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ABSTRACT 

Prostate cancer and benign prostatic hyperplasia (BPH) are two conditions with an 

increased incidence affecting the male elderly population (over 60 years). Both conditions 

are androgen-dependent, the development and pathology are dependent on androgen levels 

in the body, mainly dihydrotestosterone (DHT), the most potent androgen. 

In recent years many treatments have been developed to decrease the elevated 

androgen concentration in human body. Inhibitors of 5-reductase enzyme are of particular 

importance in this aspect since this enzyme is responsible for the reduction of testosterone 

to dihydrotestosterone. From the pharmacological point of view this approach is attractive 

not only because it inhibits the androgenic actions caused by DHT, but also it preserves the 

physiological functions of testosterone thereby reducing side effects. 

Previous studies in our group have shown that 5-reductase enzyme has affinity 

towards ,-unsaturated carbonyl group and this functional group was identified as the 

pharmacophore.  The compound pregna-4,6-diene-4,6,20-trione had a potency 10 times 

greater than the commercial drug finasteride in inhibiting 5 reductase enzyme in  in vitro 

studies. However this potency did not equalize in to in vivo studies due to poor 

bioavailability. The compounds synthesized for this thesis were based on the skeleton of 

this compound and aromatic and aliphatic esters were introduced at C-21 to ensure the 

bioavailability of the molecules. 

On the other hand, it has been reported that esters at C-3 position of the steroidal 

skeleton showed cytotoxic properties in different cancer cell lines, for this the synthesis of 

compounds having this function at C-3 and C-21 were planned for comparison between 

them and among those already reported. The esters that were synthesized are derivatives of 

aliphatic and alicyclic acids as well as aromatic acids. Aromatic carbamates at C-3 were 

also synthesized to test its cytotoxic activity. 
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In vitro assays were performed in which the IC50 was determined by measuring the 

inhibitory concentration of 50% of the activity of the 5α-reductase enzyme present in 

extracts of rat liver (isoform type 1) and human cadaver prostate (isoform type 2) using 35 

compounds synthesized for this purpose. The most active compounds were chosen for 

further  in vivo testing in Syrian Golden hamsters for changes in the diameter of the 

pigmented spot (pigmented spot is androgen dependent), weight of the prostate and the 

seminal vesicles were measured. The percent inhibition of 24 final compounds in cancer 

cell lines of breast (MCF-7), prostate (PC-3) and lung (SKLU-1) was also determined. 
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RESUMEN 

Actualmente el cáncer de próstata y la hiperplasia prostática benigna son dos 

padecimientos con una incidencia creciente que afectan a la población masculina de edad 

avanzada (mayores a 60 años). Ambos padecimientos son andrógeno-dependientes, es 

decir, que su desarrollo y patología es dependiente de las concentraciones de andrógenos en 

el organismo, principalmente de la dihidrotestosterona, que es el andrógeno más potente. 

Es por ello que se han creado diversos tratamientos para disminuir las 

concentraciones de esta hormona en el organismo, siendo de vital interés los inhibidores de 

la enzima 5α-reductasa, debido a que esta enzima es la encargada de la reducción de 

testosterona a dihidrotestosterona. Desde el punto de vista farmacológico este tratamiento 

resulta muy atractivo ya que únicamente se detienen las acciones androgénicas causadas 

por la dihidrotestosterona sin afectar las funciones fisiológicas de la testosterona, en 

consecuencia los efectos secundarios son menores. 

Este proyecto se basó en trabajos realizados anteriormente en nuestro grupo de 

investigación, en los cuales se ha demostrado que la enzima 5α-reductasa tiene afinidad 

hacia los carbonilos α,β-insaturados siendo esta función el farmacóforo. Especialmente el 

compuesto pregna-4,6-dien-4,6,20-triona tuvo una potencia 10 veces mayor que la 

finasterida (fármaco del mercado) en pruebas de inhibición in vitro de esta enzima pero en 

pruebas in vivo no mostró buenos resultados. Los compuestos sintetizados para esta tesis se 

basaron en el esqueleto de este compuesto y se adicionaron ésteres aromáticos y alifáticos 

en posición C-21 para garantizar la biodisponibilidad de las moléculas. 

Por otro lado se ha publicado que los ésteres en posición C-3 del esqueleto 

esteroidal  muestran propiedades citotóxicas en diferentes líneas celulares de cáncer por lo 

cual se planeó la síntesis de compuestos que tuvieran esta función tanto en posición C-3 

como en C-21 para compararlos entre ellos y entre los ya reportados.  Los ésteres 

sintetizados fueron derivados de ácidos alifáticos y alicíclicos así como aromáticos. 

También se sintetizaron carbamatos aromáticos en C-3 para estudiar su actividad.
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Se realizaron ensayos in vitro en los cuales se determinó la CI50 midiendo la 

concentración  inhibitoria del 50% de la actividad de la enzima 5α-reductasa presente en 

extractos de hígado de rata (isoforma tipo 1) y de próstata de cadáver humano (isoforma 

tipo 2), usando 35 compuestos sintetizados para este fin. De estos derivados se escogieron 

los mejores tres compuestos para realizar pruebas in vivo  en hámster de la sepa Sirian 

Golden en los cuales se midió el diámetro de la mancha pigmentada la cual es dependiente 

de andrógenos, el peso de la próstata y de las vesículas seminales. Se determinó también el 

porcentaje de inhibición de 24 compuestos finales en líneas celulares de cáncer de mama 

(MCF-7), próstata (PC-3) y pulmón (SKLU-1). 
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1.  INTRODUCCIÓN 
 

El cáncer es una enfermedad que ha acompañado al hombre desde épocas remotas, 

debido a que se trata de una alteración celular que provoca un aumento descontrolado de 

células anormales; su crecimiento invasivo y propagación a través de los tejidos perturba el 

funcionamiento normal del organismo. Este padecimiento puede afectar tanto a niños como 

a adultos y no hace distinción de razas, nivel socioeconómico o sexo. Debido a su alta 

incidencia y a que sus consecuencias impactan no solo al paciente sino también a la familia 

y la comunidad, que demandan atención especializada, desde 1990 se considera un 

problema de salud pública en nuestro país.1-2 

Conforme la población envejece, la incidencia del cáncer aumenta, debido al efecto 

acumulado de la exposición a factores de riesgo y estilos de vida poco saludables, además 

de que los mecanismos de reparación celular pierden eficacia con la edad (OMS, 2014), lo 

que predispone el desarrollo de ciertos tipos de cáncer. Cuando las células no se pueden 

reparar eficazmente, entran en un estado conocido como senescencia, envejecimiento 

natural o bien presentan apoptosis o muerte celular; una alteración en estos procesos puede 

generar una carcinogénesis, que es un fallo que provoca que una célula que sufre 

mutaciones inicie la generación de más células anormales que tienen la característica de ser 

invasivas.2  

Según datos del INEGI (febrero 2011) los tumores malignos son los causantes de 

aproximadamente 13% de las defunciones mundiales, 7.9 millones de muertes por año, de 

las cuales más del 72% se registran en países de ingresos bajos y medios. La Organización 

Mundial de la Salud (OMS) prevé que entre 2007 y 2030, aumentará 45% la mortalidad por 

cáncer a nivel mundial, pues estima que pasará de 7.9 a 11.5 millones de defunciones por 

año, resultado del crecimiento demográfico y el envejecimiento de la población; además, 

estima que durante el mismo periodo, el número de casos nuevos de cáncer aumentará de 

11.3 a 15.5 millones.2 

En 2012, las principales neoplasias entre la población mexicana masculina de 20 

años y más, se ubican en órganos digestivos (25.4%), en órganos genitales (11.5%) y en
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 órganos hematopoyéticos (9.9%); mientras que en las mujeres de este mismo grupo de 

edad, en mama (30.8%); órganos genitales (16.5%) y órganos digestivos (13.8 por ciento).2 

La principal causa de morbilidad hospitalaria por cáncer entre la población 

masculina de 20 a 39 años, se ubica en el de órganos hematopoyéticos, 22.6 de cada 100 

hombres de 20 a 29 años y 17.1 de cada 100 de 30 a 39 años egresaron por esa causa; en los 

varones de 40 a 49 años son los tumores en el tejido linfático y afines (16.1%); en los de 50 

a 59 años es el cáncer en los órganos digestivos (23.3 de cada 100); mientras que en la 

población de 60 años y más son neoplasias en órganos genitales masculinos, 13 de cada 100 

hombres de 60 a 64 años, 34, de 65 a 74 años; 15.5%, de 75 a 79 años y 17.5 de cada 100 

varones de 80 años y más lo padecen.2 

 

 
Figura I.1 Porcentaje de morbilidad hospitalaria de los principales tumores malignos en la 

población de 20 años y más según su sexo 20122  

Por esta razón, numerosos grupos de investigación han dedicado sus esfuerzos para 

atacar este mal. En nuestro grupo de trabajo nos hemos enfocado en sintetizar compuestos 

antiandrogénicos para contrarrestar el cáncer de próstata y la hiperplasia prostática benigna, 

que como se mencionó, son algunos de los principales padecimientos en la población 

masculina en el mundo. Así también todos los compuestos sintetizados son analizados en 

pruebas primarias de citotoxicidad en lineas celulares de cancer de mama (MCF-7), 

próstata (PC-3) y pulmón (SKLU-1) que son las afecciones de mayor incidencia entre la 

población. 
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2.  ANTECEDENTES 

 

2.1 Hormonas 

Las hormonas son sustancias producidas por las glándulas en los organismos 

multicelulares y son transportadas por el sistema circulatorio a los órganos diana distantes 

para regular su fisiología y comportamiento. Las hormonas tienen diferentes estructuras 

químicas incluyendo eicosanoides, esteroides, derivados de aminoácidos, péptidos y 

proteínas. Las glándulas que secretan las hormonas comprenden el sistema de señalización 

endocrino. El término hormona es algunas veces extendido para incluir compuestos 

químicos producidos por las células que afectan a la misma célula (señalización autocrina) 

o células vecinas (señalización paracrina).3-4  

Las hormonas se usan para comunicarse entre órganos y tejidos para regular 

actividades psicológicas y de comportamiento, como la digestión, el metabolismo, la 

respiración, funciones de tejidos, percepción sensorial, sueño, excreción, estrés, 

crecimiento, desarrollo, movimiento, reproducción y estado de ánimo.5-6   

Las hormonas tienen la característica de actuar sobre las células, que deben disponer 

de una serie de receptores específicos. Hay dos tipos de receptores celulares:6-8 

Receptores de membrana: los usan las hormonas peptídicas. Las hormonas peptídicas 

(primer mensajero) se fijan a un receptor proteico que hay en la membrana de la célula, y 

estimulan la actividad de otra proteína (unidad catalítica), que hace pasar 

el ATP (intracelular) a AMP (segundo mensajero), que junto con el calcio intracelular, 

activa la enzima proteína quinasa (responsable de producir la fosforilación de las proteínas 

de la célula, que produce una acción biológica determinada). Esta es la teoría o hipótesis de 

segundo mensajero o de Sutherland. 

Receptores intracelulares: los usan las hormonas esteroidales. La hormona atraviesa la 

membrana de la célula diana por difusión. Una vez dentro del citoplasma se asocia con su 

receptor intracelular, con el cual viaja al núcleo atravesando juntos la membrana nuclear. 

En el núcleo se fija al ADN y hace que se sintetice ARNm, que induce a la síntesis de 

nuevas proteínas, que se traducirán en una respuesta fisiológica, o bien, puede ubicarse en

https://es.wikipedia.org/wiki/Receptores_de_membrana
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_monofosfato
https://es.wikipedia.org/wiki/Calcio
https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Fosforilaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Receptores_intracelulares
https://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
https://es.wikipedia.org/wiki/ARNm
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 el lugar de la maquinaria biosintética de una determinada proteína para evitar su síntesis 

(Figura 2.1). 

 

Figura 2.1 Modelo de acción de las hormonas esteroidales 

 

 

2.1.1 Hormonas esteroidales 

Las hormonas esteroidales regulan múltiples procesos biológicos en los mamíferos, 

entre los que destacan la homeostasis hidroelectrolítica, las respuestas al estrés y la función 

reproductiva, además de regular distintas conductas. Las hormonas esteroides se sintetizan 

a partir del colesterol en células específicas del ovario, del testículo, la corteza suprarrenal, 

la placenta y el sistema nervioso central mediante la acción de enzimas específicas (Figura 

2.2). Dichas hormonas se clasifican en andrógenos, progestinas, estrógenos, 

glucocorticoides y mineralocorticoides. En la Tabla 2.1 se muestra un ejemplo de cada 

hormona, su lugar de síntesis y su función principal.9 
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Figura 2.2 Biosíntesis de hormonas esteroidales 

 

 

 

 

 

 

 

 

17α-hidroxilasa 

17,20 liasa 

17β-HED 

5α-reductasa 
3β-hidroxiesteroide dehidrogenasa 

21-hidroxilasa 

11β-hidroxilasa

Aldosterona 
sintasa 
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Tabla 2.1 Estructura y función de las hormonas esteroidales.9 

HORMONA LUGAR DE SÍNTESIS FUNCIÓN 

Progestinas: Progesterona. 

 

Ovario, placenta, SNC Preparación del endometrio 
para la implantación del óvulo 
fertilizado, mantenimiento del 
embarazo, desarrollo de la 
glándula mamaria, regulación 
de diversas actividades en el 
SNC. 

Estrógenos: Estradiol y 
estrona.

 

Ovario, placenta, SNC Diferenciación sexual del 
cerebro, conducta sexual 
femenina, maduración ósea. 

Andrógenos: Testosterona 

 y dihidrotestosterona. 

 

Testículo Conducta sexual y fenotipo 
masculino, espermatogénesis. 

Glucocorticoides: Cortisol, 
cortisona y corticosterona.

 

Corteza adrenal Regulación de las respuestas al 
estrés, modulación del 
metabolismo de glucosa y la 
gluconeogénesis.  

Mineralocorticoides: 
Aldosterona y 11-
desoxicorticosterona. 

 

Corteza adrenal Metabolismo hidroelectrolítico, 
retención de sodio y excreción 
de potasio. 
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2.1.2 Andrógenos 

Los andrógenos (del griego “andro” que significa masculino) son compuestos 

naturales o sintéticos que controlan o estimulan el desarrollo y mantenimiento de las 

características masculinas en vertebrados por la unión a receptores androgénicos. Esto 

incluye el desarrollo y actividad de los órganos sexuales y el desarrollo de características 

sexuales secundarias.  El andrógeno principal y mejor conocido es la testosterona.10 

El principal subconjunto de andrógenos conocidos como andrógenos suprarrenales, 

tienen una estructura esteroidal con 19 carbonos y son sintetizados en la zona reticular, en 

la capa más interna de la corteza adrenal.10 A continuación se presenta una lista de los 

andrógenos más importantes. 

 

 

Testosterona 

 

 

Es producida por los testículos, ovarios y en pequeñas 

cantidades por las glándulas suprarrenales, es la principal 

hormona masculina. 

Androstenediona

 

 

Es sintetizada en las glándulas suprarrenales y en las 

gónadas, es el precursor sintético de las hormonas 

masculinas y femeninas. 

Androstenediol

 

 

Es el metabolito esteroidal que se cree que actúa como 

principal regulador de la secreción de gonadotropina. 
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Androsterona

 

 

Subproducto del metabolismo de andrógenos y derivado de 

la progesterona. Es producida también por la corteza 

adrenal. Tiene efectos masculinizantes menores y es siete 

veces menos potente que la testosterona.  

5α-Dihidrotestosterona

 

 

Es un metabolito de la testosterona sintetizado por la 

enzima 5α-reductasa. Durante la embriogénesis tiene un rol 

principal en la formación de los genitales externos 

masculinos.  

 

2.2 Padecimientos andrógeno-dependientes  

El cáncer de próstata y la hiperplasia prostática benigna son dos padecimientos que 

afectan a la población masculina. Ambos padecimientos son dependientes de andrógenos, 

principalmente de la dihidrotestosterona (DHT), que es el andrógeno más potente y que es 

sintetizado a partir de la testosterona en una reacción catalizada por la enzima 5α-reductasa.  

2.2.1  Aspectos generales de la próstata 

La próstata, una glándula exclusivamente masculina, está ubicada delante del recto 

y debajo de la vejiga, como se muestra en la Figura 2.3. El tamaño de la próstata varía con 

la edad. En los hombres más jóvenes, la próstata es del tamaño de una nuez. Pero, puede ser 

mucho más grande en hombres de más edad. 
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Figura 2.3 Esquema del sistema reproductor masculino11 

La función de la próstata consiste en producir cierta cantidad del líquido que protege 

y nutre a los espermatozoides presentes en el semen. Lo que causa que sea más líquido. 

Inmediatamente detrás de la próstata se encuentran las vesículas seminales, que producen el 

mayor volumen de líquido para el semen. La uretra, que es el conducto que transporta la 

orina y el semen fuera del cuerpo a través del pene, pasa por el centro de la próstata.11 

La próstata comienza a desarrollarse antes del nacimiento y continúa su crecimiento 

hasta que el hombre alcanza la adultez. Este crecimiento es promovido por hormonas 

masculinas (llamadas andrógenos). El andrógeno principal, la testosterona, se produce en 

los testículos. La enzima 5α-reductasa transforma la testosterona en DHT, la cual le envía 

una señal a la próstata para que crezca. Mientras las hormonas masculinas estén presentes, 

la próstata permanece del tamaño normal para un adulto. En los hombres mayores a 45 

años, la parte interior de la próstata (alrededor de la uretra) a menudo sigue creciendo 

causando una condición común llamada hiperplasia prostática benigna (HPB). Cuando se 

presenta esta afección, el tejido de la próstata puede presionar la uretra, lo que causa 

problemas al pasar la orina. La HPB puede ser un problema de salud grave, pero no es 

cáncer.12 
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2.2.2 Cáncer de próstata 

Varios tipos de células se encuentran en la próstata, pero casi todos los casos de 

cáncer de próstata se desarrollan a partir de las células de la glándula; células que producen 

el líquido de la próstata que se agrega al semen. Algunos cánceres de próstata pueden 

crecer y propagarse rápidamente, pero la mayoría de éstos crecen lentamente.13 

Todavía no se entienden completamente las causas del cáncer de próstata, pero los 

investigadores han encontrado varios factores que pueden cambiar el riesgo de padecer esta 

enfermedad. Para algunos de estos factores, la asociación con el riesgo de cáncer de 

próstata aún no está clara.14 

Edad. La edad es el principal factor de riesgo para el cáncer de próstata. El cáncer 

de próstata ocurre en muy pocas ocasiones antes de la edad de 40 años, pero la probabilidad 

de tener cáncer de próstata aumenta rápidamente después de los 50 años. Casi dos de tres 

casos de cáncer de próstata se detectan en hombres mayores de 65 años.15-16 

Raza o grupo étnico. El cáncer de próstata ocurre con más frecuencia en los 

hombres de ascendencia de raza negra que en los hombres de otras razas. Además, los 

hombres de raza negra tienen una mayor probabilidad de ser diagnosticados en una etapa 

avanzada, y tienen más del doble de probabilidad de morir de cáncer de próstata en 

comparación con los hombres blancos. El cáncer de próstata ocurre con menos frecuencia 

en los hombres asiático-americanos e hispano-latinos que en los hombres blancos. No están 

claras las razones de estas diferencias raciales y étnicas.17-18 

Antecedentes familiares. Parece ser que el cáncer de próstata afecta más a 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 cáncer de próstata, se duplica el riesgo de 

que este hombre padezca la enfermedad (el riesgo es mayor para un hombre con un 

hermano afectado que para un hombre cuyo padre ha tenido este tipo de cáncer).19-21  

Inflamación de la próstata. Algunos estudios han sugerido que la prostatitis 

(inflamación de la glándula prostática) puede estar asociada con un riesgo aumentado de 

cáncer de próstata, aunque otros estudios no han encontrado tal asociación. A menudo, la 
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inflamación se observa en las muestras del tejido de la próstata que también contiene 

cáncer. La asociación entre los dos no está clara, pero ésta es un área activa de 

investigación.22 

2.2.2.1 Pruebas para la detección del cáncer de próstata 

La detección del cáncer de próstata implica buscar la presencia de cáncer antes de 

que produzca síntomas. Esto resulta útil para descubrir el cáncer en una fase temprana, 

cuando puede ser más fácil de tratar.23-24 

Las pruebas que se realizan habitualmente para detectar el cáncer de próstata25 son: 

 Tacto rectal (DRE, por sus siglas en inglés): Un doctor o un enfermero insertará un 

dedo enguantado y lubricado en el recto para palpar la próstata, con el fin de 

determinar su tamaño y sentir si hay bultos u otras anomalías. 

 Prueba del antígeno prostático específico (PSA, por sus siglas en inglés): La prueba 

del PSA es un examen de sangre que mide los niveles de PSA en la sangre. El PSA es 

una proteína que produce la próstata. Los niveles del PSA en la sangre pueden ser más 

elevados en los hombres que tienen cáncer de próstata. Otras afecciones que afectan la 

próstata también pueden causar una elevación en los niveles del PSA. 

2.2.2.2 Aspectos generales de las opciones de tratamiento contra cáncer de 

próstata 

Existen diferentes tipos de tratamientos para todos los pacientes con cáncer de 

próstata. Algunos tratamientos son estándar (el que se usa en la actualidad) y otros están en 

investigación en estudios clínicos. La elección del tratamiento más adecuado para el cáncer 

es una decisión que idealmente involucra al paciente, su familia y al equipo de atención 

médica.  

Vigilancia expectante. Si el cáncer de próstata se detecta en una etapa inicial y 

crece lentamente, y el tratamiento del cáncer provocaría más molestias que la enfermedad, 

el médico puede recomendar la vigilancia activa o espera vigilante. Durante la vigilancia 

activa, el cáncer se monitorea cuidadosamente mediante pruebas regulares del PSA y de 
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DRE, y la observación de síntomas con biopsias periódicas. Generalmente, se recomienda 

en el caso de los pacientes mucho mayores o de aquellos con otras enfermedades graves o 

que ponen en riesgo la vida. Si el cáncer muestra signos de empeoramiento, se suele 

recomendar la terapia hormonal para tratar los síntomas.26-27 

Cirugía. La cirugía es la extirpación del tumor y del tejido circundante durante una 

operación. Se usa para tratar de eliminar un tumor antes de que se disemine fuera de la 

próstata. El tipo de cirugía depende del estadio de la enfermedad, del estado de salud 

general del hombre y de otros factores.28 

Radioterapia. La radioterapia es el uso de rayos  de alta potencia para destruir 

células cancerosas. Generalmente, la radioterapia con haz externo se administra con un haz 

de rayos X de alta potencia.28 

Quimioterapia. La quimioterapia es el uso de fármacos para destruir las células 

cancerosas, generalmente al inhibir su capacidad para crecer y dividirse. Se usan diversos 

fármacos estándares para el cáncer de próstata. En general, la quimioterapia estándar 

comienza con docetaxel combinado con un esteroide denominado prednisona. Se ha 

demostrado que esta combinación ayuda a que los hombres con cáncer de próstata 

avanzado vivan más en comparación con otro fármaco quimioterapéutico, mitoxantrona 

(Novantrone), que fue una de las primeras quimioterapias aprobadas para el cáncer de 

próstata metastásico resistente a la castración.29 

Hormonoterapia: La hormonoterapia es el uso de hormonas con el fin de detener el 

crecimiento de las células cancerosas. Las hormonas masculinas (en especial la 

testosterona) pueden estimular el crecimiento del cáncer de próstata. Con el fin de detener 

este crecimiento se pueden administrar hormonas femeninas o medicamentos que reducen 

la producción de las hormonas masculinas.  

La hormonoterapia constituye una valiosa arma terapéutica  utilizada en el 

tratamiento del cáncer de próstata la cual puede incluir lo siguiente: 30  
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 Los estrógenos pueden impedir que los testículos produzcan testosterona. Sin 

embargo, los estrógenos rara vez se utilizan en el tratamiento del cáncer de próstata 

debido al riesgo de efectos secundarios peligrosos.31 

 Los agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante también 

pueden impedir que los testículos produzcan testosterona. Algunos ejemplos son el 

leuprolide, el goserelín y el buserelín.32 

 Los fármacos que pueden impedir que las glándulas suprarrenales produzcan 

andrógenos incluyen al ketoconazol y la aminoglutetimida.33 

 Inhibidores de la CYP17. Si bien los testículos son los principales productores de 

andrógenos, otras células del cuerpo, incluidas las células cancerosas de la próstata, 

pueden, de todos modos, producir pequeñas cantidades, que pueden impulsar el 

crecimiento del cáncer. La abiraterona (Fig. 2.4) es un fármaco que bloquea una 

enzima denominada CYP17 e impide que estas células produzcan determinadas 

hormonas, incluidos los andrógenos.34 

 
Figura 2.4 Abiraterona 

 

 Orquiectomía bilateral. La orquiectomía bilateral es la extirpación quirúrgica de 

ambos testículos y fue el primer tratamiento usado para el cáncer de próstata 

metastásico más de 70 años atrás. Si bien se trata de una operación, se considera una 

terapia hormonal porque extirpa la fuente principal de la producción de testosterona, 

los testículos. Los efectos de esta cirugía son permanentes y no pueden revertirse. 

 Los antiandrógenos. Su función consiste en suprimir la acción biológica de los 

andrógenos (hormonas que producen las características sexuales masculinas) ya sea 

bloqueando los receptores androgénicos o impidiendo la función de ciertas enzimas, 

que actúan en diferentes tejidos. Por lo que se refiere a los antiandrógenos, pueden 
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estar constituidos por moléculas con una estructura esteroidal, como los que han sido 

desarrollados por nuestro grupo de investigación, o ser de tipo no esteroidal.35  

 

                 Tabla 2.2 Ejemplos de antiandrógenos comerciales 

 

Esteroidales No  esteroidales 

Acetato de ciproterona 

 

Bicalutamida 

 

Mefepristona 

 

Flutamida 

 

Finasterida 

 

Nilutamida 

 

 

Los antiandrógenos comerciales ocasionan alteraciones hormonales, fallas 

cardiacas, retención de líquidos, efectos nocivos en las células del hígado (hepatotóxicos), 

disminución del deseo sexual, vómito y diarrea, entre otros síntomas.  
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Por lo tanto investigaciones en este campo están enfocadas en anular lo más posible 

estas reacciones adversas en los antiandrógenos que se han sintetizado, y además, diseñar 

un proceso de síntesis rentable, con altos rendimientos y bajos costos. 

 

2.2.3 Hiperplasia prostática benigna 

La hiperplasia prostática benigna también es conocida como hipertrofia prostática 

benigna, crecimiento prostático benigno u obstrucción prostática benigna. 

La HPB es definida de acuerdo a criterios clínicos como la presencia de una 

obstrucción del flujo de salida de la vejiga y el crecimiento prostático benigno. Esto es 

conocido también como prostatismo.36 

 

Figura 2.5 Representación de la HPB36 

El crecimiento de la próstata es prácticamente universal en los hombres debido a la 

edad y masa corporal,37 cuando el tamaño de esta glándula es muy grande puede llegar a 

comprimir la uretra lo que lleva a una obstrucción significativa parcial o casi total de los 

canales de la uretra lo cual impide el paso del flujo de la orina y una retención urinaria 

aguda en algunos hombres. 
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La HPB provoca síntomas como dificultad para orinar, necesidad frecuente de 

orinar, disuria (dolor al orinar), aumento en el riesgo de infecciones del tracto urinario y 

retención urinaria. No se ha encontrado una relación directa entre la severidad de los 

síntomas y el tamaño de la próstata. Algunos hombres presentan síntomas severos de 

obstrucción urinaria con un crecimiento prostático mínimo, mientras que otros presentan 

síntomas mínimos con próstatas grandes.36 

La patogénesis de la HPB no es bien conocida hasta el momento, sin embargo 

algunas causas posibles son: 

 Conversión de la testosterona plasmática (de los testículos) por la 5α-reductasa en 

DHT, la cual promueve el crecimiento prostático.38 

 Un aumento de los niveles de estradiol (la enzima aromatasa convierte la 

testosterona a estradiol) como resultado de la edad. Los estrógenos actúan 

sinergísticamente con la DHT para inducir receptores androgénicos y crecimiento 

prostático. 

 Activación de los adrenoreceptores α1, lo que incrementa el tono del músculo liso 

del cuello de la vejiga y la próstata.39 

La HPB, se presenta en general, en los hombres mayores de 45 años y su 

prevalencia aumenta con la edad. La evidencia de los estudios de autopsias sugiere que más 

del 90% de los hombres mayores de 70 años presentan HPB. La edad a la cual se presentan 

los síntomas es cercana a los 65 años, y aunque para los hombres con ascendencia negra es 

de 60 años. A los 60 años la prevalencia de la HPB es ≥50% y para la edad de 85 años hasta 

un 90% de los hombres presenta los síntomas. Sin embargo, a pesar de una alta prevalencia, 

la mortalidad asociada con la HPB es baja y la presencia de complicaciones serias no es 

frecuente. 

2.2.3.1 Aspectos generales de las opciones de tratamiento contra la HPB 

La elección del tratamiento apropiado se basa en la severidad de los síntomas, en el 

grado en que afectan el estilo de vida del individuo y en la presencia de cualquier otra 
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condición médica. Las opciones de tratamiento incluyen: una espera con vigilancia 

cuidadosa, diversas terapias con medicamentos y diversos métodos quirúrgicos.40-41 

 Bloqueadores α1: La terapia médica actual puede incluir el uso de bloqueadores 

α1 (doxazosina, prazosina, tamsulosina y terazosina), también utilizados frecuentemente en 

el tratamiento de la hipertensión arterial. Estos medicamentos se usan en el tratamiento de 

la HPB puesto que relajan los músculos del cuello vesical y facilitan la micción. Dos tercios 

de las personas tratadas con bloqueadores α1 manifiestan mejoría de los síntomas.42 

                        

         Doxazosina                                                                  Prazosina 

                             

        Tamsulosina                                                                  Terazosina 

Figura 2.6 Estructura de los bloqueadores α1 

Inhibidores de la enzima 5α-reductasa. La finasterida es un 4-azaesteroide 

inhibidor competitivo reversible y específico de la enzima 5α-reductasa. Bloquea la 

transformación de testosterona en DHT a nivel de la próstata, reduciendo así su tamaño. Se 

ha demostrado que este fármaco aumenta el flujo de orina y disminuye los síntomas de la 

HPB. Sin embargo, para que se produzca una mejoría significativa de los síntomas, pueden 

ser necesarios hasta 6 meses de tratamiento. Entre los efectos secundarios potenciales 

relacionados con su uso están la disminución del impulso sexual (3.3%) y la impotencia 

(2.5 a 3.7%).43 
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Cirugía. La cirugía se aconseja generalmente en los casos con síntomas de 

incontinencia, hematuria recurrente, retención urinaria e infecciones urinarias recurrentes. 

La elección del tipo de procedimiento quirúrgico generalmente se basa en la severidad de 

los síntomas y el tamaño y forma de la próstata. 

2.2.4 Enzima 5α-reductasa 

La enzima 5α-reductasa cataliza la reducción estereoselectiva de la testosterona a  

DHT utilizando como cofactor NADPH en su forma reducida. Existen dos isoformas de 

esta enzima denominadas tipo 1 y tipo 2, las cuales difieren en sus propiedades 

bioquímicas, tejido de localización y su función.44 

 

Figura 2.7 Transformación de la testosterona en DHT por acción de la enzima 5α-

reductasa 

 

La isoenzima tipo 1 se encuentra predominantemente en el hígado, glándulas 

sebáceas, cuero cabelludo, cerebro y en bajas cantidades en la próstata; por otro lado, la 

isoforma tipo 2 se encuentra predominantemente en la próstata, piel genital y vesículas 

seminales. La homología entre ambas es alrededor del 50% y algunas de sus características 

se muestran en la siguiente tabla.45 

 

 

 

 

5α-Reductasa 

NADPH 
Testosterona 5α-Dihidrotestosterona 

NADP+ 
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Tabla 2.3 Comparación de las isoformas 1 y 2 de la enzima 5α-reductasa 

 

 

 

El mecanismo propuesto para la reducción irreversible de la testosterona a DHT 

mediante la enzima 5α-reductasa involucra la formación de un complejo binario entre la 

enzima y el cofactor NADPH, seguido por la formación de un complejo terciario con la 

testosterona. Ocurre entonces una activación del sistema enónico mediante una interacción 

fuerte con un residuo electrofílico presente en el sitio activo de la enzima generando un 

carbocatión con carga deslocalizada, el cual es reducido selectivamente en el carbono C-5 

por la cara α por la transferencia de un hidruro proveniente del NADPH. Posteriormente el 

enol así formado, mediante un tautomerismo ceto-enol propicia la salida de la 

dihidrotestosterona regenerando el complejo binario inicial entre el NADP+-enzima, que 

con la posterior liberación del NADP+, deja a la enzima libre para entrar a un nuevo ciclo 

catalítico.45-46 

Figura 2.8 Mecanismo de reducción de la testosterona a 5α-dihidrotestosterona por acción 

de la enzima 5α-reductasa46 

Ninguna de las isoenzimas ha sido purificada a la fecha debido a su naturaleza 

inestable, por lo que los inhibidores de éstas han sido diseñados por modificación del 

sustrato. 

Características Isoenzima 1 Isoenzima 2 

No. de aminoácidos 259 254 

pH óptimo 6-8.5 5-5.5 

Km (saturación) 3μM 5μM 

Gen que la codifica SRD5A1 SRD5A2 
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2.2.5 Antiandrógenos esteroidales 

Debido a los efectos colaterales que presentan los antiandrógenos actuales del 

mercado, hay una búsqueda continua por desarrollar nuevos agentes esteroidales con mayor 

actividad antiandrogénica y menores efectos secundarios.47 Como ya se ha mencionado, la 

DHT es el andrógeno responsable de varias de las enfermedades andrógeno-dependientes y 

por eso se considera un excelente blanco farmacológico la inhibición de la enzima 5α-

reductasa ya que de esta forma sólo se bloquea la formación de la DHT sin afectar las 

funciones biológicas de la testosterona. 

Básicamente existen dos métodos para sintetizar un esteroide con características 

antiandrogénicas los cuales se describen a continuación. 

Derivados del androstano. Este tipo de inhibidores han sido diseñados 

modificando la estructura de la testosterona y se efectúan en ella diversas modificaciones 

estructurales, de manera que se tenga un efecto antagónico. Así, el nuevo compuesto 

sintetizado tendrá la capacidad de unirse al receptor sin producir efecto androgénico, 

bloqueando la formación del complejo andrógeno-receptor.48-49 

Derivados del pregnano. Este tipo de inhibidores han sido diseñados modificando 

la estructura de la progesterona, lo cual es una ventaja, ya que los compuestos obtenidos a 

partir de ella presentan una mayor actividad antiandrogénica, debido a que la progesterona 

es un antiandrógeno natural por la competencia que existe con la testosterona por la unión a 

la enzima 5α-reductasa. Se han obtenido una serie de compuestos esteroidales con actividad 

antiandrogénica que presentan una baja actividad hormonal, baja toxicidad y no disminuyen 

el líbido.50-54 

Considerando los buenos resultados obtenidos en mis estudios de maestría,55 

relacionados con pruebas primarias en líneas celulares de cáncer, en las cuales se observó 

un alto porcentaje de inhibición tanto en la línea celular de cáncer de próstata, como en la 

de cáncer de mama, se decidió utilizar el esqueleto base de los compuestos reportados,55 la 

16-deshidropregnenolona con un carbonilo α,β-insaturado en C-6 (Figura 2.9), y hacer una 

modificación estructural en C-3 cambiando el grupo éster aromático por ésteres alifáticos 



ANTECEDENTES 

 
25 

lineales y cíclicos, así como un grupo carbamato, con la finalidad de comparar sus 

actividades biológicas (Esquema 5.1) y encontrar una estructura más activa ya que se ha 

publicado que ésteres en esta posición presentan una alta citotoxicidad en líneas celulares 

de cáncer y alta actividad antiandrogénica.56-61 

 

Figura 2.9  Esqueleto derivado de la 16-deshidropregnenolona con un carbonilo 
α,β-insaturado en C-6 

 

Por otro lado en nuestro grupo de trabajo se demostró que  el compuesto pregna-4,6-

dien-4,6,20-triona (Figura 2.10) presenta una potencia de inhibición de la enzima 5α-

reductasa en pruebas in vitro mayor que la finasterida que es el fármaco del mercado (Tabla 

2.4),62 este resultado se atribuyó al sistema de carbonilos conjugados en los anillos A y B; 

sin embargo, en pruebas in vivo no mostró una buena actividad (Tabla 2.5), parte de nuestra 

hipótesis fue que esta molécula no contaba con un sustituyente lipofílico que le brindara al 

compuesto la capacidad de atravesar la membrana celular. Es por esto que otro de los 

objetivos de esta investigación fue el diseño de una ruta sintética para lograr obtener 

compuestos con este sistema conjugado y un éster en C-21 que aumentaría la lipofilia del 

compuesto (Esquema 2), en esta ruta se sintetizaron cuatro compuestos finales, dos con 

ésteres alifáticos y dos con aromáticos (17a-d). 

 

Figura 2.10 Compuesto pregna-4,6-dien-4,6,20-triona 
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Tabla 2.4 CI50 de pruebas de inhibición de la enzima 5α-reductasa del compuesto 
pregna-4,6-dien-4,6,20-triona62 

 

Tratamiento CI50 (M) 5α-R (Tipo 2) 

T+ Finasterida 8.5×10-9 

T+ pregna-4,6-dien-4,6,20-triona 8.5×10-10 

 

 

Tabla 2.5 Pruebas in vivo del compuesto pregna-4,6-dien-4,6,20-triona62 

 

Tratamiento Peso de la próstata (mg) 

Control 48.5±9.59 

Control + T 87.6±10.2 

T+ Finasterida 55.0±10.7 

T+ pregna-4,6-dien-4,6,20-triona 74.1±15.9 
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3.  HIPÓTESIS 
 

La síntesis de compuestos esteroidales que en su estructura contengan carbonilos 

α,β-insaturados tendrán la característica de ser buenos inhibidores de la enzima 5α-

reductasa por su similitud con la testosterona. Las funciones éster o carbamato en 

posiciones C-3 o C-21 le brindaran liposolubilidad a las moléculas derivadas del pregnano 

para que atraviesen la membrana celular más fácilmente. 

La incorporación de un grupo éster en C-21 en el compuesto pregna-4,16-dien-

3,6,20-triona incrementará la liposolubilidad y la actividad in vivo de estos derivados. 
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4.  OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Obtención de compuestos esteroidales derivados del pregnano con una función éster 

en C-3 y C-21 para ser probados en líneas celulares de cáncer y como inhibidores de la 

enzima 5α-reductasa. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 Síntesis de compuestos derivados del pregnano con: 

a) Carbamatos aromáticos, ésteres alifáticos y alicíclicos en C-3 así como un 

carbonilo α,β-insaturado en C-6 y C-20. 

b) Ésteres aromáticos y alifáticos en C-21 con una conjugación 4-en-3,6-diona. 

c) Ésteres aromáticos y alifáticos en C-21 con una conjugación 4-en-3-ona. 

