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RESUMEN

COMO PARTE DE UN PROYECTO DE DISENO Y SINTESIS DE DERIVADOS
DEL PREGNANO CON ACTIVIDAD ANTIANDROGENICA POTENCIAL, SE
REALIZO LA SINTESIS DEL COMPUESTO ESTEROIDAL NUEVO: 6-BROMO-
17a-BUTIROXI1-168-METIL-4,6-PREGNADIEN-3,20-DIONA XXX1I..

PARA LA SINTESIS DE ESTE COMPUESTO, SE PARTIO DEL ACETATO DE
16-DEHIDROPREGNENOLONA Y SE TRANSFORMO A TRAVES DE UN RUTA
DE SINTESIS LINEAL CON UN TOTAL DE NUEVE PASOS DE SINTESIS,
DANDO UN RENDIMIENTO NETO DE 6.21%. EL COMPUESTO NUEVO
OBTENIDO XXXIHl PRESENTA LAS FUNCIONES QUIMICAS QUE SE HAN
RECONOCIDO COMO POTENCIADORAS DE LA  ACTIVIDAD
ANTIANDROGENICA: UN ESTER VOLUMINOSO EN C-17a; SISTEMA 4,6-
PREGNADIEN-3-ONA; UN HALOGENO EN C-6 Y UN METILO EN C-168,

EL COMPUESTO SINTETIZADO SE VALORO COMO ANTIANDROGENO
POTENCIAL, UTILIZANDO COMO INDICE DE ACTIVIDAD, LA INHIBICION
DE LA ENZIMA 5o-REDUCTASA. EN EXTRACTO DE TESTICULOS EL
COMPUESTO NUEVO XXXII INHIBIO EN 68.34%, MIENTRAS QUE EL
ACETATO DE CIPROTERONA REGISTRO 56.6% DE INHIBICION. EL
COMPUESTO NUEVO XXXH MOSTRO MAYOR ACTIVIDAD QUE EL
ESTANDAR Y EN EL FUTURO UNA EVALUACION FARMACOLOGICA MAS
DETALLADA SE REALIZARA EN RATAS,

EN ADICION A LO ANTERIOR, SE REGISTRO LA ACTIVIDAD DE ALGUNOS
DE LOS INTERMEDIARIOS DE LA SINTESIS DE COMPUESTO NUEVO,
ENCONTRANDO QUE LA PRESENCIA DEL ESTER EN C-17a ASI COMO LA
SUSTITUCION CON EL BROMO EN " C-6, AUMENTAN
CONSIDERABLEMENTE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA. EN CONTRASTE LA
PRESENCIA DEL EPOXIDO EN Céa-C7a (COMPUESTO XXXI) LA DISMINUYE
TOTALMENTE.



ABSTRACT

As a part of a project related to the synthesis of pregnane derivatives with a potential
antiandrogenic activity, a new steroidal derivative 6-bromo-17c-butiryloxy-16§-
methyl-4,6-pregnadien-3,20-diona XXXII was prepared.

16-dehydropregnenolone acetate was used as starting material for this synthesis, The
designed compound XXXII was obtained with a yield of 6.21%. This compound
contains the necessary functional groups required for high antiandrogenic activity (a
bulky ester in C-17a, 4,6-pregnadien-3,20 dione moiety, a halogen atom at C-6 and p
methyl group at C-16).

This compound was evaluated as antiandrogen, mearsuring its inhibitory activity on
the enzyme S-a-reductase. In the rat testicular extract, compound XXXII exhibited
68.34% activity, whereas the standar (cyproterone acetate) showed 56.6% of
inhibitory activity. The new compound XXXII showed higher activity then the
standard compound and in the future its pharmacological evaluation will be amplified
with wistar rats.

In addition several intermediate compounds were also evaluated. It was shown that
the presence of an ester group at C-17 and a halogen atom at C-6 is associated with a
high antiandrogenic activity. On the other hand, the epoxy compound (XXXI) was
completely inactive.
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ANDROGENOS

Los androgenos son esteroides que regulan las caracteristicas mas importantes de fisiologia
y comportamiento sexual en varones (Gower D. 1984), estos tienen tres efectos principales:
regulan la funcion de la prostata y las vesiculas seminales; actuan como anabolicos y son

responsables de la expresion de caracteres sexuales secundarios.

En el esquema | se puede observar un diagrama integral, donde se resume este fenébmeno
endocrinologico androgénico. Aqui se indican los cuatro elementos principales involucrados
en la induccion y regulacion del efecto androgénico; regulacion de secrecion de
gonadotropinas, induccion de biosintesis de testosterona, regulacion de expresion genética y

metabolismo de androgenos.

RETROALIMENTACION

Esq_li;ma 1. Diagrama inu—rgral del efectc;;l;&;'agénico. En csta relacion élobal estén contempléiii;; los
cuatro clementos del fenémeno: Regulacion de secrecion de gonadotropinas; Induccidn de hiosintesis;
Induccién de cxpresién genética, y metaholismo.




£t dingrana anterior doseribe of proceso integrad, of eaal contompla mecanismos de control y
que, en condiciones normales ransenrro o delicado equilibrio emre todos los factores;
sin embargo, son frecuentes los ensos patologicos donde los olementos de regulacion se’
encuentran alterados, ya sea porque los niveles androgénicos son anormales, o porque la
sensibilidad de los tejidos blunco esti alteradn a causn del cambio de afinidad de los
receptores involucrados; o bien alteraciones cn el transporte en la sangre y de la sangre a los

tejidos. (Biffiignandi P.er.al. 1987).

Los desordenes patologicos relacionados con antiandrogenos se clasifican en dos: baja
cantidad de androgenos (hipoandrogenismo), o altas cantidades (hiperandrogenismo). Todos
los trastornos hipoandrogénicos reconocidos involucran en comin deficiencins en la
espermatogénesis, produccion de androgenos o ambas cosas. Las caracteristicas clinicas en
estos casos varian ampliamente dependiendo del tiempo de la enfermedad (Brooks, R 1984),

Los sindromes mas comunes son:

Sindrome de Kinefelter.- Es el tipo de hipogonadismo mas comtn en los hombres y el cual
se caracteriza por un cromosoma X extra en los tejidos de tibulos seminiferos y células de
Leydig . Las caracteristicas clinicas incluyen bajo peso testicular, azospermia y grados
variables de enucoidismo, ginecomastia y anormalidades mentales, Ademas es comim
observar niveles normales de LH, mientras que la concentracion de testosterona ecs

invariablemente baja .

Anorchia.- Es una condicion de falta de funcionalidad testicular, y aunque los pacientes

tienen fenotipos masculinos, la enfermedad se hace evidente entre los 14 y 17 afos, donde
los cambios caracteristicos de la pubertad no se llevan a cabo, ¢ igual que en el caso
anterior, los niveles de LH son normales mientras que la concentracion de testosterona es

baja.



Aplasia de células geminales.- En estos casos estd afectada la espermatogénesis y debe a la

falta del epitelio geminal, como lo demuestran las biopsias testiculares, en las cuales solo se

pueden observar células de Certoli con pequefios tibulos .

Por otro lado, los trastornos caracterizados con altos niveles de androgenos
(hiperandrogenismo), se han asociado con diferentes desordenes fisiologicos que se

clasifican de la siguiente forma (Raynaud J. et al 1987):

Acné.- Es una condicién cronica de las unidades pilocebaceas caracterizadas principalmente
por la presencia de comedones y secundariamente por la inflamacion de papulas, pistulas y
cistitis. La razon de esta asociacion con androgenos, es porque el acné se ha inducido por la

administracion exogena de testosterona (Green M. et al 1983).

Hirsutismo.- Las patologias asociadas con androgenos son una condicion que esta lejos de
ser exclusiva del género masculino, como lo demuestra el porcentaje de 3%, de mujeres que
padecen hirsutismo e hirsutismo idiopatico, (Brooks R. 1984), las cuales son enfermedades
caracterizadas por el crecimiento excesivo de vello en lugares anatomicos donde éste deberia
corresponder a una caracteristica sexual secundaria; ademas, el hiperandrogenismo en

mujeres también se ha involucrado con acné, oligomenorrea, virilismo y cistitis ovarica.

Pubertad precoz.- La secrecion precoz de androgenos en nifios puede ser causa de tumores

en la corteza adrenal y las células intersciciales de los testiculos (Brooks R. 1984).

Cincer prostitico.-. Es un padecimiento hiperplasico en ef cual existe un crecimiento
anormalmente alto del peso de fa prostata caracterizado por la hipertrofia de los tejidos de

esta glandula en la cual actividades enzimaticas como fosfatasa acida y cantidad de
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colesterol estan aumentadas. La enfermedad puede tener un curso de cancer maligno con
procesos de metastasis y diseminacion sistémica que eventualmente conducen a la muerte.

(Murphy G. 1985).

El cancer prostatico y la hiperplasia prostatica son los padecimientos mas comunes en
hombres de edad avanzada (60 a 70 afios). (Murphy G. 1985). Anualmente se registran
alrededor de 100,000 casos y 26,000 muertes por este mal en Estados Unidos. (Mallamo J.
et al 1972; Labrie C. ef al 1991). Como consecuencia de esto, la prostatectomia ocupa el
segundo lugar entre las cirugias practicadas en hombres de edad avanzada, practicandose
cerca de 400,000 anualmente y debe suponerse que epidemiologicamente, estos datos

representan solo del 20 al 25% de pacientes que exhiben los sintomas,

Aln, cuando la prostatectomia es un tratamiento aceptable para este mal, se deben
contemplar los riesgos inherentes a las intervenciones quirirgicas en pacientes mayores de
edad, en los cuales, cominmente se presentan enfermedades cronicas como: diabetes e
hipertension, que aumentan los riesgos de la cirugia; y hay que considerar que es una
enfermedad recurrente (Mallamo J. er al 1972), por lo cual se justifican los esfuerzos

realizados en el disefio y sintesis de compuestos utiles en la terapéutica de esta enfermedad.



