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El uso de antiandrégenos esteroidales ha tomado mucha importancia en el
tratamiento del cancer de préstata y de la hiperplasia prostatica benigna, dos
enfermedades que afectan a la poblacibn masculina de edad avanzada; ya que se
ha demostrado que estas condiciones estan relacionadas con la dependencia de
andrégenos. El andrégeno mas potente es la dihidrotestosterona, la cual se
obtiene a partir de la reduccion de la testosterona por accion de la enzima 5a-
reductasa.

RESUMEN

Los derivados del ndcleo del pregnano se han perflado como candidatos
prometedores en la busqueda de nuevos compuestos inhibidores de la enzima 5a-
reductasa. Asi, en este trabajo se realiz6 la sintesis de 8 nuevos derivados
pregnanicos, partiendo del acetato de 16-deshidropregnenolona, la cual se
sometid0 a una serie de reacciones: epoxidacion, oxidacion, deshidratacion,
desacetilacion y finalmente una esterificacion con diferentes derivados del acido
cindmico para obtener asi la nueva serie de 33-cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-
dionas con grupos electro-donadores y electro-aceptores en la posicién para del
cinamato, para los cuales se presentan por primera vez sus propiedades fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas.

Se evidencio que la epoxidacidn es estereoselectiva, y utilizando los experimentos
de RMN se pudieron diferenciar las sefiales de los dos estereoisdémeros formados
y calcular su proporcién. Ademas en los productos finales se pudo observar un
desplazamiento poco convencional para uno de los hidrogenos en posicion 12,
debido a la orientacion y el efecto anisotropico del grupo carbonilo en la posicion
20; con lo cual se pudo corroborar al analizar los espectros bidimensionales de los
intermediarios, que la disposicion transoide es la preferida para todos los
compuestos sintetizado es este trabajo

Los resultados de actividad bioldégica mostraron que solo el compuesto sin
sustituyente en el anillo aromatico resulté activo en las pruebas in vitro con una
actividad comparable al farmaco de referencia y en la prueba in vivo del diametro
del 6rgano del flanco resultd ser mas activo que el farmaco de referencia; los
demés compuestos no mostraron actividad significativa.

Xii
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1. INTRODUCCION

La Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) y el cancer de préstata constituyen en la
actualidad dos enfermedades uroldgicas comunes entre la poblacion masculina de
edad avanzada. Con respecto al cancer de prostata, se ha identificado como la
segunda causa principal de muerte por cancer en los hombres, después del
cancer de pulmon.

En México, segun datos del INEGI; en el 2011 el cancer de préstata fue la primera
causa de muerte en hombres con un 16.9%, seguida del cancer de bronquios y
pulmoén con un 12.8%.

Al analizar las tasas de mortalidad por cancer de préstata en México, se aprecia
un incremento notable con la edad, para los hombres entre 65 a 74 afos el indice
de mortalidad por esta enfermedad es de 69 por cada 100 mil hombres, el cual
incrementa a 180 defunciones para el intervalo de 75 a 79 afos y se duplica a
partir de los 80 afos.

PROSTATA
i TUMOR

Figura 1. Préstata sana y afectada por un tumor

Para este tipo de padecimientos se han desarrollado farmacos esteroidales y no
esteroidales; sin embargo, los farmacos esteroidales han tenido mayor impacto en
las dltimas décadas, ya que estas enfermedades estan intimamente asociadas
con la dependencia de andrégenos, especialmente de dihidrotestosterona, la cual
es producida a partir de testosterona por accion de la enzima 5a-reductasa.
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Introduccican

Es asi como en este trabajo se describe la sintesis y evaluacion bioldgica sobre la
enzima 5a-reductasa de una nueva serie de 8 derivados esteroidales basados en
el esqueleto del pregnano en los cuales se incorporan en la posicién 3 ésteres

derivados del acido cinamico.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Prostata

La prostata es una glandula del tamafio de una nuez, situada en la parte inferior
de la vejiga, atravesada por la uretra (uretra prostatica) y los conductos
eyaculadores (Fig. 2). La prostata fabrica un liquido blanquecino que nutre y
protege a los espermatozoides. Entre los componentes de la secrecion prostatica,
destaca la fosfatasa alcalina, la cual aumenta con los tumores prostaticos.

Vesicula
seminal

Prostata

Uretra %/// (\\\\».

Conducto

("/ ,‘// @ Q\\, / deferente
Pene — b f\ , x‘ —— Epididimo
?I \\2/; Testiculo

Figura 2. Aparato reproductor masculino

El interés médico de esta estructura se debe al riesgo de padecer cancer de
prostata a partir de los 55 afios. Con esta enfermedad la morfologia de la glandula
cambia a irregular y endurecida. Ademéas, a partir de edades medianas
experimenta un aumento de tamafio benigno; la llamada Hiperplasia Prostética
Benigna (HPB).!

2.2. Hiperplasia prostética benigna (HPB)

La HPB es una enfermedad comudn en el hombre. A los 60 afios de edad un 50%
de los varones presentan hallazgos microscopicos de HPB y se estima que el 90%
lo sufre a los 85 afios. Es una enfermedad lentamente progresiva y su
sintomatologia puede fluctuar en el tiempo.? Se define como un aumento de la
glandula prostéatica.® Los sintomas del tracto urinario inferior son causadas por la
interferencia con la funcién del esfinter muscular y obstruccién del flujo de orina a
través de la uretra prostatica.*
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La causa de la HPB no esta bien definida. Diversos estudios la relacionan a una
proliferacion de las células prostaticas que deriva de una disminucion de la
proporcion testosterona/estrégenos; produciéndose un aumento en la tasa de
conversion de testosterona a dihidrotestosterona (DHT) por la 5a-reductasa y la
acumulacion de DHT favorece la proliferacion de las células y, por ultimo, la
hipertrofia de la glandula.? Estudios de otros factores de riesgo han mostrado
resultados contradictorios; pero se han propuesto la obesidad, hipertension y
diabetes como factores de riesgo. La vasectomia y la actividad sexual no han
mostrado tener influencia.’

Antecedentes

La eleccién del tratamiento apropiado se basa en la severidad de los sintomas, en
que tanto afectan el estilo de vida del paciente y en la presencia de cualquier otra
condicion médica. En general, la primera etapa del tratamiento incluye un control
del paciente, llamado, terapia expectante, en la cual se observa la evolucion de la
enfermedad. Las opciones de tratamiento incluyen: uso de diferentes
medicamentos y diversos tipos de cirugia.’

* Medicamentos

Bloqueadores al: La terapia actual puede incluir el uso de bloqueadores al, los
cuales también son utilizados en el tratamiento de la hipertension arterial. La
funcidon de estos compuestos (Fig. 3) es relajar los muasculos del cuello de la
vesicula y facilitar la miccion; dos tercios de las personas tratadas con estos
blogueadores manifiestan mejoria de los sintomas.
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NH,

Figura 3. Estructura de los bloqueadores  al
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Otro tipo de medicamentos son los inhibidores de la enzima 5a-reductasa, de los
cuales se profundizara en un apartado posterior.

» Cirugia

La cirugia se aconseja generalmente en los casos con sintomas de incontinencia,
hematuria recurrente, retencidon urinaria e infecciones urinarias recurrentes. La
eleccion del tipo de procedimiento quirdrgico se basa en la severidad de los
sintomas y el tamafio y forma de la prostata.

2.3. Cancer de prostata

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 céancer que comienza en las células glandulares es
adenocarcinoma.’

Los adenocarcinomas de prostata se consideran tumores genitales masculinos y
ocurren principalmente en hombres de avanzada edad; este adenocarcinoma es
extremadamente raro en hombres menores de 30 afios.?

El cancer de prostata tiene la prevalencia mas alta que cualquier cancer no
cutaneo en el cuerpo humano, la probabilidad de focos neoplasicos dentro de la
prostata es similar en hombres de todo el mundo, independiente de la dieta,
ocupacion, estilo de vida u otros factores. Esencialmente todos los hombres con
andrégenos circulantes desarrollaran cancer de prostata microscopico si viven lo
suficiente.

Determinar qué hombres estdn en mayor riesgo de desarrollar cancer de préstata
ha sido un gran problema; identificar qué factores influyen en el desarrollo de esta
enfermedad es de mucha importancia para los esfuerzos de salud publica.*

Es asi como muchos estudios se han enfocado en determinar dichos factores de
riesgo, aunque en algunos casos no esta clara la asociacion de estos factores con
la posibilidad de desarrollar cancer de préstata.

2.3.1. Factores de riesgo
 Edad

El cancer de prostata esta estrechamente relacionado con la edad, rara vez
aparece antes de los 40 afos, y por lo general es identificado en los hombres
alrededor de los 70 afos. Esta vinculacion extraordinaria con la edad sugiere que

5
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el cancer de préstata puede resultar de la acumulacion de dafio genético, quizas
debido a estrés oxidativo o de otros factores enddgenos o exdgenos.

e Historial familiar

La historia familiar se asocia de forma significativa con el riesgo de cancer de
préstata en estudios epidemioldgicos.’ Una caracteristica de los carcinomas
hereditarios es la combinacion de diferentes tipos de cancer en una familia,
causados por una sola mutacién de un gen con susceptibilidad al cancer.®

Se ha demostrado una considerable elevacion en el riesgo de desarrollar cancer
de prostata en aquellos hombres con un pariente de primer o segundo orden
afectado por esta enfermedad; ademas, cuanto mas genéticamente cercano es el
hombre al pariente afectado y mayor el nimero de miembros de la familia
afectados, el riesgo de desarrollar carcinoma de prostata se incrementa
considerablemente.™

* Raza

Las mayores tasas de incidencia de cancer de préstata en el mundo se
encuentran entre los hombres afroamericanos, que tienen un mayor riesgo que los
hombres blancos americanos. Sin embargo, las diferencias raciales pueden
reflejar diferencias en el acceso a la atencion, las diferencias en el proceso de
toma de decisiones en cuanto a si se debe buscar atencion meédica y el
seguimiento de la misma; ademas de la variacion polimorfica.

* Dieta

Una amplia variedad de factores dietéticos han sido implicados en el desarrollo del
cancer de proéstata. EI consumo de grasa, especialmente de grasa poliinsaturada,
muestra una fuerte correlacion positiva con la incidencia de cancer de prostata y la
mortalidad.”

2.3.2. Diagnéstico y tratamiento

La mayoria de los canceres de prostata se detecta primero mediante la prueba
sanguinea del antigeno prostatico especifico (PSA) o el examen digital rectal. Por
lo general, los canceres de préstata en etapas iniciales no causan sintomas, en
cambio, los canceres avanzados se pueden detectar debido a los sintomas que
causan. Si de acuerdo con las pruebas de deteccion o los sintomas se sospecha
cancer, el diagnostico definitivo solo se puede hacer mediante una biopsia de la
prostata.
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Una vez que se haya diagnosticado y determinado la etapa del cancer, las
opciones de tratamiento pueden incluir: terapia expectante o vigilancia activa,
cirugia, radioterapia, criocirugia, quimioterapia o terapia hormonal.” Esta ultima
estrategia de tratamiento es en la que esta enfocada este trabajo; por lo cual se
profundizara en algunos detalles.

2.3.3. Terapia hormonal

Han pasado mas de 60 afios desde que Huggins y Hogges publicaron su trabajo
“The Effect of Castration, of Estrogen, and of Androgen Injection on Serum
Phosphatases in Metastatic Carcinoma of the Prostate”.*? Estos investigadores
fueron los primeros en mostrar que la paliacién de la enfermedad se podria lograr
con la manipulacion hormonal. Los resultados de este trabajo se convirtieron en el
punto de partida para el desarrollo de la terapia hormonal. En el tratamiento del
cancer avanzado de proOstata hay un creciente interés en la terapia hormonal
temporal antes de la prostatectomia radical definitiva o la irradiacién.*®**

Algunos de los métodos desarrollados son:
* Orquiectomia (Castracion)

Consiste en la extirpacién de los testiculos, que son la principal fuente de
testosterona, ya que alli se sintetiza aproximadamente el 90% de la misma,
mientras que el 10% restante es sintetizado por las glandulas suprarrenales.’® En
general, es un procedimiento quirdrgico muy seguro, aunque puede haber
complicaciones menores como sangrado o infeccion, que también se pueden
encontrar en otro tipo de cirugias. Los efectos secundarios pueden consistir en
pérdida de la libido, impotencia y sofocos. El mayor inconveniente de la
orquiectomia sigue siendo el aspecto psicoldgico.

