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RESUMEN

El exceso de androgeno en el organismo estd relacionade con una serie de
padecimientos entre los cuales se encuentran la hiperplasia prostatica benigna y el cancer
prostatico. Este 0ltimo representa actualmente uno de los principales problemas de salud
publica entre la poblacion masculina mayor de 60 afios. La reduccion de la testosterona 3 a
5a~-dihidrotestosterona 4 (figura 4, pagina 12), en la presencia de la enzima So-~reductasa y

NADPH, est4 relacionada con el cancer prostatico y la hiperplasia prostatica benigna.

En este trabajo se describe la sintesis de dos nuevos inhibidores de la enzima So-
reductasa: 6-cloro-16p metil-17a-valeriloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona 34a (péginas 22 y
63) y 6-bromo-16 metil-17a-valeriloxi-4,6-pregnadien-3,20-diona 34b (paginas 22 y 65)
como antiandrogenos para el tratamiento de enfermedades de la prostata dependientes del
androgeno. En la sintesis de estos compuestos se empled el acetato de 16-
dehidropregnenolona 25 (pagina 22) como materia prima debido a su costo accesible,
disponibilidad comercial y la presencia de las funciones quimicas necesarias para su

transformacion, en nueve pasos, a los productos finales 34a y 34b.

Se analizd la mezcla preincubada de la enzima So-reductasa de los testiculos de ratas
Wistar, NADPH, testosterona y el esteroide problema. El estudio se basé en la capacidad de
los productos sintetizados para inhibir la enzima So-reductasa. La actividad farmacologica

(in vifro) se cuantifico por espectroscopia de UV. (A= 350 nm.).



El compuesto 34b (paginas 22 y 41) presentd mayor actividad que los estandares
acetato de ciproterona 11, el proscar 12 y el derivado clorado 34a, Sin embargo presenté
menor actividad que su homélogo butiroiloxi (21) que tiene la cadena de ester mas corta en
C-17. Al parecer la longitud de la cadena del ester es inversamente proporcional al

porcentaje de inhibicion sobre la enzima So-reductasa.

Este hecho se confirmé por el estudio tebrico de la correlacion de la actividad
bioldgica con la estructura de los esteroides utilizando log P (caracter hidrofébico en las

moléculas). Figura 15, paginas 45 vy 68.

Se analizd ¢l mecanismo de adicion de la enzima So-reductasa por mecanica
molecular, se vio que la adicién 1-6 se favorece por tener asociada la menor energia de
activacién (E act.= 28.71 Kcal/mol) del complejo esteroide-enzima comparado con la

correspondiente energia de activacién (E act.= 34.41 Kcal/mol) para la adicion 1,4 (figura

17, pagina 47).



ABSTRACT

The excess androgen in the organism is related to several health problems such as:
benign prostatic hyperplasia and prostate cancer both of which are a common illness in the
aging male above 60 years of age. The reduction of testosterone 3 to Sa-
dihydrotestosterone 4 (figure 4, page 12) by NADPH mediated by the enzyme So-reductase

is assaciated with both ailments prostate cancer and benign prostatic hyperplasia.

This work describes the synthesis of two new inhibitors of Sc-reductase enzyme: 6-
chloro-16f3-methyl-17a~valeroyloxi-4,6-pregnadiene-3,20-dione 34a (pages 22 and 63) and
6-bromo- 16B-methyl-17a-valeroyloxi-4,6-pregnadiene-3,20-dione 34b (pages 22 and 65)

as potential antiandrogens for the treatment of androgen mediated prostate diseases.

For the synthesis of both compounds 34a and 34b the commercially availabe 16-

dehydropregnenolone acetate 25 (page 22) was used as starting material.

The pharmacological evaluation (in vitro) of both compounds was carried out by UV
analysis {(Amax= 350 nm). The preincubated mixture of Su-reductase enzyme obtained
from the testes of Wistar rats, NADPH, testosterone and the synthesized steroid was used.
The results were expressed in % inhibition of the enzyme So-reductase. Compound 34b
{pages 22 and 41) showed a higher activity than standards cyproterone acetate 11, proscar

12 and the chlorinated compound 34a. On the other hand, the butyroyloxi derivative 21



with the shorter side chain at C-17 showed a higher activity. It appears that the inhibitory
activity is inversely proportional to the chain length at C-17. This fact was confirmed by the
theoretical studies in which the pharmacological activity was related to log P which is

associated with the hydrophobic nature of the steroid (figurel5, pages 45 and 68).

The addition of the enzyme Sc-reductase to the conjugated part of the steroid was
analyzed by molecular mechanics. It was observed that the 1,6-addition is preferred (energy
of the activated complex Eact= 28.71 Kcal/mole) as compared to the 1.4-addition (Eact=
34.41 Kcal/mole) on the grounds of the lower energy for the activated complex for the 1,6-

addition (figure 17, page 47).
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INTRODUCCION §

1.- INTRODUCCION:

La préstata es un 6rgano susceptible a infecciones, agrandamiento o tumores benignos
o malignos. Se localiza en la pelvis abajo de la vejiga y rodea la porcion superior de la uretra
(Figura 1). Debido a esto, cualquier trastorno de la prostata, puede obstruir el flujo de orina
causando que Ja miceién se torne dificil y dolorosa. También puede causar alteraciones
graves en la vejiga, los uréteres y los rifiones. En ocasiones ¢l dafio es tal que puede causar
necrosis renal y un aumento en la susceptibilidad a las infecciones. El agrandamiento de la
prostata es un trastorno que presenta uno de cada tres individuos de mas de 60 afios de
edad, en los que el 6rgano incrementa su tamafio dos o cuatro veces en relacion al tamafio
normal. El cancer de préstata se extiende primero a los ganglios linféticos por debajo de la
prostata y posteriormente, aparece en huesos y otros érganos, presentando dolor intenso en

la pélvis y muslos (1, 2).

El cancer de prostata ocupa el segundo lugar
' internacional entre los tumores que son causa
directa de la muerte de varones. La Sociedad

Americana de Céncer estimd 40,000 decesos por

afio en Estados Unidos (2, 3). El Registro Nacional
de Patologia en México cité 20,000 casos de este
padecimiento al afio, de los cuales mueren 3,000
FIGURA 1. Ubicacién de la Préstata  (3). Se cree que, aproximadamente, un 20% mas de

individuos no acuden a las clinicas por falta de
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informaci6n o renuencia al examen por tacto rectal que se aplica en estos casos (2, 3).

Otro método de diagnosis es la Prueba del Antigeno Prostético Especifico en Sangre
(sensibilidad del 80%); el antigeno es una glucoproteina producida por las células epiteliales
en la glandula prostética y su concentracién se considera anormal si es mayor de 4 mg / ml
de sangre. Actualmente, también se utiliza una modificacion al método del Antigeno
Prostatico Especifico, que consiste en dividir su concentracion entre el volumen de la
glandula prostitica, el cual se determina por ultrasonografia transrectal. 1a diagnosis
definitiva se realiza a través de una biopsia que nos permite determinar la etapa del
padecimento (2, 3). El cancer de prostata, la hiperplasia prostatica benigna, la alopecia
androgénica, entre otros padecimientos, estan relacionados con el exceso de androgéno en ¢l
organismo y ademds se vinculan a factores como la edad, raza, actividad profesional y

circunstancias geogréaficas (1, 4).

Los andrdgenos son una clase de esteroides responsables de las caracteristicas
sexuales primarias y secundarias en hombres. Ademas, poseen actividad anabélica que causa
aceleracion del crecimiento esquelético, incremento de la masa muscular asi como 1a pérdida
de grasa subcutinea. La testosterona (3) es el andrégeno predominante en la circulacién
enddgena, sin embargo, st metabolito Sa-dihidrotestosterona (4) es el andrégeno endbégeno

mas potente 4.

Como otros esteroides, la biogénesis de la testosterona (3) se da a través de la ruta

acetato-mevalonato (figura 2), (4, 5). La acetilcoenzima A sufie una serie de reacciones para
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obtener el escualeno y posteriormente el colesterol. La degradacion parcial de la cadena
lateral del colesterol (C-20) permite la obtencién de la pregnenolona (1) y posteriormente,

de la progesterona (2), la cual es el precursor de la testosterona (3) entre otras hormonas (4,

5).

o
)J\ 1.2CHyC0SCoA_ /”\></\ L3AT® )\/\ )\/\
QNADPH
SCoA mz-co,

AcCoA Ac. Mevaldnico DBMAPP

l Lanosterol

NADPE, O

Cicloarienol 4 Pregnenolona

| o

-
12 20

FIGURA 2. Biogénesis de la testosterona.
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La sintesis y liberacidn de Ia testosterona 3 en el organismo se muestra en la figura 3.
El hipotalamo secreta la Hormona Liberadora de Gonadotropinas (HLG) que controla la
sintesis y liberaciéon de las hormonas de las génadas, su nombre especifico es Factor de
Liberacién de la Hormona Luteinizante, el cual, estimula la secrecion de la Hormona
Estimulante de las Células Intersticiales (HSCI) y la Hormona Foliculo Estimulante (HFS)
en el I6bulo anterior de la hipofisis. El siguiente paso es la produccién de testosterona, en los
testiculos, bajo la influencia de HSCl y HFS por las células intersticiales de Leydig.
Aproximadamente un 95% de la testosterona se produce en los testiculos y el 5% se libera
en las glandulas suprarrenales, La testosterona se encuentra relacionada con el desarrollo,

crecimiento y conservacién de los drganos genitales masculinos (1, 4, 5).

] Hormona Liberadora dé Gonadotrepitas (HLG)
HIPOTALAMO) — | Controla la sintesis y liberacién de hormonas de las génadas.
Factor de liberacién de la Hormona Luteinizante

Factor de Liberacion de HSCI | LOBULO ANTERIOR DE LA HIPOFISIS
{ Eactor de Liberacién de HES _— HSCE HES

/

TESTICULOS
Células intersticiales de Leydig Tubos Seminiferos
1LH HFS/
Testosterona Espermatogénesis

Desarrollo, crecimiento y conservacion de los 6rganos genitales masculinos

FIGURA 3. Sintesis y liberacién de testosterona en el organismo,
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Se sabe que el cancer de la préstata y la hiperplasia prostatica benigna estin
relacionados con la transformacién de la testosterona 3 a su metabolito mas activo So-
dihidrotestosterona 4 en la presencia de la enzima Sa- feductasa (presente en el citoplasma
de las células prostéticas) y el cofactor NADPH (forma reducida de la Nicotinamida Adenina
Dinucleétido Fosfato). El mecanismo de accidon para esta transformacion consiste en la
reduccion regio y estereoespecifica por la adicion del hidruro del NADPH a la posicién 5 de
la testosterona 3. El enolato formado en C3-C4 se estabiliza por algin residuo electrofilico
(E+) de la enzima 5a- reductasa. Posteriormente, por tautomerismo, se da la formacién de

la 5ai- dihidrotestosterona 4 y la liberacion de NADPH (figura 4), (6, 7, 16).