 Análisis primarios de los compuestos finales en las líneas celulares de cáncer: PC-3 

(próstata), MCF-7 (mama), y SKLU-1 (pulmón). Así como pruebas de inhibición de 

la enzima 5α-reductasa. 
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5. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

5.1 Discusión de resultados parte química 

5.1.1 Síntesis de ésteres y carbamatos en C-3 

 

Para la síntesis de compuestos esteroidales que en su estructura contengan funciones 

ésteres o carbamatos en C-3 así como un carbonilo α,β-insaturado en C-6 y C-20 se usó 

como materia prima acetato de 16-deshidropregnenolona (1), el tratamiento de 1 con ácido 

m-cloroperoxibenzoico produjo un epóxido en C-5 y C-6 (2) como se muestra en el 

Esquema 5.1. El tratamiento de 2 con ácido crómico provocó la apertura del epóxido y la 

posterior oxidación del alcohol de C-6 formando así el compuesto 3 el cual se trató con 

cloruro de tionilo y piridina para eliminar el hidroxilo de C-5 y de este modo formar el 

carbonilo α,β-insaturado (4), la hidrólisis del grupo acetoxi  con sosa desprotegió el alcohol 

de C-3 (5) dejándolo libre para la posterior funcionalización. Este compuesto se hizo 

reaccionar con ácidos carboxílicos para formar dos series de ésteres, la primera serie de 

ésteres alifáticos (6a-e) y la segunda de ésteres alicíclicos (7a-e), y a su vez el alcohol 5 

reaccionado con isocianatos aromáticos formó los carbamatos (8a-e). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 
30 

 

Esquema 5.1 Procedimiento sintético para la obtención de ésteres en C-3 con carbonilos 

conjugados en C-6 y C-20 

5.1.1.1 Síntesis de la 3β-acetoxi-5,6α-epoxi-5α-pregn-16-en-20-ona (2) 

El compuesto acetato de 16-deshidropregnenolona es comercialmente accesible, 

este compuesto estuvo almacenado en nuestro laboratorio por algunos años y para usarlo se 

tuvo que purificar mediante recristalización de metanol debido a que contenía impurezas  

más polares, la materia prima pura se obtuvo con un 93% de rendimiento.  
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La epoxidación del doble enlace 5,6 usando ácido m-cloroperoxibenzoico, ha sido 

ampliamente estudiada y se conoce que la reacción produce la mezcla de los epóxidos 

5α,6α y 5β,6β, obteniéndose como producto mayoritario el epóxido α. Esto se debe al 

impedimento estérico del metilo de C-10 que se encuentra en posición β dirigiendo el 

acercamiento del peroxiácido hacia el doble enlace por la cara α menos impedida (Esquema 

5.2). En nuestro laboratorio se ha determinado que la relación de los isómeros α-epoxi y β-

epoxi es aproximadamente 2:1.57 Esta reacción se consiguió con un rendimiento del 78%. 

 

Esquema 5.2 Mecanismo de reacción para la formación del epóxido 2 

 

En el espectro de absorción infraroja, se corrobora la síntesis del epóxido por la 

banda correspondiente al estiramiento C-O-C a 1240 cm-1. En el espectro de RMN 1H se 

observa una señal doble a 2.91 ppm correspondiente al protón unido al C-6 del epóxido, el 

protón vinílico de la materia prima a 5.3 ppm no aparece. Así mismo en el espectro de 

RMN 13C los carbonos C-5 (140.2 ppm) y C-6 (121.9 ppm) de la materia prima se 

desplazan a campo alto debido al cambio de grupo funcional a 60.4 ppm para C-6 y 65.3 

ppm para C-5. En el espectro de masas se exhibe el ión [M+H]+  en m/z 372. 

 

5.1.1.2 Síntesis de la 3β-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-6,20-diona (3) 

 
El tratamiento del compuesto 2 con ácido crómico, produjo el cetol 3 con un 

rendimiento del 81%, el mecanismo conlleva la apertura del epóxido formando un glicol y 

la posterior oxidación del alcohol de C-6. Varios autores coinciden en que las reacciones de 

oxidación de alcoholes esteroidales se llevan a cabo más fácilmente en alcoholes axiales 

que en ecuatoriales ya que el paso determinante de la reacción es la ruptura del enlace C-H 
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por la base y en un alcohol ecuatorial éste enlace es menos accesible. Adicionalmente se ha 

publicado que la transformación de un carbono tetraédrico con un grupo hidroxilo a un 

carbono carbonílico de geometría trigonal plana, elimina algunas interacciones de repulsión 

1,3 diaxiales que producen inestabilidad en la molécula.63-64 

 

Esquema 5.3 Mecanismo de reacción para la formación del cetol 3 

 

El alcohol formado por la apertura del epóxido genera una banda ancha a 3364 cm-1 

en el espectro de IR y el estiramiento C=O del carbonilo se observa por una banda intensa a 

1700 cm-1. En el espectro de RMN de 1H se revela una señal simple a 3.6 ppm 

perteneciente al alcohol y en el espectro RMN 13C se presentan las señales del carbono 

carbonílico a 211.6 ppm y la del C-5 a 80.4 ppm. En el espectro de masas el ión [M+H]+  

aparece a m/z 389. 

 

5.1.1.3 Síntesis de la 3β-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4 y 6a) 
La deshidratación del alcohol de C-5 genera la cetona α,β-insaturada responsable de 

la actividad biológica de las moléculas. Esta reacción se lleva a cabo en presencia de 

cloruro de tionilo y piridina como base. El mecanismo de reacción se realiza mediante una 

eliminación nucleofílica bimolecular (E2) ya que no puede experimentar una reacción de 

sustitución o de eliminación nucleofílica unimolecular porque el carbono unido al alcohol 

es un carbono cabeza de puente que impide que se forme la geometría trigonal plana 
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requerida por el carbocatión, por lo que se obtiene una reacción 100% E2. El rendimiento 

de esta reacción fue del 81% y el mecanismo de reacción se muestra en el Esquema 5.4. 

 

Esquema 5.4 Mecanismo de reacción para la formación del compuesto 4 

El carbonilo α,β-insaturado debido a su conjugación revela una banda de máxima 

absorción en el espectro de UV a 237 nm. En el espectro de IR no se presenta la señal del 

alcohol y la banda del C=O de C-6 se desplaza a 1657 cm-1.  El protón vinílico de C-4 se 

exhibe como una señal simple a 6.1 ppm y en el espectro de RMN de 13C el carbonilo de C-

6 se presenta a 201 ppm y los carbonos C-4 y C-5 de la doble ligadura a 129 ppm y 147.9 

ppm respectivamente. El ión [M+H]+  en el espectro de masas se observa a m/z 371. 

 

5.1.1.4 Síntesis de la 3β-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5) 

El siguiente paso de reacción fue la desprotección del alcohol de C-3 en medio 

básico (Esquema 5.5). La reacción se obtiene con un rendimiento del 87% y se purifica 

fácilmente mediante recristalización de metanol. 

 

Esquema 5.5 Mecanismo de reacción para la formación del compuesto 5 

La desprotección del alcohol de C-3 se comprueba en el espectro de IR con la 

presencia de una banda ancha a 3383 cm-1 y la desaparición de la banda de 1733 cm-1  del 

carbonilo del éster, en el espectro de RMN el protón del hidroxilo genera una señal simple 

a 3.2 ppm, el protón unido a C-3 se desplaza a campo alto (4.2 ppm) debido al cambio de 
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grupo funcional y en el espectro de RMN de 13C el carbono de C-3 se desplaza solo 2 ppm 

a campo alto (67.1 ppm) y desaparecen las señales del acetoxi. En el espectro de masas se 

observa el ión [M+H]+ a m/z 329. 

 

5.1.1.5 Síntesis de los derivados esterificados (6b-e y 7a-e) 

A partir del derivado 5 se esterificó el alcohol de C-3 usando ácidos alifáticos y 

alicíclicos mediante la reacción de Steglich.65 El primer paso es la formación de un 

intermediario O-acilisourea a partir de DCC que le ofrece una reactividad similar a un 

anhídrido, posteriormente la DMAP al ser más nucleofílica que el alcohol reacciona con la 

O-acilisourea generando una amida reactiva o “éster activado” éste intermediario no puede 

producir productos secundarios pero reacciona rápidamente con alcoholes, la DMAP 

reacciona como un agente de transferencia de acilo y la posterior reacción con el alcohol da 

como resultado el éster (Esquema 5.6). Estas reacciones se obtuvieron con rendimientos 

que van del 61 al 77%  

 

Esquema 5.6 Mecanismo de reacción para la formación de ésteres en C-3 

La banda del alcohol en el espectro de IR desapareció y en su lugar se presentó una 

banda entre 1717-1738 cm-1 equivalente al estiramiento C=O del carbonilo del éster. En el 
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espectro de absorción en el ultra violeta todos los derivados exhiben una banda de máxima 

absorción a 236 nm correspondiente a los dos sistemas de carbonilos conjugados tanto en 

posición C-6 como en C-20. El protón de C-3 se desplaza a campo bajo y se muestra como 

un multiplete a 5.3 ppm. En el espectro de RMN de C13 se observa el desplazamiento del 

carbonilo del éster entre 170 y 176 ppm. Con estos datos se comprueba la obtención de los 

compuestos planeados. 

En las Tablas 5.2 y 5.4 se encuentran los valores de desplazamiento de los protones 

y carbonos de las posiciones más representativas de los derivados 6a-e y 7a-e, así mismo en 

las Tablas 5.1 y 5.3 se encuentra el valor de m/z para el ión [M+H]+  de cada compuesto 

final de estas series así como el rendimiento global de cada compuesto el cual oscila entre 

50 y 27%. 

Tabla 5.1 Punto de fusión, rendimiento global, bandas en los espectros de  
UV e IR así como el valor de m/z del ión [M+H]+ de los compuestos 6a-e 

 

COMP. PF (°C) %R global UV 
(nm) 

IR (cm-1) [M+H]+ 

6a 191-193 50 236 1733, 1680, 1657 371 
6b 196-198 33 236 1738, 1689, 1657 385 
6c 142-144 32 236 1732, 1688, 1656 399 
6d 125-127 31 236 1735, 1688, 1656 413 
6e 105-106 34 236 1726, 1688, 1664 427 
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Tabla 5.2 Desplazamientos químicos en los espectro de RMN de carbono y de protón para 
los compuestos 6a-e 

 
No 
 

6a 6b 6c 6d 6e 
13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 

3 69.2 5.3m 69.0 5.3m 68.9 5.3m 68.9 5.3m 68.9 5.3m 
4 129.0 6.1s 129.3 6.0s 129.2 6.0s 129.3 6.0s 129.2 6.0s 
5 147.9 -- 147.8 -- 147.7 -- 147.8 -- 147.7 -- 
6 201.8 -- 201.7 -- 201.7 -- 201.7 -- 201.7 -- 
16 143.8 6.7s 143.7 6.7s 143.7 6.7s 143.7 6.7s 143.7 6.7s 
17 154.8 -- 154.9 -- 154.8 -- 154.9 -- 154.8 -- 
20 196.6 -- 196.5 -- 196.5 -- 196.5 -- 196.5 -- 
21 27.1 2.2s 27.2 2.2s 27.0 2.2s 27.0 2.2s 27.0 2.2m 
1’ 170.7 -- 174.0 -- 173.2 -- 173.5 -- 173.4 -- 
Metilo 
del éster 

21.1 2.0s 9.0 1.1m 13.6 0.9m 13.7 0.9m 13.8 0.9m 

 

Tabla 5.3 Punto de fusión, rendimiento global, bandas en los espectros de  
UV e IR así como el valor de m/z del ión [M+H]+ de los compuestos 7a-e 

 

COMP. PF (°C) %R global UV 
(nm) 

IR (cm-1) [M+H]+ 

7a 203-205 29 236 1724, 1692, 1660 397 
7b 149-150 30 236 1725, 1691, 1663 411 
7c 164-166 31 236 1717, 1690, 1658 425 
7d 160-161 32 236 1727, 1690, 1667 439 
7e 137-134 27 233 1727, 1693, 1652 453 
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Tabla 5.4 Desplazamientos químicos en los espectro de RMN de carbono y de protón para 
los compuestos 7a-7e 

 
No. 
 

7a 7b 7c 7d 7e 
13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 

3 69.1 5.3m 68.9 5.3m 68.9 5.3m 68.6 5.3m 68.7 5.3m 
4 129.3 6.1s 129.3 6.0s 129.5 6.0s 129.5 6.0s 129.6 6.0s 
5 147.7 -- 147.7 -- 147.7 -- 147.3 -- 147.7 -- 
6 201.8 -- 201.8 -- 201.8 -- 201.4 -- 201.7 -- 
16 143.8 6.7s 143.7 6.7s 143.8 6.7s 147.3 6.7s 147.7 6.7s 
17 154.8 -- 154.9 -- 154.9 -- 154.8 -- 154.3 -- 
20 196.6 -- 196.5 -- 196.6 -- 196.5 -- 196.5 -- 
21 27.1 2.2s 27.1 2.2s 27.1 2.2s 27.0 2.1s 28.0 2.2s 
1’ 174.5 -- 175.1 -- 176.4 -- 175.6 -- 176.6 -- 
2’ 13.0 1.6m 38.1 2.6m 43.9 2.4m 43.2 2.2m 49.8 2.4m 

 

5.1.1.6 Síntesis de los derivados carbamatos (8a-e) 

Los carbamatos 8a-e se sintetizaron a partir de los isocianatos aromáticos 

correspondientes y del alcohol 5, en presencia de CuI como catalizador. Durante la 

reacción, el CuI se coordina con el oxígeno del isocianato atrayendo la densidad electrónica 

haciéndolo más electrofílico frente al ataque del alcohol (Esquema 5.7). Estos compuestos 

se obtuvieron con rendimientos que van del 9 al 32%, los bajos rendimientos se atribuyen a 

una impureza que se forma durante la reacción, en cromatografía de capa fina se observa la 

total conversión del compuesto 5, sin embargo la impureza se presenta con el mismo valor 

de r.f. que el producto y solo revela con luz UV, cuando se realiza la separación por 

columna cromatográfica un bajo porcentaje de compuesto se obtiene puro, el resto se 

encuentra como mezcla con dicha impureza.  
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Esquema 5.7 Mecanismo de reacción para la formación de carbamatos en C-3 

 

La síntesis de los carbamatos se constata con la desaparición de la banda del alcohol 

en el espectro de IR,  así mismo se observa una banda entre 3327 y 3365 cm-1 perteneciente 

al estiramiento N-H, entre 1721 y 1727 se encuentra la señal del estiramiento C=O del 

carbonilo del carbamato. El protón unido al nitrógeno solo se observa en el espectro de 

RMN de 1H del compuesto 8a a 6.9 ppm como una señal simple, esto es debido a que en 

los demás espectros se encuentra dentro de la zona de los protones aromáticos y al 

mezclarse con estas señales se observa solo una señal múltiple. En el espectro de RMN de 
13C se aprecia una señal entre 152 y 156 ppm correspondiente al carbonilo del carbamato. 

En la Tabla 5.5 se encuentran los valores de [M+H]+  para los derivados 8a-e, estos 

derivados se obtuvieron con rendimientos globales que van del 4 al 14%. 

 

Tabla 5.5 Punto de fusión, rendimiento global, bandas en los espectros de  
UV e IR así como el valor de m/z del ión [M+H]+ de los compuestos 8a-e 

 

COMP. PF (°C) %R global UV 
(nm) 

IR (cm-1) [M+H]+ 

8a 252-254 14 237 3331, 1721, 1687,1662 448 
8b 224-227 13 237 3335, 1724, 1685, 1662 466 
8c 221-223 10 237 3365, 1726, 1683, 1662 482 
8d 201-203 4 237 3294, 1727, 1663 526 
8e 197-199 4 237 3327, 1726, 1695, 1663 574 
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Tabla 5.6 Desplazamientos químicos en los espectro de RMN de carbono y de protón para 
los compuestos 8a-e  

 
No 8a 8b 8c 8d 8e 

13C  1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 

3 70.01 5.35(m) 74.3 5.26(m) 70.2 5.33(m) 75.3 5.3(m) 72.1 5.3 (m) 
4 129.1 6.18(s) 128.5 6.03(s) 128.9 6.16(s) 127.0 5.98(s) 128.1 5.7 (s) 
5 147.9 - 150.2 - 148.0 - 152.7 - 148.6 - 
6 201.9 - 206.0 - 201.8 - 212.6 - 202.0 - 
16 143.8 6.71(s) 141.1 6.92(s) 143.8 6.71(s) 144.1 6.03(s) 144.2 6.1 (s) 
17 154.8 - 156.7 - 154.9 - 153.2 - 154.0 - 
20 196.6 - 201.3 - 196.6 - 205.9 - 196.2 - 
1’ 152.9 - 152.8 - 152.9 - 156.7 - 152.1 - 
2’ 137.6 - 133.6 - 136.3 - 139.1 - 139.3 - 
3’ 118.7 7.31(m) 120.3 7.49(m) 119.9 7.33(m) 120.0 7.55(m) 119.5 7.5 (m) 
4’ 129.0 7.37(m) 120.5 7.15(m) 129.0 7.27(m) 133.6 7.47(m) 134.5 7.3 (m) 
5’ 129.0 7.07(m) 163.6 - 135.0 - 121.0 - 129.1 - 
NH - 6.93(s) - - - -  - - - 

     NOTA: Para 8b y 8d se usó DMSO deuterado, para los demás se utilizó CDCl3. 

 

5.1.2 Síntesis de ésteres en C-21 

En el Esquema 5.8 se describe la síntesis para la segunda serie de compuestos  en la 

cual se usó la misma materia prima que en la ruta 1 (Esquema 5.1), la doble ligadura 

conjugada de 1 se epóxido con peróxido de hidrógeno en medio básico para obtener el 

compuesto 9. Se protegió el hidroxilo de 9 con cloruro de tert-butildimetilsililo (10) para 

posteriormente realizar la oxidación de C-21 con diacetoxiyodobenceno bajo condiciones 

básicas (11). El alcohol de C-21 se esterificó con los correspondientes ácidos, en presencia 

de DCC y DMAP para formar los compuestos 12a-g. Se desprotegieron las posiciones de 

C-3 y C-20 bajo condiciones ácidas para regenerar el hidroxilo en C-3 y la cetona en C-20 

(13a-g). En el siguiente paso de síntesis se regeneró la doble ligadura de C-16 usando 

cloruro de cromo (II) y ácido acético (14a-g). Los compuestos 14a-d se epoxidaron en la 

doble ligadura de C-5 con ácido m-cloroperoxibenzoico para formar la serie 15a-d. Estos 
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epóxidos (15a-d) se oxidaron con CrO3 en acetona para obtener los compuestos derivados 

5-hidroxi-3,6-diona (16a-d). El siguiente paso fue la deshidratación del alcohol terciario en 

C-5 para obtener los productos finales 17a-d. Por otro lado reaccionando el alcohol de la 

serie de compuestos 14c-g mediante una reacción de Oppenauer se generó un carbonilo 

conjugado en C-3 (compuestos finales 18c-g). 

 

Esquema 5.8 Procedimiento sintético para la obtención de ésteres en C-21 con carbonilos 
conjugados en C-3, C-6 y C-20 
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5.1.2.1 Síntesis de la 16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona (9) 

Como ya se mencionó en los antecedentes, se tuvo que diseñar una síntesis para la 

obtención de ésteres en C-21 partiendo del acetato de 16-deshidroprenenolona, lo primero 

que se propuso fue la funcionalización de C-21 usando la α halogenación de carbonilos, el 

problema con esta reacción fue que se halogenaba la doble ligadura de C-5 y no se obtenía 

el compuesto deseado. Después siguiendo la metodología publicada por Kamernitzky y 

colaboradores para la oxidación de C-21 en esteroides,66 en la cual se obtiene directamente 

un alcohol en esta posición, se pudo comenzar de esta reacción para la obtención de los 

compuestos planeados. Primero, se intentó la metodología comenzando con la materia 

prima 1 pero la reacción no procedió, después se corrobora que es necesario el epóxido de 

16,17 para lograr que el protón de C-21 sea lo suficientemente ácido para ser extraído por 

la base.  

La síntesis del epóxido 9 a diferencia del epóxido 2 se realiza empleando como 

reactivos peróxido de hidrógeno e hidróxido de sodio como base. La diferencia radica en 

que la epoxidación del compuesto 2 se hace sobre una doble ligadura nucleofílica por lo 

que para este tipo de sistemas se usan más comúnmente perácidos, mientras que la doble 

ligadura conjugada con un carbonilo es electrofílica y se requiere un reactivo con un 

oxígeno nucleofílico, en este caso el anión hidroperóxido (HOO-). El mecanismo de 

reacción comienza con una adición 1,4 tipo Michael sobre el carbono β del sistema 

conjugado (C-16) por la cara α del esteroide, los electrones se estabilizan por resonancia 

entre el oxígeno del carbonilo y el carbono α, y finalmente mediante un ataque nucleofílico 

del enolato sobre el oxígeno del hidroperóxido se forma el compuesto 9. El compuesto se 

obtiene con una estereoquímica 16α,17α debido a que el metilo angular de C-18 provoca 

impedimento estérico sobre la cara β. Por otro lado debido a las condiciones básicas, el 

alcohol de C-3 se desprotegió. 
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Esquema 5.9 Mecanismo de reacción para la formación del epóxido 9 

 

La estructura del compuesto 9 se confirmó con la banda a 3454 cm-1 del alcohol de 

C-3, y una banda a 1042 cm-1  correspondiente al estiramiento C-O-C en el espectro de IR. 

En el espectro de RMN de 1H la señal del protón unido a C-16 se desplazó a campo alto en 

2.3 ppm al transformarse de protón vinílico a ser protegido por la presencia del oxígeno, el 

protón del alcohol se revela a 3.6 ppm como una señal simple. En el espectro de RMN de 
13C se observan las señales de C-3 a 70 ppm, a 60 ppm la de C-16 ambas en la región 

correspondiente a carbonos unidos directamente a oxígeno. En el espectro de masas el ión 

[M+H]+  aparece a m/z 331. 

 

5.1.2.2 Síntesis de la 16α,17α-epoxi-3β-tert-butildimetilsililoxipregn-5-en-20-ona 

(10) 

Antes de obtener el hidroxilo en C-21 se tuvo que proteger el alcohol de C-3 para 

que la esterificación se llevara a cabo únicamente en el alcohol de C-21. La protección se 

hizo con cloruro de tert-butildimetilsililo y como base se usó imidazol. Corey67 asumió que 

el mecanismo que sigue esta reacción procede formando N-tert-butildimetilsililimidazol 

siendo éste un agente muy reactivo, así mismo P. Patschinski y H. Zipse68 demostraron que 

la DMF además de funcionar como disolvente cataliza la reacción.  
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Esquema 5.10 Mecanismo de reacción para la protección del alcohol de C-3 

 

La protección del alcohol se corrobora con la desaparición de la señal del alcohol en 

el espectro de IR. En el espectro de RMN de 1H se observa la señal de los protones 

metílicos del grupo protector a 0.58 y 0.89 ppm, y los carbonos de este grupo se observan 

en el espectro de 13C a 25.9 y 31.4 ppm. En el espectro de masas el ión [M+H]+  se 

encuentra a m/z 445. 

 

5.1.2.3 Síntesis de la 16α,17α-epoxi-21-hidroxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (11) 

En la síntesis de oxidación de C-21 se usó diacetoxiyodobenceno (DIB), los 

compuestos derivados de yodo (III) hipervalente como el DIB se usan comúnmente como 

agentes en oxidaciones selectivas, sin embargo su función no es de oxidante sino que son 

electrófilos fuertes y en pasos posteriores buenos grupos salientes como se representa en el 

mecanismo del Esquema 5.11. La ventaja de estas reacciones es que se realiza en 

condiciones suaves y amigables al medio ambiente.69 El mecanismo propuesto comienza 

con la desprotonación de C-21 por la base, seguido de un ataque nucleofílico por parte del 

enolato al yodo hipervalente altamente electrofílico. El medio básico con el disolvente 

forman metoxilos que atacan el carbonilo de C-20 produciendo un anión hemicetálico; el 

oxígeno cargado negativamente lleva a cabo un ataque nucleofílico sobre el carbono C-21 

generando un oxirano y yodobenceno como grupo saliente. Finalmente, el ataque de un 

metoxilo al carbono de C-20  produce la apertura del epóxido formando un α-hidroxicetal.70 
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Esquema 5.11 Mecanismo de reacción para la formación del intermediario 11 

 

El alcohol formado en C-21 así como el cetal de C-21 se comprobaron por la banda 

de 3596 cm-1 del hidroxilo y la presencia de una banda intensa a 1077 cm-1 equivalente al 

estiramiento C-O. El espectro de RMN de H1 exhibió una señal simple a 3.46 ppm del 

alcohol, una señal  múltiple en 3.2 ppm que integra para 6 protones del cetal. En el espectro 

de  RMN 13C se observa el desplazamiento del carbono C-20 a campo bajo en 101 ppm por 

la unión con los metoxilos. En el espectro de masas el ion [M+H]+  se encuentra a m/z 507.  

 

5.1.2.4 Esterificación en el alcohol de C-21 (13a-g) 

El mecanismo para esta reacción es el mismo que fue descrito en la sección 5.1.1.5 

y el cual se muestra en el Esquema 5.6, el crudo de reacción no se purificó ya que el 

tratamiento de la reacción conlleva lavados con solución acuosa ácida y después de este 

paso se observa la formación de nuevos compuestos (en cromatografía de capa fina). Por lo 

que se decidió tomar el crudo de reacción para el siguiente paso que es la desprotección del 

alcohol de C-3 y el cetal de C-20 en medio ácido (Esquema 5.12). 
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Esquema 5.12 Mecanismo de reacción para la formación de los compuestos 13a-g 

 

La obtención de la serie de compuestos 13a-g se comprobó en IR con una banda 

ancha entre 3320 y 3566 cm-1 del estiramiento O-H del hidroxilo y una banda entre 1721 y 

1754 cm-1 del estiramiento C=O del carbonilo del éster. En RMN de 1H se presenta una 

señal entre 3.7 y 3.8 ppm del protón del alcohol, los protones de C-21 se encuentran como 

dobletes a un desplazamiento entre 4.6 y 4.9 ppm con una J=16 Hz, al parecer lo 

voluminoso del éster no permite el libre giro de éste provocando que los protones no sean 

equivalentes. Se observan así mismo los protones aromáticos de los ésteres benzoicos y los 

protones de los metilos y metilenos de los ésteres alifáticos. La espectroscopía de RMN de 
13C confirmó la formación del éster mediante la presencia de una señal entre 165-170 ppm 

y las respectivas señales de los carbonos aromáticos entre 120-167 ppm.  

 

5.1.2.3 Síntesis de los derivados 4,16-diénicos (14a-g) 

La función del epóxido como grupo electroatractor en la reacción clave de esta 

síntesis se cumplió de forma exitosa, para eliminarlo y regenerar el carbonilo α,β-

insaturado se probó primero usando hidruro de litio y aluminio; sin embargo, esta reacción 

generaba un mezcla compleja de productos. Después se probó una reacción publicada por 

Cole en 195471 en la cual se usan sales de cromo para reducir el epóxido la cual dio muy 
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buenos resultados. En 1968 Kochi propuso un mecanismo vía radicales libres72-73 para esta 

reacción (Esquema 5.13). 

 

Esquema 5.13 Mecanismo de reducción de epóxido con Cr (II) 

La regeneración del carbonilo α,β-insaturado de C-20 se probó mediante la banda de 

máxima absorción en el espectro de UV la cual se encuentra entre 233 y 242 nm para los 

compuestos de la toda la serie. En el espectro de IR se observan entre 1670 y 1677 cm-1 las 

bandas correspondientes al estiramiento C=O del carbonilo conjugado. El protón vinílico 

de C-16 se expresa entre 6.7 y 6.8 ppm en el espectro de RMN de 1H. El espectro de RMN 

de 13C presenta las señales del carbono vinílico C-16 entre 143 y144 ppm, las de C-17 entre 

151 y 152 ppm y las del carbonilo en 190 ppm. 

 

5.1.2.5 Síntesis de epóxidos 15a-d 

Una vez obtenido el éster en C-21 y regenerado el carbonilo conjugado, se procedió 

a formar el sistema 4-en-3,6-diona de los anillos A y B del esqueleto esteroidal. Para este 

fin se epóxido la doble ligadura Δ5 usando ácido m-cloroperoxibenzoico y el mismo 

procedimiento descrito en la sección 5.1.1.1. El mecanismo de esta reacción se encuentra 

representado en el Esquema 5.2.  

La formación de la serie 15a-d se comprobó por espectrometría de UV con la banda 

de máxima absorción entre 233-242 nm debida a la presencia del carbonilo α,β-insaturado. 

En el espectro de IR se observa una banda entre 1057-1087 cm-1 correspondiente al 

estiramiento C-O-C del epóxido formado. El espectro de RMN de 1H  exhibe una señal 
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doble entre 2.8 y 2.9 ppm del protón de C-6 con una J= 4 Hz. En el espectro de RMN de 
13C se observan las señales de C-5 entre 65 y 66 ppm y la de C-6 entre 58 y 59 ppm. 

5.1.2.6 Síntesis de los derivados 5α-hidroxi-3,6-dicetónicos 16a-d 

Para la síntesis de estos derivados se siguió la reacción descrita en la sección 5.1.1.2 

y el mecanismo del Esquema 5.3. La única diferencia fue que para esta reacción se necesitó 

el doble de equivalentes de Cr (VI) por los dos hidroxilos que se sometieron a la oxidación.  

Los compuestos oxidados de la serie 16a-d muestran una banda común entre 3324 y 

3346 cm-1 perteneciente al estiramiento O-H del hidroxilo de C-5. El espectro de RMN de 
1H exhibe una señal simple entre 3.7 y 3.8 ppm del protón del alcohol, así mismo la señal 

de los protones unidos a C-3 y C-6 desaparecen.  En el espectro de RMN de 13C se 

comprueba la obtención de estos compuestos con las señales de los carbonilos entre 209 y 

210 ppm para los carbonilos C-3 y C-6, el carbono terciario C-5 que soporta el grupo –OH 

se encuentra desplazado entre 81 y 82 ppm.  

 

5.1.2.7 Síntesis de las dicetonas conjugadas 17a-d 

Los compuestos finales 17a-d se obtuvieron por la eliminación del alcohol con 

cloruro de tionilo y piridina como se describe en la sección 5.1.1.3.  

La espectroscopía demuestra que se consiguió la síntesis de estos compuestos por la 

desaparición de la banda ancha del alcohol en el espectro IR. En el espectro de UV la banda 

de absorción de los dos carbonilos conjugados aparece entre 242 y 246 nm. En el espectro 

de RMN de 1H se presenta una señal simple del protón vinílico de C-4 entre 6.1 y 6.2 ppm 

y en el espectro de RMN de 13C se presenta la señal de la doble ligadura entre 124 y 125 

ppm para el C-4 y entre 159 y 160 ppm para C-5. En las Tablas 5.7 se muestran los 

rendimientos globales de esta serie de compuestos que están entre el 10 y 16%, así como 

los valores de [M+H]+ de cada uno de los derivados obtenidos, en la Tabla 5.8 se resumen 

las señales más representativas de cada compuesto final. 

 



DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 
48 

Tabla 5.7 Punto de fusión, rendimiento global, bandas en los espectros de  
UV e IR así como el valor de m/z del ión [M+H]+ de los compuestos 17a-d 

 

COMP. PF (°C) %R 

Global 

UV (nm) IR (cm-1) [M+H]+ 

17a 215-217 16 246 2942, 1745, 1677 385 
17b 212-215 11 242 2940, 1743, 1671 399 
17c 165-167 13 243 2930, 1721, 1683 447 
17d 182-185 10 244 2942, 1722, 1681 465 

 

 

Tabla 5.8 Desplazamientos químicos en los espectro de RMN de carbono y de protón para 
los compuestos 17a-d  

 
No 
 

17a 17b 17c 17d 
13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 

3 199.18 -- 199.1 -- 198.3 -- 199.2 -- 
4 125.18 6.2 (s) 125.5 6.2 (s) 124.8 6.13 (s) 125.8 6.2 (s) 
5 160.41 -- 160.2 -- 159.51 -- 160.4 -- 
6 201.2 -- 201.0 -- 200.4 -- 201.6 -- 
16 153.16 6.76 (s) 142.1 6.67 (s) 142.3 6.78 (s) 143.3 6.8 (s) 
17 151.37 -- 150.6 -- 150.3 -- 151.4 -- 
20 190.3 -- 189.7 -- 189.3 -- 190.1 -- 
21 65.57 4.9 (d) a 

5.3 (d) 
64.3 4.8 (d)a 

5.2 (d) 
67.14 5.08 (d)a 

5.2 (d) 
66.0 5.14 (d)a 

5.26 (d) 
1’ 170.34 -- 172.8 -- 165.0 -- 165.0 -- 
2’ - - - - 129.8 -- 127.6 -- 
3’ - - - - 128.89 8.05 (s) 132.4 8.11 (s) 
4’ - - - - 127.43 7.52 (m) 115.7 7.13 (s) 
5’ - - - - 132.3 8.05 (s) 167.0 -- 
Metilo 
del éster 

20.6 2.19 (s) 26.2 1.12 
(m) 

- - - - 

           NOTA: a J=16 Hz 
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5.1.2.8 Síntesis de las cetonas conjugadas 18c-g 

La reacción de Oppenauer a partir de los derivados 14c-g (compuestos que tienen un 

alcohol en C-3) completó la síntesis de la serie 18c-g. Esta reacción ha sido ampliamente 

usada en la química de esteroides debido a su selectividad en la oxidación de alcoholes 

secundarios y los reactivos son más amigables al medio ambiente en comparación con los 

oxidantes a base de cromo. Esta reacción es muy útil ya que las condiciones de reacción 

permiten la migración del doble enlace Δ5 para formar un carbonilo conjugado. Como 

reactivos se usó N-metil-4-piperidona siendo el aceptor de hidruro e isopropóxido de 

aluminio como catalizador. 

Esta reacción se estandarizó anteriormente en nuestro laboratorio70-74 y durante las 

pruebas se determinó que la N-metil-4-piperidona funciona mucho mejor que otras cetonas 

como son la ciclohexanona y la 1,1,1-trifluoroacetona. Otro factor crucial del 

procedimiento experimental es mantener las condiciones anhidras antes de adicionar el 

isopropóxido de aluminio porque en presencia de humedad se hidroliza, con una destilación 

azeotrópica se logran estas condiciones.  

El mecanismo de reacción (Figura 5.12) comienza con una ataque nucleofílico del 

alcohol hacia el catalizador formando un éter de aluminio e isopropanol como grupo 

saliente. El aluminio cataliza la reacción de transferencia de electrones entre la cetona que 

se reduce y el alcohol que se oxida mediante un estado de transición cíclico de seis 

miembros. La cetona de la N-metil-4-piperidona se coordina con el aluminio y es activada 

por la transferencia de un hidruro del alcóxido mientras se forma un doble enlace en C-3. 

La migración del doble enlace de C-5 es debido al medio básico de reacción, favoreciendo 

la formación de un carbanión en C-4 estabilizado por dos sistemas π vecinos, el carbonilo 

de C-3 y el doble enlace de C-5. Finalmente se produce el movimiento de electrones desde 

el enolato y la protonación del carbanión de C-6, la migración del enlace se favorece debido 

a la alta estabilidad del sistema conjugado del carbonilo α,β-insaturado.75 
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 Esquema 5.14 Mecanismo de la reacción de Oppenauer 

Los compuestos de la serie 18c-g al no presentar la banda de estiramiento O-H  en 

los espectros de IR se confirma la formación del carbonilo en C-3, la banda que se presenta 

entre 1672 y 1678 cm-1 prueba la síntesis de los carbonilos conjugados tanto de C-20 como 

de C-3. El protón vinílico de C-4 se revela en el espectro de RMN de 1H entre 5.6 y 5.7 

ppm, la señal del alcohol, la del protón unido a C-3 y de los protones de C-4 no se 

presentan. En el espectro de RMN de 13C el carbonilo de C-3 se exhibe entre 198 y 199 

ppm y los carbonos C-4 y C-5 de la doble ligadura formada se encuentran entre 122-124 

ppm y 169-170 ppm respectivamente. La Tabla 5.9 contiene los rendimientos globales que 

se obtuvieron para cada compuesto de la serie, estos van del 14 al 16%, los iones [M+H]+ 

también se encuentran en esta tabla. En la Tabla 5.10 se presentan resumidas las señales 

más representativas de espectrometría de RMN de 13C y 1H. 
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Tabla 5.9 Punto de fusión, rendimiento global, bandas en los espectros de  
UV e IR así como el valor de m/z del ión [M+H]+ de los compuestos 18c-g 

 

COMP. PF (°C) %R 

Global 

UV (nm) IR (cm-1) [M+H]+ 

18c 192-194 16 236 2953, 1727, 1672 433 
18d 148-150 18 237 2929, 1728, 1678 451 
18e 157-159 16 241 2951, 1727, 1676 467 
18f 161-163 16 239 2929, 1727, 1677 511 
18g 186-188 14 242 2932, 1729, 1675 559 

 

 

Tabla 5.10 Desplazamientos químicos en los espectro de RMN de carbono y de protón 
para los compuestos 18c-g  

 
No 
 

18c 18d 18e 18f 18g 
13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 

3 199.39 -- 198.51 -- 199.1 -- 199.1 -- 199.0 -- 
4 124.03 5.73 (s) 122.78 5.67 (s) 123.04 5.67 (s) 124.1 5.67 (s) 124.1 5.66 (s) 
5 170.65 -- 170.1 -- 170.6 -- 170.3 -- 169.9 -- 
16 143.74 6.83 (s) 143.08 6.13 (s) 143.22 6.76 (s) 144.3 6.77 (s) 144.0 6.74 (s) 
17 151.35 -- 154.14 -- 150.8 -- 153.9 -- 154.1 -- 
20 190.38 -- 195.69 -- 196.3 -- 196.4 -- 197.2 -- 
21 66.03 5.11 (d)a 

5.27 (d)a 
67.15 5.15 (d)a 

5.3 (d)a 
67.16 5.04 (d)a 

5.2 (d)a 
67.5 5.1 (d)a 

5.25 (d)a 
67.0 5.03 (d)a 

5.19 (d)a 

1’ 166.01 -- 166.7 -- 169.6 -- 166.3 -- 167.3 -- 
2’ 129.89 -- 127.79 -- 127.77 -- 129.0 -- 129.3 -- 
3’ 129.8 8.09 (t)b 131.45 8.1 (m) 130.29 7.98 (d)b 132.4 7.7 (d)b 130.9 7.88 (d)b 

4’ 128.38 7.4 (t)b 114.67 7.3 (m) 129.85 7.36 (d)b 130.1 7.6 (d)b 137.5 7.8 (d)b 

5’ 133.26 7.57 (t)b 169.91 -- 142.9 -- 127.1 -- 99.5 -- 
NOTA: a J=16 Hz, b J=8 Hz 
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5.2 Discusión de resultados parte biológica 

Parte de la hipótesis de esta tesis, fue que los ésteres o carbamatos le brindarían 

liposolubilidad a las moléculas sintetizadas, dentro de los alcances de este trabajo, no se 

pudieron realizar pruebas biológicas para probar esta teoría; sin embargo, se calcularon los 

coeficientes de partición teóricos expresados como Log P de los compuestos finales para 

compararlos con los de la finasterida y con los del compuesto pregna-4,6-dien-4,6,20-triona 

(Tabla 5.11). 