» Estrégenos

Los estrogenos ejercen su efecto principalmente por retroalimentacion negativa,
es decir, actuando sobre el hipotdlamo para suprimir la liberacion de LHRH
(Hormona Liberadora de la Hormona Luteinizante), lo que resulta en la supresion
de la LH (Hormona Luteinizante) de la pituitaria anterior y por ende de
testosterona.

* Agonistas de LHRH

La hormona liberadora de la hormona Luteinizante también es conocida como
hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH).'® Este tipo de compuestos produce
una super-estimulaciéon de la pituitaria.’® La regulacién a la baja de los sitios
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receptores en la hipdfisis anterior conduce a una caida en la produccion de LHRH.
Con el uso de un agonista de LHRH hay un aumento transitorio inicial de la
testosterona, que puede dar lugar a un empeoramiento de los sintomas durante
los primeros dias de la terapia.

Antecedentes

* Antiandrégenos

Antes de explicar la funcidon de los antiandrégenos, es importante mencionar
algunos aspectos de los andrégenos.

Los androgenos son hormonas esteroidales derivadas del androstano (nucleo de
19 atomos de carbono) que regulan un amplio espectro de funciones, tales como
la diferenciacion, desarrollo y crecimiento de los 6rganos reproductivos masculinos
asi como el mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias.’

Los androgenos son necesarios para el crecimiento normal y actividades
funcionales de la préstata. La produccién de androgenos esta regulada por el eje
hipotadlamo-hipdfisis-gonadal. La GnRH es secretada por el hipotalamo en pulsos,
estimulando de este modo la secrecion de LH de la glandula pituitaria, LH acttua
sobre las células de Leydig en los testiculos para iniciar la produccion de
andrégenos. En los hombres el principal andrégeno circulante es la testosterona.®

La esteroidogénesis comienza con la escision irreversible de una cadena de 6
carbonos a partir del colesterol, produciendo la pregnenolona por accion del
citocromo P450scc (enzima de escision de cadena lateral, CYP11A1), luego otra
serie de enzimas convierten la pregnenolona en otros esteroides de 21 carbonos
(incluyendo las progestinas, los glucocorticoides y mineralocorticoides), esteroides
de 19 carbonos (androstanos) y esteroides de 18 carbonos (estr6genos),
(Esquema 1).*°

En la prostata, la testosterona es convertida al androgeno mas potente, la
dihidrotestosterona (DHT) por accion de la enzima 5a-reductasa; tanto la
testosterona como la DHT pueden unirse al receptor de andrégenos (AR) en el
nacleo. Sin embargo, la DHT forma un complejo receptor-ligando mas estable y es
de 3 a 10 veces mas potente. Una vez que el AR se une a los andrégenos, entra
en un estado activo. La principal funcion del AR es inducir el crecimiento de las
estructuras urogenitales masculinas. Los andrégenos juegan un papel importante
en la carcinogénesis del cancer de préstata, en especial la DHT.®
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Esquema 1. Esteroidogénesis resaltando las enzimas CYP17A1, SRD5A y n B-HSD

La funcion de los antiandrogenos es principalmente suprimir el papel de la DHT; al
observar el esquema 1, se puede ver que hay mdultiples opciones de inhibir la
produccién de la misma. Algunos trabajos se han enfocado en la inhibicién de la
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interaccion entre la DHT y el receptor de andrégenos;?*® usando antiandrégenos
tanto esteroidales,?* como no esteroidales (Fig. 4).%

Ciproterona R=H

. Oxendolona
Acetato de ciproterona R = Ac Espironolactona

O,N O2N

2 o o

R /[(
F4C N FsC N™ “NH
H
(0]
FlutamidaR = H Nilutamida

Hidroxiflutamida R = OH

Figura 4. Antiandrégenos esteroidales y no esteroid ales

De igual manera, se ha buscado inhibir la accibn de la enzima 1783-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD);**** y la enzima CYP17A1.°% Uno
de los inhibidores de la CYP17ALl es la Abiraterona como alcohol libre o en forma
de acetato (Fig. 5). El problema del uso de este compuesto es su baja
especificidad, ya que ademas inhibe a la 17-hidroxilasa y no sélo a las 17,20-liasa,
lo cual elimina el cortisol y provoca un aumento de la hormona adenocorticotropica
con el consiguiente aumento de desoxicorticosterona y corticosterona, imitando los
efectos observados en familias con mutaciones de inactivacion de CYP17A1
congénitas. El déficit de cortisol puede provocar disminucion de la presion
sanguinea y el rendimiento cardiaco, ademas, niveles elevados de precursores de
corticosterona que tienen propiedades de mineralocorticoides pueden puede
provocar hipocalemia, hipertensién y retencién de liquidos. Para prevenir los
efectos secundarios, se utilizan dos estrategias: (i) la administracion de
glucocorticoides exdgenos para evitar el aumento de la hormona
adenocorticotropica y (ii) la administracion de antagonistas de los receptores
mineralocorticoides.
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Abiraterona R =H
Acetato de abiraterona R = Ac

Figura 5. Estructura general de la abiraterona

Teniendo en cuenta los inconvenientes de la inhibicion de la 17a-hidroxilasa, hay
un interés considerable en el desarrollo de nuevos inhibidores de CYP17Al
especificos para la 17,20-liasa; se ha encontrado un grupo de compuestos entre
los que sobresalen el orteronel (TAK-700) el cual inhibe la actividad de la 17,20-
liasa 5.4 veces mas que la 17a-hidroxilasa y la galeterona (Fig. 6), la cual alcanza
una actividad inhibitoria 60 veces mayor para la 17,20-liasa sobre la 17a-
hidroxilasa, ademas esta ultima también inhibe al receptor de androgenos y a la
enzima 5a-reductasa.®

HO% v
i L ™
N
O

Orteronel

Galeterona

Figura 6. Nuevos inhibidores de la CYP17A1

Recientemente, se ha incorporado al arsenal de antiandrégenos, la enzalutamida,
la cual fue seleccionada de una amplia biblioteca de compuestos para el desarrollo
clinico debido a su alta afinidad con el AR. La enzalutamida fue aprobada para ser
usada en el tratamiento contra el cancer de préstata resistente a castracion
(CRPC),* ya que, a pesar de que los pacientes muestren una excelente respuesta
inicial al alguno de los tratamientos mencionados anteriormente, en algunos
casos, después de 2 — 3 afios se produce una recaida con la aparicion del CRPC.
El tratamiento para esta afeccién ha estado limitado al uso del docetaxel,*’ y en
otros casos a la abiraterona.”®

11
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La introduccién de la enzalutamida (Fig. 7) ha resultado promisoria ya que este
nuevo compuesto ha demostrado, ademas de su alta afinidad con el AR, una
actividad antitumoral significativa contra el cancer de prostata metastatico
resistente a la castracion, mostrando asi que es efectivo independientemente del
estado del tumor;?® también, el tratamiento con enzalutamida, a diferencia de la
Abiraterona, no requiere de la administracion de glucocorticoides.

Antecedentes
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Figura 7. Estructura de la enzalutamida

En nuestro grupo de investigacion el trabajo se ha centrado en la inhibicion de la
enzima 5a-reductasa (SRD5A); por lo cual se ahondara sobre esta en el siguiente
apartado.

2.4. Enzima 5a-reductasa

La enzima 5a-reductasa es una enzima NADPH dependiente, su funcion es
catalizar la reduccion irreversible y estereoselectiva de testosterona a
dihidrotestosterona (Esquema 2). El mecanismo de esta transformacion empieza
con la formacién de un complejo entre la enzima y el cofactor NADPH,;
posteriormente la testosterona se une a este complejo. Una vez unida, se realiza
una transferencia regio y estereoselectiva de un hidruro del cofactor a la posicion 5
de la testosterona. El enolato formado libera la DHT por tautomerismo ceto-endlico
regenerando el complejo, como 5a-reductasa-NADP”, y finalmente la enzima se

regenera liberando al cofactor oxidado NADP™.*°

S i e

Enz H En

T
T

+
Enz Enz

Testosterona 5a-Dihidrotestosterona
Esquema 2. Mecanismo de accién de la enzima 5 a-reductasa

Existen 3 isoformas de esta enzima, codificadas como SRD5A1, SRD5A2 y
SRD5A3. La de tipo | consta de 259 aminoé&cidos y se expresa en la piel y el
higado. La de tipo Il consta de 254 aminoacidos y predomina en la préstata.®! La
de tipo Il consta de 318 aminoacidos, la homologia entre las isoenzimas | y Il es
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de aproximadamente 47% mientras que entre | y Ill es de 19% y de 20% entre Il y
1112 A continuacién se muestra una tabla comparativa entre las 3 isoformas de
esta enzima.

Tabla 1. Comparacion entre las 3 isoformas de laen  zima 5a-reductasa

Caracteristicas Isoenzima | | Isoenzima Il | Isoenzima IlI
No. De Aminoécidos 259 254 318

pH éptimo 50-55 6.0-7.0 6.5-6.9
Peso molecular (KDa) 29.5 28.4

Gen responsable 5p15 2p23 4912

En muchos trabajos se reporta que en el cancer de prostata la expresion de la
isoenzima tipo | incrementa y la tipo Il disminuye en comparacion con la prostata
sana y la HPB. Recientemente se demostré que la expresién de la isoenzima tipo
[l se aumenta en cancer de prostata y mas importante adn, en cancer de prostata
resistente a castracion.>***

2.4.1. Inhibiendo a la enzima 5 a-reductasa

Una gran cantidad de inhibidores de la enzima 5a-reductasa han sido descritos,
pero son los inhibidores de tipo esteroidal los que han repercutido con mayor
fuerza ya que han mostrado actividad inhibitoria importante.®*=° Entre estos,
sobresale la finasterida (Proscar ®) (Fig. 8). La cual ha mostrado ser un potente
inhibidor de esta enzima;*>** Sin embargo, la administracién de este compuesto
ha mostrado efectos secundarios como disminucion de la libido y del volumen de
eyaculacién.*

(@) N™ 2
HH

Figura 8. Estructura de la finasterida (Proscar )
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Es por esto que diferentes trabajos se han enfocado en la busqueda de nuevos
derivados esteroidales que puedan inhibir a esta enzima sin provocar efectos
secundarios tan importantes. Entre los diferentes ndcleos estudiados, sobresalen
los derivados del pregnano (Fig. 9); debido a que ya se ha reportado que estos

y en especial se ha demostrado la
47-49

presentan actividad anticancerigena;**™°

actividad contra la enzima 5a-reductasa.

Figura 9. Nucleo del pregnano

Es asi como teniendo como referencia el trabajo realizado por Alejandra Chavez,*
en el cual se incorporan derivados del acido benzoico en la posicion 3 de un
sistema basado en el esqueleto del pregnano, en este trabajo se propone el uso
de la estrategia de vinilogos,>® incorporando derivados del 4cido cindmico en esta
misma posicion para asi comparar el efecto de la insercion de un nuevo doble
enlace en los compuestos previamente sintetizados.

La estrategia de vinilogos es una de las metodologias utilizadas en la optimizacion
de la interaccion de farmacos con su receptor, se basa en la idea de que si se
tiene un farmaco con 2 puntos importantes de union al receptor, al alargar la
distancia entre estos dos sitios, es posible mejorar la actividad biolégica, siempre y
cuando el receptor lo permita.”® Los resultados de este trabajo, aportaran
informacion importante sobre los requerimientos estéricos del sitio activo de la
enzima 5a-reductasa.

Ademés, es importante resaltar que diferentes sistemas derivados del acido
cinamico han mostrado tener una actividad anticancerigena importante,®*~>* pero
son pocos los reportes en la literatura especializada que describen la fusion de
estos dos sistemas,”*® por lo cual la sintesis de estos hibridos resulta de gran
interés para conocer aun mas los requerimientos estructurales para el disefio de
nuevos inhibidores de la enzima 5a-reductasa.

14
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3. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta la importante actividad biol6égica mostrada por los derivados
del pregnano en trabajos anteriores, se espera que utilizando la estrategia de
vinilogos, funcionalizando la posicion C-3 con derivados del acido cinamico se
obtenga informacion importante sobre los requerimientos espaciales del sitio
activo de la enzima 5a-reductasa.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Sintetizar una nueva serie de compuestos esteroidales basados en el esqueleto
del pregnano con una funcion éster en C-3 con derivados del acido cindmico
utiizando una secuencia la secuencia de reaccion: epoxidacion, oxidacion,
deshidratacion, desacetilacion y esterificacion con el fin de analizar la influencia de
la elongacién del sustituyente en C-3 en la actividad inhibitoria sobre la enzima 5a-
reductasa.

