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OBIJETIVO

Dcnlro de la busqueda de di i que pucdan ser leados en la

pé del ca p atico ¢ hlperplasxa atica beni podra tener una utilidad

ial los S para cl de paci que prod altos nivcles de
ona (VIII), i que puede originar el cincer de la préslnta

En la actualidad el acclalo de ciprotcrona (I) es ¢l antiandrégeno que sc utiliza

para cl del cancer de 1a préstata cn ¢l ser humano, cuyo

i de 16 i en inhibir la actividad de la enzima que mctaboliza cl

precursor del nndrégcno en cl érg:mo blanco; sin embargo, cste firmaco prescnta cfectos

que li su uso. Por lo tanto, ¢l objctivo de este trabajo es el

de obtencr un compucslo que actiic como sustituto del acetato de clprolcrond (l) quc
actividad génica y los mini cfectos col; ales no d

Pnra esto se i i i un al del de ciproterona (I) con las

risticas biolégi i das hacicndo los bi ios en la estructura de

la molécula.




Al hacer un anélisis de 1a estructura quimlca ¥ 1a actividad biolégica de una serie de

d con ci de ip (I) sec observa quc su actividad
anllandrégemea se debe en parte a 1a presencia de un grupo clectroncgativo y una doble
d en C-6. Asimi: un en los carbonos C-1 y C-2 cleva la actividad,

asi como el tamafio del sustituyente en C-l 7 y la presencia de un grupo alquilo en C-16.

C i do las isticas cstr antes das se p ala
sintesis de un nuevo derivado a partir del de 16 idrop (II) con las
igui di i i duccién de dobles ligad en C-4 y C-6, con la

conjugacién de un grupo carbonilo en C-3, un grupo hidroxilo en C-17 y un grupo mctilo
en C-16. De esta manera se obtuvo como compuesto objctivo ¢l derivado 17-a-hidroxi-16-
B-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona (III).

AcO




INTRODUCCION

Los ides son ias que ituyen un grupo ampliamente distribuido en

la naturaleza, se les puede encontrar tanto en el reino vegetal como cn el animal, son
compuestos que contienen en su eslruclura base el nucleo del
hidrofe (IV) . Este nucl ido en

las poslcmnes C-10 y C-13 por grupos metilo, en C-17 es frccucme la prescncm dc una
cadena lateral hidrocarbonada o bien de una funcién oxi es un
grupo hldl’OXI o carbonilo en C-3. Los esqucletos bisicos en los que se clasifican los

se en el E: A [1,2,3].

Los esteroides incluyen una gran variedad de compuestos de origen natural, entre
los les se los (V), los acid ili (VI) , las hormonas sexuales
(VII), las hor d ical las p i los glicosid Vit v
algunos alcaloides (4).




CLASIFICACION DE LOS ESTEROIDES
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Debido a la amphn variedad en la que se encucntran prescnlcs y a su n'nponancm

fisiolégi los han sido objcto dc una cuyo
estudio sc ha visto sin duda do por la d idad de aplicaci en el de la
dici La | poli i de los ides ha p itid Ilar una gran
variedad de derivados esteroidales p itiendo hacer p i y experi la
influencia posible de un grupo quimico sobre otro p do propiedad i
lej. Esto ha Il derivados id: intéti que p
ion fisiologica y far 1 ‘,l ¥ cuya ia pueda ser mayor sin descartar los efectos
tédxicos para su uso prolongado.
A 1 el iandrog, més p i di ible en el
es cl de cip a; sm embargo, cste fanmaco prcscnln efectos
darios i no d; dos que limi su uso cn el tratamiento de pacicntes
del sexo masculino; razén por la cual, Ja i igacién se ha enfocado hacia ¢l desarrollo de
f: que pr el mini de efe il i les posibl (5,6].




AL b S i bl i

Por el analisis de Ia relacién estructura-actividad bioldgica de los dré
de ¥ sus derivados) se ha concluudo que su ncuvndad se
debe a la estructura casn plana de la 1écul. alap del grupoe l-a-2-a-

ciclometileno en C-1 y C-2 ( o bien un doble enlace entre estos dos atomos de carbono
presenta casi el mismo efecto ), a los dobles cnlaces entre los carbonos C-4 y C-5 y a los
carbonos C-6 y C-7, al i i en C-6 y al grupo alfa acetoxi en C-17,
asf como a los dos grupos cclémcos en C-3 y C-20.

Se conoce que 1a relacidn de la estructura-actividad biolégica encontrada cn nuestro
laboratorio cs valida en la scric del pregnano. Todo esto nos llevé a proponcr cn la presente
tesis el sintetizar un derivado del pregnano que reuna las isticas antes
descritas sin contar con la p ia de un halé 5> en C-6. Este compuesto se va a evaluar
farmacolégicamente o se va a usar como un intermediario cn la sintesis de otros
antiandrégenos.,  Por lo anterionmente expuesto sc mlclé la sintesis del compuesto objetivo
empleando como materia pnma et de 16-dchidropr 1 (1I), mi que fue

a las sigui ifi iones :

a) Introducir un grupo menlo en la posicién del carbono C-16,
b) d ién de dobl 4 en las posi de los carbonos C-4 y
C-6.

Lo que finalmente nos llevé a obtener ¢l compuesto

I —OH

o

17-a-hidroxi-16-3-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona.




GENERALIDADES

De la actividad endocrina ejercida por las células de Lcyd|g. mismas que se
encuentran agrupadas cn ¢l tejido conectivo entre los tiibul os de los
las hormonas clab das por cstas células y que son liberadas hacia e} torrente vnscu|ar s¢
conocen como ANDROGENGOS. El princi 6 esla ona (VIII) (pigina 5).

Los androg; son ides que r lan las isticas mds importantes de
fisiologia ¥ i sexual en varoncs {7], estos ticnen tres efectos principales:
rcgulan la funmon de la préstata y las vcsiculas scmmnlcs. nctuzm como anabédlicos y son

responsables de la expresion de ias.

isticas

en érganos como ¢l higado y la prostata

La elab ion de andro se p
cuya comnbucuén fsxoloblca es en canudadcs minimas. En las mujcres, los ovarios y las
p idad: muy de (VIII). La
de dro en los i se regula por eslimulo de la hormona luteinizante
lante (FSH) en el epitclio

(LH) en las células dc Leydig y por la b
germinal {8.9,101.

drog: se han clasificado en dos:
o "

1651 lacionados con
) ¥y otro a altas

idad de andsé (hip

) [11,12].

