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1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

Los andrégenos, son hormonas sexuales masculinas, esenciales para el
desarrollo, funcién y crecimiento de la prostata, sin embargo también juegan un
papel muy importante en la patogénesis de la Hiperplasia Prostatica Benigna
(HPB) y el Céancer de Prostata (CaP). Dichos padecimientos constituyen
problemas de salud publica en el entorno nacional y mundial dada su alta
incidencia en los hombres maduros [1,2].

Se ha establecido que la Dihidrotestosterona (DHT), metabolito reducido del
androgeno Testosterona (T), es la principal responsable del crecimiento del
tejido prostatico, que a su vez es mediado por el receptor de andrégenos (AR).
[1] Dicho metabolito mas potente que T, se produce por la accién de la enzima
5a-Reductasa (5aR) dependiente del cofactor NADPH. Esta enzima existe en
las isoformas Tipo | y Tipo Il (5aR-1 y 5aR-2) que poseen distinta distribucion
en el organismo. De tal manera que la isoforma Tipo |, se encuentra tanto en la
prostata como en la piel no genital, mientras que la Tipo |l se encuentra
predominantemente en la prostata y otros tejidos genitales. [2]

Dado que la HPB y CaP son enfermedades dependientes de andrégenos, los
farmacos antiandréogenos ofrecen una opcién util para su tratamiento. Los
antiandrégenos son sustancias capaces de inhibir la accion de las hormonas
masculinas mediante diversos mecanismos, ya sea inhibiendo la secrecidon o
sintesis de Testosterona, bloqueando el receptor de andrégenos o inhibiendo a
la enzima 50-Reductasa y representan una alternativa terapéutica altamente
viable a los procedimientos quirdrgicos que existen para el tratamiento de
dichos padecimientos, ya que estos producen una gran aprension entre la
poblacién masculina y reducen la calidad y expectativas de vida del paciente.
[3]

Ademas del tratamiento y prevencion de la HPB y el CaP, los antiandrégenos
son empleados en el tratamiento de otros signos dependientes de andrégenos
como Alopecia, Seborrea, Acné e Hirsutismo. [3]

La finasterida es un inhibidor de la enzima 5aR-2, disminuye hasta un 90% los

niveles de DHT sin afectar los de T. [4] Por su parte, la dutasterida es un



inhibidor mas novedoso y efectivo de 5aR por su caracter dual, cuya inhibicion
de ambas isoformas de 5aR, se traduce en una menor biosintesis de DHT [1].
Tanto los inhibidores de la 5aR como los antiandrogenos en general han
demostrado grandes beneficios en la prevencion y tratamiento de
padecimientos dependientes de androgenos, sin embargo su empleo
prolongado induce efectos colaterales no deseados (pérdida del deseo sexual,
ginecomastia y disfuncion eréctil entre otros), siendo necesaria la busqueda de
nuevos antiandrégenos mas eficientes y con efectos colaterales minimos. [5]
En la presente tesis se llevd a cabo la sintesis de dos analogos de la
progesterona novedosos, la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona
y la 170-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona, que poseen un éster
en posicion C-17 y caracteristicas estructurales como el sistema 4-en-3-ona y
un atomo de halégeno en posicion C-4.

Tanto los productos intermedios como los compuestos finales fueron sometidos
a la evaluacion in vitro de su poder antiandrogénico sobre el receptor de
androgenos y de su poder progestacional sobre el receptor de progesterona,
encontrando que los compuestos sintetizados asi como la materia prima y los
intermediarios poseen actividad inhibitoria sobre una o ambas isoformas de la
enzima 5aR, lo que se atribuye a las modificaciones estructurales realizadas.
De todos los compuestos evaluados, 3 de ellos presentaron afinidad por el
receptor de andrégenos, mientras que solo uno mostré afinidad por el receptor

de progesterona.



1.ANTECEDENTES

Los andrégenos tienen una funcion crucial en el desarrollo, mantenimiento, y
regulacion del fenotipo y actividad reproductiva masculina. Las principales
hormonas masculinas son la Testosterona (T) (1) y su metabolito la
Dihidrotestosterona (DHT) (2) (Figura 1). [3]

OH

a

Figura 1. Testosterona (1) y Dihidrotestosterona (2)

La accion androgénica es mediada por el receptor de androgenos (RA), un
miembro de la superfamilia de receptores nucleares. Tanto T como DHT se

unen al RA, sin embargo DHT se une con mayor afinidad.

En su estado basal, el RA esta unido en el citoplasma a proteinas chaperonas
de choque térmico (Hsp) y proteinas co-chaperonas. Al unirse el ligando (T o
DHT) al receptor, se produce una disociacién de las proteinas de choque
térmico lo que produce la translocacion del complejo RA-ligando hacia el
nucleo, donde se une a los Elementos de Respuesta Androgénica (ERA) que

modulan a su vez, la expresion de genes (Figura 2). [1]

Figura 2. Mecanismo de accion de andrégenos [1].



Las funciones bioldgicas de cada hormona masculina son diferentes. Asi T se
encarga de acciones anabdlicas y la espermatogénesis, mientras que DHT se
encarga de regular el incremento en el vello facial y corporal, y el crecimiento
de la préstata (Tabla 1). [6]

Tabla 1.Asociacion de efectos androgénicos en la pubertad a T y DHT [7].

Testosterona Dihidrotestosterona
Anabolismo Aumento de vello facial y corporal
Crecimiento de pene, escroto y cuerdas
vocales

Maduracion del esqueleto
Cierre de epifisis
Crecimiento acelerado

Espermatogénesis Recesion de cabello
Rendimiento Sexual masculino Crecimiento de la Prostata
Retroalimentacion Pituitaria-

Retroalimentacion Pituitaria-Gonadal
Gonadal

La conversion de T (1) a DHT (2) es catalizada por la enzima 5a-Reductasa (5-
A* cetoesteroide a-reductasa, EC 1.3.99.5), dependiente de NADPH, que
comprende las isoformas Tipo | y Tipo Il (5aR-1 y 5aR-2)(Figura 3 y 4) cuya
distribucion en diferentes tejidos y sus caracteristicas se describen en la Tabla
2. [4]

oH OH

NADPH N.—"LDP+

\_J,

Su-Reductasa

(0] o
1

[

H

Figura 3. Conversion de Testosterona (1) a dihidrotestosterona (2) por la enzima 5a-reducatasa.