4.2. Objetivos Especificos

 Epoxidar el enlace doble en 5,6 del acetato de 16-
deshidropregnenolona para asi acceder al 3B-acetoxi-5¢,6¢-
epoxipregna-16-en-20-ona 2.

* Oxidar el compuesto 2 en 5,6 para obtener el derivado 3f-acetoxi-5¢-
hidroxipregna-16-en-6,20-diona (3).

» Sintetizar el intermediario 33-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4),
por medio de una deshidratacion en 4,5.

» Desacetilar el hidroxilo en C-3, para llegar a la 33-hidroxipregna-
4,16-dien-6,20-diona (5).

» Preparar los 8 productos finales 6a-h esterificando con derivados del
acido cindmico en la posicion 3.

» Purificar y caracterizar todos los intermediarios y productos finales
utiizando las técnicas espectroscopicas y espectrométricas
convencionales.

» Evaluar la actividad inhibitoria de los compuestos sintetizados sobre
la enzima 5a-reductasa.

15
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Parte Experimental

5. PARTE EXPERIMENTAL

El componente experimental del presente trabajo consta de 2 partes. En la primera
parte se describe la sintesis y caracterizacion de los intermediarios y productos
finales sintetizados empleando la metodologia mostrada en el Esquema 3. La
segunda parte muestra la metodologia utilizada para hacer los ensayos in vitro
sobre la enzima 5a-reductasa de humanos e in vivo en hamsteres castrados
usando los ensayos sobre el organo del flanco, la prostata y las vesiculas
seminales.

(@) O (0]
mCPBA CrO3MH,0
—_— —_— >
CH,Cl, Acetona
AcO 88%  AcO 67% aco
(6] (e} 3
1 2 o =
sSocCl,
Py
58%
(e} O
NaOH
-
MeOH
HO 5 88% AcO 4
(6] (6]
DCC/
X OH | DMAP/ o R:a) H
R 58 - 88% ¢)cl
d) Br

0 e) CHz

f)CF,

O/\)\O g) CHO

R 0 h) OCHj
6

Esquema 3. Ruta sintética propuesta para accedera  los compuestos 6a-h

5.1. Parte quimica

Los reactivos empleados en las diferentes reacciones fueron de grado para
sintesis de las marcas Aldrich y J.T. Baker. Los disolventes utilizados en las
reacciones, recristalizaciones y como mezcla de eluyentes en las purificaciones
por cromatografia de columna fueron de la marca Quimica Barsa.
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El control del curso de las reacciones se realiz6 por cromatografia de capa fina
sobre cromatoplacas de gel de silice 60GF254 de Merck, las cuales se revelaron
en una cdmara UV-Vis marca Spectroline Model CM-10 a la longitud de onda de
254 nm o utilizando como revelador una solucion de CoCl; al 2% en HSO,4 2N.
Algunos compuestos fueron purificados por cromatografia en columna empleando
gel de silice (60 Mesh, Merck) y eluyendo con mezclas n-hexano-acetato de etilo
con aumento gradual de la polaridad.

Parte Experimental

Los puntos de fusidn (no corregidos) de todos los compuestos se determinaron en
un fusiometro Fisher-Johns. Los espectros de absorcion UV se tomaron utilizando
un espectrofotdbmetro UV-Vis Perkin Elmer modelo lambda 2. Los espectros de IR
fueron adquiridos en un espectrofotometro Perkin EImer Spectrum 400 FT-IR/FT-
FIR spectrometer con un aditamento Perkin Elmer Universal ATR sampling
accessory. Los espectros de masas se registraron empleando un espectrometro
de masas Termo-Electron, modelo DFS (Double Focus Sector) con un analizador
maésico de doble sector, mediante la técnica FAB con bombardeo de iones de
cesio a una temperatura de camara menor a 50 °C mediante la deteccion de iones
positivos. Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron obtenidos
utilizando equipos Varian Unity Inova 300 MHz, Varian VNMRS 400 MHz y Varian
MR 400, usando cloroformo deuterado (CDCI3) como disolvente.

Teniendo en cuenta que en los espectros de masas obtenidos con la técnica de
FAB aparecen, otras sefales correspondientes a la matriz (alcohol p-
nitrobencilico); cabe resaltar que las abundancias relativas se calcularon sin tener
en cuenta las sefiales de la matriz.

5.1.1. Purificacion del acetato de 16-deshidropregn  enolona (16-DPA) 1

o

AcO
Figura 10. Estructura del acetato de 16-deshidropre  gnenolona (16-DPA)

La 16-DPA (Fig. 10) se recristalizé de metanol; obteniéndose la materia prima
pura, C,3H3,03 (356.24 g/mol) como agujas blancas. P.f. 170-172 °C. Rf = 0.83
(hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 244.64 (20-C=0, a,B-insaturado) nm; IR
(ATR) Vimax: 2943 (C-H), 1728 (C=0, AcO), 1660 (20-C=0), 1584 (16-C=C) cm™;
EM FAB; m/z (% ar): 357 (100) [M+H]*, 297 (55); RMN *H (400 MHz, CDCls); &:
0.91 (3H, s, 18-CHj3), 1.05 (3H, s, 19-CHj3), 2.02 (3H, s, CH3COO0), 2.25 (3H, s, 21-
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CHa), 2.40 (1H, m, 12-Hy), 4.60 (1H, tdd, J = 10.4, 6.2, 4.2 Hz, 3-H), 5.38 (1H, d, J
= 5.2 Hz, 6-H), 6.70 (1H, dd, J = 3.3, 1.2 Hz, 16-H); RMN '3C (100 MHz, CDCls);
8: 15.7 (18-CHjg), 19.2 (19-CHs), 21.4 (CH3COO), 27.7 (21-CHa), 34.7 (12-C), 73.9
(3-C), 122.0 (6-C), 140.3 (5-C), 144.4 (16-C), 155.4 (17-C), 170.5 (COO), 196.8
(20-C).

5.1.2. Obtencion del 3 B-acetoxi-5 §,6&-epoxipregna-16-en-20-ona (2)

0o 0o

CI\©/CO3H

CH,Cl,

AcO AcO

Esquema 4. Epoxidacion quimioselectiva de 1

En un matraz de bola de 100 mL se coloc6 1.00 g (2.8 mmoles) de la 16-DPA y
0.97 g (5.6 mmoles) de acido m-cloroperoxibenzoico en 20 mL de diclorometano.
La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. Una vez
concluida la reaccion se agreg6 una solucion saturada de bicarbonato de sodio (40
mL) con 1 g de bisulfito de sodio. La reaccion se dejé en agitacion con esta
solucion durante 3 horas y luego se extrajo con diclorometano (3x50 mL), la fase
organica se lavo con agua (3x50 mL) y luego se seco sobre sulfato de sodio
anhidro. Finalmente se destil6 el disolvente a presién reducida y el residuo
remanente se recristaliz6 de metanol. De la recristalizacion se obtuvo 0.91 g (2.4
mmol, 88%) de 2, C,3H3,04 (372.23 g/mol), como cristales blancos. P.f. 173-175
°C. Ry = 0.60 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 244.29 (20-C=0, aq,B-
insaturado) nm; IR (ATR) Vmax: 2938 (C-H), 1731 (C=0, en AcO), 1658 (20-C=0),
1237 (C-O-C, ep6xido) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 373 (62) [M+H]", 329 (42), 313
(38), 225 (100); RMN 'H (400 MHz, CDCls) isémero a; d: 0.83 (3H, s, 18-CHs),
1.10 (3H, s, 19-CHj3), 2.00 (3H, s, CH3COO0), 2.23 (3H, s, 21-CH3), 2.91 (1H, d, J =
4.5 Hz, 6-H), 4.94 (1H, tt, J = 11.5, 4.9 Hz, 3-H), 6.66 (1H, dd, J = 3.5, 1.9 Hz, 16-
H); isbmero B; &: 0.86 (3H, s, 18-CHg), 1.03 (3H, s, 19-CH3), 2.02 (3H, s,
CH3COO0), 2.23 (3H, s, 21-CH3), 3.09 (1H, d, J = 2.2 Hz, 6-H), 4.75 (1H, m, 3-H),
6.67 (1H, dd, J = 3.7, 1.9 Hz, 16-H); RMN **C (100 MHz, CDCls) isémero a: : 15.6
(18-CHg), 15.8 (19-CHj3), 21.3 (CH3COO), 27.1 (21-CH3), 58.7 (6-C), 65.4 (5-C),
71.2 (3-C), 144.1 (16-C), 155.1 (17-C), 170.2 (COOQ), 196.7 (20-C); isomero B; &:
15.7 (18-CHg), 17.0 (19-CHg), 21.4 (CH3COO), 27.2 (21-CHg), 62.7 (5-C), 63.2 (6-
C), 71.2 (3-C), 144.1 (16-C), 155.2 (17-C), 170.5 (COO0), 196.7 (20-C).
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5.1.3. Oxidacién de 2 para acceder a la 3 B-acetoxi-5 &-hidroxipregna-16-
en-6,20-diona (3)

Parte Experimental

O O

CI'Og

Acetona

AcO 5 AcO SH 3
2 @) -

Y

Esquema 5. Sintesis de 3 B-acetoxi-5 &-hidroxipregna-16-en-6,20-diona  (3)

En un matraz de bola de 100 mL se agreg6 1.00 g (2.7 mmoles) del compuesto 2 y
se disolvio en 20 mL de acetona. En un vaso de precipitados se preparé una
solucion de CrO3 (1.6 g en 10 mL de agua), la cual se adicion6 en 3 tiempos con
30 minutos de diferencia al matraz que contenia el compuesto 2. Una vez
concluida la reaccion se agrego hielo y se dejo precipitar el producto. Luego se
filtr6 y se lavé con agua hasta que el compuesto quedo blanco. El producto se
recristalizé de metanol obteniendo 0.69 g (1.8 mmol, 67%) de 3, Cz3H3,05 (388.22
g/mol) como cristales blancos. P.f. 244-245 °C. R = 0.42 (hexano:acetato de etilo;
6:4); UV-Vis; 244.46 (20-C=0, a,B-insaturado) nm; IR (ATR) Vmax: 3353 (5-OH),
2946 (C-H), 1733 (C=0, AcO), 1701 (6-C=0), 1651 (20-C=0), 1586 (16-C=C) cm’
1 EM FAB; m/z (% ar): 389 (100) [M+H]*, 363 (21), 345 (32), 329 (38), 311 (48);
RMN 'H (300 MHz, CDCls); &: 0.84 (3H, s, 18-CHs), 0.86 (3H, s, 19-CHa), 2.01
(3H, s, CH3COO0), 2.26 (3H, s, 21-CHj3), 2.90 (1H, t, J =12.1 Hz, 7a-H), 3.80 (1H, s,
5-OH), 5.04 (1H, m, 3-H), 6.70 (1H, br. s, 16-H); RMN **C (75 MHz, CDCI3); &:
13.7 (18-CHg), 15.7 (19-CHs), 21.3 (CH3COO), 27.0 (21-CHs), 70.7 (3-C), 80.0 (5-
C), 144.0 (16-C), 154.9 (17-C), 171.2 (COO), 196.7 (20-C), 212.1 (6-C).