Los desé P
uno en razén a una baja

La ién de (VHI) influye en ¢l & 1o del i de pré
(6rgano sexual masculino primario), de manera que se trata de un cancer
hormonadependiente. Esta forma de tumor es activada por los andrdgenos.

El ca itico es un decimi muy in ¢n t t de edad d.
(60 a 70 anos) [ l3] Corno de :sto. lap ia ocupa el do lugar
entre las cirugias p i cn b Aun do lap ia resulta
decimi es io lar los riesgos

scr un tratamicnto accpmblc para estec p
en los p somcudos a dlchas intervenciones qunrurgu:as,cn Ios cuales

sep como: diab < hiper

b1 A e S s e M e o



que aumentan los riesgos de la cirugia. y hay que considerar que es una enfermedad
recurrente { 14], lo que pcrmne justificar los csl'uerzos realizados en el disefo y sintesis de

P en Ia p dc esta enf d. Siendo que ¢l cancer prostitico revela
una alta incid y ituye un probl lmporlanlc de salud, se. han dcsnrrollado una
nmplm gnma dc farmacos empleados para éste y otros padeci con

los 1 genéri se han clasificado como

ANTIANDROGENOS.
Los antiandrég son i imi general ides sintéticos o de
ongcn endégeno, que prcvxenen la cxprcslén de los andrégenos en su sitio de accién, al
+{ los r ptores en los dérganos blanco; esto debido al caricter
oni petitivo de los dré frente a los andrégenos por unirse a la misma

proteina receptora. Sin cmbargo, puede deberse también a que inhiben o modifican la
c¢ntrada de testosterona (VII) a {a célula o bien a la inhibicién de su conversién a su forma
activa: S-a-dihidrotestosterona (DTH) (IX) [10}. Por lo tanto. el efecto mhlbuono de
cstas ias debe di iarse de aquellos comp que disminuyen la si o
lib i i >y 1a hipofisis anterior o de aquellas que actéan

is o secrecién de andrégenos. Es decir,

los podrian blog 1a si is o el cfecto de la
lcslollcmna mdégcna (VIID) mcdlame una accién sobre el reccplor-untmndrogcno que
a la fi ién del plcj 2t P v asi inhibiria la efectividad del
_._xv as enel po h
OH

tH DTH(IX)

AN A Y 1




i édica se describec a

La aplicacién de los antiandré enla p
continuacién [15]:

PLICACION DE
IANDROGENOS

Tratamiento del cancer de la prostata
Hiperplasia prostatica benigna
i

lidad en el hombre

Anti, ptivos en el h
Pubertad precoz en niilos
Virilizacién en la mujer
Acné
Calvicie prematura

-3

Bidsicamente se conocen dos estrategias o métodos para sintetizar un esteroide
antiandrogénico de acuerdo a su actividad biolégica, como se describe a continuacion:

1. Produciendo cambios en la molécula de Ia testosterona (VIII), de manera que se
obtenga un efecto antagdnico, es decir, que el compuesto sintetizado interaccione con el
receptor sin producir un efecto androgénico, bloqueando la formacién del complejo

andrégeno-receptor.

II.  Modificando la molécula de la progesterona (X), pues la progesterona (X)
(antiandrégeno natural) tiene cierto caricter antiandrogénico, pero por sus efectos

progestacionales no puede ser utilizada como tal (para eliminar el efecto anabdlico y
aumentar ¢l efecto antiandrogénico) (15].



Progesterona (X)

(e}
Dos ejemp de s con actividad d ¢ de do a los
postulados anteriores, se i a i i
DERIVADOS DE LA PROGESTERONA. Mcdrobcstcrona XI1), A-
norprogesterona (XI{), derivados con un grupo metileno en pos:cwn alfa en los carbonos C-
1 y C-2 como ¢! acetato de ciproterona (I) y p con h en Ia lécul.
(XHD , (XIV).
DERIVADOS DE LA TESTOSTERONA. 17-alf tif-19-nor ona (XV).
P mas p (XVI).
ANTIANDROGENOS METODO
DERIVADOS DE LA TESTOSTERONA
OH
-~ CH, - —~CH,
(Xv) [e] (o) é* (XV1)



ANTIANDROGENOS METODRO ¥
DERIVADOS DE LA PROGESTERONA

o . o Acctato de ciproterona (1)
at, Medrogesterom (XI1) Q
SH
o
o\
A norprogesterom ( X1 ) ¢xan)
NHCOCH:

(XIV)




Se antiandrég, cuya si is no deriva de la progesterona (X), ni de la
testosterona (VIII), como la espirol (XVII), la cspiri (XVI) y los que tienen
caracteristicas similares al acetato dc ciproterona (XIX) , (XX) .

e SCOCH3

Espiolactona ( XVII) Espirbazona ( XVIII)




Ademads, se han desarrollado numerosos firmacos de ongcn no estero:dal que
éni que a conti se

muestran una variada gama de efectos antiandr

Flutamida (XXI)
Hidroxiflutamita (XXIT)
Anandron (XXIII)
Dictilestilbestrol (XXIV)
Ketoconazol (XXV)




ANTIWNDROGENOS NQ ESTEROIDALES

H

H H
! !
N ° N
3 3 Hidroxiflutamida ( XXII)

Flutamida ( XX!)

o ey

+ Dictilestilbestrol { XXIV)

I-Z:

Anandron (XXHi)

N
I J e
CH:'E—N OCH; L\\T'—@C‘
~/ 7

Kctoconazol ( XXV)



Como se observa, existe una amplia gama de compuestos antiandrogénicos; pero ¢s
importante mencionar que la diversidad de compuestos ha estado determinada por cada
variante de hiperandrogenismo, el grado de avance de la enfermedad., la via de
administracién, las contraindicaciones de su utilizacién, y los efectos colaterales nocivos de
cada farmaco. En mencién de este iltimo punto, este factor ha estimulado el esfuerzo en el
buitsqueda de nuevos farmacos con mayor potencia antiandrogénica y menor efecto colateral
posible. Entre los efectos nocivos que reducen la utilidad clinica de antiandrégenos. se han
evaluado los que se pueden presentar a corto y largo plazo, y a todos los niveles fisiolégicos
que van desde comportamiento sexual hasta anormalidades honmonales y atrofia celular.
Muestra de ello se iona en la sigui tabla.

