO- en
(m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) C3
5.40 5.39 5.38 5.38 5.37 5.38 C=CH en C-6
(dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H;
J=4Hzy | JJ=4Hzy | J;=4Hzy | J=4Hzy | J;=4Hzy | J=4Hzy
\]2:2HZ) J2:2HZ) J2:2HZ) J2:2HZ) J2:2HZ) J2:2HZ)
RMN “C (ppm)
--- 20.47 9.32 13.79 13.85 14.05 CH; del éster

30




CAPITULO 3: DESARROLLO EXPERIMENTAL

\
% iencias

ulmicas

15.43 15.13 15.13 15.32 15.09 15.11 CH; en C-18
19.66 19.37 19.38 19.38 19.35 19.37 CH; en C-19
74.06 73.81 73.58 73.50 73.46 73.46 C-3 base de éster
122.63 121.98 121.92 121.91 121.87 121.90 C-6 vinilico
136.88 136.89 136.59 136.59 136.95 136.33 C-5 vinilico
140.33 140.15 140.23 140.22 140.20 140.22 C-16 base C-CHO
161.00 161.38 161.39 161.39 162.31 162.36 C-Clde C-17
162.64 170.63 174.05 173.23 173.35 173.40 C=0 de éster en C-3
188.48 188.20 188.20 188.20 188.12 188.17 C=0 de CHO en C-

16

Tabla 3.11. Fragmentos mas comunes en EM FAB™ (m/z) (111a-111f)

Compuesto Valor Asignacion
362 M
363 [MH]"
251 M'- 111 pérdida de [HCOOH], [HCOH] y [CI]
253 M" -109 pérdida de [CH;COO], de [CHO] y [C]]
289 [MH]"-74 pérdida de [HCOO] y [CHO]
376 M"
377 [MH]"
283 [MH]"-94 pérdida de [CH;COO] y [C]]
390 M
391 [MH]"
318 [MH]" -73 pérdida de [CH;CH,COO]
251 M"-139 pérdida de [CH;CH,COOH], de [HCHO] y [C]]
253 M" -137 pérdida de [CH;CH,COO], de [CHO] y [CI]
254 [MH]'-137 pérdida de [CH;CH,COO], de [CHO] y [CI]
404 M’
405 [MH]"
317 [MH]" -88 pérdida de [CH;CH, CH,COOH]
253 M"-151 pérdida de [CH;CH, CH,COO], de [CHO] y [CI]
418 M’
419 [MH]"
317 [MH]-102 pérdida de [CH;CH, CH, CH, CH,COOH]
253 M"-165 pérdida de [CH;CH, CH, CH,COO], de [CHO] y

[C1]
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433 M’
434 [MH]"
f 317 M'-116 pérdida de [CH;CH, CH,CH,CH,COOH]
319 [MH]"-115 pérdida de [CH;CH, CH,CH,CH,COO]
253 [MH]"-181 pérdida de [CH;CH, CH,CH,CH,COOH], de
[HCHO] y [CI]

3.1.9. Sintesis de (3p)-alquiloiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(IVa-1Vf)

DMEF, Cs,CO4 O
Agitacion 3:30 h Q

60°C

[Va-IVf

R= a)H
b) CH3-
¢) CH;CH,-
d) CH;CH,CH,-
) CH;CH,CH,CH,-
f) CH;CH,CH,CH,CH,-

En un matraz de bola de 25 mL se colocaron 2 mL de DMF, 1 mmol de esteroide III (IIla-

I1If), 1.5 mmol de carbazol y 1.5 mmol de carbonato de cesio, se adaptd una trampa de

humedad y se dejo en agitacion por 3:30 horas y 60 °C con atmoésfera de N,. Terminada la

reaccion se dejo enfriar y se agregd lentamente en una mezcla de agua-hielo-sal con

agitacion vigorosa, hasta formar un precipitado de color café claro, se filtro y se purifico

por cristalizacion con una mezcla cloroformo-metanol (1:1), obteniéndose un solido de

color blanco hueso.
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3.1.10. Caracterizacion fisica y espectroscépica de (3p)-alquiloiloxi-17-(1H carbazol-1-
il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (I1Va-1Vf)

R= a)H
b) CH;-
¢) CH;CH,-
d) CH;CH,CH,-
e) CH;CH,CH,CH,-
f) CH;CH,CH,CH,CH,-

Figura 3.6. Estructura de (3p)-alquiloiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-
5,16-dieno (1Va-1Vf).

Tabla 3.12. Propiedades fisicas y peso molecular de los compuestos finales 1Va-1Vf.

a b c d e f
Férmula C33HisNO;  C34H3oNO;  CisHioNO;  CiHyNO;  CisHyisNO;  CigHysNOs
molecular
Peso 493.63 507.66 521.68 535.71 549.74 563.76
molecular
(uma)
Punto de 95-97 171-173 186-189 210-213 159-161 80-83
fusion (°C)
Rendimiento 54% 35% 33% 34% 32% 30%
Aspecto Sélido Soélido Soélido Soélido Sélido Soélido
fisico blanco blanco blanco blanco blanco blanco
hueso hueso hueso hueso hueso hueso

Tabla 3.13. Sefiales caracteristicas de IR y UV (IVa-1Vf)

IR (cm™) Asignacion
a b c d e f
2930.09 2919.00 2925.35 | 2939.28 | 2936.89 2925.46 CH de —-CH; y CH,
1723.44 1725.09 1726.07 | 1719.39 | 1725.04 1725.58 C=0 de éster C-3

S
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1650.07 1636.31 1635.07 | 1636.72 | 1635.80 | 1635.34 C=0 aldehido en C-16
1271.91 1275.12 | 1273.95 | 1274.07 | 1272.85 | 1273.96 C-Nde C-17
uVv (nm)
245.11 245.13 245.09 244.98 245.31 245.20 Aldehido a-f insaturado
en C-16
288.69 288.64 288.46 287.81 290.97 288.32 Aldehido o-f insaturado
conjugado con un anillo
aromatico del carbazol
341.50 341.55 341.84 341.56 341.22 341.57 Aldehido o-f insaturado
conjugado con dos
anillos aromaticos del
carbazol
Tabla 3.14. Sefiales caracteristicas de RMN 'H y RMN *C (1Va-1Vf).
RMN 'H (ppm) Asignacion
a b c d e f
0.99 1.08 1.08 1.08 1.08 1.08 CH; de C-18
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
1.07 1.13 1.14 1.14 1.14 1.34 CH; de C-19
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
8.15% 2.02 2.30 0.94 0.91 0.89 CH; del éster
(t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (t, 3H) (*H del éster)
9.98 8.14 8.14 8.14 8.35 8.34 H-C=0 de C-16
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
4,74 4,59 4,60 4,58 4,60 4,60 H base de éster en
(m, 1H) (m, 1H) | (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) (m, 1H) C-3
5.40 5.32 5.31 5.30 5.33 5.33 C=CH en C-6
(dd, 1H; | (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H; (dd, 1H;
Ji=4Hzy | J;=4Hzy | J;=4Hzy | J)=4Hzy | J;=4Hzy | J;=4 Hzy
J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz) J,=2Hz)
8.08 8.08 8.08 8.07 8.08 8.07 SayS5a’
(d, 2H, J= (d,2H, | (d,2H,J= | (d,2H, )= (d,2H, | (d,2H, J=
7.7Hz) |J=7.7Hz)| 7.7Hz) 7.7Hz) |J=7.7Hz) | 7.7 Hz)
7.34 7.35 7.34 7.34 7.35 7.34 4ay4da’
(t,2H,J=| (t,2H,J=| (t,2H,J= | (t,2H,J= | (t,2H,J= | (t,2H, J=
7.4 Hz) 7.4 Hz) 7.4 Hz) 7.4 Hz) 7.4 Hz) 7.4 Hz)
7.50 7.50 7.49 7.49 7.50 7.49 Jay3a’
(t,2H,J= | (t,2H,J=| (t,2H,J= | (t,2H,J= | (t,2H,J=| (t,2H,J=
7.8 Hz) 7.8 Hz) 7.8 Hz) 7.8 Hz) 7.8 Hz) 7.8 Hz)
7.41 7.41 7.43 7.41 7.43 7.43 2ay?2a’
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(d,2H, J= | (d,2H,J= | (d,2H,J= | (d,2H, J= | (d,2H, J= | (d,2H, J=
8.2 Hz) 8.2 Hz) 8.2 Hz) 8.2 Hz) 8.2 Hz) 8.2 Hz)
RMN “C (ppm)

