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RESUMEN

RESUMEN

Actualmente el cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna son dos
padecimientos con una incidencia creciente que afectan a la poblacién masculina de edad
avanzada (mayores a 45 anos). Ambos padecimientos son androgeno-dependientes, es decir,
que su desarrollo y patologia es dependiente de las concentraciones de andrégenos en el
organismo, principalmente de la dihidrotestosterona, que es el androgeno mas potente.

Es por ello que se han creado diversos tratamientos para disminuir las concentraciones
de ésta en el organismo, siendo de vital interés los inhibidores de la enzima 5o-reductasa,
debido a que esta enzima es la encargada de la reduccion de testosterona a dihidrotestosterona.
Desde el punto de vista farmacologico este tratamiento resulta muy atractivo ya que
unicamente se detienen las acciones andrdgenicas causadas por la dihidrotestosterona sin
afectar las funciones fisiologicas de la testosterona, en consecuencia los efectos secundarios
son menores.

En este trabajo de investigacion se sintetizaron compuestos derivados de la
progesterona con dos carbonilos a,f insaturados, uno en C-20 y el otro en C-6, asi como una
funcion éster en C-3 (compuestos nuevos) y sus respectivos intermediarios sintéticos
(compuestos conocidos): 3B-acetoxi-Sa,6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2), 3p-acetoxi-5a-
hidroxipregna-16-en-6,20-diona  (3), 3p-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (4), 3f-
hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5), 3pB-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona
(6), 3B-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7), 3B-(p-pentil)benzoiloxipregna-
4,16-dien-6,20-diona (8), 3p-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9), 3B-(p-
nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (10), 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona  (11)  3PB-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (12),  3B-(p-
fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13), 3p-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona  (14),  3B-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (15),  3B-(p-
yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16), 3pB-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona  (17),  3B-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (18),  3B-(p-
metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (19), 3B-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-
dien-6,20-diona  (20), 3PB-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona  (21).
Asimismo se realizo la evaluacion bioldgica de estos compuestos, como de sus intermediarios,
mediante ensayos In Vitro de inhibicion de la enzima Sa-reductasa de prostata de cadaver
humano y de hamster, de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas y de inhibicion in vivo
del crecimiento de la prostata en hamsteres castrados.
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El compuesto 2 es el que presenta mayor actividad in vitro para la inhibicion de la
enzima So-reductasa con una potencia 166 veces mayor a la Finasterida (Proscar®) que es el
farmaco de mercado. Hasta ahora, el compuesto 2 ha sido el unico que ha presentado una
actividad in vivo comparable a la Finasterida. Cabe destacar que por cuestiones de tiempo aun
falta determinar la actividad de los compuestos 7-21 los cuales se espera que muestren
actividades bioldgicas parecidas o mejores que la de los compuestos hasta ahora estudiados.

C(CHa);

Figura R.1 Finasterida

En la prueba in vitro de citotoxicidad en lineas de céncer, se observa que todos los
compuestos presentan un porcentaje elevado de inhibicion del crecimiento en lineas celulares
correspondientes al cancer de mama. En lo referente a la linea celular de céncer de prostata,
solo el compuesto 14 presentd6 un valor alto de inhibicion, al igual que contra células
cancerigenas de colon y de mama.

Gracias a este estudio se tienen nuevas herramientas sobre los requerimientos
necesarios para un efecto antiandrogénico de derivados de la progesterona.
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INTRODUCCION

Mundialmente, el cdncer es una de las principales causas de mortalidad. Este flagelo es
resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos, quimicos y biologicos)
que produce la degeneracion de las células, con lo que se originan lesiones precancerosas y
finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen estar localizados, pero eventualmente
pueden diseminarse a otros oOrganos (metastasis). La incidencia del cancer se relaciona
directamente con la edad, ya que las personas estadn mas tiempo expuestas a factores causales

relacionados con esta enfermedad.

Segun datos del INEGI (febrero 2011) los tumores malignos son los causantes de
aproximadamente 13% de las defunciones mundiales, 7.9 millones de muertes por afio, de las
cuales mas del 72% se registran en paises de ingresos bajos y medios. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) prevé que entre 2007 y 2030, aumentara 45% la mortalidad por
cancer a nivel mundial, pues estima que pasara de 7.9 a 11.5 millones de defunciones por afio,
resultado del crecimiento demografico y el envejecimiento de la poblacion; ademas, estima
que durante el mismo periodo, el nimero de casos nuevos de cdncer aumentara de 11.3 a 15.5

millones.

En nuestro pais, la tasa de defuncion por tumores tiende a aumentar. De 1998 a 2008 la
tasa de mortalidad por céncer se incrementd, pasando de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil
habitantes. Entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil habitantes,

mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil habitantes.

En 2008, segln la tasa de mortalidad observada de tumores malignos para la poblacion
de 60 afios y mas, los tumores en traquea, bronquios y pulmoén presentan la tasa mas alta
(60.19 por cada 100 mil habitantes), seguidos por los tumores de higado y de las vias biliares
intrahepaticas, y los de estomago (44.11 y 42.30 por cada 100 mil habitantes,
respectivamente). Resulta preocupante que la poblaciéon masculina presente la tasa de
defunciones por tumores mas alta, por la elevada mortalidad por tumor de préstata (121.57 por

cada 100 mil hombres).
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Finalmente, de acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008, entre los
hombres el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en la prostata (8.1%), seguido por los
tumores de traquea, bronquios y pulmoén (7.0%), enfermedad asociada al consumo de tabaco; y
entre las mujeres, el cancer de mama (7.6%), seguido por los tumores malignos de ovarios

(6.4%)."

Figura.l.1 Porcentaje de defunciones por tumores malignos para cada sexo

Por esta razon, numerosos grupos de investigacion han dedicado sus esfuerzos para
atacar este mal. En nuestro grupo de trabajo nos hemos enfocado en sintetizar compuestos
antiandrogénicos para contrarrestar el cancer de prostata y la hiperplasia prostatica benigna,
que como se menciono , es uno de los principales padecimientos en la poblacion masculina en

el mundo.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES
1.1 Generalidades sobre el cancer

El cancer es un proceso en el cual las células de un 6rgano crecen fuera de control. Hay
muchos tipos de céancer, pero todos ellos se caracterizan por un crecimiento anormal de las
células las cuales pueden invadir otros tejidos, algo que las células normales no pueden hacer.
De este modo, las células cancerosas forman un tumor. Sin embargo, algunos canceres, como
la leucemia rara vez se forman.

Las células cancerosas entran al torrente sanguineo o a los vasos linfaticos y pueden
viajar a otras partes del cuerpo, para formar nuevos tumores que reemplazan a los tejidos
normales. Este proceso se llama metéstasis. Otro mecanismo de propagacion del cancer es por
invasion, que es la migracion y la penetracion directa por las células de cancer en los tejidos
vecinos.

No importa a donde se propague el cancer, siempre recibe el nombre de su lugar de
origen. Por ejemplo, el cancer de mama que se ha propagado al higado sigue siendo céncer de
seno, no cancer de higado. Asimismo, el cancer de prdstata que se ha extendido a los huesos se
llama metastasis del cancer de prostata y no cancer de huesos.

Los diferentes tipos de cancer pueden comportarse de manera muy diferente. Por
ejemplo, el cancer de pulmoén y el de seno son enfermedades muy distintas que crecen a ritmos
desiguales y responden a diferentes tratamientos. Es por eso que las personas con cancer
necesitan un tratamiento dirigido a su propio tipo de cancer.

Algunos tumores no son cancerosos y se consideran benignos, ya que crecen en un solo
lugar, no pueden diseminarse ni invadir otras partes del cuerpo. Aun asi pueden ser peligrosos
si presionan Organos vitales, tales como el cerebro. Con frecuencia, el tratamiento incluye la
cirugia. Los tumores benignos no suelen crecer nuevamente.’

1.2 Generalidades sobre la prostata

La prostata, una glandula exclusivamente masculina, esta ubicada delante del recto y
debajo de la vejiga, como se muestra en la siguiente imagen. El tamafio de la prostata varia
con la edad. En los hombres méas jovenes, la prostata es del tamafio de una nuez. Pero, puede
ser mucho més grande en hombres de mas edad.
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Figura 1.1 Esquema del sistema reproductor masculino

La funcion de la préstata consiste en producir cierta cantidad del liquido que protege y
nutre a los espermatozoides presentes en el semen. Lo que causa que sea mas liquido.
Inmediatamente detras de la prdstata se encuentran las vesiculas seminales, que producen el
mayor volumen de liquido para el semen. La uretra, que es el conducto que transporta la orina
y el semen fuera del cuerpo a través del pene, pasa por el centro de la prostata.’

La prostata comienza a desarrollarse antes del nacimiento y continfla su crecimiento
hasta que el hombre alcanza la adultez. Este crecimiento es promovido por hormonas
masculinas (llamadas androgenos). El andrégeno principal, la testosterona, se produce en los
testiculos. La enzima Sa-reductasa transforma la testosterona en dihidrotestosterona (DHT), la
cual le envia una senal a la prostata para que crezca. Mientras las hormonas masculinas estén
presentes, la prostata permanece del tamano normal para un adulto. En los hombres mayores a
45 afios, la parte interior de la prostata (alrededor de la uretra) a menudo sigue creciendo
causando una condicién comun llamada hiperplasia prostatica benigna (HPB). Cuando se
presenta esta afeccion, el tejido de la prostata puede presionar la uretra, lo que causa
problemas al pasar la orina. La HPB puede ser un problema de salud grave, pero no es cancer.”

1.3 Hiperplasia prostatica benigna

La hiperplasia prostatica benigna también es conocida como hipertrofia prostatica
benigna, crecimiento prostatico benigno u obstruccion prostatica benigna.

La HPB es definida de acuerdo a criterios clinicos como la presencia de una
obstruccion del flujo de salida de la vejiga y el crecimiento prostitico benigno. Esto es
conocido también como prostatismo.
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El crecimiento de la prostata es practicamente universal en los hombres debido a la
edad, cuando el tamafio de esta glandula es muy grande puede llegar a comprimir la uretra lo
que lleva a una obstruccién significativa parcial o casi total de los canales de la uretra lo cual
impide el paso del flujo de la orina y una retencion urinaria aguda en algunos hombres.

La HPB provoca sintomas como dificultad para orinar, necesidad frecuente de orinar,
disuria (dolor al orinar), aumento en el riesgo de infecciones del tracto urinario y retencion
urinaria. No se ha encontrado una relacion directa entre la severidad de los sintomas y el
tamafo de la prostata. Algunos hombres presentan sintomas severos de obstruccion urinaria
con un crecimiento prostatico minimo, mientras que otros presentan sintomas minimos con
prostatas grandes.’

La patogénesis de la hiperplasia prostatica benigna no es bien conocida hasta el
momento, sin embargo algunas causas posibles son:

e Conversion de la testosterona plasmatica (de los testiculos) por la Sa-reductasa en
dihidrotestosterona, la cual promueve el crecimiento prosteitico.6

e Un aumento de los niveles de estradiol (la enzima aromatasa convierte la testosterona a
estradiol) como resultado de la edad. Los estrégenos actian sinergisticamente con la
dihidrotestosterona para inducir receptores androgénicos y crecimiento prostatico.

e Activacion de los adrenoreceptores al, lo que incrementa el tono del musculo liso del
cuello de la vejiga y la prostata.

La hiperplasia prostatica benigna, se presenta en general, en los hombres mayores de
45 afios y su prevalencia aumenta con la edad. La evidencia de los estudios de autopsias
sugiere que mas del 90% de los hombres mayores de 70 afios presentan HPB. La edad a la
cual se presentan los sintomas es cercana a los 65 afios, y aunque para los hombres con
ascendencia negra es de 60 afios. A los 60 afios la prevalencia de la HPB es >50% y para la
edad de 85 afios hasta un 90% de los hombres presenta los sintomas. Sin embargo, a pesar de
una alta prevalencia, la mortalidad asociada con la HPB es baja y la presencia de
complicaciones serias no es frecuente.

La eleccion del tratamiento apropiado se basa en la severidad de los sintomas, en el
grado en que afectan el estilo de vida del individuo y en la presencia de cualquier otra
condicion médica. Las opciones de tratamiento incluyen: una espera con vigilancia cuidadosa,
diversas terapias con medicamentos y diversos métodos quirargicos.’
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Medicamentos:

Bloqueadores al: La terapia médica actual puede incluir el uso de bloqueadores al
(doxazosina, prazosina, tamsulosina y terazosina), también utilizados frecuentemente en el
tratamiento de la hipertension arterial. Estos medicamentos se usan en el tratamiento de la
HPB puesto que relajan los musculos del cuello vesical y facilitan la miccion. Dos tercios de
las personas tratadas con bloqueadores ol manifiestan mejoria de los sintomas.

T SR
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0O, I\ N (o}
NH N N—</ \
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Figura 1.2 Estructura de los bloqueadores a1

Inhibidores de la Sa-reductasa: La Finasterida (Figura R.1, pdg. 2) es un 4-
azaesteroide inhibidor competitivo reversible y especifico de la So-reductasa. Bloquea la
transformacion de testosterona en DHT a nivel de la préstata, reduciendo asi su tamafio. Se ha
demostrado que este farmaco aumenta el flujo de orina y disminuye los sintomas de la HPB.
Sin embargo, para que se produzca una mejoria significativa de los sintomas, pueden ser
necesarios hasta 6 meses de tratamiento. Entre los efectos secundarios potenciales

relacionados con su uso estan la disminucion del impulso sexual (3.3%) y la impotencia (2.5 a
3.7%).}

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

Varios tipos de células se encuentran en la préstata, pero casi todos los casos de cancer
de prostata se desarrollan a partir de las células de la glandula; células que producen el liquido
de la prostata que se agrega al semen. Algunos cénceres de prostata pueden crecer y
propagarse rapidamente, pero la mayoria de éstos crecen lentamente.”