ANTECEDENTES DE ANTIANDROGENOS

El cancer prostatico representa un problema importante de salud en vista la alta incidencia
que se observa. En este trabajo se llevo a cabo el disefio y sintesis de farmacos de naturaleza
esteroidal con actividad antiandrogénica potencial. Tomando como base: los estudios de
relacion estructura actividad previamente descritos en la literatura; el mecanismo bioquimico
de la accion de los androgenos y antiandrogenos; y las actividades antiandrogénicas de
farmacos previamente disefiados y sintetizados en el laboratorio donde se realizo este
trabajo, se delinearon los requerimientos estructurales que un derivado del pregnano debe

contener para que presente actividad antiandrogénica potencial.

L.a terapéutica de los padecimientos asbciados con hiperandrogenismo, ha evolucionado de
acuerdo a numerosos tratamientos que se han implementado, los cuales se pueden clasificar
en: endocrinologicos y no endocrinolégicos (Murphy G. 1985). Por un lado se puede
mencionar que para el hirsutismo en mujeres, se han desarrollado tratamientos cosméticos
que consisten en lavados con solucion de HpOy, depilacién, cremas humectantes,
electrocoagulacion, electrolisis y terapias laser; sin embargo, siempre son de eficacia efimera
e implican tortuosas sesiones terapéuticas. (Biffiignandi P. 1987). Por otro lado, el cancer
prostatico tiene su alternativa quirirgica a través de la prostatectomia, desafortunadamente
el éxito de la cimgia depende del avance que tenga la enfermedad y cerca del 50% de los
casos registran recurrencia con metastasis diseminada, (Murphy G. 1985), lo cual hace
necesaria la bisqueda de nuevas alternativas en el tratamiento de estas enfermedades con a

premisa de que un padecimiento hormonal debe ser tratado hormonalmente .

En consideracion de lo antes expuesto, se han desarrollado una amplia gama de farmacos
utiles para estos padecimientos, los cuales genéricamente se han clasificado como
antiandrégenos. Por convencion Ja definicion aceptada de antiandrogenos es: " Los

antiandrogenos puros son sustancias que previenen la expresion de los androgenos en sus



tejidos blanco. Por lo tanto, el efecto inhibitorio de estas sustancias debe diferenciarse de
aquellos compuestos que disminuyen la sintesis o liberacion de gonadotropinas del
hipotalamo y la hipofisis anterior, o de aquellas que actian directamente en las gonadas

inhibiendo la biosintesis o secrecion de androgenos ".

El disefio de antiandrogenos apropiados, se debe basar en una comprension integral de la
fisiologia de los procesos bioquimicos involucrados en la enfermedad, asi como métodos
fieles de diagnostico para la valoracion del potencial antiandrogénico (Raynaud J. e a/

1987).

Los principales objetivos metabdlicos-moleculares que han conducido al disefio de

antiandrogenos son (Mallamo J. er a/ 1972):

-Inhibicion de la produccion de LHRH por agonistas.

-Inhibicién de la conversion de testosterona a DHT por inhibidores de S-a—reductasa.
-Inhibicién de andrégenos por inhibidores competitivos del receptor antiandrogénico.
-Inhibicién de la conversion de androgenos a estrégenos por la inhibicion de la
aromatasa.

-Relajacion del musculo urogenital liso por antagonistas alfa adrenérgicos .

Teniendo en mente los posibles puntos de accion de antiandrogenos se han desarrollado
numerosos farmacos de origen esteroidal y no esteroidal que muestran una variada gama de
efectos antiandrogénicos y efectos laterales de acuerdo al punto donde actian y al
mecanismo de accion del cual se sirven para antagonizar a los androgenos. A continuacion
se enlistan estos farmacos clasificandolos en esteroidales y no esteroidales y sus estructuras

se pueden observar en los esquemas 2 y 3 respectivamente.



ESTEROIDALES.

BOMT I (pagina 9).- Antagonista androgénico que actua a nivel de la retroalimentacion
negativa de testosterona en SNC, exhibiendo imperceptibles actividades androgénicas
estrogénicas y progestionales; sin embargo, tiene actividad antiandrogénica baja. (Clark C y
Nowell N. 1979).

OXENDOLONA I (pagina 9).- Es un potente agente antiandrogénico con baja toxicidad
en humanos y eficaz en el tratamiento de la hipertrofia prostatica (Midgley A. y Fowkes.G.
1983).

EPITESTOSTERONA IH (pagina 9).- Es el epimero de la testosterona. Se ha encontrado
que inhibe significativamente la 5-a-reductasa (Starka,.L; ¢t.al 1991).
SULFONILPIRAZOLANDROSTANO IV (pagina 9).- Demostro tener afinidad por el
receptor de DHT y disminuir el crecimiento de la prostata inducido por testosterbna
(Christiansen R. y Bell M. 1990).

DES-A-ANDROSTANO V (pagina 9).- Exhibe una alta actividad antiandrogénica sin
significativos efectos sistémicos. Se ha encontrado que interacciona con el receptor
androgénico (Green M. ef al 1983).

EISPIRONOLACTONA VI (pagina 9).- El descubrimiento de su actividad antiandrogénica
se hizo en tratamientos cronicos de hipertension, provocando cuadros caracteristicos de
ginecomastia (Biffiignandi P, e/ a/ 1987), |
BENCILSULFONILANDROSTANO VII (pagina 9).- Demostro inhibir la sintesis en
glandulas sebaceas después de aplicacion topica, sin mostrar efectos colaterales adversos
(Green M. ¢t al 1983). |
PROSCAR Y1 (pagina 9).- Antiandrogeno que se ha caracterizado como inhibidor de la
5-a- reductasa (Merck & Co. 1992).

MEDROGESTRONA IX (pagina 9).- Inhibe la conversion de testosterona a DHT asi

como la sintesis de testosterona y progesterona.



CLORMAD!NONA X (pagina 9).- Potente antiandrogeno que se ha encontrado inhibe el
crecimiento hiperplasico de la prostata (Honna S. e/ al 1977), asi mismo sus derivados 2-
oxo XI (pagina 9) y 2-aza XH (pégina 9) han mostrado actividad antiandrogénica elevada
contra e} aumento del tamafio de fa prostata y vesiculas seminales.

ACETATO DE CIPROTERONA XHI (pagina 9).- Antiandrogeno con actividad
progestional parcial que ha demostrado reduccion de LH plasmatica (Clark C. y Nowell N.
1979), asi como competencia por el receptor de DHT (Traish A; Muller E y Wotiz H. 1985

), disminuyendo el crecimiento de la prostata e inhibiendo Ia 5-at-reductasa.

NO ESTEROIDALES

FLUTAMIDA X1V (pégina 10).- Se reconoce como un antiandrogeno puro que inhibe el
reconocimiento de androgénos por sus receptores sin efectos hormonales colaterales
(Christiansen R. y Bell M. 1990), asi mismo se ha reconocido que su metabolito hidroxilado
HIDROXIFLUTAMIDA XV (pagina 10) es un 20% mas activo que su precursor. Se ha
relacionado la actividad de flutamida como en efecto desacoplante similar al del 2,4-
dinitrofenol, potente desacoplante de la respiracion mitocondrial,

ANANDRON XVI (pagina 10).- Se reconoce como un agonista androgénico parcial
(Wakeling A. 1987). |
DIETILESTILBESTROL XVII (pagina 10).- Es un agente estrogénico que disminuye la
testosterona libre en plasma via la proteina fijadora de testosterona y estradiol (Usui T. etal
1987).

KETOCONAZOL XVIII (pagina 10).- Agente antifiingico que ha demostrado efectos
antiandrogénicos en tratamientos de micosis cronicas, se sabe que es un inhibidor de la

enzima citocromo P-450 (Eil C, 1992).
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ESQUEMA 3. ANTIANDROGENOS NO ESTEROIDALES
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La amplia gama de compuestos mencionados no debe confundirse con un esfuerzo initil de
redundancia sobre el mismo aspecto, sino mas bien, la diversidad de compuestos utilizados
ha estado determinada por el matiz particular de cada variante del hiperandrogenismo, del
grado de avance de la enfermedad, la via de administracion, las contraindicaciones de su
utilizacion y los efectos colaterales nocivos de cada farmaco. Particularmente este ultimo
punto es el factor que estimula el esfuerzo por la busqueda de nuevos farmacos con mayor

potencia antiandrogénica y menor efecto colateral posible.
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Entre los efectos nocivos que reducen la utilidad clinica de antiandrogenos, se han evaluado
los que se pueden presentar a corto y largo plazo, y a todos los niveles fisiologicos que van
desde comportamiento sexual, hasta anormalidades hormonales y atrofia celular. Por
ejemplo entre los tratamientos del cancer de la prostata la utilizacion de estrogenos corno
estradiol XIX (pagina 11) o dietilestilbestrol XVII (pagina 10) fueron las opciones durante
un tiempo, sin embargo se necesitan dosis altas para disminuir los niveles de LH en plasma y
se ha observado que tales dosis de estrogenos aceleran las tasas de muerte vascular, ademas
de producir ginecomastia, retencion de fluidos, nauseas y fallas cardiacas. Por su parte la
espironolactona VI (pagina 9) en tratamientos cronicos se ha observado que llega a producir
ginecomastia, perdida de la libido, impotencia, anormalidades en el semen e irregularidades

menstruales (Biffiignandi P. ef al 1987).