Ginecomastia
Retencién de fluidos
Naiuseas
Fallas cardiacas
Dietilestilbestrol (XXIV) [16] Ginecomastia
Retencién de fluidos
Naduseas
Fallas cardiacas
Espirolactona (XVII) [16] Ginecomastia
Pérdida de la libido
Impotencia
Anommalidades en el semen
Irregularidades menstruales

Ketoconazol (XXV) [17] Efectos hepatotoxicos
Flutamida (XXI) [18,19] Nauseas severas
Acetato de ciproterona (I) [20] Disminuye la libido

Impotencia sexual
Regresion de las caracteristicas
sexuales secundarias




Cabe mencionar que los o hor 1 f i como ¢l
estradlol (XXVD) y ia csxrona (xxvu) l‘ucron las i d un tiempo en el
de enfer prod por ion del nivel de andrégenos, no se
id iandro ya que su accién es contmrrcstar el csumulo androgémco de la
hormona luteinizante (LH), ¢s decir, mhlben en forma d P la prod ién de
(VHD), mi que los i a los di ‘_, en los

tejidos blanco.

OH °

i
SOE
HO f HO'

Estrona (XXVI1)

En virtud de la limitada unhdad clinica de varias de las opciones disponibles de

i se hace i0 cl dio de altermativas que cn gcneml
dismi: al maxi los efe les del fi Y que exp mayor p
antmndrogemca. lo que ha llevado a establecer las caracteristicas de un antiandrégeno idcal

[1s):

- No debe ser toxico

- Dcbe tener baja actividad hormonal
- Debe tener el da actividad iand
- No debe disminuir 1a libido

ESNPHR



Acerca de los rnuuc- i estr que una molécula debe cumplir para
mostrar actividad ica p ial, es prud observar los compucstos que se
obticnen por cada étodo de is 1 y II (pagi 9), en los que se agrupan los

iandroé idales mas importantes. La primera aproximaciéon que se puede

. €5 una clasif ién dec estos en derivados dc la (VII) (andr ) ¥
por otro lado derivados de lap ona (X) (pr ). esta lusién no es casual ya
que se ha reconocido sin lu;,ar a dudas la actividad iand énica de la p (X)
[21]. por lo tanto, la ia fue ta ob ion de dcn\ados de la (cslostcrona (VIII) que
pucdan antagonizar ¢l cfecto de ésta por ¥ iaconsur P mlcntras que en los
derivados del pr lai ion es 1a actividad iand é di ir al
mixlmo la actividad progcslaclonal. Por lo quec, para nuestro propdsito, la razén de

en una variedad de derivados de la progesterona (X) con
actividad d &ni schab do cn lo si

1. Siendo la pregnienclona un paso anterior cn la biosi is de la pr [e,9])
precursor inicial de la bi is dc otros csteroides con actividad blologlca como:

drég estrog ¥y corticoid parece r ble pensar en inados como
resultado de su boli

2. La progesterona (X) es un bucn punto de partida, dado que la actividad
progestacional de ésta se puede manipular con facilidad [22

3.Lap (X) ia la inhibicién de la 5-at-red ima que 1i
la formacion de DHT (IX) que es un Aré mas p que la (VHD
[233.
en estos di: se ha podid bl una relacién empirica entre la
actividad antiand éni del ide y su estructura rnolccular [24]. La siguiente tabla
describe las modificaciones més importantes en la écula de la p que

conducen a una actividad antiandrogénica mas elevada.




4 . Progesterona
MODIFICACION ACTIVIDAD
Doble ligadura en C-1 o un grupo Aumenta
ciclometileno entre C-1 y C-2
Reduccién del carbonilo en C-3 0 en C-20 Disminuye
Un grupo electronegativo en C-6 Aumenta
Reduccién de la doble ligadura en C-4 Disminuye
Grupos volumi s o electry ivos A
en C-17
Cualquier sustituyente que haga la Aumenta
molécula mas plana
Anillos A-nor o D-homo Disminuye
Grupo metilo o metileno en C-16 Aumenta
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RUTA GENERAL DE SINTESIS

AcO’ (1) HOY

ESQUEMA B
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NOTAS

DETERMINACION DE CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS

Los puntos de fusién (pf) se¢ determi cn un ap de Fisher-Johns y no
estin corregidos.

Los espectros de ultravioleta (UV), se dcterminaron con metanol en un
espectrofotometro UV-visible Perkin Elmer 202.

Los de i jo (IR) sc realizaron sobre pastillas de bromuro de
lucion en un foto de infrarrojo Perkin Elmer Mod. 337.

ocn

Los csp de i éti ! (RMN). sc determinaron en cl
espectrofotémetro Varian EM 390, utilizando como iai el ilsil
(TMS).

La cromatografia cn capa fina (placas prep ivas) se realizé do gel de silice
Merck Art. 7730 silica Gel 60GF.




DISCUSION

La ruta de sintcsis, tal como se presenta en cl Esqucma B (paglna 19), se inicié
tomando como materia prima el de l d P! (16-DPA) (ll).
esteroide que presenta las funci lidad, ias para su transfor
en el compuecsto objetivo. Como parte mu:lal la matcria prima se caracterizé mediante
sus caracteristicas fisicas y cspcc(roscoplcas (Tabla 1, p:igma 28): El espectro de UV
(Esp 1, pagi 43) la ex ia del con A max de 240 nm
cor di ala a[}-msalurada en C- lG-en-C-ZO-ona. Por su pare, cl
p o de IR (E 2,p 44) rcgistrd la exi ia de dos les en la zona
de los carbonilos en 1662 cm™ y 1730 cm’™ correspondi ala «,B-i
cn Cc-20 y al cnl'bomlo del acetoxi sobre C-3 respectivamente. En tanto, cl cspcclro de

Nucl (Esp o 3. pagina 45) p 6 las
dos singuletes centrados en 1.0 ppm y en 1.2 ppm (3H para cada uno) asignadas a los
mctilos angulares C-18 y C-19 respectivamente, asi como dos seiales en 2.1 ppm (3H)
y23 ppm (3H) do al tilo C-21 y al ilo a-carbonilo del éster sobre C-3
d 4s dc observarse un multiplete en 4.3 ppm (1H) asignado al
prolén base del acetoxi en C-3. En la zona de protones vinilicos se presenta un doblete
en 5.4 ppm (1H) perteneciente al proton vinilico en C-6, asi como un multiplete ¢n 6.8

ppm (1H) do al protén vinilico en C-16.