Figura 4. Distribucion de las dos isoformas de la enzima 5a-reductasa en el cuerpo humano. [4,8]

Tabla 2. Caracteristicas de las dos isoformas de la 5a-reductasa. [8]

Caracteristica Tipo | Tipo Il
Tamaio 259 aminoacidos 254 aminoacidos
Higado, Tejido no Prostata, epididimo, vesicula
Distribucion genital, Prostata y seminal, tejido genital, utero, higado,
Cerebro pulmones, placenta y cerebro.
pH 6ptimo Neutro a basico Acido a neutro
Af'""(".‘r’)d por Km=1-5uM Km=0.004-1uM

El mecanismo de accion propuesto para la conversion de T a DHT por la
enzima 5a-reductasa, se basa en una reaccion de adicién tipo Michael (Figura
5). La reaccion involucra la donacion directa de un hidruro del NADPH a la
posicion 5a de la T lo que permite la formacién del enolato en C; y Cy4. El
enolato podria ser presumiblemente estabilizado por algun residuo electrofilico
(E") en el sitio activo. Este proceso también podria visualizarse como la
activacion de la enona por E* permitiendo la aparicion de una especie
polarizada, la cual acepta al hidruro procedente del NADPH en Cs. Finalmente
mediante tautomerismo ceto-enol se da la formacién del producto DHT con la
liberacién de NADP” (Figura 5). [9,6]
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Figura 5. Mecanismo de reduccion de la T a DHT por la enzima 5a-reductasa [9]

La cantidad de dicha enzima y su producto, DHT, es elevado en padecimientos
como el acné, hirsutismo, calvicie masculina, Hiperplasia Prostatica Benigna
(HPB) y Cancer de Prostata (CaP). [6]

Diversos estudios han demostrado que la actividad de la 5aR-1 es de 3 a 4
veces mayor en tejidos prostaticos malignos como en el CaP que benignos
como la HPB, mientras que la actividad de la 5aR-2 es similar en ambos
padecimientos y es mayor respecto a la Tipo I. (Figura 6) [1,4,8]
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Figura 6. Proporciones de actividad de las dos isoformas de la enzima 5aR en HPB, NIP y CaP
(Primario, Recurrente y Metastdsico) [1]



La prostata es una glandula accesoria del aparato reproductor masculino del
tamano de una nuez, con peso aproximado de 20g. Se localiza debajo de la
vejiga y rodeando la uretra. La Hiperplasia Prostatica Benigna es el tumor
benigno mas comun en varones, es una patologia en la que hay aumento en el
en el tejido glandular y fibromuscular de la prostata, conforme crecen los
nodulos, comprimen las zonas externas de la préstata con la progresiva
proliferacion nodular se llega a una obstruccién vesical con diversos sintomas,
ya sean de tipo obstructivos como titubeo, disminucion en fuerza y calibre de
chorro, doble miccién, y goteo entre otros, o de tipo irritativos como poliuria y
nicturia (Figura 7). [10, 16]

El diagnostico basico consiste en una exploraciéon fisica y una exploracion
neuroldgica dirigida, en la que se nota el tamafio y consistencia de la prostata,
siendo caracteristico de HPB un crecimiento prostatico suave, firme y elastico,
también se requiere un examen general de orina y la medicién de creatinina
sérica, algunas pruebas adicionales son urografia excretora o ultrasonido renal,
cistoscopia, asi como Cistometrogramas y Perfiles urodinamicos.

La terapia quirdrgica convencional incluye: Reseccion transuretral de prostata

(RTUP), Incisién Transuretral de la Prostata, y Prostatectomia simple abierta.

Por otro lado la Terapia de invasibn minima incluye: Terapia Laser,
electrovaporizacion transuretral de la préstata, hipertermia, Ablacion de la
préstata con aguja transuretral, ultrasonido concentrado de alta intensidad,

férulas intruretrales y dilatacion prostatica con globo tranuretral.[16]

Por otro lado el desarrollo de Cancer de Prostata es un proceso de varios
pasos que incluye atrofia inflamatoria proliferativa y una Neoplasia Intraepitelial
Prostatica (NIP) de alto grado, es decir el crecimiento no canceroso de las

células que revisten las superficies internas y externas de la préstata.[1]



Figura 7.Hiperplasia Prostatica benigna. Préstata Normal (izquierda) y Prostata agrandada
(derecha).

Aunque en ambos padecimientos existe una gran variedad de tratamientos
incluyendo procedimientos quirurgicos, la supresién de androgenos mediante el
empleo de farmacos antiandrégenos es el tratamiento mas aceptado por el
paciente al ser menos invasivo.
Los Antiandrégenos son sustancias de tipo esteroidal o no esteroidal, capaces
de inhibir la accién de los androgenos por diversos mecanismos. Ademas
constituyen un tratamiento util para un gran numero de enfermedades
mediadas por androgenos. [11]. Los mecanismos por los cuales ejercen su
accion los antiandrégenos son los siguientes:
» Inhibidores de la secrecion de Testosterona, actuan a nivel del eje
hipotalamo-pituitaria-testicular. Que a su vez se dividen en:
e Agonistas de la Hormona liberadora de Hormona Luteinizante (LHRH).
[11].
e Agonistas y antagonistas de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(GnRH) [11].
» Inhibidores de la acciéon de andrégenos, compiten por el RA y al
bloquearlo inhiben la sintesis de proteinas. Ejemplos de estos son el acetato de
ciproterona (3) y la flutamida (4) (Figura 8). [10]
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Figura 8. Antagonistas de AR, flutamida (3) y acetato de cip;oterbﬁé "(4).



> Inhibidores de la enzima 5a-Reductasa, inhiben la conversiéon de T a
DHT.
Los inhibidores de la 5aR mas extensamente estudiados son los 4-

azasteroides, que incluyen a la finasterida (5) (Figura 9). [6]

Figura 9. Finasterida (5)

La finasterida fue el primer inhibidor de 5a-R aprobado por la FDA en 1992,
para el tratamiento de HPB [6], tiene aproximadamente 100 veces mas afinidad
por la 5aR-2 que por la 5aR-1, por lo que se considera inhibidor selectivo de
5aR-2. En humanos baja los niveles de DHT de 70 a 90% y reduce el tamafo
de la prostata.

La dutasterida (6) (Figura10) aprobada por la FDA en el 2002, es el farmaco de
mas reciente introduccion para inhibir a la enzima, siendo mas activa que la
finasterida ya que inhibe ambas isoformas de la 5a-R. Este farmaco es 45
veces mas efectivo inhibiendo la 5aR-1 y 2 veces mas efectivo con la 5aR-2.
Mediante esta inhibicién dual los niveles de DHT bajan de 90 a 93%. [1,2]

CF,

Figura 10. Dutasterida (6)

A pesar de su efectividad, en general el uso de antiandrégenos se ve limitado
ya que pueden presentar diversos efectos adversos que disminuyen la calidad

de vida de los pacientes (Tabla 3). [5]



Tabla 3. Resumen de Efectos adversos del bloqueo androgénico en hombres con Cancer de
Proéstata. [5]

Efectos Adversos Incidencia
Sofocacion 55%-80%
Impotencia 50%-100%

Aumento en peso neto, atrofia muscular y deposicion comun
de grasa
Depresion comun
Osteoporosis 1.4%-2.6%
Fracturas comun
Ginecomastia 13%-70%
depende del farmaco
usado
Fatiga 13%
Cambios en el perfil de lipidos comun
Sintomas gastrointestinales 22%
Intolerancia a la glucosa Raro
Decline de funciones cognitivas >50%
Debilidad general comun

Dados los efectos secundarios no deseados que se presentan por el empleo
prolongado de los farmacos antiandrégenos, diversos grupos de investigacion
han dirigido sus esfuerzos a la busqueda y disefio de nuevos antiandrégenos

mas potentes y con minimos efectos secundarios indeseables.