Los resultados muestran que el compuesto pregna-4,6-dien-4,6,20-triona es mucho 

menos liposoluble que la finasterida lo que en cierta medida prueba la hipótesis que se tuvo 

acerca de la causa de la baja actividad in vivo ya que asertivamente se adjudicó el resultado 

biológico a la falta de esta propiedad en el compuesto.  

A su vez comparando los resultados de las series de compuestos sintetizados contra 

las referencias se prueba la teoría de que efectivamente los grupos funcionales ésteres o 

carbamatos aumentan la liposolubilidad de las moléculas. 

  

Tabla 5.11 Valores de Log P de los compuestos finales 
 

Estructura Compuesto Log P 

 

Finasterida 3.15 

 

Pregna-4,6-dien-
4,6,20-triona 

1.6 

 

 
 

 
6a (R= CH3) 2.19 
6b (R= C2H5) 2.85 
6c (R= C3H7) 3.26 
6d (R= C4H9) 3.68 
6e (R= C5H11) 
 
 

4.1 
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7a (R= C3H5) 2.92 
7b (R= C4H7) 3.33 
7c (R= C5H9) 3.75 
7d (R= C6H11) 4.17 
7e (R= C7H13) 
 

4.58 

 

8a (X=H) 3.76 
8b (X=F) 3.92 
8c (X=Cl) 4.32 
8d(X=Br) 4.59 
8e (X=I) 
 

5.12 

 

17a (R”= CH3) 1.15 
17b (R”=C2H5) 1.8 

17c (R”= ) 3.05 

17d (R”= ) 3.2 

 

 

18c (X=H) 4.31 
18d (X=F) 4.47 
18e (X=Cl) 4.87 
18f (X=Br) 5.14 
18g (X=I) 5.67 

 

Como parte del proyecto, se propuso hacer análisis primarios de los compuestos 

antiandrogénicos en tres líneas celulares de cáncer: PC-3 (próstata), MCF-7 (mama) y 

SKLU-1 (pulmón). Los resultados obtenidos se muestran como porcentajes de inhibición a 

una concentración de 50 μM solubilizados en DMSO (Tabla 5.12). 
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Tabla 5.12 Pruebas primarias en líneas celulares de cáncer  
Estructura Compuesto 

 (50 M) 
PC-3 MCF-7 SKUL-1 

Ketoconazol

 
 

 

    
 88.48 ± 3.9 95.16 ± 4.8 73.39 ± 1.6 
    
6a (R= CH3) 78.1 ± 3.3 50.6 ± 3.4 87.14 ± 5.1 
6b (R= C2H5) 59.7 ± 2.4 39.5 ± 2.5 71.5 ± 1.9 
6c (R= C3H7) 82.7 ± 4.9 66.5 ± 3.0 98.4 ± 1.5 
6d (R= C4H9) NA 16.9 ± 2.4 17.2 ± 4.9 
6e (R= C5H11) 
 

71.8 ± 4.7 68.9 ± 1.8 99.3 ± 0.4 

7a (R= C3H5) 19.7±4.1 15.6±3.7 8.8±1.5 
7b (R= C4H7) 97.3±2.6 90.9±3.4 100 
7c (R= C5H9) 52.8±2.9 64.9±7.7 76.4±4.3 
7d (R= C6H11) 68.7±2.2 76.2±6.2 85.2±2 
7e (R= C7H13) 
 

72.0±9.4 87.8±5.7 78.9±5.6 

 

8a (X=H) 4.5±2.0 34.7±6.2 27.3±2.3 
8b (X=F) 33.0±5.4 34.6±1.7 31.9±1.3 
8c (X=Cl) 63.4±10.9 13.7±5.3 19.5±4.7 
8d(X=Br) 26.9±2.4 14.0±2.5 15.6±9.6 
8e (X=I) 
 

42.8±1.5 33.1±3.9 48.5±3.4 

 

17a (R”= CH3) 49.8±2.9 75.3±2.5 94.2±0.6 
17b (R”=C2H5) 21.5±0.9 56.6±2.8 63.3±4.8 

17c (R”= ) 57.5±3.4 40.2±3.7 67.7±4.8 

17d (R”= ) 98.1±1.9 92.2±2.5 100 

 

 

18c (X=H) 19.0±1.8 25.9±3.6 27.6±3.6 
18d (X=F) 92.0±4.3 89.1±4.9 98.1±1.9 
18e (X=Cl) 55.9±3.0 43.9±5.8 63.7±1.9 
18f (X=Br) 50.0±7.0 65.7±6.1 51.8±7.1 
18g (X=I) 57.1±7.4 95.5±2.0 68.9±4.4 

NA=No activo 

Los compuestos con ésteres alifáticos lineales en C-3 (6a-e) mostraron una 

actividad biológica tipo zigzag en las tres líneas celulares que se probaron, aquellos con 

cadena lateral de carbono impar tienen una mayor actividad biológica (mayor porcentaje de 

inhibición) que los que presentan una cadena par, esta tendencia también se observa en los 

compuestos con este tipo de ésteres en C-21 (17a y 17b). Se cree que la forma en la que se 

acomodan los compuestos en el sitio activo es la causa de esta actividad tan singular ya que 
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con el aumento del número de carbonos impares en la cadena también aumenta el 

porcentaje de inhibición del crecimiento celular. 

Los compuestos con grupos carbamatos (8a-e) fueron los primeros que se 

sintetizaron y probaron, debido a su baja actividad biológica y a la dificultad de su síntesis 

se decidió no probarlos en la ruta 2 (Esquema 2). Así mismo, los ésteres cíclicos tampoco 

mostraron una actividad bilógica significativa en los ensayos primarios, por lo que se tomó 

la misma decisión.  

Para los dos ésteres aromáticos que se probaron en la ruta 2, en la que el compuesto 

contiene dos carbonilos conjugados en C-3 y C-6 (17c y 17d), uno con un éster benzoico  

en C-21 sin sustitución y otro con un sustituyente flúor en posición para, se observó que el 

compuesto 17c muestra una actividad baja en líneas celulares en comparación con el 

compuesto fluorado (17d), esto también se observa en los compuestos 18c y 18d que solo 

difieren de los anteriores en que no contienen el carbonilo de C-6. En las pruebas de 

inhibición de la enzima 5α-reductasa tipo 2 (Tabla 5.14), esta tendencia continúa, ya que el 

compuesto sin sustitución (17c) no muestra actividad mientas que el compuesto 17d 

muestra una CI50 de 0.179 nM (Tabla 5.14). Este fenómeno podría deberse a la capacidad 

que tiene el flúor (enlazado covalentemente) de formar interacciones electrostáticas con 

ciertos grupos funcionales y de esta forma aumentar la afinidad de los compuestos 

organofluorados con en el sitio activo de la enzima.76 

Considerando que los compuestos organofluorados están virtualmente ausentes en 

los productos naturales resulta interesante preguntarse porque entre el 20-25% de los 

medicamentos contienen al menos un átomo de flúor. Uno de los primeros agentes 

farmacéuticos fluorados fue el 5-fluorouracilo, un potente antimetabolito utilizado en el 

tratamiento del cáncer, el cual fue sintetizado por primera vez en 1957. Desde la llegada del 

5-fluoroacilo, las sustituciones con flúor se han usado comúnmente en la química medicinal 

contemporánea para mejorar la estabilidad metabólica, la  biodisponibilidad y las 

interacciones ligando-proteína. Entre los medicamentos clave del mercado que contienen 

este tipo de sustitución se encuentran: la Fluoxetina (antidepresivo), Faslodex 

(anticancerígeno), Fluritromicina (antibacterial) y Efavirenz (antiviral), cuatro 

medicamentos que ilustran el amplio rango de padecimientos que se pueden tratar con el 
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uso de la química del flúor y desde un punto de vista molecular, la diversidad estructural de 

los componentes fluorados.76 

La participación del flúor en interacciones electrostáticas es ampliamente aceptada y 

se cree que podría contribuir a la afinidad de enlace entre los compuestos organofluorados y 

el sitio activo de las enzimas. El efecto de las sustituciones del anillo benzoico con flúor ha 

sido investigado en una serie de inhibidores de la trombina, muchos compuestos fluorados 

y clorados fueron probados y se ha encontrado que tienen una constante inhibitoria similar 

a la molécula líder. Notablemente se encontró que solo los derivados 4-fluorofenil eran 

significativamente más activos (Tabla 5.13). Las medidas de Log P mostraron que un 

incremento en la lipofilia no explica el incremento en la potencia de unión con la enzima. 

Los análisis de cristalografía de rayos X del análogo p-fluorado unido a la trombina revelan 

que el enlace C-F presenta un contacto cercano con un carbono polarizado positivamente de 

un carbonilo y de un H-Cα en una unidad Asn98. Estas interacciones dipolares C-F…H-Cα y 

C-F…C=O se cree que son las determinantes en la potencia observada de este compuesto 

(Figura 5.1).77 

Tabla 5.13 Concentraciones inhibitorias según la 
sustitución para inhibidores de la trombina77 

 

Sustitución aromática Ki [µM] 

H 0.31 
2-F 0.50 
3-F 0.36 
4-F 0.057 

2,3-F2 0.49 
2,6-F2 0.61 
3,4-F2 0.26 
3,5-F2 0.59 

1,2,3,4,5-F5 0.27 
4-Cl 0.19 
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Figura 5.1 Representación de las interacciones electrostáticas del flúor en un potente 
inhibidor de la trombina, determinadas por análisis de rayos X77 

 

Según los datos obtenidos por Olsen y colaboradores en los estudios con inhibidores 

de la trombina anteriormente mencionados, se cree que la actividad biológica mostrada por 

el compuesto 17d en la inhibición de la enzima 5α-reductasa tipo 2 también se debe a las 

interacciones electrostáticas del flúor con algún sitio de la enzima que permite una unión 

más potente en comparación con los otros derivados, ya que la lipofilia no parece ser un 

factor determinante debido a que los compuestos presentan valores de Log P similares. Esto 

se podría comprobar haciendo estudios de cristalografía de rayos X pero lamentablemente 

la enzima 5α-reductasa, como ya se explicó en los antecedentes, no ha podido ser 

purificada. 
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Tabla 5.14 Pruebas de inhibición de la enzima 5α-reductasa tipo 1 y 2 

Estructura Compuesto 5α-R (Tipo 2) 5α-R (Tipo1) 

 

Finasterida 8.5 nM 0.63 μM 

 

6a (R= CH3) 4 nM 25 μM 
6b (R= C2H5) 40 μM 1.52 μM 
6c (R= C3H7) NA 15.22 μM 
6d (R= C4H9) NA 1.25 μM 
6e (R= C5H11) NA 11.26 μM 

 

7a (R= C3H5) NA 22 μM 
7b (R= C4H7) NA NA 
7c (R= C5H9) 40 nM NA 
7d (R= C6H11) 6 nM NA 
7e (R= C7H13) NA 83 μM 

 

8a (X=H) NA NA 
8b (X=F) NA NA 
8c (X=Cl) NA NA 
8d(X=Br) NA NA 
8e (X=I) NA NA 

 

13a (R”=CH3) >1000 69 μM 
13b(R”=C2H7) NA NA 

13c(R”= ) NA NA 

13d(R”= ) 34 nM 100 μM 

 

14a (R”=CH3) 1870 nM NA 
14b(R”=C2H7) 1490 nM NA 

14c(R”= ) NA NA 

14d(R”= ) 20 nM 150 μM 

 
 

15a (R”=CH3) 1.09 nM NA 
15b(R”=C2H7) 74.8 nM NA 

15c(R”= ) NA 43.42 nM 

15d(R”= ) 
 
 
 
 
 

179 nM 100 μM 
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16a (R”=CH3) 1000 nM 60 μM 
16b(R”=C2H7) >1000 nM NA 

16c(R”= ) NA NA 

16d(R”= ) 33 nM NA 

 

17a (R”= CH3) 553 nM NA 
17b (R”=C2H5) 568 nM NA 

17c (R”= ) NA NA 

17d (R”= ) 0.179 nM 1 μM 

 

Así mismo, los resultados (CI50) de pruebas de inhibición de la enzima 5α-reductasa 

tipo 1 y 2 que se muestran en la Tabla 5.14, solo muestran buenos resultados para los 

compuestos que contienen flúor en su estructura, el compuesto 6a tuvo una potencia dos 

veces mayor que la finasterida, sin embargo no es selectivo hacia un solo tipo como lo hace 

el compuesto 7d, el mejor resultado sin duda fue el del compuesto 17d con un CI50 de 

0.179 nM (47 veces más potente que la finasterida) y resultado selectivo hacia la isoenzima 

tipo 2 (relacionada al cáncer de próstata e HPB). 

Los compuestos 14d, 15d y 17d fueron elegidos para realizar las pruebas biológicas 

in vivo, estas se llevaron a cabo en hámster castrados de la cepa Sirian Golden. En estas 

pruebas se analizó el diámetro de la mancha pigmentada que es una mancha que se 

encuentra en el dorso de los hámster y es dependiente de andrógenos, también se midió el 

peso de la próstata y el de las vesículas seminales (Tabla 5.15). Los resultados obtenidos 

muestran que el compuesto 17d tiene resultados muy parecidos a la finasterida  
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Tabla 5.15 Pruebas in vivo de los compuestos 14d, 15d y 17d. 
 

 
Tratamiento 

 

 
Diámetro de la 

mancha 
pigmentada 

(mm) 

 
Peso de la próstata 

(mg) 

 
Peso de las 

vesículas seminales 
(mg) 

 
CONTROL (C) 

 
1.77±0.3* 

 
30.6±5.32* 

 
133.1±48.3* 

Testosterona (T) 4.1±1.0 59.6±5.92 208.6±17.9 
T+F 2.8±0.95 49.6±2.7* 122.7±4.5* 

T+14d 3.4±0.4 64.2±5.5 242.8±8.3* 
T+ 15d 3.8±0.4 55.7±8.5 178.6±13.9 
T+ 17d 3.3±0.6 50.7±2.37 155.1±11.6 
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

6.1 Parte química 

6.1.1 Condiciones generales 

La pureza de los productos y el avance de las reacciones se siguió por cromatografía 

en capa fina (CCF), utilizando cromatoplacas de gel de sílice (60GF254, Merck) y un 

sistema de elución hexano-acetato de etilo 6:4. Para visualizar las placas se empleó una 

solución de CoCl2 al 2% (m/v) en H2SO4 2N y lámpara de luz UV (λ = 254 nm). Los 

puntos de fusión de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no están 

corregidos.  

La purificación de los productos se realizó mediante cromatografía en columna  

usando gel de sílice Kiesegel 60 de 0.063-0.2 mm o Fluorisil de malla 60-100 de Aldrich.  

Para la técnica de espectrofotometría de absorción en el ultravioleta (UV) se empleó 

el espectrofotómetro UV-VIS Perkin Elmer modelo Lambda 2, utilizando como disolvente 

metanol, las unidades se expresan en nm. Para la espectrofotometría de absorción en el 

infrarrojo (IR) se utilizó un espectrofotómetro FT-IR Perkin Elmer modelo 200; las 

unidades se presentan como cm-1.  

Para la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrógeno (RMN 1H) y 

de carbono (RMN 13C) se utilizaron los equipos Inova Varian de 400 MHz y VRX-300s  

respectivamente, utilizando cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente. Los 

desplazamientos químicos (δ) están dados en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) para 

RMN 1H y CDCl3 para RMN 13C; las constantes de acoplamiento (J) están dadas en Hz.  

Por último para la espectrometría de masas se empleó un espectrómetro de masas 

Termo-Electron, modelo DFS (Double Focus Sector) con un analizador másico de doble 

sector (magnético y eléctrico, geometría inversa), mediante la técnica FAB con bombardeo 

de iones de cesio a una temperatura de cámara menor a 50 °C mediante detección de iones 

positivos. Se reporta para cada compuesto sintetizado el ión [M+H]+ en unidades m/z. 
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6.1.2 Síntesis de ésteres y carbamatos en C-3 

6.1.2.1 Purificación de la 3β-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1) 

 

En un vaso de precipitados de 200 mL se disolvió la materia prima 1 (20 g) con 100 

mL de metanol, se recristalizó y filtró obteniéndose un polvo cristalino blanco (18.6 g). El 

rendimiento de esta purificación fue del 93%. P.F. 170-172 °C. UV (nm): 237.96. IR (cm-

1): 1728.30, 1660.22, 1583.66. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.92 (s, 3H, H-18), 1.06 

(s, 3H, H-19), 2.03 (s, 3H, CH3 del éster), 2.26 (s, 3H, H-21), 4.6 (m, 1H, H-3), 5.38 (d, 1H, 

J=4.5 Hz, H-6), 6.71 (d, 1H, J=1.2 Hz, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.72 

(C-18), 19.23 (C-19), 20.64 (C-11), 21.42 (CH3 del éster), 27.73 (C-21), 30.16 (C-8), 31.54 

(C-7), 34.61 (C-12), 36.87 (C-10), 38.15 (C-1), 46.08 (C-13), 50.39 (C-9), 56.36 (C-14), 

73.86 (C-3), 121.98 (C-6), 140.27 (C-5), 144.37 (C-16), 155.35 (C-17), 170.52 (C=O del 

éster), 196.8 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  357 [M+H]+.  

 

6.1.2.2 Síntesis de la 3β-acetoxi-5,6α-epoxi-5α-pregn-16-en-20-ona (2) 

 

En un matraz bola de 100 mL se colocó un gramo del esteroide 1 (2.82 mmol) y 

ácido m-cloroperoxibenzoico (1.62 g, 9.4 mmol) en cloroformo (50 mL), la reacción se 

agitó a temperatura ambiente durante 45 minutos. Una vez concluida la epoxidación se 

adicionó una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio (85 mL) que contenía 

bisulfito de sodio (1 g). El producto se extrajo con cloroformo (3×50 mL), la fase orgánica 

se lavó con agua destilada (3×50 mL) y se secó con sulfato de sodio para posteriormente 

remover el disolvente por destilación a presión reducida en un rotaevaporador. El producto 
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crudo se recristalizó de metanol obteniéndose cristales blancos (810 mg) con un 

rendimiento del 78%. No se separaron los isómeros α y β del epóxido, estando en mayor 

proporción el isómero α. P.F. 173-175 °C. UV (nm): 237.69. IR (cm-1): 1733, 1659, 1240. 

RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.85 (s, 3H, H-18), 1.11 (s, 3H, H-19), 2.25 (s, 3H, 

CH3 del éster), 2.02 (s, 3H, H-21), 4.77(m, 1H, H-3), 2.91(d, 1H, J=4.5 Hz, H-6). RMN 
13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.83 (C-18), 16.97(C-19), 21.3 (CH3 del éster), 27.11 (C-

21), 60.42 (C-6), 65.3 (C-5), 71.25 (C-3), 144.08 (C-16), 155.11 (C-17), 170.53 (C=O del 

éster), 196.71 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  372 [M+H]+. 

 

6.1.2.3 Síntesis de la 3β-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-6,20-diona (3) 

 

En un matraz bola de 50 mL se disolvió un gramo de esteroide 2 (2.7 mmol) en 20 

mL de acetona. Se adicionó una solución de óxido de cromo (VI) en agua (2.3 g de óxido 

de cromo (VI) en 12 mL de agua) en tres tiempos divididos en 30 minutos cada uno. Al 

término de la reacción se adicionó 150 mL de hielo/agua para precipitar el producto, se 

filtró y se lavó con agua hasta que el compuesto quedó completamente blanco. El producto 

se recristalizó de metanol obteniéndose cristales blancos (850 mg) con un rendimiento del 

81%. P.F. 244-245 °C. UV (nm): 238.55. IR (cm-1): 3364, 1700, 1733, 1663. RMN 1H 

(400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.85 (s, 3H, H-18), 1.01(s, 3H, H-19), 2.02 (s, 3H, CH3 del 

éster), 2.27 (s, 3H, H-21), 3.68(s, 1H, OH), 5.03 (m, 1H, H-3), 6.69(s, 1H, H-16). RMN 
13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 13.89 (C-18), 15.79(C-19), 27.11 (CH3 del éster), 21.35 (C-

21), 32.42 (C-4), 70.44 (C-3), 80.4 (C-5), 143.93 (C-16), 155.05 (C-17), 170.95 (C=O del 

éster), 196.67 (C-20), 211.62 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  389[M+H]+. 

 

 

 

 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
64 

6.1.2.4 Síntesis de la 3β-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4 y 6a) 

 

En un matraz bola de 50 mL bajo atmósfera inerte (N2) se disolvió un gramo de 

esteroide 3 (2.57 mmol) en 8 mL de CH2Cl2 y 0.8 mL de piridina, la mezcla se enfrió en 

baño de hielo, y se adicionó 0.2 mL de cloruro de tionilo. La mezcla de reacción se dejó en 

agitación durante dos horas. Terminada la reacción se agregó 10 mL de una solución 

acuosa de HCl al 10%  y se agitó por 30 minutos. Se separó la fase orgánica, se lavó con 

una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio (3×50 mL), y con agua destilada 

(3×50 mL), la fase orgánica se secó con sulfato de sodio y se concentró en un 

rotaevaporador. El crudo de reacción se purificó por cromatografía en columna usando gel 

de sílice y como eluyente hexano-acetato de etilo 85:15. Se obtuvieron cristales blancos 

(780 mg)  con un rendimiento de 81%. P.F. 193-195 °C. UV (nm): 237. IR (cm-1): 

1733.90, 1680.64, 1657.47. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.93 (s, 3H, H-18), 1.06(s, 

3H, H-19), 2.07 (s, 3H, CH3 del éster), 2.27(s, 3H, H-21), 5.33(m, 1H, H-3), 6.1 (s, 1H, H-

4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.78 (C-18), 19.59 (C-19), 

21.19 (CH3 del éster), 27.12 (C-21), 69.22 (C-3), 129.04 (C-4), 143.82 (C-16), 147.90 (C-

5), 154.88 (C-17), 170.72 (C=O del éster), 196.60 (C-20), 201.80 (C-6). EM-FAB (6 eV) 

m/z  371 [M+H]+.  

 

6.1.2.5 Síntesis de la 3β-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5) 

 

En un matraz bola de 200 mL se disolvió un gramo del esteroide 4 (2.7 mmol) con 

150 mL de metanol, posteriormente se adicionaron 10 mL de una solución acuosa de 
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hidróxido de sodio al 2%. La hidrólisis se completó en 15 minutos, el metanol se evaporó a 

presión reducida a baja temperatura, posteriormente el compuesto se precipitó en agua fría 

y se filtró y lavó con agua (3×50 mL). El producto se purificó por columna cromatográfica 

utilizando gel de sílice y como eluyente hexano-acetato de etilo 8:2, obteniéndose un polvo 

blanco (770 mg) con un rendimiento del 87%. P.F. 168-170 °C. UV (nm): 237.59. IR (cm-

1): 3383.72, 1685.75, 1654.29. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.93 (s, 3H, H-18), 

1.07(s, 3H, H-19), 2.27(s, 3H, H-21), 3.22 (s, 1H, -OH), 4.25(m, 1H, H-3), 6.18(m, 1H, H-

4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.80 (C-18), 19.83 (C-19), 

27.18 (C-21), 67.18 (C-3), 133.23 (C-4), 143.8 (C-16), 154.94 (C-17), 196.63 (C-20), 

202.00 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  329 [M+H]+. 

6.1.2.6 Metodología general para la síntesis de compuestos esteroidales con una 

función éster en C-3 (6b-e y 7a-e) 

 

En un matraz bola de 100 mL se disolvió un gramo del esteroide 5 (3.05 mmol) en 

33 mL de diclorometano, se agregó DCC (3g, 15 mmol), DMAP (1.8g, 15 mmol) y el ácido 

carboxílico correspondiente (15 mmol) , se dejó en agitación durante 4 horas. Terminada la 

reacción se adicionaron 135 mL de acetato de etilo, se dejó precipitar la DCU en 

refrigeración y se filtró. El líquido filtrado se lavó con una solución acuosa de HCl al 10% 

(3×50 mL), una solución saturada de bicarbonato de sodio (3×50 mL) y agua destilada 

(3×50 mL), la fase orgánica se secó con sulfato de sodio y se concentró en un 

rotaevaporador. El producto obtenido se purificó mediante cromatografía en columna 

usando como fase móvil hexano-acetato de etilo (8:2), obteniéndose compuestos blancos 

con rendimientos que van del 61 al 77%. 
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6.1.2.6.1 Caracterización de la 3β-propioniloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6b) 

Rendimiento 75% P.F. 196-198 °C. UV (nm): 236. IR (cm-1): 

1738, 1689, 1657. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.9 (s, 

3H, H-18), 1.0(s, 3H, H-19), 1.1 (m, 3H, CH3 del éster), 

2.27(s, 3H, H-21), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 (s, 1H, H-4), 6.7(m, 

1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 9.0 (CH3 del 

éster), 15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 27.72 (C-21), 69.0 (C-3), 129.3 (C-4), 143.7 (C-16), 147.8 

(C-5), 154.9 (C-17), 174.0 (C=O del éster), 196.5 (C-20), 201.7 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  

385 [M+H]+. 

6.1.2.6.2 Caracterización de la 3β-butiriloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6c) 

Rendimiento 73% P.F. 142-144 °C. UV (nm): 236. IR (cm-

1): 1732, 1688, 1656. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 

0.9 (m, 3H, CH3 del éster), 0.92 (s, 3H, H-18), 1.3(s, 3H, H-

19), 2.2(s, 3H, H-21), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 (s, 1H, H-4), 

6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 13.6 

(CH3 del éster), 15.5 (C-18), 19.4 (C-19), 27.0 (C-21), 68.9 (C-3), 129.2 (C-4), 143.7 (C-

16), 147.7 (C-5), 154.8 (C-17), 173.2 (C=O del éster), 196.5 (C-20), 201.7 (C-6). EM-FAB 

(6 eV) m/z  399 [M+H]+.  

6.1.2.6.3 Caracterización de la 3β-pentanoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6d) 

 Rendimiento 69% P.F. 125-127 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 1735, 1688, 1656. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) 

δ ppm 0.9 (m, 3H, CH3 del éster), 0.92 (s, 3H, H-18), 

1.3(s, 3H, H-19), 2.2(s, 3H, H-21), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 

(s, 1H, H-4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 13.7 (CH3 del éster), 15.8 (C-18), 19.6 (C-19), 27.0 (C-21), 68.9 (C-3), 

129.3 (C-4), 143.7 (C-16), 147.8 (C-5), 154.9 (C-17), 173.5 (C=O del éster), 196.5 (C-20), 

201.7 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  413 [M+H]+. 
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6.1.2.6.4 Caracterización de la 3β-hexanoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6e)  

Rendimiento 77% P.F. 105-106 °C. UV (nm): 

236. IR (cm-1): 1726, 1688, 1664. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.9 (m, 3H, CH3 del éster), 

0.95 (s, 3H, H-18), 1.1(s, 3H, H-19), 2.2(s, 3H, H-

21), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 (s, 1H, H-4), 6.7(m, 1H, 

H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 13.8 (CH3 del éster), 15.7 (C-18), 19.5 (C-19), 

27.0 (C-21), 68.9 (C-3), 129.2 (C-4), 143.7 (C-16), 147.7 (C-5), 154.8 (C-17), 173.4 (C=O 

del éster), 196.5 (C-20), 201.7 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  427 [M+H]+. 

6.1.2.6.5 Caracterización de la 3β-ciclopropilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7a) 

Rendimiento 65% P.F. 203-205 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 1724, 1692, 1660. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1(s, 3H, H-19), 1.6 (m, 1H, CH 

del éster), 2.2(s, 3H, H-21), 5.3(m, 1H, H-3), 6.1 (s, 1H, 

H-4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ 

ppm 13.0 (CH del éster), 15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 69.1 (C-3), 129.3 (C-4), 

143.8 (C-16), 147.7 (C-5), 154.8 (C-17), 174.5 (C=O del éster), 196.6 (C-20), 201.8 (C-6). 

EM-FAB (6 eV) m/z  397 [M+H]+. 

6.1.2.6.6 Caracterización de la 3β-ciclobutilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7b) 

Rendimiento 67% P.F. 149-150 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 1725, 1691, 1663. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1(s, 3H, H-19), 2.2(s, 3H, H-

21), 2.6 (m, 1H, CH del éster), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 (s, 

1H, H-4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 38.1 (CH del éster), 68.9 (C-3), 129.3 

(C-4), 143.7 (C-16), 147.7 (C-5), 154.9 (C-17), 175.1 (C=O del éster), 196.6 (C-20), 201.8 

(C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  411 [M+H]+. 

 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
68 

6.1.2.6.7 Caracterización de la 3β-ciclopentilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7c) 

Rendimiento 70% P.F. 164-166 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 1717, 1690, 1658. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) 

δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1(s, 3H, H-19), 2.2(s, 3H, H-

21), 2.4 (m, 1H, CH del éster), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 (s, 

1H, H-4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 43.9 (CH del éster), 68.9 (C-3), 129.5 

(C-4), 143.8 (C-16), 147.7 (C-5), 154.9 (C-17), 176.4 (C=O del éster), 196.6 (C-20), 201.8 

(C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  425 [M+H]+. 

6.1.2.6.8 Caracterización de la 3β-ciclohexilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7d) 

Rendimiento 71% P.F. 160-161 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 1727, 1690, 1667. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) 

δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1(s, 3H, H-19), 2.1(s, 3H, H-

21), 2.2 (m, 1H, CH del éster), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 (s, 

1H, H-4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 14.5 (C-18), 19.6 (C-19), 28.9(C-21), 43.2 (CH del éster), 68.6 (C-3), 129.5 

(C-4), 147.3 (C-16), 147.7 (C-5), 154.8 (C-17), 175.6 (C=O del éster), 196.5 (C-20), 201.4 

(C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  439 [M+H]+. 

6.1.2.6.9 Caracterización de la 3β-cicloheptilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7e) 

Rendimiento 61% P.F. 134-137 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 1727, 1693, 1652. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) 

δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1(s, 3H, H-19), 2.2 (s, 3H, 

H-21), 2.4 (m, 1H, CH del éster), 5.3(m, 1H, H-3), 6.0 

(s, 1H, H-4), 6.7(m, 1H, H-16). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 15.0 (C-18), 19.1 (C-19), 28.0(C-21), 49.8 (CH del éster), 68.7 (C-3), 129.6 

(C-4), 147.7 (C-16), 147.7 (C-5), 154.3 (C-17), 176.6 (C=O del éster), 196.5 (C-20), 201.7 

(C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  453 [M+H]+. 
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6.1.2.7 Metodología general para la síntesis de compuestos esteroidales con una 

función carbamato en C-3 (8a-e) 

 

En un matraz bola de dos bocas se disolvió el compuesto 5 (1 mmol) y el CuI (0.1 

mmol) en THF seco bajo atmosfera de nitrógeno, posteriormente se adicionó el isocianato 

correspondiente (3 mmol) y la reacción se dejó en agitación por 24 horas a temperatura 

ambiente. Al finalizar la reacción se adicionó cloroformo (50 mL) y se filtró el catalizador.  

La fase orgánica se lavó con una solución de ácido clorhídrico al 10% (3×20 mL), una 

solución de bicarbonato de sodio 5% (3×20 mL) y agua (3×20) y se secó con sulfato de 

sodio anhidro. La purificación se realizó en una columna cromatográfica de sílica gel 

usando como sistema de elución hexano-acetato de etilo (9:1) para obtener de esta forma 

los derivados 8a-e  con rendimientos que van del 9 al 32%. 

 

6.1.2.7.1 Caracterización de la 3β-fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8a) 

 

Rendimiento 32% P.F. 252-254 °C. UV (nm): 237. IR 

(cm-1): 3331, 1721, 1687, 1662. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19), 2.2 

(s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 6.1 (s, 1H, H-4), 6.7 (s, 

1H, H-16), 6.9 (s, 1H, N-H), 7.0 (m, 1H, Ar-H), 7.3 (m, 

2H, Ar-H), 7.3(m, 2H, Ar-H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.7 (C-18), 19.5 (C-

19), 27.1 (C-21), 70.0 (C-3), 118.7 (Ar-C), 129.0 (Ar-C), 129.1 (C-4), 129.3 (Ar-C), 137.6 

(Ar-C), 143.8 (C-16), 147.9 (C-5), 152.9 (carbonilo del carbamato), 154.8 (C-17), 196.6 

(C-20), 201.9 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  448 [M+H]+. 
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6.1.2.7.2 Caracterización de la 3β-(p-fluoro)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8b) 

 

Rendimiento 29% P.F. 224-227 °C. UV (nm): 237. 

IR (cm-1): 3335, 1724, 1685, 1662 RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, 

H-19), 2.2 (s, 3H, H- 21), 5.2 (m, 1H, H-3), 6.0 (s, 

1H, H-4), 6.9 (s, 1H, H-16), 7.1 (m, 2H, Ar-H), 7.4 

(m, 2H, Ar-H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 

74.3 (C-3), 120.3 (Ar-C), 120.5 (Ar-C), 128.5 (C-4), 133.6 (Ar-C), 141.1(C-16), 150.3 (C-

5), 152.8 (carbonile del carbamato), 156.7 (C-17), 163.7 (Ar-C), 201.3 (C-20), 206.0 (C-6). 

EM-FAB (6 eV) m/z  466 [M+H]+. 

 

6.1.2.7.3 Caracterización de la 3β-(p-cloro)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8c) 

 

Rendimiento 23% P.F. 221-223 °C. UV (nm): 237. 

IR (cm-1): 3365, 1726, 1683, 1662. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, 

H-19), 2.2 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 6.2 (s, 

1H, H-4), 6.7 (s, 1H, H-16), 6.8 (s, 1H, N-H), 7.2 

(m, 2H, Ar-H), 7.3(m, 2H, Ar-H).RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6 (C-18), 19.6 

(C-19), 27.1 (C-21), 70.2 (C-3), 119.9 (Ar-C), 128.9 (C-4), 129.0 (Ar-C), 135.0 (Ar-C), 

136.4 (Ar-C), 143.8 (C-16), 148.0 (C-5), 152.9 (carbonilo del carbamato), 154.9 (C-17), 

196.6 (C-20) y 201.8 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  482 [M+H]+. 
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6.1.2.7.4 Caracterización de la 3β-(p-bromo)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8d) 

 

Rendimiento 9% P.F. 201-203 °C. UV (nm): 237. 

IR (cm-1): 3294, 1727, 1692, 1663. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.2 (s, 3H, 

H-19), 2.1 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 5.9 (s, 

1H, H-4), 6.0 (s, 1H, H-16), 7.4 (m, 2H, Ar-H), 

7.5(m, 2H, Ar-H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.6 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-

21), 75.31 (C-3), 120.0 (Ar-C), 121.0 (Ar-C), 127.0 (C-4), 133.6 (Ar-C), 139.2 (Ar-C), 

144.1 (C-16), 152.7 (C-5), 156.7 (carbonilo del carbamato), 153.2 (C-17), 205.9 (C-20), 

212.6 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  526 [M+H]+. 

 

6.1.2.7.5 Caracterización de la 3β-(p-Iodo)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8e) 

 

Rendimiento 9% P.F. 197-199 °C. UV (nm): 237. 

IR (cm-1): 3327, 1726, 1695, 1663. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, 

H-19), 2.2 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 5.7 (s, 

1H, H-4), 6.1 (s, 1H, H-16), 7.3 (m, 2H, Ar-H), 7.5 

(m, 2H, Ar-H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 72.1 (C-3), 119.5 (Ar-C), 128.1 (C-4), 129.1 (Ar-C), 

134.5 (Ar-C), 139.3 (Ar-C), 144.2(C-16), 148.6 (C-5), 152.1 (carbonilo del carbamato), 

154.0 (C-17), 196.2 (C-20), 202.0 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  574 [M+H]+. 
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6.1.2.8 Síntesis de la 16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona (9) 

 

En un matraz bola de 100 mL se disolvió 1g (2.8 mmol) de acetato de 16-

dehidropregnenolona (1) en 66 mL de metanol, se adicionó gota a gota 2 mL (8 mmol) de 

una solución 4N de hidróxido de sodio y peróxido de hidrogeno al 30% (4 mL, 0.135 

mmol). La mezcla de reacción se agitó durante 4 horas a temperatura ambiente, finalizado 

el tiempo de reacción el disolvente se evaporó a presión reducida. 

El producto se lavó con agua destilada para eliminar el hidróxido de sodio, el 

precipitado obtenido se filtró y dejo secar al vacío para posteriormente recristalizarlo de 

metanol obteniéndose 0.87 g del producto con un rendimiento del 95%. P.F. 180-182 °C. 

IR (cm-1): 3454, 2936, 1642, 1042, 1692. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 1.05 (s, 3H, 

H-18), 1.02 (s, 3H, H-19), 2.2 (m, 2H, H-21), 2.3 (m, 1H, H-16), 3.5 (m, 1H, H-3), 3.68 (s, 

1H, -OH), 5.33 (m, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.1 (C-18), 19.3 (C-

19), 27.51 (C-21), 60.4 (C-16), 71.02 (C-17), 71.06 (C-3), 120.9 (C-6), 141.12 (C-5), 204.9 

(C-20).  EM-FAB (6 eV) m/z  331 [M+H]+. 

6.1.2.9 Síntesis de la 16α,17α-epoxi-3β-tert-butildimetilsililoxipregn-5-en-20-ona 

(10) 

 

En un matraz bola de 50 mL se disolvió 1g (3 mmol) del compuesto 9 en 15 mL de 

N,N-dimetilformamida, 450 mg (5 mmol) de imidazol y 760 mg (6.8 mmol) de cloruro de 

tert-butildimetilsililo, la mezcla de reacción se dejó en agitación a temperatura ambiente 

por 2 horas. 
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Al término de la reacción se eliminó el disolvente por medio de evaporación a 

presión reducida para posteriormente precipitar el compuesto en agua (50 mL), el producto 

se filtró y lavó con agua destilada (3×50 mL) para finalmente obtener 1.3 g de compuesto 

con un rendimiento del 98%. P.F. 126-127 °C.  IR (cm-1): 2929, 1659, 1698, 1083. RMN 
1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.58 (m, 6H, (CH3)2Si), 0.89 (s, 9H, (CH3)3CSi), 1.0 (s, 3H, 

H-18), 1.04 (s, 3H, H-19), 2.3 (s, 3H, H-21), 2.2(m, 1H, H-16), 3.4 (m, 1H, H-3),  5.24 (d, 

J=4.9 Hz, 1H, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.1 (C-18), 19.3 (C-19), 27.5 

(C-21), 25.9 ((CH3)3CSi), 31.4 (C-Si), 60.5 (C-16), 71.0 (C-17), 72.4 (C-3), 120.4 (C-6), 

141.9 (C-5), 204.8 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  445 [M+H]+.  