5-aREDUCTASA
Isoformas IyIl
NADFH :
H
TESTOSTERONA
3 S5a-DIHIDROTESTOSTERONA
L Xg-DHT
4
[ OH OH ]

|
‘. NADPH

=
=]
¢,
=]
=%

NADPH MP@

Figura 4. Mecanismo de Accion de la Enzima Sa-Reductasa.
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Recientes investigaciones en biologia molecular indicaron que la enzima 5a- reductasa
se encuentra en dos isoformas denominadas Tipo I y Tipo II; las cuales difieren en sus
propiedades bioquimicas, tejido de localizacion y su funcion (4, 6, 7). La isoenzima Tipo I
se encuentra predominantemente en la piel facial y en el higado, tiene un pH dptimo alcalino
(pH= 6-8.5), requiere de concentraciones elevadas de testosterona (3) para saturarse (Km=
3 uM), funciona de un modo catabélico en la remocién de los andrdgenos por el higado y la
piel no genital. La isoenzima Tipo II tiene un pH 6ptimo &cido (pH=5) y requiere de
concentraciones bajas de testosterona (3) para saturarse (Km= 0.5 pM). Se encuentra
presente predominantemente en la prostata y testiculos y se relaciona directamente al céncer
de préstata y a la hiperplasia prostatica benigna (4, 8-10); funciona de manera anabdlica en
la expresién de los andrégenos por la conversion efectiva de la testosterona (3) a la 5a-
dihidrotestosterona (4). También se menciona la relacién inversa que presenta la actividad de
las dos isoenzimas frente a un mismo tipo de inhibidor, pues mientras un compuesto resulta
ser muy activo sobre la isoenzima Tipo II, en la mayoria de los casos es poco activo sobre la
isoenzima Tipo 1. Por ejemplo, la finasterida (12) considerada como un potente inhibidor de
la enzima 5a- reductasa presenta alta actividad sobre la isoenzima Tipo I y ¢l efecto

contrario sobre la isoenzima Tipo 1 (4).

Entre algunos de los métodos disponibles para el tratamiento del céncer de préstata
y/o la hiperplasia prostatica benigna, se encuentran la prostectomia, la orquiectomia bilateral
(extirpacién de testiculos en donde se sintetiza el 95% de la testosterona endégena),
tratamientos con laser como el ILC (Interstitial Laser Coagulation), terapias con microondas

como TUMT (Transurethral Microwave Therapy of the Prostate) y las terapias hormonales
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utilizando agonistas androgénicos (agentes ¢steroidales y no esteroidales), que actdan al
reducir o modificar la produccién de andrégenos a través de la inhibicion de la Hormona
Liberadora de la Hormona Luteinizante o por la inhibicién de la enzima 5o~ reductasa
responsable de Ia conversidn testosterona 3 a dihidrotestosterona 4, o bien con la
competencia antagonista por el receptor androgénico, entre otros métodos. La eleccion de la

terapia es influenciada por la etapa de la enfermedad en que se encuentre e individuo, asf

como la edad, condicion fisica y respuesta al tratamiento (2, 3, 11).

Actualmente, el desarrolio de agentes hormonales antiandrogénicos se ha enfatizado
debido a su amplia utilidad en la terapia médica, pues se emplean en el tratamiento del
cancer de prostata, hiperplasia prostatica benigna, hipersexualidad en el hombre, pubertad
precoz en nifios, virilizacién en la mujer, alopecia androgénica, en el tratamiento del acné y

como anticonceptivos en el hombre (4, 10).

El efecto inhibitorioc de los agentes antiandrogénicos debe diferenciarse de los
compuestos que disminuyen la sintesis o liberacion de gonadotropinas del hipotalamo y la
hip6fisis. Existen sustancias como los estrégenos que son antagonistas de los andrégenos,
perc no son considerados como antiandrégenos. Estos compuestos, como el
dietilestilbestrol 6 (figura 5), ejercen su accién a nivel gonadoirépico. Los antiandrogenos
pueden ser de origen natural como la progesterona 2, (figura 2), o bien de origen sintético
(esteroidal y no esteroidal). Entre los compuestos esteroidales se encuentran el acetato de
ciproterona 11, finasterida (proscar) 12, acetato de osaterona 13, oxendolona 14,

epristerida 15, y caproato de gestonorona 16. Algunos antiandrégenos no esteroidales son
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flutamida S, bifluranol 7 tamsulosina 8, mepartricina 9, terazosina 10. Los compuéstos antes

mencionados se presentan en la figura 5 (2, 4, 12).

ANTIANDROGENOS

NO ESTEROIDALES ESTEROIDALES

NECH(CH )2

=~ G00CH 2
OH

H

= ©\©

HO DictHestilbestrol < Acetato de Ciproterona
NOy

Flutsmida 5 CHals

12

Finasterida
Proscar

Bifloraegl 7

Osatevona

~~0 2-Oxo-clormadinona
HN-O:S N :@ R=H

N
GI@/\F ~"o Acetato 13
H

Cl R= COCH3

Tamsulosina §

On

CH2(H; 14

QOzendolona

(CHs}aCHN 0
i5
Epristerida

HOOC

¢ to de Gest

FIGURA 5. Ejemplos de Antiandrégenos
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No obstante la gran importancia de los antiandrégenos en la terdpia médica, su uso es
restringido debido a los efectos colaterales que generalmente ocacionan, como diarrea,
intolerancia al alcohol, efectos hepatotoxicos severos, alteraciones hormonales, fallas
cardiacas, retencién de liquidos y pérdida del deseo sexual, eqtre otras. (2, 4, 10). Los
efectos nocivos provocados por estos fArmacos constituyen un factor que estimula el
esfuerzo para buscar nuevas entidades quimicas con mayor potencia antiandrogénica y

menores efectos colaterales.

Para la sintesis de nuevos antiandrogenos, s¢ pueden seguir dos vias:

1- Modificacion de la molécula de testosterona 3 (figura 2, pégina 10) para
eliminar efectos androgénicos y anabdlicos de esta hormona).

2- Modificar la molécula de progesterona 2 (figura 2, pagina 10), que es un
antiandrégeno natural para eliminar el efecto anabélico y aumentar el efecto

antiandrogénico.

La modificacién de la molécula de progesterona 2 (figura 2) resulta atractiva para
obtener un derivado esteroidal con posible actividad antiandrogénica que presente

ademas baja actividad hormonal, baja toxicidad y no disminuya el deseo sexual (2, 4, 5).

En los ultimos afios se han sintetizado, en nuestro laboratorio y bajo la direccion del
Dr. Bratoeff, una gran variedad de moléculas esteroidales con actividad antiandrogénica
(13, 14, 17). Entre los compuestos sintetizados recientemente se encuentran el 1653-metil-

4, 6-pregnadien-17a-butiriloxi-3, 20-diona. (20) y el 6-bromo-16p-metil-4, 6-pregnadien-
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17a-butiriloxi-3, 20-diona. (21), (figura 6, tabla 1, pagina 17) . Estos compuestos
presentaron una actividad antiandrogénica considerable frente el acetato de ciproterona
11 v la finasterida (proscar) 12 (figura 5, pagina 15), que es el firmaco inhibidor de la

enzima Sa-reductasa mas potente de venta en el mercado (3, 15).

TABLA 1: Compuestos sintetizados.

COMPUESTO R Y X |REF.

17 CH, CH; 1H |14

18 CH; CH, ICl 114

19 CH; CHy; |Br |14

20 (CH;,),CH, CH, |H 13

21 (CH,),CH; CH; |Br {13

. . 22 H Fenilo |H |17

FIGURA 6. Molécula modificada. 3 CHL Fenilo TH 17
24 CH,CH; |Fenilo [H [17

En base a estos estudios se ha podido establecer una relacién empirica entre el
cardcter antiandrogénico de cada molécula y su estructura. Considérando ésta relacién se
plantean a continuacién los requerimientos estructurales para el disefio de nuevos
antiandrégenos basados en la molécula de progesterona (13, 14, 17).

1.-La presencia del sistema conjugado 4, 6-dien-3-ona en la molécula.

2.-Insercion de un atomo de halbégeno en C-6 para evitar la reduccién enzimética de
la doble ligadura en C-4 y el carbonilo en C-3.

3.- Introduccién de un grupo electronegativo y voluminoso en C-17 (esterificacién)
para evitar la reduccién del carbonilo en C-20.

4.- Presencia de un grupo alquilo en C-16 (orientaci6én beta) para evitar la hidrélisis

enzimitica del grupo ester en C-17 y/o evitar la reduccién del carbonilo en C-20.
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Para la sintesis de las moléculas planteadas en éste trabajo, 6-cloro-16p-metil-4,6
pregnadien- I 7a-valeriloxi-3,20 diona (34a) y el 6-bromo-168-metil-4,6 pregnadien-17a-
valeriloxi-3,20 diona (34b), se considerd la relacidén estructura-actividad mencionada

anteriormente (tabla 1, figura 6, pagina 17) y el mecanismo de accién del firmaco.



CAPITULO 2.

OBJETIVOS
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2.- OBJETIVOS:

En base a la Relacion Estructura-Actividad (SAR) descrita en la literatura (13, 14, 17)

para los esteroides con actividad antiandrogénica, en este trabajo se propone;

-La sintesis de los compuestos 6-cloro- 168 metil-17e-valeriloxi-4, 6-pregnadien- 3,
20-diona 34a y 6-bromo-16§ metil-17a-valeriloxi-4, 6-pregnadien-3, 20-diona 34b con

posible actividad antiandrogénica (figura 7, paginas 22, 63 y 65).

-Comparar la actividad de los compuestos finales 34a-34b v sus intermediarios (25-
33) frente a los farmacos antiandrogénicos de uso actual: acetato de ciproterona 11 y el

proscar 12 (figura 5, paginas 15).

-Analizar la influencia del halogeno en C-6 comparando la actividad entre los
compuestos 34a-34b y su homologo bromado (21) que difiere en el tamafio de la cadena del

ester en C-17.

Por otra parte, también se contempla la optimizacién del proceso de sintesis planteado

en este trabajo.
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3.- DISCUSION Y RESULTADOS:

La preparacién de los derivados esteroidales se planted en base a la ruta de sintesis

que se presenta a continuacion (figura 7):

M&g@ -
[ I | T amb/6hrs
T amb/ 4hrs 27
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CH{OCH; )5
PTS, T anly Glws
=0 Agetona -0
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HO 30 Qul, THF
HO Reflujo,5 diss
Br; / Dioxano 29
Li3CO4 , LiBir / DMF 28
TP Cidhrs
i, (EFC0%0 =-00C(CH:CH;
3 _.i‘.._ cH, 2)1 ’ - QOG(CH 1 CH;
CH3(CHhCOOH Ao MCPB CH;
P18 CHCl,
31 T smb/ 2brs Reflujo,dhrs
32 S
HBr
Anh. Acético
Tarab/ 24hrg HCY Anh, Acético
Taroly 24hss
o
Q
s QOC(CH, ) CH;
CH, -« QOC(CH;);,CH;
CH,
Br 34b 3a

PTS: 4cido p-toluensulfénico, Ac0-Py: anhidrido acético y piridina, Ac. MCPB: 4cido m-clore-perbenzoico.