1.4.1 Factores de riesgo

Un factor de riesgo es todo aquello que afecta la probabilidad de padecer una
enfermedad. Sin embargo, los factores de riesgo no lo indican todo. Muchas personas con uno
o mas factores de riesgo nunca padecen cancer, mientras que otras que ya tienen la
enfermedad puede que no hayan tenido factores de riesgo conocidos.

Todavia no se entienden completamente las causas del cancer de prostata, pero los
investigadores han encontrado varios factores que pueden cambiar el riesgo de padecer esta
enfermedad. Para algunos de estos factores, la asociacion con el riesgo de cancer de prostata
aln no esta clara.’

Edad. La edad es el principal factor de riesgo para el cancer de prostata. El cancer de
prostata ocurre en muy pocas ocasiones antes de la edad de 40 afos, pero la probabilidad de
tener cancer de prostata aumenta rapidamente después de los 50 afos. Casi dos de tres casos
de céancer de prostata se detectan en hombres mayores de 65 afios.

Raza o grupo étnico. El cancer de prostata ocurre con mas frecuencia en los hombres
de ascendencia de raza negra que en los hombres de otras razas. Ademas, los hombres de raza
negra tienen una mayor probabilidad de ser diagnosticados en una etapa avanzada, y tienen
mas del doble de probabilidad de morir de cadncer de prostata en comparacion con los hombres
blancos. El cancer de prostata ocurre con menos frecuencia en los hombres asidtico-
americanos € hispanol-latinos que en los hombres blancos. No estan claras las razones de
estas diferencias raciales y étnicas.

Antecedentes familiares. Parece ser que el cancer de prostata afecta mas a algunas
familias, lo cual sugiere que en algunos casos puede haber un factor hereditario o genético. Si
el padre o el hermano de un hombre padecen cancer de prostata, se duplica el riesgo de que
este hombre padezca la enfermedad (el riesgo es mayor para un hombre con un hermano
afectado que para un hombre cuyo padre ha tenido este tipo de cancer).
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Inflamacién de la prostata. Algunos estudios han sugerido que la prostatitis
(inflamacién de la glandula prostatica) puede estar asociada con un riesgo aumentado de
cancer de proéstata, aunque otros estudios no han encontrado tal asociacion. A menudo, la
inflamacion se observa en las muestras del tejido de la prostata que también contiene céncer.
La asociacion entre los dos no esta clara, pero ésta es un area activa de investigacion.

1.4.2 Pruebas para la deteccion del cancer de prostata

La deteccion del cancer de préstata implica buscar la presencia de cancer antes de que
produzca sintomas. Esto resulta util para descubrir el cancer en una fase temprana, cuando
puede ser mas facil de tratar.’

Las pruebas que se realizan habitualmente para detectar el cancer de prostata'® son:

Tacto rectal (DRE, por sus siglas en inglés): Un doctor o un enfermero insertara un
dedo enguantado y lubricado en el recto para palpar la préstata, con el fin de determinar su
tamafio y sentir si hay bultos u otras anomalias.

Prueba del antigeno prostatico especifico (PSA, por sus siglas en inglés): La prueba
del PSA es un examen de sangre que mide los niveles de PSA en la sangre. El PSA es una
proteina que produce la prostata. Los niveles del PSA en la sangre pueden ser mas elevados en
los hombres que tienen cancer de prostata. Otras afecciones que afectan la prostata también
pueden causar una elevacion en los niveles del PSA.

1.4.3 Aspectos generales de las opciones de tratamiento

Existen diferentes tipos de tratamientos para todos los pacientes con cancer de prostata.
Algunos tratamientos son estandar (el que se usa en la actualidad) y otros estan en
investigacion en estudios clinicos. La eleccion del tratamiento mas adecuado para el cancer es
una decision que idealmente involucra al paciente, su familia y al equipo de atencion médica’.

e Vigilancia expectante.
e Cirugia.

e Radioterapia.

¢ Criocirugia.

¢ Quimioterapia.

10
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e Terapia biologica.

e Hormonoterapia: La hormonoterapia es el uso de hormonas con el fin de detener el
crecimiento de las células cancerosas. Las hormonas masculinas (en especial la
testosterona) pueden estimular el crecimiento del cancer de prostata. Con el fin de
detener este crecimiento se pueden administrar hormonas femeninas o medicamentos
que reducen la produccion de las hormonas masculinas.

La hormonoterapia utilizada en el tratamiento del cancer de prostata puede incluir lo
siguiente:

. Los estrogenos (hormonas que producen las caracteristicas sexuales femeninas)
pueden impedir que los testiculos produzcan testosterona. Sin embargo, los estrogenos rara
vez se utilizan en el tratamiento del cancer de prostata debido al riesgo de efectos
secundarios peligrosos.

. Los agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante también
pueden impedir que los testiculos produzcan testosterona. Algunos ejemplos son el
leuprolide, el goserelin y el buserelin.

. Los farmacos que pueden impedir que las glandulas suprarrenales produzcan
andrégenos incluyen al ketoconazol y la aminoglutetimida.

. La orquidectomia es la cirugia que se hace para extirpar los testiculos, la
principal fuente de hormonas masculinas, con el fin de reducir la produccion de estas
hormonas.

Los hombres tratados con hormonoterapia pueden quejarse de oleadas de calor,
deterioro de la funcidn sexual y pérdida del apetito sexual.

. Los antiandrégenos. Su funcion consiste en suprimir la accion biologica de los
andrégenos (hormonas que producen las caracteristicas sexuales masculinas) ya sea
bloqueando los receptores androgénicos o impidiendo la funcidon de ciertas enzimas
conocidas como isoformas, que actiian en diferentes tejidos. Por lo que se refiere a los
antiandrogenos, pueden estar constituidos por moléculas con una estructura esteroidal,
como los que han sido desarrollados por nuestro grupo de investigacion, o ser de tipo no
esteroidal.

11
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Tabla 1.1 Ejemplos de antiandrogenos comerciales

Esteroidales No esteroidales
Acetato de Ciproterona | Bicalutamida

OH
H
N
(<3
s
NC o
CF;

Mefepristona Flutamida
/ F F
> ﬁ 4
\s
Finasterida Nilutamida

HN%N %
H \,

Los antiandrégenos comerciales ocasionan alteraciones hormonales, fallas cardiacas,

retencion de liquidos, efectos nocivos en las células del higado (hepatotoxicos), disminucion
del deseo sexual, vomito y diarrea, entre otros sintomas; ademads, un tratamiento varia entre
600 y 1200 pesos al mes.

Por lo tanto investigaciones en este campo estan enfocadas en anular lo mas posible
estas reacciones adversas en los antiandrégenos que se han sintetizado, y ademas, disefiar un
proceso de sintesis rentable, con altos rendimientos y bajos costos.

1.5 Esteroides

En los humanos, la mayor parte de los esteroides funcionan como hormonas,
mensajeros quimicos que son secretados por las glandulas enddcrinas y que se llevan a través
de la corriente sanguinea a los tejidos que son su destino.

Hay dos clases principales de hormonas esteroidales: las hormonas sexuales, que se
encargan del proceso de maduracion, el crecimiento de los tejidos y la reproduccion; la
segunda clase de las hormonas esteroides son las adrenocorticales, estas regulan diversos
procesos metabolicos. "’

Los esteroides son moléculas que estdn basadas en el sistema de anillo tetraciclico
ciclopentanoperhidrofenantreno, ver figura 1.2.

12
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Sustituyente

T~

*+— Atomo de hidrégeno o

Figura 1.3 Sustituyentes o y B en un esteroide. (R = cadena lateral)

Los nombres de los esteroides se designan como derivados de los esqueletos,
mostrados en la tabla 1.2 y varian principalmente en los sustituyentes que presentan en la
posicion 17 asi como de la estereoquimica o o B de los hidrogenos o los metilos'’.

Tabla 1.2 Carbociclos fundamentales

FORMULA FORMULA SERIE 50

Sa-gonano Sa-colano

Sa-estrano So-colestano

Sa-androstano Sa-ergostano

13
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Sa-pregnano Sa-campestano

1.6 Hormonas sexuales masculinas

Los andrégenos son hormonas sexuales masculinas por ejemplo la testosterona, la
androsterona y la androstendiona. Su funcion principal es estimular el desarrollo de los
caracteres sexuales masculinos. Son segregados por los testiculos, pero también por los
ovarios en la mujer (androstenediona) y por la corteza suprarrenal (principalmente la
dihidroepiandrosterona).’* En el hombre solo el 10% de los andrégenos tiene origen
suprarrenal. La testosterona, es en realidad una prohormona ya que para ejercer su accion
fisiologica o farmacoldgica debe reducirse en posicion 5 a la dihidrotestosterona, que es la
hormona activa. Los testiculos también producen estradiol que ejerce algunas acciones
metabolicas y androgénicas. La androsterona, metabolito de la dihidrotestosterona y la
etiocolanolona, metabolito de la testosterona, son los principales productos de accion
androgénica de excrecion urinaria, ambos fisiolégicamente inactivos'”.

1.6.1 Testosterona

En los hombres, la testosterona es la hormona mas importante, ayuda al cuerpo en el
desarrollo de los tejidos reproductivos como los testiculos y la prostata asi como también la
promocién de las caracteristicas sexuales secundarias tales como el incremento de la masa
muscular, ésea y el crecimiento del vello corporal.

Debido a su caracter lipofilico la testosterona se difunde a través de la membrana
celular, penetra en el liquido intersticial y de ahi a la sangre, donde se puede encontrar libre o
unida a proteinas plasmadticas, como la albumina plasmatica o la globulina ligadora de
hormonas sexuales. De esta forma puede permanecer en circulacion por varias horas hasta
llegar a su organo diana. Es asi que existe una fuerte regulacion en la produccion, liberacion y
disponibilidad de los andrégenos en el organismo. '

Aproximadamente el 7% de la testosterona es reducida a 5a-dihidrotestosterona (DHT)
por la enzima citocromo Psso Sa-reductasa y un 0.3% es convertida a estradiol por la
aromatasa, una enzima expresada en el cerebro, higado, y tejido adiposo.’La DHT es mas
potente que la testosterona mientras que el estradiol tiene actividades completamente distintas
(feminizacidén) comparado a la testosterona (masculinizacion). Finalmente, la testosterona y la
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DHT pueden ser desactivadas o eliminadas por enzimas que las hidroxilan en las posiciones 6,

7,15, 0 16.
OH
HO
Estradiol

OH

TESTOSTERONA Ped,,w
zIC)

(¢]
H

5a-Dihidrotestosterona

Figura 1.4 Metabolismo de la testosterona

1.6.2 Enzima So-reductasa

La enzima So-reductasa cataliza la reduccidén estereoselectiva de la testosterona a
dihidrotestosterona DHT utilizando como cofactor NADPH en su forma reducida. Existen dos
isoformas de esta enzima denominadas tipo 1 y tipo 2, las cuales difieren en sus propiedades

bioquimicas, tejido de localizacion y su funcion'’
OH OH

So-reductasa
(1y2)

NADPH

O,
Tl

Testosterona So-Dihidrotestosterona

Figura 1.5 Transformacion de la testosterona en DHT por accion de la enzima Sa-reductasa

La isoenzima tipo 1 se encuentra predominantemente en el higado, glandulas sebaceas,
cuero cabelludo, cerebro y en bajas cantidades en la prostata; por otro lado, la isoforma tipo 2
se encuentra predominantemente en la prostata, piel genital y vesiculas seminales. La
homologia entre ambas es alrededor del 50% y algunas de sus caracteristicas se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 1.3 Comparacion de las isoformas 1 y 2 de la enzima Sa-reductasa
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Caracteristicas Isoenzima 1 | Isoenzima 2
No. de aminodacidos 259 254
pH optimo 6-9 5.5
Km (saturacion) 3uM SuM
Gen que la codifica Cromosoma 5 | Cromosoma 2

El mecanismo propuesto para la reduccion irreversible de la testosterona a DHT
mediante la enzima Soa-reductasa involucra la formacién de un complejo binario entre la
enzima y el cofactor NADPH, seguido por la formacién de un complejo terciario con la
testosterona. Ocurre entonces una activacion del sistema endnico mediante una interaccion
fuerte con un residuo electrofilico presente en el sitio activo de la enzima generando un
carbocation con carga deslocalizada, el cudl es reducido selectivamente en el carbono C-5 por
la cara a por la transferencia de un hidruro proveniente del NADPH. Posteriormente el enol asi
formado, mediante un tautomerismo ceto-enol propicia la salida de la dihidrotestosterona
regenerando el complejo binario inicial entre el NADP'-enzima, que con la posterior
liberacion del NADP™, deja a la enzima libre para entrar a un nuevo ciclo catalitico.

@ § /6 2

Enz I°6

So-Dihidrotestosterona
Testosterona

Figura 1.6 Mecanismo de reduccion de la testosterona a 5Sa-dihidrotestosterona por accion de la enzima So-
reductasa

1.6.3 Antiandrogenos esteroidales

Debido a los efectos colaterales que presentan los antiandrogenos actuales del mercado
hay una busqueda continua por desarrollar nuevos agentes esteroidales con mayor actividad
antiandrogenica y menores efectos secundarios.”” Como ya se ha mencionado, la DHT es el
androgeno responsable de varias de las enfermedades androgeno-dependientes y por eso se
considera un excelente blanco farmacologico la inhibicion de la enzima Sa-reductasa ya que
de esta forma s6lo se bloquea la formacion de la DHT sin afectar las funciones bioldgicas de
la testosterona.

Basicamente existen dos métodos para sintetizar un esteroide con caracteristicas
antiandrogénicas los cuales se describen a continuacion.
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Derivados del androstano. Este tipo de inhibidores han sido disefiados modificando la
estructura de la testosterona y se efecttian en ella diversas modificaciones estructurales, de
manera que se tenga un efecto antagénico. Asi, el nuevo compuesto sintetizado tendra la
capacidad de unirse al receptor sin producir efecto androgénico, bloqueando la formacion del
complejo andrégeno-receptor.”!