 

6.1.2.10 Síntesis de la16α,17α-epoxi-21-hidroxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (11) 

 

En un matraz bola de 100 mL se disolvió NaOH (1g, 25 mmol) en 20 mL de 

metanol, a esta solución se adicionó diacetoxiyodobenceno (1.2g, 3.72 mmol) y 1 g del 

compuesto 10 (2.25 mmol) disuelto en 10 mL de diclorometano. La mezcla de reacción se 

dejó en agitación por 18 horas. La reacción fue monitoreada por cromatografía en capa fina, 

la placa tomada después del tiempo descrito mostró un producto más polar. El disolvente 

fue evaporado a presión reducida y el compuesto se precipitó en agua, se filtró y lavó con 

agua destilada.  

El crudo de reacción fue purificado en columna cromatográfica usando sílica gel 

como fase estacionaria y hexano-acetato de etilo (9:1) como fase móvil, obteniéndose 0.74 

g del compuesto 11 con un rendimiento del 65%. P.F. 205-207 °C. IR (cm-1): 3596, 1666, 

1070, 1033. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 0.05 (m, 6H, (CH3)2Si), 0.89 (s, 9H, 

(CH3)3CSi), 1.02 (s, 3H, H-18), 1.26 (s, 3H, H-19), 2.2(m, 1H, H-16), 3.24 (m, 1H, H-3), 

3.25 (m, 6 H, CH3O- ), 3.46 (s, 1H, -OH), 3.64 (d, J=6 Hz, 1 H, H-21), 5.31 (m, 1H, H-6). 
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RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.1 (C-18), 19.3 (C-19), 25.9 ((CH3)3CSi), 31.57 (C-

Si), 50.75 (C-16), 50.3 (CH3OH-), 62.6 (C-21), 69.6 (C-17), 72.5 (C-3), 101.8 (C-20), 

120.7 (C-6), 141.8 (C-5). EM-FAB (6 eV) m/z 507 [M+H]+. 

 

6.1.2.10 Síntesis de la 21-acetoxi-16α,17α-epoxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (12a) 

 

En un matraz bola de 25 mL se disolvió el compuesto 11 (2g, 3.94 mmol) en 4 mL 

de anhídrido acético y 4 mL de piridina, la mezcla de reacción se agitó durante 1.5 horas a 

temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo la reacción se vertió sobre una solución de 200 

mL de salmuera y hielo formándose un precipitado blanco el cual se filtró y lavó con agua 

destilada.  

El compuesto se recristalizó de metanol obteniéndose 1.8 g con un rendimiento del 

85%. P.F. 109-111 °C.  IR (cm-1): 2931, 1748,1667, 1072. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.6 (m, 6 H, (CH3)2Si-)), 0.89 (s, 3 H, H-18), 1.01 (s, 3 H, H-19), 2.1 (s,1 H, H-16), 

3.23 (m, 3 H, CH3O-), 3.48 (m, 1 H, H-3), 4.16 (d, 1 H, J= 16 Hz, H-21), 5.3 (d, 1H, J=5 

Hz, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.11 (C-18), 19.3 (C-19), 20.7 (CH3COO-

), 25.9 ((CH3)2Si-), 31.5 (CSi-), 58.66 (C-16), 61.96 (C-21), 68.78 (C-17), 72.5 (C-3), 

101.39 (C-20), 120.7 (C-6), 141.7 (C-5), 170.3 (CH3COO-). EM-FAB (6 eV) m/z 549 

[M+H]+. 
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6.1.2.12 Metodología general para la síntesis de compuestos esteroidales con 

una función  éster en C-21 

 

En un matraz bola de 200 mL se disolvieron dos gramo del esteroide 11 (3.05 

mmol) en 65 mL de diclorometano, se agregó DCC (3.95g, 19.75 mmol), DMAP (2.37g, 

19.75 mmol) y el ácido carboxílico correspondiente (19.75 mmol) y se dejó en agitación 

durante 4 horas. Terminada la reacción se adicionaron 250 mL de acetato de etilo, se dejó 

precipitar la DCU en refrigeración y se filtró. El líquido filtrado se lavó con una solución 

acuosa de HCl al 10% (3×70 mL), una solución saturada de bicarbonato de sodio (3×70 

mL) y agua destilada (3×70 mL), la fase orgánica se secó con sulfato de sodio y se 

concentró en un rotaevaporador. El crudo de reacción se disolvió en 30 mL de acetona y se 

adicionó gota a gota 1 mL de ácido clorhídrico concentrado y se mantuvo la agitación 

durante 15 min. Finalizada la reacción se adicionaron 100 mL de una mezcla agua-hielo 

para precipitar el compuesto, el precipitado se filtró y se lavó con agua destilada. El 

producto obtenido se purificó mediante cromatografía en columna usando como fase móvil 

hexano-acetato de etilo (9:1), obteniéndose compuestos blancos con rendimientos que van 

del 80-87 %. 

6.1.2.12.1 Síntesis de la 21-acetoxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona (13a) 

 

Para sintetizar este compuesto se tomó el compuesto 12a y 

se realizó el segundo tratamiento descrito anteriormente en 

la metodología general, obteniéndose un rendimiento del 

87%. P.F. 174-176 °C. IR (cm-1): 3566, 2943, 1754, 1380, 

1058. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 1.02 (s, 3 H, H-

18), 1.11 (s, 3 H, H-19), 2.16 (s, 3 H, -COOCH3), 3.52 (m, 1 H, H-3), 3.79 (s, 1 H, -OH), 
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4.62 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 4.70 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.33 (s, 1 H, H-6). RMN 13C 

(100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.13 (C-18), 19.32 (C-19), 20.38 (CH3COO-), 42.14 (C-4), 

61.55 (C-21), 65.93 (C-16), 70.56 (C-17), 71.58 (C-3), 120.89 (C-6), 141.1 (C-5), 170.4 

(CH3COO-), 199.16 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 389 [M+H]+. 

6.1.2.12.2 Caracterización de la 16α,17α-epoxi-3β-hidroxi-21-propionoxipregn-5-en-

20-ona (13b) 

Rendimiento 80%, P.F. 186-187 °C. IR (cm-1): 3326, 

2930, 1744, 1379, 1057. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 1.03 (s, 3 H, H-18), 1.12 (s, 3 H, H-19), 2.28 (m, 3 

H, -COOCH2CH3), 2.24 (m, 2 H, -COOCH2CH3), 3.49 

(m, 1 H, H-3), 3.8 (s, 1 H, -OH), 4.63 (d, J=20 Hz, 1 H, 

H-21), 4.71 (d, J=20 Hz, 1 H, H-21), 5.31 (s, H-6). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

8.98 (-COOCH2CH3), 15.14 (C-18), 19.3 (C-19), 27.1 (-COOCH2CH3), 42.41 (C-4), 61.54 

(C-21), 65.78 (C-16), 70.57 (C-17), 71.58 (C-3), 120.91 (C-6), 141.1 (C-5), 173.88 (-

COOCH2CH3), 199.26 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 403 [M+H]+. 

6.1.2.12.3 Caracterización de la 21-benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-

ona (13c)  

Rendimiento 82%. P.F. 202-203 °C. IR (cm-1): 3484, 

3206, 1739, 1379, 1051. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 1.02 (s, 3 H, H-18), 1.13 (s, 3 H, H-19), 3.52 (m, 1 

H, H-3), 3.87 (s, 1  H, -OH), 4.86 (d, J=16 Hz, 1 H, H-

21), 4.94 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.33 (s, 1 H, H-6), 

7.45 (t, J=8 Hz, 2 H, H-Ar), 7.58 (t, J=8 Hz, 1 H, H-Ar), 

8.08 (d, J=8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.17 (C-18), 19.3 (C-

19), 42.18 (C-4), 61.58 (C-21), 66.33 (C-16), 70.65 (C-17), 71.58 (C-3), 120.88 (C-6), 

126.40 (C-Ar), 128.42 (C-Ar), 129.8 (C-Ar), 133.31 (C-Ar), 141.12 (C-5), 165.99(-COO) 

198.94 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  451 [M+H]+. 
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6.1.2.12.4 Caracterización de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-

hidroxipregn-5-en-20-ona (13d) 

Rendimiento 82%. P.F. 210-212 °C. IR (cm-1): 3320, 

3044, 2936, 1721, 1381, 1055. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 1.02 (s, 3 H, H-18), 1.13 (s, 3 H, H-19), 

3.48 (m, 1 H, H-3), 3.87 (s, 1  H, -OH), 4.85 (d, J=16 

Hz, 1 H, H-21), 4.94 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.33 (s, 1 

H, H-6), 7.12 (t, J=12 Hz, 2 H, H-Ar), 8.1 (t, J=8 Hz, 2 

H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm RMN 
13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.17 (C-18), 19.33 (C-19), 42.18 (C-4), 61.66 (C-21), 66.44 

(C-16), 70.66 (C-17), 71.60 (C-3), 115.74 (C-Ar), 120.91 (C-6), 125.54 (C-Ar), 132.43 (C-

Ar), 141.13 (C-5), 165.54 (-COO), 167.26 (C-Ar), 198.95 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  469 

[M+H]+. 

 

6.1.2.12.5 Caracterización de la 21-(p-cloro)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-

hidroxipregn-5-en-20-ona (13e) 

 

Rendimiento 81%, P.F. 164-166 °C. IR (cm-1): 

3366, 3210, 2927, 1733, 1380, 1067. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 1.02 (s, 3 H, H-18), 1.13 (s, 3 

H, H-19), 3.52 (m, 1 H, H-3), 3.87 (s, 1 H, -OH), 

4.84 (d, J=20 Hz, 1 H, H-21), 4.94 (d, J=16 Hz, 1 H, 

H-21), 5.35 (s, 1 H, H-6), 7.43 (d, J=8 Hz, 2 H, H-

Ar), 8.1 (d, J=12 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 

MHz, CDCl3) δ ppm 15.15 (C-18), 19.31 (C-19), 42.19 (C-4), 61.62 (C-21), 66.48 (C-16), 

70.65 (C-17), 71.62 (C-3), 120.90 (C-6), 127.77 (C-Ar), 128.77 (C-Ar), 131.24 (C-Ar), 

139.82 (C-Ar), 141.13 (C-5), 165.12 (-COO), 198.78 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 485 

[M+H]+. 
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6.1.2.12.6 Caracterización de la 21-(p-bromo)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-

hidroxipregn-5-en-20-ona (13f)  

Rendimiento 83%, P.F. 172-174 °C. IR (cm-1): 3567, 

3322, 2926, 1754, 1380, 1058. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 1.02 (s, 3 H, H-18), 1.11 (s, 3 H, H-

19), 3.52 (m, 1 H, H-3), 3.78 (s, 1  H, -OH), 4.61 (d, 

J=16 Hz, 1 H, H-21), 4.69 (d, J=20 Hz, 1 H, H-21), 

5.33 (s, 1 H, H-6), 7.6 (d, J=12 Hz, 2 H, H-Ar), 7.95 

(d, J=8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) 

δ ppm 15.14 (C-18), 19.33 (C-19), 42.20 (C-4), 61.55 (C-21), 65.92 (C-16), 70.58 (C-17), 

71.65 (C-3), 120.94 (C-6), 128.55 (C-Ar), 128.62 (C-Ar), 131.62 (C-Ar), 131.8 (C-Ar), 

141.12 (C-5), 170.37 (-COO), 199.12 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  529 [M+H]+. 

 

6.1.2.12.7 Caracterización de la 21-(p-yodo)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13g)  

Rendimiento 82%, P.F. 216-218 °C. IR (cm-1): 3474, 

3324, 2931, 1721, 1379, 1056. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 1.02 (s, 3 H, H-18), 1.13 (s, 3 H, H-19), 

3.53 (m, 1 H, H-3), 3.86 (s, 1 H, -OH), 4.84 (d, J=16 

Hz, 1 H, H-21), 4.94 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.34 (s, 

1 H, H-6), 7.8 (m, 4 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 15.17 (C-18), 19.34 (C-19), 42.21 (C-

4), 61.64 (C-21), 66.51 (C-16), 70.65 (C-17), 71.65 (C-3), 101.25 (C-Ar), 120.93 (C-6), 

128.83 (C-Ar), 131.26 (C-Ar), 137.81 (C-Ar), 141.13 (C-5), 165.54 (-COO), 198.75 (C-

20). EM-FAB (6 eV) m/z  577 [M+H]+. 
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6.1.2.13 Metodología general para sintetizar los derivados 4,16-diénicos 14a-g 

 

En un matraz bola de 250 mL se disolvió la materia prima 13a-g (1 mmol) en una 

mezcla de 50 mL de acetona y 25 mL de ácido acético, posteriormente se añadió CrCl2 

(615 mg, 5 mmol) y se agitó durante 45 min. Una vez concluida la reacción se vertió en una 

mezcla de agua-hielo (250 mL). El compuesto precipitado se filtró y lavó con agua 

destilada. El crudo de reacción se purificó mediante cromatografía usando una mezcla 

hexano-acetato de etilo (9:1), obteniéndose compuestos blancos con rendimientos del 57 al 

69%. 

6.1.2.13.1 Caracterización de la 21-acetoxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona (14a) 

Rendimiento 65%, P.F. 156-157 °C. UV (nm): 239. IR 

(cm-1): 3464, 2935, 1729, 1677. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.93 (s, 3 H, H-18), 1.03 (s, 3 H, H-19), 

2.16 (s, 3 H, -COOCH3), 3.51 (m, 1 H, H-3), 4.87 (d, 

J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.01 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.35 

(s, 1 H, H-6), 6.74 (s, 1 H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.83 (C-18), 19.28 

(C-19), 20.53 (CH3COO-), 65.62 (C-21), 71.64 (C-3), 120.90 (C-6), 141.37 (C-5), 144.07 

(C-16), 151.96 (C-17), 170.4 (CH3COO-), 190.54 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 373 

[M+H]+. 
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6.1.2.13.2 Caracterización de la 3β-hidroxi-21-propionoxipregna-5,16-dien-20-ona 

(14b) 

Rendimiento 60% P.F. 183-185 °C. UV (nm): 239. IR (cm-

1): 3486, 2929, 1732, 1676. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.93 (s, 3 H, H-18), 1.03 (s, 3 H, H-19), 1.18 (m, 3 H, -

COOCH2CH3), 2.48 (m, 2 H, -COOCH2CH3), 3.51 (m, 1 H, 

H-3), 4.2 (s, 1 H, -OH), 4.88 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.03 

(d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.34 (s, 1 H, H-6), 6.75 (s, 1 H, H-16). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 9.03 (COOCH2CH3), 15.84 (C-18), 19.29 (C-19), 27.19 (CH3CH2COO-), 

65.49 (C-21), 71.67 (C-3), 120.91 (C-6), 141.37 (C-5), 143.92 (C-16), 152.02 (C-17), 

173.86 (CH3CH2COO-), 190.69 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 387 [M+H]+. 

6.1.2.13.3 Caracterización de la 21-benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona 

(14c)  

Rendimiento 61% P.F. 163-165 °C. UV (nm): 233. IR 

(cm-1): 3484, 2932, 1730, 1675. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.97 (s, 3 H, H-18), 1.04 (s, 3 H, H-19), 

3.53 (m, 1 H, H-3), 4.17 (s, 1 H, -OH), 4.62 (d, J=16 Hz, 

1 H, H-21), 5.13 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.37 (s, 1 H, H-

6), 6.84 (s, 1 H, H-16), 7.45 (t, J=12 Hz, 2 H, H-Ar), 7.58 

(t, J=8 Hz, 1 H, H-Ar), 8.11 (d, J=12 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

15.94 (C-18), 19.35 (C-19), 66.12 (C-21), 71.72 (C-3), 120.99 (C-6), 128.43 (C-Ar), 129.5 

(C-Ar), 129.96 (C-Ar), 133.3 (C-Ar), 141.41 (C-5), 144.24 (C-16), 152.08 (C-17), 166.11 

(-COO), 190.53 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 435 [M+H]+. 

 

 

 

 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
81 

6.1.2.13.4 Caracterización de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-

20-ona (14d) 

Rendimiento 69% P.F. 280-282 °C. UV (nm): 234. IR 

(cm-1): 3325, 2933, 1723, 1677. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.95 (s, 3 H, H-18), 1.03 (s, 3 H, H-19), 

3.51 (m, 1 H, H-3), 3.85 (s, 1 H, -OH), 5.11 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.25 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.34 (s, 1 H, H-6), 

6.82 (s, 1 H, H-16), 7.11 (t, J=8 Hz, 2 H, H-Ar), 8.11 (t, 

J=8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

15.88 (C-18), 19.29 (C-19), 66.09 (C-21), 71.68 (C-3), 115.67 (C-Ar), 120.93 (C-6), 125.7 

(C-Ar), 132.45 (C-Ar), 141.34 (C-5), 144.26 (C-16), 152.0 (C-17), 165.07 (-COO), 167.21 

(C-Ar) 190.31 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  453 [M+H]+. 

6.1.2.13.5 Caracterización de la 21-(p-cloro)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14e)  

Rendimiento 60% P.F. 168-170 °C. UV (nm): 242. IR 

(cm-1): 3252, 2934, 1723, 1670. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.96 (s, 3 H, H-18), 1.04 (s, 3 H, H-19), 

3.53 (m, 1 H, H-3), 3.86 (s, 1 H, -OH), 5.12 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.26 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.37 (s, 1 H, H-6), 

6.83 (s, 1 H, H-16), 7.43 (d, J=8 Hz, 2 H, H-Ar), 8.04 (d, 

J=8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

15.88 (C-18), 19.29 (C-19), 66.15 (C-21), 71.68 (C-3), 120.92 (C-6), 127.93 (C-Ar), 128.74 

(C-Ar), 131.29 (C-Ar), 139.73 (C-Ar), 141.35 (C-5), 144.28 (C-16), 152.01 (C-17), 165.19 

(-COO), 190.19 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  469 [M+H]+. 
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6.1.2.13.6 Caracterización de la 21-(p-bromo)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-

20-ona (14f)  

Rendimiento 63% P.F. 157-159 °C. UV (nm): 240. IR 

(cm-1): 3466, 2930, 1729, 1677. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.94 (s, 3 H, H-18), 1.05 (s, 3 H, H-19), 

3.51 (m, 1 H, H-3), 3.78 (s, 1 H, -OH), 4.88 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.03 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.35 (s, 1 H, H-6), 

6.75 (s, 1 H, H-16), 7.6 (d, J=8 Hz, 2 H, H-Ar), 7.95 (d, 

J=8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

15.86 (C-18), 19.31 (C-19), 65.65 (C-21), 71.69 (C-3), 120.94 (C-6), 127.51 (C-Ar), 129.51 

(C-Ar), 131.11 (C-Ar), 132.04 (C-.Ar), 141.39 (C-5), 144.03 (C-16), 152.02 (C-17), 170.43 

(-COO), 190.55 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 513 [M+H]+. 

 

6.1.2.13.7 Caracterización de la 21-(p-yodo)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14g) 

Rendimiento 57%, P.F. 195-197 °C. UV (nm): 242. IR 

(cm-1): 3476, 2932, 1735, 1677. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.96 (s, 3 H, H-18), 1.04 (s, 3 H, H-19), 

3.53 (m, 1 H, H-3), 3.85 (s, 1 H, -OH), 5.12 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.25 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.77 (s, 1 H, H-6), 

6.82 (s, 1 H, H-16), 7.8 (m, 4 H, H-Ar). RMN 13C (100 

MHz, CDCl3) δ ppm 15.17 (C-18), 19.31 (C-19), 66.19 (C-

21), 71.72 (C-3), 101.15 (C-Ar), 120.95 (C-6), 129.0 (C-Ar), 131.33 (C-Ar), 137.77 (C-Ar), 

141.37 (C-5), 144.25 (C-16), 152.06 (C-17), 165.59 (-COO), 190.17 (C-20). EM-FAB (6 

eV) m/z 561 [M+H]+. 
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6.1.2.14 Metodología general para la síntesis de epóxidos 15a-d 

 

En un matraz bola de 50 mL se disolvió el esteroide de partida 14a-g (1 mmol) con 

15 mL de diclorometano, posteriormente se adicionaron 519 mg (3 mmol) de ácido m-

cloroperoxibenzoico y se agitó a temperatura ambiente durante 45 minutos. Una vez 

concluida la epoxidación se adicionó una solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio 

(30 mL) que contenía bisulfito de sodio (300 mg). El producto se extrajo con cloroformo 

(3×15 mL), la fase orgánica se lavó con agua destilada (3×15 mL) y se secó con sulfato de 

sodio para posteriormente remover el disolvente por destilación a presión reducida en un 

rotaevaporador. El producto crudo se recristalizó de metanol obteniéndose cristales blancos 

con  rendimientos que van del 70-78%. No se separaron los isómeros α y β del epóxido, 

estando en mayor proporción el isómero α.  

6.1.2.14.1 Caracterización de la 21-acetoxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-en-20-ona 

(15a)  

Rendimiento 78%, P.F. 191-195 °C. UV (nm): 239. IR (cm-

1): 3446, 2936, 1749, 1677, 1076. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.84 (s, 3 H, H-18), 1.06 (s, 3 H, H-19), 2.14 

(s, 3 H, -COOCH3), 2.89 (d, J= 4Hz, 1 H, H-6), 3.45 (s, 1 

H, -OH), 3.86 (m, 1 H, H-3), 4.8 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 

4.99 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.69 (s, 1 H, H-16). RMN 
13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.74 (C-18), 15.88 (C-19), 20.30 (CH3COO-), 58.75 (C-6), 

65.57 (C-21), 65.8 (C-5), 68.59 (C-3), 143.7 (C-16), 151.78 (C-17), 170.38 (CH3COO-), 

190.48 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 389 [M+H]+. 
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6.1.2.14.2 Caracterización de la 5α,6α-epoxi-3β-hidroxi-21-propionoxipregn-16-en-20-

ona (15b)  

Rendimiento 70% P.F. 219-221 °C. UV (nm): 239. IR 

(cm-1): 3493, 2929, 1729, 1679, 1056. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.86 (s, 3 H, H-18), 1.08 (s, 3 H, H-

19), 1.17 (m, 3 H, -COOCH2CH3), 2.47 (m, 2 H, -

COOCH2CH3), 2.91 (d, J= 4Hz, 1 H, H-6), 3.47 (s, 1 H, -

OH), 3.89 (m, 1 H, H-3), 4.84 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 

5.03 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.72 (s, 1 H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

9.02 (COOCH2CH3), 15.77 (C-18), 15.9 (C-19), 27.18 (CH3 CH2COO-), 58.8 (C-6), 65.47 

(C-21), 65.8 (C-5), 68.6 (C-3), 143.63 (C-16), 151.84 (C-17), 173.85 (CH3CH2COO-), 

190.66 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  403 [M+H]+. 

 

6.1.2.14.3 Caracterización de la 21-benzoiloxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-en-20-

ona (15c) 

Rendimiento 75% P.F. 194-197 °C. UV (nm): 231. IR 

(cm-1): 3423, 2928, 1721, 1624, 1087. RMN 1H (400 

MHz, CDCl3) δ ppm 0.92 (s, 3 H, H-18), 1.12 (s, 3 H, H-

19), 2.95 (d, J= 4Hz, 1 H, H-6), 3.49 (s, 1 H, -OH), 3.92 

(m, 1 H, H-3), 5.13 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.3 (d, J=16 

Hz, 1 H, H-21), 6.84 (s, 1 H, H-16), 7.48 (t, J= 12 Hz, 2 

H, H-Ar), 7.61 (t, J= 12 Hz, 1 H, H-Ar), 8.13 (d, J=8 Hz, 

2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm  15.86 (C-18), 15.94 (C-19), 58.9 (C-6), 

65.97 (C-21), 66.1 (C-5), 68.56 (C-3), 128.43 (C-Ar), 129.93 (C-Ar), 133.32 (C-Ar), 

144.01 (C-16), 151.82 (C-17), 166.08 (COO-), 190.48 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z 451 

[M+H]+. 
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6.1.2.14.4 Caracterización de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-

16-en-20-ona (15d) 

Rendimiento 77% P.F. 213-215 °C. UV (nm): 233. IR 

(cm-1): 3517, 2930, 1718, 1678, 1087. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.89 (s, 3 H, H-18), 1.1 (s, 3 H, H-19), 2.93 

(d, J= 4 Hz, 1 H, H-6), 3.84 (s, 1 H, -OH), 3.91 (m, 1 H, H-

3), 5.09 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.27 (d, J=16 Hz, 1 H, H-

21), 6.8 (s, 1 H, H-16), 7.12 (t, J= 8 Hz, 2 H, H-Ar), 8.11 

(m, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm  

15.14 (C-18), 15.91 (C-19), 58.8 (C-6), 65.87 (C-21), 66.08 (C-5), 68.60 (C-3), 115.47 (C-

Ar), 125.71 (C-Ar), 132.56 (C-Ar), 143.97 (C-16), 151.81 (C-17), 165.06.08 (COO-), 

167.22 (C-Ar), 198.8 (C-20). EM-FAB (6 eV) m/z  469 [M+H]+. 

 

6.1.2.15 Metodología general la síntesis de derivados 5α-hidroxi-3,6-dicetónicos 

16a-d 

 

En un matraz bola de 25 mL se disolvió el  esteroide de partida 15a-d (1 mmol) en 

10 mL de acetona. Se adicionó una solución acuosa de óxido de cromo (VI) (0.85 g de 

óxido de cromo (VI) en 4.5 mL de agua) en tres tiempos divididos en 30 minutos cada uno. 

Al término de la reacción se adicionó 75 mL de hielo/agua para precipitar el producto, se 

filtró y se lavó con agua. El producto se recristalizó de metanol obteniéndose cristales 

blancos con rendimientos que van del 76-82%. 
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6.1.2.15.1 Caracterización de la 21-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16a) 

Rendimiento 82%, P.F. 218-220 °C. UV (nm): 238. IR (cm-

1): 3346, 2943, 1711, 1681. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.89 (s, 3 H, H-18), 1.0 (s, 3 H, H-19), 2.14 (s, 3 H, -

COOCH3), 2.84 (d, J= 16Hz, 1 H, H-4), 2.87 (d, J= 16Hz, 1 

H, H-4), 3.78 (s, 1 H, -OH), 4.85 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 

4.99 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.71 (s, 1 H, H-16). RMN 13C 

(100 MHz, CDCl3) δ ppm 13.75 (C-18), 15.88 (C-19), 20.48 (CH3COO-), 65.58 (C-21), 

82.69 (C-5), 143.44 (C-16), 151.57 (C-17), 170.44 (CH3COO-), 190.44 (C-20), 210.2 (C-

3), 211.13 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z  403 [M+H]+. 

6.1.2.15.2 Caracterización de la 5-hidroxi-21-propionoxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16b) 

Rendimiento 76%, P.F. 288-190 °C. UV (nm): 231. IR (cm-

1): 3327, 2943, 1750, 1678. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.86 (s, 3 H, H-18), 0.97 (s, 3 H, H-19), 1.12 (m, 3 H, -

COOCH2CH3), 2.4 (m, 2 H, -COOCH2CH3), 2.8 (d, J= 

16Hz, 1 H, H-4), 2.87 (d, J= 16Hz, 1 H, H-4), 3.75 (s, 1 H, -

OH), 4.86 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 4.98 (d, J=16 Hz, 1 H, 

H-21), 6.67 (s, 1 H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 9.95 (COOCH2CH3), 13.8 

(C-18), 14.9 (C-19), 26.19 (CH3 CH2COO-), 64.47 (C-21), 81.79 (C-5), 142.3 (C-16), 

150.67 (C-17), 172.8 (CH3CH2COO-), 189.59 (C-20), 209.05 (C-3), 209.94 (C-6). EM-

FAB (6 eV) m/z 417 [M+H]+. 
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6.1.2.15.3 Caracterización de la 21-benzoiloxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16c) 

Rendimiento 78%, P.F. 203-205 °C. UV (nm): 234. IR 

(cm-1): 3324, 2928, 1711, 1679. RMN 1H (400 MHz, 

CDCl3) δ ppm 0.92 (s, 3 H, H-18), 1.25 (s, 3 H, H-19), 

2.88 (s, 2 H, H-4), 3.6 (s, 1 H, -OH), 5.13 (d, J=16 Hz, 1 H, 

H-21), 5.27 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.83 (s, 1 H, H-16), 

7.46 (t, J= 8 Hz, 2 H, H-Ar), 7.5 (m, 1 H, H-Ar), 8.1 (d, 

J=8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

14.05 (C-18), 15.95 (C-19), 68.15 (C-21), 82.72 (C-5), 128.41 (C-Ar), 128.78 (C-Ar), 

129.91 (C-Ar), 130.88 (C-Ar), 132.41 (C-Ar), 133.31 (C-Ar), 143.54 (C-16), 151.66 (C-

17), 167.7 (-COO), 190.38 (C-20), 210.22 (C-3), 210.9 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z 465 

[M+H]+. 

6.1.2.15.4 Caracterización de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-

3,6,20-triona (16d)  

Rendimiento 86%, P.F. 135-136 °C. UV (nm): 235. IR (cm-

1): 3332, 2950, 1710, 1685. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.95 (s, 3 H, H-18), 1.04 (s, 3 H, H-19), 2.8 (m, 2 H, 

H-4), 3.89 (s, 1 H, -OH),  5.12 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.26 

(d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.81 (s, 1 H, H-16), 7.13 (t, J= 8 

Hz, 2 H, H-Ar), 8.12 (m, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, 

CDCl3) δ ppm 13.82 (C-18), 15.98 (C-19), 66.1 (C-21), 

82.77 (C-5), 115.52 (C-Ar), 125.68 (C-Ar), 132.59 (C-Ar),  

143.62 (C-16), 151.68 (C-17), 165.09 (-COO), 167.28 (C-Ar), 190.26 (C-20), 210.18 (C-3), 

210.87 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z 483 [M+H]+. 
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6.1.2.16 Metodología general para la síntesis de las dicetonas conjugadas 17a-d 

 

En un matraz bola de 10 mL bajo atmósfera inerte (N2) se disolvió 1 mmol de 

esteroide (16a-d) en 4 mL de CH2Cl2 y 0.4 mL de piridina, la mezcla se enfrió en baño de 

hielo, y se adicionó 0.1 mL de cloruro de tionilo. La reacción se agitó durante dos horas, 

posteriormente se agregó 10 mL de una solución acuosa de HCl al 10% y se dejó en 

agitación por 30 minutos. Se separó la fase orgánica, se lavó con una solución acuosa 

saturada de bicarbonato de sodio (3×25 mL), y con agua destilada (3×25 mL), la fase 

orgánica se secó con sulfato de sodio y se concentró en un rotaevaporador. El crudo de 

reacción se purificó por cromatografía en columna usando gel de sílice y como eluyente 

hexano-acetato de etilo 85:15 obteniéndose  rendimientos que van del 82-87%. 

6.1.2.16.1 Caracterización de la 21-acetoxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17a) 

Rendimiento 87%, P.F. 215-217 °C. UV (nm): 246. IR (cm-

1): 2942, 1745, 1677. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 

0.98 (s, 3 H, H-18), 1.21 (s, 3 H, H-19), 2.19 (s, 3 H, -

COOCH3), 4.9 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.3 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 6.2 (s, 1 H, H-4), 6.76 (s, 1 H, H-16). RMN 13C 

(100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.84 (C-18), 17.45 (C-19), 20.6 

(CH3COO-), 65.57 (C-21), 125.81 (C-4), 143.16 (C-16), 151.37 (C-17), 160.41 (C-5), 

170.34 (CH3COO-), 190.3 (C-20), 199.18 (C-3), 201.2 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z 385 

[M+H]+. 
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6.1.2.16.2 Caracterización de la 21-propionoxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17b) 

Rendimiento 83%, P.F. 212-215 °C. UV (nm): 242. IR (cm-

1): 2940, 1743, 1671. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 

0.97 (s, 3 H, H-18), 1.0 (s, 3 H, H-19), 1.12 (m, 3 H, -

COOCH2CH3), 2.4 (m, 2 H, -COOCH2CH3), 4.8 (d, J=16 

Hz, 1 H, H-21), 5.2 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.2 (s, 1 H, H-

4), 6.67 (s, 1 H, H-16). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

9.95 (COOCH2CH3), 14.9 (C-18), 16.1 (C-19), 26.2 (CH3 CH2COO-), 64.3 (C-21), 125.5 

(C-4), 142.1 (C-16), 150.6 (C-17), 160.2 (C-5), 172.8 (CH3CH2COO-), 189.7 (C-20), 199.1 

(C-3), 201.0 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z 399 [M+H]+. 

6.1.2.16.3 Caracterización de la 21-benzoiloxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17c) 

Rendimiento 83%, P.F. 165-167 °C. UV (nm): 243. IR 

(cm-1): 2930, 1721, 1683. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 1.13 (s, 3 H, H-18), 1.18 (s, 3 H, H-19), 5.08 (d, J=16 

Hz, 1 H, H-21), 5.2 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.13 (s, 1 H, 

H-4), 6.78 (s, 1 H, H-16), 7.36 (s, 2 H, H-Ar), 7.52 (m, 1 H, 

H-Ar), 8.05 (s, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ 

ppm 14.8 (C-18), 16.45 (C-19), 67.14 (C-21), 124.8 (C-4), 

127.43 (C-Ar), 128.89 (C-Ar), 129.8 (C-Ar), 132.3 (C-Ar), 142.3 (C-16), 150.3 (C-17), 

159.51 (C-5), 165.0 (COO-), 189.3 (C-20), 198.3 (C-3), 200.4 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z 

447 [M+H]+. 
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6.1.2.16.4 Caracterización de la 21-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona 

(17d) 

Rendimiento 82%, P.F. 182-185. UV (nm): 244. IR (cm-1): 

2942, 1722, 1681. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 1.0 

(s, 3 H, H-18), 1.21 (s, 3 H, H-19), 5.14 (d, J=16 Hz, 1 H, 

H-21), 5.26 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 6.2 (s, 1 H, H-4), 6.8 

(s, 1 H, H-16), 7.13 (s, 2 H, H-Ar), 8.11 (s, 2 H, H-Ar). 

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.9 (C-18), 17.4 (C-

19), 66.0 (C-21), 115.5 (C-Ar), 115.7 (C-Ar), 125.8 (C-4), 

127.6 (C-Ar), 132.4 (C-Ar), 143.3 (C-16), 151.4 (C-17), 160.4 (C-5), 165.0 (COO-), 167.0 

(C-Ar), 190.1 (C-20), 199.2 (C-3), 201.3 (C-6). EM-FAB (6 eV) m/z 465 [M+H]+. 

6.1.2.17 Metodología general para la  síntesis de las cetonas conjugadas 18c-g  

 

En un matraz bola de 100 mL conectado a un sistema dean-stark, se disolvió 1 

mmol del esteroide 14a-g en 40 mL de tolueno y se agregó 2.3 mL de N-metil-4-piperidona 

(20 mmol), posteriormente se destilaron 10 mL de tolueno para eliminar el agua de la 

reacción. En seguida se adicionó el i-propoxido de aluminio (1.02 g, 5 mmol) y se 

destilaron otros 10 mL de tolueno. La reacción se dejó en agitación y reflujo por 18 horas. 

La mezcla de reacción se disolvió en 50 mL de acetato de etilo y se agregó una solución de 

HCl al 15%, se agitó por 30 minutos y la fase orgánica se separó y lavó nuevamente con 

solución ácida (1×30 mL), con una solución saturada de bicarbonato de sodio (3×30 mL) y 

con agua destilada (3×30 mL), la fase orgánica se evaporó y el crudo de reacción se 

purificó mediante columna cromatográfica usando un sistema de elución hexano-acetato de 

etilo (9:1). Los rendimientos van del 58-65%. 
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6.1.2.17.1 Caracterización de la 21-benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona (18c) 

Rendimiento 63%, P.F. 192-194 °C. UV (nm): 236. IR 

(cm-1): 2953, 1727, 1672. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.98 (s, 3 H, H-18), 1.21 (s, 3 H, H-19), 5.11 (d, 

J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.27 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.73 

(s, 1 H, H-4), 6.83 (s, 1 H, H-16), 7.4 (t, J= 8 Hz, 2 H, H-

Ar), 7.57 (t, J= 8 Hz, 1 H, H-Ar), 8.09 (t, J=8 Hz, 2 H, H-

Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.96 (C-18), 

20.7 (C-19), 66.03 (C-21), 124.03 (C-4), 128.38 (C-Ar), 129.89 (C-Ar), 133.26 (C-Ar), 

143.74 (C-16), 151.35 (C-17), 166.01 (COO-), 170.65 (C-5), 190.38 (C-20), 199.39 (C-3). 

EM-FAB (6 eV) m/z 433 [M+H]+. 

6.1.2.17.2 Caracterización de la 21-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona 

(18d) 

Rendimiento 61%, P.F. 148-150 °C. UV (nm): 237. IR (cm-

1): 2929, 1728, 1678. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 

0.87 (s, 3 H, H-18), 1.15 (s, 3 H, H-19), 5.15 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.3 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.67 (s, 1 H, H-4), 

6.63 (s, 1 H, H-16), 7.3 (m, 2 H, H-Ar), 8.1 (m, 2 H, H-Ar). 

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 14.78 (C-18), 19.73 

(C-19), 67.15 (C-21), 114.45 (C-Ar), 122.97 (C-4), 127.78 

(C-Ar), 129.86 (C-Ar), 131.45 (C-Ar), 143.08 (C-16), 154.14 (C-17), 166.74 (COO-), 

169.91 (C-Ar), 170.1 (C-5), 195.69 (C-20), 198.51 (C-3). EM-FAB (6 eV) m/z 451 

[M+H]+. 

 

 

 

 

 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
92 

 

6.1.2.17.3 Caracterización de la 21-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona 

(18e) 

Rendimiento 65%, P.F. 157-159 °C. UV (nm): 241. IR (cm-

1): 2931, 1727, 1676. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 

0.89 (s, 3 H, H-18), 1.15 (s, 3 H, H-19), 5.04 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.2 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.67 (s, 1 H, H-4), 

6.76 (s, 1 H, H-16), 7.36 (d, J= 8 Hz, 2 H, H-Ar), 7.98 (d, 

J= 8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 

14.99 (C-18), 19.73 (C-19), 67.16 (C-21), 123.04 (C-4), 

127.77 (C-Ar), 129.85 (C-Ar), 130.29 (C-Ar), 142.9 (C-Ar), 143.22 (C-16), 150.8 (C-17), 

169.6 (COO-), 170.6 (C-5), 196.3 (C-20), 199.1 (C-3). EM-FAB (6 eV) m/z 467 [M+H]+. 