B

TESTOSTERONA XX PROGESTERONA XX! DHT XXII

Por otro lado, tratamiento con antiandrogenos no esteroidales como ketoconazol XVIII

(pagina 10), ha mostrado tener serios efectos hepatotoxicos (Eil C. 1992). Mientras que la
flutamida XIV (pagina 10) llega a producir nauseas severas, ademas de esto, su propiedad
de antiandrogeno puro no le permite interactuar con el ciclo de retrqalientacién negativa por
testosterona y por lo tanto no tienc utilidad en pacientes que no han sido objeto de la
prostatectomia (Neumann F. y Shenck B. 1976, Donn F.'y Becker H. 1989; Mukherjee M.
et al 1992).
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En relacidn a los efectos colaterales nocivos producidos por el acetato de ciproterona X1II
(pagina 9) se sabe que mantiene actividad progestional parcial y es débilmente androgénico
(Shibata K.1992), ademas de que en tratamientos prolongados llega a provocar atrofias
celulares en la forma y disposicion de RER vy dilatacion del aparato de Golgi, (Migally N,
1981; Migally N. 1982), disminuye la libido, provoca impotencia sexual y produce regresion

de las caracteristicas sexuales secundarias.

En virtud de la limitada utilidad clinica de varias de las opciones disponibles de
antiandrogenos, se hace necesario el estudio de nuevas alternativas que en general
disminuyan al maximo los efectos colaterales del fairmaco, y que expresen mayor potencia

antiandrogénica.

La toma de decisiones acerca del disefio de farmacos nuevos con actividad antiandrogénica,
se baso en los siguientes factores: las correlaciones estructura actividad descritas
previamente, €| mecanismo de accion del farmaco; el metabolismo reportado para farmacos
con homologas estructurales y una relacion estructura actividad establecida empiricamente

en el laboratorio donde se llevo a cabo este proyecto.

En primer lugar, acerca de los requerimientos estructurales que una molécula esteroidal debe
cumplir para mostrar actividad antiandrogénica potencial, es prudente observar el esquema
2, donde estan agrupados los antiandrogenos esteroidales méas importantes, La primera
aproximacion que se puede realizar, es una clasificacion superficial de estos, en derivados de
la testosterona (androstanos) y por otro lado derivados de la progesterona (pregnanos), esta
conclusion no es casual, ya que se ha reconocido sin lugar a dudaé la actividad
antiéndrogénica de la progesterona, por lo tanto la estrategia en estos dos grupos fue la

obtencion de derivados de la testosterona que puedan antagonizar el efecto de ésta por
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competencia con su receptor, mientras que en los derivados del pregnano la intencion es

aumentar la actividad antiandrogénica y disminuir al maximo la actividad progestional .

Esta dualidad aparente de la progesterona XXI (pagina 11) puede ser resultado de un
traslape o falta de especificidad del receptor progestional y androgénico debido a la
homologia del sistema 4-en-3-ona en ambas hormonas (Wakeling A. 1987). Ademas siendo
la progesterona XXI precursor inicial de la biosintesis de otros esteroides con actividad
biologica como: andrégenos, estrogenos y corticoides, parece razonable pensar en efectos
combinados como resultado de su metabolismo. Finalmente la progesterona XXI es un buen
punto de partida, dado que la actividad progestional de ésta se puede manipular facilmente
como se ha demostrado (Deghenghi R. et al 1963), ya que mientras que cambios drasticos
en la estereoquimica de la molécula, como el caso de la retroprogesterona le permite

mantener su actividad, la simple introduccion de un hidroxilo la disminuye drasticamente.

La principal asociacion que se a hecho de la progesterona XXI con su actividad
antiandrogénica se explica por la inhibicion de la S-a-reductasa, enzima que cataliza la
formacion de DHT XXII (pagina 11) que es un androgeno mas potente que la testosterona

XX (pagina 1 1) (Tymoczko J. y Liao S. 1976)

Existen dos mecanismos propuestos para la reduccion enzimatica de la testosterona por la 5-
o-reductasa, el primero de los cuales transcurre por la formacion de una base de Shifft y Ia
posterior formacion de la imina por parte de un amino libre de la 5-o-reductasa, de ésta
forma se polariza mas el doble enlace en C-4 para facilitar la aproximacion del hidruro en C-

5-a.

1.
Lt""nl
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La segunda propuesta para la reaccion es la protonacion inicial del carbonilo en C-3 y la

polarizacion de la cetona conjugada que facilita la transferencia del hidruro en C-5-o.

"
My,
P

ENZ =X ‘N

o
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Estudios del efecto electronico de substituyentes halogenos en C-6 (Tymoczko J. y Liao S.
1976), han demostrado que la reduccion de 4-en-3-cetoesteroides descrita antes, no
transcurre normalmente en presencia de halogenos, ya que la introduccion de estos en C-6
interfiere con la resonancia usual de la cetona alfa-beta insaturada, desestabilizando la
molécula y disminuyendo la energia de activacion necesaria para la transferencia del hidruro,

que en este ambiente electronico, da lugar preferentemente al alcohol alilico en posicion beta

Por otro lado se ha caracterizado que la insaturacion en C-6 confiere resistencia al
metabolismo de la progesterona XXI (pagina ! 1), probablemente inhibiendo la hidroxilacion
en C-6 (Cooke B. y Vallance D. 1965). Ademas de que combinaciones 4,6-dien-G-halo-3-

cetopregnanos también eliminan la posibilidad de la formacion del metabolito 5-oi-reducido,
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como se establecio de los metabolitos principales de la clormadinona X, donde se forma ¢l
alcohol alilico en C-3, que lejos de representar un riesgo de ser precursor androgenico,

mantiene el 70% de la actividad antiandrogénica (Honma S. e al 1977).

o

el |0Ac . loAc

METABOLISMO
—_—
° HO
cl a
ACTIVIDAD
100% € L ATANOROGENCA —— 0%

En adicion a los resultados anteriores (Shapiro E. 1972), se ha descrito que las
caracteristicas del halogeno en C-6 determina cambios en la actividad antiandrogénica,
encontrando que con la serie H, Br, F. y Cl, se obtienen 81, 73, 46 y 31% respectivamente
siendo el 100% el peso de la prostata inducida por testosterona XX (pagina 11). Este efcqld
antiandrogénico registrado por sistemas 4,6-dien-6-halo-3-cetopregnanos se ha explicado
por la union dcbil del compuesto con el receptor androgénico (Raynaud J. 1982), lo cual es
una ventaja ya que uniones estables conducirian a efectos androgénicos mientras, que

uniones dcébiles implican solo una inhibicion competitiva.

En relacion al metabolismo que sufre la progesterona XXI (pagina 11) en la cadena lateral,
se ha descrito el mecanismo de la reaccion catalizada por la enzima C'17-C20-liasa, que
contiene en su sitio activo al citocromo P-450 (Grower D. 1984). En esta reaccion que
conduce eventualmente a la sintesis de testosterona XX (pagina 11) a partir de la
progesterona XXI, es necesaria la previa hidroxilacion y la reduccion del carbonilo en C-20

para la posterior ruptura del enlace C17-C20 mediante ¢l siguiente mecanismo :
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En vista de que fa progesterona XXI (pagina 11) y analogos de ésta son inactivados °
rapidamente en el plasma. por el metabolismo previamente descrito, la proteccion de la
cadena lateral es un requisito esencial para firmacos con esta estructura, para lo cual, se han
experimeniado  derivados 17-a-alquil 6 17-a-aciloxi, observando que se incrementa
notablemente la actividad antiandrogénica (Deghenghi R. et al 1963; Cooke B. y Vallance
D. 1965), asi como aumenta su biodisponibilidad por administracion oral, lo cual tratandose
de esteroides es una ventaja que hay que apreciar bastante. Se han preparado series en las
que se examina el efecto del tamaiio del éster en C-17-a sobre la actividad antiandrogénica,
encontrando que ésta aumenta hasta cierto punto con el tamatio del éster, con el siguiente

comportamiento: formil, acetil, propionil, butiril, valeril y caproil con 61, 46, 49, 62, 108 y
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81% respectivamente tomando como 100% ¢l tamafio de la prostata producido por

testosterona XX (Shapiro E. ¢ al 1972).

Finalmente la alquilacion en C-16 es un factor adicional que esta pensado en la proteccion
del metabolismo de la cadena lateral de los derivados de progesterona XX1 (pégina 11), que
para el caso del presente trabajo resulta en un elemento determinante para separar la
actividad progestional y androgénica de los derivados de ésta . De acuerdo a los datos
obtenidos (Shapiro E. ef al 1962) se ha establecido que la sustitucion en C-160-metil
conserva la actividad progestional de los derivados de la progesterona, mientras que los
derivados C-168-metil la disminuyen notablemente. Por lo tanto para el disefio de un
firmaco que tenga un grupo |7-a-aciloxi y que exhiba baja actividad progestional, la
sustitucion con C-16B-metil conduce a una marcada separacion de la actividad progestional

de la antiandrogénica .

Todos los elementos mencionados hasta ahora en relacion a las necesidades estructurales de
una molécula esteroidal que se supone exhibiran actividad antiandrogénica, han sido
tomados en cuenta en un proyecto de disefio y sintesis de derivados del pregnano con

actividad antiandrogénica potencial, del cual el presente trabajo forma parte.