FIGURA 7.Esquema de Sintesis.
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En la sintesis de los dos nuevos compuestos 34a y 34b se utilizé como materia prima
el acetato de 16-dehidropregnenolona 25 por su costo accesible, disponibilidad comercial y
la presencia de las funciones quimicas necesarias para la transformacion en nueve pasos a los
compuestos finales. En primer término se caracterizé a la materia prima por sus propiedades
fisicas y espectroscOpicas. El andlisis por ultravioleta (espectro 1) mostrd la existencia del
croméforo correspondiente a la cetona o, insaturada en C-20 (A= 238 nm). Por
espectroscopia de infrarrojo (espectro 2) se observé la presencia de las bandas en 1661.90 y
1729.76 cm’' correspondientes a la cetona o, B insaturada en C-20 y al carbonilo del
acetoxi en C-3 respectivamente. En el espectro de resonancia magnética proténica (espectro
3) se observaron cuatro sefiales simples en 0.92, 1.06, 2.04 y 2.26 ppm, cada sefial integra
para tres hidrégenos, asignados a los grupos metilos C-18, C-19, C-21 y el metilo del gmpo
acetoxi en C-3. Se observé un mukiplete en 4.68 ppm asignado al protén base del grupo
acetoxi en C-3. En la zona de proténes vinflicos se presentd un doblete en 5.40 ppm y una

sefial en 6.80 ppm que integraron cada una para un protén en C-6 y C-16, respectivamente.

En Ja ruta de sintesis se propuso la introduccién de un grupo metilo en C-16
orientacién beta y un hidroxilo en C-17 orientacién alfa con el fin de impedir la reduccién
enzimética del grupo carbonilo en C-20, que causariza disminucién en la actividad
antiandrogénica. Para tal propésito, ¢l primer paso de la sintesis implic6 la epoxidacion de la
doble ligadura en C16- C17. Se utilizé peréxido de hidrégeno al 30% en un medio bésico.
La adicién nucleofilica (tipo Michael) del anién hidroperoxido sobre Ia ligadura en C-16 se

vio favorecida por la conjugacion con la cetona en C-20. El compuesto obtenido 26 se
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caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscdpicas. Los resultados se compararon con

los reportados en la literatura (10, 18).

El espectro de infrarrojo de este compuesto presentd una banda débit en 857.73 cm’!
correspondiente al epéxido en C16-C17 y una banda intensa en 1692 cm™ correspondiente al
carbonilo de la cetona en C-20. La banda en 3370 cm™ se asigné al hidroxilo en el C-3, el
cual se formé por la hidrdlisis en medio bésico del grupo acetoxi en C-3. Se observd en
1056.28 e una banda de intensidad media que correspondié al enlace C-O del epéxido.

También se observé la desaparicion de la sefial en 1661.90 cm™ de la cetona o, B insaturada.

El espectro de resonancia proténica (espectro 5) mostré la sefial en 3.20 ppm que
integré para un protén base del epoxido en C-16 y la desaparicién de la sefial en 6.80 ppm
correspondiente al protén vinilico en C-16. Se observd (por intercambio por deuterio), una
sefial simple en 3.69 ppm del grupo hidroxilo en C-3. También se registraron tres sefiales
simples que integraron, cada una, para tres hidrogenos en 1.02, 1.05 y 2.03 ppm que

correspondieron a los metilos C-18, C-19 y C-21, respectivamente,

El siguiente paso en la sintesis fue la reaccién de acetilacién del alcohol en C-3 que
impidiera la descomposicién del reactivo organometélico (cloruro de metil magnesio), el
cual serfa utilizado para la subsecuente insercién del grupo metilo en C-16. En la
introduccion del grupo acetoxi en C-3, se empleé la técnica de acetilacion convencional que

consistié en una mezcla de anhidrido acético y piridina. El derivado acetoxi 27, se
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caracterizd por sus constantes fisicas y espectroscOpicas. Los resultados se compararon con

los reportados en la literatura 13,

En el espectro de infrarrojo (espectro 6) se observaron dos bandas intensas, una en
1731 cm” correspondiente al carbonilo del &ster y ofra banda en 1697 cm™ asignada al
carbonlo en C-20. Las bandas en 1245 y 1032.03 cm™ se asignaron a las vibraciones C-0-C
caracteristicas del grupo acetoxi en C-3. La ausencia de la sefial en 3370 om’

correspondiente al alcohol confirmé la acetilaciéon en C-3.

El espectro de resonancia protonica (espectro 7), presentd dos sefiales en 0.97 y 0.98
ppm, que integraron para tres protones cada una y corresponden a los metilos angulares C-
18 y C-19 respectivamente. En 1.96 ppm se observé una sefial que integré para seis
protones y correspondi6 al metilo en C-21 y al metilo del acetoxi en C-3. El prot6n base del
anillo de oxirano se localizé en 3.52 ppm y el proton base del acetoxi en C-3 se observé a
4.58 ppm. Por altimo, se observd una sefial doble de dobles en 5.30 ppm caracteristico del

protén vinilico en C-6 acoplado a los protones vecinos en C-7.

En el siguiente paso, el grupo carbonilo en C-20 se protegié por formacién de su cetal;
debido a que es un centro susceptible al ataque del cloruro de metilmagnesio el cual se

utiliz6 para insertar el grupo metilo en C-16 (orientacidn beta).
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La produccion del cetal (derivado etilendioxi 28), se llevd a cabo empleando
etilenglicol, ortoformiato de metilo y 4cido p-toluensulfénico como catalizador (13). Ei

producto 28, se caracterizo por sus propiedades fisicas y espectroscopicas.

El analisis de infrarrojo (espectro 8) para este compuesto indicé la desaparicién de la
banda intensa en 1697 cm’ del carbonilo en C-20, confirmando asf la transformacion,
También se aprecié la banda intensa de 1719.36 cm™ correspondiente al carbonilo del

acetoxi en C-3.

En el espectro de Resonancia Magnética Proténica (espectro 9), se observaron cuatro
sefiales a 0.99, 1.04, 1.42 y 2.03 ppm correspondientes a los metilos C-18, C-19, metilo en
C-21 y metilo del acetoxi en C-3 respectivamente. En 3.39 ppm se ubicd el protén base del
epoxido en C-16, La sefial miitiple, que integré para cuatro protones en 3.97 ppm confirmé
la formacibn del dioxolano en C-20. La sefial miltiple en 4.60 ppm se asigné al protdn base
del grupo acetoxi en-C-3 y la sefial doble de dobles en 5.38 ppm se asigné al proton vinilico

en C-6.

El paso siguiente de la sintesis fué la apertura del anillo de oxirano, via un mecanismo
de sustitucién nucleofilica bimolecular (S.%). Se emple6 el cloruro de metilmagnesio y
yoduro de cobre como catalizador. En esta reaccion se planted la insercion del grupo metilo
en C-16 beta orientado y simultdnecamente la generacidn del hidroxilo en C-17 alfa orientado
(compuesto 29). La mezcla de reaccion se mantuvo bajo atmosfera de nitrégeno. El

producto obtenido 29 se caracterizé por sus constantes fisicas y espectroscopicas.



DISCUSION Y RESULTADOS 27

El espectro de infrarrojo (espectro 10) confirmé la hidrélisis del acetilo en C-3 por el
teactivo organometalico y la apertura del epdxido en C16-C17, al detectar la presencia de la
banda cotrespondiente al alcohol libre en C-17 y C-3 a 3450.22 cm”. Se presenté una banda

intensa en 1044.91 cm™ asignada al grupo C-O-C del etilendioxi.

El espectro de Resonancia Magnética Proténica del compuesto 29 (espectro 11)
mostro tres sefiales en 0.83, 1.01 y 1.40 ppm correspondientes a los metilos en C-18, C-19 y
el metilo en C-21 respectivamente, El metilo insertado en C-16 (orientacion beta), apareci6
como una sefial doble en 1.20 ppm. La sefial multiple a 3.50 ppm se asigné al protén base
del alcohol en C-3. La sefial muiltiple en 3.92 ppm se asigndé a los metilos del grupo
etilendioxi en C-20, También se observaron los protones caracteristicos de los hidroxilos
libres en C-3 a 3.70 ppm y en C-17 a 2.23 ppm. Por 4ltimo, en la zona de protenes vinflicos
se observé una sefial doble de dobles en 5.30 ppm perteneciente el protén en C-6 acoplado a

los dos protones en C-7.

En el siguiente paso se desprotegi6 el grupo carbonilo en C-20. En la literatura se han
descrito diferentes métodos de hidrélisis del grupo dioxolano. (13, 18-19). Uno de los
métodos empleados en trabajos anteriores (13), implicaba una mezcla de reaccién con
metanol-agua-acido acético a reflujo moderado, el rendimiento reportado era del 64% . Al
parecer el problema de este método se situd en la acidez del medio de hidrolisis, pues la
labilidad del alcohol terciario en C-17, permitié fécilmente una reaccién de eliminacién. El

subproducto reportado 35 present6 una insaturacién en C16-C17 (figura 8, ref. 13).
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--OH H* --0H

CHy ——» CHj + CHj

29 30

FIGURA 8. Hidrolisis de grupo dioxolano.

Por lo anterior, se decidié hacer una pesquisa bibliografica para obtener otro método
menos drastico para Ia regeneracion del carbonilo en C-20. El método seleccionado se basd
en la reacciéon de transcetalizacién en medio 4cido (19). Se utiliz6 acetona y &c. p-
toluensulfonico a temperatura ambiente. El producto 30 se obtuvo con un rendimiento del
95% y presentd las mismas caracteristicas fisicas y espectroscopicas del producto reportado

en la literatura (13).

El espectro de IR del compuesto 30 (espectro 12) mostrd una banda infensa en 1690
cm’ asignada al carbonilo de la cetona en C-20, que se generd por la hidrélisis del cetal.
Otras bandas de mediana intensidad est4n en 3400.22 y 3342.58 cm™ correspondientes a los

grupos hidroxilos en C-3 beta y en C-17 alfa.

En el espectro de RMP (espectro 13) se verificé la hidrélisis del grupo dioxolano al
no registrarse la sefial multiple a 3.92 ppm que integraba para cuatro hidrégenos
correspondiente a los metilenos del grupo cetal. Se observaron las sefiales en 0.96, 0.98,
1.21 y 2.10 ppm correspondientes a los metilos en C-18, C-16 beta, C-19 y C-21,

respectivamente. Por otra parte, también se asigné la sefial miltiple en 3.50 ppm al protén
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en C-3. L4 sefial en 5.31 ppm es caracteristica para el protén vinilico en C-6. También se

observaron las sefiales cotrespondientes a los grupos hidroxilos en los carbonos C-17 (3.90

ppm) y C-3 (3.41 ppm).

La Espectrometria de Masas por impacto electrénico (espectro 14) presentd un ion
molecular de 346 m/z y un pico base en 267 m/z que se da por la pérdida de dos moléculas
de agua (deshidratacién de los alcoholes en C-3 y C-17) y por la pérdida de la entidad
[MeCOJ'. Otras pérdidas registradas a partir del ion molecular aparecieron en 328 y 310
m/z por la pérdida de una o dos moléculas de agua, respectivamente. El pico en 285 nvz se

formé por la pérdida de la entidad [MeCO]"del pico en 328 m/z.