Derivados del pregnano. Este tipo de inhibidores han sido disefiados modificando la
estructura de la progesterona, lo cual es una ventaja, ya que los compuestos obtenidos a partir
de ella presentan una mayor actividad antiandrogénica, debido a que la progesterona es un
antiandrégeno natural por la competencia que existe con la testosterona por la unién a la
enzima Sa-reductasa. Se han obtenido una serie de compuestos esteroidales con actividad

antiandrogénica que presentan una baja actividad hormonal, baja toxicidad y no disminuyen el
libido.”>¢

17



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Debido a la actividad biologica tan importante que juegan los antiandrogenos
esteroidales y en especial los derivados del pregnano contra el cancer de préstata e HPB, se
espera que las moléculas sintetizadas en este trabajo (disefiadas de acuerdo a trabajos previos)
tengan una actividad inhibitoria alta, debido a la conjugacion particular dentro de su estructura
y a la presencia de los diferentes ésteres aromaticos en C-3 que a su vez se espera que
presenten un efecto lipofilico.

OBJETIVOS

Objetivo general:

o Sintetizar compuestos esteroidales derivados de la pregnenolona con una funcion éster
en el C-3 y evaluar su posible actividad biologica en lineas de céncer y su actividad
antiandrogénica.

Objetivos especificos:

e Sintetizar cantidades suficientes de los compuestos intermediarios: 3[-acetoxi-Sa,60-
epoxipregna-16-en-20-ona (2), 3P-acetoxi-Sa-hidroxipregna-16-en-6,20-diona (3), 3-
acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4) y 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5).

e Sintetizar los catorce compuestos esteroidales (con una funcidn éster en el carbono 3),
purificarlos y caracterizarlos por técnicas espectroscopicas y espectrométricas para su
plena identificacion (compuestos 16-21).

e Determinar y comparar la actividad biologica mediante:

1. Ensayo in vitro de inhibicion de la enzima 5a-reductasa de prostata de cadaver
humano.

2. Ensayo in vitro de afinidad por el receptor androgénico.
3. Ensayo in vitro de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas.

4. Ensayo in vivo de inhibicion del crecimiento de la prostata en hamsteres
castrados.
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CAPITULO 2
DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental del presente trabajo se dividié en dos partes. La primera fue
la parte quimica donde se realizO la sintesis quimica, la caracterizacion fisica y
espectroscopica de los intermediarios y de los compuestos finales.

En la segunda parte, la parte bioldgica, se llevo a cabo la evaluacion de la actividad
antiandrogénica de los intermediarios y compuestos finales mediante ensayos in vitro de
inhibicion de la enzima Sa-reductasa de prostata de caddver humano y de afinidad por el
receptor androgénico, las pruebas in vivo de inhibicion del crecimiento de la prostata en
hamsters castrados y finalmente la citotoxicidad en lineas celulares cancerosas Uinicamente de
los compuestos finales.

2.1 Parte quimica

A continuacion se presentan los equipos y materiales empleados para la purificacion y
el analisis fisico y espectroscopico de los compuestos.

Los puntos de fusion de los compuestos se determinaron en un aparato Fisher-Johns y
no estan corregidos. La pureza de los productos y el avance de las reacciones se siguid por
cromatografia en capa fina (CCF), utilizando cromatoplacas de gel de silice (60GF254,
Merck) y un sistema de elucion hexano-acetato de etilo 6:4. Para visualizar las placas se
empled una solucion de CoCl, al 2% en H,SO4 2N y lampara de luz UV (A = 254 nm).

Los equipos utilizados para la caracterizacion de los intermediarios y de los
compuestos finales fueron los siguientes:

Para la técnica de espectrofotometria de absorcion en el ultravioleta (UV) se empled el
espectrofotometro UV-VIS Perkin Elmer modelo Lambda 2, utilizando como disolvente
metanol; para la espectrofotometria de absorcion en el infrarrojo (IR) se utilizd un
espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer modelo 1605 utilizando la técnica de pastilla de
bromuro de potasio (KBr).

Para la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN 'H) y de
carbono (RMN 'C) se utilizaron los equipos Inova Varian, de 400 y 300 MHz
respectivamente, utilizando cloroformo deuterado (CDCl;) como disolvente. Los
desplazamientos quimicos (0) estan dados en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) para
RMN 'H y CDCl; para RMN 13C; las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hz.
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Por ultimo para la espectrometria de masas se empled un espectrometro de masas
Termo-Electron, modelo DFS (Double Focus Sector) con un analizador mésico de doble
sector (magnético y eléctrico, geometria inversa), mediante la técnica FAB con bombardeo de
iones de cesio a una temperatura de camara menor a 50°C mediante deteccion de iones
positivos.

20



CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1.1 Ruta sintética

. . : - 27
La sintesis de los nuevos derivados fue realizada de acuerdo a la siguiente ruta.

COH

/CE§E§4 CHCls 45 min
AcO
o
NaOH, 2% Py, soc12
MeOH 15 min CHzClz 2h
AcO AcO

COOH
/©/DCC/4 DMAP

o
CH,Cl,
o

Figura 2.1 Ruta de sintesis

CrOy H,0

Tabla 2.1 Sustituyentes en para al anillo aromatico

X | No. | X | No.
H 6 Cl 14

CH; 7 Br 15
CsH;s 8 I 16
C5H1 1 9 MeO 17
AcO 10 EtO 18
NO;, 11 MeS 19

CN 12 EtS 20

F 13 CF; 21
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2.1.2 Purificacion y caracterizacion de la 3p-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)

21
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Figura 2.2 Estructura del 3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)

Para la caracterizacion de la materia prima fue necesario llevar a cabo una
recristalizacion en metanol. El polvo obtenido después de la purificacion presentd las
siguientes caracteristicas.

Tabla 2.2 Propiedades Fisicas de la materia prima (1)

PROPIEDAD FiSICAS ' VALOR
Formula molecular Cy3H3,03

Peso molecular (uma) 356.24 g/mol
Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 170-172

Tabla 2.3 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas de la materia prima (1)

VALOR | ASIGNACION
UV (nm), figura A.1
237.96 C=0, a-p insaturado en C-20
206.07 Funcion éster en C-3
IR (cm'l), figura A.2
2942.70 C-H de CH,y CH;
2865.06 C-H de CH,y CH;
1728.30 C=0 de éster en C-3
1660.22 C=0 0, insaturado en C-20
1583.66 C=C conjugado en 16
1364.87 CH; y CH,
1232.47 C-O-C en C-3
1035.44 C-O-C en C-3
RMN “C (ppm), figura A.3
15.72 C-18
19.23 C-19
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20.64 C-11
21.42 CHj; del éster
27.73 C-21
30.16 C-8
31.54 C-7
34.61 C-12
36.87 C-10
38.15 C-1
46.08 C-13
50.39 C-9
56.36 C-14
73.86 C-3
121.98 C-6
140.27 C-5
144.37 C-16
155.35 C-17
170.52 C=0 del éster
196.8 C-20
RMN 'H (ppm), figura A.4
0.92 (s, 3H) H-18
1.06 (s, 3H) H-19
2.03 (s, 3H) H en CHj del éster
2.26 (s, 3H) H-21
4.6 (m, 1H) H-3
5.38 (d, 1H, J=4.5 Hz) H-6
6.71 (d, 1H, J=1.2 Hz) H-16

EM-FAB (Mm/2), figura A.5

357

[MH]" pico base

297

[MH]" - 60

pérdida de [CH;COOH]
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2.1.3 Sintesis y caracterizacion de la 3p-acetoxi-50, 6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2)

COH

Cl

-
o

AcO CHCly AcO N
o

En un matraz bola de 100 ml se coloc un gramo del esteroide 1 (2.82 mmol) y 4cido m-
cloroperoxibenzoico (1.62 g) en cloroformo (50 mL) y se agité a temperatura ambiente
durante 45 minutos.

Una vez concluida la epoxidacion se adiciond una solucidon acuosa saturada de
bicarbonato de sodio (85 mL) que contenia bisulfito de sodio (1 g). El producto se extrajo con
cloroformo (3x50 mL), la fase orgénica se lavo con agua destilada (3x50 mL) y se seco con
sulfato de sodio para posteriormente remover el disolvente por destilacion a presion reducida
en un rotaevaporador. El producto crudo se recristalizd en metanol obteniéndose cristales
blancos con un rendimiento del 76% y un punto de fusién de 170-172 °C. No se separaron los
isomeros o y B del epdxido, estando en mayor proporcion el isomero a. A continuacion se
muestran las sefales caracteristicas del compuesto 2.

Tabla 2.4 Propiedades fisicas del compuesto 2

PROPIEDAD FiSICAS  VALOR

Férmula molecular Cy3H3,04

Peso molecular (uma) 372.23

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 173-175

Tabla 2.5 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 2

VALOR | ASIGNACION

UV (nm), figura A.6

237.69 | C=0, 0-p insaturado en C-20
IR (cm'l), figura A.7

2937.05 C-H de CH,y CH;

2859.01 C-H de CH,y CH;

1733.15 C=0 de éster en C-3

1659.33 C=0 0, insaturado en C-20

1588.88 C=C conjugado en C-16
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1371.50 CH; y CH,

1240.55 C-O-C epoxido
RMN “C (ppm), figura A.8

15.83 C-18

16.97 C-19

21.3 CHj; del éster

27.11 C-21

60.42 C-6

65.3 C-5

71.25 C-3

144.08 C-16 vinilico

155.11 C-17 vinilico

170.53 C=0 del éster

196.71 C-20 C=0
RMN 'H (ppm), figura A.9

0.85 (s, 3H) H-18

1.11 (s, 3H) H-19

2.25 (s, 3H) H en CHj; del éster

2.02 (s, 3H) H-21

4.77(m, 1H) H-3

2.91(d, 1H, J=4.5 Hz) H-6

EM-FAB (m/2), figura A.10

373 [MH]"

329 M*-43 pérdida de [CH;CO]
312 M*-60 pérdida de [CH;COOH]
357 M'-15 pérdida de [CH;]
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2.1.4 Sintesis y caracterizacion de la 3p-acetoxi-5a-hidroxipregna-16-en-6,20-
diona (3)

CrO3/H,0
B
Acetona, 1.5 h

En un matraz bola se adicion6 un gramo del esteroide 3 (2.68 mmol) y 25 mL de
acetona y se dejo en agitacion hasta que se disolvio por completo. Se adiciond una solucién de
oxido de cromo (VI) en agua (2.3 g de oxido de cromo (VI) en 12 mL de agua) en tres tiempos
divididos en 30 min. Al término de la reaccién se adiciondé 150 mL de hielo y se dejo
precipitar el producto, se filtr6 y se lavd con agua hasta que el compuesto quedd
completamente blanco. El producto se recristaliz6 en metanol obteniéndose cristales blancos
con un rendimiento del 78.5 % y un punto de fusion de 244-245 °C.

Tabla 2.6 Propiedades fisicas del compuesto 3

PROPIEDADES FISICAS | VALOR
Formula molecular Cy3H3,05
Peso molecular (uma) 388.22
Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 244-245

Tabla 2.7 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 3

VALOR ASIGNACION

ESPECTROSCOPICO
UV (nm), figura A.11

205.61 Funcion éster en C-3

238.55 C=0, a-f insaturado en C-20
IR (cm™), figura A.12

3364.52 OH en C-5

2945.59 C-H de CH,y CH;

2878.75 C-H de CH,y CH;

1700.03 C=0en C-6

1733.30 C=0 del éster

1663.20 C=0 0, insaturado en C-20

1585.01 C=C conjugado en C-16
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RMN "“C (ppm), figura A.13
13.89 C-18
15.79 C-19
27.11 CH; del éster
21.35 C-21
32.42 C-4
70.44 C-3
80.4 C-5
143.93 C-16 vinilico
155.05 C-17 vinilico
170.95 C=0 del éster
196.67 C-20 C=0
211.62 C-6

RMN 'H (ppm), figura A.14
0.85 (s, 3H) H-18
1.01(s, 3H) H-19
2.02 (s, 3H) H en CHj; del éster
2.27 (s, 3H) H-21
3.68(s,1H) OH
4.13(m, 1H) H-3
6.69(s, 1H) H-16

EM-FAB (m/2), figura A.15
388 M
389 [MH]"
373 M*-15, pérdida de [CH3]
345 M'-43, pérdida de [CH;CO]
329 [MH]'-60, pérdida de [CH;COOH]
311 329-18, pérdida de H,O
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2.1.5 Sintesis y caracterizacion de la 3pB-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)

Py/SOCI,
—_—
CH,Cl,, 2 h

AcO

En un matraz bola de 50 mL se disolvié un gramo de esteroide 3 (2.57 mmol) en 8§ mL
de CH,Cl, seco, y bajo atmosfera inerte (N,), una vez adicionado el nitrogeno se agregaron 0.8
mL de piridina destilada. Se enfrié en un bafio de hielo, y se adicion6 0.2 mL de cloruro de
tionilo, y la mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante dos horas.

Terminada la reaccion se agregd 10 mL de una solucién acuosa de HCI (50:50) y se dejo
en agitacion por 30 minutos. Se separ6 la fase organica, se lavd con una solucidon acuosa
saturada de bicarbonato de sodio (3%x50 mL), y después con agua destilada (3%x50 mL), la fase
organica se seco con sulfato de sodio y se concentrd en un rotaevaporador.

El crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna usando como fase movil
hexano-acetato de etilo (85:15) y como fase estacionaria florisil. Se obtuvieron cristales
blancos con un rendimiento de 81.5 % y un punto de fusion de 193-195°C. A continuacion se
presentan las sefales més importantes del compuesto 4.