21.55 9.31 13.78 13.88 14.06 CHj; del éster
14.53 14.67 14.66 14.66 14.61 14.66 CH; en C-18
19.66 19.52 19.53 19.53 19.53 19.53 CH; en C-19
74.06 73.84 73.59 73.51 73.53 73.52 C-3 base de éster
121.71 121.70 121.78 | 121.77 | 121.78 121.77 C-6 vinilico
140.11 140.27 140.12 | 140.12 | 140.12 140.12 C-5 vinilico
127,26 127.24 12723 | 12724 | 127.25 127.22 C-16 base C-CHO
161.00 - 156.86 - - - C-17
162.00 170.63 174.04 | 17322 | 173.22 173.42 C=0 de éster en C-3
188.48 209.05 209.05 | 209.03 | 209.03 209.05 C=0 de CHO en C-

16

127.95 127.93- | 127.92 | 127.92 | 127.93 127.93 la yla’
111.55

111.56 110.71 111.59 | 111.54 | 110.71 115.54 2ay2a’

125.83 124.87- | 124.87 | 124.86 | 124.87 124.87 3a y3a’
125.96

120.92 119.56- | 120.55 | 12035 | 119.57 120.55 4a y4a’
120.46

122.63 120.56- | 121.69 | 121.69 | 120.50 121.69 5a y 5a’
121.85

126.52 126.51 126.50 | 126.50 | 126.51 126.50 6ay 6a’
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Tabla 3.15. Fragmentos mas comunes en EM FAB™ (m/z) (IVa-1Vf)

Compuesto Valor Asignacion
493 M
a 494 [MH]"
448 [MH]"-46 pérdida de [HCOOH]
341 (,
[MH]"-153 pérdida de O
507 M’
b 508 [MH]"
448 [MH]™-60 pérdida de [CH;COOH]
341 (,
[MH]"-167 pérdida de O N
521 M’
c 522 [MH]"
355
[MH]"-167 pérdida de O
448 [MH]'-74 pérdida de [CH3CH2COOH]
535 M
d 536 [MH]"
369
[MH]"-167 pérdida de O
448 [MH]"-88 pérdida de [CH;CH, CHzCOOH]
549 M"
e 550 [MH]"
383
[MH]"-167 pérdida de O
448 [MH]"-102 pérdida de [CH;CH, CHZCH2€OOH]
563 M’
564 [MH]"
; 397
[MH]"-167 pérdida de
448 [MH]"-116 pérdida de [CH3CH2

CH,CH,CH,COOH]

iencias
uimicas
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3.1.11. Sintesis de (3p)-hidroxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(VI).

NaOH,CHClL
MeOH
—_—

Agitacion:
3h., T=60°C

IVb

En un matraz bola de 25 mL se colocaron 50 mg de esteroide IVb con 50 mg de NaOH,
metanol y cloroformo, se dejo en agitacion por 3 horas a 60 °C, finalizada la reaccion se
neutralizo el exceso de base con HCI hasta pH neutro, se lavd con agua, se secd con sulfato
de sodio anhidro y se elimind el disolvente el rota evaporador, obteniéndose un so6lido de

color blanco.

Tabla 3.16. Propiedades fisicas de VI

Férmula molecular C;,H3sNO;
Peso molecular (uma) 465.62
Punto de fusion (°C) 145-148
Rendimiento 98%
Aspecto fisico Solido blanco hueso

Tabla 3.17. Propiedades espectroscépicas y espectrométricas de VI

UV (nm)
244.92 Aldehido a-f insaturado en C-16
288.40 Aldehido o-f insaturado
conjugado con un anillo
aromatico del carbazol
341.23 Aldehido a-f insaturado
conjugado con dos anillos
aromaticos del carbazol

IR(cm™)
3279.36 OH en C-3
2926.91 CH de —CH; y CH,

S
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1634.41 C=0 de aldehido C-16
1274.14 C-N de C-17
RMN *H (ppm)
1.07 (s, 3H) CHj; de C-18
1.34 (s, 3H) CH; de C-19
8.15 (s, 1H) H-C=0 de C-16
3.53 (m, 1H) H base de éster en C3
3.37 (s, 1H) H de OH en C-3
5.29 (dd, 1H; J,=4 Hz y J,=2Hz) C=CH en C-6
8.08 (d, 2H, J="7.7 Hz) Say Sa’
7.34 (t, 2H, J= 7.4 Hz) 4ay4a’
7.50 (t, 2H, J= 7.8 Hz) 3ay3a’
7.43(d, 2H, J= 8.2 Hz) 2ay2a’
RMN *C (ppm)
14.68 CH; en C-18
19.61 CHj; en C-19
73.73 C-3
121.73 C-6 vinilico
141.33 C-5 vinilico
127.24 C-16 base C-CHO
- C-17
209.18 C=0de CHO en C-16
127.95 lay la’
111.56 2ay2a’
124.87 Jay3a’
120.56 dayda’
120.92 SayS5a’
126.52 6ay 6a’
EM FAB" (m/z)
465 M"
466 [MH]"
251 [MH]-215 pérdida de [HCHO],
[H,O] y O H

Ciencias
Quimicas
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3.1.12. Sintesis de (3p)-alquiloiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(Va-Vf).

DMF, Na,CO4 N J
Agitacion 2 h
60 °C

R= a)H
b) CH;-
¢) CH;CH,-
d) CH;CH,CH,-
¢) CH;CH,CH,CH,-
f) CH;CH,CH,CH,CH,-

En un matraz de bola de 25mL se colocaron 2 mL de DMF, 1 mmol de esteroide III (Illa-
I11f), 1.5 mmol de 1,2,4-triazol y 1.5 mmol de carbonato de sodio, se adaptd una trampa de
humedad y se dejo en agitacion por 3:30 horas y 60 °C con atmoésfera de N,. Terminada la
reaccion se dejo enfriar y se agreg6 lentamente una mezcla de agua-hielo-sal con agitacion
vigorosa, hasta formar un precipitado de color blanco-amarillento, se filtré y se purifico por
cristalizacion con una mezcla cloroformo-metanol (1:1), obteniéndose un so6lido de color

blanco hueso.