La metodologia para la formacion del sistema 4, 6-pregnadien-3-ona en el compuesto
31 anteriormente se describfa en dos etapas; primero se oxidaba el sistema 5-en-3-ol por la
reaccién de Oppenauer (29) para obtener el sistema 4-pregnen-3-ona. Posteriormente, se
generaba la doble lipadura en C-6 por deshidrogenacién con cloranilo (30-32). Esto
implicaba menor rendimiento y mayor costo. El método seleccionado en éste trabajo fue el
reportado por Shapiro (13, 18) que permitié, en una sola etapa, la oxidacién del alcohol en
C-3 y la formacién de las dobles ligaduras en C-4 y C-6. La reaccibn implicé una
bromacién-deshidrobromacion, al utilizar bromo como agente oxidante y el carbonato de
litio como base para sustraer el protén en C-7 (figure 9). El producto 31 se obtuvo con un
70% de rendimiento y se caracterizd por sus propiedades espectroscopicas y fisicas, las
cuales se contrastaron con las propiedades reportadas en la literatura para este compuesto

(13).
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FIGURA 9. Formacion del sistema 4,6-pregnadien-3-ona.

La presencia del croméforo 4, 6-pregnadien-3-ona se confirmo6 en el espectro de

ultravioleta (espectro 15) con la presencia de un maximo de absorcién en 284.02 nm.

En el espectro de infrarrojo del compuesto 31 (espectro 16) se observo una sefial en
3500.56 cm™ correspondiente al alcohol en C-17. En la zona de carbonilos se observaron
dos sefiales intensas en 1705.93 y 1666 correspondientes al carbonilo en C-20 y al carbonilo

a, B,y ,0 insaturado en C-3, respectivamente.

El andlisis por RMP (espectro 17) present6 tres sefiales simples (integracién para tres
protones cada una) en 0.95, 1.16 y 2.31 ppm correspondientes a C-18, C-19 y C-21,
respectivamente. Una sefial doble se observo a 1.06 ppm correspondiente al metilo en C-16,
En la zona de protones vinilicos se observaron los desplazamientos en 6.16 y 5.72 ppm

correspondientes al C-7 y al C-4, respectivamente.

En el espectro de masas (espectro 18) se mostré el ion molecular en 342 m/z. El pico
base (324 m/z) de este compuesto 31 se obtuvo por la pérdida de agua (deshidratacion en C~

17). El pico en 281 m/z se gener6 al perder la entidad [MeCO]" del pico base.
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El siguiente paso fue la esterificacién del alcohol en C-17 para obtener el compuesto
32. La reaccion se llevd a cabo con 4cido valérico, anhidrido triftuoroacético y el 4cido p-
toluensulfénico, como catalizador. En el primer paso se formé el anhidrido mixto
valeroiltrifluoroacético que reaccioné con el alcohol en C-17, originando un ester nuevo no
reportado en la literatura. La estructura de 32 se elucidé por sus propiedades fisicas y

espectroscopicas. El rendimiento fue del 70%.

El croméforo 4, 6-dien-3-ona se determind por espectroscopia de ultravioleta, en

donde se observé un méximo de absorcion en 282.11 nm (espectro 19).

El espectro de IR (espectro 20) corroboré la esterificacion del hidroxilo en C-17 por la
desaparicién de la sefial en 3500.56 cmi”’ correspondiente al alcohol libre. Por otra parte se
observé una nueva sefial intensa en 1726 cm’™ correspondiente al carbonilo del ester valérico
y al carbonilo de cetona en C-20. La sefial caracteristica del grupo 4, 6-pregnadien-3-ona se

observé en 1648 cm’™.

En el espectro de Resonancia Magnética Proténica (espectro 21) se observaron
cuatro singuletes (cada uno integré para tres hidrogenos) a 0.79, 1.10, 1.37 y 1.99 ppm
correspondientes a los metilos en C-18, C-19, C-16 con una orientacién beta y el metilo en
C-21, respectivamente. También se observo a 0.87 ppm el metilo del ester valérico y a 2.44
ppm una seiial milktiple que integrd para seis hidrégenos de la cadena del ester. En la zona
de protones vinilicos se encontré una sefial simple en 5.70 ppm del protén vinilico en C-4 y

en 6.17 ppm una sefial doble para cada protén vinilico en C-6 y C-7.
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Para el anilisis por resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN-"C) se
considerd la numeracién presentada en la figura 10. El derivado esterificado 32 presentd por
RMN-"*C normal y DEPT ( tabla 2, espectros 22 y 23), la evidencia de cinco metilos en C-
16, C-18, C-19, C-21 y C-5 a 15.00, 16.30, 19.90, 22.20 y 13.90 ppm respectivamente.
También se asignaron las insaturaciones en C-4, C-5, C-6 y C-7 en 124.00, 163.00, 128.00 y

140.90 ppm respectivamente.

FIGURA 10. Estructura enumerada para el anilisis por RMN "*C normal y DEPT.

La sefial en 47 ppm se asigné al carbono base del metilo en C-16, la cetona en C-3
(199.13 ppmy), el C-17 base del ester en 94.76 ppm y en 204,18 y 173.87 ppm los carbonilos

de la cetona en C-20 y del ester en C’-1 respectivamente.

El anélisis por espectrometria de masas (espectro 24) mostrd un ion molecular en 426
m/z. A partir de esta sefial y por la pérdida de la entidad [MeCO]" se origin6 el pico en 383
m/z. Cada una de las sefiales a 341, 323 y 298 m/z se gener6 a partir del ion molecular y la

pérdida de {CH3(CH.);COJ' agua o [MeCOJ respectivamente. El pico base correspondi6 a
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la sefial en 281 m/z y se generé por la pérdida de [CH3(CH;);COT" y [MeCO]J" a partir del

ion molecular.

El siguiente paso implico la formacidn del epdxido alfa orientado en C6-C-7, debido a
que ¢sta funcién quimica es indispensable para la posterior insercién del halogeno en C-6.
En la Iiteratura se describe la utilizacion de perdcidos para la epoxidacion de dobles
ligaduras. Cabe mencionar gue en ésta epoxidacién no se utilizo el perdxido de hidrégeno en
medio bdsico, porque la entidad nucleofilica [OOH] podria incorporarse (adicidén tipo
Michael) al C-7 y/o al C-5. Lo anterior darfa como resultado una mezcla de productos que
disminuirian el rendimiento de la reaccién. El método seleccionado implicé una reaccion
estereoespecifica utilizando el 4cido m-cloroperbenzoico (13, 32). La especie electrofila se
adicion6 syn a la ligadura entre C6-C7 (figura 11). La orientacion alfa del epoxido resulté
del impedimento esterico del metilo angular en C-19 (rendimiento del 70%). Sin embargo, el

epdxido beta orientado se ha detectado hasta en un 5%.

o
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FIGURA 11. Mecanismo de Epoxidacion en C6-C7.
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El espectro de UV (espectro 25) presenté un méximo de absorcién en 236.73 nm
correspondiente al croméforo de la cetona o, 3 insaturada. La desaparicién del sistema 4,6-
pregnadie-3-ona en 282.11 nm, fue parte de la evidencia de la presencia del epoxido en la

molécula.

El espectro de IR (espectro 26) mostré una banda intensa en 1728 cm’ que
correspondi6 al carbonilo del ester valérico en C-17 y al carbonilo de la cetona en C-20. En

1678.19 cm™ se observé una banda caracteristica de la cetona a, p insaturada.

El analisis por RMP (espectro 27) mostrd las sefiales simples asignadas a los metilos
en C-18, C-19, y el metilo en C-21 en 0.71, 1.12 y 1.93 ppm, respectivamente. La sefial
doble en 1.38 ppm se asigné al metilo en C-16 con una orientacién beta. En 0.91 ppm se
obsevé una sefial triple correspondiente al metilo del ester. En 3.44 y 3.38 ppm se vio la
sefial de cada protén base del ep6xido entre C-6 y C-7. Por tltimo, en 6.17 ppm se observd

el protén vinilico en C-4.

Para el anlisis del derivado 33 por RMN *C normal y DEPT ( tabla 3, espectros 28 y
29), se estableci6 la numeracion conforme a la figura 10. La region de los carbonos metilicos
y metilénicos no presentdé cambios relevantes en los desplazamientos con respecto al
compuesto 32, En la zona de carbonos terciarios s¢ observaron variaciones en los carbonos
C+4 (131.81 ppm), C-6 (72.30 ppm) y C-7 (62 ppm) por la presencia del grupo oxirano en
C6-C7. Por esta razén el carbono cuaternario C-5 se modificd registrando su sefial en

128.05 ppm.
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En el espectro de masas (espectro 30) se observé el ion molecular en 442 m/z, asf
como la entidad [M" + 1] en 443 m/z. El pico base en 315 m/z se obtuvo de la pérdida de
[CH3(CH,);COT y [MeCOT' a partir del la sefial en 443 ppm. La pérdida del jon [MeCO]"
a partir del ion molecular dio una sefial en 399 m/z y a partir de ésta se fragment$ en 297

m/z por la pérdida del ac. valérico y en 279 m/z por la pérdida de una molécula de agua.

El dltimo paso de la sintesis implicé la insercion del halégeno (cloro 6 bromo) en C-6.
Se utilizo una mezcla del 4cido correspondiente (HCI o HBr) en anhidrido acético (13, 14,
22, 32). En primer término se dio la formacién de la halohidrina, la cual por deshidratacién
formé el derivado halogenado 34a y 34b. Los compuestos halogenados 34a y 34b se

identificaron por sus propiedades espectroscépicas y fisicas.

El espectro de UV (espectro 31) del compuesto 6-cloro-16p-metil-4, 6- pregnadien-
17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a), present6 la regeneracién del croméforo de Ia cetona o, B,

Y, 6 insaturada con un méximo de absorbancia en 285.68 nm,

El espectro de IR (espectro 32) mostrd la presencia del carbonilo del ester en C-17 y
del carbonilo en C-20 en una sefial muy intensa en 1727.34 cm’”. En 1677.63 cm™ se asignd

la banda para el carbonilo en C-3.

En el espectro de RMP (espectro 33) se registraron tres sefiales simples (cada uno
integré para tres hidrégenos) en 0.76, 1.13 y 1.95 ppm correspondientes a los metilos en C-

18, C-19 y C-21. En 0.90 ppm se vio una sefial triple que corresponde al grypo metilo del



DISCUSION Y RESULTADOS 36

ester, por otra parte, el metilo en C-16 mostré una sefial doble en 1.35 ppm por la
interaccién con el protén base en C-16. El fragmento valeriloxi presentd al metileno alfa al
carbonilo como una sefial triple en 2.38 ppm por la interacciéon con C-3". La sefial maktiple
en 1.69 ppm, que integrd para cuatro protones, se asigné a los grupos metilenos C-3" y C-4”
de la cadena del ester. En 1.80 ppm se vio una sefial multiple que se asigné al protén en C-8,
los protones en C-2 alfa al carbonilo de C-3 dieron una sefial muiltiple en 2.58 ppm. En la
zona de protones vinilicos se observaron dos sefiales simples en 6.30 y 6.31 ppm
correspondientes a cada protén de los carbonos en C-7 y C-4 respectivamente. Al parecer

las sefiales aparecieron muy cercanas por Ia influencia del halégeno en C-6.