Tabla 2.8 Propiedades fisicas del compuesto 4

PROPIEDADES FISICAS | VALOR
Férmula molecular Cyx3H3004
Peso molecular (uma) 170.21
Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 193-195

Tabla 2.9 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 4

| VALOR ASIGNACION
UV (nm), figura A.16
236.96 | C=0, a-B insaturado en C-20 y C-6
IR (cm'l), figura A.17
2941.32 C-H de CH, y CH;
2871.29 C-H de CH, y CH;
1733.90 C=0 del éster
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1680.64 C=0 0, insaturado en C-6
1657.47 C=0 0, insaturado en C-20
RMN “C (ppm), figura A.18
15.78 C-18
19.59 C-19
21.19 CH; del éster
27.12 C-21
69.22 C-3
129.04 C-4 vinilico
143.82 C-16 vinilico
147.90 C-5 vinilico
154.88 C-17 vinilico
170.72 C=0 del éster
196.60 C=0 del C-20
201.80 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.19
0.93 (s, 3H) H-18
1.06(s, 3H) H-19
2.07 (s, 3H) H en CHj; del éster
2.27(s, 3H) H-21
5.33(m, 1H) H-3
6.1 (s, 1H) H-4
6.7(m, 1H) H-16
EM-FAB (m/2), figura A.20
370 M’
371 [MH]"
351 M"-15, pérdida de [CH]
311 [MH]"-60, pérdida de [CH;COOH]
328

[MH]"-43, pérdida de [CH;CO]
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2.1.6 Sintesis y caracterizacion de la 3p-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)

NaOH, 2%
—_—
MeOH, 15min

o

En un matraz bola de 200 mL se adicion6 un gramo del esteroide 4 (2.7 mmol) junto
con 150 mL de metanol, se dejé en agitacion hasta disolucion completa y se adicionaron 10
mL de una solucidn acuosa de hidroxido de sodio al 2%. La hidrolisis fue completada en 15
minutos.

La mezcla obtenida después de la reaccion se seca con corrientes de aire,
aproximadamente por ocho horas, una vez seco, el solido se lava con agua destilada para
eliminar los residuos de sosa (3x50 mL).

El producto obtenido en el procedimiento antes mencionado se purifico por columna
cromatografica usando como fase moévil hexano-acetato de etilo (8:2) y como fase estacionaria
gel de silice, obteniéndose un polvo blanco con un rendimiento del 86% y con un punto de
fusion de 168-170 °C. A continuacion se muestra un resumen de las sefiales espectroscopicas
del compuesto S.

Tabla 2.10 Propiedades fisicas del compuesto 5

PROPIEDADES FiSICAS VALOR

Formula molecular C,1Hy505

Peso molecular (uma) 328.20

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 168-170

Tabla 2.11 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 5

VALOR ' ASIGNACION

UV (nm), figura A.21
237.59 C=0, o-Pinsaturado en C-20 y
C-6
IR (cm™), figura A.22
3383.72 C-OH en C-3
2939.35 C-H de CH,y CH3
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2830.68 C-H de CH,y CH;
1685.75 C=0 0, insaturado en C-6
1654.29 C=0 0, insaturado en C-20
RMN “C (ppm), figura A.23
15.80 C-18
19.83 C-19
27.18 C-21
67.18 C-3 base de oxigeno
133.23 C-4 vinilico
143.8 C-16 vinilico
154.94 C-17 vinilico
196.63 C=0 del C-20
202.00 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.24
0.93 (s, 3H) H-18
1.07(s, 3H) H-19
2.27(s, 3H) H-21
3.22 (s,1H) -OH
4.25(m, 1H) H-3
6.18(m, 1H) H-4
6.7(m, 1H) H-16
EM-FAB (m/2), figura A.25
328 M
329 [MH]"
311 [MH]'-18
313 M'-15, pérdida de [CH]
285 M* 43, pérdida de [CH;CO]
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2.1.7 Metodologia general para la sintesis y caracterizacion de compuestos
esteroidales con una funcion éster en C-3

COOH
X~ j DCC, 4-DMAP

CH,Cl,

>

HO o

X

En un matraz bola de 100 mL se disolvio un gramo del esteroide 5 (3.05 mmol) en 33
mL de diclorometano, se agregoé 3.2 g de DCC, 1.2 g de DMAP y 2 equivalentes del 4cido
carboxilico correspondiente y se dejo en agitacion durante 1.5 horas que fue el tiempo que
tardo en terminar la reaccion.

Se adicionaron 135 mL de acetato de etilo, se dejo precipitar la DCU y se filtrd. El
filtrado se lavd con una solucion acuosa de HCI al 10% (3x50 mL), después con una solucion
saturada de bicarbonato de sodio (3x50 mL) y finalmente con agua destilada (3x50 mL), la
fase organica se seco con sulfato de sodio y se concentrd en un rotacvaporador.

El producto obtenido se purifico mediante cromatografia en columna usando como fase
movil hexano-acetato de etilo (8:2), obteniéndose un polvo blanco. El analisis espectroscopico
de los diferentes compuestos esterificados se presenta a continuacion.

2.1.7.1 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3f-benzoiloxipregna-4,16-
dien-6,20-diona (6)

Figura 2.3 Estructura del 33-benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6)
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Tabla 2.12 Propiedades fisicas del compuesto 6

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Férmula molecular C28H3204

Peso molecular (uma) 432.23

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 168-170
Rendimiento (%) 77

Tabla 2.13 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 6

VALOR H ASIGNACION
UV (nm), figura A.26
232.66 | C=0 «,p insaturado
IR (cm'l), figura A.27
3072.38 ArC-H
294421 C-H de CH,y CH;
2860.77 C-H de CH,y CH;
1718.04 C=0 del éster
1686.96 C=0 0, insaturado en C-6
1662.86 C=0 0, insaturado en C-20
1232.93 Estiramiento del CH;-COO-
RMN "C (ppm), figura A.28
15.77 C-18
19.63 C-19
27.09 C-21
69.83 C-3 base de oxigeno
128.30 C-3’ y 5’ aromatico
129.12 C-4 vinilico
129.70 C-2’ y 6’ aromatico
130.02 C-1" aromatico
133.04 C-4’ aromatico
143.74 C-16 vinilico
147.08 C-5 vinilico
154.88 C-17 vinilico
166.14 C-1" carbonilo de éster
196.54 C-20 C=0 a,pB-insaturado
201.52 C-6 C=0 a,B-insaturado
RMN "H ( pm), figura A.29
0.95 (s, 3H) H-18
1.11(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.58(m, 1H) H-3
6.23 (s, 1H) H-4

33



CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.71(m, 1H) H-16

7.44(m,2H) H3' y5
7.56(m, 1H) Ha
8.05(m, 2H) H2'y 6
EM-FAB (m/z), figura A.30
432 M"
433 [MH]"
311 M*-121, pérdida de [CsHsCOO]

’ @
16n tropilio
77 @ .

2.1.7.2 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3p-(p-metil)

benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)

o
7
"o
o

Figura 2.4 Estructura de la 3B-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)

Tabla 2.14 Propiedades fisicas del compuesto 7

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Formula molecular Cy9H3404

Peso molecular (uma) 446.25

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 211-213
Rendimiento (%) 81

Tabla 2.15 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 7

UV (nm), figura A.31
204.39 Funcion éster en C-3
239.43 C=0 a,p insaturado
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IR (cm™), figura A.32

3019.54 ArC-H
2940.22 C-H de CH, y CHj3
2865.82 C-H de CH, y CHj3
1722.79 C=0 del éster
168503 C=0 o, insaturado en C-6
1661.55 C=0 a,p insaturado en C-20
1232.56 Estiramiento del CH;-COO-
RMN “C (ppm), figura A.33
15.78 C-18
19.65 C-19
21.65 C-8’ posicion para al carbonilo
27.18 C-21
69.61 C-3 base de oxigeno
127.31 C-1’ aromatico
129.03 C-2’ y 6’ aromdtico
129.74 C-3’y 5’ aromatico
130.20 C-4 vinilico
143.75 C-4’aromatico
143.78 C-16 vinilico
147.93 C-5 vinilico
154.91 C-17 vinilico
166.23 C=0 del éster
196.50 C=0 del C-20
201.88 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.34
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
2.41(s,3H) H-8’
5.57(m, 1H) H-3
6.23 (s, 1H) H-4
6.71(s, 1H) H-16
7.33 (m, 2H) H-3’y 5’
7.99(m, 2H) H-2’y6’
EM-FAB (m/z), figura A.35
446 M
447 [MH]"
311 M™-135, pérdida de

[CH;C4H,COO]
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121 i
©)‘\OH

119 Pico base

¥
o

2.1.7.3 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3B-(p-n-propil)
benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)

(o]
\ 8
(o]
o

Figura 2.5 Estructura de la 33-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)

Tabla 2.16 Propiedades fisicas del compuesto 8

PROPIEDADES FiSICAS VALOR

Formula molecular C31H3304

Peso molecular (uma) 474.28

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 162-164
Rendimiento (%) 79

Tabla 2.17 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 8

UV (nm), figura A.36
203.04 Funcion éster en C-3
239.55 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.37
3048.70 ArC-H
2919.48 C-H de CH, y CH;
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2850.70 C-H de CH,y CH;
1704.44 C=0 del éster
1692.99 C=0 0, insaturado en C-6
1661.42 C=0 0, insaturado en C-20
1233.60 Estiramiento del CH;-COO-
RMN “C (ppm), figura A.38
13.71 C-8
15.78 C-18
19.65 C-19
24.32 C-9
27.10 C-21
38.03 C-8
69.60 C-3 base de oxigeno
127.53 C-1’aromatico
128.44 C-3’ y 5’ aromatico
129.75 C-2’ y 6’ aromatico
129.35 C-4 vinilico
143.76 C-16 vinilico
147.93 C-4’ aromatico
148.43 C-5 vinilico
154.91 C-17 vinilico
166.23 C=0 del éster
196.55 C=0 del C-20
201.84 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.39
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
1.65(m,2H) H-9°
2.28(s, 3H) H-21
0.92(m,3H) H-10’
2.64(m,2H) H-8’
5.57(m, 1H) H-3
6.23 (s, 1H) C=CHen C-4
6.71(m, 1H) C=CHen C-16
7.2 (m,2H) H-3’y 5
7.96(m, 2H) H-2y 6’
EM-FAB (m/z), figura A.40
474 M’
475 [MH]"
311 M'™-163, pérdida de
[CH3CH,CH,C¢H4COO]
147 Pico base
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——0
¥

105 o

91 I6n tropilio

2.1.7.4 Datos fisicos y espectroscopicos 3p-(p-n-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-
6,20-diona (9)

12"

Figura 2.6 Estructura de la 3B-(p-n-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)

Tabla 2.18 Propiedades fisicas del compuesto 9

PROPIEDADES FiSICAS VALOR

Férmula molecular Ci3H4,04

Peso molecular (uma) 502.31

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 123-125
Rendimiento (%) 76

Tabla 2.19 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 9

VALOR | ASIGNACION

UV (nm), figura A.41
204.38 Funcion éster en C-3
241.34 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.42
3025.67 ArC-H
2919.48 C-H de CH,y CH;
2850.70 C-H de CH,y CH;
1704.44 C=0 del éster
1661.42 C=0 a,p insaturado en C-20
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1233.60 | Estiramiento del CH;-COO-

RMN “C (ppm), figura A.43
13.97 C-12°
15.78 C-18
19.65 C-19
22.46 C-11°
27.10 C-21
35.97 C-8
69.59 C-3 base de oxigeno
127.48 C-1’aromatico
128.39 C-3’ y 5’ aromatico
129.77 C-2’ y 6’ aromatico
129.36 C-4 vinilico
143.75 C-16 vinilico
147.92 C-5 vinilico
154.91 C-17 vinilico
166.24 C=0 del éster
196.55 C=0 del C-20
201.56 C=0de C-6

RMN 'H (ppm), figura A.44
0.89(s.3H) H-12’
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
1.33(m,2H) H-10
2.28(s, 3H) H-21
1.63(m,2H) H-9°
2.65(m,2H) H-8’
5.57(m, 1H) H-3
6.23 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
7.23 (m, 2H) H-3"y5’
7.95(m, 2H) H-2’y 6’

EM-FAB (m/z), figura A.45
502 M’
503 [MH]"
311 M'-191 pérdida de

[CH3;CH,CH,CH,CH,CsH4COO]

175 Pico base

+
o

CsHiy
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105 o

91 I6n tropilio

2.1.7.5 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto
acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)

o
10
e}
o)

Figura 2.7 Estructura de la 3B-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)

Tabla 2.20 Propiedades fisicas del compuesto 10

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Formula molecular C30H3404

Peso molecular (uma) 490.24

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 180-183
Rendimiento (%) 75

Tabla 2.21 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 10

UV (nm), figura A.46
206.08 Funcion éster en C-3
236.93 C=0 0, insaturado
IR (cm'l), figura A.47
3053.78 ArC-H
2931.38 C-H de CH,y CH;
285262 C-H de CH,y CH;
1735.32 C=0 del éster
1697.15 C=0 0, insaturado en C-6
1658.54 C=0 0, insaturado en C-20
RMN “C (ppm), figura A.48
15.76 C-18
19.59 C-19

3B-(p-
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27.09 C-21
69.16 C-3 base de oxigeno
128.28 C-1’aromatico
121.56 C-3’ y 5” aromatico
131.3 C-2’ y 6’ aromatico
129.19 C-4 vinilico
143.84 C-16 vinilico
147.87 C-5 vinilico
154.86 C-17 vinilico
170.68 C=0 del éster
196.63 C=0 del C-20
201.81 C=0 de C-6

RMN 'H (ppm), figura A.49
0.93 (s, 3H) H-18
1.07(s, 3H) H-19
2.27(s, 3H) H-21
2.32(s,3H) H-9°
5.35(m, 1H) H-3
6.22 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
7.27 (m, 1H) H-3"y5’
8.08(m, 1H) H-2’y 6’

EM-FAB (m/2), figura A.50
490 M’
491 [MH]"
311 M"-179 pérdida de

[CH3;COOCH4COO]
121 o’
I

105 ﬁ+
91 I6n tropilio
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2.1.7.6  Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto
nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)

Figura 2.8 Estructura de la 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)