5.1.4. Preparacion de la 3 B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)

0] 0}

SOCl,/Py
—_—

>

AcO CHLlL  aAco

()

OH
O O

Esquema 6. Reaccién de deshidratacion en las posici  ones 4,5

En un matraz de bola de 50 mL se coloc6 1.00 g (2.6 mmoles) de 3, se disolvié en
10 mL de diclorometano seco, bajo atmdsfera de nitrégeno. Luego se adicionaron

19



Parte Experimental g

0.2 mL (2.8 mmoles) de cloruro de tionilo y 0.5 mL (6.2 mmoles) de piridina. La
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 90 minutos.
Concluida la reaccion, se agregdé una solucion de HCI diluido (20 mL) y se agito
por 30 minutos. Finalmente, la mezcla se lavd con una solucidon saturada de
NaHCO; y se extrajo con CHCI3 (3x50 mL), la fase orgénica se lavo con suficiente
agua y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se evaporé a presion
reducida y el residuo se recristalizé de metanol, obteniendo 0.56 g (1.5 mmaol,
58%) del compuesto 4, Cy3H3004 (370.21 g/mol) como cristales blancos. P.f. 193-
194 °C. Rs = 0.53 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis; 244.46 (6 y 20-C=0, q,B-
insaturado) nm; IR (ATR) Vmax: 2942 (C-H), 1734 (C=0, AcO), 1680 (6-C=0), 1658
(20-C=0) cm™; EM FAB: m/z (% ar): 371 (17) [M+H]", 327 (33), 311 (100); RMN *H
(300 MHz, CDClg); &: 0.93 (3H, s, 18-CHg3), 1.06 (3H, s, 19-CH3), 2.07 (3H, s,
CH3COO0), 2.28 (3H, s, 21-CHg), 2.48 (1H, d, J = 12.6, 125-H), 2.60 (1H, d, J =
12.6, 75-H), 5.33 (1H, m, 3-H), 6.10 (1H, br. s, 4-H), 6.71 (1H, br. s, 16-H); RMN
13C (75 MHz, CDCly); &: 15.8 (18-CHa), 19.6 (19-CHs), 21.2 (CH3COO0), 27.1 (21-
CHg), 34.2 (12-C), 69.2 (3-C), 129.1 (4-C), 143.8 (16-C), 147.9 (5-C), 154.9 (17-C),
170.7 (COO0), 196.6 (20-C), 201.8 (6-C).

5.1.5. Desacetilacion de 4 para llegar ala 3 B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (5)
o) o)
NaOH
—_—
AcO 4 MeOH HO 5
o) o)

Esquema 7. Desproteccion del —-OH en C-3

En un matraz de bola de 250 mL se puso 1.00 g (2.7 mmoles) de 4 y se disolvid en
150 mL de metanol; se dejé en agitacion hasta disolucion completa y luego se
agregaron 10 mL de una solucion de NaOH al 2%. La mezcla resultante se dej6 en
agitacion a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalizada la reaccion se
eliminé el disolvente utilizando corrientes de aire por un tiempo de 6 horas
aproximadamente. El sélido resultante se lavé con agua para eliminar asi el
remanente de NaOH y posteriormente se sometio a purificacion por cromatografia
en columna, utilizando como eluyente mezclas n-hexano-acetato de etilo con
incremento gradual de la polaridad y como fase estacionaria gel de silice,
aislandose asi 0.78 g (0.24 mmol, 88%) del esteroide 5, C,1H2303 (328.20 g/mol),
como cristales blancos. P.f. 169-170 °C. Ry = 0.18 (hexano:acetato de etilo; 6:4);
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UV-Vis: 244.70 (6 y 20-C=0, a,B-insaturado) nm; IR (ATR) Vmax: 3425 (3-OH),
2941 (C-H), 1678 (6-C=0), 1650 (20-C=0) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 329 (100)
[M+H]", 311 (40), 291 (70); RMN 'H (400 MHz, CDCls); &: 0.91 (3H, s, 18-CHs),
1.03 (3H, s, 19-CH3), 2.26 (3H, s, 21-CH3), 2.29 (1H, ddd, J = 17.0, 6.5, 3.4 Hz, 15-
Ha), 2.45 (1H, ddd, J = 12.8, 4.2, 2.4 Hz, 12-H,), 2.57 (1H, dd, J = 15.4, 3.8 Hz),
4.23 (1H, m, 3-H), 6.17 (1H, m, 4-H), 6.69 (1H, dd, J = 3.3, 1.8 Hz, 16-H); RMN **C
(100 MHz, CDCI3); &: 15.9 (18-CHj3), 19.9 (19-CHg), 27.2 (21-CHj3), 32.1 (15-C),
34.4 (12-C), 46.2 (7-C), 67.1 (3-C), 133.4 (4-C), 144.0 (16-C), 146.5 (5-C), 155.0
(17-C), 196.8 (20-C), 202.5 (6-C).

Parte Experimental

5.1.6. Sintesis de los compuestos derivados de la 3  B-cinamoiloxipregna-
4,16-dien-6,20-diona 6a-h

o) o O
OMOH
R R 0
Ho DCC/DMAP/CH,Cl, /©/\)Lo
R 6a-h °

R =H, F, Cl, Br, CH3, CF3, CHO, OCH;

Esquema 8. Obtencién de los productos finales 6a-h

En un matraz de bola de 50 mL se agregaron 1.8 mmoles del derivado de acido
cindmico correspondiente, 0.30 g (1.4 mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida,
0.20 g (1.6 mmoles) de 4-dimetilaminopiridina y 10 mL de CH.CI,, la mezcla de
reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente hasta observar turbidez; en
este punto se agregaron 0.6 mmoles del intermediario 5 y se dejé en agitacion
durante 60-90 minutos. Terminada la reaccion, se agregaron 30 mL de acetato de
etilo para asi inducir la precipitacion de la N,N’-diciclohexilurea formada en la
reaccion. Una vez filtrada la DCU, se evapor6 el disolvente a presion reducida. El
sélido obtenido se dejé agitando durante media hora con una solucion 1:1 de n-
hexano-metanol, usando acetato de etilo como codisolvente y se filtrd. El residuo
obtenido se recristalizd de metanol para obtener asi los productos deseados 6a-h
con rendimientos entre el 58 — 88%. El analisis por RMN se realizé utilizando la
numeracion mostrada en la figura 11.
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Figura 11. Numeracion de los compuestos 6a-h

5.1.6.1. 3B-cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6a). De 0.27 g (1.8
mmoles) del &cido cinamico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4 mmoles) de
N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-dimetilaminopiridina y 10
mL de CH,Cl;, y después de 90 minutos, se obtuvieron 0.18 g (0.38 mmoles, 65%)
del producto, C3oH3404 (458.25 g/mol) como cristales blancos; p.f. 204 — 205 °C; Rs
= 0.62 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 276.47 (cinamato), 238.57 (6 y 20-
C=0, a,B-insaturado), 222.07 (COO, a,B-insaturado), 204.06 (COO) nm; IR (ATR)
Vmax: 3052 (Ar-H), 2948 (C-H), 1713 (C=0, en C-3), 1686 (6-C=0), 1661 (20-C=0),
1586 (Ar-C=C-), 1160 (=C-COO) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 459 (30) [M+H]", 311
(100), 131 (97); RMN *H (300 MHz, CDCls); &: 0.93 (3H, s, 18-CH3), 1.09 (3H, s,
19-CHg), 2.27 (3H, s, 21-CH3), 2.32 (1H, ddd, J = 17.0, 6.4, 3.2 Hz, 154-H), 2.48
(1H, dd, J = 12.2, 2.4 Hz, 125-H), 2.60 (1H, m, 75-H), 5.47 (1H, ddd, J = 8.6, 6.3,
2.1 Hz, 3-H), 6.17 (1H, br. s, 4-H), 6.42 (1H, d, J = 16.0 Hz, 2’-H), 6.70 (1H, br. s,
16-H), 7.39 (3H, m, 6'-H, 7’-H y 8'-H), 7.52 (2H, dd, J = 4.0, 2.1 Hz, 5-H y 9’-H),
7.70 (1H, d, J = 16.0 Hz, 3'-H); RMN *C (75 MHz, CDCls); &: 15.9 (18-CHs), 19.7
(19-CHsg), 27.2 (21-CHj3), 32.0 (15-C), 34.4 (12-C), 46.2 (7-C), 69.4 (3-C), 118.01
(2-C), 128.2 (6'-C y 8'-C), 129.0 (5'-C y 9'-C), 129.3 (4-C), 130.5 (4'-C), 134.4 (7’-
C), 143.9 (16-C), 145.3 (3-C), 148.1 (5-C), 155.0 (17-C), 166.6 (1'-C), 196.7 (20-
C), 202.0 (6-C).

5.1.6.2. 3B-(p-fluoro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6b) . De 0.30 g
(1.8 mmoles) del &cido p-fluorocindmico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4
mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-
dimetilaminopiridina y 10 mL de CH,Cl, y después de 60 minutos, se obtuvieron
0.21 g (0.45 mmoles, 75%) del producto, CzoH33FO4 (476.24 g/mol) como cristales
blancos; p.f. 193 — 194 °C; R; = 0.62 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 276.33
(p-fluorocinamato), 240.20 (6 y 20-C=0, a,B-insaturado), 222.66 (COO, aq,B-
insaturado), 204.47 (COO) nm; IR (ATR) Vmax: 3054 (Ar-H), 2939 (C-H), 1707
(C=0, en C-3), 1687 (6-C=0), 1654 (20-C=0), 1585 (Ar-C=C-), 1156 (=C-COO0),
824 (C-F) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 477 (39) [M+H]", 311 (100), 149 (84); RMN
'H (400 MHz, CDCly); &: 0.93 (3H, s, 18-CHs), 1.08 (3H, s, 19-CH3), 2.27 (3H, s,
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21-CHs), 2.31 (1H, ddd, J = 17.0, 6.5, 3.4 Hz, 15,-H), 2.47 (1H, dd, J = 10.8, 1.7
Hz, 12a-H), 2.60 (1H, dd, J = 15.0, 3.3 Hz, 7a-H), 5.46 (1H, ddd, J = 9.8, 6.3, 1.9
Hz, 3-H), 6.16 (1H, br. s, 4-H), 6.34 (1H, d, J = 16.0 Hz, 2'-H), 6.70 (1H, m, 16-H),
7.07 (2H, dd, J = 8.6, 8.6 Hz, 6'-H y 8-H), 7.51 (2H, dd, J = 8.6, 5.4 Hz, 5'-H y 9'-
H), 7.65 (1H, d, J = 16.0 Hz, 3'-H); RMN **C (100 MHz, CDCls); &: 15.9 (18-CHs),
19.8 (19-CHs), 27.3 (21-CHa), 32.0 (15-C), 34.3 (12-C), 46.2 (7-C), 69.5 (3-C),
116.2 (d, J = 22.0 Hz, 6'-C y 8'-C), 117.8 (2'-C), 129.3 (4-C), 130.1 (d, J = 8.5 Hz,
5-C y 9'-C), 130.7 (d, J = 3.4 Hz, 4'-C), 143.9 (16-C), 144.0 (3'-C), 148.2 (5-C),
155.0 (17-C), 164.1 (d, J = 251.5 Hz, 7’-C), 166.5 (1'-C), 196.7 (20-C), 202.0 (6-C).

5.1.6.3. 3B-(p-cloro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6c). De 0.33 ¢
(2.8 mmoles) del acido p-clorocinamico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4
mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-
dimetilaminopiridina y 10 mL de CH,Cl, y después de 60 minutos, se obtuvieron
0.20 g (0.41 mmoles, 68%) del producto, C3oH33ClO,4 (492.21 g/mol) como cristales
blancos; p.f. 203 — 204 °C; R¢ = 0.62 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 283.52
(p-clorocinamato), 236.86 (6 y 20-C=0, a,p-insaturado), 225.45 (COO, q,B-
insaturado), 207.46 (COO) nm; IR (ATR) Vmax: 3054 (Ar-H), 2940 (C-H), 1710
(C=0, en C-3), 1685 (6-C=0), 1656 (20-C=0), 1584 (Ar-C=C-), 1159 (=C-COO0),
817 (C-Cl) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 493 (15) [M+H]", 311 (50), 165 (100); RMN
'H (300 MHz, CDCls); &: 0.93 (3H, s, 18-CHs), 1.08 (3H, s, 19-CHs), 2.27 (3H, s,
21-CHs), 2.31 (1H, ddd, J = 17.0, 6.5, 3.3 Hz, 155-H), 2.48 (1H, d, J = 11.7 Hz,
125-H), 2.60 (1H, dd, J = 14.4, 2.7 Hz, 7,-H), 5.46 (1H, ddd, J = 8.6, 6.3, 1.6 Hz, 3-
H), 6.16 (1H, br. s, 4-H), 6.38 (1H, d, J = 16.0 Hz, 2’-H), 6.70 (1H, m, 16-H), 7.36
(2H,d, J=8.4Hz,6-Hy 8-H), 7.45 (2H, d, J = 8.4 Hz, 5-H y 9'-H), 7.64 (1H, d, J
= 16.0 Hz, 3'-H); RMN *3C (75 MHz, CDCls); &: 15.9 (18-CHs), 19.7 (19-CH3), 27.2
(21-CHg), 32.0 (15-C), 34.3 (12-C), 46.2 (7-C), 69.6 (3-C), 118.6 (2'-C), 129.2 (6’-C
y 8-C), 129.3 (5-C y 9-C), 129.4 (4-C), 132.9 (4-C), 136.4 (7’-C), 143.8 (16-C),
144.0 (3'-C), 148.2 (5-C), 155.0 (17-C), 166.3 (1’-C), 196.7 (20-C), 202.0 (6-C).