Para el anilisis del derivado 34a por RMN C normal y DEPT ( tabla 4, espectros 34
y 35), se establecid la numeracién considerando la estructura de la figura 10, La regién de
los metilos y metilenos no presentd cambios relevantes en los desplazamientos con respecto
al compuesto 33. En la zona de carbonos terciarios se observaron variaciones en los
carbonos C-4 (122.30 ppm) y C-7 (144.30 ppm) por la presencia del d&tomo de cloro en C-6.
Por esta razdn, la sefial del C-6 (155.20 ppm) cambié de carbono terciario a cuaternario sin

destruir el sistema 4, 6-pregnadien-3-ona.

El espectro de masas (espectro 36) presenté el ion molecular en 460 m/z. El pico base
se vio en 333 m/z y se dio por pérdida de los fragmentos [CH3;(CH;);COJ" y [MeCOY" a
partir del ion molecular. Otras fragmentaciones- que se dieron a pattir del ion molecular se
observaron en 417 m/z por la pérdida de [MeCOJ', a 376 m/z por la pédida de

[CH3(CH,)sCOT’, 358 m/z por la pérdida del 4cido valérico. Las sefiales en 315 m/ y 315
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m/z s¢ obtuvieron por la pérdida de [MeCOJ" a partir de los fragmentos en 358 m/z y 359
m/z, respectivamente. La sefial en 281 m/z se generd a partir del pico en 315 m/z por la

pérdida del atomo de cloro v la sefial en 280 m/z por la pérdida de HCl de la sefial en 316

m/z (figura 12).
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FIGURA 12. Diagrama de fragmentacion del derivado clorado 34a.

Con respecto al compuesto 6-bromo-163-metil-4,6 pregnadien-17q-~valeriloxi-3, 20-
diona (34b), el analisis por ultravioleta (espectro 37) verificé la presencia de la cetona en C-

3 «, B, v, & insaturada con un maximo de absorbancia en 282,43 nm,

El espectro de infrarrojo (espectro 38) mostré una banda muy intensa en 1728 cm’!
correspondiente al carbonilo del ester en C-17 y al carbonilo en C-20. La banda en 1679.95

cm’ se asigné al carbonilo en C-3 a, P, v, 8 insaturado.
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En el espectro de RMN (espectro 39) se registraron tres sefiales simples (cada una
integro para tres protones) a 0.78, 1.18 y 1.97 ppm correspondientes a los grupos metilos en
C-18, C-19 y C-21, respectivamente. En 0.90 ppm se vio una sefial triple del metilo del
ester, por otra parte, el metilo en C-16 mostré un doblete en 1.39 ppm por la interaccidn
con el protén base en C-16. El metileno alfa al grupo cabonilo de fragmento valeriloxi se
observé como una sefial triple en 2.40 ppm por interaccion con C-3". La sefial multiple en
1.61 ppm que integré para cuatro protones se asigné a los metilenos C-3" y C-4" de la
cadena del ester. En 1.80 ppm se vio una sefial multiple que se asigné al protén en C-8, los

protones en C-2 alfa la carbonilo de C-3 dieron una sefial miltiple en 2.50 ppm.

En l1a zona de protones vinflicos se observaron dos sefiales simples a 6.35 y 6.60 ppm
correspondientes a los protones en C-4 y C-7, respectivamente. El desplazamiento se vio
influenciado por la presencia del 4tomo de bromo en C-6. Cabe mencionar que las sefiales de
los protones en C-4 y C-7 en el compuesto 34b se vieron mejor definidas y mas separadas
que las sefiales homédlogas en el compuesto 34a, probablemente por la diferente
conformacién que presentan Jas estructuras por la influencia del tamafio y la

electronegatividad del los halégenos insertados en C-6.

Para el anslisis del derivado 34b por RMN *C normal y DEPT ( tabla 3, espectros 40
y 41), se estableci6 la numeracién considerando la estructura de la figura 10. La regién de
los metilos y metilenos no presentd cambios relevantes en los desplazamientos con respecto
al compuesto 33. En la zona de carbonos terciarios se observaron variaciones en los

carbonos C-4 (127.04 ppm) y C-7 (143.30 ppm) por la presencia del 4tomo de bromo en C-
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6. Por esta razdn, la sefial del C-6 (159.30 ppm) cambi6 de carbono tferciario a cuaternario

sin destruir el sistema 4, 6-pregnadien-3-ona.

En el espectro de masas (espectro 42) se observo el ion molecular en 505 m/z, asi
como la entidad [M" + 1] en 506 m/z. El pico base en 377 m/z se obtuvo de la pérdida de
[CH3(CH,):CO]" y [MeCO]" a partir del ion molecular. Otros fragmentos registrados a
partir del ion molecular se vieron en 461 m/z por la pérdida de MeCOH y a 420 m/z al
perderse el fragmento [CHs(CH2);COY’, en 403 m/z (pérdida de 4cido valérico), en 360 m/z
(pérdida de 4cido valérico y [MeCOT) y en 323 m/z (pérdida de HBr a partir del ion 403
m/z. La sefial en 506 m/z se fragment6 en 463 m/z por la pérdida de [MeCO}'. La sefial en
281 m/z se generé a partir del fragmento en 360m/z por la pérdida del 4tomo de bromo y la

sefial en 280 m/z por la pérdida de HBr (figura 13).
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-43 | MeCO 402 ~fipm
l € CsHy60y 80 322
420 321
-17 | OH 280
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403 403 - 360 HBr
\:9
- B
79 s 281
323

FIGURA 13. Diagrama de fragmentaci6én del derivado bromado 34b,
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EVALUACION FARMACOLOGICA.

Se Hlevé a cabo el estudio in vitro de la actividad farmacolégica de los nuevos
productos 6-clor0—l6B-meti1—17o;-valerﬂoxi—4, 6-pregnadien-3, 20 diona (34a), 6-bromo-
16p-metil-17a-valeriloxi-4, 6-pregnadien-3, 20 diona (34b) y sus intermediarios (25-33).
También se analizaron los compuestos 17a-butiriloxi-16f-metil-4, 6-pregnadien-3, 20 diona
(20a) vy el 6-bromo-170-~butiriloxi-16f3-metil-4, 6-pregnadien-3, 20 diona (2la) (figura 6),
que fueron sintetizados anteriormente en nuestro laboratorio (13). Todos los compuestos se
compararon con el acetato de ciproterona 11 v el prosear 12 (figura 5) que son los firmacos

antiandrogénicos del tipo esteroidal utilizados actualmente.

En el ensayo se valoré el porcentaje de inhibicién de la enzima Sa-reductasa como
indice de la actividad antiandrogénica (12, 23-27). Se empleé ¢l extracto de testiculos de dos
ratas machos adultos de la cepa Wistar considerando que la iscenzima Tipo II {relacionada
directamente al cncer de prdstata e hiperplasia prostitica benigna) se encuenira presente
predominantemente en la préstata y los testiculos (4, 8-10 ). Con los resultados de éste
ensayo se planted Ia grafica del porcentaje de inhibicion de la enzima Sc-reductasa versus el

compuesto analizado (figura 14).
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FIGURA 14. Evaluacién farmacolégica de los intermediarios y compuestos finales.

El anilisis de la grafica mostr6 que la materia prima 23 y los intermediarios 26-30 y 33
no presentaron actividad inhibitoria apreciable posiblemente por la falta del sistema 4, 6-
pregnadien-3-ona. Los compuestos 20 y 32 mostraron un efecto antiandrogénico
ligeramente menor o cercano al de proscar 12 pero mas alto que el efecto demostrado por el
acetato de ciproterona 11. Al parecer el sistema 4, 6-pregnadien-3-ona es uno de los
responsables de elevar el poder inhibitorio de éstos compuestos. Por otra parte se observo
que el compuesto 32 presenté una actividad considerable con respecto a los estandares, sin
embargo dio menor actividad que su homélogo 20 que tiene en C-17 un ester de cadena mas
corta. Tal parece que al aumentar la longitud de la cadena del estér baja la actividad

farmacol6gica, probablemente la conformacién del esteroide se ve afectada por la
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deformacién que presente la cadena lineal en C-17 al aumentar su longitud. La importancia
del grupo voluminoso en C-17 se comprobd con el derivado 31 que a pesar de tener en su
estructura el sistema 4, 6-pregnadien-3-ona presentd menor porcentaje de inhibicién de la

enzima comparado con el derivado 32 en donde et alcohol en C-17 esté esterificado.

Los compuestos 21 y 34b presentaron una actividad inhibitoria mayor que la de los
estandares acetato de ciproterona 11 y el proscar 12. Se observé el mismo efecto reportado
para los esteres en funcién de la longitud de la cadena pues a mayor longitud de la cadena en

C-17 la actividad inhibitoria sobre la enzima 5o~ reductasa decrece.

En la literatura se ha descrito que la enzima Sc-reductasa de humano y rata presentan
algunas diferencias con respecto a la especificidad con el grupo voluminoso en C-17 de
algunos compuestos (10). Por otra parte, también se conoce que cada isoenzima (tipos I y
) de la enzima Sa-reductasa, se encuentra relacionada a diferentes padecimientos (4, 8-10).
Por lo que se sugiere la evaluacion in vitre utilizando las isoenzimas tipo 1 y II de 1a enzima
5a-reductasa de humano para establecer el potencial de los compuestos como inhibidores

selectivos.

El derivado bromado 34b, presentd mayor porcentaje de inhibicidn de la enzima So-
reductasa comparado con su homélogo clorado 34a, el cual present6 menor actividad
biolégica aun frente a los compuestos 20 y 32 que no contienen el 4tomo de halégeno en su

estructura,
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El bajo poder antiandrogénico que presentd el compuesto 34a resulté acorde con lo
descrito en estudios similares para analizar el caricter antiandrogénico de moléculas
analogas (14). En éste estudio se analizaron los compuestos 17 - 19 (figura 6, tabla 1, pagina
17), el derivado clorado 18 present6 un cierto comportamiento androgénico con respecto a

su homo6logo bromado 19 y al compuesto libre de halégeno 17,

Al parecer, la actividad inhibitoria puede estar vinculada al tamafio del halégeno.
Considerando que el 4tomo de bromo es mas voluminoso que el dtomo de cloro, se propone
que sea el bromo el que represente mayor impedimento para la reduccion del carbonilo en C-

3 y por lo tanto se asocie con una mayor actividad antiandrogénica.

Considerando que para la determinacion se utilizé un extracto enzimético en donde
predominaba la isoenzima tipo II y contemplando la relacién inversa que presenta la
actividad de las dos isoenzimas frente a un mismo tipo de inhibidor, se propone que el
derivado clorado 34a, que presenté menor porcentaje de inhibicién de la enzima con
respecto al compuesto bromado 34b, tal vez sea mejor inhibidor de la isoenzima Tipo I que

de la Tipo II. Para verificar lo anterior, se sugiere un estudio utilizando la isoenzima Tipo I.