El primer paso de la sintesis involucré la oxidacién de la i acién en C-16, la
cual pertenece a un si a,B-i da, lo quec dara lugar a la formacién del
epéxido (XXV lll). cn las poslmoncs C-l6 y C-17. El método de eleccion en estos caso
es la ep con p de h ‘, (H:0;) cn medio basico. reaccién que se
favorece por la ién con el carbonilo en C-20 [25]; la base facilita la
formacién del anién hldropcmxldo (HOO™ ). Una cllmmaclon poslenor de (OH) da asi
el epéxldo descado (XXVlll) El P izé por sus constantes

y S que se pr en Ja Tabla 2 (pégma 30). EIl epéxido 16-a-
17 A-3-B-‘ hid: preg 20-ona (XXVIII) no presenté una absorcién en UV
debido a ia falta de un G El dc IR (Esp 4, pagina 46) dc este
compuesto presenta una scfial i correspondi al epéxido en 805 cm™’ |, también
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se¢ pucde observar ln sefal del carbomlo pcnetlleclcmc a la cetona en C-20 en 1692 cm”™

bandas en 2940 cm™’ , 1450 cm y 1380 cm’™ corr di a los ilosen C-18 y
C-19. La banda en 3440 em’! perteneciente al grupo OH en la posicién C-3, que se
formé en cl proceso de la xidacién, momento en que cl Erupo acetoxi sufre

hidrélisis. La sefal en 3020 ¢cm” sc asigné a la insaturacion en la posicién C-5. También
desaparece la sefal en 1660 cm’ ' de la cetona a, B-insaturada, la sefial en 1050 cm™’
corresponde al cnlace C-O del grupo epéxido. Por su parte . cl espectro de RMN

(Esp 5, pagina 47) cvid ia de la reaccién en funcién de la presencia de
dos les de p base de funci oxi das; una de cllas correspondicente a la
base del cpoxldo en C-16 con un singulete en 3.3 ppm (IH) ¥ la base del alcohol en C-3
con un singulcte cn 3.6 ppm (1H); ad is de la d icién de ia senal del pro(én
vinilico correspondi alai aciéon en C-16. En cste mismo espectro se registran
las les corr di a los metilos angularcs en l l ppm (3H) y 1.2 ppm (3H)

asignadas a los m:lllos C-18 y C-19 resp la sehal del mctilo o a

la cetona en C-20 en 2.1 ppm (3H).

E! siguiente paso de la sintesis consistio en la accul.nclon del alcohol ecn C-3 del

compucsto Xxvumn, cl cual al estar lizado en or ion ccuatorial favorecié la
de rendi ivos. E! método ecmpleado consistié en una

ilacio 1 i una fa dc anhidrido acético y piridina. El
producto acctilado (XXIX) se 126 por sus fisicas y espectroscépicas
enlistadas en la Tabla 3 (pagina 32). El P de IR (Es 0 6, pagina 48) indica la

prcscncm de una scital cn 1732 cm’' asignada al carbonilo del acctoxi ¥ una sefal en
1698 cm’' correspondicnte al carbonilo de cetona en C-20; la ausencia de la scial en
3440 cm™' uplca para el alcohol libre confinma la acetilacion realizada. En cl espectro
der (Esp o 7, pagina 49) mostré un singulete en 1.0 ppm
(61 correspondi alos il C-Is ¥y C-19. El singulcte en 2.1 ppm (6H) sc asigné
al metilo Ael grupo acctilo sobre C-3 y al metilo en C-21 « a la cetona en C-20. La
sefial aguda < 3.7 ppm (1H) sc asigné al protén base del cpoxido en C-16. El
multiplete en 4.5 ppir (1H) correspondc al protén base del acctoxi en C-3. El doblete en
5.3 ppm (1H) se asignd ai protén en C-6.
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i is implicé Ia p ién dcl bonilo en C-20 del

El paso sigui de la
p (XXIX). decbi a que el prdxlmo paso mvolucm la apcnum dcl cpoxldo
mediante un rcactivo de Grignard. Esta se
ortoformiate de mctilo, tolucno como disolvente y acido p-lolucnsull‘omco para dar
lugar a la fc én del dioxol (XXX) ("7]. El cetal formado (XXX) se¢
iz6 por sus fisicas y i mostradas cn la Tabla 4 (pigina
34). El espectro de IR de este compucsto (Espcclro 8. pagina 50) rcflcja la desaparicion
de la sefial correspondiente al carbonilo ceténico en C-20, mostrando tnicamente una
sedal intensa en 1720 ecm™  pertencecicnte al casbonilo del éster sobre C-3.  El espectro
dos sil I en 1.0 ppm (3H)

de RMN (Esp o 9, pigina 51) del
di a los il ¢ en C-18 y C-19

y 1.1 ppm (3H) corresp
respectivamente. De igual manera sc observa un singulete en 1.5 ppm (3H) asignado al
metilo C-21. Se registra ademads, un singulcte en 2.1 ppm (3H) pcrtenccicente al metilo
del acctoxi sobre C-3. En 3.3 ppm (lH) el espectro mucstra un singulete
corrcspnndlcnlc al pmlon base del epéxido en C-16. Como evndencm de la formacién
del grupo dioxi d fo . sc un ftp en 3.9 ppm ($H)
aslbnado a los proloncs del los metilos de! dnoxolano sobre C-20. En 4.6 ppm (1H) se
al protén base dcel acetoxi en C-3. En la zona dc

r un
protones vinilicos se obscn’n un doblcte en 5.3 ppm (1H) que se asigné al protén cn