Tabla 2.22 Propiedades fisicas del compuesto 11

PROPIEDADES FiSICAS VALOR

Formula molecular CysH31NOg

Peso molecular (uma) 477.22

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 222-224
Rendimiento (%) 78

Tabla 2.23 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 11

VALOR H ASIGNACION |
UV (nm), figura A.51
204.98 Funcion éster en C-3
246.26 C=0 a,f insaturado
IR (cm'l), figura A.52

3079.45 ArC-H
2938.69 C-H de CH,y CH3
2858.37 C-H de CH,y CH;
1721.00 C=0 del éster
1695.45 C=0 a,p insaturado en C-6
1654.45 C=0 a,p insaturado en C-20
1528.26 C-NO,
1347.01 C-NO,
1339.43 C-NO,

RMN “C (ppm), figura A.53
15.8 C-18
19.57 C-19
27.17 C-21
70.94 C-3 base de oxigeno
123.53 C-3’ y 5’ aromatico
128.23 C-4 vinilico

3p-(p-
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135.44

C-1’aromatico

130.86 C-2’ y 6° aromatico
143.74 C-16 vinilico
148.41 C-5 vinilico
154.90 C-17 vinilico
164.28 C=0 del éster
196.56 C=0 del C-20
201.76 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.54
0.95 (s, 3H) H-18
1.09(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.62(m, 1H) H-3
6.21 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
8.23(m, 2H) H-2’y 6
8.28 (m, 2H, ) H-3"y5
EM-FAB (m/z), figura A.55

477 M’
478 [MH]"
311 M*-166 pérdida de [NO,CH4COO]
154 Pico base

o

I
107 ©/\O+H
91 I6n tropilio
77

>

43



CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1.777 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3p-(p-
ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)

e
N// 8 3

Figura 2.9 Estructura de la 3B-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)

Tabla 2.24 Propiedades fisicas del compuesto 12

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Férmula molecular CyoH3;NOy4

Peso molecular (uma) 457.23

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 254-256
Rendimiento (%) 83

Tabla 2.25 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 12

| VALOR | ASIGNACION
UV (nm), figura A.56
202.63 Funcion éster en C-3
239.79 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.57

3052.44 Aromatico en C-7’
2945.49 C-H de CH,y CH;
2856.40 C-H de CH,y CH;
1721.41 C=0 de C-7’
1677.80 C=0 a,p insaturado
1653.11 C=0 0, insaturado en C-20
2229.08 CNen C-6’

RMN “C (ppm), figura A.58
15.80 C-18
19.57 C-19
27.12 C-21
70.84 C-3 base de oxigeno
116.55 C-4’ aromatico
117.94 C-8’ del nitrilo
128.19 C-4 vinilico
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130.24 C-2’ y 6 aromatico
132.20 C-3’ y 5’ aromatico
133.90 C-1’ aromatico
143.74 C-16 vinilico
148.56 C-5 vinilico
154.89 C-17 vinilico
164.55 C=0 del éster
196.56 C=0 del C-20
201.48 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.59
0.95 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.60(m, 1H) H-3
6.20 (s, 1H) H-4
6.70(m, 1H) H-16
7.76(d, 2H, J=7.8Hz) H3y5
8.14 (m, 2H) H2' y6
EM-FAB (m/2), figura A.60
457 M
458 [MH]"
311 M*-146, pérdida de [NCCH4COO]
327 [MH]"-131 pérdida de [NCC4H,CO]
2.1.7.8 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto

fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)

3B-(p-

Figura 2.10 Estructura de la 3p-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)
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Tabla 2.26 Propiedades fisicas del compuesto 13

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR
Férmula molecular CysH3,FO4
Peso molecular (uma) 450.22
Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 129-131
Rendimiento (%) 77

Tabla 2.27 Propiedades espectroscdpicas y espectrométricas del compuesto 13

| VALOR ASIGNACION
UV (nm), figura A.61
204.05 Funcion éster en C-3
234.28 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.62
3086.78 Aromatico en C-7°
2944.04 C-H de CH,y CHj3
2868.48 C-H de CH,y CH;
1720.04 C=0en C-7’
1691.06 C=0 a,p insaturado C-6
RMN “C (ppm), figura A.63
15.81 C-18
19.64 C-19
27.13 C-21
70.02 C-3 base de oxigeno
115.40 C-3’ y 5 aromatico
126.30 C-1" aromatico
128.94 C-4 vinilico
132.25 C-2’ y 6’ aromatico
143.77 C-16 vinilico
148.18 C-5 vinilico
154.92 C-17 vinilico
165.21 C=0 del éster
167.12 C-4’ aromatico
196.57 C=0 del C-20
201.84 C=0de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.64
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.57(m, 1H) H-3
6.21 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
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7.11(t, 1H, J=8.6Hz, J=8.6Hz) | H-3’ y 5’
8.07 (m, 1H) H2 y6

EM-FAB (m/2), figura A.65
450 M’
451 [MH]"
327 M*-123, pérdida de [FC¢H4CO]
311 M*-139, pérdida de [FCsH,COO]
123 Pico base

]

Datos  fisicos 'y espectroscopicos del compuesto

cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)

Cl

3

Figura 2.11 Estructura de

3p-(p-

(o}
{ 14
(¢]
o

la 3B-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)

Tabla 2.28 Propiedades fisicas del compuesto 14

PROPIEDADES FiSICAS VALOR

Formula molecular

Cy3H31C104

Peso molecular (uma)

466.19

Aspecto fisico

Cristales blancos

Punto de fusion (°C)

238-240

Rendimiento (%)

76

Tabla 2.29 Propiedades espectroscdpicas y espectrométricas del compuesto 14

VALOR | ASIGNACION

UV (nm), figura A.66
205.09 Funcion éster en C-3
240.07 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.67
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3077.25

Aromatico en C-7°

2940.39 C-H de CH,y CH;
2870.15 C-H de CH,y CH;
1719.35 C=0Oen C-7°
1692.40 C=0 a,p insaturado C-6
1660.74 C=0 a,p insaturado en C-20
RMN “C (ppm), figura A.68
15.81 C-18
19.66 C-19
27.18 C-21
70.57 C-3 base de oxigeno
128.51 C-1’ aromatico
128.7 C-3’ y 5’ aromatico
128.93 C-4 vinilico
131.13 C-2’ y 6’ aromatico
139.57 C-4’ aromatico
143.75 C-16 vinilico
148.01 C-5 vinilico
154.91 C-17 vinilico
165.28 C=0 del éster
196.56 C=0 del C-20
201.82 C=0 de C-6
RMN "H (ppm), figura A.69
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.55(m, 1H) H-3
6.20 (s, 1H) H-4
6.70(m, 1H) H-16
7.40(d, 1H, J=8.6Hz) H-3"y 5
7.99 (m, 1H) H-2"y4°
EM-FAB (m/z), figura A.70
466 M
467 [MH]"
468 M'+2
311 M'-155 pérdida de [CICcH,COO]
139 Pico base:

+
o

Cl
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107 N

91 [6n tropilio
77 i : .

2.1.7.10 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto
bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)

o
15
(o)
(o]

Figura 2.12 Estructura de la 3pB-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)

Tabla 2.30 Propiedades fisicas del compuesto 15

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Formula molecular CysH31BrO4
Peso molecular (uma) 510.14

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 235-237
Rendimiento (%) 79

Tabla 2.31 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 15

VALOR ASIGNACION

UV (nm), figura A.71
205.63 Funcion éster en C-3
243.31 C=0 a,p insaturado

IR (cm™), figura A.72
3074.27 Aromatico en C-7’
2940.17 C-H de CH,y CH;
2869.57 C-H de CH,y CH;
1719.08 C=Oen C-7’
1691.40 C=0 a,p insaturado C-6

3B-(p-
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1660.80 | C=0 a,p-insaturado en C-20
RMN "C (ppm), figura A.73
15.81 C-18
19.65 C-19
27.12 C-21
70.13 C-3 base de oxigeno
128.25 C-4’ aromatico
128.9 C-1’ aromatico
128.97 C-4 vinilico
131.26 C-3’y 5’ aromatico
131.70 C-2’ y 6’ aromatico
143.76 C-16 vinilico
148.24 C-5 vinilico
154.90 C-17 vinilico
165.45 C=0 del éster
196.57 C=0 del C-20
201.55 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.74
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.55(m, 1H) H-3
6.20 (s, 1H) H-4
6.70(m, 1H) H-16
7.59(d, 1H, J=7.4Hz) H-2"y 6’
7.91 (m,1H) H-3’y5’
EM-FAB (m/2), figura A.75

510 M
511 [MH]"
512 M'+2
311 [MH]"-200 pérdida de [BrCsH4COO]
183 Pico base:

I
107 ©/\O+H
91 16n tropilio
’ J
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2.1.7.11 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3p-(p-
yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)

Figura 2.13 Estructura de la 3B-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)

Tabla 2.32 Propiedades fisicas del compuesto 16

PROPIEDADES FiSICAS VALOR

Formula molecular CosH31104

Peso molecular (uma) 558.13

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 229-231
Rendimiento (%) 76

Tabla 2.33 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 16

VALOR | ASIGNACION
UV (nm), figura A.76
210.18 Funcion éster en C-3
253.40 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.77
3097.03 Aromatico en C-7°
2946.11 C-H de CH,y CH;
2864.83 C-H de CH,y CH;
1709.80 C=0enC-7
1687.17 C=0 a,p insaturado C-6
1657.73 C=0 a.,p insaturado en C-20
RMN "“C (ppm), figura A.78
15.77 C-18
19.62 C-19
27.14 C-21
70.09 C-3 base de oxigeno
100.92 C-4’ aromatico
128.75 C-1" aromatico
129.5 C-4 vinilico
131.13 C-2’ y 6’aromatico
137.68 C-3’ y 5’ aromatico
143.71 C-16 vinilico
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147.98 C-5 vinilico
154.88 C-17 vinilico
165.63 C=0 del éster
196.52 C=0 del C-20
201.51 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.79
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
5.59(m, 1H) H-3
6.20 (s, 1H) H-4
6.71(s, 1H) H-16
7.76(s, 2H) H-2"y 6’
7.79(m, 2H) H-3’y 5’
EM-FAB (m/z), figura A.80
558 M’
559 [MH]"
311 M*-247 pérdida de [IC¢H,COO]
231 o
I
107 OA(;H
91 16n tropilio

2.1.7.12 Datos fisicos

y espectroscopicos del compuesto

metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)

3

Figura 2.14 Estructura de la 3B-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)

3p-(p-
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Tabla 2.34 Propiedades fisicas del compuesto 17

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Férmula molecular Cy9H3405

Peso molecular (uma) 462.24

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 217-220
Rendimiento (%) 75

Tabla 2.35 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 17

VALOR ASIGNACION
UV (nm) figura A.81
208.40 Funcion éster en C-3
253.63 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.82
3050.61 Aromatico en C-7°
2942.20 C-H de CH,y CH;
2849.96 C-H de CH,y CH;
1713.08 C=OenC-7’
1687.64 C=0 a,p insaturado en C-6
1665.95 C=0 o,p insaturado en C-20
RMN "C (ppm), figura A.83
15.81 C-18
19.71 C-19
27.18 C-21
55.44 C-6
69.51 C-3 base de oxigeno
113.58 C-3’ y 5 aromatico
122.48 C-1" aromatico
129.48 C-4 vinilico
131.78 C-2’ y 6’aromatico
143.78 C-16 vinilico
147.91 C-5 vinilico
154.94 C-17 vinilico
163.48 C-4> aromatico
165.91 C=0 del éster
196.58 C=0 del C-20
201.92 C=0 de C-6
RMN 'H (ppm), figura A.84
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
3.83(s,3H) H-8’
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5.59(m, 1H) H-3
6.23 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
6.92(d, 1H, J=7.8 Hz) H-2'y6
8.0(m, 1H) H-3'y5
EM-FAB (m/2), figura A.85
462 M
463 [MH]"
311 M'™-151 perdlda de [CH;0C4H,CO0]
135
~
107 \o
91 [6n trop1110

2.1.7.13 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3p-(p-etoxibenzoiloxi)

pregna-4,16-dien-6,20-diona (18)

Figura 2.15 Estructura de la 3p-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)

Tabla 2.36 Propiedades fisicas del compuesto 18

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Férmula molecular C39H3605

Peso molecular (uma) 476.26

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 215-217
Rendimiento (%) 75
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Tabla 2.37 Propiedades espectroscdpicas y espectrométricas del compuesto 18

VALOR ASIGNACION |

UV (nm), figura A.86
209.97 Funcion éster en C-3
255.93 C=0 a,p insaturado
IR (cm™), figura A.87

3052.94 Aromatico en C-7°
2941.02 C-H de CH, y CHj3
2859.35 C-H de CH, y CHj3
1713.08 C=0en C-7’
1693.51 C=0 a.,p insaturado en C-6
1657.59 C=0 a,p insaturado en C-20

RMN "“C (ppm), figura A.88
14.62 C-9
15.74 C-18
19.65 C-19
27.11 C-21
63.64 C-8
69.39 C-3 base de oxigeno
113.96 C-3’ y 5° aromadtico
122.17 C-1’ aromatico
129.59 C-4 vinilico
131.71 C-2’ y 6’ aromatico
143.73 C-16 vinilico
147.60 C-5 vinilico
154.86 C-17 vinilico
162.83 C-4’ aromatico
165.85 C=0 del éster
196.52 C=0 del C-20
201.84 C=0 de C-6

RMN 'H (ppm), figura A.89
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
1.44(t,3H, J=6.3Hz, J =6.3 Hz) | H-9’
2.28(s, 3H) H-21
4.09(m,2H) H-8’
5.55(m, 1H) H-3
6.22 (s, 1H) H-4
6.71(s, 1H,) H-16
6.91(d, 2H,J=7.8Hz) H-2y 6’
8.0(d, 2H,J=7.9Hz) H-3y 5’

EM-FAB (m/2), figura A.90
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476 M

477 [MH]"

311 M*-165 pérdida de [CH;CH,0C4H,COO]

149 Pico base:

o

P

135 /@a
\O

121 o’