Como antecedentes de esta tesis, en el laboratorio donde se realizd este trabajo, se han
sintetizado derivados de la progesterona XXI, (cuadro 1); los cuales cumplén con los
requerimientos estructurales seftalados como son : 4,6-dien-6-halo, 17-a-aciloxi, 16-B-metil
y en sustitucion del ciclopropil en Cla-C20 una insaturacion.. Tomando como 100% la
actividad antiandrogénica del acetato de ciproterona XILI (pagina 9) es interesante notar que
cuando se sustituye el ciclopropilo en Cla-C20 por una insaturacion, la actividad es de
90%, fo cual resulta util ya que la introduccion de ambas funcionalidades implica diferencias

significativas en el rendimiento neto, obteniéndose mayores para el caso de la insaturacion
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(Osawa J. y Spaeth D. 1971, Shibata K. e al 1992) respecto del ciclopropilo (Shering Co.
1967). Por otro lado la sustitucion del cloro por bromo resulta en un aumento a 240% de la
actividad lo cual se puede explicar por la mayor actividad de desestabilizacion del sistema
conjugado por el bromo, o porque este no es susceptible de reacciones de dehalogenacion
como la declorinacién que se ha observado en la clormadinona X (pagina 9) y que
representa al 30% del farmaco excretado en orina (Honma S. et al 1977), asimismo ya se
habian reportado previamente compuestos bromados en C-6 con altas actividades
antiandrogénicas (Clark C. y Nowell N. 1979). Ademas de esto, es notable la influencia del
tamafio del sustituyente éster en C-170. para las series con cloro y con bromo, donde la
actividad antiandrogénica es mayor conforme el éster es mas grande, observacion que se
podria explicar por el impedimento estérico que resulta del éster para la reduccion del
carbonilo en C-20 (Deghenghi R. et a/ 1963). Reportes previos ya habian indicado dicho
comportamiento del efecto del tamaiio del éster (Shapiro E. ef a/ 1972). Por ultimo hay que
mencionar el importante aumento de actividad antiandrogénica que se esperaria al introducir
un metilo en C-16-B, como resultado de un impedimento estérico adiciohal para bloquear la
reduccion del carbonilo en C-20, hecho que es consistente con la observacion realizada con
las series de corticoides, en los cuales, la actividad antinflamatoria aumenta
significativamente con la introduccion del metilo en C-16-B, esta analogia en el efecto
hormonal de ambos compuestos, es comprensible en funcion del traslape de receptores para
los derivados de progeéterona XXI (pagina 11) (Wakeling A, 1987), lo cual se comprueba al
haber observado (Pend, 1. 1975) la actividad glucocorticoide de acetato de ciproterona X111
(pagina 9) (antiandrogeno) similar a la prednisona y que tiene su corolario con el reporte de
actividad antiandrogénica de bencensulfonilandrostano VII (pagina 9) (Green M. ¢f al 1983)
que es un compuesto oxigenado en C-11, lo cual es una caracteristica especifica de

corticoides.
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CUADRO 1. SERIE DE COMPUESTOS SINTETIZADOS QUE SE TOMARON

COMO BASE PARA ESTA TESIS,
(o} 0

. 10Ae OR

Cl X

Xl

La actividad de los derivados ésta expresada en porcentaje de inhibicion del crecimiento de fa

prostata, tomando como100 % ef efecto abservado del Acetato de ciproterona X1l
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Con base en la revision bibliografica realizada en relacion a las sustituciones quimicas que
confieren actividad antiandrogénica a los derivados del pregnano y tomando en cuenta los
resultados de actividad antiandrogénica de una gran cantidad de derivados sintetizados en el
laboratorio donde se realizo este trabajo (cuadro 1); sc establecio una relacion estructura
actividad que se tomo como base para el diseflo y sintesis de un nuevo derivado del
pregnano, lo cual fue el objetivo de este trabajo de tesis. La siguiente relacion indica los

grupos que aumentan la actividad antiandrogenica.

RELACION EMPIRICA DE ESTRUCTURA ACTIVIDAD

¥’

S
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OBJETIVOS

En base a la los antecedentes descritos, se definieron los siguientes objetivos generales,que

son el proposito de este trabajo.
- Sintetizar el compuesto 6-bromo-17a-butiroxi-16p-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona.

- Valorar la actividad antiandrogénica potencial del compuesto sintetizado a través de

su capacidad de inhibir la actividad de la S-a-reductasa

Para llevar a cabo los objetivos generales anteriores se contemplaron los siguientes objetivos

particulares:

-Optimizar los métodos sintéticos utilizados previamente, mediante rutas alternativas,
variacion en tiempo y temperaturas de las reacciones, asi como modificacion en las

concentraciones y tipo de catalizadores y disolventes utilizados.

-Sintetizar, aislar, purificar e identificar espectroscopicamente el compuesto final y los

intermediarios.

- Estandarizar ¢l método de aislamiento de Ia enzima S-a-reductasa y cuantificar su

actividad en presencia del compuesto final y sus intermediarios.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

Los resultados que se describen a continuacion, son producto de al menos tres repeticiones
independientes de los métodos descritos, y basicamente consisten en el andlisis de las
constantes fisicas y espectroscopicas del producto final y sus intermediarios, lo cual permitio
su identificacion quimica, asi como la descripcion de los resultados de inhibicion de S-a-

reductasa.

La ruta de sintesis, tal como estd resumida en el esquema 4 (pagina 23), se inici6 tomando
como materia prima el acetato de 16-dehidropregnenolona (16-DPA) XXIHL, el cual
presenta las funcionalidades quimicas necesarias para su transformacion discresional en el
compuesto objetivo. Antes de iniciar la ruta de sintesis, la materia prima se identifico

mediante sus constantes fisicas y espectroscépicas (tabla 1, pagina 37). El espectro de UV

(espectro 1, pagina 49) reflejo la existencia del cromoforo con Amax 240nm correspondiente '

a la cetona afi-insaturada en C-16-en-20-ona. Por su parte el espectro de IR (espectro 2,

pagina 50) registro la existencia de dos sefiales en la zona de los carbonilos en 1662 cm-! y
1730 cm~! correspondientes a la cetona af-insaturada en C-20 y al carbonilo del acetoxi
sobre C-3 respectivamente. En tanto el IHRNM (espectro 3, pagina S1) de este compuésto,
denoto sefiales intensas en 1.0 ppm (3H) y 1.2 ppm (3H) asignadas a los metilos angulares
en C-18 y C-19 respectivamente, asi como dos seiiales en 2.1 ppm (3H) y 2.3 ppm (3ﬁ)

perteneciendo al metilo C-21 y al metilo a-carbonilo de éster sobre C-3 respectivamente.

Ademas se observa un multiplete en 4.3 ppm (1H) asignado al proton base del acetoxi en C- ,

3. En la zona de protones vinilicos se presenta un doblete en 5.4 ppm (1H) perteneciente al
protén vinilico en C-6, asi como un multiplete en 6.8 ppm (1H) asignado al proton vinilico

en C-16.



-0 O

o o |
’? -
—_— -—
AcO XXl HO XXiv AcO XXV
o/w 1 o
,, 9
OH X
CH:  4—
XXV AcO XXVi

I
(o] (o)
,1OCOCH,CH,CH; 1OCOCH,CH,CH;
CH3 ey CH3
—
XXX
o XXXI

4 (o] \c')
11OCOCH,CH,CH;
RUTA GENERAL DE SINTESIS o
0 XXXl
' , v Br

X4



24

El primer paso de la ruta sintética involucr6 la oxidacion de la insaturacion en C-16, la cual
es parte de un sistema cetona a,p-insaturada, el método de eleccion en estos casos es la
epoxidacion con H,0, en medio basico, reaccion que se favorece por la conjugacion con el
carbonilo en C-20 (Meyer, J. et al 1950, Loken, B. et al 1954). La reaccion transcurre con

una transformacion cuantitativa hacia el epoxido deseado XXIV, compuesto que se

caracterizo por sus constantes fisicas y espectroscopicas que se resumen en la tabla 2
(pagina 38). El IR (espectro 4, pagina 52) de este compuesto presenta una sefial intensa
correspondiente al epoxido en 805 cm-1, también se puede observar la seiial de carbonilo
pertencciente a la cetona en C-20 en 1692 ecm-!. Como resultado de las propiedades
nucleofilicas de la solucion de KOH utilizada en esta reaccion, ocurre la hidrolisis del acetoxi
en C-3, que se confirma por la ausencia de la sefial del carbonilo de éster y la aparicion de
una sefial intensa para el alcohol en 3462 cm-1. Por su parte el espectro |HRNM (espectro
5, pagina 53) de este compuesto, muestra evidencia de la reaccion en funcion de la presencia
de dos sefiales de protones base de funciones oxigenadas; una de ellas correspondiente a la
base del epoxido en C-16 con un singulete en 3.3 ppm (1H) y la base del alcohol en C-3 con
un singulete en 3.6 ppm (1H); ademds de la desaparicion de la sefial de proton vinilico
correspondiente a la insaturacion en C-16 . El espectro IHRNM muestra en‘presencia de
D70 una sefial intercambiable correspondiente al alcohol en C-3 con un desplazamiento de
2.2. ppm (1H). En este mismo espectro se registran las sefiales correspondientes a los
metilos angulales en 1.1 ppm (3H) y 1.2 ppm (3H) asignadas a los metilos C-18 y C-19

respectivamente, asi mismo la sefial del metilo o a la cetona en C-20 en 2.1 ppm (3H).