3.1.13. Caracterizacion fisica y espectroscopica de (3p)-alquiloiloxi-17-(1H triazol-1-
il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Va-Vf)

7
N\ |

J R= a)H

b) CH;-

¢) CH;CH,-

d) CH;CH,CH,-

e) CH;CH,CH,CH,-

f) CH;CH,CH,CH,CH,-

Figura 3.7. Estructura de (3p)-alquiloiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-
dieno (Va-Vf).
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Tabla 3.18. Propiedades fisicas y peso molecular de los compuestos Va-Vf

a b c d e f

Formula Cy3HyoN30;3  CoH3N3O3  CosH3sN3O3  CpeHisN3O3  CosH3N3O3  CosH3oN3O;
molecular
Peso 395.49 409.52 423.54 423.54 451.60 465.62
molecular
(uma)
Punto de 145-148 156-158 135-137 155-157 158-160 121-123
fusion (°C)
Rendimiento 70% 75% 73% 75% 75% 68%
Aspecto Solido Sélido Solido Solido Solido Solido
fisico blanco blanco blanco blanco blanco blanco
hueso hueso hueso hueso hueso hueso
Tabla 3.19. Sefales caracteristicas de IRy UV (Va-Vf)
IR (cm™) Asignacion
a b c d ® f
2937.19 2940.59 2935.38 | 2932.65 | 2930.20 2933.88 CH de —-CH; y CH,
1717.50 1731.97 1726.95 | 1727.35 | 1728.38 1723.07 C=0 de éster en C-3
1661.41 1667.35 1663.62 | 1667.22 | 1666.55 1662.69 C=0 de aldehido C-16
1276.35 1279.21 1273.41 | 1277.82 | 1277.67 1275.88 C-N de C-17
UV (nm)
276.08 276.53 275.27 275.25 275.09 275.74 Aldehido a-f insaturado
en C-16
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Tabla 3.20. Sefiales caracteristicas de RMN *Hy RMN *C (Va-Vf)

RMN *H (ppm) Asignacion

a b c d € f

1.08 (s, 1.07 (s, 1.07 (s, 1.06 (s, 1.07 (s, 1.07 (s, CH; de C-18
3H) 3H) 3H) 3H) 3H) 3H)
1.20 (s, 1.19 (s, 1.19 (s, 1.18 (s, 1.19 (s, 1.19 (s, CHj; de C-19
3H) 3H) 3H) 3H) 3H) 3H)
8.03 (s, 2.03 (s, 1.13 (t, 0.92 (t, 0.90 (t, 0.88 (t, CHj; del éster
1H) 3H) 3H) 3H) 3H) 3H) (*H del éster)
10.10 (s, 10.11 (s, 10.10 (s, 10.09 (s, 10.10 (s, 10.10 (s, H-C=0 de C-16
1H) 1H) 1H) 1H) 1H) 1H)
4.75 (m, 4.60 (m, 4.61 (m, 4.60 (m, 4.60 (m, 4.60 (m, H base de éster en
1H) 1H) 1H) 1H) 1H) 1H) C3
542 (dd, | 543(dd, | 540(dd, | 5.39(dd, | 5.41(dd, | 5.40(dd, C=CH en C-6
lH, J1:4 IH, \]1:4 IH, J1:4 IH, J1:4 lH, J1:4 lH, J1:4
Hzy Hzy Hzy Hzy Hzy Hzy
J2:2HZ) J2:2HZ) J2:2HZ) J2:2HZ) \]2:2HZ) \]2:2HZ)
8.11 (s, 8.11 (s, 8.11 (s, 8.10 (s, 8.11 (s, 8.10 (s, la
1H) 1H) 1H) 1H) 1H) 1H)
8.43 (s, 8.43 (s, 8.42 (s, 8.43 (s, 8.42 (s, 8.43 (s, 2a
1H) 1H) 1H) 1H) 1H) 1H)
RMN “C (ppm)

--- 21.53 9.17 13.74 13.87 13.89 CHj; del éster
19.34 19.35 19.23 19.32 19.34 19.39 CH; en C-18
20.59 20.59 20.47 20.54 20.35 20.43 CH; en C-19
73.67 73.75 73.42 73.39 73.43 73.27 C-3 base de éster
122.25 121.91 121.72 121.80 121.82 121.67 C-6 vinilico
139.77 139.77 140.06 140.12 140.13 140.02 C-5 vinilico
132,46 132.49 132.39 132.40 132.42 132.33 C-16 base C-CHO
156.83 156.86 156.76 156.83 156.84 156.69 C-17
189.12 189.15 189.08 189.17 189.20 188.97 C=0 de CHO en C-

16
160.67 170.62 173.96 173.20 173.40 173.23 C=0 de éster en C-3
153.20 153.19 153.03 153.12 153.15 153.01 la
143.81 143.81 143.67 143.78 143.77 143.65 2a
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Tabla 3.21. Fragmentos mas comunes en EM FAB™ (m/z) (Va-Vf)

Compuesto Valor Asignacion
395 M
a 396 [MH]"
>
251 [MH]'- 145 pérdida de [HCOOH], [HCHO]y ™
409 M
b 410 [MH]"
251 \
>
[MH]'-159 pérdida de [CH;COOH], [HCHO]y A
423 M
c 424 [MH]
251 [MH]"-173 pérdida de [CH;CH,COOH], [HCHO] y
le \
437 M
d 438 [MH]"
251 [MH]"-187 pérdida de [CH;CH, CH,COOH], [HCHO]
0>
451 M"
e 452 [MH]"
251 [MH]-201 pérdida de [CHsCH, CH,CH,COOH],
>
[HCHO] y *
465 M
466 [MH]"
; 251 [MH]"-215 pérdida de[CH;CH, CH,CH,CH,COOH],
>
[HCHO] y M

ulmicas
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3.1.14. Sintesis de (3p)-hidroxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (V11).

/N N
(] '@
N N
o NaOH,CHCl;,
MeOH
i . Agitacion:
)k 2h., T=60°C
o

Vb

En un matraz bola de 25 mL se colocaron 50 mg de esteroide Vb con 50 mg de NaOH,
metanol y cloroformo, se dejo en agitacion por 1 hora a 60 °C, finalizada la reaccion se
neutralizo el exceso de base con HCI hasta pH neutro, se lavd con agua, se seco con sulfato
de sodio anhidro y se eliminé el disolvente el rota evaporador, obteniéndose un so6lido de
color blanco.

Tabla 3.22. Propiedades fisicas de VII.

Férmula molecular CyH9N305
Peso molecular (uma) 367.48
Punto de fusion (°C) 109-110
Rendimiento 95%
Aspecto fisico Solido blanco hueso

Tabla 3.23. Propiedades espectroscépicas y espectrométricas de VII.