 

6.1.2.17.4 Caracterización de la 21-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona 

(18f) 

Rendimiento 60%, P.F. 161-163 °C. UV (nm): 239. IR (cm-

1): 2929, 1727, 1677. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ ppm 

0.94 (s, 3 H, H-18), 1.16 (s, 3 H, H-19), 5.1 (d, J=16 Hz, 1 

H, H-21), 5.25 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.67 (s, 1 H, H-4), 

6.77 (s, 1 H, H-16), 7.6 (d, J= 8 Hz, 2 H, H-Ar), 7.7 (d, J= 8 

Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ ppm 15.1 

(C-18), 19.9 (C-19), 67.5 (C-21), 124.1 (C-4), 127.1 (C-Ar), 

129.0 (C-Ar), 130.1 (C-Ar), 132.4 (C-Ar), 144.3 (C-16), 153.9 (C-17), 166.3 (COO-), 

170.3 (C-5), 196.4 (C-20), 199.1 (C-3). EM-FAB (6 eV) m/z 511 [M+H]+. 
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6.1.2.17.5 Caracterización de la 21-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona 

(18g) 

Rendimiento 58%, P.F. 186-188 °C. UV (nm): 242. IR 

(cm-1): 2932, 1729, 1675. RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ 

ppm 0.97 (s, 3 H, H-18), 1.15 (s, 3 H, H-19), 5.03 (d, J=16 

Hz, 1 H, H-21), 5.19 (d, J=16 Hz, 1 H, H-21), 5.66 (s, 1 H, 

H-4), 6.74 (s, 1 H, H-16), 7.8 (d, J= 8 Hz, 2 H, H-Ar), 7.88 

(d, J= 8 Hz, 2 H, H-Ar). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ 

ppm 14.9 (C-18), 19.6 (C-19), 67.0 (C-21), 98.5 (C-Ar), 

124.1 (C-4), 129.3 (C-Ar), 130.9 (C-Ar), 137.5 (C-Ar), 144.0 (C-16), 154.1 (C-17), 167.3 

(COO-), 169.9 (C-5), 197.2 (C-20), 199.0 (C-3). EM-FAB (6 eV) m/z  559 [M+H]+. 

 

6.2 Parte biológica 

6.2.1 Ensayo in vitro, citotoxicidad en líneas celulares cancerosas humanas 

Para analizar las series de compuestos 6a-e, 7a-e, 8a-e, 17a-d y 18c-g se utilizaron 

tres líneas celulares cancerosas humanas (próstata, mama y pulmón) que fueron 

proporcionadas por el Instituto Nacional de Cáncer de Estados Unidos (NCI). Dichas 

células se cultivaron en el medio RPMI-1640, enriquecido con 10% de suero fetal bovino, 2 

mM L-glutamina, 100 UI/mL Penicilina G, 100 μg/mL sulfato de estreptomicina, 0.25 

μg/mL de anfotericina B y 1% de aminoácidos no esenciales; se incubaron a 37 °C en 

atmósfera húmeda con 5% de CO2.  

Posteriormente se tomó 100 μL de la línea celular correspondiente, el contenido de 

células por pozo varía entre 5000 a 10 000 dependiendo de la línea celular; se incubó por 

24 h. Se preparó una solución stock en dimetilsulfóxido (DMSO) de cada compuesto a 

evaluar, dicha solución se adicionó a cada pozo de las líneas celulares en 100 μL de medio 

de cultivo, siendo la concentración final de cada compuesto de 50 μM y se incubó por 48 

horas (plato experimental). Adicionalmente se preparó otro pozo al cuál se adicionó 

únicamente medio de cultivo, éste último se incubó por 1 hora (plato basal); ambas 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
94 

incubaciones se llevaron a cabo a 37 °C en atmósfera con 5% CO2 y 100% de humedad 

relativa.  

Finalizado el tiempo correspondiente se realizó la fijación de los cultivos celulares 

in situ por la adición de 50 μL de ácido tricloroacético 50% (p/v) frio, se incubó por 60 

minutos a 4 °C, se desechó el sobrenadante y se hicieron 5 lavados con agua desionizada y 

se dejó secar por 24 h. Posteriormente se realizó el teñido adicionando 100 μL de 

sulforodamina B  (0.4 % p/v en 1% ácido acético) a cada pozo, se incubó por 30 minutos a 

temperatura ambiente, posteriormente se hicieron lavados con una solución de ácido acético 

al 1% y se dejó secar por 24 h. Las células fijadas se resuspendieron utilizando 10 mM de 

buffer Tris, pH=10 en agitación por 5 min.  

Finalmente, se determinó la densidad óptica a 515 nm utilizando un lector de 

ELISA. Los resultados del análisis primario se muestran en la Tabla 5.12 en la sección de 

análisis de resultados. 

6.2.2 Pruebas de inhibición de la enzima 5α-reductasa 

6.2.2.1 Material biológico  

Cuatro horas después de que un hombre de 57 años murió debido a un infarto del 

miocardio, su próstata normal fue extirpada en el Departamento de Patología del Hospital 

General de la Ciudad de México el protocolo fue aprobado por el comité de ética de este 

mismo hospital. 

El material fue lavado e inmendiatamente después fue enfriado con hielo en una 

solución de NaCl 150 mM y almacenada a -20 °C. La próstata humana fue descongelada, 

enjuagada y homogeneizada utilizando el medio A (20 mM fosfato de sodio, 0.32 M 

sucrosa, 0.1 mM ditiotreitol, pH= 6.5) con un molino de análisis básico IKA1 A11 (Equipo 

de laboratorio IKA). Amenos que otra cosa sea especificada, los procedimientos se llevaron 

a cabo a 4 °C.  
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6.2.2.1.1 Enzima 5α-reductasa tipo 2 

La próstata  humana se usó para este experimento porque este tejido es 

abundante de esta isoforma de la enzima. La isoforma tipo 1 no es tan abundante 

como la 2 en este órgano. El tejido prostático fue homogeneizado en un equipo 

Ultra-Turrax IKA, T18. Los homogeneizados se centrifugaron (1500g, 60 min) en 

un rotor SW60 Ti. Los pellets se resuspendieron en el medio A y se almacenaron a -

70 °C. Esta suspensión tuvo una concentración final de 5 mg de proteína/mL, la cual 

fue determinada por el método de Bradford.78 

6.2.2.1.2 Enzima 5α-reductasa tipo 1 

Todos los procedimientos que conllevan el uso de animales fueron aprobados por el 

comité institucional de uso y cuidado de animales de la Universidad Autónoma 

Metropolitana.  

Dos ratas adultas (de 8 meses) fueron sometidas a ayuno durante la noche para 

reducir los niveles de glicógeno antes de que los hígados fueran extraídos para usarlos 

como recurso de la enzima 5α-reductasa tipo 1, como se recomienda por Levy y 

colaboradores.79 Para preparar los microsomas, los hígados (30g) fueron triturados en un 

volumen del medio A, usando el molino de tejidos. El tejido se homogeneizó y la 

suspensión fue centrifugada (10000g; 30 min; 0 °C) en una centrifuga Beckman L70K 

obteniéndose un pellet. El sobrenadante se filtró a través de un filtro de nailon (tamaño de 

poro de 11mm) y se centrifugó (100000g; 60 min). El pellet microsomal fue resuspendido 

en cinco volúmenes del medio A con un homogeneizador y la concentración de proteínas se 

determinó por el método de Bradford. La suspensión se recentrifugó (100000g, 30 min) y el 

pellet fue resuspendido en el medio A para dar una concentración final de 20 mg de 

proteína/mL. La suspensión microsomal se guardó a -80 °C. 
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6.2.2.1.3 Hámsters machos gonadectomizados  

Para los experimentos in vivo se usaron 24 machos adultos Sirian Golden (2.5 meses 

de edad, entre 150-200g). Después de ser gonadectomizados bajo anestesia usando 

isoflurano, se les permitió recuperarse durante 30 días antes de la prueba. Los hámsters 

permanecieron en una habitación con temperatura controlada (22 °C) y periodos de luz-

obscuridad de 12 horas. La comida y agua fue suministrada ad libitum. 

6.2.2.2 Sustancias y equipos 

 Testosterona [3H] (T [H3]) actividad específica 85-105 Ci/mmol suministrado por 

NEN Life Science Products, Inc. (Boston, MA). 

 Mibolerona [3H] actividad específica 70-87 Ci/mmol suministrado por NEN Perkin 

Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA). 

 Ultracentrífuga marca Beckman modelo Optima L-70K. 

 Centrífuga marca Beckman modelo Allegra 6R. 

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

 Placas Cromatográficas de Sílica gel 60 GF254 en soporte de aluminio (20×20 cm, 

Merck). 

6.2.2.3 Determinación de la concentración inhibitoria 50% (CI50) de la enzima 

5α-reductasa tipo 1 y 2 en glándulas prostáticas humanas 

Para cada uno de los compuestos se preparó una serie de tubos en los cuales se 

utilizaron 6 series de tubos de ensaye conteniendo concentraciones crecientes (10-10 – 10-4 

M) disueltos en metanol y conteniendo T [3H] a una concentración final de 2 nM; así 

mismo se incluyeron tubos controles a los que sólo se adicionó T [3H] a una concentración 

final de 2 nM. Los tubos se colocaron en baño de agua y en atmósfera de nitrógeno hasta 

evaporar totalmente el disolvente; enseguida se añadió 720 μL de buffer de fosfatos 

(40mM), pH= 6.5, 80 μL de fracción microsomal, que contenía 360 μg/mL de proteína. 

Posteriormente se adicionaron 100 μL de DTT (1mM) y 100 μL de NADPH (2mM) con los 

que se dio inicio la reacción. 
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Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37 °C por una hora; finalizado 

el tiempo de incubación se agregó 1 mL de diclorometano para detener la reacción y se 

agitó nuevamente. Se extrajo la fase orgánica en la que se encontraba la DHT [3H] 

realizando tres extracciones más y una vez reunidos los extractos, el disolvente se evaporó 

en un baño de agua. El sólido formado se resuspendió con 0.5 mL de metanol y se aplicó 

gota a gota en una placa cromatográfica para separar la DHT [3H] formada; el 

procedimiento se repitió 5 veces; adicionalmente, se aplicaron los estándares de 

testosterona y DHT en cada extremo de la placa. Se eluyó 3 veces en un sistema de elución 

cloroformo-acetona 9:1. 

Para la visualización de los estándares, las placas se observaron bajo luz UV (λ = 

254 nm) y posteriormente se revelaron con una solución de ácido fosfomolíbdico en 

metanol al 8%. Se marcó y cortó la zona correspondiente a la DHT [3H] (Rf. 0.64), 

después, los pedazos de sílice se colocaron en viales en donde se les adicionó 5 mL de 

líquido de centelleo Ultima Gold (Packard) y finalmente se leyó la radiactividad producida 

por la DHT [3H] en el analizador de centelleo. La actividad de la enzima se calculó en base 

a los controles que se incubaron en presencia únicamente de T [3H]. Cada experimento se 

realizó por duplicado. En la Tabla 5.14 se muestran los resultados obtenidos. 

6.2.2.4 Ensayo in vivo  

El efecto antiandrogénico de los esteroides sobre el peso de la próstata de hámsters 

machos castrados de la cepa Syrian Golden, se determinó en 6 grupos de 4 animales por 

experimento. Diariamente por 6 días se les administró subcutáneamente: 

 Grupo control 1: 200 μL de aceite de sésamo (vehículo). 

 Grupo control 2: 200 μg de testosterona en 200 μL de aceite de sésamo. 

 Grupo control 3: 200 μg de testosterona más 200 μg de finasterida en 200 μL 

de aceite de sésamo. 

 Grupos experimentales (4-6) 200 μg de testosterona en 200 μL de aceite de 

sésamo más 400 μg de los compuestos 14d, 15d y 17d. 



DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 
98 

Después del tratamiento, los hámsters se sacrificaron con CO2 y posteriormente se 

realizó la disección de las próstatas para ser pesadas. 

Los órganos flanco son dos nódulos pigmentados localizados en la superficie de la 

piel dorsal del hámster. En los machos miden alrededor de 8 mm mientras que en las 

hembras mide solamente 2 mm. En los machos estos nódulos disminuyen después de la 

castración, sin embargo, las inyecciones diarias o aplicaciones tópicas de testosterona o 

dihidrotestosterona lo regresan a su tamaño original. Los órganos flanco son capaces de 

metabolizar la testosterona a dihidrotestosterona en los hámsters castrados como en los no 

castrados. 

Las vesículas seminales son glándulas anexas al aparato reproductor masculino, en 

los hámsters castrados, su tamaño disminuye y al igual que los órganos flanco son 

andrógeno-dependientes. Las vesículas seminales son capaces de reducir la testosterona a 

dihidrotestosterona, tanto en hámsters castrados como en los no castrados.  

En la Tabla 5.15 se muestran los resultados obtenidos de las tres mediciones 

realizadas.
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7. CONCLUSIONES 

 

El compuesto 17d presentó una potencia 47 veces mayor que el fármaco del 

mercado finasterida en inhibición de la enzima 5α-reductasa tipo 2. En pruebas in vivo tiene 

una actividad similar a este fármaco por lo que se puede concluir que tiene efectos 

antiandrogénicos parecidos pero el mecanismo por el que se dirige mayormente es 

precisamente por el de la inhibición de la enzima, así que se puede predecir por estos 

resultados que los efectos secundarios que produce la finasterida se verían reducidos al usar 

el compuesto 17d como tratamiento contra el cáncer de próstata o la hiperplasia prostática 

benigna, aunque aún faltaría realizar otras pruebas biológicas para tener la certeza de este 

hecho. 

Mediante la determinación de los Log P teóricos de los compuestos sintetizados se 

comprueba la hipótesis de que las funciones ésteres y carbamatos aumentan la lipofilia de 

estas moléculas en comparación con el compuesto pregna-4,6-dien-4,6,20-triona que fue el 

compuesto de referencia junto con la finasterida. A su vez los resultados obtenidos en 

pruebas biológicas muestran que la lipofilia no es la propiedad responsable de dar la 

actividad biológica in vivo a las moléculas. 

Los compuestos 7b, 17d y 18d mostraron los porcentajes de inhibición de 

crecimiento más altos en las tres líneas celulares probadas. 
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9. ANEXOS 

 

Espectro A.1 RMN de 1H de la 3β-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1) 

 

Espectro A.2 RMN de 13C de la 3β-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)
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Espectro A.3 RMN de 1H de la 3β-acetoxi-5,6α-epoxi-5α-pregn-16-en-20-ona (2) 

 

Espectro A.4 RMN de 13C de la3β-acetoxi-5,6α-epoxi-5α-pregn-16-en-20-ona (2) 
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Espectro A.5 RMN de 1H de la 3β-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-6,20-diona (3) 

 

Espectro A.6 RMN de 13C de la 3β-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-6,20-diona (3) 
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Espectro A.7 RMN de 1H de la 3β-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4 y 6a)  

 

Espectro A.8 RMN de 13C de la 3β-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4 y 6a)  
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Espectro A.9 RMN de 1H de la 3β-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)  

 
Espectro A.10 RMN de 13C de la 3β-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5) 
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Espectro A.11 RMN de 1H de la 3β-propioniloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6b) 

 

Espectro A.12 RMN de 13C de la 3β-propioniloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6b) 
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Espectro A.13 RMN de 1H de la 3β-butiriloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6c) 

 

Espectro A.14  RMN de 13C de la 3β-butiriloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6c) 
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Espectro A.15 RMN de 1H de la 3β-pentanoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6d) 

 

Espectro A.16  RMN de 13C de la3β-pentanoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6d) 



ANEXOS 

 
115 

 

Espectro A.17 RMN de 1H de la 3β-hexanoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6e) 

 

Espectro A.18  RMN de 13C de la3β-hexanoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6e) 
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Espectro A.19 RMN de 1H de la 3β-ciclopropilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7a). 

 

Espectro A.20  RMN de 1H de la3β-ciclopropilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7a). 
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Espectro A.21  RMN de 1H de la 3β-ciclobutilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7b). 

 

Espectro A.22  RMN de 13C de la 3β-ciclobutilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7b). 
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Espectro A.23  RMN de 1H de la 3β-ciclopentilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7c). 

 

Espectro A.24  RMN de 13C de la 3β-ciclopentilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7c). 
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Espectro A.25  RMN de 1H de la 3β-ciclohexilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7d). 

 

Espectro A.26  RMN de 13C de la 3β-ciclohexilcarboxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7d). 
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Espectro A.27  RMN de 1H de la 3β-fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8a) 

 

Espectro A.28  RMN de 13C de la 3β-fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8a) 
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Espectro A.29 RMN de 1H de la 3β-(p-fluoro)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8b). 

 
Espectro A.30 RMN de 13C de la 3β-(p-fluoro)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8b). 
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Espectro A.31 RMN de 1H de la 3β-(p-cloro)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8c).  

 
Espectro A.32 RMN de 13C de la 3β-(p-cloro)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8c).  
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Espectro A.33 RMN de 1H de la 3β-(p-bromo)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8d).  

 

 
Espectro A.34 RMN de 13C de la 3β-(p-bromo)fenilcarbamoiloxipregna-4,16-dien-6,20-

diona (8d).  
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Espectro A.35 RMN de 1H de la16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona (9) 

 

Espectro A.36 RMN de 13C de la 16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona (9) 
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Espectro A.37 RMN de 1H de la 16α,17α-epoxi-3β-tert-butildimetilsililoxipregn-5-en-20-

ona (10) 

 

Espectro A.38 RMN de 13C de la 16α,17α-epoxi-3β-tert-butildimetilsililoxipregn-5-en-20-

ona (10) 



ANEXOS 

 
126 

 

Espectro A.39 RMN de 1H de la16α,17α-epoxi-21-hidroxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (11) 

 

Espectro A.40 RMN de 13C de la   16α,17α-epoxi-21-hidroxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (11) 
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Espectro A.41 RMN de 1H de la 21-acetoxi-16α,17α-epoxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (12a) 

 

Espectro A.42 RMN de 13C de la  21-acetoxi-16α,17α-epoxi-20-dimetoxi-3β-tert-

butildimetilsililoxipregn-5-eno (12a) 
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Espectro A.43 RMN de 1H de la 21-acetoxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona 

(13a). 

 

Espectro A.44 RMN de 13C de la 21-acetoxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-ona 

(13a). 
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Espectro A.45 RMN de 1H de la 16α,17α-epoxi-3β-hidroxi-21-propionoxipregn-5-en-20-

ona (13b). 

 

Espectro A.46 RMN de 13C de la 16α,17α-epoxi-3β-hidroxi-21-propionoxipregn-5-en-20-

ona (13b). 
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Espectro A.47 RMN de 1H de la 21-benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-

ona (13c). 

 

Espectro A.48 RMN de 13C de la 21-benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-en-20-

ona (13c). 
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Espectro A.49 RMN de 1H de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13d). 

 

Espectro A.50 RMN de 13C de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13d). 
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Espectro A.51 RMN de 1H de la 21-(p-cloro)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-

en-20-ona (13e) 

 

Espectro A.52 RMN de 13C de la 21-(p-cloro)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13e) 
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Espectro A.53 RMN de 1H de la 21-(p-bromo)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13f). 

 
Espectro A.54 RMN de 13C de la 21-(p-bromo)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13f). 
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Espectro A.55 RMN de 1H de la 21-(p-yodo)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-5-

en-20-ona (13g) 

 

Espectro A.56 RMN de 13C de la 21-(p-yodo)benzoiloxi-16α,17α-epoxi-3β-hidroxipregn-

5-en-20-ona (13g) 
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Espectro A.57 RMN de 1H de la 21-acetoxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona (14a) 

 

Espectro A.58 RMN de 13C de la 21-acetoxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona (14a) 
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Espectro A.59 RMN de 1H de la 3β-hidroxi-21-propionoxipregna-5,16-dien-20-ona (14b) 

 

Espectro A.60 RMN de 13C de la 3β-hidroxi-21-propionoxipregna-5,16-dien-20-ona (14b) 
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Espectro A.61 RMN de 1H de la 21-benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona (14c) 

 

Espectro A.62 RMN de 13C de la 21-benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-ona (14c) 
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Espectro A.63 RMN de 1H de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14d) 

 

Espectro A.64 RMN de 13C de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14d) 
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Espectro A.65 RMN de 1H de la 21-(p-cloro)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14e) 

 

Espectro A.66 RMN de 13C de la 21-(p-cloro)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14e) 
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Espectro A.67 RMN de 1H de la 21-(p-yodo)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14g) 

 

Espectro A.68 RMN de 13C de la 21-(p-yodo)benzoiloxi-3β-hidroxipregna-5,16-dien-20-

ona (14g) 
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Espectro A.69 RMN de 1H de la 21-acetoxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-en-20-ona 

(15a).  

 

Espectro A.70 RMN de 13C de la 21-acetoxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-en-20-ona 

(15a).  
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Espectro A.71 RMN de 1H de la 5α,6α-epoxi-3β-hidroxi-21-propionoxipregn-16-en-20-

ona (15b).  

 

Espectro A.72 RMN de 13C de la 5α,6α-epoxi-3β-hidroxi-21-propionoxipregn-16-en-20-

ona (15b).  
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Espectro A.73 RMN de 1H de la 21-benzoiloxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-en-20-ona 

(15c). 

 

Espectro A.74 RMN de 13C de la 21-benzoiloxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-en-20-

ona (15c). 
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Espectro A.75 RMN de 1H de la21-(p-fluoro)benzoiloxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-16-

en-20-ona (15d).  

 

Espectro A.76 RMN de 13C de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-5α,6α-epoxi-3β-hidroxipregn-

16-en-20-ona (15d). 
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Espectro A.77 RMN de 1H de la 21-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona (16a). 

 

Espectro A.78 RMN de 13C de la 21-acetoxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona (16a). 
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Espectro A.79 RMN de 1H de la 5-hidroxi-21-propionoxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16b). 

 

Espectro A.80 RMN de 13C de la 5-hidroxi-21-propionoxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16b). 
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Espectro A.81 RMN de 1H de la 21-benzoiloxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16c).  

 

Espectro A.82 RMN de 13C de la 21-benzoiloxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona (16c).  
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Espectro A.83 RMN de 1H de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-

triona (16d).  

 

Espectro A.84 RMN de 13C de la 21-(p-fluoro)benzoiloxi-5-hidroxi-5α-pregn-16-en-3,6,20-triona 

(16d). 
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Espectro A.85 RMN de 1H de la 21-acetoxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17a). 

 

Espectro A.86 RMN de 13C de la 21-acetoxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17a). 
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Espectro A.87 RMN de 1H de la 21-benzoiloxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17c). 

 

Espectro A.88 RMN de 13C de la 21-benzoiloxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17c). 
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Espectro A.89 RMN de 1H de la 21-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17d). 

 

Espectro A.90 RMN de 13C de la 21-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,6,20-triona (17d). 
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Espectro A.91 RMN de 1H de la 21-benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona (18c). 

 

Espectro A.92 RMN de 13C de la 21-benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona (18c). 
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Espectro A.93 RMN de 1H de la 21-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona (18d). 

 

Espectro A.94 RMN de 13C de la 21-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-3,20-diona 

(18d). 
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In this study we report the cytotoxic effect on human cancer cells of two series of novel progesterone
derivatives; the first containing an aromatic ester (8aee) or a carbamate functions both linked to C-3 (9a
ee) on the pregn-4,16-diene-6,20-dione skeleton. In the second series, both functional groups (ester and
carbamate) are bound to C-17 on the pregn-4,6-diene-3,20-dione scaffold (13aee and 14aee). The panel
cancer cell lines used in this study were the following: PC-3 (human prostate cancer cell line), MCF-7
(human breast cancer cell line), HCT-15 (human colon cancer cell line) and J774 (noncancerous mu-
rine macrophages) for comparison.

The results from this study showed that steroid 14a, having a carbamate function at C-17, was the most
potent against PC-3 cell line (96.6%) while 8c and 8e showed much higher cytotoxic activity (100%) for
MCF-7 cell line. Finally, compounds 8c and 14a displayed selective properties towards tumor cell lines
than noncancerous murine macrophages.

© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

The past decade has witnessed a quiet revolution in the field of
cancer hormone therapy. Although there have been no spectacular
breakthroughs as were seen in the 1940s with the discovery of
penicillin and other antibiotics for the treatment of infectious dis-
eases, a wealth of basic knowledge, improved investigation tech-
niques, and a substantial number of new antineoplastic agents have
emerged.

Steroids are important physiological and pharmacological reg-
ulators of cell growth and survival. There are several examples in
the literature that describe the use of natural [1] and synthetic [2]
steroids for the treatment of sex hormone-dependent cancer tu-
mors, including breast cancer [3], endometrial cancer [4], cervical
cancer [5] and prostate cancer [6]. These hormone-dependent tu-
mor cells can control tumor growth through hormone receptors
antagonist whereas in sex hormone-independent cancer [3e-6],
. Ch�avez-Riveros).

served.
some synthetic steroids have been previously described as in-
dicators of apoptosis [7].

The pharmacological studies using synthetic steroids offer an
important strategy for tumor control growth and tumor cell
apoptosis. In this respect, 16-dehydropregnenolone acetate (1,
Fig. 1) offers possibilities for the synthesis of a variety of com-
pounds having anticancer activity [8]. The results from these in-
vestigations inspired us to synthesize a number of new
progesterone (2, Fig. 1) derivatives having an ester or a carbamate
moiety at C-3 (series 1, Fig. 2) and in the second series (Fig. 3), these
groups are bound to C-17 of the progesterone skeleton. In com-
pounds 8bee the ester moiety is a p-substituted phenyl ring con-
taining electronegative atoms (F, Cl, Br, I, and unsubstituted phenyl
ring 8a). Steroidal derivatives 8aee and 9aee have two a,b-un-
saturated carbonyl function at C-6 and C-20. Compounds 13aee
and 14aee have an a,b,g,d-conjugated carbonyl group at C-3.

The steroidal derivatives synthesized in this work were tested
in vitro, against a panel of human cancer cell lines such as PC-3
(prostate), MCF-7 (breast), HCT-15 (colon); and J774 (noncan-
cerous murine cells) for comparison.

In addition, ketoconazole (3, Fig.1), an antimycotic drug that has
previously been described as an agent that inhibits cytochrome
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P450 enzymes and which are required for the synthesis of andro-
gens [9], was used as positive control. This compound has also
shown cytotoxic activity in prostate cancer cell lines in the in vitro
studies. Furthermore, it has been previously demonstrated that at
low dose, compound 3 can be used for the treatment of prostate
cancer which has failed androgen deprivation therapy [10e12].

2. Results and discussion

2.1. Chemistry

The synthetic strategy for the preparation of the steroidal de-
rivatives 8aee, 9aee,13aee and 14aee are outlined in Figs. 2 and 3,

Fig. 1. 16-Dehidropregnenolone (1), progesterone (2) and ketoconazole (3).

Synthesis of compounds 8a−e and 9a−e series 1

Fig. 2. Reagents and conditions: i) m-CPBA, CHCl3; ii) CrO3, H2O, acetone; iii) SOCl2, Py, CH2Cl2; iv) 2% NaOH, MeOH; v) p-x-Ph-COOH, DCC, DMAP, CHCl3; iv) C7H5NOX, CuI, THF.

Synthesis of compounds 13a−e and 14a−e

Fig. 3. Reagents and conditions: vii) Chloranil, acetic acid, toluene, reflux 4 h; viii) NaOH 2%, MeOH, reflux 2 h; ix) p-x-Ph-COOH, trifluoroacetic anhydride, PTSA, CHCl3, 2�24 h; x)
isocyanate, CuBr∙CH3SCH3, THF.
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respectively. Compounds 8aee and 9aee were prepared in the
following manner: commercially available 16-
dehydropregnenolone acetate (1) was treated with m-chloroper-
oxybenzoic acid to form the 5a,6a-epoxy compound 4. The oxida-
tion of 4with chromic anhydride in acetone-water afforded the 5a-
ketoalcohol 5. Elimination of the hydroxyl group at C-4 in 5 with
thionyl chloride yielded the a,b-unsaturated carbonyl compound
(6). The acetoxy group in 6was hydrolyzed with sodium hydroxide
in methanol to afford the alcohol 7. The final compounds 8a¡e
were obtained from 7 by using the Steglich esterification method
[13]. These esters were obtained with a high yield (75e79%). The
synthesis of 9aee having a carbamate function at C-3 was carried
out with compound 7, the corresponding phenyl isocyanate and
copper bromide in tetrahydrofuran. The desired carbamates 9aee
were obtained with a yield of 9e32%.

The second series of compounds 13aee and 14aee was pre-
pared from the commercially available 17a-acetoxyprogesterone
(10). Treatment of 10 with chloranil, acetic acid in toluene afforded
the a,b,g,d-unsaturated carbonyl derivative 11. Compound 11 upon
treatment with sodium hydroxide in methanol afforded the alcohol
12. Steroid 12 was reacted with the corresponding acid using the
Steglich procedure for ester formation 13aee. On the other hand
when 12 was treated with the corresponding phenyl isocyanate
(this procedure is described above for the preparation of 9aee) to
form the desired isocyanate, these compounds (14aee) were ob-
tained with a yield of 50e75%. These derivatives were isolated by
column chromatography using as a stationary phase florisil. On the
other hand the carbamates 9aee were isolated by a silica gel col-
umn chromatography with a lower yield. Apparently, the florisil
stationary phase purifies much better the carbamate derivatives as
compared to silica gel. All intermediates and final compounds are
characterized by IR, 1H and 13C NMR and mass spectrometry.

2.2. Cytotoxic effect

The differences in the cytotoxic activity of compounds 8c and 8e
having an ester moiety at C-3 for PC-3, MCF-7, and HCT-15 cancer
cell lines and their counterparts 13c and 13e (ester function at C-17)
could be explained on the ground of the higher electrophilic
character of compounds 8c and 8e. It has been reported that elec-
trophilic centers in a,b-unsaturated ketones react very readily with
a variety of nucleophilic amino acids to form a Michael type addi-
tion products [14]. Apparently, compounds 7 and 8aee having two
a,b-unsaturated ketone moieties could react very easily with the
nucleophilic part of the cell membrane and form an adduct, thus
showing an important cytotoxic effect. There are several nucleo-
philic amino acids having a free nucleophilic group such as lysine
(NH2), cysteine (SH) and serine (OH) which is not involved in the
peptide formation and thus it can react with the electrophilic part
of the steroid. As a result of this adduct formation, the steroidal
molecule shows a higher cytotoxic effect. This phenomenon ex-
plains very well the higher cytotoxic effect of derivatives 8c and 8e
for PC-3, MCF-7, and HCT-15 cell lines as compared to that of ste-
roids 13c and 13e.

The lowactivity of compounds 9aee (carbamate function at C-3)
and 14aee (carbamate function at C-17) could be explained on the
basis of their low solubility. On the other hand, compound 14a
having an unsubstituted phenyl ring showed a potent cytotoxic
activity against PC-3 cancer cell line (96.6%) and also exhibited low
inhibition of macrophages growth (48.2%). Apparently this com-
poundwhich lacks a halogen substituent on the phenyl ring (higher
solubility) shows certain selectivity for the inhibition of cancerous
cells.

From this study, we can infer that compounds having an a,b-
unsaturated function (electrophilic center) show high cytotoxic
effect due to their ability to react with the nucleophilic portion of
the protein (lysine, cysteine and serine) and thus can form a stable
adduct. The compounds of series 1 which contain two a,b-unsat-
urated carbonyl functions produce higher cytotoxicity as compared
to those of series 2 having only one a,b,g,d-unsaturated carbonyl
(Table 1).

3. Experimental

3.1. General

Reagents and solvents were purchased from commercial sour-
ces and were used without further purification. Melting points
were determined on a Fisher Johns melting point apparatus and are
uncorrected. 1H and 13C NMR were taken on a Varian Gemini 200
and a VRX-300, respectively. Chemical shifts are given in ppm
relative to that of Me4Si (d ¼ 0) in CDCl3. High Resolution Mass
Spectra (HRMS) were obtained with a Thermo DFS spectrometer by
direct infusion and using FABþ ionization mode. IR spectra were
recorded on a PerkineElmer 200 spectrometer.

3.2. Synthesis of esters and carbamates 8aee and 9aee

3.2.1. 3b-Acetoxy-5a,6a-epoxypregn-16-ene-20-one (4)
A solution of steroid 1 (1 g, 2.82 mmol) andm-chloroperbenzoic

acid (1.62 g, 9.4 mmol) in chloroform (50 mL) was stirred at room
temperature for 30 min. After this time, a saturated aqueous solu-
tion of sodium bicarbonate (84 mL) containing sodium bisulfite
(1 g) was added. The reaction mixture was extracted three times
with chloroform; the organic phase was washed with water, dried
over sodium sulfate and the solvent was removed in vacuum. The
crude product was recrystallized frommethanol to give 4. Yield 97%
(1.01 g), mp 170e172 �C. IR (KBr) cm�1: 2943, 1734, 1665 and 1588.
1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19), 2.0 (s, 3H, H-
21), 2.2 (s, 3H, acetoxy), 2.9 (d, 1H, J¼ 2 Hz, H-6), 4.7 (d, 1H, J¼ 2 Hz,
H-3). 13C NMR (CDCl3) d: 15.8 (C-18), 16.9 (C-19), 21.3 (C-21), 27.2
(acetoxy), 63.2 (C-6), 65.3 (C-5), 144.1 (C-16), 155.2 (C-17), 170.5
(acetoxy carbonyl), 196.7 (C-20). HRMS cal for C23H32O4 372.2301,
found 372.2311.

3.2.2. 3b-Acetoxy-5a-hydroxypregn-16-ene-6,20-dione (5)
To a solution of steroid 4 (1 g, 2.7 mmol) in acetone (50 mL) was

added dropwise a solution of chromium trioxide (1.05 g,
10.5 mmol) in water (5 mL) at 0 �C during 10 min. The resulting
mixture was allowed to warm up to room temperature and after
30 min the same amount of chromium trioxide was added in the
same manner. The mixture was diluted with cold water (150 mL)
and the precipitated product was filtered and dried. The product
was recrystallized from methanol. Yield 81% (0.848 g), mp
244e245 �C. IR (KBr) cm�1: 3409, 2940, 1730, 1700, 1685 and 1600.
1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19), 2.0 (s, 3H, H-
21), 2.2 (s, 3H, acetoxy), 4.8(m, 1H, H-3), 6.6 (q, 1H, J ¼ 2 Hz, H-16).
13C NMR (CDCl3) d: 15.8 (C-18), 17.0 (C-19), 22.0 (C-21), 28.0 (ace-
toxy), 80.0 (C-5), 143.8 (C-16), 155.0 (C-17), 173.0 (acetoxy
carbonyl), 197.2 (C-20), 212.8 (C-6). HRMS cal for C23H32O5
388.2550, found 388.2542.

3.2.3. 3b-Acetoxypregn-4,16-diene-6,20-dione (6)
To a cold solution of steroid 5 (1 g, 2.57 mmol) in a mixture of

pyridine (10 mL) and chloroform (5 mL) was added dropwise thi-
onyl chloride (1 mL) under a nitrogen atmosphere. The resulting
solution was stirred at room temperature for 45 min. Iced water
(100 mL) was added and it was extracted three times with ethyl
acetate. The organic phase was washed with 10% aqueous hydro-
chloric acid, 5% aqueous sodium bicarbonate andwater. It was dried



over sodium sulfate and the solvent was evaporated in vacuum. The
crude product was recrystallized from ethyl acetateehexane. Yield
66% (0.64 g), mp 193e195 �C. IR (KBr) cm�1: 2942, 1735, 1691 and
1635. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18),1.0 (s, 3H, H-19), 2.1 (s, 3H,
H-21), 2.3 (s, 3H, acetoxy), 5.1 (m,1H, H-3), 6.0 (q,1H, J¼ 2 Hz, H-4),
6.7 (q, 1H, J ¼ 2 Hz, H-16). 13C NMR (CDCl3) d: 15.7 (C-18), 19.6 (C-
19), 22.0 (C-21), 29.5 (acetoxy), 70.1 (C-3), 129.0 (C-4), 143.7 (C-16),
147.2 (C-5), 154.6 (C-17), 170.6 (acetoxy carbonyl), 195.0 (C-20),
201.7 (C-6). HRMS cal for C23H30O4 370.2144, found 370.2551.

3.2.4. 3b-Hydroxypregn-4,16-diene-6,20-dione (7)
To a solution of steroid 6 (1 g, 2.7 mmol) in methanol (150 mL)

was added an aqueous sodium hydroxide solution (2%, 10 mL) and
stirred at room temperature for 20 min. Upon termination of the
hydrolysis, the methanol was evaporated and water (200 mL) was
added. The precipitated product was filtered and recrystallized
from methanol. Yield 60% (0.53 g), mp 168e170 �C. IR (KBr) cm�1:
3430, 2941, 1688, 1663 and 1630. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-
18), 1.0 (s, 3H, H-19), 2.2 (s, 3H, H-21), 4.3 (t, 1H, J ¼ 2 Hz, H-3), 6.2

(q,1H, J¼ 2, H-4), 6.7 (q,1H, J¼ 2, H-16). 13C NMR (CDCl3) d: 15.7 (C-
18), 19.8 (C-19), 27.1(C-21), 67.1 (C-3), 133.2 (C-4), 143.9 (C-16),
146.5 (C-5), 154.8 (C-17), 196.6 (C-20), 202.4 (C-6). HRMS cal for
C21H28O3 328.2038, found 328.2032.

3.2.5. General procedure for the synthesis of esters 8aee
To solution of steroid 7 (1 mmol), DCC (3 mmol) and DMAP

(2 mmol) in chloroform (6 mL) was added the corresponding acid
(5 mmol). The resulting solution was stirred at room temperature
for 2 h. Ethyl acetate (5 mL) was added and the precipitated dicy-
clohexyl urea was filtered. The organic phase was washed three
times with 10% aqueous hydrochloric acid, 5% aqueous sodium bi-
carbonate, water and was dried over anhydrous sodium sulfate. The
crude ester was recrystallized from methanol.

3.2.6. 3b-Benzoyloxypregn-4,16-diene-6,20-dione (8a)
Yield 77% (0.335 g), mp 168e170 �C. IR (KBr) cm�1: 3072, 2944,

1718, 1686 and 1662. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H,
H-19), 2.3 (s, 3H, H-21), 5.5 (t, 1H, J¼ 2 Hz, H-3), 6.2 (q, 1H, J ¼ 2 Hz,

Table 1
Inhibitory activitya on the growth of several cancer cell lines and murine macrophages of series 8aee, 9aee, 13aee and 14aee.