5.1.6.4. 3B-(p-bromo)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6d). De 042 g
(1.8 mmoles) del &cido p-bromocinamico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4
mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-
dimetilaminopiridina y 10 mL de CH,Cl, y después de 70 minutos, se obtuvieron
0.21 g (0.39 mmoles, 65%) del producto, C3oH33BrO,4 (536.16 g/mol) como cristales
blancos; p.f. 203 — 204 °C; R; = 0.60 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 284.96
(p-bromocinamato), 222.66 (COO, a,B-insaturado) nm; IR (ATR) Vmax: 3046 (Ar-H),
2949 (C-H), 1711 (C=0, en C-3), 1687 (6-C=0), 1665 (20-C=0), 1586 (Ar-C=C-),
1171 (=C-COO), 818 (C-Br) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 537 (20) [M+H]", 311 (100),
209 (44); RMN *H (300 MHz, CDCls); 8: 0.91 (3H, s, 18-CHa), 1.06 (3H, s, 19-CHy),
2.25 (3H, s, 21-CH3), 2.47 (1H, dd, J = 12.7, 1.5 Hz, 124-H), 2.60 (1H, m, 7a-H),
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5.45 (1H, m, 3-H), 6.14 (1H, m, 4-H), 6.39 (1H, d, J = 16.0 Hz, 2’-H), 6.69 (1H, m,
16-H), 7.36 (2H, d, J = 8.4 Hz, 6'-H y 8'-H), 7.50 (2H, d, J = 8.4 Hz, 5-H y 9-H),
7.61 (1H, d, J = 16.0 Hz, 3-H); RMN *3C (75 MHz, CDCly); &: 15.9 (18-CHs), 19.7
(19-CH3), 27.2 (21-CH3), 32.0 (15-C), 34.2 (12-C), 46.1 (7-C), 69.6 (3-C), 118.71
(2-C), 124.7 (6'-C y 8-C), 129.1 (5'-C y 9'-C), 129.6 (4-C), 132.2 (4'-C), 133.3 (7"-
C), 143.9 (16-C), 143.9 (3-C), 148.1 (5-C), 154.9 (17-C), 166.3 (1'-C), 196.6 (20-
C), 201.9 (6-C).

5.1.6.5. 3B-(p-metil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6e).  De 0.30 g (1.8
mmoles) del acido p-metilcinamico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4 mmoles)
de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-dimetilaminopiridina y
10 mL de CHCI, y después de 90 minutos, se obtuvieron 0.18 g (0.38 mmoles,
63%) del producto, C3;H3604 (472.26 g/mol) como cristales blancos; p.f. 191 — 191
°C; Rf = 0.58 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 284.83 (p-metilcinamato),
226.81 (COO, a,p-insaturado), 207.64 (COO) nm; IR (ATR) Vmax: 3031 (Ar-H),
2939 (C-H), 1698 (C=0, en C-3), 1686 (6-C=0), 1665 (20-C=0), 1589 (Ar-C=C-),
1167 (=C-COO0) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 473 (18) [M+H]", 311 (47), 145 (100);
RMN *H (300 MHz, CDCls); d: 0.93 (3H, s, 18-CHs), 1.08 (3H, s, 19-CHa), 2.27
(3H, s, 21-CH3) 2.36 (3H, s, 7’-C-CH3), 2.47 (1H, m, 12a-H), 2.60 (1H, dd, J = 14.4,
2.8 Hz, 75-H), 5.46 (1H, ddd, J = 8.6, 6.3, 2.0 Hz, 3-H), 6.17 (1H, br. s, 4-H), 6.37
(1H, d, J = 16.0 Hz, 2’-H), 6.69 (1H, m, 16-H), 7.18 (2H, d, J = 8.0 Hz, 6’-H y 8'-H),
7.41 (2H, d, J = 8.4 Hz, 5-H y 9'-H), 7.67 (1H, d, J = 16.0 Hz, 3'-H); RMN *3C (75
MHz, CDClg); &: 15.8 (18-CHgz), 19.6 (19-CHg), 21.5 (7’-C-CH3), 27.2 (21-CHy),
32.0 (15-C), 34.2 (12-C), 46.1 (7-C), 69.2 (3-C), 116.8 (2'-C), 128.1 (6’-C y 8'-C),
129.4 (5-Cy 9'-C), 129.6 (4-C), 131.6 (4’-C), 140.8 (7’-C), 143.9 (16-C), 145.2 (3*-
C), 147.9 (5-C), 154.9 (17-C), 166.7 (1'-C), 196.6 (20-C), 201.9 (6-C).

5.1.6.6. 3B-(p-(trifluorometil))cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-  diona (6f). De
0.40 g (1.8 mmoles) del acido p-(trifluorometil)cindmico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5,
0.30 g (1.4 mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-
dimetilaminopiridina y 10 mL de CH,Cl, y después de 60 minutos, se obtuvieron
0.26 g (0.49 mmoles, 81%) del producto, C3;H33F304 (526.23 g/mol) como cristales
blancos; p.f. 203 — 204 °C; R¢ = 0.60 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 268.55
(p-(trifluorometil)cinamato), 218.93 (COO, a,B-insaturado) nm; IR (ATR) Vmax: 3051
(Ar-H), 2950 (C-H), 1707 (C=0, en C-3), 1687 (6-C=0), 1667 (20-C=0), 1587 (Ar-
C=C-), 1165 (=C-C0OO0), 835 (C-F) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 527 (19) [M+H]*, 311
(93), 199 (100); RMN 'H (400 MHz, CDCls); &: 0.93 (3H, s, 18-CH3), 1.09 (3H, s,
19-CHg), 2.27 (3H, s, 21-CHg3), 2.32 (1H, ddd, J = 17.0, 6.6, 3.4 Hz, 155-H), 2.48
(1H, ddd, J = 12.7, 4.2, 2.3 Hz, 124-H), 2.61 (1H, dd, J = 15.1, 3.5 Hz, 7a-H), 5.48
(1H, ddd, J = 10.2, 6.3, 2.2 Hz, 3-H), 6.16 (1H, m, 4-H), 6.49 (1H, d, J = 16.1 Hz,
2'-H), 6.70 (1H, dd, J = 3.4, 1.9 Hz 16-H), 7.64 (4H, m, 5’-H, 6'-H, 8-H y 9'-H), 7.71
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(1H, d, J = 16.1 Hz, 3-H); RMN C (100 MHz, CDCly); &: 15.8 (18-CH3), 19.6 (19-
CHs), 27.1 (21-CHs), 32.0 (15-C), 34.2 (12-C), 46.1 (7-C), 69.6 (3-C), 120.5 (2'-C),
123.8 (d, J = 272.3 Hz, 7-C-CF3) 129.2 (6'-C y 8'-C), 125.9 (d, J = 3.8 Hz, 5-C y
9-C), 128.8 (4-C), 131.8 (d, J = 32.7 Hz, 7"-C), 137.7 (4'-C), 143.3 (16-C), 143.8
(3-C), 148.1 (5-C), 154.8 (17-C), 165.9 (1-C), 196.6 (20-C), 201.8 (6-C).

5.1.6.7. 3B-(p-formil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6g) . De 0.32 g
(2.8 mmoles) del acido p-formilcinamico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4
mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-
dimetilaminopiridina y 10 mL de CH,Cl, y después de 60 minutos, se obtuvieron
0.26 g (0.53 mmoles, 88%) del producto, C31H34,05 (486.24 g/mol) como cristales
blancos; p. descomposicion 213 — 215 °C; Ry = 0.42 (hexano:acetato de etilo; 6:4);
UV-Vis: 292.55 (p-formilcinamato), 217.59 (COO, a,B-insaturado) nm; IR (ATR)
Vmax: 3052 (Ar-H), 2942 (C-H), 1700 (C=0, en C-3), 1654 (20-C=0), 1585 (Ar-C=C-
), 1163 (=C-COO) cm™*; EM FAB; m/z (% ar): 487 (21) [M+H]", 311 (100), 159 (43);
RMN H (400 MHz, CDCls); &: 0.93 (3H, s, 18-CHs), 1.08 (3H, s, 19-CHa), 2.26
(3H, s, 21-CHg), 2.31 (1H, ddd, J = 17.0, 6.6, 3.4 Hz, 15,-H), 2.48 (1H, ddd, J =
12.7, 4.1, 2.3 Hz, 125-H), 2.60 (1H, dd, J = 15.1, 3.5 Hz, 7,-H), 5.47 (1H, ddd, J =
10.1, 6.3, 2.1 Hz, 3-H), 6.16 (1H, m, 4-H), 6.52 (1H, d, J = 16.0 Hz, 2’-H), 6.69 (1H,
dd, J = 3.3, 1.8, 16-H), 7.66 (2H, d, J = 8.3 Hz, 5’-H y 9’-H), 7.71 (1H, d, J = 16.0
Hz, 3'-H), 7.90 (2H, d, J = 8.3 Hz, 6-H y 8'-H), 10.02 (1H, s, 7-C-CHO); RMN **C
(100 MHz, CDClIs); &: 15.9 (18-CHs3), 19.7 (19-CHg), 27.2 (21-CHj3), 32.0 (15-C),
34.3 (12-C), 46.2 (7-C), 69.8 (3-C), 121.2 (2'-C), 128.7 (5-C y 9-C), 128.9 (4-C),
130.3 (5'-C y 9-C), 137.3 (4’-C), 140.1 (7’-C), 143.5 (3-C), 143.9 (16-C), 148.3 (5-
C), 155.0 (17-C), 166.0 (1’-C), 191.6 (7’-C-CHO), 196.7 (20-C), 202.0 (6-C).

5.1.6.8. 3B-(p-metoxi)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6h) . De 0.33 g
(1.8 mmoles) del acido p-metoxicinamico, 0.20 g (0.6 mmoles) de 5, 0.30 g (1.4
mmoles) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida, 0.20 g (1.6 mmoles) de 4-
dimetilaminopiridina y 10 mL de CH,Cl, y después de 90 minutos, se obtuvieron
0.17 g (0.35 mmoles, 58%) del producto, C3;H3605 (488.26 g/mol) como cristales
blancos; p.f. 204 — 205 °C; R = 0.45 (hexano:acetato de etilo; 6:4); UV-Vis: 309.15
(p-metoxicinamato), 230.52 (COO, a,B-insaturado) nm; IR (ATR) Viax: 3024 (Ar-H),
2945 (C-H), 1708 (C=0, en C-3), 1690 (6-C=0), 1664 (20-C=0), 1602 (Ar-C=C-),
1159 (=C-COO) cm™; EM FAB; m/z (% ar): 489 (8) [M+H]", 311 (31), 161 (100);
RMN *H (300 MHz, CDCls); d: 0.91 (3H, s, 18-CHs), 1.06 (3H, s, 19-CHa), 2.25
(3H, s, 21-CHj3), 2.46 (1H, d, J = 10.9 Hz, 12,-H), 2.58 (1H, d, J = 13.2 Hz, 7A-H),
3.82 (3H, s, 7’-C-OCHp3), 5.44 (1H, br. s, 3-H), 6.16 (1H, br. s, 4-H), 6.27 (1H, d, J =
16.0 Hz, 2’-H), 6.69 (1H, br. s, 16-H), 6.89 (2H, d, J = 7.7 Hz, 6'-H y 8'-H), 7.46
(2H, d, J = 7.7 Hz, 5-H y 9-H), 7.64 (1H, d, J = 16.0 Hz, 3'-H); RMN *3C (75 MHz,
CDCly); &: 15.7 (18-CHgs), 19.5 (19-CHg3), 27.1 (21-CHjs), 32.0 (15-C), 34.1 (12-C),
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45.9 (7-C), 55.3 (7'-C-OCHj3), 69.0 (3-C), 114.2 (6-C y 8-C), 115.2 (2'-C), 126.9
(4'-C), 129.3 (4-C), 129.7 (5-C y 9'-C), 143.8 (16-C), 144.8 (3-C), 147.8 (5-C),
154.8 (17-C), 161.3 (7'-C) 166.7 (1'-C), 196.5 (20-C), 201.8 (6-C).

5.2. Parte Bioldgica

Los estudios de actividad biolégica se realizaron utilizando hamsteres machos de
la cepa Syrian Golden con un peso promedio de 200 — 250 g y tejido de préstata
humana de cadaver conservado a -70 °C proporcionado por el Dr. Avissai
Alcantara del Departamento de Patologia del Hospital General de México.