I
107 Xoh
91 I6n tropilio

2.1.7.14 Datos fisicos 'y
metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)

espectroscopicos del compuesto

19

Figura 2.16 Estructura de la 3pB-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)

Tabla 2.38 Propiedades fisicas del compuesto 19

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR

Férmula molecular CyoH3404S

Peso molecular (uma) 478.22

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 114-116
Rendimiento (%) 76

3p-(p-
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Tabla 2.39 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 19

VALOR ASIGNACION
UV (nm), figura A.91
204.53 Funcion éster en C-3
232.23 C=0 a.,p insaturado
292.87 Absorcion debida a forma de resonancia.
(o]
o-
Z o
\5/ ©
IR (cm™), figura A.92

3049.35 C-H de anillo aromatico
2948.32 C-H de CH,y CH;
2857.11 C-H de CH,y CH;
1705.18 Cc=0C-7
1688.80 C=0 a,p insaturado en C-6
1660.92 C=0 a.,p insaturado en C-20

RMN “C (ppm), figura A.93
14.82 C-8’
15.80 C-18
19.66 C-19
27.12 C-21
69.77 C-3 base de oxigeno
126.14 C-3’ y 5’ aromatico
124.88 C-1’ aromatico
129.24 C-4 vinilico
130.02 C-2’ y 6’ aromadtico
143.86 C-4’ aromatico
145.70 C-16 vinilico
147.80 C-5 vinilico
154.91 C-17 vinilico
165.94 C=0 del éster C-7°
196.65 C=0 del C-20
201.68 C=0de C-6

RMN 'H (ppm), figura A.94
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21
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2.52(s,3H) H-6
5.58(m, 1H) H-3
6.22 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
7.24(m, 2H) H-3y 5’
7.94(m, 2H) H-2y 6’
EM-FAB (m/2), figura A.95
478 M’
479 [MH]"
311 M"-167 pérdida de, [CH3SC¢H,COO]
154 i
OH.+

HS

151 o
I

Pico base s
107 @/\(;H
91 [6n tropilio
77 ©+

2.1.7.15 Datos fisicos y espectroscopicos del compuesto 3p-(p-etiltiobenzoiloxi)

pregna-4,16-dien-6,20-diona (20)

Figura 2.17 Estructura de la 33-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)

20
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Tabla 2.40 Propiedades fisicas del compuesto 20

PROPIEDADES FiSICAS | VALOR
Férmula molecular C3oH3604S
Peso molecular (uma) 492.23
Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 140-147
Rendimiento (%) 77

Tabla 2.41 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 20

| VALOR ASIGNACION
UV (nm), figura A.96
204.83 Funcion éster en C-3
232.43 C=0 a,p insaturado
294.58 Absorcion debida a forma de resonancia.
o-
Z o
N °
IR (cm™), figura A.97
3050.27 C-H de anillo aromatico
3030.53 C-H de anillo aromatico
2941.74 C-H de CH,y CH;
2852.34 C-H de CH,y CH;
1713.47 C=0 C-7’
1692.32 C=0 0, insaturado en C-6
1656.23 C=0 0, insaturado en C-20
RMN “C (ppm), figura A.98
13.92 C-9
15.80 C-18
19.67 C-19
27.12 C-21
30.93 C-&
69.71 C-3 base de oxigeno
126.28 C-1’ aromatico
129.35 C-4 vinilico
126.50 C-3’ y 5’aromatico
130.07 C-2’ y 6’aromatico
143.78 C-4’ aromatico
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144.42 C-16 vinilico
147.81 C-5 vinilico
154.92 C-17 vinilico
165.90 C=0 del éster C-7
196.58 C=0 del C-20
201.60 C=0 de C-6
RMN "H (ppm), figura A.99
0.94 (s, 3H) H-18
1.08(s, 3H) H-19
1.37(m, 3H) H-9’
2.28(s, 3H) H-21
3.03(m,3H) H-8’
5.56(m, 1H) H-3
6.22 (s, 1H) H-4
6.71(m, 1H) H-16
7.31(m, 2H) H-3"y 5’
7.96(m, 2H) H-2'y6
EM-FAB (m/z), figura A.100
492 M
493 [MH]"
311 M*-181, pérdida de [CH3;CH,CsH,COO]
165 ﬂ
Pico base/\s/©)
154 i
OH.+
HS

2.1.7.16 Datos

espectroscopicos del compuesto

trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)

Figura 2.18 Estructura de la 3p-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)

o

3p-(p-
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Tabla 2.42 Propiedades fisicas del compuesto 21

Férmula molecular CyoH31F3 Oy
Peso molecular (uma) 500.02

Aspecto fisico Cristales blancos
Punto de fusion (°C) 214-216
Rendimiento (%) 79

Tabla 2.43 Propiedades espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 21

VALOR | ASIGNACION
UV (nm), figura A.101
228.45 | C=0 o, insaturado
IR (cm™), figura A.102

3030.32 C-H de anillo aromatico
2943.20 C-H de CH,y CH;
2863.51 C-H de CH,y CH;
1705.35 C=0C-7
1689.17 C=0 0, insaturado en C-6
1662.81 C=0 0, insaturado en C-20
1585.25 Ar-C-C
1322.63 C-Fen C-8

RMN “C (ppm), figura A.103
15.81 C-18
19.62 C-19
27.12 C-21
70.56 C-3 base de oxigeno
122.26 C-8
125.42 C-3’ y 5’ aromatico
128.5 C-4 vinilico
130.15 C-2’ y 6’ aromatico
133.3 C-1" aromatico
134.42 C-4’ aromatico
143.74 C-16 vinilico
148.43 C-5 vinilico
154.92 C-17 vinilico
164.98 C=0 del éster C-7’
196.56 C=0 del C-20
201.79 C=0 de C-6

RMN 'H (ppm), figura A.104
0.94 (s, 3H) H-18
1.12(s, 3H) H-19
2.28(s, 3H) H-21

61



CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.61(m, 1H) H-3
6.22 (d, 1H, J=1.6) H-4
6.71(m, 1H) H-16
7.71(d, 2H, J=8.2) H3y5
8.17(d, 2H, J=7.8) H2 y6
EM-FAB (m/2), figura A.105
500 M’
501 [MH]"
311 M*-189, pérdida de [F;CCsH.COO]
173 Pico base
I

2.2 Parte Biologica
2.2.1 Material biologico
* 24 Hamsteres machos de la cepa Syrian Golden con peso promedio entre 200-250 g.

* Tejido de prostata humana de cadaver conservado a —70°C proporcionado por el Dr. Avissai
Alcantara del Departamento de Patologia del Hospital General de México.

2.2.2 Sustancias y equipos

* Testosterona [3H] (T [HS]) actividad especifica 85-105 Ci/mmol suministrado por NEN Life
Science Products,Inc. (Boston, MA).

« Mibolerona [*H] actividad especifica 70-87 Ci/mmol suministrado por NEN Perkin Elmer
Life Sciences, Inc. (Boston, MA).

» Ultracentrifuga marca Beckman modelo Optima L-70K.
* Centrifuga marca Beckman modelo Allegra 6R.
* Analizador de Centelleo Packard modelo Tri-Carb 2100 TR.

* Placas Cromatograficas de Silica gel 60 GF254 en soporte de aluminio (20%20 cm, Merck).
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2.2.3 Ensayo in vivo (peso de la prostata)

El efecto antiandrogénico de los esteroides sobre el peso de la prostata de hamsteres
machos (150-200g) castrados de la cepa Syrian Golden, se determin6 en 8 grupos de 3
animales por experimento. Los animales se seleccionaron al azar y gonadectomizados 30 dias
antes del experimento, manteniéndolos a una temperatura controlada de 22°C y en periodos de
luz-oscuridad de 12 h, la comida y agua fue suministrada ad libitum. Diariamente por 6 dias se
les administr6 subcutaneamente:

* Grupo control 1: 200 pL de aceite de sésamo (vehiculo).
* Grupo control 2: 200 pg de testosterona en 200 puL de aceite de sésamo.

* Grupo control 3: 200 ug de testosterona mas 200 ug de Finasterida en 200 puL de aceite de
sésamo.

* Grupos experimentales (4-8) 200 pg de testosterona en 200 pL de aceite de sésamo mas 400
pg de los compuestos 2-6.

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

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

Las vesiculas seminales son glandulas anexas al aparato reproductor masculino, en los
hamsters castrados, su tamano disminuye y al igual que los 6rganos flanco son andrégeno-
dependientes. Las vesiculas seminales son capaces de reducir la testosterona a
dihidrotestosterona, tanto en hamsters castrados como en los no castrados.

Estas pruebas se hicieron en dos experimentos por separado, en el primer experimento
se analizaron los compuesto 2-6 y a continuacion se muestran los resultados del peso de la
prostata y en el segundo experimento se analizaron los compuestos 7-21 (excepto los
compuestos 13 y 20 por falta de hamsters) de los cuales se muestra los resultados del peso de
la prostata, el resultado del didmetro de los o6rganos flanco y el peso de las vesiculas
seminales.
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Tratamiento Peso de la
prostata (mg)

Control 1 48.5+9.59

T 87.6+10.2

T+F 55.0+10.7

T+2 57.8+4.8

T+3 78.7+£14.8

T+4 77.1£15.6

T+5 74.1+15.9

T+6 76.0+18.6

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Tabla 2.44 Resultados del ensayo in vivo (peso de la prostata) para los compuestos 2-6

Figura 2.19 Grafica de los resultados de las pruebas in vivo (tamafio de prostata) para los compuestos 2-6

Tratamiento @ Peso de la
prostata (mg)

Control 1 42.4+11

T 113.1+14.2
T+F 77.6:9.8
T+7 97.8+11.8
T+8 94.2+11.2
T+9 102.54+20.6
T+10 76.7+13.6
T+11 110.6£21.6
T+12 95.7£26.3
T+14 89.8427.2
T+15 98.1+27.1
T+16 79.9+15
T+17 83.42+35.7
T+18 100.5+80.3
T+19 83.4+35.7
T+21 99.6+19.8

Tabla 2.45 Resultados del ensayo in vivo (peso de la prostata) para los compuestos 7-21

64



CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Figura 2.20 Grafica de los resultados de las pruebas in vivo (tamafio de prostata) para los compuestos 7-21

Tabla 2.46 Resultados del ensayo in vivo (diametro de los ndédulos pigmentados) para los compuestos 7-21

Tratamiento Diametro de los

nodulos

pigmentados (mm)
Control 1 1.0+£1.04
T 5.0+0.24
T+F 2.9+1.2
T+7 3.7£1.6
T+8 4.6+1.5
T+9 4.7+0.4
T+10 3.64+0.99
T+11 3.5+1.1
T+12 4.6+1.2
T+14 3.9+0.54
T+15 3.24+0.64
T+16 3.95+0.77
T+17 3.5+1.1
T+18 3.8+1.0
T+19 42+1.8
T+21 3.5+0.75
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Figura 2.21 Grafica de los resultados de las pruebas in vivo (didmetro de los nodulos pigmentados) para los
compuestos 7-21

Tabla 2.47 Resultados del ensayo in vivo (peso de las vesiculas seminales) para los compuestos 7-21

Tratamiento Peso de las
vesiculas seminales

Control 1 139+14.1
T 248.7+68.1
T+F 195.5+32.9
T+7 248.5+44 4
T+8 347.6£93.7
T+9 311.7£105.8
T+10 246.6+86.6
T+11 298.0+67.5
T+12 245.1+£35.8
T+14 296.9+18.4
T+15 269.4+19.2
T+16 168.2+13.5
T+17 255.449.7
T+18 260.9+15.9
T+19 226.6+53.9
T+21 274.7+46.8
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Figura 2.22 Grafica de los resultados de las pruebas in vivo (peso de las vesiculas seminales) para los
compuestos 7-21

2.2.4. Ensayo in vitro: (inhibicion de la enzima Sa-reductasa)

Esta prueba consta de dos partes experimentales, en la primera se hizo la extraccion de
la enzima So-reductasa y en la segunda prueba se hicieron las pruebas para determinar la
concentracion inhibitoria 50% (ICsg) de los compuestos 2-6.

2.2.4.1 Extraccion de la enzima 5a-reductasa

La prostata de cadaver humano se cortd y homogenizo utilizando el medio A (20 mM
fosfato de sodio, 0.32 M sucrosa, 0.1 mM ditiotreitol, pH= 6.5). El homogenizado se
centrifugd a 1500 rpm durante 20 min. El pellet formado se separ6 y lavd con 3 volimenes del
medio A, una vez mas se centrifugd a 4400 rpm durante 10 min. Finalmente el pellet se
resuspendid en el medio A y se almacend a —70°C. Se determind el contenido de proteinas del
pellet utilizando el método de Bradford®® y albumina sérica bovina como referencia.

Para hacer el analisis sobre la prostata de hamsters se sacrificaron 50 machos con
aproximadamente 72 horas de castracion. Se separaron la prostata y las vesiculas seminales.
Los tejidos se limpiaron perfectamente de grasa y se pesaron por separado. Los tejidos se
homogeneizaron con una mezcla que contenia: 20nM de HCl-tris, 1.5 mM EDTA, 20mM de
molibdato de sodio y 10% glicerol, con relacion al peso del tejido (v/p 3:1). Los homogenados
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se centrifugaron a 14000g, durante una hora a 2 °C. Posteriormente se separ6 el precipitado, se
suspendid en tres volumenes del medio A en relacion con el peso del tejido obtenido
inicialmente y se determiné el contenido de proteinas tanto en la fraccion microsomal como en
la citosolica, por el método de Bradford.