El siguiente paso de la sintesis consistio en la acetilacion del alcohol en C-3 del compuesto

XXIV, el cual estando en orientacion ecuatorial favorecio el que se obtuvieran rendimientos

cuantitativos. El método empleado consistio en una acetilacion convencional mediante una
mezcla de anhidrido acético y piridina. El producto acetilado XXV se caracterizo por sus

constantes fisicas y espectroscopicas enlistadas en la tabla 3 (tabla 39). El espectro de IR
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(espectro 6, pagina 54) indica la presencia de una sefial en 1732 em"! asignada al carbonilo
del acetoxi y una sefial en 1698 cm-! correspondiente al carbonilo de cetona en C-20; la
ausencia de la sefial del alcohol confirma la acetilacion realizada. Por su parte el HRMN
(espectro 7, pagina 55) mostro un singulete centrado en 1.0 ppm (6H) correspondiente a los
metilos C-18 y C-19. El singulete en 2.1 ppm (6H) se asigno al metilo del grupo acetilo
sobre C-3 y al metilo en C-21 o a la cetona en C-20, La sefial aguda en 3.7 ppm (1H) se
asigno al proton base del epoxido en C-16. El multiplete en 4.5 ppm (1H) corresponde al

proton basc del acetoxi en C-3. El doblete en 5.3 ppm (1H) se asigno al protén en C-6.

El siguiente paso de la sintesis implico la proteccion del carbonilo en C-20 del compuesto
_&X_\_’_, ya que el proximo paso involucra la apertura de epoxido con un reactivo de Grignard.
Esta reaccion se llevo a cabo empleando etilenglicol, ortoformiato de metilo, tolueno como
disolvente y cantidades cataliticas de acido p-toluensulfénico para la formacion de dioxolano

(Dauben, H. et al 1954). El cetal formado XXV1I se caracteriz6 por sus constantes fisicas y

espectroscopicas enlistadas en la tabla 4 (pagina 40). El espectro de IR de este compuesto
(espectro 8, pagina 56) refleja la desaparicion de la sefial correspondiente al carbonilo
cetonico en C-20, mostrando Unicamente una sefial intensa en 1720 cm-! perteneciente al

carbonilo del éster sobre C-3. El espectro IHRMN (espectro 9, pagina 57) del compuesto

XXVI muestra dos singuletes en | ppm (3H) y 1.1 ppm (3H) correspondientes a los metilos -

angulares en C-18 y C-19 respectivamente. También se observa un singulete en 1.5 ppm
(3H) asignado al metilo C-21. Se registra ademds, un singulete en 2.1 ppm (3H),
perteneciente al metilo del acetoxi sobre C-3. En 3.3 ppm (1H) el espectro muestra un
singulete correspondiente al proton base del epoxido en  C-16. Como evidencia de la
formacion del grupo funcional etilendioxi deseado se presenta un multiplete en 3.9 ppm (4H)
asignado al dioxolando sobre C-20. En 4.6 ppm (1H) se registra un multiplete perteneciente
al proton base del acetoxi en C-3. En la zona de protones vinilicos encontramos un doblete

en 5.3 ppm (1H) que se asigno al proton en C-6.
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El siguiente paso de la sintesis consistio en la insercion del metilo en C-16f en ¢l compuesto
XXVI, reaccion que representd el mayor obstaculo de este trabajo. La posicion § del metilo
resulta del mecanismo de la reaccion, el cual se trata de una sustitucion SNo en la apertura
del epoxido que necesariamente debe ser una sustitucion transdiaxial (Bernstein, B y Litell,
R. 1960). El compuesto metilado obtenido XX VI, se caracterizo por sus constantes fisicas
y espectroscdpicas enlistadas en la tabla 5 (pagina 41). El espectro de IR de este compuesto
(espectro 10, pagina 58) evidencié la presencia de una sefial intensa en la zona de alcohol en
3416 cm-!. correspondiente al hidroxilo que aparece como resultado de la hidrolisis del
acetilo en C-3 por el reactivo de Grignard, también se observa una sefial aguda en esta zona
caracteristica de alcoholes terceariarios en 3576 cm! correspondiente al hidroxilo en C-17,
que se generd con la apertura del epoxido en C-16-C-17. El espectro de THRMN (espectro
I1, pagina 59) presenta dos singuletes en 0.87 ppm (3H) y 0.98ppm (3H) correspondientes a
los metilos angulares C-18 y C-19 respectivamente; un doblete en 1.17 ppm (3H, J=1.5
Hz.), asignado al metilo adicionado en C-16f; el doblete resulta del acoplamiento de este
metilo con el proton en C-16. El singulete en 1.37 ppm (3H) corresponde al metilo o del
dioxolano sobre C-20. En 3.5 ppm (1H) se presenta un multiplete perteneciente al proton
base del alcohol en C-3. El multiplete en 4.0 ppm (4H) pertenece a los metilenos del grupo
etilendioxi sobre C-20. Finalmente en la zona de protones vinilicos se observa un doblete en

5.4 ppm (1H) asignado al protdn vinilico en C-6.

La siguiente reaccion consistio en la hidrolisis del dioxolano del compuesto XXVII para
regenerar ¢l carbonilo en C-20. Esta reaccion se llevo a cabo mediante un reflujo mdderado
en medio acido, cuidando el tiempo y la temperatura de la reaccion, en virtud de la labilidad
del alcohol en C-17a, que al ser un alcohol terciario con una configuracion axial, facilmente
podia sufrir una reaccion de eliminacion en el medio acido de la hidrolisis. Este éompuesto

hidrolizado obtenido XXVIII se caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscopicas
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enlistadas en la tabla 6 (pagina 42). El espectro de IR de cste compuesto (espectro 12,
pagina 60) denotd una sefial intensa en 1696 e ! asignada al carbonifo de la cetona, que se
regenero por la hidrolisis del cetal, también se observo una sefial intensa en la zona de
alcoholes en 3462 ecm"! correspondiente a los grupos oxidrilos en C-3B y C-17a. Por otro
lado el espectro de THRNM (espectro 13, pagina 61) evidencié ausencia del multiplete en 4
ppm que correspondia a los metilenos del dioxolano hidrolizado. Los metilos en C-16 y C-
I8 aparecen como dos singuletes sobrepuestos en I.1 ppm (6H). También se observa un
singulete en 1.3 ppm (3H) correspondiente al metilo angular C-19. En 2.1 ppm (3H) se
presenta un singulete agudo perteneciente al metilo C-21. Por otro lado el multiplete en 3.5
ppm (1H) se asigno al proton base del alcolol en C-3; la sefial en 5.3 ppm (IH) es

caracteristica para el proton vinilico en C-6.

El siguiente paso de la ruta sintética constituyo la formacion del sistema 4,6-dien-3-ona del

compuesto XXIX, cetona conjugada que se obtuvo oxidando el alcohol en C-3f. Esta

reaccion representd el ahorro de pasos adicionales de sintesis que serian necesarios en caso
de oxidar primero el sistema 5-en-3-ol por la oxidacion de Openailer para formar la funcion
4-en-3-ona (Djerassi, C. 1951) y la posterior introduccion de la doble ligadura en C-6
mediante una deshidrogenacion con Cloranilo (Agnelo, E. Laubach, G. 1960; Sprecht R. et
al 1966). La reaccion de bromacion-dehidrobromacion empleada se implementd utilizando
bromo como agente oxidante, asi como el carbonato de litio, base que abstrae el proton
alilico en C-4, obteniéndose como producto el sistema deseado 4,6-dien-3-ona. Esta
reaccion se mejord en sus rendimientos con respecto a los rendimientos obtenidos en
trabajos previos y en trabajos publicados (Shapiro, E. et al 1972), llegando a un rendimiento
del 85% variando la cantidad de bromo adicionado a la reaccion. El compuesto oxidado
obtenido XIX presentd cromoforo en CCF y sus constantes fisicas y espectroscopicas se
enlistan en la tabla 7 (pagina 43). La formacion del cromoforo 4,6-dien-3-ona se confirmé

por la presencia de un méaximo de absorbancia en 284 nm (espectro 14, pagina 62). Por su
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parte el espectro de IR (espectro 15, pagina 63) de este compuesto denotd la existencia de
dos sefiales en la zona de carbonilos, una de ellas en 1662 em-! asignada al carbonilo a,}-
1,0 insaturado en C-3, y otro en 1702 em-! correspondiente al carbonilo de cetona en C-20,
asi mismo se observa una sefial en el rea de alcoholes en 3498 cm! asignada al hidroxilo en
C-170. El THRNM de este compuesto (espectro 16, pagina 64) mostro sefiales asignables al
compuesto esperado; de las cuales, dos singuletes en 0.7 ppm (3H) y 0.9 ppm (3H), fueron
asignados a los metilos C-18 y C-19 respectivamente, asi como un doblete en 1.1 ppm (3H.
J=1.5Hz) correspondiente al metilo en C-16f3. La sefial intensa en 2.1 ppm (3H) se asigno al
metilo C-21. En el espectro se observa también una sefial intensa en 3.9 ppm producto del
DMSO empleado para disolver el compuesto. En la zona de protones vinilicos se registrd
una sefial en 5.3 ppm (1H) perteneciente al proton vinilico en C-6; un singulete en 5.6 ppm
(1H) asignada al proton vinilico en C-4 y una sefial muy desplazada a 6.2 ppm (1H, J=1.5
Hz) asignada al proton en C-7, el triplete observado con este desplazamiento se acopla con
el proton en C-8 y la desproteccion registrada es producto de la resonancia habitual de este

sistema multiconjugado con la cetona en C-3.