C-6.

paso dc la sintesis, se buscé la

Para la apertura del epéxido, como sigui
insercién del metilo en C-168 en el compuesto (XXX), La posicién  del metilo resulta
el cual se trata de una sustituciéon SN, cn la apertura del

del de Ia T 16
éxido que debe ser una sustitucion lra.nsdnaxlal {28]. El compucsto
mcnlado obtenido (xxxn se caracterizé por sus y Spi
36). El esp de IR de dicho compu:slo (Espectro

enlistadas en !a Tabla 5 (p
lO Pagmn 52) confirmé la presencia de una sefial intensa en la zona del alcohol en 3416
. banda correspondicnte al hidroxilo que se¢ presenta como resultado de la hidrélisis
dcl aceulo por recactivo de Grignard; también se observa una sefial aguda en la zona
caractcristica de¢ alcoholes terciarios en 3576 ecm’ . correspondicnte al hidroxilo en C-
17, gencrado con la apertura del cpéxldo en C-16- C 17. El espectro de RMN (Espectro
11, pdgi 53) pi dos en 0.87 ppm (3H) y 0.98 ppm (3H)
corr di a los il C-lB Y C-19 P un bl en
i do al i do cn C-160 ; el doblete resulta

1.17 ppm (3H. J=1.5 Hz),
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del acoplamiento de cste metilo con ¢! protén en C-16. E! singulete en 1.37 ppm (3H)

corresponde al meulo o del dioxolano sobre C-20. En 3.5 ppm (1H) se presenta un
al p én base del alcohol en C-3. El multipiete en 4.0 ppm

(4H) pencnecc alos meulenos dcl grupo etilendioxi sobre C-20. Por uGltimo, en ia zona
de protones vinilicos se obscrva un doblete en 5.4 ppm (1H) pertenccicnte al protén

vinijlico en C-6.

El siguiente paso de la si i istié en la hidrélisis del cetal (XXXI) para
regencrar ¢l carbonilo en C-20. Esta reaccién se llevo a cabo mediante un reflujo
moderado en medio écido, cuidande cl tiempo y la temperatura de reaccién, cn virtud de
la labilidad del alcohol en C-17c , que al ser un alcohol terciario con una configuracién
ficilmente podia sufrir una reaccion de climinacion en el medio acido de 1a

axial,

hidrélisis. Eslc compuesto hldrohzndo obtenido (XXXII) se caracterizé por sus
y P das en la Tabla 6 (pagina 38). El espcctro

de IR de este p (Esp o 12, pagina 54) mostré una sciial intensa en 1696 cm”™’

asignada al carbonilo de la cctona que se regenerd por la hidrélisis del cetal, también se

observé una scital intensa en la zona de alcoholes en 3462 cm™ correspondientc a los

grupos oxidrilos en C-3f y C-17a . En tanto el espectro de RMN (Espectro 13, pagina
P i,

SS) rauﬁco la ausenma del multiplete en 4.0 ppm que per a los del
d i en C-16 y C-18 aparecen como dos singuletes

Los
sobrcpucslos en 1.1 ppm (6H). También sc observa un singulcte en 1.3 ppm (3H)
corr al metilo lar C-19. En 2.1 ppm (3H) sc presenta un singulete

agudorpcncneclcnlc al metifo C-21. Por otro lada ¢! multipete en 3.5 ppm (1H) se
asigno al protén base del alcohol en C-3, 1a seial en 5.3 ppm (1H) es caracteristica para

el protén vinilico en C-6.

El ultimo paso de csta si i ituyé la for ion del 4,6-dien-3-ona
del compuesto (XXXII), ectona conjugada que s¢ obtuvo oxidando el alcohol en C 38 .
Esta reaccién cvité el i pasos adici les de si is que serian indi en

caso de oxidar primero ¢l sistema 5-cn-3-ol por la oxidacién de Oppcnaﬂcr para formar
la funclén 4-en-3-ona [29] y la posterior introduccién de la doble ligadura en C-6

una d 5n con cloranilo [30,31). La reaccién de bromacién-
deshid,

obr 16 leada se realizé utilizando bromo como agente oxidante, asi
como cl carbonato de lum. basc que abstraer ci protén alilico en C-4,0bteniéndose como
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prod el si d d 4.6-dien-3-ona. El compuesto oxidado obtenido (11I)
p 5 6fc en afia de capa ﬁna y sus constantes fisicas y
Spi sc i en la Tabla 7 (pagina 40). ion del S 4,6-
dxcn-3-ona se confirmé por la presencia de un miximo de absorbancia cn 284 nm
(Esp o 14, pagina 56). Elesp o de IR (E: o 15, ina 57) de este compucslo
mostrd la exi ia de dos en la zona dc carbonilos, una de cllas en 1662 cm™
asignada al carbonilo a,B.y.8 insaturada en C-3 y otro en 1702 cm’ - correspondiente al
carbonilo de en C-20; bién se obscrva una sefal en ¢l drca de alcoholes en
3498 cm! as:gnada al hidroxilo en C-17a . El espectro de RMN (Espectro 16, pigina
S8) 5 evid del P esperado; de las cuales, dos singuletes en

0.7 ppm (3H) y 09 ppm (3H), fucron asignados a los mctilos C-18 y C-19
respectivamente, as{ como un doblete en 1.1 ppm (3H,J=1.5Hz) correspondicnte al
metilo en C-16B . La scial intensa cn 2.1 ppm (3H) sc asigné al metilo C-21. En el
espectro sc observa también una scilal intensa en 3.9 ppm producto dcl DMSO
empleado para disolver €l compucsto. En la zona de protones vinilicos se registré una
senal en 5.3 ppm (1H) pcﬂcncclentc al protén vinilico en C-6; un singulcte en 5.6 ppm
(1H) i do al iti cn C-4 y un tripletc en 6.2 ppm (1H, J=1.5 Hz)
amgnada al prolén en C-7 el triplete observado con este desplazamiento sc¢ debe al
con el protén en C-8 y C-6.
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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 empled el extracto de testiculos de ratas wistar en virtud de ser
el principal sitio de biosintesis dec testosterona y andrégenos relacionados, valorando la

ctividad de inhibicion de la Sa-reductasa como indice de actividad antiandrogénica
potencial [7]. En la Grifica 1 se aprecian los resultados obtenidos en el bioensayo
)} inhibe la

empleando el extracto de testiculos de rata El de cipr
actividad de la Sa-reductasa en un 56.6% , en tanto que la materia prima, 16-DPA (II)

inhibe en un 33.5%, el compuesto hidrolizado (XXXII) presenta un valor de 37.0 % y el
compuesto oxidado (I11) indica un valor de inhibicion de 39.0%.