UV (nm)
268.78 Aldehido a-f insaturado en C-16
IR (cm™)
3252.97 OH en C-3
2925.97 CH de —-CH; y CH,
1625.39 C=0 de aldehido C-16
1273.44 C-N de C-17
RMN 'H (ppm)
0.90 (s, 3H) CH; de C-18
1.04 (s, 3H) CH; de C-19
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8.35 (s, 1H) H-C=0 de C-16
3.54 (m, 1H) H base de éster en C3
3.85 (s, 1H) H de OH en C-3

5.38 (dd, 1H; J,=4 Hz y J,=2Hz) C=CH en C-6
8.08 (s, 1H) la
8.43 (s, 1H) 2a
RMN *C (ppm)
19.57 CH; en C-18
20.58 CH; en C-19
71.79 C-3
121.16 C-6 vinilico
141.23 C-5 vinilico
132.02 C-16 base C-CHO
158.42 C-17
197.70 C=0 de CHO en C-16
154.80 la
143.23 2a
EM FAB" (m/z)
367 M"
368 [MH]"
251 [MH]"-117 pérdida ds[Hzo],
B
[HCHO] y ¥

3.2. Desarrollo parte bioldgica
3.2.1. Material bioldgico

Tejido de prostata humana conservado a -70 °C proporcionado por el Dr. Avissai
Alcantara del Departamento de Patologia del Hospital General de México.

3.2.2. Equipos

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 cromatografias de gel silice 60 GF254 en soporte de aluminio (20x20 cm,

Merck).

E__________________________________________________________________________________|
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e Incubadora marca Julabo modelo SW22.
3.2.3. Sustancias

e Testosterona ['H] (T[H?]) actividad especifica 85-105 Ci/mmol suministrado por
NEM 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 Androstenediona [’H] (A*A [3H]) actividad especifica 24,9 Ci/mmol
suministrado por NEN Perkin Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA).

3.2.4. Ensayo in vitro, citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas

Para analizar los compuestos [Va-IVf, Va-Vf, VI y VII se utilizaron 3 lineas celulares

cancerosas humanas:

e PC-3: Prostata
e MCF-7: Mama
e SKLU-1: Pulmoén

Estas fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI).
Las células se cultivaron en medio RPIM-1640, enriquecido con 10% de suero fetal bovino.
2 mM L-glutamina, 100 UI/mL penicilina G, 100 pg/mL sulfato de estreptomicina, 0.25
pg/mL de anfotericina B y 1% de aminoécidos no esenciales, se incubaron a 37°C en

atmosfera humeda con 5% de CO,.

Posteriormente se tom6 100 puL de la linea celular correspondiente, el contenido de células
por pozo varia entre 5000 y 10 000 dependiendo de la linea celular, se incubd por 24 h. se
prepar6d una solucion stock en dimetilsulfoxido (DMSO) de cada compuesto a evaluar,
dicha solucion se adicion6 a cada pozo de las lineas celulares en 100 pL de medio de

cultivo siendo la concentracion final de cada compuesto de 50 uM y se incub6 por 48

Horas (plato experimental). Adicionalmente se prepard otro pozo al cual se adiciono
unicamente medio de cultivo este, ultimo se incub6d por 1 hora (plato basal); ambas

E__________________________________________________________________________________|
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incubaciones se llevaron a cabd a 37 °C en atmosfera con 5% de CO, y 100% de humedad

relativa.

Finalizado el tiempo correspondiente se realizo la fijacion de los cultivos celulares in situ
por la adicion de 50 pL de acido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) frio, se incubd por 60
minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante y se hicieron 5 lavados con agua desionizada y
se dejo secar por 24 h. Posteriormente se realizd el tefiido adicionando 100 pL de
sulforodamida B (SRB) (0.4% p/v en 1% 4acido acético) a cada pozo, se incubd por 30
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se hicieron lavados con una solucion de
acido 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 optica a 515 nm utilizando un lector de ELISA.

Tabla 3.24. Resultados de pruebas in vitro en cultivo celular en lineas cancerosas
humanas

Porcentaje de inhibicion del
crecimiento
No Compuesto PC-3 MCF-7 SKLU-1

y@@;[h 88.48+3.9  95.16+4.8  73.39+1.6

Ketoconazol

17.4 11.40 48.8

HO'

IVa

50.4£2.0 27.8£1.9 39.3+£0.4
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3.2.5. Ensayo in vitro (inhibicién de la enzima 5a-reductasa)

El ensayo consistio en 2 partes, la primera la extraccion de la enzima Sa-reductasa y la
segunda en las pruebas para determinar la concentracion inhibitoria 50 (Clsp); solo fueron
evaluados los compuestos que contienen el triazol ya que fueron los que presentaron la
mayor actividad inhibitoria en células cancerosas humanas, es decir la serie de compuestos
Va-Vf, y VIL

3.2.5.1. Extraccion de la enzima Sa-reductasa

La prostata de caddver humano se cortd y homogeneiz6 utilizando una solucion A (20 mM
de fosfato de sodio, 0.32 M de sacarosa. 0.1 mM ditiotreitol, pH=6.5). Este homogeneizado
se centrifugd a 1500 rpm durante 20 minutos. El pellet formado se separ6 y se lavo 3 veces
con el medio A, nuevamente se centrifugd a 4400 rpm durante 10 min. Finalmente el pellet
se resuspendid en el medio A y se almacend a -70 °C. Se determind el contenido de

proteinas por el método de Bradford utilizando como referencia albumina sérica bovina.

Para hacer el andlisis sobre la prostata de hamsters se sacrificaron 50 machos con
aproximadamente 72 horas de castracién. Se separaron la prostata y las vesiculas

seminales.

Se limpiaron los tejidos perfectamente de grasa y se pesaron por separado. Los tejidos se
homogeneizaron con una mezcla que contenia: 20 nM de HCl-tris, 1.5 mM EDTA, 20 mM
de molibdato de sodio y 10% de glicerol, con relacion al peso del tejido (v/p 3:1). La
homogenizacion se centrifugd a 14000 rpm, durante 1 hora a 2 °C. Posteriormente se
separo el precipitado, se suspendio en tres volimenes del medio A en relacion con el peso
del tejido obtenido inicialmente y se determind el contenido de proteinas tanto en la

.y . . r1: r 2
fraccién microsomal como en la citosolica, por el método de Bradford.”

3.2.5.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de la enzima 5a-
reductasa en glandulas prostaticas humanas

Para cada uno de los compuestos Va-Vf, y VII se prepararon una serie de tubos en los
cuales se utilizaron 6 series de tubos de ensayo con concentraciones desde 107 — 107
disueltos en metanol y conteniendo T [*H] a una concentracion final de 2 nM, asi mismo se
incluyeron los tubos controles a los que se adicioné T [*H] a la misma concentracion de
2nM. Los tubos se colocaron en bafio agua y atmosfera de nitrégeno hasta evaporar

totalmente el disolvente; enseguida se afiadi6 720 pL de bufer de fosfatos (40mM), pH=

E__________________________________________________________________________________|
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6.5, 80uL de fraccion microsomal de prostata de cadaver humano, que contenia 360 pg/mL
de proteina. Posteriormente se adicionaron 100 uL de DTT (ImM) y 100 uL. de NADPH

(2mM) con los que se dio inicio a la reaccion.

Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37 °C por una hora; finalizado este
tiempo se agregd 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 tres extracciones
mas y una vez reunidos los extractos, el disolvente se evapord en un bafio de agua. El
solido formado se resuspendi6 con 0.5 mL de metanol y se aplico gota a gota en una placa
cromatografia para separar la DHT [*H] formada; el procedimiento se repiti6 5 veces;
adicionalmente se aplicaron los estdndares de testosterona y DHT en cada extremo de la

placa. Se eluy6 3 veces en un sistema de elucion cloroformo-acetona 9:1.