2.2.4.2 Determinacion de la concentracion inhibitoria 50% (ICs) de la enzima Sa-
reductasa en glandulas prostaticas humanas

Para cada uno de los compuestos 2-6 se prepard una serie de tubos en los cuales se
utilizaron 6 series de tubos de ensaye conteniendo concentraciones crecientes (107 — 10 M)
disueltos en metanol y conteniendo T [*H] a una concentracion final de 2 nM; asi mismo se
incluyeron tubos controles a los que solo se adiciond T [*H] a una concentracion final de 2
nM. Los tubos se colocaron en bafio de agua y en atmoésfera de nitrogeno hasta evaporar
totalmente el disolvente; enseguida se afiadié 720 pL de buffer de fosfatos (40mM), pH= 6.5,
80 uL de fraccion microsomal de prostata de cadaver humano, que contenia 360 pg/mL de
proteina. Posteriormente se adicionaron 100 pL de DTT (1mM) y 100 pL. de NADPH (2mM)
con los que se di6 inicio 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 1 mL de diclorometano para detener la reaccidon y se agitd
nuevamente. Se extrajo la fase organica en la que se encontraba la DHT [*H] realizando tres
extracciones mas y una vez reunidos los extractos, el disolvente se evapord en un bafio de
agua. El solido formado se resuspendio con 0.5 mL de metanol y se aplico gota a gota en una
placa cromatografica para separar la DHT [*H] formada; el procedimiento se repitid 5 veces;
adicionalmente, se aplicaron los estandares de testosterona y DHT en cada extremo de la
placa. Se eluy6 3 veces en un sistema de elucion cloroformo-acetona 9:1.

Para la visualizacion de los estdndares, las placas se observaron bajo luz UV (A = 254
nm) y posteriormente se revelaron con una solucion de acido fosfomolibdico en metanol al
8%. Se marco y cortd la zona correspondiente a la DHT [’H] (Rf. 0.64), después, los pedazos
de silice se colocaron en viales en donde se les adiciond 5 mL de liquido de centelleo Ultima
Gold (Packard) y finalmente se leyo 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 realizo por duplicado. En
la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 2.48 Resultados ICs, de los compuestos 2-6 sobre la enzima prostatica humana

Tratamiento  ICsy (M) para la enzima

prostatica humana

T+ Finasterida 8.5x10~
T+2 6.3x10"T
T+3 2.0x10™
T+4 6.5x10""
T+6 7.0x107"

2.2.4.3 Determinacion de la concentracion inhibitoria 50% (ICs) de la enzima Sa-
reductasa en vesiculas de hamster

Con la fraccion microsomal de vesicula seminal de los hamsters previamente obtenida,
se realizo un estudio metabolico in vitro para conocer el posible efecto inhibidor del esteroide
sobre la enzima Sa-reductasa.

Se utilizaron diferentes concentraciones de los compuestos 2,3,4, 6 y de Finasterida
para obtener la concentracion inhibitoria 50%, los compuestos se incubaron en presencia de
250ug de proteina de microsomas de vesicula seminal y una mezcla de incubacidon que
contenia: 2mM de T [‘H], 2mM de NADPH', 1mM de ditiotreitol y una solucioén
amortiguadora 40mM de fosfatos a pH=7.0. El bioensayo se incubd durante una hora a una

temperatura de 37°C con agitacion constante.

Ademas se prepar6 un control que contenia fraccién microsomal y T [*H] en la mezcla
de incubacion, sin inhibidor, el cual corresponde al 100% de conversion. La incubacion
termin6 con la adiciéon de CH,Cl,, para después realizar extracciones sucesivas a la mezcla de
reaccién con el mismo disolvente. La separacion de los productos tritiados T [*’H] y DHT [*H]
se realizé por CCF, en un sistema de elucion cloroformo-acetona (9:1).

La region de la placa correspondiente a DHT [*H] (Rf=0.68) producto obtenido por la
transformacion de T [’H] a DHT [°H] en presencia de la enzima Sa-reductasa, se coloco en
viales con liquido de centelleo Ultima Gold; finalmente se midio6 la radioactividad, utilizando
un contador de centelleo (Packard tri-carb 2100TR). A continuacion se muestran los
resultados obtenidos en este ensayo.
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Tabla 2.49 Resultados ICs, de los compuestos 2-6 sobre la enzima prostatica de hamster

Tratamiento 1Cs¢ (M) para la enzima

prostatica de hamster

T+ Finasterida 1.0x107°
T+2 6.5x107"T
T+3 1.0x10™
T+4 6.0x10""
T+6 6.0x10""

2.2.4.4 Ensayo in vitro, citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas

Para analizar los compuestos 11, 12, 14, 15, 16 y 21, Se utilizaron 6 lineas celulares
cancerosas humanas (Glia del sistema nervioso central, prostata, leucemia, colon, mama y
pulmoén) que fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Céancer de Estados Unidos
(NCI). Dichas células se cultivaron en el medio RPMI-1640, enriquecido con 10% de suero
fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 100 Ul/mL Penicilina G, 100 pg/mL sulfato de
estreptomicina, 0.25 pg/mL de anfotericina B y 1% de aminoacidos no esenciales; se
incubaron a 37 °C en atmdsfera himeda con 5% de CO,.

Posteriormente se tom6 100 pL de la linea celular correspondiente, el contenido de
células por pozo varia entre 5000 a 10 000 dependiendo de la linea celular; se incub6 por 24 h.
Se prepar6 una solucion stock en dimetilsulfoxido (DMSO) de cada compuesto a evaluar,
dicha solucion se adiciond a cada pozo de las lineas celulares en 100 pL de medio de cultivo,
siendo la concentracion final de cada compuesto de 50 uM y se incubd por 48 horas (plato
experimental). Adicionalmente se prepard otro pozo al cudl se adiciond tnicamente medio de
cultivo, éste ultimo se incub6 por 1 hora (plato basal); ambas incubaciones se llevaron a cabo
a 37°C en atmosfera con 5% CO; y 100% de humedad relativa.

Finalizado el tiempo correspondiente se realizo la fijacion de los cultivos celulares in
situ por la adicion de 50 puL de acido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) frio, se incubd por 60
minutos a 4 °C, se desechd el sobrenadante y se hicieron 5 lavados con agua desionizada y se
dej6 secar por 24 h. Posteriormente se realizé el tefiido adicionando 100 pL de sulforodamina
B (SRB) (0.4 % p/v en 1% acido acético) a cada pozo, se incub6 por 30 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se hicieron lavados con una solucion de acido acético al 1% y se
dejo secar por 24 h. Las células fijadas se resuspendieron utilizando 10 mM de buffer Tris,
pH=10 en agitacion por 5 min.

Finalmente, se determiné la densidad dptica a 515 nm utilizando un lector de ELISA.
Los resultados del analisis primario se muestran en la siguiente tabla, en donde U251= glia del
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sistema nervioso central, PC-3=prostata, K562=leucemia, HCT-15=colon, MCF-7=mama,
SKLU=pulmoén, SA=sin actividad.

Tabla 2.50 Analisis primario de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas

Compuesto U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1
(50puM en DMSO)
24.4+9.1 21.4+11.5 | 8.1£3.0 21.8+1.2 25.6 12.8£3.5
12
2.4+0.03 31.5+25 SA 20.9+6.6 11.9 12.96+1.9
14
11.2+£3.2 87.3+11.2 | 57.9+23 88.2+6.9 100 65.0£54
15 °
/@)L 20.0£11.4 | 51.9+£29.3 | 54.0£9.6 55.9431.4 | 86.2+13.7 | 38.6+9.9
16 °
/@)L 49.7£13.9 | 64.1£28 56.5+6.4 67.3+4.8 100 70.4+23.5
21 °
/@)7\ 40.2 34.2+8.3 12.6+5.8 35.542.6 64.6 28.2+11.8
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CAPITULO 3
ANALISIS DE RESULTADOS
3.1 Analisis de resultados sintéticos

En la ruta de sintesis planteada en este trabajo, se empled como materia prima la 3f3-
acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1), debido a que es un compuesto comercialmente
disponible, con un costo accesible y es considerado como punto de partida en la sintesis de
diversos farmacos esteroidales. Como paso previo a la sintesis se caracterizo la materia prima
por sus propiedades fisicas y espectroscopicas, correlacionando con los datos de la literatura.
El valor de 237.96 nm en espectroscopia UV nos confirm¢6 la presencia del grupo carbonilo
a,B-insaturado en la posicion 20 este valor es muy cercano al valor tedrico calculado con las
reglas de Woodward-Fieser”. La presencia de este grupo funcional (carbonilo a,B-insaturado)
también se confirmé en IR con la sefial que aparece a 1660 cm; en IR también se
presentaron las bandas de alargamiento C-H de metilos y metilenos alrededor de 2943 cm™ y
la correspondiente a carbonilo de éster en 1728 cm™. En RMN de "°C se detectaron las sefiales
de los carbonos de la doble ligadura, en 140.27ppm (C-5) y en 121.98 ppm (C-6), asi como las
sefales de los carbonilos de la cetona a,B-insaturada en 196.8 ppm y del éster en 170.52 ppm.
En RMN de 'H se detectaron sefiales simples a 0.92 ppm, 1.06 ppm y 2.26 ppm
correspondientes a los metilos de los H-18, H-19 y H-21 respectivamente, asi como un doblete
(J=4.5 Hz) en 5.38 ppm correspondiente al acoplamiento vecinal del protén en C-6. En
espectrometria de masas se comprob6 la masa molecular del compuesto con el pico de 358 m/z
[MH]" y con la pérdida de 60 unidades de masa del i6n molecular se prueba nuevamente la
presencia del éster acético.

Como primer paso de sintesis se realizd una epoxidacion para formar el 3B-acetoxi-5a,
6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2), en el cual la presencia del epdxido se comprueba por las
siguientes sefiales: en IR aparece la sefial de 1240 cm™ referente al estiramiento C-O-C; en
RMN de "C las sefiales de los carbonos C-5 y C-6 aparecen a 65.3 ppm y 60.42 ppm
respetivamente y en RMN de 'H la sefial del H-6 aparece a 2.91 ppm dando un doble de
dobles con una J=4.5 Hz (x2).

Mediante la oxidacion del compuesto 2 se logroé formar una cetona con un grupo alcohol
en posicion a al carbonilo pertenecientes al compuesto 3B-acetoxi-Sa-hidroxipregna-16-en-
6,20-diona (3). La sefial que aparece en 3364 cm™ en el espectro de IR nos demuestra la
presencia de un grupo —OH en la molécula, y la de 1700 cm™ para el carbonilo. En "°C se
observa la sefial del C-5 en 80.4 ppm y la del C-6 se observa en 211.62 ppm tipica del grupo
carbonilo. En RMN de 'H ya no se observa la sefial del H-6 (2.91 ppm) debido a la formacién
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del grupo carbonilo. En espectrometria de masas se confirman estos cambios con la sefial m/z
389 [MH]" y se observa también la pérdida de agua (M'-18) caracteristica de la presencia de
un grupo alcohol.

El siguiente paso de la sintesis implica la eliminacion del —OH del compuesto 3 para
formar la estructura del 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4). La banda del espectro de
UV a 236.96 nm corresponde ahora a las dos cetonas a-f insaturadas, la del C-20 y la del C-6.
En IR ya no se encuentra la sefial del —OH y aparece una sefial en 1680 cm™ de la cetona. En
RMN "°C se observan los cambios en el C-4 y C-5 los cuales pasan de campo alto (32.44 ppm
y 80.4 ppm respectivamente) a campo bajo (129.04ppm y 147.90 ppm respectivamente)
debido a la presencia de la doble ligadura formada en la. La sefial de m/z 371 [MH]" en
espectrometria de masas es indicativo de los cambios hechos por la reaccion.

Mediante la hidroélisis del compuesto 4 se obtuvo el compuesto 3B-hidroxipregna-4,16-
dien-6,20-diona (5). La sefial en 3383 cm™ en el espectro de IR corresponde al oxhidrilo del C-
3. En RMN de "C ya no se encuentra la sefial de 170.72 ppm del grupo carbonilo del acetato y
el C-3 se desplaza a 67.18 ppm. Otro cambio muy significativo se ve en RMN de 'H donde
aparece el proton del -OH en 3.49 ppm. En el espectro de masas se encuentra la sefial de m/z
329 [MH] "y la de M"-18 debida a la pérdida de agua por la presencia del grupo alcohol.

En el altimo paso de sintesis se realiza una esterificacion, con diferentes acidos
benzoicos p-sustituidos, obteniéndose 16 compuestos (del compuesto 6 al compuesto 21)
todos derivados del acido benzoico, con diferentes sustituyentes en posicion para en el anillo
aromatico. Todos los benzoatos presentan sefiales parecidas en el C-3. En IR aparecen uno o
dos picos de baja intensidad entre 3080 cm™ y 3025 cm™ caracteristico del estiramiento ArC-
H y en RMN de C la sefial del C-3 se desplaza ahora a campo bajo entre 69 ppm y 71 ppm.
En RMN de 'H el H-3 también se encuentra desplazado a campo bajo y ahora aparece como
un multiplete entre 5.5 ppm y 5.6 ppm. En espectrometria de masas se encuentra el pico de m/z
311 correspondiente al rompimiento del enlace del éster benzoico con el esteroide y también
se encuentra los fragmentos correspondientes al anillo aromatico en m/z 91 y m/z 77.
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m/z 91
16n tropilio m/z 77

Figura 3.1 Fragmentos mas comunes en espectrometria de masas para los esteroides con un éster en C-3
3.2 Analisis de resultados biologicos

En las tablas 2.48 y 2.49 se muestran los ensayos in vitro para la inhibicion de la
enzima So-reductasa de prostata de humano y prostata de hamster respectivamente. Estos
ensayos fueron realizados solo con los compuestos 2, 3, 4 y 6; los demas compuestos aun no
han sido analizados debido a que se sintetizaron posteriormente y actualmente se encuentran
en esta etapa. A continuacidn se presentan los resultados para 2-4 y 6 y como se espera que
afecte a los compuestos restantes.

Se puede observar que existe una alta actividad inhibitoria sobre la enzima para 2, 4 y
6 comparada con el farmaco del mercado (Finasterida de Proscar®), ya que presentan un ICs
de 6.5x10""' M, 6x10""' M y 6x10"''M respectivamente contra 1.0x10® M de la Finasterida,
esto indica que los nuevos compuestos sintetizados tienen una potencia de inhibicién 166
veces mayor que el firmaco de mercado.