GRAFICA 1. EFECTO DE LOS INTERMEDIARIOS Y PRODUCTO FINAL
SOBRE LA ACTIVIDAD DE S-ALFA-REDUCTASA DE EXTRACTO DE
TESTICULO DE RATA.
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La actividad de los P como inhibi: de la S g en de

iculo de rata reflej ijes con resp al de cif ona que es el
antiandrogéno cstcrondal de clcccxén en ¢l mercado.

Para cvaluar fisiolSgi lai ién del mctilo en C-168 es preciso el estudio

in vivoe, ya que se rceonocc que esta funcionalidad protege al esteroide en contra de la

accién de enzimas que reduccen el carbonilo en C-20.

En cl presente estudio se explora ln acnvndad del compuesto final (III) como
se realiza una valoracién

inhibidor de la 5o
farmacolégica detallada en el Insmuto dc Pcdm(rm

La actividad que presenté cl compucslo final (l") in wlro lo proponc como un buen
do su comparacién

candidato para realizar cstudios far
frente a diversos compuestos como: .
dos en C-17 (al sustituir al hidroxilo),

- p esterifi
- p con la for ién de cpdxido cn C-6a-C-7a, ¥
- con il idSndeb en C-6; como intermediarios en la

f is de antiandrd
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- PARTE EXPERIMENTAL

Para la obtencidn del compuesto contemplado como objetivo final (III), se siguié la
ruta de sintesis que se puecde observar en el Esquemna B (pagina 19). En primer lugar sc
caracterizo espectroscopicamente la materia prima , 16-DPA (ID).

O
AcO &
pf 170-172°C
PM 356 uma
uv
A max 240 nmn cetona &,B insaturada en C-20
IR
1380, 1455m 2945 cm™ metilos y metilenos
1590 cm™ doble enlace conjugado C-16
1662 cm™ cetona «,p3 insaturada C-20
1730 cm™ carbonilo de éster sobre C-3
RMN
1.0 ppm singulete (3H, metilo C-18)
1.2 ppm singulete (3H, metilo C-19)
2.2 ppm singulete (3H. metilo C-21)
2.3 ppm singulete (3H, metilo del éster en C-3)
4.3 ppm multiplete (1H, base del acetoxi C-3)
5.4 ppm dobtete (1H, protdn vinilico C-6)
6.8 ppm multiplete (1H, protén vinilico C-16)
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[V} HO' (oas)

En un matraz bola de 100 m! se adicioné 1.0 g de compuesto 16-DPA (II), mismo
que se disolvié en 40 m! de metancl a § °C, en seguida se agregaron 2 ml de una solucién

de hidréxido de sodio 4 N y 4 mi de peréxido de hidrégeno al 30 26. La mezcla de reaccién
se vo con agi D ura bi durante 4 horas.

Terminado el tiempo de reaccidn, se cvagoré el disolvente aproximadamcntc ala
C por espacio aproximado de 60 min., se

tercera parte del volumen inicial, se mantuvo 2 4
filtré y el sélido obtenido se dejé secar. Una vez seco dicho sélido, se disolvié en 150 ml

Tt
de cloroformo; en tanto el filtrado inicial se sometid a tres extracciones con 100 mli de
cloroformo cada una, ambas fases orginicas se lavaron con agua hasta pH neutro, se
secaron con sulfato de sodio anhidro en reposo y se evaporaron a sequedad.

El sélido resultante se recristalizé con metanol, obteniéndose un rendimiento del

99.0%.




¢

50
HO oo/
pf ~ 180 -185°C
PM 330 uma
IR

3462 cm’’ alcohol en C-3
2934 cm™ metilos y metilenos

1692 cm’ carbonilo en C-20
1653 cm™ doble ligadura en C-5
1360 cm™ metilos

806 cm™ alargamiento para epéxido en C-16c-

C-17cx
RMN

1.1 ppm singulete (3H, metilo en C-18)

1.2 ppm singulete (3H, metilo en C-19)

2.1 ppm singulete (3H, metilo en C-21)
2.2 ppm singulete (1H, alcohol en C-3)

3.3 ppm singulete (1H, base del epéxido en

C-16)
3.6 ppm singulete (1H, base del alcohol en C-3)

5.3 ppm

doblete (1H, protén vinilico en C-6)
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HO o)

En un matraz bola de 50 ml se adicionaron 1.0 g del epéxido (XXVTIII), 10 ml de
anhidrido acético y 5 ml de piridina (seca). La mezcla de reaccidén se mantuvo 6 horas con
agitacién constante a temperatura ambiente.

Transcurrido ese tiempo, se adicic on 30 g de hielo, seguido de un
f tiempo de agitacién aproximado de 5 minutos. El producto formado se filtré y se dejé
} secar. El sélido obtenido se disolvié en 150 ml de cloroformo; mientras tanto, e} filtrado
3 inicial se sometié a 3 extracciones de 50 ml de cloroformo cada una, las dos fases orgdnicas
se lavaron 3 veces con 15 ml de una solucién de acido clorhidrico al 8 2% (p/v),
posteriormente, la fase organica se neutralizé con una solucién de bicarbonato de sodio
saturada y finalmente se lavé con agua hasta llegar 2 pH neutro, se secé con sulfato de
sodio anhidro, se filtré y se evaporé el disolvente a sequedad.