El siguiente paso de la sintesis constituyo la esterificacion del alcohol en C-17ct para obtener
el compuesto XXX, reaccion que se llevo a cabo mediante la formacion in sifu del
anhidrido mixto con anhidrido trifluoracético y el acido butirico (Shapiro, E. et al 1962;
Shapiro, E. et al 1972). Esta reaccion requirid de cuidados especiales en virtud de la 'acidez
que se generaba con la produccion del acido trifluoraceético, capaz de catalizar la eliminacion
del alcohol terciario en C-170. como agua o bien como acido butirico. Esta condicion fue
controlada regulando el tiempo de reaccion, el cual resultd Optimo en 5 minutos, este
momento se establecié considerando el maximo de rendimiento del éster deseado y el
minimo de formacion de productos secundarios. El éster butirato esperado XXX, se
identifico analizando sus propiedades fisicas y espectroscopicas (tabla 8, pagina 44). El

espectro de UV (espectro 17, pagina 65) reflejo un maximo de absorcion a Amax 284 nm,



29

resultado de la presencia del cromoforo de la cetona afl-yd-insaturada en C-3. El espectro
de 1R (espectro 18, pagina 66) de cste compuesto, registro dos sefales intensas en la zona
de carbonilos, una de ellas en 1723 cm-! caracteristica de carbonilo de éster. evidencia de la
reaccion que se esperaba y la sefial del carbonilo en C-20 que queda enmascarada por la
amplitud de la sefial del éster. También se observa una sefial de carbonilo de cetona en 1604
cm-! correspondiente a la cetona en af-yS-insaturada en C-3; asi mismo se distingue la
desaparicion de la sefial del alcohol en C-17c en la zona de hidroxilos. Por su parte cl
espectro de THRNM, (espectro 19, pagina 67) reflejo sefiales asignables al compuesto
esterificado, en 0.8 ppm (3H) y 1.1 ppm (3H), se presentan los singuletes correspondientes a
los metilos en C-18 y C-19 respectivamente. En 0.9 ppm (3H, J=3 Hz) el doblete asignado al
metilo en C-16p; el singulete en 1.9 ppm (3H) es cracteristico para el metilo C-21 (3H). La
sefial intensa en 3.6 ppm es tipica para los metilos de DMSO empleado para la disolucion del
compuesto. En la zona de los protones vinilicos se encuentra un singulete en 5.6 ppm (I1H)
asignado al proton en C-4. Finalmente el singulete en 6.2 ppm (2H) es caracteristico para los

protones en C-6 y C-7.

Es prudente mencionar que los espectros de los compuestos oxidado y esterificado
muestran sefiales evidentes de impurczas, hecho que se tratd de evitar al maximo, sin
embargo hay que indicar que particularmente estos dos compuestos presentaron serios
obstaculos para su purificacion, ya que son poco solubles, 1o cual impedia su cristalizacion,
ademas la separacion cromatografica por capa fina hecha en ambos casos, a pesar de haber
empleado diversos sistemas de disolventes, no resolvian bien las impurezas que mostraron
Rfs similares a los compuestos deseados. Se decidio continuar con la sintesis tilizando estos

compuestos con impurezas, ya que se detectd que para el caso del compuesto oxidado

XXIX, las sciiales de la impureza correspondian a la materia prima, compuesto que seria

resuelto en la siguiente reaccion de esterificacion, ya que formaria dos ésteres en ves de uno,

dando lugar a un compuesto menos polar, tal como se observo al esterificar esta mezcla. Por
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su parte las impurezas presentadas en el éster XXX se eliminaron al formar el producto
siguiente; compuesto soluble que cristalizaba y que se podia separar facilmente de otras

impurezas.

El siguiente paso de la ruta sintética constituyo la formacion del epoxido en C-6a-C-7a,
(compuesto XXXI), funcionalidad quimica necesaria para la insercion del halégeno en C-6.
La configuracion alfa del epoxido resulta del impedimento estérico del metilo angular en C-
19, aun asi, en esta reaccion se forma un 5% del epoxido con configuracion beta. Para esta
reaccion la literatura recomienda la utilizacion de peréacidos para la epoxidacion de dobles
ligaduras aisladas, en este caso, se tiene un sistema conjugado con una cetona, por lo cual se
podria emplear la epoxidacion con peroxido en medio basico, sin embargo la necesidad de la
conformacién alfa del epoxido para dirigir Ia sustitucion en C-6 en la reaccion posterior,
determiné la utilizacion del peracido sobre el peroxido. Esta reaccion también sirvio para la
purificacion de las impurezas acumuladas previamente, Se llevo a cabo la oxidacion selectiva
de la insaturacion C-6a-C-7a. mediante el reactivo del perdcido m-cloroperbenzoico
(MCPBA) (Shering, A. 1963; Shering, A.1967; Shapiro, E. et al 1972). Esta sintesis fue
altamente demandante de condiciones anhidras. El compuesto epoxidado XXX1 presento
cromoforo en CCF y las constantes fisicas y espectroscopicas se enlistan en la tabla 9
(pagina 45). El espectro de UV (espectro 20, pagina 68) evidencio la existencia de un
méximo de absorbancia en Amax 239 nm correspondiente al cromoforo de la cetona a-f
insaturada, asi como la desaparicion del cromoforo de la cetona off-y8-insaturada en 284
nm. Por su parte el espectro de IR de este compuesto (espectro 21, pagina 69) indica la
presencia del carbonilo del éster en 1728 cm™! y la sefial intensa de alcohol en 3428 ¢m-!
posiblemente indica una transformacion parcial del epoxido a un hidroxiester. En tanto, ¢l
espectro de IHRNM (espectro 22, pagina 70) demuestra la presencia de un singulete en 0.8
ppm (3H) y otro en 1.1 ppm (3H) asignados a los metilos C-18 y C-19 respectivamente; asi

como el doblete en 1.4 ppm (3H) perteneciente al metilo en C-16. El triplete en 1.0 ppm

e — e e
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(3H, J=1.5 Hz.) se asignd al metilo terminal de éster butirico acoplado con el metileno en
posicion . El metilo C-21 muestra un singulete en 1.9 ppm (3H). Se distingue un triplete en
2.3 ppm (2H, J=2 Hz)) perteneciente al metileno o al éster butirico. La presencia del
epoxido se confirma por las sefiales de dobletes en 3.3 ppm (1H, J=1.5 Hz.) y 3.5 ppm (IH,
J=1.5 Hz.) correspondientes a los protones en C-7f8 y C-6p respectivamente. En el area de

los protones vinilicos se presenta un singulete en 6.1 ppm (1H) asignada al proton en C-4.

La Gltima reaccion de esta ruta sintética, la constituyo la insercion del bromo en C-6. El
primer paso de esta reaccion es la formacion de la halohidrina que en ¢l medio de la reaccion
s¢ deshidrata y forma el compuesto final XXXII . Esta reaccion requirié modificaciones en
la mezcla de reaccion recomendada por (Akagi, S. y Tsuda K. 1961; Shapiro, E. et al 1972,
Shibata, K. et al 1992), ya que se identifico que un exceso de acido bromhidrico daba lugar a
la formacion de compuestos adicionales, probablemente derivados bromados. E! maximo
rendimiento alcanzado para esta reaccion fue cuando se disminuyo la cantidad de bromuro
de hidrogeno utilizado y a través de un cuidadoso calentamiento de la reaccion a 40°C
durante 30 minutos. La posicion en C-6 del bromo resulta de la configuracion alfa del
epoxido XXXI utilizado; ya que, al ser una sustitucion transdiaxial, es necesario que el
nucleofilo se aproxime por la posicion axial, siendo ésta el C-6. El compuesto bromado final
XXXII, se identifico mediante sus constantes fisicas y espectroscdpicas enlistadas en la tabla
10 (pagina 46). El espectro de UV de este compuesto (espectro 23, pagina 71) reveld la
regeneracion del cromoforo de la cetona aff-yd-insaturada con una maximo de absorbancia
en 284 nm; en tanto que el IR (espectro 24, pagina 72) indico la presencia de los carbonilos
en C-3, C-20 y carbonilo de éster con 1660em-1, 1690cm! y 1722cm-! respectivamente,
Por su parte el espectro de VHRNM (espectro 25, pégina 73) registré un singulete en 0.7
ppm (3H) correspondiente al metilo en C-18, el triplete en 0.9 ppm (3H) se asigno al metilo
terminal del éster butiroxi. La seial en 1.1 ppm (3H) corresponde al metilo en C-19. El

metilo en C-16f mostrd un doblete en 1.4 ppm (3H, J=1.5Hz.) debido a la interaccion con el
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proton en C-16. Los protones del éster butiroxi mostraron las siguientes sefiales: el metileno
a. al carbonilo dio en 2.3 ppm (2H, J=2 Hz.) un triplete debido a la interaccion con el
metileno en C-3'. El multiplete en 1.7 ppm (2H) corresponde a los protones en C-3'; el
metilo C-4'dio un triplete en 1.0 ppm (3H, J= 1.5 Hz) debido a la interaccion con el
metileno en C-3'. El doble de dobles en 1.8 ppm (1H) se asigno al proton en C-8. Los
protones en C-2 o al carbonilo en C-3 dieron una sefial multiple en 2.5 ppm (2H). El
singulete agudo en 2.0 ppm (3H) se asigno al metilo C-21. En la zona de protones vinilicos
se distinguen dos singuletes en 6.3 ppm (H) y 6.6 ppm (H) correspondientes a los protones
en C-7 y C-4 respectivamente, desplazados a campo bajo como resultado de la influencia
desprotectora del bromo en C-6. Por su parte en I3CRNM (espectro 26, pagina 74)
permiti6 fortalecer la identidad quimica del compuesto revelando 26 sefiales asignables de
acuerdo a la teoria de desplazamiento quimico a los 26 carbonos que conforman este
compuesto final que por analogia al espectro I3CRNM de 17a-hidroxiprogesterona (Blunt,
J. y Stothers, J. 1977) y con auxilio de una secuencia de pulsos DEPT (espectro 27, pagina
75) que discrimina entre CH, CHy y CH3 se-asignaron las seiiales. Se establecio la existencia
de 5 metilos en C-18, C-19, C16f, C-21 y C-4" con 14.7 ppm, 19.65 ppm, 16.37 ppm,
28.17 ppm y 13.75 ppm respectivamente. Asi mismo la existencia de carbon con hibridacion
sp2 correspondientes a la cetona en C-20, la cetona ofp-yd insaturada en C3 el carbonilo de
éster C-1" y las insaturaciones en C-6, C-7, C-4 y C-5 estan dados con desplazamientos
quimicos de 203.81 ppm, 198.81 ppm, 173.47 ppm, 159,20 ppm, 142.65 ppin, 126.62 ppm,
121.41 ppm respectivamente. Se reconoce ademas una sefial bastante desplazada a campo
bajo 94.17 ppm, asignada a C-17. La totalidad de las asignaciones de I3CRNM se enlistan
en la tabla 11. Finalmente se confirmé el peso molecular del compuesto asi como la
presencia del bromo mediante el espectro de masas realizado con ionizacion quimica, el cual

confirmo el peso molecular esperado de 490 uma y M+1=491 (espectro 28, pagina 76).
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EVALUACION FARMACOLOGICA