Con este estudio también se comprobo la similitud entre las enzimas Sa-reductasa de
humano y hamster ya que su ICsy es muy similar.

Aunque los derivados esteroidales activos 2,4 y 6 tienen diferentes grupos funcionales,
todos muestran una caracteristica en comun: el carbonilo a,f-insaturado en el carbono 20, en
el cual el carbono B es electrofilicamente accesible, lo que provoca que reaccione muy
rapidamente con nucleo6filos para formar aductos de Michael. Se ha propuesto previamente
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que la inhibicion de la enzima Sa-reductasa se lleva a cabo debido a una reaccion de adicion

. . . . 1
tipo Michael en la enona o dienona esteroidal®’”

y el resultado de nuestro estudio lo confirma.
Aparentemente el primer paso en la inhibicion de la enzima Sa-reductasa consiste en la
formacion de un complejo activado enzima-esteroide como un aducto irreversible, ya que la
parte nucleofilica de la enzima (grupo amino) ataca a la doble ligadura conjugada del esteroide
en una reaccion de adicion tipo Michael para formar irreversiblemente un aducto. Este
concepto explica muy bien la actividad inhibitoria de los derivados esteroidales 2, 4 y 6 sobre
la enzima Sa-reductasa ya que son aceptores de Michael. En el compuesto 2 (compuesto
epoxidado) la enzima nucleofilica también puede atacar el centro electrofilico que se
encuentra en C-6. Para el compuesto 5 aparentemente el grupo hidroxilo reduce su solubilidad
disminuyendo el efecto de la adicién tipo Michael.*>

El parametro que describe la lipofilia de un compuesto esta dado por el Log P y se
puede notar que todos los esteres preparados en esta investigacion tienen un Log P mayor al
que tiene el farmaco del mercado (ver tabla 3.43). Por lo tanto se espera que todos ellos
presenten una mayor actividad que €l. Como un avance de que esto debe ser asi el compuesto
6 presentd un grado de inhibicion muy superior a la finasterida por lo que se espera que los
¢ésteres con sustituyente en para en el anillo aromatico presenten también una alta actividad

inhibitoria.

Los experimentos de actividad in vivo muestran que solo el compuesto 2 (peso de la
prostata de 57.8 mg) tiene una actividad comparable con el farmaco del mercado (peso de la
prostata de 55 mg). Los demés compuestos muestran una actividad débil comparados contra
los animales tratados con testosterona, lo cual quiere decir que el sustituyente en posicion para
al anillo aromatico no mejora la actividad biologica.

En la Tabla 2.5 se muestran los resultados obtenidos del ensayo in vitro para la
inhibicién del crecimiento de lineas celulares cancerosas para los compuestos 11, 12, 14, 15,
16 y 21. Todos ellos tienen un elevado porcentaje de inhibicion del crecimiento en la linea
celular correspondiente al cancer de mama, y esto se debe muy probablemente a que todos
ellos son derivados de la progesterona, una hormona sexual femenina, aunque también pudo
haber influido su valor de Log P y en consecuencia a la naturaleza lipofilica de estos
compuestos. En lo referente a la linea celular de céncer de préstata solo el compuesto 14
presentd un alto valor de inhibicion.

75



CAPITULO 3

ANALISIS DE RESULTADOS

Tablas 3.1 Valores de Log P calculados para los compuestos sintetizados en este trabajo

Log P

Compuesto Log P

o N
e
=
Finasterida

3.15

No.
de
Compuesto

Sustituyente
en para

23

1.5

2.19

1.96

6 H 4.09
7 -CH,; 4.58
8 -CH,CH, CH; 5.41
9 -CH,(CH,);CH; 6.25
10 -COOCH; 3.68
11 NO, 4.11
12 CN 4.12
13 F 425
14 Cl 4.65
15 Br 4.92
16 1 5.45
17 -OMe 3.96
18 -OEt 43
19 -SMe 4.53
20 -SEt 4.87
21 -CF; 5.01
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion llevo a las siguientes conclusiones:

o Se sintetizaron los compuestos planeados para esta investigacion y se optimiz6 la ruta
sintética ya que los rendimientos en todos los pasos presentan una eficiencia mayor a
75%.

e Se comprueba la hipdtesis de trabajo ya que la presencia de conjugaciones dentro de la
molécula si incrementa la actividad bioldgica y esto se manifiesta en la actividad
presentada por los compuestos 2, 4 y 6 en los cuales el Uinico grupo en comun es el
carbonilo a,B-insaturado en C-20. La lipofilia por parte del grupo éster en C-3 resulta
en la alta actividad que presentan los compuestos en el ensayo in vitro en lineas de

cancer.

e El compuesto 3B-acetoxi-Sa,6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2), es un candidato ideal
como antiandréogeno ya que muestra una actividad inhibitoria de la enzima Sa-
reductasa 166 veces mayor que el farmaco del mercado (Finasterida) y en la actividad
in Vivo present6 una inhibicion comparable con el mismo farmaco.

e Este estudio también probo la similitud de las enzimas So-reductasa de humano y
hamster con el estudio in vivo de crecimiento de prostata.

e Todos los compuestos analizados en lineas de cdncer presentan alta inhibicion en linea
de cancer de mama por lo que también se espera que en pruebas in vivo sobre este tipo
de cancer se obtengan buenos resultados.

e La presencia de un sustituyente en posicion para al anillo aromatico no mejora la
actividad biologica.

o La realizacion de este trabajo de investigacion aporta informacion importante sobre la
estructura de derivados de la progesterona para el disefio de nuevas moléculas
anticancerosas.
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ANEXO

ANEXO

ESPECTROSCOPIA

A.1 Espectros de la 3p-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)

Figura A.1: Espectro UV de la 3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)

AcO

Figura A.2: Espectro IR de la 3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)
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Figura A.3: Espectro de RMN-"C de la 3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)
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Figura A.4: Espectro de RMN-'H de la 3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)
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AcO

Figura A.S: Espectro de masas de la 3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1)

A.2 Espectros de la 3B-acetoxi-5a,6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2)

Figura A.6: Espectro UV de la 3B-acetoxi-5a,60-epoxipregna-16-en-20-ona (2)
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Figura A.7: Espectro IR de la 3B-acetoxi-Sa,60-epoxipregna-16-en-20-ona (2)
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Figura A.8: Espectro de RMN-"C de la 3p-acetoxi-50,6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2)
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Figura A.9: Espectro de RMN-'H de la 3p-acetoxi-5a,60-epoxipregna-16-en-20-ona (2)

Figura A.10: Espectro de masas de la 3B-acetoxi-5a,6a-epoxipregna-16-en-20-ona (2)
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A.3 Espectros de la 3p-acetoxi-Sa-hidroxipregna-16-en-6,20-diona(3)

Figura A.11: Espectro UV de la 33-acetoxi-5a-hidroxipregna-16-en-6,20-diona(3)

Figura A.12: Espectro IR de la 3B-acetoxi-5a-hidroxipregna-16-en-6,20-diona(3)
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Figura A.13: Espectro de RMN-"C de la 3B-acetoxi-5a-hidroxipregna-16-en-6,20-diona(3)
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Figura A.14: Espectro de RMN-'H de la 3B-acetoxi-5o-hidroxipregna-16-en-6,20-diona(3)
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AcO’

Figura A.15: Espectro de masas de la 3B-acetoxi-5a-hidroxipregna-16-en-6,20-diona (3)

A.4 Espectros de la 3p-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)

AcO’

Figura A.16: Espectro UV de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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AcO

Figura A.17: Espectro IR de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)

Figura A.18: Espectro de RMN-"C de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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Figura A.19: Espectro de RMN-'H de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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Figura A.20: Espectro de masas de la 3B-acetoxipregna-4,16-dien-6,20-diona (4)
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A.S Espectros de la 3p-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)

HO'

Figura A.21: Espectro UV de la 3p-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)

HO'

Figura A.22: Espectro IR de la 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)
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Figura A.23: Espectro de RMN-"C de la 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)
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Figura A.24: Espectro de RMN-"H de la 3p-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)
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HO

mz

Figura A.25: Espectro de masas de la 3B-hidroxipregna-4,16-dien-6,20-diona (5)

A.6 Espectros de la 3B-benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6)

Sane

Figura A.26: Espectro UV de la 3B-benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6)
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Figura A.27: Espectro IR de la 3B-benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6)
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Figura A.28: Espectro de RMN-"C de la 3B-benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6)
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Figura A.30: Espectro de masas de la 3B-benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (6)
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A.7 Espectros de la 3p-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)

()
o
CHy

Figura A.31: Espectro UV de la 3p-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)

Figura A.32: Espectro IR de la 3-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)
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Figura A.33: Espectro de RMN-"C de la 3p-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)
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Figura A.34: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)
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Figura A.35: Espectro de masas de la 3B-(p-metil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (7)

A.8 Espectros de la 3B-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)

Figura A.36: Espectro UV de la 33-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)
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Figura A.38: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)
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Figura A.39: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)
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Figura A.40: Espectro de masas de la 3B-(p-propil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (8)
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ANEXO

A.9 Espectros de la 3p-(p-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)

Figura A.41: Espectro UV de la 33-(p-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)

Figura A.42: Espectro IR de la 3B-(p-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)
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Figura A.43: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)
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Figura A.44: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)
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Figura A.45: Espectro de masas de la 3B-(p-pentil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (9)

A.10 Espectros de la 3p-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)

Figura A.46: Espectro UV de la 33-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)
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ANEXO

Figura A.47: Espectro IR de la 33-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)
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Figura A.48: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)
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Figura A.49: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)
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Figura A.50: Espectro de masas de la 3B-(p-acetoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (10)
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ANEXO

A.11 Espectros de la 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)
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Figura A.51: Espectro de UV de la 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)
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Figura A.52: Espectro de IR de la 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)
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Figura A.53: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)
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Figura A.54: Espectro de RMN-'H de la 3B-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)
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Figura A.55: Espectro de masas de la 33-(p-nitro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (11)

A.12 Espectros de la 3p-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)
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Figura A.56: Espectro de UV de la 3B-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)
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Figura A.57: Espectro de IR de la 33-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)
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Figura A.58: Espectro de RMN-'>C de la 3B-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)
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Figura A.59: Espectro de RMN-'H de la 3B-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)

100 25

o]
o

57
(o]
69
83
[¢]
O
85 8
NC

189 505 957

03]
o

-~
o

[=)]
o

B
o

W
o

o]
o

—
o

Relative Abundance
w
o
vl b b b b b b beraa berd

311 327 355 373 423 458
m b [TRRART AT | bt

o

S S N N N A A
0 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z :

w

Figura A.60: Espectro de masas de la 3B-(p-ciano)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (12)
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ANEXO

A.13 Espectros de la 3p-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)
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Figura A.61: Espectro de UV de la 3B-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)

Figura A.62: Espectro de IR de la 3B-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)
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Figura A.63: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)
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Figura A.64: Espectro de RMN-'H de la 3p-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)
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ANEXO

Figura A.65: Espectro de masas de la 33-(p-fluoro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (13)

A.14 Espectros de la 3p-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)
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Figura A.66: Espectro de UV de la 3B-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)
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Figura A.67: Espectro de IR de la 3B-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)
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Figura A.68: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)
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Figura A.69: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)
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Figura A.70: Espectro de masas de la 3B-(p-cloro)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (14)
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ANEXO

A.15 Espectros de la 3p-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)
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Figura A.71: Espectro de UV de la 33-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)

Figura A.72: Espectro de IR de la 38-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)
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Figura A.73: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)
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Figura A.74: Espectro de RMN-'H de la 3B-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)

116



ANEXO

Figura A.75: Espectro de masas de la 33-(p-bromo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (15)

A.16 Espectros de la 3p-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)

Figura A.76: Espectro de UV de la 3B-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)
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Figura A.77: Espectro de IR de la 3-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)
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Figura A.78: Espectro de RMN "°C de la 3B-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)
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Figura A.79: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)
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Figura A.80: Espectro de masas de la 3B-(p-yodo)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (16)
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ANEXO

A.17 Espectros de la 3p-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)
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Figura A.81: Espectro de UV de la 3B-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)

Figura A.82: Espectro de IR de la 3B-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)
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Figura A.83: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)
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Figura A.84: Espectro de RMN-'H de la 3p-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)
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Figura A.85: Espectro de masas de la 3B-(p-metoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (17)

A.18 Espectros de la 3B-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)

Figura A.86: Espectro de UV de la 3B-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)
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Figura A.87: Espectro de IR de la 3B-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)
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Figura A.88: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)
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Figura A.89: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)
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Figura A.90: Espectro de RMN-"H de la 3p-(p-etoxi)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (18)
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ANEXO

A.19 Espectros de la 3p-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)

]
o
MeS

Figura A.91: Espectro de UV de la 3B-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)

Figura A.92: Espectro de IR de la 33-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)
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Figura A.93: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4, 16-dien-6,20-diona (19)
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Figura A.94: Espectro de RMN-'H de la 3B-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)
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Figura A.95: Espectro de masas de la 3p-(p-metiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (19)

A.20 Espectros de la 3p-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)
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Figura A.96: Espectro de UV de la 3B-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)
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ANEXO

Figura A.97: Espectro de IR de la 33-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)
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Figura A.98: Espectro de RMN-"C de la 3B-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)
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Figura A.99: Espectro de RMN-'H de la 3p-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)
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Figura A.100: Espectro de masas de la 3p-(p-etiltio)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (20)
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ANEXO

A.21 Espectros de la 3B-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)
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Figura A.101: Espectro de UV de la 3B-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)

Figura A.102: Espectro de IR de la 3B-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)
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Figura A.103: Espectro de RMN-"C de la 3p-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)
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Figura A.104: Espectro de RMN-'H de la 3B-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)
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Figura A.105: Espectro de masas de la 3B-(p-trifluorotoluil)benzoiloxipregna-4,16-dien-6,20-diona (21)
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