Para la visualizacion de los estandares, las placas se observaron bajo luz UV (A=254nm) y
posteriormente se revelaron con una solucion de acido fosfomolibdico en metanol al 8%. Se
marc6 y cortd la zona correspondiente a la DHT [*H] (Rf.0.64), después, los pedazos de
silice se colocaron en viales en donde se les adicioné 5 mL de liquido de centelleo Ultima
Gold (packard) y finalmente se leyo la reactividad producida por la DHT [’H] en el
analizador de centelleo. La actividad de la enzima se calcul6 en base a los controles que se

incubaron en presencia unicamente de T [*H]. Cada experimento se realizé por duplicado.

Los resultados obtenidos para este ensayo mostraron que la actividad de la T+Finasterida
dio como ICs para la enzima prostatica humana un valor de 8.5x10” M, mientras que para
los compuestos evaluados la actividad fue muy leve y por lo tanto se concluye que no

tienen actividad.

3.2.5.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de la enzima 5a-
reductasa en vesiculas de hamster

Con la fraccion microsomal de vesicula seminal de los hamsteres previamente obtenida, se
realizo un estudio metabolico in vitro para conocer el posible efecto inhibidor del esteroide

sobre la enzima So-reductasa.

Se utilizaron diferentes concentraciones de los compuestos, Va-V{, y VII y de Finasterida
para obtener la concentracidn inhibitoria 50%, los compuestos se incubaron en presencia de
250 pg de proteina de microsmal de vesicula seminal y una mezcla de incubacion que
contenia: 2 mM de T [H], 2 mM de NADPH", 1 mM de ditiotreitol y una soluciéon
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amortiguadora 40 mM de fosfatos a pH=7.0. el bioensayo se incub6 durante una hora a una

temperatura de 37 °C con agitacion constante.

Ademas se prepard un control que contenia fraccion microsomal y T [°H] en la mezcla de
incubacion, sin inhibidor, en el cual corresponde al 100% de conversion. La incubacion
termind con la adicion de CH,Cl,, para después realizar las extracciones sucesivas a la
mezcla de reaccion con el mismo disolvente. La separacion de los productos tritiados T

[*H] y DHT [*H] se realiz6 por CCF, en un sistema de elucion cloroformo-acetona (9:1).

La region de la placa correspondiente a DHT [’H] (Rf=0.68) producto obtenido por la
transformacion de la T [*H] y DHT [H] en presencia de la enzima 5a-reductasa, se coloco

en viales con liquido de centelleo (Packard tri-carb 2100TR).

Para este ensayo el tratamiento de la T+Finasterida dio como ICsg para la enzima prostatica
de hamster un valor de 1.0x10® M, mientras que los compuestos evaluados no mostraron

una actividad apreciable asi que no son activos para esta enzima.

3.2.5.4. Ensayo de inhibicion de la enzima 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17f-
HSD)

Para realizar este ensayo se prepararon los tubos que contenian:

A*A [’H] (4nM), A*A —fria (174 uM), DMSO v las soluciones de los compuestos Va-Vf, y
VIL

Primero se dejo evaporar el solvente de las A*A [*H] (4nM), A*A —fria (174 uM) asi como

el del inhibidor (para que solo quedara en DMSO) por medio de un bafio de agua.

A cada tubo de ensayo se adicion6 10 pL de la solucion que contenia el buffer de fosfatos
(40mM) pH 7.5, 100 uL de DTT (ImM) y 100 pL de NADPH (25mM), finalmente se
adicion6 60uL de fraccion microsomal de prostata de cadaver humano con los que se dio

inicio a la reaccion.

Se incubaron a 37.5 °C con agitacion constante durante 30 minutos, pasado este tiempo se
agregaron 100 pL de diclorometano para detener la reaccion, se agitdé nuevamente en
vortex por 1 minuto, se centrifugd a 3700 rpm durante 5 min y se extrajo el diclorometano
(fase inferior), este se coloco en tubos conicos, donde posteriormente se adiciond 100 pL.
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de acetato de etilo , se agitd nuevamente en vortex por 1 min y se espero la separacion de
fases, se extrajo el acetato de etilo ( fase superior) se repitié el mismo procedimiento 5

veces y se coloco en el mismo tubo conico.

Se dej6 evaporar el solvente y se agregaron 100 pL de cloroformo —metanol (1:1) y se
aplicd gota a gota sobre una placa de cromatografia, el procedimiento se repitio 5 veces;
adicionalmente se aplicaron los estandares de A'A, T, DHT, 50A (Androstenediol) y
androstandiol y se dejo secar por 30 min. Se eluyd dos veces en un sistema cloroformo:

acetona (9:1).

Los estandares de T y de A*A se observaron bajo luz UV (A=254nm) y posteriormente se
revelaron con una solucion de 4cido fosfomolibdico en metanol al 8% y calor. Se marco y
cortd la zona de DHT y diol. La 5aA se revelé con KOH 2.5N: metadinitrobenceno 2%
(1:1) y calor.

Finalmente, los pedazos de silice se colocaron en viales en donde se les adicioné 10mL de
liquido de centelleo Ultima Gold (packard) y se determiné su ICso [nM]. Cada experimento

se realizo por duplicado.

Tabla 3.25. Resultados de inhibicion de la enzima 17p- hidroxiesteroide
deshidrogenasa




X e

uimicas

CAPITULO 3: DESARROLLO EXPERIMENTAL

53



N
Ciencias

CAPITULO 4: ANALISIS DE RESULTADOS Quimicas

CAPITULO 4
ANALISIS DE RESULTADOS
4.1. Parte Quimica

En la ruta sintética planteada en este trabajo se emple6 como materia prima la 33-hidroxi-5-
androsten-17-ona (I), ya que es un compuesto disponible comercialmente, con un costo
accesible, y es tomado como punto de partida en muchas sintesis de compuestos

esteroidales de interés farmacéutico.

Basandonos en estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion se obtuvieron
los datos de la caracterizacion de la materia prima por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas; ésta presenta en IR una banda mediana en 3425 cm™ caracteristica del
grupo -OH en C-3, en 2931 cm™ se observaron las bandas de alargamiento de metilos y
metilenos, se mostrd una banda fuerte en 1742 correspondiente al carbonilo de cetona en C-
17.

En RMN 'H se observan dos sefiales en forma simple (s) que integra cada una para tres
protones en 0.87 y 1.02 ppm correspondientes a los C-18 y C-19 respectivamente. También
se observo una sefial multiple (m) que integra para un protén en 3.51 ppm correspondiente
al proton de C-3. La sefial del hidrogeno en C-6 se observo a 5.37 ppm como un doblete

(d), este proton se encuentra acoplado a un proton vecino en C-7.

En RMN "C presenta una sefial a 221.15 ppm correspondiente al carbonilo de C-17, a
141.05 ppm y 120.89 ppm se observan las sefales correspondientes a los carbonos C-5 y
C-6 respectivamente. En 71.58 se observa la sefial correspondiente al carbono C-3, los
metilos de los carbonos C-18 y C-19 se observan a 13.53 ppm y 19.41 ppm

respectivamente.

En EM (FAB") se encuentra el ion molecular a 289 unidades y un pico base a 271 unidades

que indica la pérdida de agua (M'-H,0).