Se sabe que la DHT esta directamente relacionada con las enfermedades
dependientes de andrdgenos [1], por lo cual la inhibicion de la enzima 5a-
reductasa, constituye uno de los blancos de accion antiandrogénica util para el
disefio de nuevos farmacos para su tratamiento. Adicionalmente es
conveniente que los nuevos farmacos disefiados presenten poca o ninguna
afinidad por el RA con lo cual se verian disminuidos los efectos colaterales
indeseables relacionados por la supresion total de hormonas masculinas [12].

Es posible desarrollar antiandrogenos a partir de la Progesterona (P) (7),
hormona esteroidea que actua a través del receptor de progesterona (RP). Esta
hormona es un antiandrégeno natural débil que tiene la capacidad de competir
con la T por la enzima 5a-reductasa. [9] Sin embargo es necesario tener las
siguientes consideraciones estructurales en la molécula de P para el disefo de

farmacos antiandrégenos potencialmente activos sobre 5a-R (Figura 11):



» Una cetona en C-3 y una insaturacion en C-4, es decir el sistema 4-en-3-
ona o bien un sistema 4,6-dien-3-ona. [13, 14]

» Un grupo lipofilico en C-17 que actue como transportador de la
molécula. [13, 14]

» Sustituyentes electronegativos en C-4 como Cl o Br. Ambas especies
convierten a la molécula en una especia altamente susceptible a ser

atacada a través de una adicion 1,4 tipo Michael. [13, 14]

Figura 11. Diseno de Andréogenos a partir de la progesterona (7)



1.0BJETIVOS

Objetivos Generales

e Desarrollar una ruta de sintesis que permita la obtencion de analogos
novedosos de la progesterona con actividad antiandrogénica potencial
sobre la enzima 5a-reductasa.

e Determinar la actividad antiandrogénica de los compuestos sintetizados
en estudios in vitro sobre la enzima 5a-R, el receptor de andrégenos y el
receptor de progestagenos, a fin de confirmar el efecto de las

modificaciones estructurales realizadas.

Objetivos Particulares

e Sintetizar los analogos de progesterona: 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-
pregnen-3,20-diona y la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-
diona a partir de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8).

e Caracterizar los compuestos obtenidos y a cada uno de los
intermediarios mediante la determinacion de sus constantes fisicas
(color, aspecto, pf, Rf) y analisis espectroscépicos (IR, RMN'H, RMN'3C,
UV-VIS) y espectrométricos (FAB-MS).

2.HIPOTESIS

Si los compuestos obtenidos inhiben la enzima 5a-reductasa, las
modificaciones estructurales realizadas son adecuadas para la obtencion de

nuevos compuestos antiandrogénicos derivados de la Progesterona.



1.METODOLOGIA
5.1 . Materiales y Métodos

La pureza de los productos y el progreso de las reacciones se monitoreo por
cromatografia en capa fina, utilizando cromatoplacas Merck de gel de Silice 60
F2s4, 0.25mm de espesor, eluyendo con sistema hexano: acetato de etilo (7:3).
Como reveladores se usan luz una lampara de luz UV y una solucion de cloruro
de cobalto (1%) en &acido sulfurico (2N).Los puntos de fusién fueron
determinados en un aparato Fischer-Johns y se encuentran sin corregir. Los
espectros UV se realizaron en un espectrofotometro UV-VIS Perkin Elmer
modelo Lambda 2, utilizando como disolvente Metanol. Los espectros de IR
fueron generados es un espectrofotometro FT-IR Perkin ElImer modelo 1605,
empleandose pastillas de Bromuro de Potasio (KBr).Los espectros de RMN de
'H y 3C se obtuvieron en espectrofotdmetros Varian modelo Inova Varian, de
400 y 300MHz respectivamente, empleando como estandar interno
tetrametilsilano. Los espectros de masas se registraron en un espectrémetro
Therma-DFS, bajo la técnica FAB, empleando una matriz de alcohol m-
nitrobencilico que fue irradiada con atomos de cesio a temperatura menor de
50 °C. En esta técnica M* corresponde al ién molecular, representativo del
peso molecular del compuesto, mientras que M+1 corresponde al ion molecular
mas una unidad de masa.

Reactivos quimicos

La materia prima: 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8), se consiguidé con el
proveedor Sigma Aldrich, con 98% de pureza y posee un punto de fusién de
252-256°C.

El acido 4-etilbenzoico se consiguié con el proveedor Sigma Aldrich con 99%
de pureza y un punto de fusion de 112-114°C.

Testosterona [°H] y Mibolerona (17-metil->H)[°’H]MIB se consiguieron con el
proveedor Perkin Elmer Life an Analytical Aciences (Boston MA). T, DHT y
Mibolerona radioinertes se consiguieron con Steraloids (Wilton, NH, USA). El
NADPH se obtuvo de sigma chemical Co. (St. Louis, MO). finasterida se obtuvo
por extraccion de Proscar (Merck, Sharp & Dohme) .

En la obtencion de tejidos y enzimas se usaron ratas macho adultos (150-200g)
obtenidas de la UAM, unidad Xochimilco.



5.2. SINTESIS QUIMICA

La figura 12 muestra la secuencia sintética llevada a cabo en el presente

trabajo.
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Figura 12. Ruta de sintesis

5.2.1.Sintesis de 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)

En un matraz bola de fondo plano (250mL) provisto de agitacion magnética y
un sistema de reflujo, se coloco la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8) (1g,
2.69mmol) en metanol (60mL).

La mezcla se mantuvo con agitacion constante y a reflujo hasta disolucion total,
posteriormente se adicioné una solucion de hidroxido de sodio al 10% (20mL),
y se mantuvo las condiciones durante una hora.

Transcurrido el tiempo de reaccion el disolvente se evapord de la mezcla de
reaccion mediante destilacion a presion reducida y se agregd hielo. El
precipitado obtenido se separd por filtracion y se secd a vacio. El producto

obtenido se purifico por recristalizacion de metanol (Figura 13).
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Figura 13. Sintesis de 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9).

5.2.2.Sintesis de 17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona
(10)

En un matraz bola de fondo plano (250mL) provisto de agitacion magnética se
colocd (9) (0.5g, 1.52mmol) en diclorometano (5mL), cuando se obtuvo una
mezcla homogénea, se agregd metanol (6mL). Posteriormente se adicion6
solucién de hidréxido se sodio al 10% (0.6mL) y de perdxido de hidrogeno al
30% (0.8mL).

La agitacidn se mantuvo constante durante 24h a temperatura ambiente.

Al término de la reaccion se elimino el disolvente del medio de reaccién con
destilacion a presion reducida y se agrego hielo, el precipitado obtenido se

separo por filtracion y se secé a vacio (Figura 14).