Las sustancias utilizadas fueron, Testosterona [°H] (T [*H]) actividad especifica 85
— 105 Ci/mmol suministrado por NEN Life Science Products, Inc. (Boston, MA) y
Mibolerona [*H] actividad especifica 70 — 87 Ci/mmol suministrado por NEN Perkin
Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA).

Para los ensayos in vitro se utilizaron ademas los siguientes equipos;
ultracentrifuga marca Beckman modelo Optima L-70K, centrifuga marca Beckman
Allegra 6R, analizador de centelleo Packard modelo Tri-Carb 2100 TR y Placas
cromatogréficas de Gel de Silice 60 GF254 en soporte de aluminio (Merck).

5.2.1. Ensayo in vitro

Esta prueba consta de dos partes, la primera es la extraccion de la enzima 5a-
reductasa y la segunda es la determinacion de la concentracion inhibitoria 50%
(ICsp) de los compuestos 6a-h.

5.2.1.1. Extraccion de la enzima 5 a-reductasa

La préstata de cadaver humano se corté y homogenizé utilizando una solucion que
contenia fosfato de sodio (20 mM), sucrosa (0.32 M), ditiotreitol (0.1 mM) a pH =
6.5 la que se referenciara como medio A. El homogenizado se centrifugé a 1500
rpm durante 20 min. El pellet formado se separd y se lavé con 3 volimenes del
medio A, una vez mas se centrifugé a 4400 rpm durante 10 min. Finalmente el
pellet se resuspendid en el medio A y se almacené a -70 °C. Se determiné el
contenido de proteinas utilizando el método de Bradford®” y albumina sérica
bovina como referencia.
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5.2.1.2. Determinacién de la concentraciéon inhibito ria 50% (ICso) de la
enzima 5 a-reductasa en glandula prostatica humana

Para cada uno de los compuestos 6a-h se prepararon 6 series de tubos de ensayo
que contenian concentraciones crecientes (10"° — 10* M) disueltos en metanol y
con T [*H] a una concentracién final de 2 nM; asi mismo se incluyeron tubos
controles a los que sélo se les adicioné T [°H] a una concetracion final de 2 nM.
Los tubos se colocaron en bafio de agua y en atmosfera de nitrégeno hasta
evaporar totalmente el disolvente; en seguida se afadié 720 uL de buffer de
fosfatos (40 mM, pH = 6.5), 80 uL de fraccidbn microsomal de prostata de cadaver
humano, que contenia 360 pg/mL de proteina. Posteriormente se adicionaron 100
ML de DTT (1 mM) y 100 yL de NADPH (2 mM) con lo que se dio inicio a la
reaccion.

Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37 °C por una hora; finalizado
el tiempo de incubacion se agreg6 1 mL de diclorometano para detener la reaccion
y se agitd nuevamente. Se extrajo la fase organica en la que se encontraba la
DHT [®H] realizando 3 extracciones mas y una vez reunidos los extractos, el
disolvente se evapor6 en un bafio de agua. El sélido formado se resuspendié con
0.5 mL de metanol y se aplicO gota a gota en una placa cromatografica para
separar la DHT [*H] formada; el procedimiento se repiti6 5 veces; adicionalmente,
se aplicaron los estandares de testosterona y dihidrotestosterona en cada extremo
de la placa. Se eluyd 3 veces en un sistema cloroformo:acetona 9:1.

Para la visualizacion de los estandares, las placas cromatograficas se observaron
bajo luz UV (A = 254 nm) y posteriormente se revelaron con una solucion de acido
fosfomolibdico en metanol al 8%. Se marco y cortd la zona correspondiente a la
DHT [*H] (Rs = 0.64), después, los pedazos de silice se colocaron en viales en
donde se les adicion6 5 mL de liquido de centelleo Ultima Gold (Packard) y
finalmente se leyé la radiactividad producida por la DHT [*H] en el analizador de
centelleo. La actividad de la enzima se calculé en base a los controles que se
incubaron en presencia Gnicamente de T [*H]. Cada experimento se realiz6 por
duplicado.

Los resultados de este estudio se compararon con la actividad de la Finasterida
(Proscar ®), en el ensayo de T+Finasterida se encontr6 un ICso = 8.5x10° M;
mientras que de los compuestos evaluados, solo el derivado 6a mostré una
actividad inhibitoria importante con un ICsy = 4.7x10® M, los demas derivados no
mostraron actividad inhibitoria.
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El efecto antiandrogénico de los compuestos sintetizados sobre el peso de la
prostata de hamsteres machos castrados de la cepa Syrian Golden, se determino
en 11 grupos de 4 animales por experimento. Los animales fueron seleccionados
al azar y gonadectomizados 30 dias antes de iniciar los experimentos,
manteniéndolos a una temperatura controlada de 22 °C y en periodos de luz —
oscuridad de 12 h, la comida y el agua fue suministrada ad libitum. Diariamente y
durante 6 dias se les administré subcutdneamente:

Parte Experimental

5.2.2. Ensayo in vivo

e Grupo control 1: 200 yL de aceite de sésamo (vehiculo).
* Grupo control 2: 200 ug de testosterona en 200 pL de aceite de sésamo.

* Grupo control 3: 200 ug de testosterona méas 200 ug de Finasterida en 200 yL
de aceite de sésamo.

e Grupos experimentales (4-11): 200 ug de testosterona mas 400 ug de cada
uno de los compuestos 6a-h en 200 yL de aceite de sésamao.

Después del tratamiento, los hamsteres se sacrificaron con CO; y posteriormente
se realiz6 la diseccion de las prostatas para ser pesadas.

El érgano del flanco son dos nddulos pigmentados localizados en la superficie de
la piel dorsal de hamster. En los machos mide alrededor de 8 mm mientras que en
las hembras mide solamente 2 mm. En los machos estos nodulos disminuyen
después de la castracion, sin embargo, las inyecciones diarias o aplicaciones
topicas de testosterona o dihidrotestosterona lo regresan a su tamafio original. Los
organos flanco son capaces de metabolizar la testosterona a dihidrotestosterona
tanto en hamsteres castrados como en no castrados.

Las vesiculas seminales son glandulas anexas al aparato reproductor masculino.
En los hamsteres castrados, su tamafio disminuye y al igual que los organos
flanco son andrégeno-dependientes. Las vesiculas seminales son capaces de
reducir la testosterona a dihidrotestosterona, tanto en hamsteres castrados como
en no castrados. El peso de la prostata y las vesiculas seminales, asi como el
diametro de los 6rganos flanco permitieron evaluar el efecto inhibitorio de los
compuestos sobre la enzima 5a-reductasa. Los resultados obtenidos se
condensan en la tabla 2:
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Tabla 2. Resultados de las pruebas in vivo

Tratamiento Diér_netro de los nédulos Reso de la Peso d(_a las vesiculas
pigmentados (mm) préstata (mg) seminales (mg)

CONTROL 1.9540.8 46.2+12.2 92.8+13.8
T 3.6x1.5 83+15.96 169.1452

T+F 2.9+0.6 69.5+23.9 110.9£33.15

T+6a 2.5+1.8 77.98+8.57 174.80+39.8
T+6b 3.2+0.95 81.545.2 190.8+28
T+6¢C 3.98+1.63 79.5+16.8 184+37.7

T+6d 3.8+1.9 88.8+15.2 188.3455.3
T+6e 3.9+1.49 85.4+13.5 154.2+31

T+6f 3.1+1.45 85.8+12.3 185.6451.4
T+69g 3.3+0.99 81.8+15.3 164.8+20
T+6h 3.5+1.5 83.5+18 170.5+13
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Analisis de Resultados

6. ANALISIS DE RESULTADOS

6.1. Parte Quimica

A pesar de que la actividad anticancerigena tanto de derivados del pregnano**°

como de derivados del acido cinamico®*™* ha sido ampliamente estudiada; es de
notar que son pocos los reportes en la literatura especializada que describen la
fusion de estos sistemas y sus propiedades; en conexion con lo anterior y basados
en trabajos previos, en especial el realizado por Alejandra Chavez,** en el cual se
describe la esterificacion de derivados del acido benzoico en la posicion C-3 del
compuesto 5 (pag. 20). En el presente trabajo se abordd la estrategia de vinilogos
para estudiar el efecto que produce la insercién de un doble enlace en la actividad
inhibitoria sobre la enzima 5a-reductasa de los compuestos sintetizados en la tesis
ya citada.

En la sintesis de esta nueva serie de derivados esteroidales 6a-h (pag. 21), se uso
como punto de partida el acetato de 16-deshidropregnenolona (1) (pag. 17), ya
gue es un compuesto comercialmente disponible y de costo accesible, el cual se
caracterizd para correlacionar los datos obtenidos con los de la literatura. El
analisis del espectro de UV-Vis muestra la presencia de un grupo carbonilo a,B-
insaturado en 244.64 nm. El espectro de IR revela la presencia de las bandas de
absorcion de la vibraciéon de tensién de los grupos C=0, caracteristicos de un
carbonilo a,B-insaturado (1660 cm™) y de un carboxilato (1728 cm™). El espectro
de masas comprobé la presencia de la 16-DPA no solo por registrar el ion
molecular correspondiente a su formula condensada protonada [MH]*, sino
ademas porque se puede ver la pérdida de 60 unidades de masa correspondiente
a la pérdida de &cido acético (Esquema 9) comprobando la existencia de un
acetato.

Heg -CH3COOH
)\ "
(0]

m/z 357 MH* m/z 297

Esquema 9. Posible patrén de fragmentacion de la 16  -DPA

En el espectro de RMN 'H se observa la presencia de 4 singuletes que integran
para 3 protones cada uno en 0.91, 1.05, 2.25 y 2.02 los cuales fueron asignados a
los —CH3 en las posiciones 18, 19, 21 y el metilo del acetato respectivamente,
ademas a campo bajo aparecen en 4.60, 5.38 y 6.70 las sefiales correspondientes
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a los protones en las posiciones 3, 6 y 16. De igual forma, en el espectro de RMN
13C se aprecian a campo alto los metilos de las posiciones 18, 19, 21 y el metilo
del acetato en 15.7, 19.2, 27.7 y 21.4 ppm respectivamente, también se observan
las sefiales de los carbonos 6-C y 16-C en 122.0 y 144.4 ppm Yy los
desplazamientos de los carbonos cuaternarios 5, 17, 20 y el del carboxilato en
140.3, 155.4, 196.8 y 170.5 respectivamente.

El primer paso de la reaccion consiste en la epoxidacion quimioselectiva de 1
utilizando &cido m-cloroperoxibenzoico en CH,Cl,, la epoxidacion es selectiva en
las posiciones 5,6 debido a la diferencia en la naturaleza de los dos enlaces
dobles, ya que el enlace doble que reacciona es nucleofilico y reacciona
facilmente con el oxigeno del peroxi-acido mientras que el doble enlace en 16,17
esta conjugado con el carbonilo en 20 y esto lo hace electrofilico, lo que impide
que reaccione con el peroxi-acido.

La caracterizacion estructural se realizé por medio de espectroscopia UV-Vis, IR,
espectrometria de masas y RMN 'H y 3C, asi como los experimentos
bidimensionales de correlacién homonuclear *H-'H COSY vy heteronuclear HSQC y
HMBC. En el espectro de UV-Vis evidencia la presencia de un grupo C=0 aq,[3-
insaturado a 237.69 nm. En el espectro de IR, ademéas de las sefiales
caracteristicas de los enlaces C=0 del éster en 1733 cm™ y del 20-C en 1659 cm
! aparece una nueva sefial en 1240 cm™ correspondiente a la vibracién de tensién
del enlace C-O-C lo cual es un primer indicio de la formacion del epéxido. El
andlisis del espectro de masas corrobora la formacion del 3B-acetoxi-5,6-
epoxipregna-16-en-20-ona al registrar el ibn molecular correspondiente al peso de
su férmula condensada protonada, también se puede notar la pérdida de 44
unidades de masa correspondiente a un rearreglo con pérdida de CO,, ademas,
como producto de la pérdida de acido acético se registra el cation con un m/z de
313 (Esquema 10).

o) o)
-CH3COOH
Ho + _—
o)
)\O .
0 0
m/z 373 MH* m/z 313
o -CO,
[C22H330,]"

m/z 329

Esquema 10. Patrén de fragmentacion propuesto para el epéxido 2
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El anédlisis de RMN 'H revela la presencia de dos compuestos, los cuales
corresponden a los estereoisomeros formados en la reaccion, ya que la
epoxidacién se puede dar, tanto el producto a, como el producto 3, a pesar de que
esta ultima estd mas impedida, en especial por el metilo en 19; la relacion de estos
isbmeros es de aproximadamente 2:1 (Fig. 12), la cual fue posible obtener
calculando las integrales para los protones 6-H de cada uno de los isémeros,
utilizando como referencia el protén 16-H, el cual aparece solapado en 6.67 ppm
para los dos epoxi-derivados.
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Figura 12. Integrales de las sefiales correspondient  es a 16-H y 6-H para los dos
estereoisbmeros

Ademads, el desplazamiento de 6-H es una prueba concreta de que la epoxidacion
tuvo lugar en el doble enlace ubicado en las posiciones 5,6, ya que la sefal
correspondiente a este protdn se desplaza de 5.38 ppm en el precursor 1 a 2.91
ppm (isomero a) y 3.09 ppm (isémero B) en el compuesto 2 (pag 18). De Igual
manera el analisis del espectro de RMN **C muestra la aparicién de 4 sefiales
correspondientes a los carbonos 5-C y 6-C base de oxigeno en 65.4 y 58.7 ppm
para el isobmero a 'y en 62.7 y 63.2 para el isémero .