Como primer paso de sintesis se realizo una esterificacion de la 3B-hidroxi-5-androsten-17-
ona (I) en C-3 con el fin de aumentar la liposolubilidad del esteroide y asi facilitar el paso
de este por la membrana celular; la primera esterificacion se realizd con acido formico, y
reflujo por 6 horas, la segunda con anhidrido acético, piridina y agitacion por 1 hora, ambas
reacciones se llevaron a cabo utilizando el método de Fisher. Las demads esterificaciones se
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realizaron con DCC (diciclohexilcarbodiimida) y DMAP (4-N,N-Dimetilaminopiridina) y 4
acidos lineales diferentes (propidnico, butanoico, pentanoico, hexanoico), esta

esterificacion se llevo a cabo a temperatura ambiente por el método de Steglich.
Para estos compuestos esterificados se observaron los siguientes resultados:

En IR se vio la desaparicion de la sefial de 3425 cm™ y la formacién de una sefial fuerte

entre 1735 y 1740 cm™ caracteristica del carbonilo de éster.

En RMN 'H se observa una sefial multiple (m) entre 4.60 y 4.70 ppm correspondiente al
proton de C-3.

En RMN "°C se aprecia la aparicién de una sefial entre 160 y 175 ppm correspondiente al

carbonilo de éster en C-3.

En EM (FAB") se observa un pico de 271 unidades correspondiente a la pérdida del grupo

éster en de C-3.

Radical m/z:271
cation

cation radical
Figura 4.1. Fragmentos mas comunes para los esteroides con un éster en C-3

El siguiente paso en la ruta sintética fue la activacion de la posicion C-17 por medio de la
reaccion de Vilmeyer-Hack, donde se adiciona un atomo cloro en C-17 y formilo en C-16,
esta reaccion se llevd a cabo con POCIl; en DMF en atmosfera de N, el compuesto se

purifico por columna con un sistema de elucion 95:5 Hexano-Acetato de etilo.
Para estos compuestos IIla-IIIf se observaron los siguientes resultados:

En IR se observa la pérdida de la sefial correspondiente la cetona en C-17 y la aparicion de
una sefial entre 1665 y 1675 cm™ correspondiente al el carbonilo del formilo a-p

insaturado.
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En RMN 'H se observa una sefial simple (s) entre 9.93 y 9.99 ppm correspondiente al
protén de formilo en C-16.

En RMN "°C se observa la pérdida de la sefial correspondiente a la cetona en C-17 y la
aparicion de una sefial nueva correspondiente al carbonilo de aldehido de C-16 entre 188 y
188.2 ppm, también se observa una senal entre 161 y 162 ppm de C-17 unido al cloro y otra
sefal entre 140.10 y 140.33 ppm del C-16.

En los espectros de UV se observan un pico entre 260.85 y 260.99 correspondiente al
aldehido a-f insaturado en C-16.

En EM (FAB") se encuentran los iones moleculares para cada esteroide y se observa una
pérdida de 289 unidades correspondiente a pérdida del grupo éster en C-3 y al formilo en
C-16.

Para la siguiente reaccion de adicion de azol en C-17, esta reaccion no se podria efectuar
con un buen rendimiento debido a la poca susceptibilidad del halégeno a sufrir un
desplazamiento nucleofilico bimolecular, por esta razén se lleva a cabo la adicién de un
formilo en C-16, la presencia de este grupo activa el cloro por la resonancia formada entre
la doble ligadura en C-16 y el formilo permitiendo asi que el carbono en C-17 adquiera una
carga positiva que aumenta la electrofilia de esta posicion y como consecuencia de esto se

facilita el desplazamiento del Cl por un grupo azol.

Como primera adicion a C-17 se utilizd carbazol como heterociclo, obteniendo
rendimientos bajos aproximadamente del 30%, todos los compuestos finales [Va-IVfy VII

fueron caracterizados por espectroscopia y espectrometria:

En RMN 'H se observé la aparicion de las sefiales correspondientes a los protones
aromaticos (aprox. 7.5 ppm). Se observa que la sefial correspondiente al formilo se desplaza
a campo alto (aprox. 8§ ppm), esto debido al cono de proteccion que genera uno de los
anillos aromadticos del carbazol.

En RMN "C se observo igualmente la aparicion de los carbonos aromaticos entre 120 y
127 ppm aproximadamente.

En UV se pueden apreciar tres picos, uno en 245 nm correspondiente al aldehido en C-16

a-B insaturado, el otro a 288 nm del aldehido a-f insaturado en C-16 conjugado con un
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anillo aromatico del carbazol y uno en 341 nm correspondiente al aldehido a-f insaturado

conjugado con los anillos aromaticos del carbazol.

En EM (FAB") se observan los iones moleculares para los compuestos finales y se observa

un pico a 448 unidades correspondiente a la pérdida del éster en C-3.

Q) s

) \, .
)j\ Radical m/z:448

R (©)

cation

cation radical
Figura 4.2. Fragmento mas comun para un esteroide con un éster en C-3 y un grupo carbazol en C-17

La segunda adicion realizada a C-17 se llevd a cabo usando 1,2,4-triazol como heterociclo
aromatico, se obtuvieron como rendimientos promedio el 70%, todos los compuestos

finales Va-Vf'y VII se caracterizaron por espectroscopia y espectrometria:

En IR se observo una sefial entre 1596 y 1597 cm™ correspondiente al enlace C=N del

triazol.

En RMN 'H se observo la aparicion de las sefiales de los dos protones correspondientes al

triazol, dando cada uno una sefal simple (s) en 8.11 y 8.43 ppm.

En RMN "C se aprecio la aparicion de las sefiales para los dos carbonos pertenecientes al

triazol entre 143 y 152 ppm.

En UV se observod solo un pico correspondiente a la conjugacion del aldehido o-f

insaturado.

En EM (FAB") se observan los iones moleculares para los compuestos finales y se observa
un pico caracteristico a 251 unidades correspondiente a la pérdida del éster en C-3, el

formilo en C-16 y el grupo azol de C-17.
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4.2. Parte Bioldgica.

En la tabla 3.24. se observan los resultados para el ensayo in vitro para la inhibicion del
crecimiento en lineas celulares cancerosas para los compuestos IVa-IVf, Va-Vf, VI y VII
comparados con la DHEA, que fue el andrégeno utilizado como materia prima para las
sintesis, y el ketoconazol que hace afos era usado para combatir el cancer y afecciones
fingicas, presentando como efecto secundario el bloqueo de la produccion de cortisol, lo

que causo su descontinuacion como tratamiento contra el cancer.

Para los compuestos de carbazol no se observd actividad inhibitoria favorable,
posiblemente debido a la mala solubilidad que presentan éstos; a pesar de la poca actividad
reportada (figura 4.4) se observa una tendencia a inhibir la linea celular PC-3 (céncer de
prostata) y esto se debe muy posiblemente a que todos son derivados de la DHEA, una
hormona sexual masculina, el compuesto con mayor inhibicién fue el VI con un grupo
hidroxilo en C-3, debido a que este grupo mejora la solubilidad, por la formacion de

enlaces de hidrégeno en medio acuoso.