%)

1)MeCI2
8Mech e L
FNalOH 10%,
41H 2!‘.,]2 3%
24h

"

Figura 14. Sintesis de 17a-hidroxi-4a, 5a-epoxipregnan-3,20-diona (10)

5.2.3.Sintesis de 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)
y 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)

En un matraz bola de fondo plano (250mL) provisto de agitacion magnética se
disolvié (10) (0.5g, 1.45mmol) en metanol (15mL), a continuacion se agrego el
correspondiente acido concentrado (HClI o HBr, 2.5mL), la agitacion se

mantuvo constante durante 2 dias a temperatura ambiente.



Al término de la reaccion se adicion6 hielo a la mezcla de reaccién y se
neutralizé con bicarbonato de sodio. Posteriormente se adicion6 agua y se
agitdé la mezcla a temperatura ambiente. El precipitado obtenido se separ6 por
filtracion y se secd a vacio.

El sdlido se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando como fase
estacionaria silica gel (15g) y como fase movil una mezcla de hexano: acetato
de etilo (75:25) (Figura 15).
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Figura 15. Insercién de un dtomo de halégeno en Cy
5.2.4.Sintesis de 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-
diona (12a) y 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-
3,20-diona (12b)

En un matraz bola (50mL) provisto con una barra de agitacion magnética, se
coloco acido 4-etilbenzoico (0.293g, 2 equivalentes), acido p-toluensulfénico
previamente secado (0.1g), anhidrido trifluoroacético (0.6mL, 4 equivalentes) y
de diclorometano (3mL); la mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura
ambiente hasta disolucién total, posteriormente se adicion6 (11a) o (11b) (0.5g,
1 equivalente).

La agitacion se mantuvo durante 3 horas y al término de la reaccion se adiciono
de diclorometano (10mL) y se neutralizé el medio de reaccion con una solucién
saturada de bicarbonato de sodio. Posteriormente se realiz6 una extraccion
liquido-liquido con diclorometano. La fase organica se secd con sulfato de
sodio anhidro y el disolvente se elimind mediante destilacion a presidn
reducida, obteniendo un liquido aceitoso el cual finalmente se purificd por
cromatografia en columna sobre gel de silice (15g) utilizando como fase movil

una mezcla de hexano: acetato de etilo (70:30) (figura 16).
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Figura 16. Sintesis de 17a-(p-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y 17a-(p-
etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b)

5.3. EVALUACION BIOLOGICA
5.3.1.Ensayo in vitro de afinidad a receptor de progesterona
(RP)

Extraccion de Citosol de Utero de conejo

Se extrajo el utero de conejos maduros tratados durante 7 dias con valerato de
estradiol (10pg/animal), el utero de conejo fue molido y homogenizado en un
volumen de buffer TEMD con inhibidores de proteasa PMSF (2mM), Leupeptina
(5mM), Tris-HCI (40mM), EDTA (3mM) y molibdato de sodio (20Mm) |,
ditiotreitol (0.5mM) y glicerol al 10% a pH=7.4. El homogenado se centrifugé a
140 000 xg por 1hora a 4°C.

La fraccidn citosdlica obtenida del liquido sobrenadante se almacen6 a -70°C y
las proteinas citosdlicas del utero (4mg de proteina en 200uL) fueron

determinadas por el método de Bradford. [15]

Ensayo de Unién a RP

Para el ensayo se prepardé una serie de tubos que contenian [*H]
Promegestona (0.4nM) (13) (Figura 17), mas cantidades crecientes de
Promegestona (107° a 10® M) o de los compuestos a evaluar, en etanol.
Posteriormente se adicionaron alicuotas de citosol de utero (200uL, 4mg de
proteina) y se incubé en presencia de buffer TEMD con inhibidores de
proteasas (300uL) por 18horas a 4°C.

Al término de la incubacién se adicioné una solucién saturada de sulfato de
amonio (30%) en buffer TEMD (0.21mL), la mezcla se incub6é nuevamente por
1 hora a 4°C.



Se centrifugd a 10 000 xg por 10 minutos y el pellet se redisolvi6 en TEMD
(0.5mL) mezclado con carbén-dextran (0.5mL), la mezcla se incubd por 10
minutos a 4°C, posteriormente se centrifugd a 800xg por 10 minutos. De cada
tubo se toméd una alicuota (600uL) y se colocd en un vial donde se le adiciond
liguido de centelleo Ultima Gold (5mL) para finalmente leer la radiactividad
producida por el complejo [°H] Promegestona-receptor en el analizador de

centelleo.
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Figura 17. Promegestona (13).

Determinacion de %ARE

El % de afinidad relativa de enlace (%ARE) se calcul6 para cada compuesto de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Clsp ge [H3]|Promegestona

ARE = x100

CISO del compuesto

5.3.2. Ensayo in vitro de afinidad a receptor de andrégenos
(RA)

Extraccioén de citosol de préstata de rata

La prostata de rata fue homogenizada con un homogenizador de tejido
(Teckmar, Cincinnati, OH), en un volumen de buffer TEMD con inhibidores de
proteasas PMSF (2mM), Leupeptina (5mM) en hielo. Los homogenados fueron
centrifugados a 140,000x g por 60 minutos en un SW60 Ti rotor (Beckman
Instruments, Palo alto, CA).

La fraccion citosélica obtenida del liquido sobrenadante del homogenado de
prostata de rata, se almaceno a -70°C. Las proteinas de citosol prostatico (4mg

de proteinas en 200uL) fueron determinados por el Método de Bradford.[15]



Ensayo de uniéon a AR

Se preparé una serie de tubos que contenian Mibolerona-[>H] (1nM) ([*H] MIB),
mas cantidades crecientes de Mibolerona no radiactiva (MIB) (10° -107 M)
(14) (Figura 18) o los compuestos a evaluar, en etanol.

Estos tubos se incubaron junto con triamcinolona (200nM), en etanol para
prevenir la interaccion de MIB con los receptores a glucocorticoides y a
progesterona.

Posteriormente se adicionaron alicuotas de citosol de prostata (200uL), se
incubaron en presencia de buffer TEMD conteniendo inhibidores de proteasa
(300uL) por 18h a 4°C.

Al término de la incubacién se adiciond una solucidn saturada de sulfato de
amonio (35%) en buffer TEMD (0.27mL), la mezcla se incub6é nuevamente por
1 hora a 4°C.

Se centrifugd a 10 000 xg por 10 minutos y el pellet se redisolvio en TEMD
(0.5mL) mezclado con carbén-dextran (0.5mL). La mezcla se incubd por 10
minutos a 4°C, posteriormente se centrifugaron a 800xg por 10 minutos. De
cada tubo se tomaron alicuotas (600uL) y se colocaron en un vial donde se les
adiciond liquido de centelleo Ultima Gold (5mL) para finalmente leer la
radiactividad producida por el complejo [*H] MIB-receptor en el analizador de

centelleo.