Por otra parte, se llevé a cabo un estudio tedrico de la correlacidén bioldgica ¢on la
estructura de los esteroides 11 (figura 5, pagina 15), 20-21 (figura 6, tablal, pagina 17) y
34a-34b (figura 7, pagina 22). Las estructuras fueron construidas empleando la mecénica
molecular MMX (38) incluida en el programa PCMODEL (38). Las geometrias fueron

optimizadas con el método semiempirico AMI1 (39) incluido en el paquete MOPAC 6.0
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instalado en una supercomputadora CRAY YMP 4/432 (40). Se determiné el logaritmo del
coeficiente de Particién (log P) tedrico, utilizando el formalismo de Hiickel del programa
PIMMS de la serie Oxford Molecular en una estacién de trabajo Silicon Graphics Indigo 2 y

el hamiltoniano AM1 contenido en el programa UNICHEM (34, 41).

El logaritmo del coeficiente de Particidn (log P) es una propiedad relacionada con el
caracter hidrofobico en una molécula y se utiliza para vincular la estructura de las moléculas
con su actividad asociada (33). En la literatura se menciona que log P se maneja como un
parametro para establecer el paso de firmaco, a través de las membranas biol6gicas hasta

alcanzar el sitio de accidn.

La correlacion del log P (tedrico) se estudié en funcién del porcentaje de actividad
biologica experimental de los compuestos analizados (figura 15). Los resultados de éste
estudio indicaron que la actividad inhibitoria sobre la enzima Su-reductasa disminuyd
cuando aument6 se valor de log P tedrico (cardcter hidrofobico 6 lipofilicidad). Al comparar
los esteres 20 (derivado butiriloxi) y 32 (derivado valeriloxi) se observd que al aumentar la
longitud de la cadena del ester en C-17, baja la actividad. Un efecto semejante se observd
para los compuestos 21 (derivado 6-bromo-17¢-butiriloxi) y 34b (derivado 6-bromo-170-
valeriloxi), los cuales, mostraron mayor porcentaje de inhibicién de la enzima que los
estandares acetato de ciproterona 11 y proscar 12. La informacién obtenida en este andlisis

fue similar al comportamiento reportado en la evaluacién biologica in vitro.
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FIGURA 15. Correlacion de logP (tedrico) en funcion de la actividad biologica.

Para ¢l desarrollo de nuevas moléculas antiandrogénicas ¢s importante considerar el
mecanismo de accién del firmaco. Considerando el mecanismo de reaccidén propuesto en la
literatura (6, 7, 16) para la reduccion de la testosterona (3) a la Sa-dihidrotestosterona (4)
por la accién de la enzima Se-reductasa (figura 4), se sugirid que las contribuciones al
orbital molecular desocupado de baja energia (LUMO) tienen relacion con el porcentaje de
actividad biolégica experimental. Empleando el programa de mecanica molecular
PCMODEL en los esteroides 11 (figura 5, pagina 15), 20-21 (figura 6, tablal, pagina 17) y
32 y 34b (figura 7, pagina 22). Se encontrd que las principales coniribuciones al LUMO se
encuentran en C-3 de cada molécula, por lo que la reduccién del esteroide es mas probable
en este carbono. Se establecié la correlacion del porcentaje de la actividad inhibitoria en
funcién de los valores absolutos de los coeficientes de la contribucién at LUMO en C-3
(figura 16, serie 1). De este anlisis se observé una disminucién del porcentaje de inhibicion

de la enzima cuando aumenta el valor de las contribuciones al LUMO.
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FIGURA 16. Coeficientes de contribucion al LUMO en C-3y C-5.

Los esteroides analizados muestran en su estructura una segunda insaturacion en Cé-
C7 y también el carbono C-5 es susceptible a una reduccion. Por lo anterior también se
realizé una correlacion de las contribuciones al LUMO en C-5 en funcidn al porcentaje de Ia
actividad biolégica experimental (figura 16, serie 2). Se observé que el porcentaje de
inhibicién disminuye cuando aumentan las contribuciones al LUMO. Considerando los
resultados presentados en la figura 16 y la propuesta de Petrow (35) para una serie de
compuestos similares, se espera que en ambos carbonos (C-3 y C5) se presenie una

reduccion y se favorezca la adicién 1-4 o la adicion 1-6 (figura 17).

En cada mecanismo de adicion se forma un complejo de activacion que se asocia a su

Energfa de Activacién (Eact), (16, 36). Para que ambas rutas de adicién sean factibles la
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diferencia entre las energfas de los complejos de activacion tiene que ser pequefia (Eact<7
Kcal/mol). La seleccion del mecanismo de adicién adecuado se basa en la eleceidn del

complejo de activacién que presente la menor energia (36).

FLaly
- Ly
d

—

E activacién=34,41 Kcal/mol B E activaciin=~ 28,71 Kealimol

FIGURA 17. Complejos de Activacién. I} Adicién 1-4, IT) Adicién 1-6.

Para el desarrollo de éste estudio se simularon Jas reducciones con el programa AMI1
para el biciclo A y B en los esteroides. Este modelo se propuso porque no se encontraron
contribuciones importantes al LUMO en los anillos C y D. Se analizé Ia energfa relativa
(Kcal/mol) en funcién de la distancia de reaccién C-H (&), entre el hidruro de NADPH y los
carbonos C-5 (complejo de activacién I) y C-7 (complejo de activacion ). Se observd que
el complejo de activacién I tiene una energia de 34.41 Kcal/mol para la adicién 1-4 y el
complejo II presenté una energia de 28.71 Kcal/mol para la adicién 1-6. La diferencia entre
las energias de activacion es de 5.70 Kcal/mol, esto sugiere que aunque los dos mecanismos
de adicién son factibles se favorece el mecanismo de adicién 1-6 por presentar menor

energia de activacidn (figura 17).
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4.- CONCLUSIONES:

En éste trabajo se presento la sintesis y la evaluacion farmacoldgica de los compuestos
6-cloro-16B-metil-4, 6 pregnadien-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a) y 6-bromo-16-metil-4,
6 pregnadien-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34b). El rendimiento global para el derivado

clorado 34a fue del 9.90% y para el derivado bromado 34b fue del 10.35%.

El compuesto 34b present6 mayor actividad que los estandares acetato de ciproterona
{11) v el proscar (12) que es el farmaco de eleccion para la inhibicion de la enzima So-
reductasa actualmente. Sin embargo, presenté6 menor actividad que su homélogo 21 que
tiene menor longitud en la cadena del ester en C-17. Al parecer la longitud de la cadena del
ester es inversamente proporcional al porcentaje de inhibicion de la enzima enzima 5a-
reductasa. El estudio tedrico de la correlacion bioldgica con la estructura de los esteroides
utiizando el log P teorico (caracter hidrofobico o lipofilicidad), mostrd que la actividad
inhibitoria sobre la enzima 5o-reductasa de lo esteroides disminuye cuando aumenta su

lipofilicidad.

La insercion de un atomo de halégeno (bromo o cloro) en C-6 le confirié distinta
actividad biolégica a la molécula. Al introducir el atomo de bromo (compuesto 34b) se

observo una actividad antiandrogénica muy marcada y en el caso del cloro (compuesto 34a)
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se vio una disminucién del porcentaje de inhibicion de la enzima sugiriendo un cierto

carécter androgénico, o bien, que su actividad debe centrarse en la 1soenzima Tipo L

Los resuitados de la evaluacion farmacologica in vifro realizada confirmaron que el
porcentaje de inhibicién de la enzima aumenta si ta molécula conserva la entiadad croméfora
4, 6-dien-3-ona, un metilo en C-16, un atomo de bromo en C-6 (beta orientado) y un grupo
voluminoso en C-17 considerando que la longitud de la cadena no sea mayor de cinco

atomos de carbono.

El analisis teorico del mecanismo de adicion de la enzima So-reductasa mostrd que
aunque ambos mecanismos de adicion (1-4 y 1-6) son factibles Ia formacién del complejo de
acttvacion para la adicién 1-6 se favorece por tener asociada la menor energia (E act=

28.71 Kcal/mol).
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5.- PARTE EXPERIMENTAL:

Los espectros de infrarrojo se determinaron en el espectrofotometro IR de
transformada de Fourier Perkin-Elmer modelo 1600. Las determinaciones se realizaron
en pelicula, Para indicar la intensidad de las bandas se emplearon las siguientes

abreviaturas : (S) fuerte, (M) media y (W) débil.

Los espectros de RMN de Hidrogeno y Carbono-13 para los derivados y productos
finales se determinaron en el aparato de RMN Varian VXR-300s, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Las muestras se disolvieron en
cloroformo deuterado. Los desplazamientos quimicos estin dados en ppm. Los patrones
de acoplamiento se designaron con las siguientes abreviaturas : s= sefial simple, d= doble,

t= triple, dd= doble de dobles, m= miltiple.

El analisis por espectrometria de masas se realizd en un espectrémetro de masas HP
5985-b CG/MS. Por la técnica de Tmpacto Electrénico. Los valores se expresan en nm/z

(masa-carga).

Los espectros de absorcion en el UV de los esteroides sintetizados se llevo a cabo
en el espectrofotdometro UV-VIS Perkin-Elmer Hitachi modelo 200, utilizando como

disolvente metanol.

Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no se

corrigieron.
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Los compuestos finales se purificaron por cromatografia en capa fina (C.C.F)

utilizando gel de silice Merck 7730. Silicaget 60 GF254 y SilicaGel 60 G.
Etapa A) : Sintesis y caracterizacion.

4.1 SINTESIS DEL DERIVADO 26 (REF. 13-18).

16a, 17 epoxi- 3 hidroxi- 5- pregnen- 20- ona.

4.1.1. Purificacién y caracterizacién de la materia prima el Acetato de 16-
Dehidropregnenolona 28,

El solido amarillo se recristalizé con metanol. El producto cristalizé en forma de
agujas de color blanco.

Peso Molecular (uma) : 356

Punto de Fusién (°C) : 170-172. Reportado (18), pf=170-171 °C

UV (espectro 1) A ma= 238.00 nm. (C=0 «, B insaturada en C-20)

IR (espectro 2) 2945.27 (W, CH;-, CHy-), 1729.76 (S, MeCOOR en C-3), 1661.90

(8, C=0 a, B insaturada en C-20), 1583.90 (W, C=C conjugado en C-16), 1372.77

(S, CHs-), 1247.26 (S, MeCOOR en C-3), 1037.03 (S, MeCOOR en C-3) cm-1.

RMN (espectro 3) 6.80 (t, 1H, J=3Hz, vinilico en C-16), 5.40 (d, 1H, J=3Hz,

vinilico en C-6), 4.60 (m, 1H en C-3), 2.26 (s, 3H, Me de acetoxi en C-3), 2.04 (5,

3H, Me en C-21), 1.06 (s, 3H, Me en C-19), 0.92 (s, 3H, Me en C-18) ppm.
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4.1.2.0btencién del Epoxi derivado 26

En un matraz bola de 100 mi, se disolvi6 la materia prima 25 (1 g, 2.8 mmol) en 66
ml de metanol. Posteriormente se adicionaron 2 ml de una solucion de hidroxido de sodio
4 N y 4 ml de peroxido de hidrogeno al 30 %. L.a mezcla resultante se agité por espacio
de 4 hrs. a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion se destild el
metanol en exceso (por destilacion a presion reducida en el rotavapor) y se agregé hielo a
la mezcla. Por filtracion al vacio se separd un sélido blanco 26, el cual se lavd con agua
hasta pH neutro. El producto se secO a temperatura ambiente y después se recristalizd
con metanol. Rendimiento: 99% (0.92g, 2.79 mmol).