= PC-3
= MCF-7
® SKLU-1

c
2
2
2
=
£

)
o
X

Figura 4.4. Gréfica de resultados de pruebas in vitro para los compuestos finales de
carbazol (IVa-1Vf, V1) Vs % inhibicidn.
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En los compuestos que contienen el grupo 1,2,4-triazol en C-17 se observd un alto
porcentaje de inhibicion sobre las tres lineas de cancer evaluadas, corroborando que la

cadena lineal en C-3 le confiere una caracteristica lipofilica, permitiendo asi mejorar su

% PC-3
* MCF-7
' M SKLU-1
I I

Figura 4.5. Gréfica de resultados de pruebas in vitro para los compuestos finales de
triazol (Va-Vf, VII) Vs % inhibicion.

actividad.
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Debido a que los mejores resultados sobre lineas celulares se observaron en los compuestos
de triazol, se probaron para el ensayo de la enzima Sa-reductasa y para la 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa, obteniéndose como resultados una excelente inhibicion en

el segundo ensayo y ningun tipo de efecto inhibitorio en el primero.
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Figura 4.6. Gréfica de resultados de pruebas sobre la enzima 17p-HSD para los
compuestos finales de triazol (Va-Vf, VII) Vs % ICsy.

Existen dos rutas para la produccion de DHT, por medio de la transformacion de

Androstenediona a Testosterona, por efecto de la 178-HSD, con Sa-reductasa a DHT.

La segunda ruta es a partir de la Androstenediona que por medio de la Sa-reductasa se

transforma a So-androstandiona, la cual posteriormente se convierte a DHT por efecto de
la 17B-HSD.

oy o ‘ !'»1
gL }"2‘ 5
4§ " |
‘ 17-bets HED P
4-diora T
5-alfa reductasa 5-alfa reductasa
' ~
- ninr. y o ",H OH
¥ A
i ! 17-bats HED
& )
5-aifa diona DHT

Figura 4.7. Vias metabdlicas para la biosintesis de la DHT en la prostata.
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La inhibiciéon de la enzima 17B-HSD con los compuestos sintetizados es de gran
importancia, ya que al inhibir esta ruta se bloquean las dos formas de obtencion de DHT en
el organismo pero no se afecta la produccion de corticoides, disminuyendo asi la
probabilidad de efectos secundarios graves en el cuerpo y permitiendo la produccion
natural de Androstandiona (5a-diona) la cual es una hormona precursora de la Testosterona
y de Estrona; a diferencia de la Abiraterona (Zytiga ®), que, siendo el método de terapia
hormonal mas reciente en el mercado, bloquea al conjunto de enzimas llamadas CYP-17,

inhibiendo la produccién de corticoides.

Por medio del programa ChemDraw, se determind el parametro que describe la lipofilia de
los compuestos, éste se encuentra dado por el Log P (coeficiente de particion), este estudio
sirve para determinar la capacidad que tiene el esteroide de penetrar la membrana celular y
asi correlacionarlo con la actividad bioldgica. Para determinar la variaciéon se compararon
con el farmaco mas utilizado en el mercado (Finasterida) cuyo Log P es de 3.15, esperando

que los compuestos con Log P mas alto a éste sean mas activos.

En la tabla se muestran los resultados de la estimacion del pardmetro Log P obtenido para

los compuestos finales.
Tabla 4.1. Valores calculados de Log P para los compuestos finales sintetizados

No Compuesto LogP  No Compuesto Log P

IVa 1,95
Vb 2.06
Ve 2.72
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Ivd . LD 607 Vd 3.13
/\)J\OH
250
IVe ) LD 649 Ve 3.55
\/\J\o ‘6 ;
v
IVf ” 6.91 Vf 3.97
0o,
Vi 477 VI 1.83

En estos resultados se observa que para el ensayo de la Sa-reductasa es determinante que el
Log P sea posiblemente lo mas aproximado al de la Finasterida, para asi tener una
liposolubilidad o6ptima, mientras que para el ensayo de la 17B-HSD, segun los resultados

obtenidos, entre menor sea el Log P mejor sera la actividad de los compuestos sintetizados.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron catorce nuevos compuestos derivados de la deshidroepiandrosterona
como posibles antiandrogenos, para el tratamiento de la hiperplasia prostatica

benigna y/o el cancer de prostata.

Se logré la optimizacion de la ruta sintética y la purificacion de cada uno de estos

nuevos compuestos, obteniéndose rendimientos buenos y aceptables.

Todos los nuevos compuestos se caracterizaron por diferentes métodos

espectroscopicos (IR, RMN 'H, RMN"*C y espectrometria de masas).

Todos los compuestos con triazol evaluados sobre lineas celulares de cancer,
presentaron una alta inhibicion sobre las tres lineas utilizadas, mientras que los

compuestos que contenian carbazol no presentaron ningin tipo de actividad.

Se realiz6 la evaluacion bioldgica (in vivo) solo de la segunda serie de compuestos,
mostrando excelentes resultados de inhibicion sobre la enzima 17-hidroxiesteroide

deshidrogenasa, pero sin ningun tipo de efecto sobre la enzima 5a- reductasa.

El compuesto (3f)-formiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(Va), es un candidato ideal como antiandrogeno, ya que presenta una actividad
inhibitoria de 0.13 nM sobre la enzima 17B-HSD, siendo mucho que el farmaco de
seleccion en el mercado (Abiraterona) ya que no inhibe al CYP-17 permitiendo la

biosintesis de corticoides.

Los resultados de las pruebas in vivo aun se estan llevando a cabo, se esperan los

resultados para su correspondiente discusion.

La realizacion de este trabajo de investigacion aporta informacion importante para
la  continuacion de estudios sobre compuestos derivados de la
deshidroepiandrosterona para el disefio de nuevas moléculas contra el cancer de