Figura 18. Mibolerona (MIB) (14)

Determinaciéon de %ARE
El % de afinidad relativa de enlace (%ARE) se calculé para cada compuesto de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

CISO de [H3|Mibolerona

ARE = x100

CISO del compuesto



5.3.3.Ensayo in vitro de inhibicién de la enzima 5a-reductasa

tipolyll

Extraccién de la enzima 5a-reductasa
La enzima 5a-reductasa tipo | se obtuvo de microsbmas hepaticos de rata,
mientras que la 5a-reductasa tipo Il se obtuvo del pellet formado de la fraccion

homogenizada de prostata, después de centrifugarlo a 1500 xg.

Determinaciéon de la concentracion inhibitoria 50% (Cls,) de los

compuestos en la enzima 5a-reductasa

Para cada uno de los compuestos se prepard una serie de tubos en los cuales
se utilizaron 6 series de tubos de ensayo conteniendo concentraciones
crecientes (107°-10*M) de los compuestos, disueltos en metanol y conteniendo
T[®H] (2nM); asi mismo se incluyeron tubos controles a los que solo se adiciond
TI’H] (2nM). Los tubos se colocaron en bafio de agua y en atmosfera de
nitrdgeno hasta evaporar totalmente el disolvente; enseguida se afadio buffer
de fosfatos (720uL ,40mM) pH= 6.5 y fraccion microsomal de préstata (80pL,
360pg/mL de proteina). Posteriormente se adicion6 DTT (100uL, 1mM) vy
NADPH (100uL, 2mM) con los que se dio el inicio de la reaccion.

Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37°C por una hora.
Finalizado el tiempo de incubacion se agregd diclorometano (1mL) para
detener la reaccion y se agito nuevamente. Se extrajo la fase organica en la
que se encontraba la DHT [3H] realizando tres extracciones mas y una vez
reunidos los extractos, el disolvente se evaporé en bafo de agua. El solido
formado se resuspendié con 0.5mL de metanol y se aplico gota a gota en una
placa cromatografica para separar la DHT [*H] formada. El procedimiento se
repitié 5 veces; adicionalmente se aplicaron los estandares de T y DHT en cada
extremo de la placa eluyendo tres veces en un sistema cloroformo-acetona
(9:1).

Para la visualizacion de los estandares, las placas se observaron bajo luz UV
(A=254nm) y posteriormente se revelaron con una solucion de &acido

fosfomolibdico en metanol al 8%. Se marcé y cortd la zona correspondiente a la



DHT [°H] (Rf=0.64), después, los pedazos de silice se colocaron en viales
donde se les adiciond liquido de Centelleo Ultima Gold (5mL) y finalmente se
registro la radiactividad producida por la DHT [°H] en el analizador de centelleo.
La actividad de la enzima se calculd en base a los controles que se incubaron
en presencia Unicamente de T [°H]. Cada experimento se realizé por duplicado.

La referencia utilizada fue finasterida (5) y dutasterida (6).



5. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. SINTESIS QUIMICA

La materia prima de la sintesis: 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8) se
hidrolizé en medio basico con NaOH al 10% para obtener la 17a-hidroxi-4-
pregnen-3,20-diona (9) con un rendimiento del 83.8%. Dado el caracter
electrofilico del doble enlace en C4-C5, la epoxidacion del doble enlace se
realizé con H;O, al 30% en medio basico a fin de generar el ion hidroperéxido
que actué como nucledfilo y reaccion6 con el doble enlace mediante un
mecanismo de Adicion 1,4 tipo Michael. Ya que la cara B del esteroide se
encuentra impedida estéricamente por el metilo angular en posicion 19, la
adicion del i6n hidroperéxido se llevé a cabo preferentemente por la cara a,
dando un rendimiento del 72.54% del isémero a. El siguiente paso de la ruta de
sintesis consistid en insercion de un atomo de halégeno (Cl o Br) en la posicion
4 del esteroide y la subsecuente regeneracion del doble enlace en C4-Cs por la
apertura del epoxido en medio acido con un exceso del halogenuro de acido
(HCI o HBr) respectivo, dando rendimientos del 70-80% En este caso, la
reaccion se inicid por la protonacion del epdxido y la posterior adicién del
halogenuro en la posicion C4, para producir una halohidrina de estereoquimica
anti, que se deshidrata en condiciones acidas generando una doble ligadura
que conjuga con el carbonilo en la posicién Cs.

Finalmente se llevd a cabo la esterificacion del alcohol en C-17 por la formacion
in situ del anhidrido mixto procedente del acido 4-etilbenzoico y el anhidrido
trifluoroacético, usando acido p-toluensulfénico como catalizador, se obtuvieron

rendimientos del 11 al 20%.



6.1.1.Caracterizacién de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)
La materia prima: 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8) (Figura 19), es un

so6lido blanco amorfo con punto de fusién de 252-254°C.

Figura 19. 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)

El espectro de UV mostr6 un maximo de absorcion de 239.63 nm
correspondiente al sistema conjugado 4-en-3-ona (Espectro 1).

En el espectro de IR (Espectro 2), se observo una banda de intensidad fuerte
en 1732.61 cm™ asignada a la vibracién C=0 del éster cuya presencia en la
molécula queda confirmada por la banda adicional de mediana intensidad en
1260.45 cm™ de la vibracién =C-O-C.

La vibraciones en 1718.09 cm™ y 1656.99 cm™ indicaron la presencia de
carbonilos de cetona en la molécula, corresponde a la segunda una a, B-
insaturada.

En el espectro de RMN'H (espectro 3) las senales simples que integran para
3H cada una y que se encuentran a campo alto en 2.15, 1.23 y 0.71 ppm,
fueron asignadas a los metilos de las posiciones 21, 19 y 18 respectivamente.
La senal del hidrégeno vinilico en posicion 4 de la entidad 4-en-3-ona, se
observé como un singulete a 5.78 ppm, mientras que la sefal del metilo del
grupo acetoxi aparecié como un singulete que integré para 3H en 2.08 ppm.

En el espectro de RMN'*C (espectro 4), la senal en 204.2 ppm se asigné al
carbonilo de cetona en Cy, la senal en 199.6 ppm al carbonilo de cetona a, -
insaturada en posicion 3 y la seial de 170.9 ppm al carbono carbonilo del éster
en C-17. Se observaron ademas las sefales correspondientes a los carbonos
sp? en posicién 4 y 5 en 124.3 y 170.9 ppm respectivamente, mientras que la

sefal del carbono metino en 17 aparecié a 97.0 ppm.



El espectro de masas por la técnica FAB (Espectro 5), se encontraron dos
picos en 372 y 373 correspondientes al M* y (M+1)" respectivamente, que

confirman el peso molecular esperado para este compuesto (PM=372).

6.1.2.Caracterizacion de 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)
La 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9) (Figura 20), se obtuvo como un polvo

fino color blanco, con un punto de fusion de 201-204°C y un Rf de 0.16.