Peso Molecular (uma) : 330

Punto de Fusién (OC) : 180-182. Reportado (13, 18), pf=180-181 °C

IR (espectro 4) 3370.00 (M, -OH en C-3), 2937.00 (8, CH3-, CH,-), 1692.00 (8,

C=0 en C-20), 1375.90 (M, C=C en C-5), 1056.28 (M, C-O en C-3), 857.73 (W,

epoxido C16-C17) em- 1.

RMN (espectro 5) 5.30 (dd, 1H vinilico en C-6, J1=4Hz y J,=2Hz), 3.69 (s, 1H, -

OH en C-3), 3.52 (s, 1IH en C-3), 3.20 (S, 1H base de epoxido en C-16), 2.03 (s,

3H Me en C-21), 1.05 (s, 3H Me en C-19), 1.02 (s, 3H, Me en C-18) ppm,

4.2 SINTESIS DEL DERIVADO 27 (REF. 13).
3P acetoxi -16a, 17a epoxi- 5- pregnen- 20- ona.

En un matraz bola de 25 ml, se disolvié 1g (3.0 mmol) del producto 26 en 5 ml

(61.9 mmot) de piridina. Se agregaron bajo agitacién constante 10 ml (106 mmol) de
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anhidrido acético. I.a mezcla de reaccion se agitd por 6 horas a temperatura ambiente. Al
término de la reaccion, la mezcla se vertié en un vaso de precipitados con 30 g de hielo y
se agitd vigorozamente por 30 minutos. El precipitado blanco 27 se lavé con agua hasta
un pH neutro y se dejé secar. El producto se recristalizé6 con metanol.

Rendimiento :91% (1.03g, 2.76 mmol).

Peso Molecular (uma) : 372

Punto de Fusién (°C) : 157-159. Reportado (13), pf=160-162 ©C

IR (espectro 6) 2942.65 (M, CHs-, CHy-), 1731.00 (S, MeCOOR en C-3), 1697.00

(S, C=0 en C-20), 1376.09 (M, C=C en C-5), 1245.00 (S, MeCOOR en C-3),

1032.03 (M, MeCOOR en C-3), 852.30 (W, epoxido en C16-C17) cm-1.

RMN (espectro 7) 5.30 (dd, 1H vinilico en C-6, J;=4Hz y J,=2Hz), 4.58 (m, 1H en

C-3), 3.42 (s, 1H base de epoxido en C-16), 1.96 (s, 6H, Me en C-21 y Me de ester

en C-3), 0.98 (5,3H Me en C-19), 0.97 (s, 3H Me en C-18) ppm.

4.3 SINTESIS DEL DERIVADO 28 (REF. 13).

3B acetoxi -16a., 17a epoxi- 20 etilendioxi- 5- pregneno.

La formacion del producto 28 se llevé a cabo en un matraz bola de 50 mi en donde
se disolvio 1g (2.6 mmol) del producto 27 en 6 ml de tolueno. Bajo agitacién constante
se agregaron, 3.2 mi (53 mmol) de etilenglicol, 4 mt (45 mmol) de ortoformiato de
trimetilo y 0.020 g (1.13 mmol) de ac. p-toluensulfonico como catalizador, La mezcla de

reaccion se agité durante 6 horas y a temperatura ambiente, Al término de la reaccion ia
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mezcla se neutralizd con 0.097 g (1.18 mmol) de acetato de sodio y se virtid en un
embudo de separacion gue contenia 20 ml de agua. Esta mezcla se extrajo con tres
porciones de cloroformo (20 ml c/u). La fase organica se lavé con agua hasta pH neutro
y se tratd con sulfato de sodio anhidro. Por filtracion se separ6 la sal del liquido el cual se
evaporé a sequedad por destilacion a presion reducida en el rotavapor. El producto 28 se
recristalizé con metanol.

Rendimiento :74% (0.83g, 1.99 mmol).

Peso Molecular (uma) : 416

Punto de Fusidn (°C) : 194-196. Reportado (13), pf=192-194 0C

IR (espectro 8) 2941.89 (M, CH;-, CHy-), 1719.36 (S, MeCQOR en C-3), 1248.00

(S, MeCOOR en C-3), 1033.00 (M, MeCOOQOR en C-3) eml,

RMN (espectro 9) 5.38 (dd, 1H, vinilico en C-6, J;=4Hz y },=2Hz), 4.60 (m, 1H en
C-3), 3.97 (m, 4H, etilendioxi en C-20), 3.39 {(m,1H en C-16), 2.03 (s, 3H Me de
ester en C-3), 1.42 (s, 3H Me en C-21), 1.04 (s,3H Me en C-19), 0.99 (s, 3H Me

en C-18) ppm.

4.4 SINTESIS DEL DERIVADO 29 (REF. 13).

3B , 170 dihidroxi- 20 etilendioxi- 3 metil- 5- pregneno.

En un matraz de 50 m!. de dos bocas equipado con un refrigerante en posicion de
reflujo se colocaron 1.0 g (2.4 mmol) del producto 28, 22 ml de una solucidén de cloruro
de metilmagnesio 3M en tefrahidrofurano y 0.30 g (1.58 mmol) de yoduro de cobre como

catalizador. La mezcla se mantuvo a reflujo por 5 dias, bajo atmosfera de nitrégeno y con
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agitacion constante. Después la mezcla se vertid lentamente en 20 mi de una solucion
saturada de cloruro de amonio. Esta mezcla se extrajo con tres porciones de cloroformo
(20 ml c¢/u). La fase organica se lavé con agua hasta pH neutro, se tratd con sulfato de
sodio anhidro, se separd la sal por filtracion y el disolvente se evapord. El producto 29 se
recristalizo con metanol.
Rendimiento :67% (0.63g, 1.61 mmol).
Peso Molecular (uma) : 390
Punto de Fusion (CC) : 162-165. Reportado (13), pf=160-162 0C
IR (espectro 10) 3450.22 (M, -OH en C-17 y C-3), 2935.00 (8, CHs-, CH;-),
2897.00 (S, -O-CH,- de etilendioxi), 1044.91 (S, C-O-C del etilendioxi) em-1,
RMN (espectro 11) 5.30 (dd, 1H, vinilico en C-6, J;=4Hz y J,=2Hz), 3.92 (m, 4H
de etilendioxi en C-20), 3.70 (s, 1H de -OH en C-3), 3.50 (m, 1H en C-3), 2.23 (s,
1H, de -OH en C-17), 1.40 (s, 3H Me en C-21), 1.20 (d, 3H Me en C-168), 1.01

(s, 3H Me en C-19), 0.83 (s, 3H, Me en C-18) ppm.

4.5 SINTESIS DEL DERIVADO 30 (REF. 13, 18-19).

3B, 17« dihidroxi- 16§ metil- 5- pregnen- 20 ona.

Se prepard en un matraz bola de 100 ml, una solucién del producto 29 (1g, 2.56
mmol) y 0.5 g (28.25 mmol) de ac. p- toluensulfonico (catalizador) en 40 mi de acetona.
La mezcla se agitd durante una hora a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de

reaccion se destilo la acetona en exceso y se agregd hielo a la mezcla. Por filtracion al
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vacio se separ6 un sdlido blanco 30, el cual se lavd con agua hasta pH neutro. El
producto se secod a temperatura ambiente y después se recristalizo con metanol.
Rendimiento :95% (0.84g, 2.44 mmol).
Peso Molecular (uma) : 346
Punto de Fusion (°C) : 228-230. Reportado (13, 18), pf=227-229 0C
IR (espectro 12) 3400.22 (M, -OH en C-17}, 3342.58 (M, -OH en C-3), 2928.00
(S, CHs-, CH,-), 1690.00 (S, C=0 en C-20), 1052.64 (S, C-O en C-3) em-L,
RMN (espectro 13) 5.31 (d, 1H vinilico en C-6, J;=4Hz y J,=2Hz), 3.90 (s, 1H de -
OH en €-17), 3.50 (m, 1H en C-3), 3.41 (s, 1H de -OH en C-3), 2.10 (s, 3H Me en
C-21), 1.21 (d, 3H Me en C-19), 0.98 (s,3H, Me en C-16B), 0.96 (s, 3H Me en C-
18) ppm.
Masas (espectro 14) 346 M", 328 (M"-H,0), 310 (M -H,0-H,0), 285 (M"-H,0-

MeCO), 267 (M'-H,0-H,0-MeCO, 100%) m/z.

4.6 SINTESIS DEL DERIVADO 31 (REF. 13, 18).

17 hidroxi- 168 metil- 4, 6- pregnadien- 3, 20 diona.

En un matraz de dos bocas equipado con un embudo de adicion y un refrigerante en
posicion de reflujo se colocaron 1g (2.89 mmol) del producto 30, 3g (40 mmol) de
carbonato de litio, 2g (22 mmol) de bromuro de litio y 14 ml de dimetilformamida. La
suspension se agit¢ por espacio de 30 minutos. A través del embudo se adicion6
lentamente una solucion de bromo (0.93 g, 0.30 mi, 5.82 mmol) en 6.02 ml de dioxano.

La mezcla resultante se agitd durante 2.30 horas a 75°C y después se enfiid a
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temperatura ambiente. La mezcla se filtrd y las sales precipitadas se lavaron con
dimetilformamida. Al filtrado se le agregaron 70 ml de una solucion de bisulfito de sodio
(0.5 g) y bicarbonato de sodio (0.5 g) en 100 ml de agua. Se obtuvo un precipitado
amarillo que se separ6 por filtracion a vacio. El producto 31 se recristalizé con acetona y
posteriormente con acetato de etilo.

Rendimiento :70% (0.69g, 2.02 mmol).

Peso Molecular (uma) ; 342

Punto de Fusién (°C) : 207-209. Reportado (13, 18), pf=211-215 6C

UV (espectro 15) A = 284.02 nm. (C=0 a, B, v, & insaturada C4-C5, C6-C7)

IR (espectro 16) 3500.56 (M -OH en C-17), 1705.93 (S, C=0 en C-20), 1666 (S,

C=0aq, B, v, & insaturada C4-C5, C6-C7}, 1617.60 (W, C=C dieno conjugado C4-

C5, C6-C7) emrl.

RMN (espectro 17) 6.16 (d, 1H vinilico en C-7, Jy=4Hz y J»=2Hz), 5.72 (s, 1H,

vinilico en C-4), 5.40 (d, 1H vinilico en C-6, I=3Hz), 3.58 (m, 1H, -OH en C-17),

2.31 (s, 3HMe en C-21), 1.16 (s, 3H Me en C-19), 1.06 (d, 3H Me en C-16P),

0.95 (s, 3H Me en C-18) ppm.

Masas (espectro 18) 342 M, 324 (M'-H;0, 100%), 281 (M"-H,0- MeCQ) m/z.

4,7 SINTESIS DEL DERIVADO 32 (REF.13, 20-21).