Structure Compound PC-3 MCF-7 HCT-15 J774

Ketoconazole 3 88.48 ± 3.9 95.16 ± 4.8 90.59 ± 1.2 53.95 ± 0.6

7 70.6 ± 3.3 63.5 ± 3.4 67.7 ± 5.9 98.9 ± 0.2

8a (X ¼ H) 2.9 ± 0.9 32.7 ± 1.2 48.7 ± 15.1 89.3 ± 0.8
8b (X ¼ F) 8.3 ± 1.0 20.8 ± 4.5 22.8 ± 7.7 50.0 ± 3.6
8c (X ¼ Cl) 87.3 ± 11.2 100 ± 2.5 88.2 ± 6.9 38.78 ± 1.5
8d (X ¼ Br) 51.9 ± 29.3 86.2 ± 13.7 55.9 ± 31.4 60.87 ± 1.2
8e (X ¼ I) 64.1 ± 28 100 ± 4.3 67.3 ± 4.8 61.15 ± 3.6

9a (X ¼ H) 4.5 ± 2.0 34.7 ± 6.2 41.4 ± 8.8 73.8 ± 0.2
9b (X ¼ F) 33.0 ± 5.4 34.6 ± 1.7 60.1 ± 6.8 78.3 ± 2.2
9c (X ¼ Cl) 63.4 ± 10.9 13.7 ± 5.3 65.3 ± 16.1 92.4 ± 2.1
9d (X ¼ Br) 26.9 ± 2.4 14.0 ± 2.5 30.0 ± 0.8 80.5 ± 0.6
9e (X ¼ I) 42.8 ± 1.5 33.1 ± 3.9 43.2 ± 6.4 70.7 ± 1.0

12 39.6 ± 2.7 27.8 ± 1.9 25.0 ± 4.9 58.5 ± 0.5

13a (X ¼ H) 42.49 ± 4.7 26.80 ± 2.3 50.82 ± 4.3 100 ± 3.8
13b (X ¼ F) 30.92 ± 3.5 29.16 ± 9.7 35.59 ± 1.7 100 ± 1.9
13c (X ¼ Cl) 46.09 ± 6.4 39.76 ± 3.2 39.32 ± 0.6 73.64 ± 1.4
13d (X ¼ Br) 84.71 ± 8.1 44.44 ± 3.7 53.87 ± 4.2 56.97 ± 1.8
13e (X ¼ I) 30.8 ± 3.0 22.6 ± 4.7 27.5 ± 3.5 74.3 ± 0.3

14a (X ¼ H) 96.6 ± 3.0 51.3 ± 9.5 45.3 ± 3.8 48.2 ± 0.7
14b (X ¼ F) 33.4 ± 8.4 20.0 ± 0.1 NA 43.4 ± 2.5
14c (X ¼ Cl) 15.8 ± 5.3 11.2 ± 3.4 NA 36.9 ± 3.8
14d (X ¼ Br) 26.4 ± 4.0 13.1 ± 2.0 NA 32.0 ± 1.7
14e (X ¼ I) 17.8 ± 2.7 NAb NA 21.7 ± 0.8

The bold numbers represent the highest activities of the compounds.
a Results are expressed as a percentage of inhibition ± standard error.
b These compounds were not active.
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H-4), 6.7 (m, 1H, H-16), 7.4 (m, 1H, AreH), 7.5 (m, 1H, AreH) and 8.0
(m, 2H, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-
21), 70.0 (C-3),128.3 (AreC),129.1 (C-4),129.7 (AreC),130.0 (AreC),
133.0 (AreC), 143.7 (C-16), 147.0 (C-5), 154.8 (C-17), 166.1 (ester
carbonyl), 196.5 (C-20), 201.5 (C-6). HRMS cal for C28H32O4
432.2301, found 432.2298.

3.2.7. 3b-p-Fluorobenzoyloxpregn-4,16-diene-6,20-dione (8b)
Yield 75% (0.34 g), mp 129e131 �C. IR (KBr) cm�1: 3086, 2944,

1720 and 1691. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, H-19),
2.2 (s, 3H, H-21), 5.5 (t, 1H, J ¼ 2 Hz, H-3), 6.2 (q, 1H, J ¼ 2 Hz, H-4),
6.7 (t, 1H, J ¼ 2 Hz, H-16), 7.1 (t, 1H, J ¼ 8.6 Hz, AreH), 8.1 (m, 1H,
AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.8 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 70.0
(C-3), 115.4 (AreC), 126.3 (AreC), 128.9 (C-4), 132.2 (AreC), 143.7
(C-16), 148.1 (C-5), 154.9 (C-17), 165.2 (ester carbonyl), 167.1 (AreC),
196.5 (C-20), 201.8 (C-6). HRMS cal for C28H31FO4 450.2206, found
450.2209.

3.2.8. 3b-p-Chlorobenzoyloxypregn-4,16-diene-6,20-dione (8c)
Yield 76% (0.354 g), mp 238e240 �C. IR (KBr) cm�1: 3077, 2940,

1719, 1692 and 1660. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.8 (s, 3H,
H-19), 2.2 (s, 3H, H-21), 5.5 (m, 1H, H-3), 6.2 (s, 1H, H-4), 6.7 (m, 1H,
H-16), 7.4 (d, 2H, J ¼ 8.6 Hz, AreH), 7.9 (m, 2H, AreH). 13C NMR
(CDCl3) d: 15.8 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 70.5 (C-3), 128.5
(AreC), 128.7 (AreC), 131.1 (AreC), 139.5 (AreC), 128.9 (C-4), 143.7
(C-16), 148.0 (C-5), 154.9 (C-17), 165.3 (ester carbonyl), 196.5 (C-20),
201.8 (C-6). HRMS cal for C28H31ClO4 466.1911, found 466.1903.

3.2.9. 3b-p-Bromobenzoyloxypregn-4,16-diene-6,20-dione (8d)
Yield 79% (0.4 g), mp 235e237 �C. IR (KBr) cm�1: 3074, 2940,

1719, 1691 and 1660. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H,
H-19), 2.2 (s, 3H, H-21), 5.6 (m, 1H, H-3), 6.2 (s, 1H, H-4), 6.7 (m, 1H,
H-16), 7.6 (d, 2H, J ¼ 7.8 Hz, AreH), 7.9 (m, 2H, AreH). 13C NMR
(CDCl3) d: 15.8 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 70.1 (C-3), 128.2
(AreC), 128.9 (AreC) 128.9 (C-4), 131.2 (AreC), 131.7 (AreC), 143.7
(C-16), 148.2 (C-5), 154.8 (C-17), 165.6 (ester carbonyl), 196.5 (C-20),
201.5 (C-6). HRMS cal for C28H31BrO4 510.1406, found 510.1399.

3.2.10. 3b-p-Iodobenzoyloxypregn-4,16-diene-6,20-dione (8e)
Yield 76% (0.424 g), mp 229e231 �C. IR (KBr) cm�1: 3097, 2946,

1709, 1687 and 1657. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H,
H-19), 2.2 (s, 3H, H-21), 5.6 (m, 1H, H-3), 6.2 (s, 1H, H-4), 6.7 (m, 1H,
H-16), 7.7 (s, 2H, AreH), 7.7 (m, 2H, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.7
(C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 70.0 (C-3), 100.9 (AreC), 128.7
(AreC), 129.5 (C-4), 131.1 (AreC), 137.6 (AreC), 143.7 (C-16), 147.9
(C-5), 154.8 (C-17), 165.6 (ester carbonyl), 196.5 (C-20), 201.5 (C-6).
HRMS cal for C28H31IO4 558.1267, found 558.1258.

3.2.11. General procedure for the synthesis of carbamates 9aee
To a solution of compound 7 (1 mmol) and CuI (0.1 mmol) in dry

THF (4 mL) under nitrogen atmosphere was added the corre-
sponding isocyanate (3 mmol). The reaction mixture was stirred at
room temperature for 24 h. Chloroformwas added and the catalyst
CuI was filtered. The organic layer was washed with 10% aqueous
hydrochloric acid, 5% of aqueous sodium bicarbonate, water and
was dried over anhydrous sodium sulfate. Purification by silica gel
column chromatography using a mixture of hexane and ethyl ac-
etate (9:1) afforded the 9aee carbamate derivatives.

3.2.12. 3b-Phenylcarbamoiloxypregn-4,16-diene-6,20-dione (9a)
Yield 32% (0.143 g), mp 252e254 �C. IR (KBr) cm�1: 3331, 1721,

1687 and 1662. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19),
2.2 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 6.1 (s, 1H, H-4), 6.7 (s, 1H, H-16),
6.9 (s, 1H, NeH), 7.0 (m, 1H, AreH), 7.3 (m, 2H, AreH), 7.3(m, 2H,
AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.7 (C-18), 19.5 (C-19), 27.1 (C-21), 70.0
(C-3), 118.7 (AreC), 129.0 (AreC), 129.1 (C-4), 129.3 (AreC), 137.6
(AreC), 143.8 (C-16), 147.9 (C-5), 152.9 (carbamate carbonyl), 154.8
(C-17), 196.6 (C-20) and 201.9 (C-6). HRMS cal for C28H33NO4
447.2410, found 447.2415.

3.2.13. 3b-p-Fluorophenylcarbamoiloxypregn-4,16-diene-6,20-
dione (9b)

Yield 29% (0.135 g), mp 224e227 �C. IR (KBr) cm�1: 3335, 1724,
1685 and 1662. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, H-19),
2.1 (s, 3H, H-21), 5.2 (m, 1H, H-3), 6.0 (s, 1H, H-4), 6.9 (s, 1H, H-16),
7.1 (m, 2H, AreH), 7.4 (m, 2H, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.6 (C-18),
19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 74.3 (C-3), 120.3 (AreC), 120.5 (AreC), 128.5
(C-4), 133.6 (AreC), 141.1 (C-16), 150.3 (C-5), 152.8 (carbamate
carbonyl), 156.7 (C-17), 163.7 (AreC), 201.3 (C-20) and 206.0 (C-6).
HRMS cal for C28H32FNO4 465.2315, found 465.2306.

3.2.14. 3b-p-Chlorophenylcarbamoiloxypregn-4,16-diene-6,20-
dione (9c)

Yield 23% (0.11 g), mp 221e223 �C. IR (KBr) cm�1: 3365, 1726,
1683 and 1662. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, H-19),
2.2 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 6.2 (s, 1H, H-4), 6.7 (s, 1H, H-16),
6.8 (s, 1H, NeH), 7.2 (m, 2H, AreH), 7.3(m, 2H, AreH). 13C NMR
(CDCl3) d: 15.6 (C-18), 19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 70.2 (C-3), 119.9
(AreC), 128.9 (C-4), 129.0 (AreC), 135.0 (AreC), 136.4 (Are-C), 143.8
(C-16), 148.0 (C-5), 152.9 (carbamate carbonyl), 154.9 (C-17), 196.6
(C-20) and 201.8 (C-6). HRMS cal for C28H32ClNO4 481.2020, found
481.2030.

3.2.1.15. 3b-p-Bromophenylcarbamoiloxypregn-4,16-diene-6,20-
dione (9d)

Yield 9% (0.047 g), mp 201e203 �C. IR (KBr) cm�1: 3294, 1727,
1692 and 1663. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.2 (s, 3H, H-19),
2.1 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 5.9 (s, 1H, H-4), 6.0 (s, 1H, H-16),
7.4 (m, 2H, AreH), 7.5(m, 2H, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.6 (C-18),
19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 75.31 (C-3), 120.0 (AreC), 121.0 (AreC),
127.0 (C-4), 133.6 (AreC), 139.2 (AreC), 144.1 (C-16), 152.7 (C-5),
156.7 (carbamate carbonyl), 153.2 (C-17), 205.9 (C-20) and 212.6 (C-
6). HRMS cal for C28H32BrNO4 525.1515, found 525.1507.

3.2.1.16. 3b-p-Iodophenylcarbamoiloxypregn-4,16-diene-6,20-
dione (9e)

Yield 9% (0.051 g), mp 197e199 �C. IR (KBr) cm�1: 3327, 1726,
1695 and 1663. 1H NMR (CDCl3) d: 0.9 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19),
2.2 (s, 3H, H-21), 5.3 (m, 1H, H-3), 5.7 (s, 1H, H-4), 6.1 (s, 1H, H-16),
7.3 (m, 2H, AreH), 7.5 (m, 2H, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 15.7 (C-18),
19.6 (C-19), 27.1 (C-21), 72.1 (C-3), 119.5 (AreC), 128.1 (C-4), 129.1
(AreC), 134.5 (AreC), 139.3 (AreC), 144.2(C-16), 148.6 (C-5), 152.1
(carbamate carbonyl), 154.0 (C-17), 196.2 (C-20) and 202.0 (C-6).
HRMS cal for C28H32INO4 573.1376, found 573.1384.

3.3. Synthesis of esters and carbamates 13aee and 14aee

3.3.1. 17a-Acetoxypregn-4,5-dien-3,20-dione (11)
Compound 10 (1 g, 2.68 mmol) and chloranil (0.7 g, 2.8 mmol)

were dissolved in a mixture of toluene (2 mL) and glacial acetic acid
(8 mL) and was allowed to reflux for 4 h. To the reaction was added
cold water (10 mL) and the precipitated tetrachlorohydroquinone
was filtered. The compound was extracted with ethyl acetate and
the organic layer was washed with an aqueous solution of sodium
hydroxide (11%) and distilled water. The organic phase was dried
over sodium sulfate and evaporated under reduced pressure. The
compound was recrystallized from ethyl acetate. Yield 70%
(0.696 g), mp 224e226 �C. IR (KBr) cm�1: 2978, 1733, 1718, 1652
and 1620. 1H NMR (CDCl3) d: 0.7 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19), 2.0
(s, 3H, acetoxy), 2.1 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 6.1 (dd, 1H, J ¼ 10
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and 1.2 Hz, H-6) and 6.1 (dd, 1H, J ¼ 9.6 and 2 Hz, H-7). 13C NMR
(CDCl3) d: 14.3 (C-18), 16.3 (C-19), 26.4 (C-21), 123.9 (C-4), 128.3 (C-
6), 140.0 (C-7), 163.1 (C-5), 170.6 (acetoxy carbonyl), 199.3 (C-3) and
203.8 (C-20). HRMS cal for C23H30O4 370.2144, found 370.2138.
3.3.2. 17a-Hidroxypregn-4,5-dien-3,20-dione (12)
Compound 11 (1 g, 2.703 mmol) was dissolved in methanol

(50 mL) and an aqueous solution of sodium hydroxide (2%, 50 mL)
was added. The mixture was heated under reflux for 2 h, the excess
of methanol was evaporated and the compound was precipitated
with water and filtered. The desired product was recrystallized
from methanol. Yield 62% (0.55 g), mp 254e256 �C. IR (KBr) cm�1:
3012, 3026, 2945, 1704 and 1644. 1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-
18), 1.1 (s, 3H, H-19), 4.9 (s, 1H, H-17), 5.6 (s, 1H, H-4) and 6.1 (s, 2H,
H-6 y H-7). 13C NMR (CDCl3) d: 15.2 (C-18), 16.2 (C-19), 27.8 (C-21),
89.5 (C-17), 123.7 (C-4), 128.1 (C-6), 140.5 (C-7), 163.4 (C-5), 199.4
(C-3) and 211.2 (C-20). HRMS cal for C21H28O3 328.2038, found
328.2047.
3.3.3. General procedure for the synthesis of esters 13aee
To a solution of the corresponding acid (2.1 mmol) and PTSA

(0.33 mmol) in chloroform was added trifluoroacetic anhydride
(8.15 mmol) and the mixture was stirred for 3 h. After this time, the
compound 12 (1 mmol) was added and stirred until the reaction
was completed. Chloroform was added (3 mL) and subsequently
was washed with a saturated aqueous solution of sodium bicar-
bonate, the organic phase was separated and dried over sodium
sulfate. The solvent was evaporated under reduced pressure. Puri-
fication by basic aluminum column chromatography using a
mixture of hexane and ethyl acetate (8:2) gave the series 13aee.
3.3.4. 17a-Benzoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione (13a)
Yield 34% (0.146 g), mp 230e231 �C. IR (KBr) cm�1: 3054, 3025,

2946, 1713 and 1658. 1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H,
H-19), 2.1 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 6.1 (s, 2H, H-6 y H-7), 7.4 (t,
2H, J ¼ 7.8 and 1.6 Hz, AreH),7.6 (t, 1H, J ¼ 7.4 and 1.44 Hz, AreH)
and 8.0 (d, 2H, J¼ 8.4 and 1.2 Hz, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 14.4 (C-
18), 16.4 (C-19), 26.4 (C-21), 124.0 (C-4), 128.4 (C-6), 128.6 (AreC),
129.7 (AreC), 129.8 (AreC), 133.6 (AreC), 140.1 (C-7), 163.1 (C-5),
165.1 (C-17), 199.4 (C-3) and 203.7 (C-20). HRMS cal for C28H32O4
432.2301, found 432.2307.
3.3.5. 17a-p-Fluorobenzoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione (13b)
Yield 33% (0.148 g), mp 248e251 �C. IR (KBr) cm�1: 3080, 2940,

1718 and 1660. 1H NMR (CDCl3) d: 0.7 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19),
2.0 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 6.1 (d, 1H, 3J ¼ 8.8 Hz, H-6), 6.1 (t,
1H, J ¼ 8.8 and 2.4 Hz, H-7), 7.1 (m, 2H, AreH), 8.0 (m, 2H, AreH).
13C NMR (CDCl3) d: 14.9 (C-18), 16.8 (C-19), 26.9 (C-21), 116.1 (d, JC-
F ¼ 21.9 Hz, CeF, AreC), 124.2 (C-4), 128.5 (C-6), 132.4 (d, JC-
F¼ 9.1 Hz, CeF, AreC),140.2 (C-7),163.2 (C-5),165.1 (C-17),162.2 (d,
JC-F ¼ 253.3 Hz, CeF, AreC), 199.4 (C-3) and 203.7 (C-20). HRMS cal
for C28H31FO4 450.2206, found 450.2219.
3.3.6. 17a-p-Chlorobenzoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione (13c)
Yield 28% (0.130 g), mp 216e218 �C. IR (KBr) cm�1: 3078, 3004,

2970, 1717 and 1677. 1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H,
H-19), 2.1 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 6.1 (m, 2H, H-6 y H-7), 7.4
(d, 2H, J ¼ 8.8 Hz, AreH), 7.9 (d, 2H, J ¼ 8.4, AreH). 13C NMR (CDCl3)
d: 14.5 (C-18), 16.4 (C-19), 26.5 (C-21), 124.2 (C-4), 128.5 (C-6), 129.1
(AreC), 131.0 (AreC), 139.7 (C-7), 140.2 (C-5), 165.1 (C-17), 199.0 (C-
3) and 201.9 (C-20). HRMS cal for C28H31ClO4 466.1911, found
466.1904.
3.3.7. 17a-p-Bromobenzoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione (13d)
Yield 22.5% (0.112 g), mp 196e199 �C. IR (KBr) cm�1: 3061, 2947,

1780 and 1663. 1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19),
2.1 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 6.1 (m, 2H, H-6 y H-7), 7.6 (d, 2H,
J ¼ 8.2 and 2.2 Hz, AreH), 7.8 (d, 2H, J ¼ 8.8 and 2.1 Hz, AreH). 13C
NMR (CDCl3) d: 14.5 (C-18), 16.4 (C-19), 26.5 (C-21), 124.2 (C-4),
128.8 (C-6), 129.1 (AreC), 131.1 (AreC), 132.1 (AreC), 139.7 (C-7),
139.8 (AreC) 157.6 (C-5), 165.9 (C-17), 197.2 (C-3) and 213.7 (C-20).
HRMS cal for C28H31BrO4 510.1406, found 510.1416.

3.3.8. 17a-p-Iodobenzoiloxy-4,6-pregnadien-3,20-dione (13e)
Yield 20% (0.11 g), mp 267e269 �C. IR (KBr) cm�1: 3060, 2940,

1716 and 1665. 1H NMR (CDCl3) d: 0.8 (s, 3H, H-18), 1.2 (s, 3H, H-19),
2.1 (s, 3H, H-21), 5.8 (s, 1H, H-4), 6.1 (m, 2H, H-6 y H-7), 7.5 (m, 2H,
AreH), 8.1 (m, 2H, AreH). 13C NMR (CDCl3) d: 14.9 (C-18), 17.4 (C-
19), 26.3 (C-21), 97.0 (C-17), 97.9 (AreC), 123.7 (C-4), 128.1 (C-6),
128.6 (AreC), 129.6 (AreC), 135.5 (AreC), 140.5 (C-7), 157.5 (C-5),
199.3 (C-3) and 208.8 (C-20). HRMS cal for C28H31IO4 558.1267,
found 558.1258.

3.3.9. General procedure for the synthesis of carbamates 14aee
Compound 12 (1 mmol), copper bromide-dimethyl sulfide

complex (3 mmol) and the corresponding isocyanate (6 mmol)
were dissolved in anhydrous THF (3 mL). The mixture was stirred
under nitrogen atmosphere for 48 h at room temperature. Upon
termination of the reaction, chloroform (5 mL) was added and the
complex was filtered. The organic layer was washedwith water and
dried over sodium sulfate. The solvent was evaporated under
reduced pressure. Purification by florisil column chromatography
using a mixture of hexane and ethyl acetate gave the desired car-
bamates 14aee.

3.3.10. 17a-Phenylcarbamoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione (14a)
Yield 65% (0.290 g), mp 224e226 �C. IR (KBr) cm�1: 3264, 2944,

1728 and 1660. 1H NMR (CDCl3) d: 0.7 (s, 3H, H-18), 1.2 (s, 3H, H-19),
2.2 (s, 3H, H-21), 5.8 (s, 1H, H-4), 6.0 (dd, 1H, J ¼ 13.2 and 1.2 Hz, H-
6), 6.2 (m,1H, H-7), 7.1 (dd,1H, J¼ 12.8 and 3.2 Hz, AreH), 7.3 (d,1H,
J ¼ 17.2 Hz, AreH), 7.4 (d, 1H, J ¼ 10 Hz, AreH), 7.5 (d, 1H, J ¼ 10 Hz,
AreH), 7.6 (d, 1H, J ¼ 9.2 Hz, AreH), 10.6 (s, 1H, NeH). 13C NMR
(CDCl3) d: 13.6 (C-18), 15.9 (C-19), 26.1 (C-21), 89.5 (C-17), 123.6
(AreC),123.9 (C-4),127.8 (AreC),128.1 (C-6), 128.7 (AreC), 131.4 (C-
7),139.3 (AreC),154.3 (carbamate carbonyl), 162.7 (C-5),199.1 (C-3)
and 202.9 (C-20). HRMS cal for C28H33NO4 447.2410, found
447.2405.

3.3.11. 17a-p-Fluorophenylcarbamoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione
(14b)

Yield 55% (0.256 g), mp 220e221 �C. IR (KBr) cm�1: 3264, 2944,
1728 and 1661. 1H NMR (CDCl3) d: 0.7 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19),
2.3 (s, 3H, H-21), 5.9 (s, 1H, H-4), 6.0 (dd, 1H, J ¼ 13.2 and 1.2 Hz, H-
6), 6.2 (dd,1H, J¼ 9.6 and 3.0 Hz, H-7), 7.3 (d, 1H, J¼ 17.2 Hz, AreH),
7.4 (d, 1H, J ¼ 10 Hz, AreH), 7.5 (d, 1H, J ¼ 9.2 Hz, AreH), 7.6 (d, 1H,
J ¼ 9.2 Hz, AreH), 10.6 (s, 1H, NeH). 13C NMR (CDCl3) d: 13.6 (C-18),
15.9 (C-19), 26.1 (C-21), 89.5 (C-17), 124.0 (C-4), 128.9 (C-6), 129.3
(AreC), 129.7 (AreC), 130.4 (AreC), 134.5 (C-7), 135.9 (AreC), 154.5
(carbamate carbonyl), 162.4 (C-5), 199.0 (C-3) and 202.5 (C-20)
HRMS cal for C28H32FNO4 466.2394, found 466.2402.

3.3.12. 17a-p-Chlorophenylcarbamoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione
(14c)

Yield 75% (0.361 g), mp 170e172 �C. IR (KBr) cm�1: 3264, 2944,
1728 and 1661. 1H NMR (CDCl3) d: 0.6 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, H-19),
2.3 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 5.9 (dd, 1H, J ¼ 13.2 and 1.2 Hz, H-
6), 6.2 (dd, 1H, J ¼ 10 and 3.2 Hz, H-7), 7.1 (d, 1H, J ¼ 9.8 Hz, AreH),
7.2 (d, 1H, J ¼ 8.8 Hz, AreH), 7.3 (d, 1H, J ¼ 8.8 Hz, AreH), 7.4 (d, 1H,
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J ¼ 8.8 Hz, AreH), 10.5 (s, 1H, NeH). 13C NMR (CDCl3) d: 13.9 (C-18),
16.3 (C-19), 26.1 (C-21), 99.1 (C-17), 124.2 (C-4), 128.6 (C-6), 129.1
(AreC), 129.5 (AreC), 130.1 (AreC), 134.5 (C-7), 135.8 (AreC), 154.5
(carbamate carbonyl), 162.7 (C-5), 199.4 (C-3) and 202.9 (C-20).
HRMS cal for C28H32ClNO4 482.2098, found 482.2104.

3.3.13. 17a-p-Bromophenylcarbamoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione
(14d)

Yield 58% (0.305 g), mp 206e208 �C. IR (KBr) cm�1: 3287, 2949,
1721 and 1659. 1H NMR (CDCl3) d: 0.6 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, H-19),
2.1 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 5.9 (dd, 1H, J ¼ 13.2 and 1.2 Hz, H-
6), 6.2 (dd, 1H, J ¼ 9.6 and 3.1 Hz, H-7), 7.1 (d, 1H, J ¼ 8.8 Hz, AreH),
7.3 (d, 1H, J ¼ 10 Hz, AreH), 7.4 (d, 1H, J¼ 10.4 Hz, AreH), 7.6 (d, 1H,
J ¼ 9.2 Hz, AreH), 10.5 (s, 1H, NeH). 13C NMR (CDCl3) d: 14.0 (C-18),
16.5 (C-19), 26.5 (C-21), 90.3 (C-17), 124.0 (C-4), 128.7 (C-6), 129.0
(AreC), 130.1 (AreC), 130.7 (AreC), 135.3 (C-7), 136.1 (AreC), 154.7
(carbamate carbonyl), 162.9 (C-5), 199.5 (C-3) and 202.9 (C-20).
HRMS cal for C28H32BrNO4 526.1593, found 526.1584.

3.3.14. 17a-p-Iodophenylcarbamoiloxypregn-4,6-dien-3,20-dione
(14e)

Yield 50% (0.286 g), mp 217e219 �C. IR (KBr) cm�1: 3287, 2949,
1726 and 1659. 1H NMR (CDCl3) d: 0.6 (s, 3H, H-18), 1.0 (s, 3H, H-19),
2.1 (s, 3H, H-21), 5.7 (s, 1H, H-4), 5.9 (dd, 1H, J¼ 10 and 1.2 Hz, H-6),
6.2 (dd, 1H, J¼ 2.4 and 9.6 Hz, H-7), 6.9 (d, 1H, J¼ 8.4 Hz, AreH), 7.3
(d, 1H, J ¼ 9.2 Hz, AreH), 7.3 (d, 1H, J ¼ 9.2 Hz, AreH), 7.6 (d, 1H,
J ¼ 8.8 Hz, AreH), 10.5 (s, 1H, NeH). 13C NMR (CDCl3) d: 13.8 (C-18),
16.0 (C-19), 26.2 (C-21), 90.0 (C-17), 124.1 (C-4), 128.5 (C-6), 129.3
(AreC), 129.8 (AreC), 130.0 (AreC), 135.2 (C-7), 135.9 (AreC), 154.6
(carbamate carbonyl), 162.9 (C-5), 199.5 (C-3) and 202.9 (C-20).
HRMS cal for C28H32INO4 573.1376, found 573.1371.

3.4. Cytotoxicity assay

3.4.1. Biological material
The panel cells used in this study were the following: PC-3

(human prostate cancer cell line), MCF-7 (human breast cancer
cell line), HCT-15 (human colon cancer cell line) and J774 (murine
macrophages) and were supplied by the National Cancer Institute
(NCI, USA). The ketoconazol used as a reference in this experiment
was purchased from Sigma Life Science.

3.4.2. Methodology
The compounds were screened in vitro against four cell lines:

PC-3 (human prostate cancer cell line), MCF-7 (human breast
cancer cell line), HCT-15 (human colon cancer cell line) and J774
(murine macrophages). The cancer cell lines were supplied by NCI,
USA [16] and murine macrophages were purchased from ATCC. The
human tumor cytotoxicity was determined using the protein-
binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to
measure cell growth. The cell lines were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-
glutamine, 100 units/mL penicillin G sodium, 100 mg/mL strepto-
mycin sulfate, and 0.25 mg/mL amphotericin B (Gibco) and 1% of
nonessential amino acids (Gibco). They were maintained at 37� in
humidified atmosphere with 5% CO2. The viability of the cells used
in the experiments exceeds 95% as determined with trypan blue.

The cells were removed from the tissue culture flask and diluted
with fresh media. Of this cell suspension, 100 mL containing 5000 or
10,000 cells per well (depending on the duplication time), were
pipetted into microtiter plates (Costar) and the material was
incubated at 37 �C for 24 h in a 5% CO2 atmosphere. In addition,
another plate was prepared with culture medium only and it was
incubated for 1 h. Subsequently, 100 mL of a solution of the test
compounds obtained by diluting the stocks were added to each
well.

The cultures were exposed for 48 h to the compounds at con-
centration of 50 mM; after the incubation period, the cells were
fixed to the plastic substrate by the addition of 50 mL of cold 50%
aqueous trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4 �C for
1 h, washed with tap H2O and air-dried. The trichloroacetic-acid-
fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free SRB so-
lution was removed by washing with 1% aqueous acetic acid. The
plates were air dried, and the bound dye was solubilized by the
addition of 10 mM of unbuffered tris base (100 mL). The plates were
placed on a vortex for 5 min, and the absorptionwas determinate at
515 nm using an ELISA plates reader (Bio-Tex Instruments). Per-
centage cell growth inhibition was calculated according to the
following expression [15]:

Cell grouth inhibition ð%Þ ¼ 100� ðsample absorptionÞ
ðvehicle absortionÞ � 100

4. Conclusions

In this paper, we describe the synthesis and the cytotoxic ac-
tivity of twenty two novel pregnenolone derivatives. The cytotoxic
effect of 7, 8aee, 9aee,12,13aee and 14aeewas evaluated on three
cancer cell lines: PC-3 (human prostate), MCF-7 (human breast),
HCT-15 (human colon) and J774 (noncancerous murine cells). The
ester derivative belonging to the a,b-unsaturated carbonyl system
8aee showed considerably higher cytotoxic activity (higher elec-
trophilic character) as compared to compounds 13aee having an
a,b,g,d-unsaturated carbonyl system.

In general, all carbamates derivatives showed a low cytotoxic
activity for all cancer cell lines studied; their low cytotoxic activity
could be attributable to their low solubility. On the other hand, the
carbamate derivative 14a having an unsaturated phenyl ring
showed a very high cytotoxic activity (96.6%) for prostate cancer
cell line (PC-3) and lower cytotoxicity in noncancerous cells (J778).
Apparently, this compound, lacking a halogen substituent on the
phenyl ring, has a higher solubility and could form readily a com-
plex with the reactive site of the cell.

The most active steroid was 8c showing the highest cytotoxicity
against MCF-7 and PC-3 cell lines; this compound exhibited a low
cytotoxic activity against murine macrophages cell lines.
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Hyperplasia of the prostate gland and prostate cancer have been associated with high levels of serum
5a-dihydrotestosterone. This steroid is formed from testosterone by the activity of the enzyme 5a-
reductase (5a-R) present in the prostate. Thus, inhibition of this enzyme could be a goal for therapies
to treat these diseases. This study reports the synthesis and effects of five different 21-esters of
pregnenolone derivatives as inhibitors of 5a-R types 1 and 2. The activity of these steroidal
compounds was determined using in vivo and in vitro experiments. The results indicate that of the
five steroids studied, the 21(p-fluoro)benzoyloxypregna-4,16-diene-3,6,20-trione derivative, whose
structure has not yet been reported, has the best molecular conformation to inhibit the in vitro
activity of both types of 5a-R. In addition, this steroid also displayed activity in vivo. Apparently, its
pharmacological effect was increased by the presence of a keto group at C-6, because this group
decreased the possibility that the steroid would be metabolized by hepatic enzymes. In addition, the
double bond present at C-4 of this compound also enhanced its inhibitory activity on 5a-R, and the
C-21 ester moiety increased its liphophilicity. Therefore, its solubility in the cell membrane and its
pharmacological activity were both increased.
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Introduction

The 5a-reductase enzyme (EC 1.3.99.5) converts D4-3-ketoste-
roids to 5a-3-ketosteroids in androgen-dependent tissues.
The activity of this enzyme in androgen-dependent tissues has

long been known; the enzyme converts testosterone (T) to
5a-dihydrotestosterone (DHT) in the prostate gland.

Hyperplasia of the prostate gland and prostate cancer have
been associated with high levels of serum 5a-DHT [1–3].

Three types of 5a-reductase (5a-R) isozymes have been
described; type 2 5a-R plays a major role in prostate cancer
and benign prostatic hyperplasia as it is predominantly
expressed in this tissue. However, some evidence indicates
that type 1 is expressed in the prostate epithelial cells whereas
type 2 is mainly located in the stromal compartment [4, 5].
Type 1 5a-R is also located in the liver and skin and acts in a
neutral or basic medium, whereas type 2 is active in acidic
pH [4]. Recently 5a-R3 has been investigated; this isozyme can
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be found in the brain and pancreas and is related to hormone-
refractory prostate cancer (HRPC) [6, 7]. None of these three
isozymes have been purified, due to their unstable nature,
and as a result, 5a-reductase isozyme inhibitors have been
designed by targeting their substrate.

Various 5a-R2 inhibitors have been developed for relieving
the symptoms produced in benign prostatic hyperplasia.
These 5a-R inhibitors reduce bladder obstruction present in
this disease by inhibiting the conversion of T to its more active
form DHT. Moreover, these inhibitors eliminate the need for
surgery and prevent further progression of the disease. The
most extensively studied 5a-R inhibitors are finasteride and
dutasteride [8]. Finasteride and dutasteride are 4-azasteroids
that have demonstrated low affinity for androgen receptors
and thus were not expected to produce undesirable
antiandrogen effects such as impotence, muscle growth
impairment, or gynecomastia [9]. However, when these drugs
are used for long periods, they could induce hepatoxicity [10];
thus, synthesis of new 5a-R inhibitors with low side effects has
been a goal for researchers.

In view of the fact that we have recently synthesized several
progesterone derivatives with an ester moiety at C-17, which
showed high activity as inhibitors of 5a-R2 and prostate cancer
cell growth [11, 12], in this paper we describe the biological
activityoffivenovel steroidsbasedontheprogesteroneskeleton
and with an ester moiety at C-21. They are the
following steroidal compounds: 21(p-fluoro)benzoyloxy-
16a,17a-epoxy-3b-hydroxypregna-5-en-20-one 5, 21(p-fluoro)-
benzoyloxy-3b-hydroxypregna-5,16-dien-20-one 6, 21(p-fluoro)
benzoyloxy-5a,6a-epoxy-3b-hydroxypregna-16-en-20-one 7,

(p-fluoro)benzoyloxy-5a-hydroxypregna-16-en-3,6,20-trione 8,
21(p-fluoro)benzoyloxypregna-4,16-diene-3,6,20-trione 9.

Results

Chemistry
The target compound 21(p-fluoro)benzoyloxypregna-4,16-
diene-3,6,20-trione (9) was synthesized as shown in
Scheme 1. The starting material 16-dehydropregnenolone
acetate (1) was treated with hydrogen peroxide under basic
conditions to form the 16a,17a epoxy compound 2.
Protection of the alcohol at C-3 of compound 2 with tert-
butyldimethylsilyl chloride followed by oxidation of C-21
using (diacetoxyiodo) benzene afforded compound 4. The
alcohol 4 was esterified using the Steglich method and the
C-3 hydroxy was deprotected using acidic conditions to
obtain compound 5. To regenerate the double bond at C-
16, the epoxide was reduced using CrCl2 to give compound
6. The double bond at C-5 of compound 6 was reacted with
m-chloroperoxybenzoic acid to afford the 5a,6a-epoxy
compound 7. Oxidation of the alcohol 7 with chromic acid
yielded the 3,6-diketo-5a-alcohol 8. Dehydration of the
hydroxyl group at C-4 in 8 with thionyl chloride yielded the
a,b-unsaturated dicarbonyl analog 9.

The configuration of the novel pregnenolone derivatives
whose geometry resulted from the spatial arrangement of its
bonds is shown in Fig. 1. The models of these structures were
obtained using the ChemBio3D1 program.

Scheme 1. Synthesis of compounds 2–9.
Reagents: (i) 30% H2O2, 4N NaOH, MeOH;
(ii) TBDMSCL, imidazole, DMF; (iii) C6H5I-
(OAc)2, NaOH, MeOH, CH2Cl2; (iv) p-fluoro-
benzoic acid, DCC, DMAP, CH2Cl2; (v) HCl,
acetone; (vi) CrCl2, acetic acid, acetone; (vii)
m-CPBA, CH2Cl2; (viii) CrO3/H2O, acetone; (ix)
SOCl2, Py, CH2Cl2.
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Activity of compounds 5–9 as inhibitors of 5a-R
1 and 2
Figure 2 shows the IC50 values of 5–9 required to inhibit 50%
of the activity of 5a-reductase isoenzymes 1 and 2. Compared
to 5–8, steroid 9 exhibited the highest inhibitory activity
(IC50¼ 1.0mM) for isoenzyme type 1. For the type 2
5a-reductase isoenzyme, derivative 9 also displayed the
highest inhibitory activity (IC50¼0.179nM). Steroids 5–8
showed lower inhibitory potency than finasteride for 5aR2
(higher IC50 value) (Fig. 2).

Weight of the prostate gland and seminal
vesicles of hamsters
After sacrificing the animals they were observed statistically
significant (p<0.05) reductions in theweights of the prostates
andseminalvesiclesascomparedtoglandsfromintacthamsters
(Fig. 3). However, treatmentwith 1mg/kg (BW)of T significant-
ly reversed the effect of castration on these glands.

Finasteride (F) and the steroids 9, when administered
together with T, significantly decreased the weight of the
prostate and seminal vesicles (p< 0.05); however, compared
to T, compounds 5–8 did not display any statistically
significant effect (Fig. 3).

For 6 days, the castrated hamsters received subcutaneous
injections of the various test materials, with the castrated
control animals (V) being treated with vehicle only. The
experiment was carried out in duplicate. The asterisks show
the instances of statistically significant differences (p<0.05)
between the group of hamsters treated with testosterone (T)
and those treated with T and with either finasteride (F) or
with the synthesized steroids (5–9; see Scheme 1 for
structures).