El sélido resultante se recristalizé por par de disolventes acetato de etilo-éter
isopropilico, ob dose un rendimi > del 100.0 %.




pf 157-159°C
PM 358 uma
IR
2954 cm™ metilos y metilenos
1732 em® carbonilo del éster en C-3
1698 cm’' cetona en C-20
850 cm’™ epéxido en C-16a-C-17a
RMN
1.1 ppm singulete (6H, metilos en C-18 y
C-19)
2.0 ppm singulete (6H, metilo en C-21 y
metilo de acetilo en C-3)
3.7 ppm singulete (1H, base del epéxido en
C-16)
4.6 ppm multiplete (1H, base del acetilo en
5.3 ppm doblete (1H, protén vinilico de C-6)
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En un matraz de bola de 50 ml se colocaron 1 g de epoxiacetato (XXIX) y 20 mg de
4cido paratoluensulfonico, mismos que sc¢ disolvieron en 6 ml de tolueno, 3 ml de
etilenglicol y 4 ml de ortoformiato de trimetilo. La mezcla de reaceién se mantuvo 4 horas
con agitacién a una temperatura de 65°C (baiflo de aceite).

Una vez concluido este tiempo, se adicionaron 7 mg de acetato de sodio anhidro en
un lapso de 3 min. con agitacidén, posteriormente, se extrajo 3 veces con 50 ml de
cloroformo cada una. La fase organica se lavé con agua hasta llevarla a pH neutro, se seco
con sulfato de sodio anhidro, se filtré y el disolvente se evaporé a sequedad.

El compuesto obtenido se purificé mediante recristalizacién de metanol-éter
isopropilico, obteniénd un rendimiento del 74.0%.




PROPIEDADES

FISICAS,

pf
PM
IR

194-196°C
416 uma

2900 cm™
1720 cm™!
RMN

metilos y metilenos
carbonilo del éster en C-3

1.0 ppm
1.1 ppm
1.5 ppm
2.1 ppm
3.3 ppm
3.9 ppm
4.6 ppm
5.3 ppm

singulete (3H, metilo en C-18)

singulete (3H, metilo en C-19)

singulete (3H, metilo en C-21)
singulete (3H, metilo del acetilo en C-3)
singulete (1H, base del epéxido en C-16)

singulete (4H, dioxolano en C-20)
multiplete (1H, base del acetilo en C-3)
doblete (1H, protén vinilico en C-6)
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En un matraz bola de 50 ml se adicionaron 1 g del cetal (XXX), 300 mg de yoduro

ién se mantuvo 5 dias a

de cobre y 11 m! de cloruro de metil La lader
reflujo con agitacidn constante y bajo atmésfera de nitrégeno.

Al finali; este tiempo, se adicionaron 20 m! de una solucién de cloruro de amonio
saturada de manera lenta y con precaucidn; en seguida se extrajo 3 veces con 100 ml de
cloroformo cada una, y posteriormente se lavé con agua hasta obtener un pH neutro. La
fase orginica se secé con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evaporé a completa

sequedad.

recristalizacién en >1-éter

El producto obtenido se purificé mediante
isopropilico, obteniéndose un rendimiento del 60.0 %.




OH
CH;
(oo

pf 162-165°C

PM 390 uma

IR
3576 cm’ alcohol en C-17a
3416 cm’! alcohol en C-3x

RMN
0.87 ppm singulete (3H, metilo en C-18)
0.98 ppm singulete (3H, metilo en C-19)
1.17 ppm doblete (3H, metilo en C-16)
1.37 ppm singulete (3H, metilo en C-21)
3.5 ppm multiplete (1H, base del alcohol en
C-3)

4.0 ppm multiplete (4H, etilendioxi C-20)

5.4 ppm

doblete (1H, protdn vinilico en C-6)
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e OH
CHy

o

En un matraz de 50 ml se colocd 1 g del compuesto metilado (XXXXI) que se
disolvié en 4.5 ml de metanol, 10 ml de acido acético glacial y 10 ml de agua a 5 ° C.

Dicha la de r ién se vo 3 horas bajo reflujo con agitacion magnética a

temperatura ambiente.

Transcurrido dicho tiempo, se llevd a una temperatura de 4 ®° C y el precipitado
obtenido se filtrd y se secd a temperatura ambiente.

bieniéndose un rendimiento de

El compuesto resultante se recristalizé en ol
§0.0%




pt 228-230°C
PM 346 uma
IR
1696 cm™ carbonilo en C-20
3462 cm™ alcoholes en C-3 y C-17a
RMN
1.1 ppm doblete (3H, metilo en C-1683)
1.1 ppm singulete (3H, metilo en C-18)
1.3 ppm singulete (3H, metilo en C-19)
2.1 ppm singulete (3H, metilo en C-21)
3.5 ppm multiplete (1H, base del alcohol en
C-3)
5.3 ppm doblete (1H, protén vinilico en C-6)
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(=}
L OH
CHs

En un matraz de 50 ml se adicioné 1 g de hidrolizado (XXXII). 3 g de
carbonato de litio, 2 g de bromuro de litio y 15 mi de dxmenlformnmlda (DFM) los cuales
se mantuvieron en agitacién y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Terminado
dicho tiempo, se adicionaron 0.92 g de bromo disueltos en 6.02 ml de dioxano. La mezcla
de reaccion se mantuvo con agitacion a 80 ° C durante 3 horas.

Una vez concluido este tiempo , la reaccién se dejé enfriar, se filtrd el producto y se
lavé con DMF, posteriormente se adicionaron 65 ml de una solucién de bicarbonato de
sodio y bisulfito de sodio, se obtuvo un precipitado que se mantuvo a 4 © C, se filtré y dejé
secar a temperatura ambiente.

El sélido obtenido se recristalizé en acetona,obteniéndose un rendimiento de 85.0 %




pf 312-215°C
PM 354 uma
uv
. max 284 nm cetona «,B.y,5 conjugada en C-3
IR
1702 cm’’ carbonilo en C-3
1662 cm’! carbonilo en C-20
3498 cm’! hidroxilo en C-17
RMN
0.7 ppm singulete (3H, metilo en C-18)
0.9 ppm singulete (3H, metilo en C-19)
1.1 ppm doblete (3H, metilo en C-1683)
2.1 ppm singulete (3H, metilo en C-21)
3.9 ppm multiplete (DMSO, disolvente)
5.3 ppm doblete (1H, protén en C-6)
5.6 ppm singulete (1H, protén en C-4)

6.2 ppm

triplete (1H, proton en C-7)
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ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIANDROGENICA.