Figura 20. 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)
En el espectro de UV para este compuesto (Espectro 6), se observdé una Amax
en 240.22 nm correspondiente a la cetona a, B-insaturada.
En el espectro de IR (Espectro 7) se confirmé la hidrélisis del éster de 8 y la
aparicion de un grupo hidroxilo por la banda ancha en 3424.75 cm™ debida a la
vibracion del enlace O-H y la banda en 1208.40 cm™ correspondiente a la
vibracién del enlace C-OH. Ademas se observé en 1703.51 una banda de C=0
de cetona en C-20 y una banda en 1665.48cm™ asignada a una cetona a, B-
insaturada en C-3.
En el espectro de RMN'H (Espectro 8) se observaron las sefiales de los
metilos angulares como sefales simples en 0.80 y 1.23 ppm correspondientes
a Cyg y Cqg respectivamente. También se aprecid la senal simple que integra
para 3H, correspondiente al metilo de la posicidon 21 en 2.32 ppm. La sefal del
proton vinilico en posicion C4 de la entidad 4-en-3-ona aparecié como una
sefnal simple a 5.78ppm.
En el espectro de RMN'C (Espectro 9) se observé una sefial a 211.8 ppm que
le fue asignada al carbonilo de cetona en posicion 20. La sefial de carbonilo de
la cetona a, B-insaturada de C; aparecido a 199.7 ppm, mientras que los

carbonos C4 y Cs que conforman el doble enlace conjugado se observaron en



124.2 y 171.1 ppm respectivamente. La sefal desplazada a campo alto en 90.0
ppm se asigné al Cq7 que confirmé la hidrélisis del éster.

El espectro de masas (Espectro 10), mostré dos picos a 330 y 331 que
corresponden a M y (M+1)*, que confirman el peso molecular esperado para
este compuesto (PM=330.47).

6.1.3.Caracterizacion de 17a-hidroxi-4a, 5a-epoxipregnan-3,20-
diona (10)

El compuesto (10) se obtuvo como un sélido amorfo color blanco, con un punto
de fusion de 153-155°C y un Rf de 0.30. (Figura 21)

Figura 21. 17a-hidroxi-4a, 5a-epoxipregnan-3,20-diona (10)

El compuesto no presentd absorcion en UV ya que no contiene ningun sistema
conjugado.

En el espectro de IR (Espectro 11), se observé la banda de intensidad fuerte en
1705.60 cm™ que se asignd al grupo C=0 de cetona. La banda ancha en
3496.15 cm™ y la banda en 1208.94 cm™ fueron asignadas al grupo hidroxilo.
La presencia del epdxido se confirmd por las sefales en 1264.15, 890.68 y 786
cm™.
En el espectro de RMN'H (Espectro 12), se observaron dos sefiales simples
que integran para 3H en 0.78 y 1.19ppm, estas sefiales fueron asignadas a los
hidrogenos de los metilos angulares en posicién 18 y 19 respectivamente,
mientras que la senal del metilo en 21 se aprecid como una sefal simple en
2.31 ppm. Ademas se observé una senal simple en 3.02ppm que corresponde

al H en la posicion 4.



En el espectro de RMN'C (Espectro 13) se observé una sefial a 206.7 ppm
asignada al carbonilo de las dos cetonas en C3; y Cy, mientras que los
carbonos base de oxigeno en 62.9 y 70.4 ppm confirman la presencia del
epoxido en C4 y Cs respectivamente. La sefal en 90.0 se asigné al Cy+5.

El espectro de masas (Espectro 14) mostré6 dos picos en 346 y 347 que
corresponden a M* y (M+1)" lo que confirman el peso molecular esperado para
este compuesto (PM=346.47).

6.1.4.Caracterizacién de 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-
diona (11a) y 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona
(11b)

11a; X=CI
11b; X=Br

Figura 22. 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a) y 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-
diona (11b)

El 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a) (Figura 22) se obtuvo como un
polvo fino de color rosa palido con rendimiento de 70.53% y presentd un punto
de fusién de 204-206°C.

El 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b) (Figura 22) se obtuvo como
un polvo fino color amarillo palido. La reaccion tuvo un rendimiento de 82.85%
y el compuesto presentdé un punto de fusibn de 203-205°C. Ambos

compuestos (11a) y (11b) presentaron un Rf de 0.23.

En UV, los compuestos (11a) (Espectro 15) y (11b) (Espectro 20) presentaron
Amax de 255.07 y 260.64 nm, respectivamente, indicando la presencia de una

cetona q, B-insaturada en las moléculas.



En los espectros de IR de los compuestos 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-
diona (11a) (Espectro 16) y 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)
(Espectro 21) (Tabla 4) se observo la regeneracion del doble enlace por la
banda ca. 1680 cm™ correspondiente a la cetona a, B-insaturada. La banda ca.
882 cm™, indicé la presencia del atomo de haldgeno.

Ademas se observaron una banda de fuerte intensidad ca. 1700 cm™ que
corresponde a una cetona simple en Cy y la banda ancha ca. 3400 cm™ que

corresponde al hidroxilo.

Tabla 4. Senales presentes en IR para los compuestos 11a y 11b.

17a-hidroxi-4-cloro-4- 17a-hidroxi-4-bromo-4-
Asignacion pregnen-3,20-diona (11a) pregnen-3,20-diona (11b)
(cm™) (cm™)

C=0

a, B- 1680.82 1680.55
insaturada

C-X 882.02 882.02

C=0 1703.99 1704.22

O-H 3472.74 3494.93

En ambos espectros de RMN'H (Espectros 17 y 22) se observé la desaparicion
de la senal del H de la posicidon C4, presente en el intermediario anterior,

mientras que las otras sefales permanecieron inalteradas.

En los espectros de RMN'™C para los compuestos 17a-hidroxi-4-cloro-4-
pregnen-3,20-diona (11a) (Espectro 18) y 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-
diona (11b) (Espectro 23) (Tabla 5) se confirmé la regeneracion del doble
enlace por la senal ca. 190 ppm corresponde a la cetona a, B-insaturada en Cj,
y la adicién del halégeno se confirmé por que las sefiales C4y Cs presentaron

un desplazamiento ca. 120 ppm y 160 ppm respectivamente.

Tabla 5. Senales presentes en RMN"C para los compuestos 11ay 11b.

17a-hidroxi-4-cloro-4- 17a-hidroxi-4-bromo-4-
Posicion pregnen-3,20-diona (11a) pregnen-3,20-diona (11b)
(ppm) (ppm)
C3 190.87 190.87
C4 127.69 122.28

C5 164.60 167.90




En el espectro de masas del 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)
(Espectro 19) se observé el ion molecular (M*) en 364, que corresponde al
peso molecular del compuesto, ademas se observo el (M+2=366) con un tercio
de la intensidad de M*. Ambas sefiales confirman el patrén isotopico del cloro.
(PM=364.90)

El espectro de masas del 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)
(Espectro 24) mostré el ion molecular en 408 y el (M+2=410) de la misma

intensidad que M*, que confirmo el patrén isotépico del bromo. (PM=409.35)

6.1.5.Caracterizacién de 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-
pregnen-3,20-diona (12a) y 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-
4-pregnen-3,20-diona (12b)

12a; X=Cl
12b; X=Br

Figura 23. 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo
-4-pregnen-3,20-diona (12b)

El 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a), se obtuvo con un
rendimiento del 11%. El producto puro se obtuvo como un polvo fino de color
blanco con un punto de fusion de 225-228°C, y un Rf de 0.39. (Figura 23)

El 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b) se obtuvo como
un polvo fino de color blanco con rendimiento del 21% y un punto de fusion de
239-241°C con Rf de 0.41.(Figura 23)

En el UV (Espectros (12a) 25 y (12b) 30) presentaron una Amax de 243.52 y

243.70 nm respectivamente, correspondiente al anillo aromatico.