Discussion

We synthesized and identified the biological activity of five
different (p-fluoro)benzoyloxy 21-esters of pregnenolone
derivatives. On the basis of the results obtained in these
experiments, the most accepted spatial conformation of both
isozymes of 5a-R was that in steroid 9. The presence of an
ester group at C-21 masks the polar moiety and facilitates its
crossing through the cell membranes. Thus, all these steroidal
ester derivatives can cross phospholipid membranes and once
they are in the bloodstream, they are hydrolyzed at C-21 by
esterases in the blood to revert to the corresponding free acid.
However, 9was the only one which displayed a suitable steric

Figure 1. Configuration of the novel 21-esters of pregnenolone derivatives; their geometry resulted from the spatial arrangement of
their bonds.
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conformation to induce pharmacological activity. This obser-
vation is consistent with the results previously reported by our
group [13]. These previous data indicated that the

synthesized steroid pregna-4,6-diene-3,6,20-trione was an
inhibitor of 5aR-2, with an IC50 value 0.85nM. This steroid also
exhibited slight pharmacological activity, decreasing prostate
weight in castrated hamsters stimulated with T [13]. On this
basis, we designed the more lipophilic compound 9 to
improve the pharmacological activity of this pregna-4,6-
diene-3,6,20-trione previously studied, and obtained better
results.

The presence of an OH group in the 5a-position in steroid 8
enables the formation of polar conjugates which can be
promptly eliminated in the urine, as has been previously
reported [14]. The introduction of a keto group at C-6 as in 9
apparently blocked the hepatic metabolism [14] of this
molecule and, as a consequence, an increased effect of this
steroid was observed.

The epoxy moiety at C-16 of 5 enhanced the inhibitory
effect of 5a-R2 and increased its potency (lower IC50 value) as
compared with 7, which has the epoxymoiety in C-5. Thus this
spatial arrangement of the molecule was appropriate for
inducing the inhibitory effect. However, this increase in
activity and potency (5) was not observed for the 5a-R1
isoenzyme.

The unsaturated points of these pregnenolone derivatives
could also be correlated with the ability of these steroids to
inhibit 5a-R activity. The presence of the double bond in D5 as
in 6 increased the inhibitory effect on 5a-R2 activity as
compared with that produced by 8 (which does not have a
double bond inD5). However, the position of this double bond

Figure 2. Structures and biological activities of different (p-fluoro)benzoyloxy 21-esters of pregnenolone.

Figure 3. Weights of prostate and seminal vesicles glands (�
standard deviation) from castrated (V) and intact animals (C)
hamsters. �Statistical significance.
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did not influence 5a-R1 activity (8), whereas the unsaturated
point at C-4 in steroid 9 enhanced the inhibitory effect on the
activity of both isozymes.

The presence of a keto group at C-3 makes the synthetic
steroid a competitive substrate for these both isozymes,
because their natural substrates possess this same group.
However, the inhibitory activity of compound 8 was not
enhanced by the presence of this keto group in C-3, as we
would have expected.

In conclusion, 9 proved to have the best molecular
conformation for acceptance by both types of 5a-R as a
likely substrate. In addition, this steroid also displayed activity
in vivo; apparently the pharmacological activity was increased
by the presence of a keto group at C-6. This could be an
advantage for administration of this steroid in the body. As 9
was not metabolized by the liver, this compound could be
administered orally. Future studies will enable us to test this
hypothesis.

Because the structure of 5a-reductase has not been
elucidated, this study contributes to an understanding of
the molecular interactions of these two types of 5a-R
enzymes.

Experimental

Chemistry
Chemical reagents
Reagents and solvents (laboratory grade) were purchased
from commercial sources and were used without further
purification. Melting points (uncorrected) were determined
on a melting point apparatus (Fisher Johns, Mexico City);
1H NMR and 13C NMR were taken on Varian Gemini 200 and
VRX-300 spectrometer, respectively (MR resources NC, USA).
Chemical shifts are given in ppm relative to that of Me4Si
(d¼0) in CDCl3 (the abbreviations of signal patterns are as
follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; m, multiplet). Mass
spectra were obtained with an HP5985-B spectrometer
(Avantes, Apeldoorn, Netherlands). IR spectra were recorded
on a Perkin-Elmer 200s spectrometer (Perkin-Elmer Life and
Analytical Science, Shelton CT, USA). The UV lamp (254nm)
was from UVP (Upland, CA).

(1,2,6,7-3H)-Testosterone ([3H]T; specific activity: 95 Ci/
mmol) was purchased from Perkin-Elmer Analytical Sciences
(Boston, MA). This labeled steroid was purified by thin layer
chromatography (TLC) on HPTLC Kieselgel 60 F254 plates
(Merck, Darmstadt, Germany); the solvent system recom-
mended by the manufacturer was used.

Radioinert T and 5a-DHT were purchased from Steraloids
(Wilton, NH, USA), Lubrol PX, DL-dithiothreitol (DTT). F was
obtained by extraction from Proscar1 (Merck, Sharp & Dohm,
Mexico City) as follows: 180 Proscar tablets were crushed and
extracted with 200mL chloroform; after the solvent was
removed under vacuum, the crude product was purified by
silica gel 60 (63–200mm) column chromatography
(Sigma–Aldrich) with ethyl acetate as an eluant [15].

Syntheses of the steroid derivatives: Overview
As starting material to prepare the steroids, we used
commercially available 16-dehydropregnenolone acetate,
purity 95%, melting point 172–175°C, Rot: �40°
(Sigma–Aldrich) (1 in Scheme 1). This steroid was hydrolyzed
by treatment with 4N solution of NaOH in methanol. To this
mixture, a 30% hydrogen peroxide solution was added drop
by drop. The reactionwas stirred at room temperature for 4 h,
then the solvent was evaporated, and water was added. The
precipitate was filtered and washed with water. The crude
was purified by recrystallization from methanol to afford
0.87g of the pure compound.

16a,17a-Epoxy-3b-hydroxypregna-5-en-20-one 2
Yield: 95%, mp 180–182°C. IR (cm�1): 3454, 2936, 1642, 1042,
1692. 1HNMR (CDCl3) d: 1.05 (s, 3H, H-18), 1.02 (s, 3H, H-19), 2.2
(m, 2H, H-21), 2.3 (m, 1H, H-16), 3.5 (m, 1H, H-3), 3.68 (s, 1H,
–OH), 5.33 (m, 1H, H-6). 13C NMR (CDCl3) d: 15.1 (C-18), 19.3 (C-
19), 27.51 (C-21), 60.46 (C-16), 71.02 (C-17), 71.06 (C-3), 120.9
(C-6), 141.12 (C-5), 204.9 (C-20). FAB-MSm/z: C21H30O3 [MþH]þ

calculated 331.2228, found 331.2220.

16a,17a-Epoxy-3b-tert-butyldimethylsilyloxypregna-5-en-
20-one 3
16a,17a-Epoxy-3b b-hydroxypregna-5-en-20-one 2 (1 g,
3mmol) in Fig. 1 was dissolved in methanol; tert-butyldime-
thylsilyl chloride (0.76g, 6.8mmol) and imidazole (0.450g,
5mmol) in 15mL of N,N-dimethylformamide were added to
this solution. Themixturewas stirred at room temperature for
2h. After completion of the reaction, the methanol was
evaporated and water was added, and the precipitate was
filtered and washed with water. The crude was purified by
column chromatography using amixture of 20%ethyl acetate
in hexane to give 1.3 g of the pure compound 3. Yield: 98%,
mp 126–127°C. IR (cm�1): 2929, 1659, 1698, 1083. 1H NMR
(CDCl3) d: 0.58 (m, 6H, (CH3)2Si), 0.89 (s, 9H, (CH3)3CSi), 0.99 (s,
3H, H-18), 1.09 (s, 3H, H-19), 2.13 (s, 3H, H-21), 2.2 (m, 1H,
H-16), 3.42 (m, 1H, H-3), 5.24 (d, J¼ 4.9Hz, 1H, H-6). 13C NMR
(CDCl3) d: 19.7 (C-18), 22.8 (C-19), 25.0 (C-21), 30.5 ((CH3)3CSi),
32.14 (C-Si), 65.1 (C-16), 75.5 (C-17), 77.0 (C-3), 125.0 (C-6),
146.5 (C-5), 209.4 (C-20). FAB-MS m/z: C27H44O3Si [MþH]þ

calculated 445.3093, found 445.3102.

16a,17a-Epoxy-21-hydroxy-20-dimethoxy-3b-tert-
butyldimethylsilyloxypregna-5-en-20-one 4
16a,17a-Epoxy-3b-tert-butyldimethylsilyloxypregna-5-en-20-
one (3, 1 g, 2.25mmol) was dissolved in 10mL of dichloro-
methane; 20mL of a methanolic solution of NaOH (1g,
25mmol) and (diacetoxyiodo)benzene (1.2 g, 3.72mmol)
were added. The mixture was stirred for 18h and then
the solvent was evaporated in vacuo, water was added, and
the precipitatewasfiltered andwashedwithwater. The crude
was purified on silica gel using 10% ethyl acetate in hexane to
give 0.74 g of the pure compound 4. Yield: 65%, mp
205–207°C. IR (cm�1): 3596, 1666, 1070, 1033. 1H NMR (CDCl3)
d: 0.1 (s, 6H, (CH3)2Si), 0.83 (s, 9H, (CH3)3CSi), 0.97 (s, 3H, H-18),
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1.2 (s, 3H, H-19), 2.2 (m, 1H, H-16), 3.24 (m, 1H, H-3), 3.25 (m,
6H, CH3O–), 3.5 (s, 1H, –OH), 3.25 (d, J¼16Hz, 1H, H-21), 5.24
(m, 1H, H-6). 13C NMR (CDCl3) d: 17.1 (C-18), 20.7 (C-19), 30.51
((CH3)3CSi), 31.57 (C-Si), 50.75 (C-16), 50.75 (CH3OH–), 63.05
(C-21), 74.22 (C-17), 77.08 (C-3), 125.27 (C-20), 125.27 (C-6),
146.39 (C-5). FAB-MS m/z: C29H50O5Si [MþH]þ calculated
507.3461, found 507.3472.

21(p-Fluoro)benzoyloxy-16a,17a-epoxy-3b-
hydroxypregna-5-en-20-one 5
16a,17a-Epoxy-21-hydroxy-20-dimethoxy-3b-tert-butyldime-
thylsilyloxypregna-5-en-20-one 4 (1.5g, 3.05mmol) was dis-
solvedinmethanol;DCC(3.95g,19.75mmol)andDMAP(2.37g,
19.75mmol) in dichloromethane (60mL) was added p-fluoro-
benzoic acid (2.7g, 19.75mmol). The resulting solution was
stirred at room temperature for 4h. Ethyl acetate (250mL) was
added and the precipitated dicyclohexyl urea was filtered. The
organic phase was washed three times with 10% aqueous
hydrochloric acid, 5%aqueous sodium bicarbonate andwater,
the solvent was dried over anhydrous sodium sulfate and
evaporated under vacuum. The crude ester was dissolved in
acetone (30mL), and to this solution hydrochloric acid (1mL)
was addeddropbydropand themixturewas stirred for 15min,
then water was added and the precipitate was filtered and
washed with water. The crude was purified by column
chromatography using 10% ethyl acetate in hexane to afford
1.17g of pure compound 5. Yield: 82%, mp 210–212°C. IR
(cm�1): 3320, 3044, 2936, 1721, 1381, 1055. 1H NMR (CDCl3) d:
1.02 (s, 3H,H-18), 1.13 (s, 3H,H-19), 3.48 (m, 1H,H-3), 3.87 (s, 1H,
–OH), 4.85 (d, J¼16Hz, 1H, H-21), 4.94 (d, J¼ 16Hz, 1H, H-21),
5.33(s,1H,H-6),7.12(t, J¼ 12Hz,2H,H-Ar),8.1 (t, J¼8Hz,2H,H-
Ar). 13C NMR (CDCl3) d: 15.17 (C-18), 19.33 (C-19), 42.18 (C-4),
61.66 (C-21),66.44 (C-16),70.66 (C-17),71.60 (C-3),115.74 (C-Ar),
120.91 (C-6), 125.54 (C-Ar), 132.43 (C-Ar), 141.13 (C-5), 165.54
(ester carbonyl), 167.26 (C-Ar). FAB-MSm/z: C28H33FO5 [MþH]þ

calculated 469.2346, found 469.2338.

21(p-Fluoro)benzoyloxy-3b-hydroxypregna-5,16-dien-20-
one 6
21(p-Fluoro)benzoyloxy-16a,17a-epoxy-3b-hydroxypregna-5-
en-20-one (5) (1 g, 2.1mmol) dissolved in 100mL of acetone
containing CrCl2 (1.29 g, 10.5mmol) and 2mL of acetic acid
were stirred at room temperature for 45min. A mixture of ice
in water was then added and the precipitate was filtered and
dried under vacuum. The crudewas purified on silica gel using
10% ethyl acetate in hexane to afford 0.65g pure compound
6. Yield: 69%, mp 280–282°C. IR (cm�1): 3325, 2933, 1723,
1677. 1H NMR (CDCl3) d: 0.95 (s, 3H, H-18), 1.03 (s, 3H, H-19),
3.51 (m, 1H, H-3), 4.20 (s, 1H, –OH), 5.11 (d, J¼ 16Hz, 1H, H-21),
5.25 (d, J¼ 16Hz, 1H, H-21), 5.34 (s, 1H, H-6), 6.82 (s, 1H, H-16),
7.11 (t, J¼8Hz, 2H, H-Ar), 8.11 (t, J¼8Hz, 2H, H-Ar). 13C NMR
(CDCl3) d: 15.88 (C-18), 19.29 (C-19), 66.09 (C-21), 71.68 (C-3),
115.67 (C-Ar), 120.93 (C-6), 125.7 (C-Ar), 132.45 (C-Ar), 141.34
(C-5), 144.26 (C-16), 152.0 (C-17), 165.07 (ester carbonyl),
167.21 (C-Ar), 190.31 (C-20). FAB-MS m/z: C28H33FO4 [MþH]þ

calculated 453.2396, found 453.2403.

21(p-Fluoro)benzoyloxy-5a,6a-epoxy-3b-hydroxypregna-
16-en-20-one 7
21(p-Fluoro)benzoyloxy-3b-hydroxypregna-5,16-dien-20-one
(6) (0.45 g, 1mmol) and m-chloroperbenzoic acid (0.52 g,
3mmol) dissolved in 15mL of dichloromethanewere stirred at
room temperature for 45min. After this, a saturated aqueous
solution of sodium bicarbonate (30mL) containing sodium
bisulfite (0.3 g) was added. The reaction mixture was
extracted with chloroform; the organic phase was washed
with water, dried over sodium sulfate, and the solvent was
removed under vacuum. The product was recrystallized from
methanol to give 0.36g of pure compound 7. Yield: 77%, mp
213–215°C. IR (cm�1): 3517, 2930, 1718, 1678, 1087. 1H NMR
(CDCl3) d: 0.89 (s, 3H, H-18), 1.1 (s, 3H, H-19), 2.93 (d, J¼ 4Hz,
1H, H-6), 3.84 (s, 1H, –OH), 3.91 (m, 1H, H-3), 4.09 (d, J¼16Hz,
1H, H-21), 5.27 (d, J¼ 16Hz, 1H, H-21), 6.8 (s, 1H, H-16), 7.12 (t,
J¼ 8Hz, 2H, H-Ar), 8.11 (m, 2H, H-Ar). 13C NMR (CDCl3) d: 15.14
(C-18), 15.91 (C-19), 58.8 (C-6), 65.87 (C-21), 66.08 (C-5), 68.60
(C-3), 115.47 (C-Ar), 125.71 (C-Ar), 132.56 (C-Ar), 143.97 (C-16),
151.81 (C-17), 165.06 (ester carbonyl), 167.22 (C-Ar), 198.8 (C-
20). FAB-MS m/z: C28H33FO5 [MþH]þ calculated 469.2346,
found 469.2339.

(p-Fluoro)benzoyloxy-5a-hydroxypregna-16-en-3,6,20-
trione 8
21(p-Fluoro)benzoyloxy-5a,6a-epoxy-3b-hydroxypregna-16-
en-20-one 7 (0.47 g, 1mmol) was dissolved in 10mL of
acetone. A solution of chromium trioxide (0.85g, 8.5mmol)
dissolved in 4.5mL water at 0°C for 10min was added
dropwise. The resulting mixture was allowed to warm up to
room temperature and after 30min the same amount of
chromium trioxide was added in the same manner. The
mixture was diluted with cold water (75mL) and the
precipitate was filtered and dried. The product was recrystal-
lized frommethanol to afford 0.41g of the pure compound 8.
Yield: 86%, mp 135–136°C. IR (cm�1): 3332, 2950, 1710, 1685.
1H NMR (CDCl3) d: 0.95 (s, 3H, H-18), 1.04 (s, 3H, H-19), 2.8 (m,
2H, H-4), 3.89 (s, 1H, –OH), 5.12 (d, J¼ 16Hz, 1H, H-21), 5.26 (d,
J¼ 16Hz, 1H, H-21), 6.81 (s, 1H, H-16), 7.13 (t, J¼8Hz, 2H, H-
Ar), 8.12 (m, 2H, H-Ar). 13C NMR (CDCl3) d: 13.82 (C-18), 15.98
(C-19), 66.1 (C-21), 82.77 (C-5), 115.52 (C-Ar), 125.68
(C-Ar), 132.59 (C-Ar), 143.62 (C-16), 151.68 (C-17), 165.09
(ester carbonyl), 167.28 (C-Ar), 190.26 (C-20), 210.18 (C-3),
210.87
(C-6). FAB-MS m/z: C28H31FO6 [MþH]þ calculated 483.2138,
found 483.2144.

21(p-Fluoro)benzoyloxypregna-4,16-diene-3,6,20-trione 9
A volume of 4mL of a cold solution of (p-fluoro)benzoyloxy-
5a-hydroxypregna-16-en-3,6,20-trione 8 (0.48g, 1mmol) was
dissolved in dichloromethane. A mixture with 0.4mL pyridine
was added dropwise with thionyl chloride (0.1mL) under a
nitrogen atmosphere. The resulting solution was stirred at
room temperature for 2h. Iced water (100mL) was added and
it was extracted three times with ethyl acetate. The organic
phase was washed with 10% aqueous hydrochloric acid, 5%
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aqueous sodium bicarbonate, and water. It was dried over
sodium sulfate and the solvent was evaporated under
vacuum. The product was recrystallized from 20% ethyl
acetate in hexane to give 0.38g of pure compound 9. Yield:
82%, mp 182–185°C. IR (cm�1): 2942, 1722, 1681. 1H NMR
(CDCl3) d: 1.0 (s, 3H, H-18), 1.21 (s, 3H, H-19), 5.14 (d, J¼16Hz,
1H, H-21), 5.26 (d, J¼ 16Hz, 1H, H-21), 6.2 (s, 1H, H-4), 6.8 (s,
1H, H-16), 7.13 (s, 2H, H-Ar), 8.11 (s, 2H, H-Ar). 13C NMR (CDCl3)
d: 15.9 (C-18), 17.4 (C-19), 66.0 (C-21), 115.5 (C-Ar), 115.7 (C-
Ar), 125.8 (C-4), 127.6 (C-Ar), 132.4 (C-Ar), 143.3 (C-16), 151.4
(C-17), 160.4 (C-5), 165.0 (ester carbonyl), 167.0 (C-Ar), 190.1
(C-20), 199.2 (C-3), 201.3 (C-6). FAB-MSm/z: C28H29FO5 [MþH]þ

calculated 465.2033, found 465.2026.

Human and animal tissues and procedures
Four hours after a 57-year-old man had died from myocardial
infarction, his normal prostate was extirpated in the
Pathology Department of the Mexico City General Hospital.
The Ethical Committee of the General Hospital in Mexico City
approved this protocol.

The tissue was rinsed and immediately chilled in ice-cold
150mMNaCl and stored at�20°C. The frozen human prostate
was thawed on ice, rinsed, and minced in buffer A (20mM
sodium phosphate, pH 6.5, containing 0.32M sucrose, 0.1mM
DTT) (Sigma–Aldrich, Mexico City, Mexico) with an IKA1 A11
basic tissue mill (IKA Laboratory Equipment, Mexico City,
Mexico). Unless otherwise specified, the following procedures
were carried out at 4°C.

Type 2 5a-R isozyme isolated from human prostate
Human prostate was used in this experiment because this
tissue is an abundant source of 5a-R2 for the study of the
effect(s) of 5–9, which were designed for inhibition of the
activity of this enzyme in humans. In this tissue, type 1 5a-R is
not as abundant as type 2.

Human prostate tissuewas homogenized in two volumes of
buffer A with a tissue homogenizer Ultra-Turrax IKA, T18
basic (Wilmington, NC). The homogenates were centrifuged
(1500g; 60min) [16] in a SW 60 Ti rotor (Beckman Instruments,
Palo Alto, CA). The pellets were resuspended in buffer A, and
stored at �70°C. This suspension had a final concentration of
5mg protein/mL, as determined by the Bradford method [17]
and was used as a source of type 2 5a-R isozyme.

Type 1 5a-R isozyme isolated from rat liver
All procedures involving animals were approved by the
Institutional Care and Use Committee of the Metropolitan
University of Mexico (UAM; Xochimilco, Mexico). All animals
used in this study were obtained from the Animal Care Facility
at UAM.

Two adult (8-month-old) rats had been fasted overnight to
decrease glycogen levels before their livers were extirpated
for use as a source of 5a-R1, as recommended by Levy
et al. [18]. To prepare microsomes, the livers (30 g) were
minced in one volume of buffer A, using the tissuemill. Unless
otherwise specified, the following procedures were carried

out at 4°C. The tissue was homogenized, the suspension was
centrifuged (10000g; 30min; 0°C) (Beckman L70K ultracentri-
fuge), and the pellet was discarded. The supernatant was
filtered through a nylon mesh filter (pore size 11mm,
distributed by OEM-Membrane Solution, Dallas, TX) and
centrifuged (100000g; 60min). The microsomal pellet was
resuspended in five volumes of buffer A with a homogenizer,
and the protein concentration was determined by the
Bradford method. The suspension was recentrifuged
(100000g; 30min) and the pellet was resuspended in buffer
A to give a final concentration of 20mg protein/mL. The
microsomal suspension was stored at �80 °C prior to
preparation of the solubilized type 1 5a-R steroid.

The solubilization of type 1 5a-R isozyme from rat liver
microsomes was carried out according to Levy et al. [18].

Gonadectomized male hamsters
For the experiments in vivo, 80 adult male golden hamsters
(2.5 months old; 150–200g) were used. After gonadectomies
had been performed on 80 hamsters under isoflurane
anesthesia, the castrated hamsters were allowed to recover
for 30 days prior to experimentation [19]. The castrated
hamsters and the remaining eight intact hamsters were
housed in a room with controlled temperature (22°C) and
light-dark periods of 12h; the hamsters were fed with food
and water ad libitum. Thirty days post-gonadectomy, the
hamsters were separated into ten groups consisting of four
animals per group. The hamsters were treated for 6 days as
described above and thereafter sacrificed with CO2. This
experiment was carried out twice under the same conditions.

Biological activity of steroidal derivatives:
Experiments in vitro
The activities of types 1 and 2 5a-reductase were measured by
following the conversion of T to DHT, as previously
described [16, 18, 20, 21]. The reagent mixture (final volume,
1mL) contained 1mM of DTT in 40mM sodium phosphate
buffer (pH 8.0 for type 1; pH 6.5 for type 2), 2 nM [1,2,6,7-3H]T,
6.31mMT (for type 1), and 2mMNADPH. The reaction, carried
out in duplicate, was started when this mixture was added to
the enzymatic fraction (for type 1, 90mg protein/6.7mL from
the solubilized microsomes; for type 2, 50mg/80mL from the
membrane fraction of human prostate). After incubation
(37.5°C; 60min), the reaction was stopped by adding
dichloromethane (1mL) and mixing; this was considered
the end point. As a control, the procedurewas also carried out
without the addition of the enzyme fraction.

In order to extract and purify DHT formed by the activity of
types 1 and 2 5a-reductase, after the individual reaction
mixtures had been shaken (1min) using a Type 16700 mixer
(Barnstead Thermolyne, Proveedor Cient�ıfico, M�exico, D. F.),
the dichloromethane phase of eachwas placed into individual
tubes. This extraction was repeated for four additional times.
Each pooled dichloromethane extract was evaporated to
dryness under a nitrogen stream and then suspended in

Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2015, 348, 1–9
21-Esters of Pregnenolone Derivatives as 5a-R Inhibitors Archiv der Pharmazie

ARCH PHARM

� 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.archpharm.com 7



methanol (50mL); each preparation was spotted onto HPTLC
Kieselgel 60 F254 plates. T, DHT, and a mixture of both
standards were applied to the plate in distinct lanes on either
side of the spotted preparation samples. The plates were
developed in chloroform/acetone (9:1) andwere air-dried; the
chromatography was repeated for two additional times. DHT
was detected using phosphomolybdic acid reagent
(Sigma–Aldrich), and T, by fluorescence (UV lamp; 254nm).
The radioactivity on the plate was scanned by using a
Bioscanner AR2000 (Bioscan,Washington, DC). The zones that
showed chromatographic behavior identical to that of the
standards (retention factor, Rf) were quantified as T or DHT.
The DHT transformation yields were calculated from the
lanes, taking into account the total radioactivity in the TLC,
and were plotted using SigmaPlot 12 software (Systat
Software, INC., San Jose, CA). For the control incubations,
the chromatographic separations and identifications were
carried out in the same manner.

Type 1 5a-R activity was calculated from the percentage of
labeled DHT that had been formed, taking into consideration
the recovery, blank values, specific activity of [3H]T, and the
ratio of added [3H]T to unlabeled T. Type 2 5a-R activity was
calculated taking into consideration the recovery, blank
values, and specific activity of [3H]T.

The Rf of the T standard was 0.56. The radioactive zone
that had chromatographic behavior identical to that of the
standard T corresponded to 70% of the radioactivity
accounted for in the plate. The radioactivity contained in
the zone of the experimental chromatogram, which had an
Rf identical to that of the DHT standard (Rf: 0.67), was
identified as the transformed DHT; it corresponded to
20–27% of the total radioactivity accounted for in the
TLC. This result was considered to be 100% of the activity of
5a-R (types 1 or 2) for the development of inhibition plots.

Unmodified [3H]T, identified (Rf 0.56) from control incuba-
tions (i.e., those that had not contained tissue), had identical
chromatographic behavior to that of the non-labeled
standard T.

The radioactivity contained in the zone corresponding to
the DHT standard (Rf 0.67) of the control chromatogram was
1% of the total radioactivity accounted for in the plate and
was considered as an error; it was subtracted from the
experimental chromatograms.

Effect of steroid derivatives on activity of types 1 and 2 5a-
reductase types
The effect of steroids 5–9 on the activity of types 1 and 2 5a-
reductase was determined under the same conditions in vitro
as described above, but in the presence of six different
concentrations ({1� 10�11, 1�10�10M,. . .,1�10�3M}) of
each one of derivatives 5–9. Extraction and purification of
the DHT formed from these incubations were carried out as
described above.

Control tubes (without inhibitors) were prepared with the
same incubating medium and labeled T plus either type 1 or
type 2 5a-reductase, under the same conditions. DHT trans-
formations in the presence of 5–9 were calculated from the
lanes, taking into account the total radioactivity in the plate,
and inhibition curves were plotted using SigmaPlot 12
software.

Determination of the 50% inhibitory concentration of
steroids 5–9 on the activities of types 1 and 2 5a-reductase
To determine the 50% inhibitory concentration (IC50) of
steroids 5–9 and 6 on the activities of types 1 and 2 5a-
reductase, the inhibition plots obtained as we indicated
above were analyzed with the SigmaPlot 12.5 software
(Fig. 4).

Figure 4. IC50 values of steroids 4–9 determined from the curves obtained by plotting the activity of 5a-R types 1 and 2 versus the
concentration. The program SigmaPlot was used for curve analysis.
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Biological activity of steroidal derivatives:
Experiments in vivo
Effect of steroid derivatives on prostate and seminal
vesicles of castrated hamsters
For 6 consecutive days, each of the steroid derivatives 5–9
(2mg/kg body weight (BW)) dissolved in 200mL sesame oil,
together with 1mg T/kg (BW), was administered by s.c.
injection to a group of gonadectomized hamsters (four
animals per derivative). Three groups of gonadectomized
animals were used as controls: the first group was injected s.c.
with 200mL sesame oil; the second group, with 1mg T/kg
(BW); and the third group, with 1mg T plus 1mg F/kg (BW)
also prepared in sesame oil. Additionally, one group of four
intact hamsters was used as an intact control. On the seventh
day, the animals were sacrificed with CO2. The prostate and
seminal vesicles of each hamster were dissected and weighed.

Two separate experiments were performed for each group
of steroid-treated hamsters. The results were analyzed by
one-way analysis of variance and Dunnett’s method to
compare means, using JMP IN 5.1 software (JMP, Statistical
Discovery, and Cary, NC, USA).

This study was supported by grants from Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnolog�ıa (CONACYT project number 165049) and
from Direcci�on General de Asuntos del Personal Acad�emico
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The authors declare that there are no real or perceived
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Abstract 
3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxypregn-4-en-6,20-dione (7), C28H31O5I, was synthesized from 
the commercially available 16-dehydropregnenolone acetate. X-ray diffraction analysis of (1) de- 
monstrated that it consisted of four rings, three six-membered rings (A, B and C) and one five- 
membered ring (D). A, B, C and D rings occur in an envelope, deformed chair, deformed chair, and 
the half chair conformations, respectively. The absolute configurations of 7 for the chiral centers 
are 3S, 8S, 9S, 10R, 13S and 14S. The crystal of 3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxypregn-4-en- 
6,20-dione is in monoclinic crystal system with space group P21, lattice constants: a = 10.8567 (11), 
b = 7.5479 (7), c = 16.0391 (16) Å, β = 109.473 (1)˚, V = 1239.1 (2) Å3, Dx = 1.518 g/cm3 and Z = 2. 
The molecules in the crystal are stabilized by C-H···O interactions and van der Waals forces. 

 
Keywords 
Progesterone Derivatives, Androgen Receptor, 5-Alpha-Reductase Inhibitors, Human Prostate 

1. Introduction 
At the present time cancer still represents an enormous medical challenge. It is predicted that in this year in the 
USA about 580,350 persons will die from this disease. Worldwide breast cancer represents the main cause of 
deaths for women [1] and prostate cancer for men [2]. For this reason our attention is focused on finding a ste-
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roidal compound with the high anticarcinogenic activity [3]. 
The most extensively studied class of 5α-reductase inhibitors is the 4-azasteroids, which include the drug fi-

nasteride 1. This compound is the first 5α-reductase inhibitor approved in the USA for the treatment of BPH. 
This compound has approximately a 100-fold greater affinity for type 2 5α-reductase, than for the type 1 enzyme 
[4]. In humans, finasteride decreases prostatic DHT levels by 70% - 90% and reduces the prostate size, while T 
tissue levels remain constant. The use of finasteride demonstrated a sustained improvement in the treatment of 
androgen-dependent diseases and it also reduced the prostate specific antigen (PSA) levels [5]. 
 

N
H

HN
O

1
O

 
 

In view of the fact that the 16,17-epoxy derivatives of 4,6-pregnadiene showed antiandrogenic activity [6], it 
was of interest to synthesize the 3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxypregn-4-en-6,20-dione analog 7, and 
evaluate it as an antiandrogen [7] [8].  

In this paper we describe the synthesis and X-ray determination of 3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxy- 
pregn-4-en-6,20-dione 7. Compound 7 is prepared from the commercially available 16-dehydropregnenolone 
acetate and its synthesis is shown in Scheme 1. This compound has a high biological activity with a good prob-
ability to be used in the future for the treatment of androgen dependent diseases [9] [10]. 

2. Experimental  
2.1. Synthesis of the Compound  
3β-(p-Iodobenzoyloxy)-16α,17α-Epoxypregn-4-En-6,20-Dione (7) 
To a solution of steroid 6 (1 g, 1.74 mmol) in methylene chloride (8 mL) and pyridine (1 mL) was added drop-
wise under a nitrogen atmosphere at 0˚C thionyl chloride (0.2 mL). The resulting solution was stirred at room 
temperature for 45 min. Ice water (100 mL) was added and it was extracted three times with chloroform. The 
organic phase was washed with 10% aqueous hydrochloric acid, 5% aqueous sodium bicarbonate and water. It 
was dried over sodium sulfate and the solvent was removed in vacuum. The crude product was recrystallized 
from methanol. Yield of 87%. (KBr) cm−1: 3000, 2942, 1730, 1675, 1610. 1H-NMR (CDCl3) δ: 1.04 (3H, s, 
H-18), 1.3 (3H, s, H-19), 2.1 (3H, s, H-21), 2.7 (1H, H-16), 4.43 (2H, H-3), 6.6 (1H, H-4). 13C-NMR (CDCl3) δ: 
18.7 (C-18), 20.1 (C-18), 67.6 (C-16), 69.9 (C-3), 79.5 (C-17), 129.1 (C-4), 147.8 (C-5), 201.6 (C-6). MS m/z 
574 (M+). 

2.2. In Vitro Experiments 
Cytotoxicity Assay 
Compound 7 was screened in vitro against six human cancer cell lines: PC-3 (human prostate), MCF-7 (human 
breast), U251 (human glioblastoma), K562 (human erythromyeloblastoid leukemia), HCT-15 (human colorectal 
adenocarcinoma), SKLU-1 (humanlung adenocarcinoma). The cell lines were supplied by National Cancer In-
stitute (USA). The human tumor cytotoxicity was determined using the protein-binding dye sulforhodamine B 
test (SRB) in microculture assay to measure cell growth, as described in the protocols established by the NCI. 
The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM 
L-glutamine, 10,000 units/mL penicillin G sodium, 10,000 μg/mL, streptomycin sulfate, 25 μg/mL amphotericin 
B (Gibco) and 1% nonessential amino acids (Gibco) were added. They were maintained at 37˚C in humidified 
atmosphere with 5% CO2. The viability of the cells used in the experiments exceeds 95% as determined with 
trypan blue. The cells were removed from the tissue culture flask and diluted with fresh media. Of this cell  
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Scheme 1. Schematic representation of the formation of 3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxypregn-4-en-6,20-dione. 
 
suspension, 100 μL containing 5000 or 10,000 cells per well, were pipetted into 96-well microtiter plates (Costar) 
and the material was incubated at 37˚C for 24 h in a 5% CO2 atmosphere. Subsequently, 100 μL of a solution of 
the test compounds obtained by diluting the stocks were added to each well. The cultures were exposed for 48 h 
to the drug at concentration of 50 μM. After the incubation period, cells were fixed to the plastic substratum by 
the addition of 50 μL of cold 50% aqueous trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4˚C for 1 h washed 
with tap H2O, and air dried. The trichloroacetic acid fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free 
SRB solution was removed by washing with 1% aqueous acetic acid. The plates were air dried, and the bound 
dye was solubilized by the addition of 10 mM of buffered Tris based (100 μL). The plates were placed on a 
shaker for 5 min, and the absorption was determinate at 515 nm using an ELISA plates reader (Bio-Tex Instru-
ments) [11]. 

2.3. In Vivo Experiments 
Animals and Tissues 
Adult male golden hamsters (150 - 200 g) were obtained from the Metropolitan University in Xochimilco, Mex-
ico. Gonadectomies were performed under pentobarbital anesthesia 30 days prior to the experiments and the 
animals were sacrificed with CO2. This protocol was approved by the Institutional Care and Use Committee of 
the Metropolitan University of Mexico (UAM). Human prostate from cadaver was kindly provided by Dr. 
Avissai Alcántara at The General Hospital (SS) in Mexico City, and stored at −70˚C. The prostate glands from 
hamsters were immediately removed, blotted and weighed prior to their use. Frozen human prostate was thawed 
on ice and minced with scissors. Unless specified, the following procedures were carried out at 4˚C. The animal 
and human tissues were homogenized with a tissue homogenize (model 985-370; variable speed 5000 - 30,000 
rpm, Biospec Products, Inc.). 

2.4. Determination of the Crystal Structure 
X-ray data were collected on a Bruker Smart APEX AXS CCD area detector with a graphite monochromator 
and Mo Kα radiation (λ = 0.71073 Å) by the ω-scan method. The collected data were reduced using SAINT [10] 
and the empirical absorption corrections were performed using SADABS program [10]. The details were shown 
in Table 1. 

3. Results and Discussion 
3.1. Refinement Details 
All reflections were defined based on F2. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based on F2, con-
ventional R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F2. The threshold expression of F2 > σ (F2) 
is used only for calculating R-factors (gt) etc., and is not relevant to the choice of reflections for refinement. R- 
factors based on F2 are statistically about twice as large as those based on F, and R-factors based on all data will  
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Table 1. Data collection and handling. 

Empirical formula C28H31O5I 

Formula weight 267.28 

Crystal external appearance Colorless prism 

Crystal size 0.36 × 0.28 × 0.07 mm 

Diffractometer Bruker Smart APEX AXS CCD area detector 

Scan mode psi-scan 

Theta range for data collection 1.19 to 25.34 deg 

Completeness to theta 99.8% 

Wavelength Mo Kα radiation (0.71073 Å) 

Programs SHELXS-97, SHELXL-97 

Refinement method Full-matrix least-squares on F2 

Absorption correction Sadabs, Sheldrick, G. M. (1996) 

 
be even larger. I1 and I1A atoms show some disorder and have occupancy factors of 0.55 (3) and 0.45 (3) and 
treated anisotropically.  

3.2. Geometric Details 
All esds (except the esd in the dihedral angle between two l.s. planes) are estimated using the full covariance 
matrix. The cell esds are taken into account individually in the estimation of esds in distances, angles and torsion 
angles; correlations between esds in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. 
An approximate (isotropic) treatment of cell esds is used for estimating esds involving l.s. planes. 

3.3. Structure Details 
The structure was solved by direct methods [11], and then refined by full-matrix least-squares technique; the po-
sition and anisotropic parameters of all the non-hydrogen atoms were obtained. The Flack [12] absolute struc-
ture parameter = −0.01 (2). The crystal structure is therefore determined with the correct absolute configuration 
and all relevant tables and figures are based on this configuration. Table 2 showed some crystal and refinement 
parameters. The crystal system of the title compound belongs to Monoclinic and the space group is P21, with 
cell parameters a = 10.8567 (11) Å, b = 7.5479 (7) Å, c = 16.0391 (16) Å, β = 109.473 (1)˚. Atomic coordinates 
and displacement parameters of the compound were shown in Table 3, from these data the structure was gained, 
which was shown in Figure 1. 

The bond distances and bond angles are in good agreement with the corresponding values obtained in case of 
16α-17-epoxy-4-pregnene-3, 20-dione [13]; 21-hydroxy-11β,18-oxido-4-pregnene-3,20-dione [14]; pregneno-
lone hemisuccinate [15]; and 17α-acetoxy-6,7-epoxypregn-4-ene-3,20-dione [16]. Mean bond lengths for 
C(sp3)-C(sp3) and C(sp2) = O for compound 7 are 1.529 (7), 1.197 (7) Å, respectively. 