Para el ensayo in vitro de la actividad inhibitoria del compuesto final y de sus intermediarios
de sintesis se empleo el extracto de testiculos en virtud de ser el principal sitio de biosintesis
de testosterona y androgenos relacionados, valorando la actividad de inhibicién de la So-
reductasa como indice de actividad antiandrogénica potencial (Grower; D. 1984.). Los
resultados obtenidos utilizando el extracto de testiculo de rata como se observa en la grafica
1, se registra que la mayor actividad inhibitoria se presenta en la presencia del compuesto

final XXXI¥ con 68.34% y en el compuesto esterificado XXX con 64.36%. En esta serie, el

acetato de ciproterona XII inhibe la actividad de la Sa-reductasa en un 56.6%, en tanto que

la materia prima XXIII, el compuesto hidrolizado XXVII y el oxidado indican valores de

inhibicion similares al rededor de 39%. Es interesante observar que la presencia del epoxido
en C-6a.-C-7at conduce a una pérdida de la actividad, probablemente por la desaparicion del
sistema conjugado 4,5-6,7-dien-3-ona necesario para la actividad segin se ha documentado
previamente (Cook, B. Vallance, D. 1965).

GRAFICA 1. EFECTO DE LOS INTERMEDIARIOS Y PRODUCTO FINAL
SOBRE LA ACTIVIDAD DE 5-ALFA-REDUCTASA DE EXTRACTO DE TESTICULO DE RATA

% DE INHIBICION DE 5-ALFA-REDUCTASA

DPA XXIit
HIDROLIZADO XXViil
BUTIRATO XXX

A.CIPROTERONA Xitt

COMPUESTO
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Las actividad de los compuestos como inhibidores de la 5-o-reductasa en extracto de
testiculo de rata reflejan buenos porcentajes con respecto al acetato de ciproterona que es el
antiandrogeno esteroidal de eleccion en el mercado, dicha actividad puede estar vinculada al
mayor tamafio del bromo con respecto al cloro, ofreciendo un mayor obsticulo para la
reduccion del carbonilo en C-3; asi como la presencia del éster indica que la actividad se
incrementa cuando este substituye al hidroxilo en C-17c. Dichas funcionalidades
incorporadas en el compuesto final influyen favorablemente sobre este compuesto como
inhibidor de la 5-a-reductasa como lo indica la grafica 1, Para valorar fisiolégicamente la
insercion del metilo en C-16p es preciso el estudio in vivo, ya que se reconoce que esta
funcionalidad protege al esteroide en contra de la accion de enzimas que reducen el

,

carbonilo en C-20 o, que pueden hidrolizar el éster en C-17c.

El presente estudio solo explora la actividad del compuesto como inhibidor de la 5-0i-
redutasa y es preliminalr; actualmente se realiza una valoracion farmacologica detallada en el

Instituto de Pediatria.

La actividad in vitro del compuesto final XXXII lo hace buen candidato para realizar estos

estudios farmacologicos adicionales como: su actividad antiandrogénica in vivo sobre
regresion del cancer prostatico inducido en ratas, asi como su valoracion frente a efectos
colaterales (progestagenos y toxicos) que recomienden o eliminen su posible utilizacion en

tratamientos antiandrogénicos en humanos.
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CONCLUSIONES.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos y la discusién hecha de este trabajo, se

desprenden las siguientes conclusiones:

~ Se ohtuvo un derivado esteroidal nuevo con actividad antiandrogénica potencial con

4.6% de rendimiento neto.

- El derivado esteroidal obtenido es mas activo que el acetato de ciproterona utilizado

como estandar.

- Los resultados de la evaluacion in vitro del producto y sus intemediarios, confirman

la relacion estructura-actividad tomada como base de este trabajo:

* La presencia del ester en C-17a aumenta la actividad.

*La presencia del epoxido C60-C-7a disminuye la actividad,

- El ensayo de inhibicion de la enzima 5-a-reductasa puede utilizarse como indicé dela

actividad antiandrogénica,
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APENDICE A, PARTE EXPERIMENTAL

DETERMINACION DE CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS.

-Los puntos de fusién (pf), se determinaron en un aparato Fisher-Johnes y no estan

corregidos.

-Los espectros de ultravioleta (UV), se obtuvieron por barridos de los compuestos disueltos
en metanol, mediante un espectrofotometro UV-visible Perkin Elmer 202 y Perkin Elmer

Lamda 2.

-Los espectros de infrarrojo (IR) de los compuestos se realizaron sobre pastillas de bromuro

de potasio o en solucion en un espectrofotometro de infrarrojo Perkin Elmer Mod. 337 .

-Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (LHRNM) y de carbono 13
(13CRNM), se determinaron en un espectrofotometro Varian EM390 y Varian UxR-3005,

utilizando como referencia interna trimetil silicio (TMS).
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METODOS DE SINTESIS AISLAMIENTO Y PURIFICACION.

Para la obtencion del compuesto contemplado como objetivo final, se siguio la ruta de
sintesis que se puede observar en el esquema 8 (pagina 23). En primer lugar se caracterizo
espectroscopicamente la materia prima segln se puede ver en la tabla 1.

TABLA 1
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DE MATERIA PRIMA 16-

DPA XXIII.
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SINTESIS DE 16a-170-EPOXI-3B-HIDROXI-5-PREGNEN-20-ONA XXI1V, Para
iniciar la sintesis, se parte de acetato de 16-DPA XXIII, el cual es una materia prima
disponible comercialmente. Para la formacion del epoxido descado se siguieron las
condiciones de reaccion previamente reportadas (Loken B. et af 1956) En un matraz bola de
150 ml conteniendo 66 ml de metanol, se agregaron 2 ml de solucion NaOH 4 N . 4 ml de
Hp07 al30% y | g de DPA; la mezcla de reaccion se mantuvo con agitacion a temperatura
ambiente durante 20 hrs, transcurrido este tiempo se agregaron 10 ml de agua y la
suspension resultante se extrajo 3 veces con 100 ml de CHCly cada una; posteriormente la
fase organica se lavo 3 veces con 100 ml de HyO cada una, despuds de lo cual se seco con
N804 en reposo, se filtro y se evapord a sequedad. El solido resultante se cristalizo en
metanol y bafio de hielo, obteniendose un rendimiento de 99%. Las constantes fisicas y
espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 2.

TABLA 2

PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOP
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SINTESIS DE IB-ACETOXI-160-170-EPOXI-4- PREGNEN-20-ONA XXV. 1a
acetilacion del alcohol en C-3 se realizo por una acetilacion convencional con anhidrido
acético y piridina. En un matraz de 50 ml se adicionaron 10 mi de (CH3C0)20, 10 ml de
piridina y | g del epoxido XXIV. La mezela de reaccion se mantuvo 12 hrs con agitacion
ummameatmnmumUmanmwmmlmnwunMocMeuwnmxscaMdnmwmlmnanmczﬁg
de hielo y el precipitado formado se extrajo 3 veces con 50 ml de acetato de etilo cada una;
posteriormente la fase organica se lavo 3 veces con 100 ml de una solucion de HCI at 8%
(p/v), después de lo cual se neutralizo la fase organica con una solucion de NaH (O,
saturada. Después de esto se seco con NuapSOq en reposo, se liltro y se evaporo o
disolvente a sequedad, el solido resultante se cristalizo por par de disolventes acetato de
ctilo-éter isopropilico, obteniendose un rendimiento de 99%. 1.as constantes fisicas y
espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 3,

TABLA 3

PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPUESTO XXV.

Soa———
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SINTESIS DE 3f-ACETOXI-20-ETILENDIOXI-160-170-EPOXI-5-PREGNENO
XXVL. La proteccion del carbonilo en C-20 se realizd con moditicaciones a la técnic:
previamente reportada (Dauben H. ef ¢/ 1954). En un matraz de 50 ml, se disolvieron 7 ml
de tolueno, 3 mi de etilenglicol, 3 ml de ortoformiato de trimetilo, 14 mg de acido
paratoluensulfonico (pTSA) y | g de epoxiacetato XXV (Todos los reactivos utilizados
estaban anhidros). La mezcla de reaccion se mantuvo 6 hrs con agitacion y temperatura de
609C en condiciones anhidras. Transcurrido este intervalo, se adicionaron 5 mg de acetato
de sodio anhidro y se extrajo 3 veces con 50 ml de CHCly cada una; posteriormente, la fase
organiea se favo con agua y se seco con NaaSOy4 anhidro, despugs de lo cual se filtrd y se
evapord el disolvente a sequedad. El solido resultante se cristalizo con metanol-CHC 5,
obteniendose un rendimiento de 74%. Las constantes fisicas y espectroscopicas se presentan
a continuacion en la tabla 4.

TABLA 4
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPUESTO XXVI.