En el IR (Espectros (12a) 26 y (12b) 31) se confirmo la presencia del éster por

la banda ca. 1700 cm™ que corresponde a la vibracion C=0 y la banda ca.



1290 cm™ que corresponde a la vibracién =C-O-C. Las bandas en 1702.11 y
1690.97 cm™, corresponden a la vibracion C=0 de una cetona simple y una

cetona q,B-insaturada respectivamente. (Tabla 6)

Tabla 6. Senales presentes en IR para los compuestos 12a y 12b.

17a-(4-etil)benzoiloxi-4- 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-
Asignacion cloro-4-pregnen-3,20-diona  bromo-4-pregnen-3,20-diona
(12a) (cm™) (12b) (cm™)

C=0

a, B- 1610.22 1690.97
insaturada

C-X 1106.93 1109.96

C=0 1700.00 1702.11

C=0 1712.03 1709.95

=C-0-C 1290.34 1291.21

En los espectros de RMN'H (Espectros 27 y 32) de los compuestos (12a) y
(12b), a campo bajo se observaron sefiales de dos tipos de H aromaticos ca. 8
y 7 ppm como sefales dobles, que corresponde a Ha y Hb, estos nucleos se
acoplaron con constantes ca a 6 y 9 Hz respectivamente. A campo alto se
observaron sefales cuadruples ca. 2.8 ppm (f) y sefales triples ca. 1.3 ppm (g),
que corresponden al metileno y al metilo respectivamente, que conforman al

etilo que esta unidos al anillo aromatico. (Figura 24)(Tabla7 )

Figura 24. 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo
-4-pregnen-3,20-diona (12b)

En los espectros de RMN'®C de los compuestos (11a) (Espectro 28) y (12b)
(Espectro 33) se observé un desplazamiento de la senal del C de la posicion 17
ca. 97.4 ppm, ademas se observo la senal ca. 165.0 ppm correspondiente al
Carbono del carbonilo del éster y las diferentes sefiales de C aromaticos en un
rango de 128 a 150 ppm. (Figura 25)(Tabla 7)



12a; X=Cl
12h; X=Br

Figura 25. 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo
-4-pregnen-3,20-diona (12b)

Tabla 7. Sefiales en RMN'H y RMN"C en la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a)

y 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo -4-pregnen-3,20-diona (12b)

Posicién RMN™C RMN'H
X=CI (dppm) X=Br (dppm) X=CI (dppm) X=Br (dppm)
C3 190.9 1909 -
C4 127.7 1220 - -
C5 164.3 1674
C17 97.4 968 00 -
C18 15.5 15.2 0.80 0.76
Cc19 18.1 20.9 1.30 1.26
C20 204.5 2041 - -
C21 26.6 263 00— -
0-C=0 166.3 1660 -
b-130.7 b-129.8 8.00 7.96
Cc c-130.1 c-129.8 Jab=6.00Hz  J5,=9.00Hz
(aromatico) d-128.4 d-128.2 7.36 7.32
e-150.9 e-150.6 Jpa=9.00Hz  Jp,=9.00Hz
f (-CHz-) 29.3 29.0 2.78 2.72
d (-CH5) 14.8 14.5 1.28 1.24

El espectro de masas del 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona
(12a) (Espectro 29), mostré el ion molecular (M*) en 497.3, que corresponde al
peso molecular del compuesto, ademas se observo el (M+2=499) con un tercio
de la intensidad de M". Ambas sefiales confirman el patron isotépico del cloro.
(PM=497)

El espectro de masas del 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona
(12b) (Espectro 39), mostro el ion molecular en 541.4 y el (M+2=543) de la
misma intensidad que M™ esta relacién confirmo el patron isotépico del bromo.
(PM=541)



6.2. EVALUACION BIOLOGICA

La evaluacion de la actividad antiandrogénica de los productos finales e
intermediarios de reaccidn se realizé por ensayos in vitro para obtener el Clsg
de uniodn al receptor de androgenos (RA), la ARE, y la Clsp de inhibicion de la
enzima b5a-reductasa. Dado que los compuestos son analogos de la
progesterona, estos podrian ejercer efectos sobre el receptor de progesterona,

por lo cual se evaluo su unién a dicho receptor (RP).

6.2.1.Ensayo in vitro de afinidad a receptor de progesterona
(RP)

Los valores de concentracion inhibitoria 50 (Clsp) de la materia prima, los 6

compuestos sintetizados, y la Promegestona (13), usada como referencia de

100% de ARE al RP se indica en la tabla 8.

De los compuestos evaluados, solo la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8),

presento ligera actividad sobre el receptor de progesterona con un %ARE de
5.3.

Tabla 8. Union de los compuestos sintetizados al receptor de Progesterona (RP).

Compuesto ((r:lllslo) p(‘:z I)E
Promegestona (13) 54 100
17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona
(12a) NA - e
17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona
(12b) A
17a-hidroxi-4-Cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a) NA
17a-hidroxi-4-Bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b) NA -
17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona (10) NA -
17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9) NA -
17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8) 101.5 5.3

NA: No presento actividad.

El hecho de que los compuestos sintetizados no se unen al receptor de
progesterona indica que estos no produciran efectos progestacionales

indeseables, como impotencia o pérdida del deseo sexual. [11]



6.2.2.Ensayo in vitro de afinidad por el receptor de andrégenos
(RA)

Los resultados de Clso de los compuestos evaluados (Tabla 9) en comparacion

con el control positivo Mibolerona (MIB) (14) indican que solo tres de los

compuestos evaluados (9, 8, y 11a) incluyendo la materia prima (8),

presentaron ligera afinidad por el receptor de andrégenos, sin embargo dicha

actividad no es significativa (0.15, 0.48 y 2.3) respecto al control positivo MIB.

Tabla 9. Unién de los compuestos sintetizados al receptor de Andrégenos (RA).