In all essential details, the molecular geometry of 7 in terms of the bond lengths and angles are in good 
agreement with standard values. However, the C8-C9-C11, C12-C13-C17 and C14-C13-C18 bond angles of 
113.5.1 (4), 118.7 (4) and 113.5 (4)˚ have been increased to minimize the steric interactions between the double 
bond at C4-C5 and the methyl groups at C10; and the interaction between the methyl group at C13 and the O 
atoms of the carbonyl oxygen atom at C17, respectively. The C20 carbonyl group eclipses C13-C17, the 
O3-C20-C17-C13 torsion angle is −2.8 (9)˚. The molecule is comprised of a quadricyclic skeleton consisting of 
three six-membered rings (A, B and C) and one five-membered ring (D). The molecule consists of three 
six-membered rings and one five-membered ring, all trans fused. According to the torsion angles and the puck-
ering-parameters values (φ2, θ2 and Q) [17], the six-membered rings A (φ2 = 3.21 (0.88)˚, θ2 = 48.29 (0.58)˚ and 
Q = 0.470 (0.005); Bθ2 = −154.70 (1.05)˚, θ2 = 27.01 (0.54)˚ and Q = 0.484 (0.004); and C φ2 = −105.01 (3.57)˚, 
θ2 = 8.51 (0.50)˚ and Q = 0.573 (0.005) occur in an envelope (1E), deformed chair (1C4), and deformed chair (1C4)  
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Table 2. Crystal and refinement parameters. 

Crystal system Monoclinic 

 a = 10.8567 (11) Å alpha = 90.00 deg 

Unit cell dimensions b = 7.54798 (7) Å beta = 109.473 (1) deg 

 c = 16.0391 (16) Å gamma = 90.00 deg 

Volume 1239.1 (2) Å3 

Z, calculated density 2, 1.518 mg/m3 

Absorption coefficient 0.088 mm−1 

Space group P21 

F (000) 576 

Limiting indices −13 ≤ h ≤ 13, −9 ≤ k ≤ 9, −19 ≤ l ≤ 19 

Reflections collected/unique 10200/4525 [R (int) = 0.0228] 

Completeness to theta = 25.10 99.9% 

Max. and min. transmission 0.6183 and 0.8990 

Data/restraints/parameters 4519/1/301 

Final R indices [I > 2σ (I)] R1= 0.0306, wR2 = 0.0618 

R indices (all data) R1= 0.0355, wR2 = 0.0638 

Absolute structure parameter 0.009 (3) 

Goodness-of-fit on F2 1.090 

Extinction coefficient None 

Largest diff. peak and hole 0.327 and −0.262 e. Å−3 

 
conformations, respectively. Ring D occurs in a half chair conformation. 

The absolute configurations of 7 for the chiral centers are 3S, 8S, 9S, 10R, 13S and 14S. The stereochemistry 
of the title compound is as follows: C8-βH is trans to C9-αH; C9-αH is trans to C10-βCH3; C13-βCH3 is trans 
to both C14-αH and C16-C17 epoxy ring.   

Figure 2 shows the unit-cell packing arrangement for 7 along the b-axis. There are four intramolecular 
C-H···O interactions, which are due to their length, and could be considered as significant ones [18] [C12···O3, 
C18···O3, C11···O5 [−x + 1, +y + 1/2, −z + 1], C21···O4 [x + 1, +y, +z + 1], C25···O3 [−x, +y − 1/2, −z + 1] 
3.100 (7), 3.324 (8), 3.126 (14), 3.324 (6), 3.211 (8) Å; H2B···O3, H18C···O3, H11A···O5, H21C···O4, 
H25···O3 2.589 (4), 2.811 (5), 2.232 (12), 2.544 (3) Å, 2.501 (5) and C12-H2B···O3, C18-H18C···O3, 
C11-H11A···O5, C21-H21C···O4, C25-H25···O3 113.04 (37), 114.38 (37), 152.73 (44), 138.38 (14), 133.10 
(31)˚]. The molecules in the crystal are packed at normal van der Waals distances. 

Table 4 shows the results for compound 7 in comparison to adriamycin which is used in chemotherapy. After 
castration, the weight of the male hamster prostates decreased (p < 0.005) as compared to that of the normal 
glands. Treatment with vehicle alone did not change this condition, whereas s.c. injections of 200 µg of testos-
terone for 6 days significantly increased (p < 0.005) the weight of the prostate glands in castrated male hamsters 
(Table 4). When testosterone and finasteride were injected together, the weight of the prostate decreased (p < 
0.005) as compared to testosterone-treated animals (Table 5). However, when the same experiment was carried 
out with compound 7, the weight of the prostate significantly (p < 0.005) decreased.  

The results from this study with six cancer cell lines and the weight of prostate’s hamsters showed very clear-
ly that compounds 7 is a much better inhibitor for the enzyme 5α-reductase than the presently used Proscar 1 
(finasteride). 
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Table 3. Atomic coordinates and displacement parameters (Å2). 

 x y z U11 U22 U33 U23 U13 U12 

I1 −0.9004 (3) 0.4839 (10) −0.01368 (19) 0.078 (2) 0.137 (4) 0.118 (3) 0.008 (2) 0.0241 (12) 0.004 (2) 

I1A −0.90564 (19) 0.4840 (5) −0.01653 (11) 0.0351 (13) 0.0534 (19) 0.0427 (18) 0.0068 (10) 0.0069 (7) 0.0078 (10) 

O1 −0.2276 (3) 0.3942 (5) 0.1453 (2) 0.0478 (18) 0.097 (3) 0.0488 (19) 0.0121 (17) 0.0062 (16) −0.0031 (17) 

O2 0.0196 (3) 0.0022 (7) 0.3744 (2) 0.0655 (17) 0.049 (2) 0.082 (2) −0.001 (3) 0.0054 (16) −0.013 (3) 

O3 0.6075 (5) 0.7777 (7) 0.7225 (3) 0.092 (3) 0.098 (3) 0.075 (3) −0.015 (3) 0.004 (2) −0.033 (3) 

O4 −0.2386 (3) 0.4688 (12) 0.0086 (2) 0.0625 (18) 0.136 (4) 0.0583 (19) 0.023 (4) 0.0176 (16) 0.013 (4) 

O5 0.6222 (8) 0.3676 (15) 0.6569 (7) 0.063 (5) 0.132 (8) 0.120 (8) −0.027 (7) 0.001 (6) 0.010 (5) 

C1 0.0849 (5) 0.5963 (7) 0.2856 (3) 0.061 (3) 0.065 (3) 0.060 (3) 0.012 (3) 0.012 (3) −0.008 (3) 

C2 −0.0455 (6) 0.5917 (9) 0.2102 (4) 0.071 (4) 0.070 (4) 0.056 (4) 0.014 (3) 0.007 (3) −0.001 (3) 

C3 −0.0835 (5) 0.4063 (8) 0.1771 (3) 0.045 (3) 0.085 (4) 0.045 (3) 0.003 (3) 0.010 (2) −0.004 (3) 

C4 −0.0383 (4) 0.2663 (8) 0.2466 (3) 0.044 (3) 0.060 (3) 0.056 (3) −0.005 (2) 0.015 (2) 0.000 (2) 

C5 0.0411 (4) 0.2954 (6) 0.3296 (3) 0.035 (2) 0.052 (3) 0.048 (3) 0.000 (2) 0.016 (2) 0.0014 (19) 

C6 0.0825 (4) 0.1383 (6) 0.3883 (3) 0.045 (2) 0.047 (3) 0.057 (3) −0.005 (2) 0.018 (2) 0.001 (2) 

C7 0.2091 (4) 0.1541 (6) 0.4638 (3) 0.046 (2) 0.046 (3) 0.057 (3) 0.000 (2) 0.013 (2) −0.001 (2) 

C8 0.2347 (4) 0.3358 (6) 0.5056 (3) 0.038 (2) 0.046 (3) 0.050 (3) −0.001 (2) 0.013 (2) 0.002 (2) 

C9 0.2227 (3) 0.4748 (10) 0.4349 (2) 0.0448 (18) 0.044 (2) 0.0488 (19) −0.004 (3) 0.0147 (16) −0.008 (3) 

C10 0.0841 (3) 0.4802 (10) 0.3639 (2) 0.0436 (18) 0.046 (2) 0.0474 (19) 0.004 (4) 0.0133 (16) 0.007 (4) 

C11 0.2686 (6) 0.6606 (7) 0.4732 (4) 0.070 (4) 0.050 (3) 0.074 (4) 0.008 (3) −0.003 (3) −0.010 (3) 

C12 0.4028 (6) 0.6589 (8) 0.5450 (4) 0.058 (3) 0.056 (3) 0.064 (3) −0.001 (3) 0.002 (3) −0.012 (3) 

C13 0.4064 (4) 0.5297 (6) 0.6180 (3) 0.045 (2) 0.049 (4) 0.055 (3) −0.007 (2) 0.014 (2) −0.005 (2) 

C14 0.3719 (5) 0.3461 (7) 0.5744 (3) 0.045 (3) 0.054 (3) 0.049 (3) 0.001 (2) 0.019 (2) 0.000 (2) 

C15 0.4207 (6) 0.2153 (8) 0.6506 (4) 0.069 (3) 0.077 (4) 0.069 (4) 0.011 (3) 0.002 (3) −0.003 (3) 

C16 0.5413 (6) 0.3080 (10) 0.7084 (4) 0.058 (4) 0.107 (6) 0.061 (4) 0.012 (3) 0.007 (3) −0.005 (3) 

C17 0.5377 (4) 0.4865 (14) 0.6877 (3) 0.050 (2) 0.081 (3) 0.052 (2) −0.006 (5) 0.0121 (18) 0.006 (5) 

C18 0.3153 (5) 0.5886 (9) 0.6694 (4) 0.061 (3) 0.116 (5) 0.074 (4) −0.034 (3) 0.018 (3) 0.002 (3) 

C19 −0.0173 (5) 0.5492 (7) 0.4041 (3) 0.054 (3) 0.059 (3) 0.069 (3) −0.005 (2) 0.013 (2) 0.010 (2) 

C20 0.6320 (6) 0.6235 (10) 0.7383 (3) 0.058 (3) 0.097 (5) 0.047 (3) −0.005 (3) 0.017 (3) −0.018 (3) 

C21 0.7575 (5) 0.5635 (10) 0.8054 (4) 0.055 (3) 0.140 (7) 0.062 (3) 0.000 (3) 0.007 (3) −0.024 (3) 

C22 −0.2920 (5) 0.4382 (7) 0.0610 (3) 0.060 (3) 0.065 (5) 0.050 (3) 0.015 (2) 0.012 (2) 0.004 (2) 

C23 −0.4351 (4) 0.4442 (6) 0.0434 (3) 0.051 (2) 0.057 (5) 0.047 (2) 0.008 (2) 0.0078 (19) 0.001 (2) 

C24 −0.4870 (5) 0.4457 (10) 0.1114 (3) 0.059 (3) 0.104 (7) 0.045 (2) 0.005 (3) 0.007 (2) 0.000 (3) 

C25 −0.6198 (5) 0.4574 (11) 0.0934 (3) 0.059 (3) 0.097 (6) 0.053 (2) 0.010 (3) 0.018 (2) 0.006 (4) 

C26 −0.7023 (4) 0.4660 (11) 0.0076 (3) 0.055 (2) 0.054 (3) 0.059 (2) 0.007 (3) 0.011 (2) 0.003 (3) 

C27 −0.6519 (5) 0.4670 (14) −0.0604 (3) 0.064 (3) 0.092 (5) 0.050 (2) 0.004 (4) 0.007 (2) 0.007 (5) 

C28 −0.5195 (5) 0.4571 (11) −0.0426 (3) 0.061 (3) 0.088 (6) 0.050 (2) 0.006 (3) 0.014 (2) 0.015 (4) 
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Figure 1. The molecular structure of 7. 
 

 
Figure 2. The packing diagram for 7 projected along the b-axis. 
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Table 4. Effect of in vitro screening of compound 7 and adriamycin against six human cancer cell lines. 

Compound PC-3 MCF-7 U251 K562 HCT-15 SKLU-1 

Adriamycin 56.11 ± 4.28 82.63 ± 4.56 94.63 ± 2.28 95.29 ± 3.0 73.91 ± 6.45 81.34 ± 4.74 

7 64.1 ± 28 100 49.7 ± 13.9 56.5 ± 6.4 67.3 ± 4.8 70.4 ± 23.4 

 
Table 5. Effect of in vivo of the synthetized steroid 7 and finasteride on the weight of prostate’s hamsters. 

Treatment Weight of seminal vesicles 

Control 1 139 ± 14.1 

T 248.7 ± 67.1 

T + finasteride 195.5 ± 32.9 

T + 7 168.2 ± 13.5 

4. Conclusion 
In this paper, the conformation of 3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxypregn-4-en-6,20-dione 7 was synthe-
sized, and characterized by spectroscopic methods and its structure determined. X-ray diffraction analysis of (7) 
demonstrated that it consisted of four rings, three six-membered rings (A, B and C) and one five-membered ring 
(D). A, B, C and D rings occur in an envelope, deformed chair, deformed chair, and half chair conformations, 
respectively. The absolute configurations of 7 for the chiral centers are 3S, 8S, 9S, 10R, 13S and 14S. The crys-
tal of 3β-(p-iodobenzoyloxy)-16α,17α-epoxypregn-4-en-6,20-dione is in monoclinic crystal system with space 
group P21, lattice constants: a = 10.8567 (11), b = 7.5479 (7), c = 16.0391 (16) Å, β = 109.473(1)˚, V = 1239.1 
(2) Å3, Dx = 1.518 g/cm3 and Z = 2. The molecules in the crystal are stabilized by C-H···O interactions and van 
der Waals forces. Compound 7 has a high inhibitory activity for the enzyme 5α-reductase with a good probabil-
ity to be used in the future for the treatment of androgen dependent diseases. 
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Effect of two Antiandrogens as Protectors of Prostate and Brain in a Huntington´s 
Animal Model  
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Abstract: The purpose of this work is to know the effect of flutamide and a novel synthetic steroid 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16- 
diene-6,20-dione (IBP) on the levels of dopamine, 5-HIAA (5-hydroxyindole acetic acid), and some oxidative stress markers in animal 
model with Huntington disease. Thirty male Wistar rats divided in groups of 6 animals each were subjected to the following treatment: 
group A, 3-nitro propionic acid (3-NPA, as inducer of Huntington); group B, flutamide; group C, 3-NPA + flutamide; group D, IBP; and 
group E, 3-NPA + IBP. Treatment scheme for all groups were at 4 mg/kg/day administered intraperitoneally. The measurement of 
haemoglobin was carried out from blood while the concentrations of ATPase, 5α-reductase, reduced glutathione (GSH), calcium, H2O2, 
5-HIAA, and dopamine were determined from brain and prostate tissues using validated methods. The results depicted a significant 
decrease of dopamine and GSH in cerebellum/Medulla oblongata of animals treated with IBP. The prostate gland of the same group of 
treatment also showed a significant decrease in the concentrations of TBARS, H2O2, and total ATPase. In hemispheres of groups D and 
E, dopamine, H2O2, and total ATPase decreased significantly while in prostate, hemispheres, and cerebellum/Medulla oblongata of 
groups B and C; calcium, 5α-reductase, ATPase, H2O2, and TBARS were found to witness a significant decrease. Results showed an 
antiandrogenic activity of flutamide, while the novel steroid IBP showed neuroprotective properties by changes on oxidative stress 
biomarkers as critical pathways leading to prostate and brain degeneration. Probably steroid homeostasis disequilibrium could have led to 
alterations in dopamine metabolism GSH in Huntington´s disease animal models.  

Keywords: Brain, oxidative biomarkers, prostate, rat, synthetic steroid.  

INTRODUCTION  

 Antagonist drugs that act as androgen receptor (AR) have 
proven to be useful in the early control of prostate cancer. 
Antiandrogens can be natural substances [1], but also, there is a 
synthetic version that is usually employed in treating prostate gland 
hyperplasia and cancer as well as other androgen-dependent 
conditions [2]. Drug development for the treatment of androgen-
dependent diseases [3], should aim at successful remission of 
prostate cancer. Such drugs should not only inhibit 5α- reductase 
enzyme whose principal function is the transformation of 
testosterone to dihydrotestosterone (DHT), but also inhibition of 
17-hydroxylase as well as C17, 20 lyase enzymes [4]. It has been 
proved that testosterone and DHT share similar receptor and that 
testosterone does not reduce the action of DHT. In fact, DHT 
increases androgenic effect due to its greater affinity to androgenic 
receptors [5]. Locally, androgenic effect can be enhanced when 
testosterone is converted to DHT by redox action of 5-reductase 
enzyme. However, poor androgenic effect could be the end result of 
this kind of enhancement in tissues where the amount of 
testosterone is small nevertheless, in DHT-dependent tissues, this 
could mean a lot.  

 Recent studies suggest that hormone therapy affects prostate 
cancer patients and confirm the association between hormone 
therapy and anxiety/depression [6]. Indeed, disequilibrium in steroid 
homeostasis could have prejudiced the signaling of 5-hydroxyindole 
acetic acid (5-HIAA) as main metabolite of serotonin, and 
dopamine (DA).  
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 Tourette syndrome (TS) pathogenesis believed to deregulate 
DA and other neurotransmitters signaling, leads to disequilibrium in 
excitation/inhibition of cortico-striato-thalamocortical circuits [7]. 
On this basis, any effort to secure a new synthetic compound, 
capable of reducing the levels of DHT without provoking adverse 
side effects on male sexual characteristics induced by testosterone, 
would be therapeutically valuable [8]. Likewise, the same strategy 
may offer benefits in regulating dopaminergic and serotonergic 
metabolisms. Nevertheless, the mechanisms of these effects still 
remain unknown. Excitotoxicity-linked neurological disorders 
suggest a great increase in the concentrations of intracellular Ca2+ 
cation, the consequence of which is elevation of reactive oxygen 
species (ROS) as well as reactive nitrogen species (RNS) by lethal 
pathways [9]. In this neurodegenerative disorders, there are 
alterations in mitochondrial ultrastructure and DNA damage due to 
oxidative stress provoked by nitric oxide anion (NO-) [10]. This 
damage is the primary event in 3-nitropropionic acid (3-NPA) 
toxicity which in female Wistar rats induce neurodegeneration. This 
effect in rats has been used as a way to obtain a good model of 
Huntington´s disease [11].  

 Also, another neuromodulator is nitric oxide which in a small 
amount provokes oxidative stress damage or forms nitroso-
glutathione (NOGSH) in the cells [12]. GSH has been reported as 
the main regulator of redox equilibrium for tissue protections 
against the action of free radicals [13]. The action of free radicals 
on cell components especially plasma membrane lipids is fatalistic 
[14, 15]. This particularly constitute a greater danger for the central 
nervous system (CNS) which is highly susceptible to free radicals 
and so, extremely depends on the presence of antioxidants. Plasma 
membrane phospholipids in brain and structural proteins in the lipid 
bilayer have a close contact [16], where the ionic interchange are 
maintained by Na+K+ATPase through the stimulation of Na+ and K+ 
flows [17]. Inhibition of the activities of Na+ and K+ would lead to 
the release of excitatory amino acids in CNS [18]. The above 
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analysis leads us to derive the purpose of the present paper which 
compares the action of flutamide and novel synthetic steroids (3β-
p- Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione) (IBP) on the 
levels of dopamine, 5-HIAA, and selected markers of oxidative 
stress in prostate and brain of young rats.  

MATERIAL AND METHODS  

 Adult male 10 weeks old Wistar rats of with a weight of 300 ± 
20 g were procured from Bioterium of Metropolitan University of 
Mexico City and housed in hygienically well maintained cages of 
plastic in groups of 6 animals per cage. A one-day acclimatization 
period to the room enviroment was permitted to the animals after 
which the cages of animals were transferred to a mass-air 
displacement room under 12-h light-dark cycle, temperature of  
22 ± 2oC and relative humidity of 50 ± 10%. The animals were 
maintained with a balanced diet and were freely given access to 
pure water. For drug administration, animals were divided into five 
treatment groups as follows: Group A, 3-nitro propionic acid (3-
NPA); group B, flutamide; group C, 3-NPA + flutamide; group D, 
3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP); and 
group E, 3-NPA + IBP. All drug administration was done intra- 
peritoneally at 4 mg/kg/day for 5 days. on the last day of 
administration (30 min after receiving the drugs), the animals were 
sacrificed with guillotine. At the moment of sacrifice, blood was 
obtained and used to measure the levels of haemoglobin. The 
extraction of brain and prostate gland was also done immediately 
after sacrifice and immersed in 0.9% of saline solution at a 
temperature of 4oC. Sagital dissection of the brain was carried out 
and the left hemisphere (left-side slice) was used to assess ATPase 
and H2O2 after homogenization in TRIS-HCL at 0.05M and pH 7.4 
in 5 volumes. The right hemisphere was used to evaluate reduced 
glutathione (GSH), dopamine, 5-HIAA, and calcium concentrations 
after homogenization in perchloric acid (HClO4) at 0.1M in 5 
volumes. Animal handling was under strict compliance with the 
Guidelines for Ethical Control and Supervision as outlined in the 
legal disposition for Laboratory animal care and use.  

 Prostate obtainment and animal management was strictly in 
adherence to the ethical principles and international guidelines as 
well as Mexican Guidelines ZOO-062 for the use and care of 
laboratory animals.  

 Following the sacrifice of the animals, they were ventrally 
positioned and an incision through the infra-supra umbilical plane 
on the abdomen wall was carried out. The urinary bladder was 
exposed and the prostate gland was excised from the base. This was 
weighed and homogenized using ultrasonic sonicator (Vibra Cell, 
Sonic and Materials Inc. USA) with three 5- second lapses at 60 
Htz, and then stored at –20°C until analyzed.  

Measurement of Blood Haemoglobin  

 The measurement of haemoglobin was carried out at the end of 
treatment. Two blood samples (20µl) were withdrawn from tail-end 
without anticoagulant and placed on a dichromate solution and 
read. The concentration was reported in mg/dl [19].  

Measurement of Dopamine (DA)  

 From the supernatant of HClO4 homogenized tissues 
centrifuged at 9,000 rpm for 10 min in a microcentrifuge (Hettich 
Zentrifugen, model Mikro 12-42, Germany), the measurement of 
DA levels was carried out with the technique of Calderon et al., 
[20]. For this, an aliquot of the supernatant of HClO4 homogenized 
tissues and 1.9 ml of buffer (0.003M octyl-sulphate, 0. 035M 
KH2PO4, 0. 03M citric acid, 0. 001M ascorbic acid) were taken and 
inserted in a test tube and mixed. A 5 min incubation of this at a 
room temperature in total darkness was done and the reading of the 
samples was carried out in a spectrofluorometer (Perkin Elmer LS 

55, England) with 282 nm excitation and 315 nm emission lengths. 
The FL Win Lab version 4.00.02 software was used. For the 
calculation of the values, a curve previously standardized was 
employed and this was reported in nMoles/g of wet tissue.  

5-Hydroxyindole Acetic Acid (5-HIAA) Measurement 

 The HClO4 homogenized tissue supernatant centrifuged at 
9,000 rpm for 10 min in a microcentrifuge (Hettich Zentrifugen, 
model Mikro 12-42, Germany), was employed for the measurement 
of 5-HIAA levels using Beck et al. technique [21] with necessary 
modifications. HClO4 supernatant aliquot and 1.9 ml acetate buffer 
0. 01M pH 5.5 were mixed in a test tube and incubated at a room 
temperature for 5 min in a total darkness. A spectrofluorometer 
(Perkin Elmer LS 55, England) with 296 nm excitation and 333 nm 
emission lengths was used to read the samples. The statistical 
analysis of the sample values was carried out using FL Win Lab 
version 4.00.02 software while the calculation was done by 
employing a curve that was previously standardized. The report of 
the values was made in nMoles/g wet tissue.  

Measurement of Reduced Glutathione (GSH)  

 From the perchloric acid supernatant homogenized tissue 
resulting from a 5 min centrifugation at 9000 rpm (Mikro 12-42, 
Germany centrifuge) was used to measure GSH employing Hissin 
and Hilf [22] method after some modifications. In a test tube, a 
mixture of 1.8 mL phosphate buffer pH 8.0 with EDTA 0.2%, 20 
μL of the supernatant aliquot, and 100 mL of ortho-phthaldehyde 
(OPT) 1mg /mL in methanol was made. This was subjected to 15 
min incubation at room temperature in absolute darkness. The 
reading was carried out in a spectrophotometer (PERKIN ELMER 
LS 55) with excitation and emission wavelengths of 350 and 
420nm, respectively. The statistical analysis of the sample values 
was carried out using FL Win Lab version 4.00.02 software while 
the calculation was done by employing a curve that was previously 
standardized. The report of the values was made in nMoles/g wet 
tissue.  

Calcium Measurement  

 Calcium measurements were carried out with Ca-Color III AA 
direct colorimetric method kit (Wiener Lab Rosario, Argentina) 
using brain homogenate supernatant liquid for all groups of 
animals. Internal standard was used in obtaining the concentration 
and the values were expressed in mg/g wet tissue.  

Total ATPase Measurement  

 The assay of ATPase action was carried out employing a 
method put forward by Calderón et al. [23]. 15 min incubation in 
3mM MgCl2, 7mM KCl and 100mM NaCl solution of 1 mg (10%) 
w/v of homogenized brain tissue in tris-HCl 0.05M pH 7.4 was 
carried out. To this incubated mixture, 4 mM tris-ATP was added 
and was subjected to others 30 min incubation at 37oC in a shaking 
water bath (Dubnoff Labconco). 100 µL 10% trichloroacetic acid 
w/v was used to stop the reaction, following this, samples were 
centrifuged for 5 min at 100 g under a temperature of 4oC. 
Inorganic phosphate (Pi) was measured in duplicates using one 
supernatant aliquot as proposed by Fiske and Subarrow [24] and the 
reading of the absorbance was made at 660 nm in a Helios-α, 
UNICAM spectrophotometer and expressed as µM Pi/g wet tissue 
per minute.  

Measurement of 5α-Reductase Activity  

 The enzymatic activity was determined in 1mg of protein with 
the supernatant of prostate or rat brain regions, homogenized in tris-
HCl 0.05M, and incubated at 37°C with final concentrations of 
NADPH (0.8mM) and testosterone (4mM) under a shaking water 
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bath. Decrease in absorbance was monitored at 340nm (NADPH) 
for 30minutes in a Helios-α, UNICAM spectrophotometer [25].  

H2O2 Measurement  

 The determination of H2O2 was made using the modified 
technique of Asru [26]. Each brain region (cortex, hemispheres, 
cerebellum/medulla oblongata) was homogenized in 3 ml tris-HCl 
0.05M pH 7.4 buffer. 1ml of potassium dichromate solution 
(K2Cr2O7) and anhydride acetic acid were mixed with 100 µl of the 
diluted homogenate and heated to boiling point for 5 min 
(Thermomix 1420). A 5-min ice bath of the samples was done 
followed by a centrifugation of 5 min duration at 3000 g (Sorvall 
RC-5B Dupont). The reading of the floating absorbance was done 
in triplicate at 570nm in a spectrophotometer (Helios-α, UNICAM). 
H2O2 concentration was reported in µMoles.  

Statistical Analysis  

 Kruskal-Wallis and ANOVA tests with their corresponding 
contrasts as well as previous variance homogeneity comparison 
were employed in the statistical analysis. Values of p<0.05 were 

considered statistically significant [27]. A software of JMP 
Statistical Discovery from SAS, version 8 .0.0 was used.  

RESULTS  

 Table 1 presents haemoglobin levels of rats treated with 
flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione 
(IBP) in presence of 3-nitro propionic acid (3-NPA). Chemical 
structures of IBP and flutamide appear in Fig. 1. Animal groups 
treated with flutamide showed significant changes (p = 0.03) when 
compared with those treated with 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-
4,16-diene-6,20-dione. Fig. 2 shows dopamine levels. In cortex and 
hemispheres of animals that received flutamide in combination with 
3-NPA and IBP plus 3-NPA, the level was found to increase 
significantly (p=0.01). However, an opposite effect in its level was 

Table 1. Hemoglobin levels of rats treated with flutamide and  
3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) 
in presence of 3-nitro propionic acid (3-NPA).  

Group mg/dL ± SD 

3-NPA 31.45 ± 11 

Flutamide 24.35 ± 7* 

3-NPA+Flutamide 28.51 ± 9 

IBP 37.74 ± 5 

3-NPA+IBP 30.38 ± 6 

Average values ± SD. Kruskall-Wallis test. Flutamide vs IBP *p = 0.04 

Fig. (1). Chemical structures. 1A: Flutamide, 1B: 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-
4,16-diene-6,20-dione. 

 
Fig. (2). Dopamine levels in brain regions of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in presence of 3-nitro 
propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Cortex: Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA, flutamide. *p = 0.01 
Hemispheres: Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA, IBP, 3-NPA + IBP, flutamide. *p = 0.01 
Cerebellum/Medulla oblongata: IBP vs Flutamide + 3-NPA, flutamide, 3-NPA, 3-NPA + IBP. *p = 0.011 
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seen in cerebellum/medulla oblongata regions in the same groups of 
animals.  

 In Fig. 3, the levels of 5-HIAA is shown. It could be found that 
the administration of flutamide plus 3-NPA and IPB with 3-NPA 
showed slight but non-significant increase in animal brains of 
flutamide group. Fig. 4 is the levels of GSH in animals that 
received the same treatment (Flutamide + 3-NPA or IBP +3-NPA) 
showing that GSH levels witnessed a significant increase (p=0.006) 
in hemispheres and cerebellum/Medulla oblongata regions in 

animal groups treated with flutamide or IBP combined with 3-NPA 
with respect to control group.  

 Fig. 5 depicts the level of lipid peroxidation in brain and 
prostate of animals that received flutamide with 3-NPA or IBP  
with 3-NPA. The level of this activity in cortex, hemisphere,  
and cerebellum/medulla oblongata showed a significant increase 
(p<0.02). Contrary to this, there was a significant decrease (p<0.02) 
of this activity in prostate gland when compared with the control 
group.  

 
Fig. (3). 5-HIAA levels in brain regions of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in presence of 3-nitro 
propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. Non significant. 

 

 
Fig. (4). GSH levels in brain regions of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in presence of 3-nitro 
propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Hemispheres: 3-NPA vs 3-NPA + IBP, 3-NPA + flutamide. *p = 0.04 
Cerebellum/Medulla oblongata: IBP vs flutamide + 3-NPA, 3-NPA, 3-NPA + IBP, flutamide. *p = 0.001 
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 Total ATPase activity (Fig. 6) in prostate and brain of animals 
with the administration of flutamide plus 3-NPA or IBP plus  
3-NPA increased significantly (p<0.01) in cerebellum/medulla 
oblongata regions and decreased in prostate and hemispheres 

(p<0.03) in groups treated with IBP alone or combined with 3-
NPA. This same effect was seen in H2O2 levels (Fig. 7) in prostate 
and brain of animals that received flutamide plus 3-NPA or IBP 
plus 3-NPA when compared with the control group.  

 
Fig. (5). Lipid peroxidation levels in brain regions and prostate of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in 
presence of 3-nitro propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Prostate: IBP vs flutamide, flutamide + 3-NPA. *p = 0.02 
Cortex: Flutamide + 3-NPA vs IBP, 3-NPA, 3-NPA + IBP. *p = 0.025 
Flutamide vs IBP, 3-NPA, 3-NPA + IBP. *p = 0.02 
Hemispheres: 3-NPA + IBP vs Flutamide, flutamide + 3-NPA, 3-NPA. *p = 0.01 
IBP vs flutamide, flutamide + 3-NPA. *p 0.01 
3-NPA vs flutamide, flutamide + 3-NPA. *p = 0.003 
Cerebellum/Medulla oblongata: Flutamide vs 3-NPA + IBP, 3-NPA, IBP. *p = 0.001 
Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA + IBP, 3-NPA, IBP. *p = 0.001 

 

 
Fig. (6). Activity of ATPase dependent of calcium and magnesium in brain regions and prostate of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-
4,16-diene-6,20-dione (IBP) in presence of 3-nitro propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Prostate: Flutamide vs 3-NPA + IBP, 3-NPA. *p = 0.03 
Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA. *p = 0.04 
Hemispheres: Flutamide vs 3-NPA, IBP. *p = 0.025 
Cerebellum/Medulla oblongata: Flutamide + 3-NPA vs IBP, 3-NPA + IBP, 3-NPA. *p = 0.01 
Flutamide vs IBP, 3-NPA + IBP, 3-NPA. *p = 0.01 
IBP vs 3-NPA. *p = 0.002 
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 5α-reductase activity (Fig. 8) in prostate and brain of animals 
that received flutamide in combination with 3-NPA or IBP plus  
3-NPA, decreased significantly (p<0.02) in prostate and hemispheres 
of groups that received flutamide alone, and in cerebellum/medulla 
oblongata of animals treated with flutamide alone or combined with 
3-NPA. Calcium levels (Fig. 9) in prostate and brain of animals 

with the administration of flutamide plus 3-NPA or IBP plus  
3-NPA increased significantly (p<0.02) in prostate and cerebellum/ 
medulla oblongata regions of animals treated with IBP alone or 
combined with 3-NPA, and decreased significantly (p<0.02) in 
cortex of the same groups when compared with the control group.  

 
Fig. (7). H2O2 levels in brain regions and prostate of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in presence of 
3-nitro propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Prostate: Flutamide vs IBP, 3-NPA + IBP. *p = 0.017 
Flutamide + 3-NPA vs IBP. *p = 0.012 
Hemispheres: Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA, IBP, 3-NPA + IBP. *p = 0.03 
Cerebellum/Medulla oblongata: IBP vs Flutamide, flutamide + 3-NPA. *p = 0.005 
3-NPA vs Flutamide, flutamide + 3-NPA. *p = 0.01 

 

 
Fig. (8). 5α-reductase activity in brain regions and prostate of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in 
presence of 3-nitro propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Prostate: Flutamide vs 3-NPA *p = 0.003 
Hemispheres: Flutamide vs Flutamide + 3-NPA, 3-NPA + IBP. *p = 0.02 
Cerebellum/Medulla oblongata: Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA, 3-NPA + IBP, IBP. *p = 0.02 
Flutamide vs 3-NPA. *p = 0.002 
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DISCUSSION AND CONCLUSIONS  

 The development of striatal lessons and ATP cellular shortage 
is seen when 3-NPA is administered systemically. These dual 
effects are similar to what happens in Huntington´s disease. 
Mogami et al. [28] discovered that the action of flutamide in male 
rats has a dual effect – significant reduction in the motor behavior 
induced by 3-NPA administration and the level of testosterone. 
Likewise, low concentrations of circulating testosterone have been 
associated with advanced age and neurodegenerative conditions 
[29]. These findings may have similitude with the present study 
where we found a decrease in the levels of 5α-reductase activity in 
prostate, hemispheres, and cerebellum/Medulla oblongata regions 
in animals treated with flutamide and 3-NPA.  

 In prostate gland cells, impairment of pro-oxidant-antioxidant 
has been found to affect the oxidative and steroid hormones status 
[30]. In this work, we found at least three steroid nucleic ring in the 
steroids used which are important for protection the correct function 
of the target tissues [31]. Previous studies indicate that androgen 
plays an important role in the regulation of redox status in prostate 
gland cell by regulating apoptosis and cell growth [32]. Dopamine 
levels decreased in the cerebellum/medulla oblongata regions of 
animals that received IBP. This result agrees with the finding of 
Bode et al. [33], who suggest that decreased striatal dopamine D1 
receptor density in animal model of Huntington's disease (HD) 
offers a good amount of neuroprotective effect to sex hormones and 
so, opens new perspectives on HD therapy.  

 GSH levels increased in animal groups treated with flutamide in 
combination with 3-NPA or IBP plus 3-NPA in hemispheres 
regions. This increase in brain suggests a protective effect in brain 
of these animals for their ester group in C-3 position of the A ring, 
which improves its antioxidant status [34]. Likewise, H2O2 
concentration increased in prostate and hemispheres regions in the 
presence of flutamide, except in cerebellum/Medulla oblongata of 
the animals treated with IBP which showed a very high hydro- 

peroxidation effect in the brain due in part to accumulation of iron 
as shown by the levels of haemoglobin in this last experimental 
group.  

 The neuroprotective effect observed in the present work is 
similar to what was found by Behl et al. [35], who suggested that 
estrogenic neuroprotective effect depends on the presence of 
hydroxyl radical in the same position of the ring 8 and that iron is 
thought to participate or initiate oxidative stress via generation  
of reactive oxygen species (ROS) as hydroxyl radical [36]. 
Lipoperoxidation (TBARS) decreased in all brain regions of 
animals that received flutamide contrary to what happened with  
IBP steroids, which is expected to influence the activities of 
hypothalamus-adrenal and hypothalamus-gonadal axes as suggested 
by Markianos et al. [37], due to neuronal loss in several brain 
regions that characterizes the progression of Huntington's disease.  

 The antiandrogen activity of flutamide-OH can be completely 
explained by the ability of the pure antiandrogen to displace 
androgen from their specific receptor [38], in this adult animal 
model Brain ATPase activity dependent on calcium and magnesium 
increased in prostate and hemispheres regions of animals that 
received flutamide, and in cerebellum/medulla oblongata regions of 
those that received IBP. These effects are probably due to the 
changes in the affinity of the enzyme [39]. With respect to calcium 
levels, this biomarker decreased in prostate, cortex, and cerebellum/ 
medulla oblongata regions of animals that received flutamide which 
may be due to the effect of diminished neurotoxicity on all tissues 
[9]. The results suggest that flutamide showed antiandrogenic 
activity and that the novel steroid - 3 β-p-Iodobenzoyloxypregnan- 
4,16-diene-6,20-dione - is an androgenic drug, which may be a 
potent neuroprotector mediated in part by changes in oxidative 
stress biomarkers and may reveal common critical pathways 
leading to degeneration in the prostate and brain. Probably 
disequilibrium in steroid homeostasis could have altered dopamine 
and GSH metabolisms in Huntington´s disease animal models.  
We synthesize 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione 

 
Fig. (9). Calcium levels in brain regions and prostate of rats treated with flutamide and 3β-p-Iodobenzoyloxypregnan-4,16-diene-6,20-dione (IBP) in presence 
of 3-nitro propionic acid (3-NPA). Kruskall-Wallis test and ANOVA test. 
Prostate: Flutamide vs 3-NPA, IBP, 3-NPA + IBP. *p = 0.02 
Cortex: Flutamide + 3-NPA vs 3-NPA + IBP, IBP. *p = 0.02 
3-NPA vs IBP, 3-NPA + IBP. *p = 0.02 
Cerebellum/Medulla oblongata: Flutamide vs 3-NPA + IBP. *p = 0.03 
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compound as a novel antiandrogen for the treatment of prostate 
cancer. However, we recommend that further studies investigating 
the possible relationship between this novel steroid, dopamine levels 
and the relationship between oxidative stress and Huntington´s 
disease in different animal models be carried. This could be 
extrapolated to HD human model for the assessment of the 
beneficial effect of androgen substitution therapy.  
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