prostata y/o la hiperplasia prostatica benigna.
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A.1. Espectros de (3p)-formiloxi-androst-5-en-17-ona (l1a).
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Figura A.1. Espectro de IR de la (3B)-formiloxi-androst-5-en-17-ona (Ila).
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Figura A.2. Espectro de RMN'H de la (3p)-formiloxi-androst-5-en-17-ona (Ila).
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Figura A.4. Espectro de masas de la (3f)-formiloxi-androst-5-en-17-ona (Ila).
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A.2. Espectros de (3p)-acetiloxi-androst-5-en-17-ona (I1b).
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Figura A.5. Espectro de IR de la (3pB)-acetiloxi-androst-5-en-17-ona (IIb).
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Figura A.6. Espectro de RMN 'H de la (3p)-acetiloxi-androst-5-en-17-ona (IIb).
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A.3. Espectros de (3p)-propionoiloxi-androst-5--en-17-ona (llc).
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Figura A.9. Espectro de IR de la (3B)-propionoiloxi-androst-5--en-17-ona (Ilc).
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A 4. Espectros de (3p)-butiroiloxi-androst-5-en-17-ona (11d).
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Figura A.13. Espectro de IR de la (3p)-butiroiloxi-androst-5-en-17-ona (I1d).
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Figura A.16. Espectro de masas de la (3f)-butiroiloxi-androst-5-en-17-ona (I1d).
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A.5. Espectros de (3p)-valeroiloxi-androst-5-en-17-ona (11e).
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Figura A.17. Espectro de IR de la (3B)-valeroiloxi-androst-5-en-17-ona (Ile).
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A.6. Espectros de (3p)-hexanoiloxi-androst-5-en-17-ona (l1f).
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Figura A.21. Espectro de IR de la (3B)-hexanoiloxi-androst-5-en-17-ona (IIf).
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Figura A.22. Espectro de RMN'H de la (3B)-hexanoiloxi-androst-5-en-17-ona (IIf).
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Figura A.23. Espectro de RMN ~C de la (3p)-hexanoiloxi-androst-5-en-17-ona (IIf).
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Figura A.24. Espectro de masas de la (3p)-hexanoiloxi-androst-5-en-17-ona (IIf).
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A.7. Espectros de (3p)-formiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (l11a).
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Figura A.25. Espectro de UV de la (3p)-formiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.26. Espectro de IR de la (3pB)-formiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.28. Espectro de RMN'*C de la (3p)-formiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.29. Espectro de masas de la (3p)-formiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno
A.8. Espectros de (3p)-acetoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I111b).
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Figura A.30. Espectro de UV de la (3B)-acetoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I1Ib).
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Figura A.32. Espectro de RMN'H de la (3p)-acetoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IIIb).
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Figura A.33. Espectro de RMN'*C de la (3p)-acetoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IIIb).
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A.9. Espectros de (3p)-propionoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (l11c).
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Figura A.35. Espectro de UV de la (3B)-propionoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I1lc).
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Figura A.36. Espectro de IR de la (3B)-propionoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IIlc).
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A.10. Espectros de (3p)-butiroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (111d).
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Figura A.40. Espectro de UV de la (3B)-butiroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I11d).
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Figura A.42. Espectro de RMN'H de la (3p)-butiroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I11d).
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A.11. Espectros de (3p)-valeroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (l1le).
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Figura A.45. Espectro de IR de la (3pB)-valeroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IlIe).
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Figura A.46. Espectro de IR de la (3B)-valeroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (Ille).
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Figura A.47. Espectro de RMN'H de la (3p)-valeroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IIIe).
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Figura A.48. Espectro de RMN'*C de la (3p)-valeroiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (Ille).
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A.12. Espectros de (3p)-hexanoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (I11f).
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Figura A.50. Espectro de UV de la (3p)-hexanoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IIIf).
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Figura A.53. Espectro de RMN"C dela (3 B)-hexanoiloxi-17-cloro-16-formilandrosta-5,16-dieno (IIIf).
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A.13. Espectros de (3p)-formiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(1va).
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Figura A.55. Espectro de UV de la (3p)-formiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.56. Espectro de IR de la (3B)-formiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (IVa).
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Figura A.58. Espectro de RMN"C de la (3p)-formiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(IVa).
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Figura A.59. Espectro de masas de la (3p)-formiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
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A.14. Espectros de (3p)-acetoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-
dieno- (1Vb).
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Figura A.61. Espectro de IR de la (3f)-acetoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (IVb).
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A.15. Espectros de (3p)-propionoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-

dieno (IVc).
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Figura A.65. Espectro de UV de la (3f)-propionoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.66. Espectro de IR de la (3B)-propionoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.67. Espectro de RMN'H de la (3p)-propionoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-
dieno (IVc).
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A.16. Espectros de (3B)-butiroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-
dieno (1\d).
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Figura A.70. Espectro de UV de la (3p)-butiroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(IVd).
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Figura A.71. Espectro de IR de la (3B)-butiroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (IVd).
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A.17. Espectros de (3B)-valeroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-

dieno (IVe).
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Figura A.75. Espectro de UV de la (3p)-valeroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(IVe).
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Figura A.76. Espectro de IR de la (3B)-valeroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (IVe).
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Figura A.79. Espectro de masas de la (3p)-valeroiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(IVe).

A.18. Espectros de (3B)-hexanoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-

dieno (IVf).
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Figura A.80. Espectro de masas de la (3B)-hexanoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

1vo).
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Figura A.81. Espectro de IR de la (3)-hexanoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.82. Espectro de RMN'H de la (3B)-hexanoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
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Figura A.83. Espectro de RMN"’C de la (3p)-hexanoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-
dieno (IVT).
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Figura A.84. Espectro de masas de la (3B)-hexanoiloxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
Ivo).
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A.19. Espectros de (3p)-hidroxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(V).
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Figura A.86. Espectro de IR de (3f)-hidroxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VI).
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Figura A.87. Espectro de RMN'H de (3p)-hidroxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VI).
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Figura A.88. Espectro de RMN'*C de (3B)-hidroxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VI).
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Figura A.89. Espectro de masas de (3f)-hidroxi-17-(1H carbazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VI).

A.20. Espectros de (3p)-formiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(Va).
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Figura A.90. Espectro de UV de (3)-formiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Va).
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Figura A.91. Espectro de IR de (3B)-formiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Va).
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A.21. Espectros de (3p)-acetiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(Vb).
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Figura A.95. Espectro de UV de la (3p)-acetiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vb).
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Figura A.96. Espectro de IR de (3pB)-acetiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vb).
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Figura A.97. Espectro de RMN'H de (3p)-acetiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vb).
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A.22. Espectros de (3B)-propionoiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-
dieno (Vc).
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A.23. Espectros de (3p)-butiroiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(vd).
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Figura A.105. Espectro de UV de (3B)-butiroiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vd).
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Figura A.106. Espectro de IR de (3p)-butiroiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vd)
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A.24. Espectros de (3p)-valeroiloxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno
(Ve).
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121



Ciencias
ANEXOS

Quimicas

100.0

95
344212

43015
90
3313.83

83203 631.01
80 3135.88 758.76
3110.90 1
91639 737.04

81752
902.53 719.16
1339.58 855.35 674.45

1308.01 989.21

110754
£0 109518

1461.19 108251 |948.82
102726
1500.62 1205144 1007.53
% 1368.74 194605 97269
%T
5 127761 113367
. [ 1249.07
123527
1225.16
35 2867.23 1 143237

161582 117268
N |
25 295540

293020 16053

1728.38

0 H

0.0

1000 800 600 400.0
2000 1800 1600 1400 1200
4000.0 3600 3200 2800 2400 0 i
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A.25. Espectros de (3p)-hexanoiloxi-17-(1H-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(V).
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Figura A.115. Espectro de UV de (3p)-hexanoiloxi-17-(1H-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (V).
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Figura A.116. Espectro de IR de (3f)-hexanoiloxi-17-(1H-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vf)
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Figura A.119. Espectro de masas de (3f)-hexanoiloxi-17-(1H-triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (Vf)

A.26. Espectros de (3p)-hidroxi--17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno

(VI1).
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Figura A.120. Espectro de UV de (3p)-hidroxi--17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VII).
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Figura A.121. Espectro de IR de (3B)-hidroxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VII).
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Figura A.122. Espectro de RMN'H de (3f)-hidroxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VII).

127



7]

Ciencias
ANEXOS Quimicas
1000
= 1000
O |
o ° - s 9 e N ‘
< a B m [ o w0 N
& o 2on =R = N
n 8 % 5 (LN | 600 CHa -o00
| 1 |
+400 oH
2 N\ Fs00
+200 0
. Il i il AL h Lo
HO F700
T T T T T T -
55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)
600
o 4
o [
2 &
1 o - 2 500
2 o
f\’i ~
o i
n
400
B e
ol
ut
@ a 300
I
|
m
0
2 200
o
100
EJ o
F-100
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura A.123. Espectro de RMN"C de (3 B)-hidroxi-17-(1H triazol-1-il)-16-formilandrosta-5,16-dieno (VII).
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