Clso ARE

Compuesto (nM) (%)

Mibolerona (14) 1.9 100

17 a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona
(12a) NA - e
17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona

(12b) NA— e
17a-hidroxi-4-Cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a) 82 2.3
17a-hidroxi-4-Bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b) NA -
17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona (10) NA -
17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9) 400 0.48
17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8) 1200 0.15

La 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y 17a-(4-
etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b) y dos de sus intermediarios
(10 y 11b) no se unen a RA. Esta propiedad puede ser muy util en el
tratamiento de enfermedades androgeno-dependientes con la ventaja de no
presentar efectos secundarios por supresion total de la accién de androgenos,
pues las funciones sexuales masculinas requieren niveles normales de T en el

Sistema Nervioso Central (SNC), principalmente para mantener la libido. [12]



6.2.3.Ensayo in vitro de inhibiciéon de la actividad de la enzima

5a-reductasa tipo | y tipo |l

Los valores de Clsy para ambas isoformas de la enzima 5a-R se muestran en la
Tabla10.

Tabla 10. Efecto de los compuestos sintetizados como inhibidores de la 5a-reductasa tipo

1y tipo Il.
5a- 5a-
reductasa reductasa
Compuesto . .
tipo | tipo Il
Clso (M) Clso (M)
Finasterida (5) 0.0054 0.0005
Dutasterida (6) 0.0003 0.0002
17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20- NA 65
diona (12a)
17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen- NA 100
3,20-diona (12b)
170(-h|droxp4-clorc(>ﬁ;p)regnen-3,20-d|ona 0.50 492
170(-h|droxp4-brom(t:-14l;;)regnen-3,20-d|ona 0.32 40
17a-h|drOX|-4a,5a-e;():(;()|pregnan-3,20-d|ona 50 1 NA
17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9) 62.6 37
17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8) 31.7 39

La materia prima, 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8), presentd actividad
inhibitoria para ambas isoformas de la enzima, con valores de Cls
equiparables, 31.7uM y 39uM. Estos valores son muy altos comparados con
los farmacos de uso clinico finasterida (5) y dutasterida (6), lo cual indica la
poca potencia y selectividad de este compuesto.

La 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9), mostré actividad para ambas
isoenzimas siendo mas activo para la enzima tipo Il con un Clsy de 37uM.

El compuesto 17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona (10), presentd una
baja actividad, pero selectividad total hacia la inhibicién a la isoforma tipo | con
Clso de 50.1ug. dado que este compuesto no mostrd actividad inhibitoria sobre
la isoenzima tipo Il, se refleja la necesidad del sistema conjugado sp®-sp2-sp?

en el anillo A en las posiciones C3;, C4 y Cs para dicha actividad pues esta



caracteristica le permite competir con el sustrato por el sitio activo de la
enzima. [14, 10]

El hecho de que (10) presente inhibicidn selectiva de la isoenzima tipo | puede
representar una ventaja en el tratamiento clinico de patologias dermatoldgicas
dependientes de androgenos como la calvicie masculina, acné, e hirsutismo.
[10]

Los intermediarios 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a) y 17a-
hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b), resultaron inhibidores duales ya
que mostraron actividad para ambas isoformas de la enzima. Sin embargo
presentaron mayor actividad hacia la isoforma tipo |. Los valores de Clsg para
estos compuestos fueron de 0.32 y 0.50uM vy resultaron ser los compuestos
mas activos de todos los evaluados. Es importante encontrar inhibidores duales
de la 5a-R, pues resultan ser mas efectivos para la prevencion y/o tratamiento
de enfermedades androgeno dependientes como HPB e incluso CaP, como es
el caso de la Dutasterida (6) con la que se logra disminuir los niveles de DHT
hasta en un 93%. [1,2]

Los compuestos 17a-(4-etil) benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y
17a-(4-etil) benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b), que poseen los
requisitos estructurales para ser inhibidores de la 5a-R presentaron actividad
solo hacia la isoforma tipo Il. Dado que estos compuestos no poseen actividad
sobre RP ni RA se pueden reducir o eliminar los efectos adversos relacionados

a la activacion o bloqueo de dichos receptores.



6. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar una ruta de sintesis que permiti6 obtener nuevos
compuestos derivados de la progesterona que presentaron inhibicion
hacia una o ambas isoformas de la enzima 5a-reductasa. Sin embargo
en ninguno de los casos se mostré mayor actividad inhibitoria que los
compuestos de referencia: Finasterida (5) y Dutasterida (6).

Se logro sintetizar los nuevos compuestos analogos de la progesterona:
17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a) y 170-(4-
etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b), que presentaron
actividad inhibitoria por la isoforma tipo Il e inactividad sobre la tipo [, sin
embargo, en ninguno de los casos se mostré mayor actividad inhibitoria
que las referencias. Dado que estos compuestos no poseen actividad
sobre RP ni RA, se pueden reducir o eliminar los efectos adversos
relacionados a la activacion o bloqueo de dichos receptores.

Tres de los compuestos (8, 9 y 11a) presentaron afinidad por el receptor
de andrégenos (RA), sin embargo en ninguno de los casos fue
significativo.

Se encontr6 que el compuesto 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-
diona (11b), a pesar de no tener el éster en posicion C-17, presentd las
caracteristicas necesarias para un inhibidor de la enzima 5a-reductasa
derivado de la progesterona, por lo que seria recomendable evaluar su
actividad in vivo para determinar la necesidad de dicho grupo

transportador.
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ANEXO



ESPECTRO 1 UV-VIS de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)

ESPECTRO 2 IR de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)




ESPECTRO 3 RMN'H de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)
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ESPECTRO 4 RMN™C de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)
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ESPECTRO 5 MASAS de la 17a-acetoxi-4-pregnen-3,20-diona (8)
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ESPECTRO 6 UV-VIS de la 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)

ESPECTRO 7 IR de la 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)



ESPECTRO 8 RMN'H de la 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)
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ESPECTRO 9 RMN™C de la 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)
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ESPECTRO 10 MASAS de la 17a-hidroxi-4-pregnen-3,20-diona (9)
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ESPECTRO 11 IR de la 17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona (10)



ESPECTRO 12 RMN'H de la 17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona (10)
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ESPECTRO 13 RMN™C de la 17a-hidroxi-4a,5a-epoxipregnan-3,20-diona (10)



ESPECTRO 15 UV-VIS de la 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)
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ESPECTRO 16 IR de la 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)

ESPECTRO 17 RMN'H de la 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)
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ESPECTRO 18 RMN™C de la 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)
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ESPECTRO 19 MASAS de la 17a-hidroxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (11a)
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ESPECTRO 20 UV-VIS de la 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)
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ESPECTRO 21 IR de la 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)



ESPECTRO 22 RMN'H de la 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)
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ESPECTRO 23 RMN**C de la 17a-hidroxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (11b)
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ESPECTRO 25 UV-VIS de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a)



ESPECTRO 26 IR de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a)

ESPECTRO 27 RMN'H de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a)
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ESPECTRO 28 RMN™C de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a)
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ESPECTRO 29 MASAS de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-cloro-4-pregnen-3,20-diona (12a)
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ESPECTRO 30 UV-VIS de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b)

ESPECTRO 31 IR de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b)



ESPECTRO 32 RMN'H de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b)
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ESPECTRO 33 RMN"C de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b)
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ESPECTRO 34 MASAS de la 17a-(4-etil)benzoiloxi-4-bromo-4-pregnen-3,20-diona (12b)
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