Las asignaciones de los protones mas importantes y de los carbonos
correspondientes para cada estereocisdmero se realizd con ayuda de los
experimentos bidimensionales 'H, 'H-COSY y HSQC, la asignacién de los
carbonos cuaternarios en las posiciones 5, 17, 20 y el carbono del sustituyente
acetoxi en 3 se asigaron con ayuda del experimento HMBC, de esta forma se
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logré diferenciar los protones y carbonos de los a y B epoxi-derivados. En la figura
13 se muestra una ampliacion del experimento HMBC, donde se puede ver la
interaccion de los protones del metilo en 19 con el carbono 5 para los dos
estereoisomeros.

Analisis de Resultados

| )

9
60

61

Ll
[ 7 \
\/

-65

66

67

68

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
117 116 115 114 113 112 111 110 109 1.08 107 1.06 105 1.04 103 1.02 1.01 1.00 0.99 0.98
f2 (ppm)

Figura 13. Ampliacién del experimento HMBC mostrand o la interaccion entre 19-CH 5
y 5-C

La sintesis del compuesto 3 (pag. 19), se llevo a cabo haciendo reaccionar la 3f3-
acetoxi-5¢&,6&-epoxipregna-16-en-20-ona (2) con triéxido de cromo (VI) para asi
oxidar el epdxido y formar una a-hidroxicetona en 5,6. El analisis del espectro de
IR revela la presencia de un grupo —OH ya que se puede apreciar la banda
caracteristica de este grupo en 3364 cm™, ademas, aparece una nueva sefial
correspondiente a la vibracion de tension del enlace C=0 en la posicion 6 a 1700
cm?, estas dos sefiales se toman como un primer indicio de que la transformacién
tuvo lugar. En el espectro de masas se evidencia la formacion del 33-acetoxi-5-
hidroxipregna-16-en-6,20-diona ya que se registra el cation que coincide con el
peso de su formula condensada protonada, ademas se registra la pérdida de 60
unidades de masa correspondiente a la escisién de una molécula de acido acético,
también se observa la pérdida de 44 y 26 unidades de masa las cuales provienen
de rearreglos con pérdida de CO, y C,H, respectivamente (Esquema 11).
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o (0}
-CH3COOH
+ -0 — 2 >
[C21H3104] C.H + +
2012 + H
m/z 363 AcO OH
OHO (6]

m/z 389 MH™ m/z 297

0| -COZ

[CooH3304]"
m/z 345

Esquema 11. Propuesta de patron de fragmentacion de la 3B-acetoxi-5-
hidroxipregna-16-en-6,20-diona (3)

El anélisis del espectro de RMN *H muestra como primera prueba de la obtencién
del compuesto 3B-acetoxi-5-hidroxipregna-16-en-6,20-diona la desaparicion de la
sefal correspondiente al proton 6-H, ademas aparece en 3.80 ppm una sefial
ancha caracteristica de un grupo —OH, la cual fue asignada al alcohol en la
posicién 5. En el espectro de RMN 3C se observa la aparicién de una sefial a
80.04 ppm, cuyo desplazamiento corresponde a un carbono base de oxigeno en
posicion a a un carbonilo, el cual fue asignado a 5-C, a su vez aparece a campo
bajo en 212.1 ppm una sefal, la cual corresponde al nuevo carbono carbonilico
formado en 6-C. Cabe resaltar que en este espectro ya no se ve la diferencia en
los isbmeros a y B, la razén debe estar en que a pesar de que el alcohol en la
posiciobn 5 aun puede estar orientado en alguna de estas dos posiciones, la
apertura del epéxido le quita rigidez a la molécula, lo cual permite que no se vean
diferencias en los desplazamientos en los espectros de RMN.

El siguiente paso de la ruta consistio en la deshidratacion de la a-hidroxicetona del
compuesto 3 para formar asi un sistema carbonilico a,B-insaturado en los anillos A
y B del esteroide (3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)) usando SOCI, y
piridina en diclorometano. La primera evidencia de la deshidratacién de 3 aparece
en el espectro de IR, ya que desaparece la banda del —OH en 3364 cm™, ademas
se ve un corrimiento en la banda del 6-C=0, de 1700 a 1680 cm™, el cual es
caracteristico para un carbonilo a,B-insaturado. La sefial del ibn molecular en el
espectro de masas coincide con el peso de su férmula condensada protonada
(m/z 371), también se observan las mismas pérdidas de 60 unidades de masa
correspondiente a la pérdida de acido acético y 44 unidades de masa proveniente
de un rearreglo con pérdida de CO.. El anélisis de los espectros de RMN *H y *3C
confirma la obtencidon de 4, ya que se observa la aparicion de una sefal a 6.10
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ppm que integra para un proton y corresponde al nuevo hidrégeno vinilico formado
en la posicion 4, ademéas desaparece la sefial correspondiente al —OH en 3.80
ppm; mientras que en el espectro de carbono se evidencia la aparicién de dos
nuevas sefiales a campo bajo, en 129.1 y 147.9 ppm que corresponde a los
nuevos carbonos vinilicos 4 y 5 respectivamente, es de agregar que no se observa
la sefial desplazada en 80.0 ppm, lo cual indica que el carbono 5-C que estaba
enlazado al grupo —OH sufrié una transformacion.

Una vez obtenido el compuesto 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona, se le
sometio a una reaccion de desacetilacion utilizando una solucion de NaOH al 2%,
para asi acceder al compuesto 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona 5. En el
espectro de IR aparece a 3383 cm™ la banda caracteristica del grupo —OH. En el
espectro de masas, ademas de aparecer el pico del ibn molecular correspondiente
al peso de su formula condensada protonada m/z 329, aparece una sefial que
proviene de la pérdida de 18 unidades de masa (H,O) caracteristica de un alcohol
con una relacién m/z 311. En el espectro de RMN *H se nota la desaparicion del
metilo correspondiente al grupo acetilo en 2.07 ppm, también, el analisis del
espectro de RMN *C evidencia la desaparicién de los carbonos en 21.2 y 170.1
ppm correspondientes al metilo y carboxilato del grupo acetilo, confirmando asi la
hidrdlisis de este sustituyente.

En la etapa final de la ruta sintética se efectud la esterificacion de la 3B-
hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona 5 utilizando las condiciones de Steglich, con 8
diferentes derivados del acido cinAmico para asi acceder a los productos de
interés 6a-h. En general la reaccion transcurrié de forma limpia, generando sélo
DCU como producto secundario, la cual fue eliminada recristalizando de acetato
de etilo y luego lavando el compuesto con una solucion de MeOH:Hexano 1:1
usando AcOEt como codisolvente, los compuestos de interés se obtuvieron como
solidos blancos con rendimientos entre el 58 — 88%.

El andlisis de los espectros de UV-Vis se aprecia claramente las bandas de
absorcion de los cinamatos para cada uno de los 8 derivados entre 268 — 309 nm,
siendo este el primer indicio de que las esterificaciones tuvieron lugar. En el
espectro de IR, se puede observar la aparicion de las bandas de vibracion de baja
intensidad a 3055 — 3023 cm™, la cuales son caracteristicas de anillos aromaticos,
también se pueden apreciar las sefales de vibracion de tension del nuevo grupo
éster entre 1698 — 1701 cm™; ademas, entre 1584 — 1602 cm™ aparece la banda
correspondiente a la vibracion de tension de sistemas analogos al estireno (Ar-
C=C-) y finalmente para los haloderivados 6b-d y 6e, se pudo encontrar la sefial
caracteristica del enlace C-Hal entre 835 — 817 cm™.

Los espectros de masas evidencian la obtencion de los productos deseados, no
sélo por registrarse el ion correspondiente al peso de su féormula condensada
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protonada, sino ademas porque se observan dos picos caracteristicos, uno,
correspondiente a la pérdida del derivado de &cido cinAmico como molécula
neutra, el cual produce un catidbn con una relacion m/z de 311, y el otro
correspondiente a la pérdida de 328 unidades de masa, que corresponden a la
pérdida del intermediario 5, como molécula neutra, dejando asi un pico
caracteristico para cada uno de los derivados 6a-h (Esquema 12).

Analisis de Resultados
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Esquema 12. Patrén de fragmentacion propuesto para los derivados 6a-h

Los espectros de RMN *H confirman la obtencion de los esteres 6a-h al mostrar
las sefiales caracteristicas de los protones arométicos por encima de 6 ppm,
ademas aparecen dos nuevas sefiales a campo bajo correspondientes a los
protones vinilicos 2-H y 3-H, acoplados entre si con una constante de
acoplamiento de aproximadamente 16 Hz caracteristica para isébmeros trans, es
de notar que mientras el proton 2’-H tiene un desplazamiento no mayor a 6.5 ppm,
el protén 3'-H aparece siempre por encima de 7.5 ppm, la razon esta en que este
proton ademas de estar en posicion 3 a un carboxilato a,8 insaturado, donde al
observar la estructura de resonancia tipica de estos sistemas se ve que esta
posicion se desprotege; esta en una posicién bencilica, por lo que se ve afectado
por el efecto anisotrépico del anillo aromatico (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto anisotropico del anillo aromatico y estructura resonante del éster

En los espectros de RMN **C, aparecen las sefiales de los carbonos aromaticos
en la region comprendida entre 120 — 140 ppm, también se observan los
desplazamientos de los nuevos dos carbonos vinilicos entre 115 — 121 ppm para
2'-C y 143 — 145 ppm para 3'-C; ademas aparece una nueva sefial a campo bajo,
por encima de 160 ppm, correspondiente al carboxilato del nuevo éster formado.