L
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SINTESIS DE 20-ETILENDIOXI-3p,-170-DIHIDROXI-16p-METIL 5-PREGNENO
XXVIL Para la insercion del metilo en posicion C-16 se utilizo reactivo de metil-Grignard
y las condiciones de reaccion se determinaron conforme d los rendimicntos obtenidos
después de numerosas variaciones de la técnica (Bernstein, B. y Litell, R. 1960). En un
matraz bola de 100 ml se adiciond | g del compuesto cetal XXVI, 22.1 ml de cloruro de
metil magnesio 3M en tetrahidrofurano, 20 ml de tetrahidrofurano anhidroy | g de Cul. La
mezela de reaccion se mantuvo 24 his a reflyjo y agitacion en atmosfera de Noa.
Transcurrido ese tiempo, se adicionaron 10 ml de solicion de NH4Cl saturada (lentamente):.
en seguida se extrajo 3 veces con 100 ml de CHCI3 cada una, y posteriormente se lavo con
Hr0 hasta que se observo pH neutro. La fase organica se seco con NanSOy4 anhidro, se
filtrd y evaporo a sequedad. El solido resultante se cristalizo en metanol-éter diisopropilico,
obteniendose un rendimiento de 60%. Las constantes fisicas y espectroscopicas se presentan
a continuacion en la tabla 5.

TABLA S
SPETO
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SINTESIS DE 3§,17a-DIHIDROXI-16B-METIL-5-PREGNEN-20-ONA XXVIII. Para
la desproteccion del carbonilo en C-20 se llevd a cabo una hidrolisis en medio acido con
acido acético acuoso a reflujo. En un matraz de 50 ml se adiciond 1 g de compuesto
metilado XX VI, 4.5 ml de metanol, 10 ml de acido acético y 10 ml de agua. La mezela de
reaccion se mantuvo 2 h a reflujo con agitacion. Transcurrido ese tiempo. se llevo a una
temperatura de 4°C, y el precipitado obtenido se filtro y se seco a temperatura ambiente. E:l
solido resultante se cristalizo en CHCl3  obteniendose un rendimiento de 80%. Las
constantes fisicas y espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 0.

TABLA 6
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS EL COMPUESTO
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SINTESIS DE 17-0-HIDROXI-16--METIL-4,6-PREGNADIEN-3,20-DIONA XXIN,
La obtencion del sistema +,6-dien-3-ona, se realizo mediante la reaccion de bromacion-
dehidrobromacion previamente descrita.( Shapiro E- 1972). En un matraz de 50 ml se
adiciono g de compuesto hidrolizado XXVILL 3.015 g de LinCO3, 2 g de LiBry 14.28 ml
de DMF, los cuales se mantuvieron en agitacion y temperatura ambiente durante 30 minutos
Transcurrido ese tiempo se adicionaron 0.07 g de bromo disueltos en 4.7 ml de dioxano. La
mezcla de reaccion se mantuvo con agitacion a 809C durante 2.25 hrs, despucs se enfrio y
adicionaron 65 ml de agua conteniendo 12 g de NaplSO3. La suspension se filtro y ¢l
solido se seco a temperatura ambiente, obteniendose un rendimiento de 85%. Las constantes
fisicas y espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 7.

TABLA 7
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS El. COMPUESTO OXIDADO
XXIX.
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SINTESIS DE I7a-BU'I‘IROXI-I6[3-ME’I’lL—4,6-I'REG‘.NAI)IEN.3-20 DIONA XXX.
Para llevar a cabo la esterificacion en 17-0. s¢ tomaron i cuenta las recomendaciones para
esterificar alcoholes impedidos estéricamente previamente publicadas. (Shapiro L. e ul
1962; Shapiro E. ef al 1972). En un matraz de 25 mi se adicionaron 1 g de compuesto
oxidado XXIX, 10 ml de acido butirico recién destilado, 5 mt de anhidrido trifluroacético y
100 ml de acido pTSA. La reaccion se levd a cabo con agitacion, a temperatura ambicnte
durante 5 min, después de lo cual la mezcla se vertio sobre 3 ml de una solucion acuosa de
NayCO3 al 10% (p/v), y s¢ extrajo 3 veces con 20 mi de acetato de etilo cada una. La fase
organica sc lavo con agua hasta llevarlo a un pH neutro, se secd con NapSO4 anhidro, y el
disolvente se evapord a sequedad, obteniéndose un rendimiento de 60%. Las constantes
fisicas y espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 8.

TABLA 8 |
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPUESTO XXX.
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SINTESIS  DE 17a-BUTHRONI-60 7('1—I",I'().\'l-l()[H‘vlI‘Z'l'llr-l-l’l{l'l(';N|CN-3.20~
DIONA XXXI Para la oxidacion de la doble ligadura en Co-C7, se utilizo la teenica con
acido metacloroperbenzaico (MCPBA) previamente reportada. (Shering A. 1967, Shering
A. 1963; Shapiro E. ef al 1972). Enun matraz de 25 mi se adicionaron 100 mg del butirato
XXX disucltos en 10 ml de CHC!3 anhidro y 400 mg de MCPBA fentamente. La mezcla de
reaccion s¢ mantuvo a reflujo con agitacion durante 18 lrs cn condiciones anhidras,
Transcurrido ese tiempo, la mezcla de reaccion se lavo 5 veces con porcianes de 50 ml de
solucion acuosa de NagCO3 saturada. Posteriormente la fase organica se lavo con agua
destilada hasta pH neutro y se seco con NapSO4 anhidro en reposo. Después de lo cual se
evaporo ¢ disolvente a sequedad, obteniéndose un rendimiento de 60%. Las constantes
fisicas y espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 9.

TABLA 9
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPL

JSTO XXX
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NTESIS DK li-BR()M()~I7u-lll."l'lR().\l-I(»[l—MIC'I'I|‘~4,(i~|’lll°l(.'NAl)lICN-J.le-
DIONA XXXII. Ly introduccion dl halogeno en C-6 se realizo mediante la 1éenica e
formacion de la halohidrina conespondiente vy su posterior deshidratacion, reportada
previamente. (Akagi, S y Tsuda, K. 1961 Shapiro L. e al 1972; Shibata K. 1992). En un
matraz de 50 mi se colocaron 0 § g def compuesto epoxido AXX1y 8 ml de dcido acético
glacial. La mezcla se Puso en agitacion y unma vez disuelto todo ¢l compuesto se afiadieron
gotaa gota 2.5 ml de solucion de HBr al 28% en acido acético glacial. Se puso en agitacion,
a temperatura ambiente, durante 2 h, después de lo cul se calentd la mezela a 900¢ durante
45 min. La mezcla de reaccion se enfrio en baiio de hielo v se neutralizo con solucion de
NaHCO3 al 5 % (P/v) y se extrajo 3 veces con porciones de S0 ml de acetato de etilo cada
una. La fase organica se lavd con agua y se seco con NupSOq4 anhidro en reposo. Se filtrg y
el disolvente se evaporo a sequedad, obtenicndose un rendimiento de 47%. | u¢ constantes
fisicas y espectroscopicas se presentan a continuacion en la tabla 10

TABLA 10
PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL COMPUESTO FINAL,
XXX,




TABLA 11, ASIGNACIONES DE  DESPLAZAMIENTO QUIMICO
COMPUESTO FINAL XXXII EN I3CRMN,

12 3 4
1OCOCH,CH,CH,
CHj16p

: S
S WA RS

Y

S
N

-..:. \..z%.i} :
N SEOINNER PR
Y s ety R
e ;

3 3

: 2 3
: \Q\§ A

N

-

RN
L
: T

* asignacion insegura,

47

DEL




48

ENSAYO DEACTIVIDAD ANTIANDROGENICA.

La actividad antiandrogénica de los denvados sintetizados se Hevo a cabo tomando como
parametro de la potencia antiandrogénica de los compuestos, la capacidad para inhibir la
actividad de la enzima S-a-reductasa, ya que ésta convierte li testosterona XX a DHT XX
que se considera un androgeno mas potente (Mallamo J. ¢f al 1972).

OBTENCION DEL EXTRACTO CONCENTRADO DE PROTEINAS.

Siguiendo técnicas de extraccion de la enzima previamente publicadas (Frederiksen, D. y
Wilson, J. 1971, Usui T. ef al 1987), se dispuso de 2 ratas macho de 250 g de peso,
sacrificaindolas por desnucamiento. Inmediatamente fueron extraidos el higado y los
testiculos. Estos tejidos se homogeneizaron por separado en 2 partes de solucion de KCI
0.17 M; El extracto se filtré y centrifugo a 15,000 x g durante 30 min, se recuperd el
sobrenadante y se saturd al 50% con (NH,),S0, en frio, el precipitado formado se dializd en
contra de 1 | de buffer Tris-HCl SOmM pH 7.3 durante 24 hrs, El dializado obtenido se
centrifugo a 10,000 x g durante 10 min y el sobrenadante obtenido se utilizo como extracto
concentrado de proteinas para realizar el ensayo enzimatico. Todas las operaciones se
llevaron a cabo a 4°C. La proteina del extracto se determind por el método de Bradford
utilizando albiimina sérica de bovino como estandar (Bradford. 1984).

CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD DE 5-0-REDUCTASA.

La cuantificacion de actividad de S-oi-reductasa se realizo incubando 100 g de proteina del
extracto concentrado obtenido, en un medio de reaccion que contenia: testosterona 500 uM,
buffer Tris-HCi 100 mM pH 7, NADPH 100 pM. Se incubo durante 30 min a 37°C con
agitacion y se determind la variacion de absorbancia a 340 nm en un espectrofotometro
Perkin-Elmer Lamda 2.
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APENDICE B ESPECTROSCOPIA
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ESPECTRO 1. ESPECTRO DE UV DE 16-DEHIDROPREGNENOLONA XXIil.
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