La actividad nnuandrogemca de los derivados slmeuzados se levé a cabo !omando

como para la ¢nica de los idad para la
ncuvndad de la cnzxma Su-rcducmsa. ¥ya que ésta convicerte la lcsloslcrona (VHI) a DHT
(1X), que sc idera un androg mas p [14]

OBTENCION DEL EXTRACTO CONCENTRADO DE PROTEINAS.

publicadas [32, 33], se

Siguicndo técnicas de extraccién de la previ
dispuso de 2 ratas macho de 250 g de peso, sncnf'candolas por desnucamiento.
lnmcdmtamcmc. fucron cxtraidos ¢l higado y los testiculos. Estos tcidos sc¢
i por scp. {o en 2 partes de solucién de KCI 0. l7 M. El extracto se filtré
¥ centrifugd a 15,000 x g durante 30 min, sc ¢ perd el sob ¥ sc saturd al 50 %

con (NH,),S0.; en frio, el precipitado formado se dializé cn contra de 1 | de buffer Tris-
HC1 50 mM pH 7.3 durante 24 hrs. El dializado obtenido sc centrifugé a 10,000 x g
durante 10 min y cl sobrenadantc obtcnido sc utilizé como extracto concentrado de
proteinas para rcalizar el ensayo enzimatico. Todas las opcraciones sc llevaron a cabo a
4°C. La protcina del extracto se determiné por ¢l método de Bradford utilizando albummn

sérica de bovino como estandar [34]).

CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD DE Sa-REDUCTASA.

La cuantificaciéon de acuudad de Sa-reductasa se realizé mcubando 100 nrg de
proteina decl cxtracto co ido, en un dio de i
testosterona 500 uM, buffer Tris-HC! 100 mM pH 7, NADPH 100 uM. Sc mcubé durante
30 min. a 37°C con agitacién y sc determind la variacion de absorbancia a 340 nm en un

espectrofotémetro Perkin-Elmer Lamda 2.
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ESPECTROSCOPIA
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ESPECTRO 1. ESPECTRO DE UV DE. 16-DEBIDROPREGNENOLONA
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ESPECTRO 2. ESPECTRO DE IR DE ACETATO DE 16-DERIBROPREGNENOLONA
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ESPECTRO 3, ESPECTRODE  RMN BEL ACETATO DE 16-DERIDROPREGNENOLONA
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ESPECTRO 4 ESPECTRO DE IR DF, liu-l'hrl'.mlI-J]LHIDIOXI-S-FIEGNEN-MNA
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ESPECTRO 6, ESPECTRO DE IR DE 3p-ACETOXE-160-17a-FPOXI-4-PREGNEN-20-0NA
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ESPECTRO 8. ESPECTRO D IR DE IACETON-160-170-EPOXI-20-ET, ILENDIOXI-S-PREGNENO



T S 3L

e

e,

STARE O e

L2

1200H;

¥oem

o

#00

iy 3 Ole LI

A 5

UOHISIAID JIUSWINISY) UBICA @

PRI -,

51

ESPECTRO Y. ESPECTRODE  RNN BE mmomu-m-mnnmzmmmmo
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ESPECTRO 10, ESPECTRO DE IR O 10-ETILENDIONE-3p- 17a-DIHIPROXI-168-METIL-S-PREGNENO
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ESPECTRO 11, ESPECTRODE  RMN BE 20-EVILENDIONI-3p-170-DIRIDROXE-165-METIL- S PREGNENO
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ESPECTRO 13. ESPECTRODE  RMN DE mmmoxx-mum&mnnmm
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ESPECTRO 14. ESPECTRO DE UV DE 17a-HIDROXI-168-METIL-4,6-
PREGNADIEN-320-DIONA

o e o R e e ks e A N e e it i WA S




3
-8
-8

=

-8 2

a2

-8 z

-

2

-8 g

£

I' . M

g m

= 3

P =]

X z

3

-8 m

— 1S VPR e " m

e

=

S R b

.k

TR & & & & &k & & 8 g

"y




|
; i
'

TN M L

'Ii'l”"l l"’!’!’ﬁ‘r‘rl"l'll!'l'[l'l'f Er'l'f"l'rllTl]lll'l‘r"lf‘l“! t |'|T‘l‘|'T'T‘|lr ll’l|"| rnvr'nn L B
' : (e i

L:1

ESPECTRO 16, FSPECTRODE  RMN DD 1 %e-HIDRONT-16[-MFEA1-4,6-PREGN ADIEN-3,21-DIONA

3
:
¢
5
4

e e ShnE e e



CONCLUSION

Medi las r i pl adas cn la Ruta dec Si i 1 (Esque:
B.pagina 19), se logré ob cl o 17-a-hidroxi-16-pB-metil-4,6-pregnadien-

3.20-diona (I11). :

Lo anterior fuc posible a partir dcl acctato de 16-dchidropregnenolona (16-DPA)
(1) como materia prima, ¢n la que sc buscé introducir dobles ligaduras cn C-4 y C-6,
con la conjugacién del grupo carbonilo en C-3; un grupo hidroxilo en C-17 y un grupo
metilo en C-16.

Las modificaciones realizadas para nucstro propdsito muestran la semcjanza de
nuestro compuesto de interés (1II) con el acetato de ciproterona (I), Io cual nos llevé a
plantear la posible actividad farmacolégica.

La evaluacién farmacolégica realizada a los mlcr‘mcdmnos ¥y at producto final sc
llevé a cabo tomando como parametro la potencia antiandrog de los conip
es decir, la capacidad para inhibir la actividad de la enzima Sa-reductasa, ya quc é&sta
convierte la testosterona (VIII) a DHT (IX) que sc considera un androgeno mas potente
y estimula la formacién del cancer prostitico.

En base a lo anterior, la actividad de los comp como inhibidores de la Sa-
reductasa cn extracto de testiculo de rata reflcjan b jes con T al
acetato de ciproterona (1) que es el antiandrégeno esteroidal dc cleccién en el mercado.

Lo que finalmente nos pecrmite determinar que nucstro compuesto objetivo
17-c-hidroxi-16-f3- mcul-4 G-prcgnadlcn-B.ZO-dnona [§11)] sea considerado un
inter diario en la s, de 3
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