En los espectros de RMN 'H aparecen dos sefiales centradas en 2.5 y 2.6 ppm
aproximadamente y que integran para un protén cada una, las cuales en principio
se pensaba que correspondian a los protones de la posicién 7, ya que estos son
vecinos al grupo carbonilo, sin embargo, al observar el experimento HSQC (Fig.
15), se puede notar que estos hidrégenos corresponden a carbonos diferentes.
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Figura 15. Ampliacion del espectro HSQC para el com  puesto 6b

La siguiente hipdtesis sugirio que el proton en 2.5 ppm podria ser uno de los
protones alilicos en la posicion 15, ya que el desplazamiento corresponde a este
tipo de protones, pero al observar el experimento 'H, 'H-COSY, no se ve
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interaccion entre este protdn y el protdn vinilico 16-H (Fig. 16), mientras que si se
ve interaccion para un proton centrado en 2.3 ppm aproximadamente, el cual
aparece como un ddd, con constantes de acoplamiento de 17, 6 y 3 en general y
también la sefial 16-H ve un proton en la zona de 2.0 ppm pero el cual esta
solapado con otras sefiales, es asi como se descartd que el proton en 2.5 ppm
correspondiera a uno de los protones alilicos o a uno de los protones vecinales al
carbono carbonilico en posicion 6.
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Figura 16. Ampliacion del espectro  *H, *H-COSY de 6b mostrando la interaccion
entre el protén 16-H y los protones 15-H

Al descartar los protones mas probables para esta sefial, se pensé entonces que
el desplazamiento de este proton se debia a un efecto anisotropico, y al analizar
en detalle los experimentos bidimensionales se encontré en el NOESY un detalle
importante, y es que el proton vinilico 16-H interactua con los protones del 21-CHgz
(Fig. 17).
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Figura 17. Ampliacién del espectro NOESY del compue  sto 6b, mostrando la
interaccion de 16-H con 21-CH 4

Lo cual indica que el grupo carbonilo en 20-C esta orientado hacia el anillo C del
esteroide, es decir, tiene una disposicion transoide frente al enlace doble entre C-
16 y C-17, lo cual provoca que uno de los protones en la posicion 12, caiga en el
cono de desproteccion del carbonilo (Fig. 18), desplazandolo a campo bajo, es asi
como se determin6 que el proton en aprox. 2.5 ppm correspondia a uno de los

protones en la posicion 12.
/_D
Da

Figura 18. Orientacién y efecto anisotrépico del gr  upo carbonilo en 20-C

H
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Estos resultados hicieron surgir una inquietud, y era si esta disposicion se debia a
cambios conformacionales durante la ruta sintética o si esta orientacién se
presentaba desde el compuesto de partida.
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Es asi como al analizar los espectros de RMN *H y los espectros bidimensionales
de correlacion homonuclear y heteronuclear del acetato de 16-
deshidropregnenolona, se pudo corroborar que el compuesto de partida presenta
la misma conformacién transoide, ya que en el espectro de RMN *H, aparece una
sefal centrada en 2.4 ppm, que integra para un proton y que no tiene correlacion
con ninguno de los protones vinilicos en las posiciones 6 y 16, ni con el proton
base de oxigeno en la posicion 4, por lo cual no corresponde a un proton alilico,
ademas en el espectro NOESY, se ve la interaccion entre el protdn en la posicion
16 y los protones del fragmento metilo en la posicion 21 (Fig. 19).
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Figura 19. Espectros de RMN 'H, *H,"H-COSY y NOESY del compuesto 1

El andlisis de los espectros de RMN bidimensionales de los intermediarios
corroboré la retencién de la configuracion transoide en cada uno de los pasos de
la ruta sintética realizada, mostrando asi que ésta es la orientacion preferida; la
razon puede residir en que el grupo metilo de la posicién 21 presenta tension
estérica con los hidrogenos del metilo en 18 y quizé de los protones de la posicion
12, por lo cual la orientacién cisoide estd desfavorecida, mientras que en la
orientacion transoide, esta repulsion no se presenta.
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6.2. Parte biologica

En los ensayos in vitro realizados sobre la enzima 5a-reductasa tipo Il de humano
sélo el compuesto 6a mostré actividad significativa con un ICso = 4.7x10® M, sin
embargo, el efecto inhibitorio fue menor que la Finasterida, la cual tiene un ICsp =
8.5x10° M. Ademas, al comparar la actividad inhibitoria in vitro con el analogo
derivado del acido benzoico sintetizado en trabajos previos, se ve una drastica
disminucion del potencial inhibitorio, ya que este compuesto posee un ICsg =
7.0x10™* M.*! Los derivados 6b-h mostraron un valor de ICs, demasiando alto, por
lo cual no se pueden considerar como posibles farmacos.

Con el fin de determinar el efecto antiandrogénico in vivo de la nueva serie de
derivados esteroidales sintetizados 6a-h, se usaron los ensayos sobre el tamafio
del 6rgano del flanco, el peso de las vesiculas seminales y el peso de la prostata
en hamsteres castrados.

En el ensayo del tamafio del érgano del flanco sélo el compuesto 6a mostré mayor
actividad que el farmaco de referencia (Fig. 20) mientras que los demas derivados
no mostraron actividad significativa. En los ensayos del peso de las vesiculas
seminales y peso de la préstata, ninguno de los compuestos mostr6 mayor
actividad que la Finasterida, sélo en el peso de la préstata, el compuesto 6a
mostré una actividad similar al farmaco de referencia. Lo cual muestra que el
alargamiento del sustituyente en C-3 no mejora la actividad antiandrogénica en
este tipo de derivados del pregnano.

Efecto en el 6rgano flanco
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Diametro de los nédulos pigmentados

Figura 20. Efecto antiandrogénico sobre los nédulos pigmentados

Una posible explicacion de la pérdida de la actividad puede residir en los
requerimientos estéricos del sitio activo de la enzima, ya que una sustitucion en la
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posicion para del anillo de cinamato, sin importar la naturaleza del sustituyente,
llevo a la pérdida de la actividad inhibitoria in vitro. Mientras que el compuesto no
sustituido, al presentar menor impedimento estérico, puede unirse de manera mas
facil con el sitio activo de la enzima.

Analisis de Resultados

Otra posibilidad puede estar en el coeficiente de particién (Log P), ya que en
trabajos anteriores se ha discutido ampliamente que un valor de Log P mayor al de
la Finasterida (Log P = 3.15) favorece la actividad, pero no se ha discutido hasta
qué punto es favorable que sea mayor, al comparar los valores de los compuestos
sintetizados en este trabajo, se puede observar que se diferencian bastante del
valor de la Finasterida (Tabla 3). En consecuencia, es posible que esta nueva
serie sea tan hidrofobica, que este hecho conlleve a la pérdida de la actividad por
la imposibilidad de interactuar con la enzima. Ademas, el compuesto mas activo
reportado en el trabajo con acidos benzoicos, presenta un Log P de 4.09 frente a
4.49 del derivado 6a. Los compuestos 6g y 6h tienen un Log P menor, pero a su
vez son los que tienen grupos mas polares y a la vez voluminosos, lo cual podria
explicar por qué no resultaron ser activos.

Tabla 3. Valores de Log P de los derivados 6a-h

Derivado Log P Derivado Log P
4.49 4.97
4.65 541
5.05 4.23
5.32 4.36
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Conclusiones

CONCLUSIONES

» Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion ratifican la
validez y versatilidad de la ruta de sintesis disefiada en el laboratorio 125
del departamento de farmacia de la Universidad Nacional Auténoma de
México para acceder a derivados no descritos del pregnano.

« Se corrobor6 por RMN 'H que la reaccion de epoxidaciéon es
estereoselectiva y que la relacion de los isbmeros a-epoxi y p-epoxi es de
aproximadamente 2:1.

* En total se sintetizaron 8 nuevos derivados de la 3B-cinamoiloxipregna-
4,16-dien-6,20-diona, cuyas propiedades fisicas y espectroscopicas se
reportan por primera vez.

* En los nuevos derivados de la 3B-cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona
se encontrd un desplazamiento por encima de lo normal para uno de los
protones en la posicién 12 debido a la orientacion y el efecto anisotrépico
del grupo carbonilo en la posicion 20.

» Se corroboré que la orientacion de los compuestos finales e intermediarios
sintetizados es transoide en el sistema a,B-insaturado en el anillo D.

» El derivado 6a fue el Unico que mostré actividad tanto en las pruebas in
vitro, como en la prueba in vivo del diametro del 6rgano del flanco, los
demas compuestos no mostraron actividad significativa.

» Se demostrd que la sustitucion en la posicién para del anillo del cinamato
no mejora la actividad bioldgica, por el contrario conlleva a la pérdida de la
misma.

» Los valores de Log P sugieren que un incremento en la hidrofobicidad de
los compuestos conlleva a un decaimiento en la actividad bioldgica.
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ANEXOS

ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN H Y RMN 3C,
OBTENIDOS EN EL PRESENTE TRABAJO DE
INVESTIGACION
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ANEXOS 1. ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN *'H Y RMN **C DE EL

ACETATO DE 16-DESHIDROPREGNENOLONA (1)

Anexo 1.1. Espectro de UV-Vis del acetato de 16-deshidropregnenolona (1)
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Anexos

Anexo 1.3. Espectro de EM-FAB del acetato de 16-deshidropregnenolona (1)
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Anexo 1.4. Espectro de RMN *3C del acetato de 16-deshidropregnenolona (1)
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ANEXOS 2. ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN *H Y RMN **C DE LA
3B-ACETOXI-5,6-EPOXIPREGNA-16-EN-20-ONA (2)

Anexos

Anexo 2.1. Espectro UV-Vis de la 3B-acetoxi-5¢,6&-epoxipregna-16-en-20-ona (2)
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Anexo 2.3. Espectro EM-FAB de la 3B3-acetoxi-5¢,6&-epoxipregna-16-en-20-ona
(2)
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Anexo 2.5. Espectro de RMN *3C de la 3B-acetoxi-5¢,6&-epoxipregna-16-en-20-
ona (2)
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ANEXOS 3. ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN *H Y RMN **C DE LA
3B-ACETOXI-5-HIDROXIPREGNA-16-EN-6,20-DIONA (3)

Anexo 3.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-acetoxi-5&-hidroxipregna-16-en-6,20-
diona (3)
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Anexo 3.3. Espectro de EM-FAB de la 33-acetoxi-5¢-hidroxipregna-16-en-6,20-
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Anexo 3.5. Espectro de RMN *H de la 3B-acetoxi-5&-hidroxipregna-16-en-6,20-
diona (3)
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ANEXOS 4. ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN *H Y RMN **C DE LA
3B-ACETOXIPREGNA-4,16-DIEN-6,20-DIONA (4)

Anexos

Anexo 4.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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Anexo 4.3. Espectro de EM-FAB de la 33-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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Anexo 4.5. Espectro de RMN *3C de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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ANEXOS 5. ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN *'H Y RMN **C DE LA
3B-HIDROXIPREGNA-4,16-DIEN-6,20-DIONA (5)

Anexos

Anexo 5.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)
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Anexo 5.3. Espectro de EM-FAB de la 33-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)
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Anexo 5.5. Espectro de RMN *3C de la 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)
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ANEXOS 6. ESPECTROS DE UV-Vis, IR, EM-FAB, RMN *H Y RMN **C DE LAS

3B-CINAMOILOXIPREGNA-4,16-DIEN-6,20-DIONAS 6a-h

Anexo 6a.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona
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Anexo 6a.3. Espectro de EM-FAB de la 33-cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (6a)
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Anexo 6a.5. Espectro de RMN **C de la 3B-cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-
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Anexo 6b.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-(p-fluoro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6b.2. Espectro de IR de la 33-(p-fluoro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-
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Anexo 6b.4. Espectro de RMN *H de la 3B-(p-fluoro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6b)
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Anexo 6b.5. Espectro de RMN *3C de la 3B-(p-fluoro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6¢.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-(p-cloro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6¢)
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Anexo 6¢.3. Espectro de EM-FAB de la 33-(p-cloro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6¢)
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Anexo 6¢.5. Espectro de RMN *3C de la 3B-(p-cloro)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6¢)
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Anexo 6d.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-(p-bromo)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6d)
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Anexo 6d.2. Espectro de IR de la 33-(p-bromo)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-
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Anexo 6d.4. Espectro de RMN *H de la 3B-(p-bromo)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6d)
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Anexo 6e.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-(p-metil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6e.3. Espectro de EM-FAB de la 33-(p-metil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6e.5.

=

Espectro de RMN *3C de la 3B-(p-metil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6e)
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Anexo 6f.2. Espectro de IR de la 33-(p-trifluorometil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6f.3. Espectro de EM-FAB de la 3p3-(p-trifluorometil)cinamoiloxipregna-
4,16-dien-6,20-diona (6f)
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Anexo 6f.4. Espectro de RMN *H de la 3B-(p-trifluorometil)cinamoiloxipregna-4,16-
dien-6,20-diona (6f)
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Anexo 6g.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-(p-formil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (69)
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Anexo 6g.2. Espectro de IR de la 3B-(p-formil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-
diona (69)

1000

95

85

7.

70

65

%T

00 ..

3597.67

338501

4000.0 3600

3200

305222

ﬂ')Z 19

285615

2942.13

2800

1923.14

1

156975

tO1SB4 85

140263

I6il9?
|

1654.19

1699.95

2400 2000 1800 160

145437 ’
142023 f

l
|

A 112345
128041 110867
136767 |

|
13(7.08 103735
il ba

{1252
| 12 u‘
132638

1201 43

116272

1400 1200

\ i
101197

1000

400.0

80



Anexos

=

Anexo 69.3. Espectro de EM-FAB de la 33-(p-formil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6g.5. Espectro de RMN **C de la 3B-(p-formil)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6h.1. Espectro de UV-Vis de la 3B-(p-metoxi)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
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Anexo 6h.2. Espectro de IR de la 33-(p-metoxi)cinamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-
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Anexo 6h.4. Espectro de RMN *H de la 3B-(p-metoxi)cinamoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (6h)
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Anexo 6h.5. Espectro de RMN *3C de la 3B-(p-metoxi)cinamoiloxipregna-4,16-
dien-6,20-diona (6h)
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