16 metil- 4, 6- pregnadien- 17 ~valeriloxi- 3, 20 diona.
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En un matraz de 50 ml se mezclaron 1.5 ml (1.41 g, 13.79 mmol) de ac. valérico, 6
ml (8.92 g, 42.48 mmol) de anhidrido trifluoroacético y 0.010 g (0.57 mmol) de ac. p-
toluensulfonico como catalizador. La mezcla se agité por una hora a temperatura
ambiente. Después se agregd una solucién del producto 31 (1g, 2.82 mmol) en 30 ml de
cloroformo. La mezcla de reaccidn se agité por una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla de reaccién se neutralizd con una solucion saturada de
bicarbonato de sodio. Esta mezcla se extrajo con tres porciones de cloroformo (20 mi
c¢/u). La fase orgénica se lavd con agua hasta pH neutro, se traté con sulfato de sodio
anhidro. Se separé la sal por filtracidén y el disolvente se evapord. El producto 32 se
purificd por cromatografia en capa fina con un sistema de elucion hexano- acetato de
etilo (70 :30).

Rendimiento :70% (0.84g, 1.97 mmol).

Peso Molecular (uma) : 426

Punto de Fusion (°C) : 147-149. (No existe p.f. reportado por ser un producto

Nuevo)

UV (espectro 19) A = 282.11 nm. {C=0 «, B, y, & insaturada C4-C5, C6-C7)

IR (espectro 20) 2930 (M, CH;- y CH»-), 1726 (8, -COO de ester en C-17 y C=0

de cetona en C-20), 1664 (M, C=0 o, B, v, 8 insaturada C4-C5, C6-C7), 1618 (W,

C=C dieno conjugado C4-C5, C6-C7), 1456 (W, CHs- y CHy-) , 1224 (W, -COO

de ester en C-17), 1174 (W, -COO de ester en C-17) cm- L.

RMN (espectro 21) 6.17 (dd, 2H, vinilicos C-6 y C-7, J;=4Hz y J,=2Hz), 5.70 (s,

1H viniilico C-4), 2.44 (m, 6H, CH,-, de la cadena del ester), 1.99 (s, 3H Me en C-



PARTE EXPERIMENTAL 61
21), 1.37 (d, 3HMe en C-16p), 1.10 (s,3H Me en C-19), 0.87 (t, 3H Me del

ester), 0.79 (s, 3H Me en C-18) ppm.
RMN "C (espectros 22 y 23). Para la asignacion de cada carbono ver la figura 10,
TABLA 2. Asignacién del desplazamiento quimico del compuesto 32 en

Resonancia de Carbono 13.

TIPO DE CARBONQ | ASIGNACION: ppm

Primarios (5) C-16p :15.00, C-18 :16.30, C-19 :19.90, C-21 : 22.20, C-5": 13.90

Secundarios (8) C-1:32.50, C-2:31.70, C-11: 20.20, C-12:27.00, C-15: 2430, C-2":

3440, C-3" ¢ 34.00, C-4":22.20

Terciarios (7) C-4:124.00, C-6:128.00, C-7:140.90, C-8:37.50, C-9:50.00, C-14:

46.53, C-16 : 47.00

Cuaternarios (7) C-3:199.13, C-5:163.00, C-10 : 36.00, C-13 :48.00, C-17 ;: 94.76, €-20:

204.18, C-1": 173.87

Masas (espectro 24) 426 M’ , 383 (M'-MeCO), 341 (M"-CsHo0), 323 (M-
CsHyO-H,0), 324 (M'-CsH1005), 298 (M'-CsH;0-MeCO), 281 (M'- CsHyoOx-

MeCO, 100%) m/z,

4.8 SINTESIS DEL DERIVADO 33 (REF. 13, 32).

6, 7o~ epoxi-16f metil- 4 pregnen- 17a -valeriloxi- 3, 20 diona.

En un matraz de dos bocas de 100 ml. equipado con un refrigerante en posicién de

reflujo se disolvieron el producto 32 (1g, 2.35 mmol) y 1.5 g (8.69 mmol) del ac. m-
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cloroperbenzoico en 40ml. de cloroformo. La mezcla se calentd a reflujo por cuatro
horas y bajo agitacién constante. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, la mezcla se
neutralizé con 20 ml de una solucion saturada de bicarbonato de sodio. Esta mezcla se
extrajo con dos porciones de cloroformo (20 ml c/u). La fase organica se lavd con agua
hasta pH neutro, se trat6 con sulfato de sodio anhidro. Se separé la sal por filtracion y el
disolvente se evaporo. El producto 33 se purificé por cromatografia en capa fina con un
sistema de elucion hexano- acetato de etilo (70 :30).

Rendimiento :70% (0.73g, 1.65 mmol).

Peso Molecular (uma) : 442

Punto de Fusion (°C) : 158-160. (No existe p.f. reportado por ser un producto

nuevo)

UV (espectro 25) A ma= 236.73 nm. (C=0 B insaturada C4-C5)

IR (espectro 26) 2930 (M, CH;- y CHy-), 1728 (M, COO- del ester en C-17 y C=0

de cetona en C-20), 1678.19 (M, C=0 q.,B insaturada C4-C5), 1178.20 (M, COO-

del ester) em-1.

RMN (espectro 27) 6.17 (s, 1H vinilico en C-4), 3.44 (d, 1H, base de epdxido en

C-6), 3.38 (s, 1H base de epoxido en C-7), 2.37 (m, 6H, CH,- de la cadena del

ester), 1.93 (s, 3H Me en C-21), 1.38 (d, 3H Me en C-168), 1.12 (5, 3H Me en C-

19), 0.91 (t, 3H Me del ester), 0.71 (s, 3H Me en C-18) ppm,

RMN “C (espectros 28 y 29). Para la asignacién de cada carbono ver la figura 10.

TABLA 3. Asignacion del desplazamiento quimico del compuesto 33 en

Resonancia de Carbono 13.
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TIPO DE CARBONO

ASIGNACION: ppm

Primario (5)

C-168 :15.00, C-18 :17.30, C-19 :20.00, C-21 : 28.50, C-5": 13.90

Secundario (8)

C-1:31.70, C-2:28.90, C-11: 19.81, C-12:27.00, C-15: 24.40, C-2":

34,40, C-3" : 32.00, C-4":22.44

Terciario (7)

C-4:131.81, C-6 :72.30, C-7 :62.00, C-8 :40.50, C-9 : 54.40, C-14: 45.00,

C-16: 46.70

Cuaternario (7)

C-3:199.10, C-5:128.05, C-10: 37.00, C-13 :43.00, C-17: 95.09, C-20:

204.20, C-1": 173.90

Masas (espectro 30) 443 M'+1, 442 M, 413 (M+1-C.Hy), 399 (M'-MeCO), 358

M +1-CsH90), 315 (M+ +1-CsHsO-MeCQ, 100%), 207 (]\/I+ B MGCO-CsHmOz),

279 (M+ -MeCO- C5H1002- HzO) m/z.

4.9 SINTESIS DEL DERIVADO 34a (REF. 13, 14, 22, 32).

6- cloro- 16p metil- 4, 6 pregnadien- 17« -valeriloxi- 3, 20 diona.

La formacién del producto 34a se llevé a cabo en un matraz de 250 ml en donde se

colocaron 1g (2.26 mmol) de 33 y una mezcla de 4cido. clorhidrico (31.0 ml, 37% p/v,

= 1.98 g/ml) en anhidrido acético (108 ml), previamente preparada. La mezcla de

reaccion se agitd durante 24 horas a temperatura ambiente. Despuds esta mezcla se vertié

con precaucion sobre hielo y se agitd vigorozamente por 30 minutos. El precipitado

formado se filtré y se lavo con agua hasta pH neutro. El producto crudo 34a se purificd
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por cromatografia en capa fina con un sistema de elucion hexano~ acetato de etilo

(70 :30).

Rendimiento :68% (0.71g, 1.54 mmol).

Peso Molecular (uma) : 460.5

Punto de Fusion (°C) : 163-165. (No existe p.f. reportado por ser un producto

nuevo)

UV (espectro 31) A ma= 285.68 nm. (C=0 «, B, v, & insaturado en C4-C5 , C6-C7)

IR (espectro 32) 2954.26 (M, CHi- y CHy-), 1727.34 (S, COO- del esteren C-17 y

C=0 en C-20), 1677.63 (M, C=0 a,, B, v, 8 insaturado en C4-C5 , C6-C7),

1230.25 (M, COO- del ester) cm~1.

RMN (espectro 33) 6.31 (d, 2H vinilicos C-7 y C-4, Ji=4Hz y J,=2Hz), 2.58 (m,

2H, CH»- en C-2), 2.38 (1, 2H, CH,- det ester C'-2), 1.95 (s, 3H Me en C-21), 1.80

{m, 1H en C-8), 1.69 (m, 4H CH;- en C'-3 y C'-4 del ester), 1.35 (d, 3HMe en C-

16), 1.13 (s, 3H Me C-19), 0.9 (t, 3H Me del ester), 0.76 (s, 3H Me C-18) ppm.

RMN "°C (espectros 34 y 35). Para la asignacion de cada carbono ver la figura 10.

TABLA 4. Asignacion del desplazamiento quimico del compuesto 34a en

Resonancia de Carbono 13.

TIPO DE CARBONO

ASIGNACION: ppm

Primario (5)

C-16f :15.00, C-18 :16.10, C-19 :19.00, C-21 : 27.60, C-5’: 14.00

Secundario (8)

C-1:31.80, C-2:28.00, C-11: 20.70, C-12:26.50, C-15: 24.10, C-2":

34.56, C-3"; 32.00, C-4" :22.00

Terciario (6)

C-4:122.30, C-7:144.30, C-8:39.9, C-9: 56.00, C-14: 46.00, C-16:
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51.00

Cuaternario (8) C-3:197.00, C-5:124.10, C-6:155.20, C-10: 37.01, C-13 :48.30, C-17:

94,20, C-20; 205.00, C-1": 171.00

Masas (espectro 36) 460 M, 417 (M'-MeCO), 376 (M'-CsH:0), 358 (M-
CsHi003), 333 (M'-CsHo0-MeCO, 100%), 315 (M'-CsH,0,-MeCO), 281

M -CSHQOTMGCO-CI), 280 (M+ -CsHmOg-M&CO-Cl) m/z.

4.10 SINTESIS DEL DERIVADO 34b (REF. 13, 14, 22, 32).

6-bromo- 16P metil- 4, 6 pregnadien- 17w ~valeriloxi- 3, 20 diona.

En un matraz de 25 m! se colocaron 1g (2.26 mmol) de 33 y una mezcla de ac.
bromhidrico (4.16 ml, 48% p/v, 5=1.49 g/ml) en anhidrido acético (6.6 ml), previamente
preparada. La mezcla de reaccion se agité durante 24 horas a temperatura ambiente.
Después esta mezcla se vertidé ¢on precaucion sobre hielo y se agitd vigorozamente por
30 minutos. El precipitado formado se filtré y se lavoé con agua hasta pH neutro. El
producto crudo 34b se purificé por cromatografia en capa fina con un sistema de elucidn
hexano- acetato de etilo (70 :30),

Rendimiento :71% (0.81g, 1.60 mmol).

Peso Molecular {uma) : 505

Punto de Fusién (°C) : 170-172. (no existe p.f. reportado por ser un producto

nuevo)

UV (espectro 37) A = 282.43 nm. (C=0 «, B, v, & insaturado en C4-C5 | C6-C7)
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IR (espectro 38) 2954.50 (M, CHy- y CHy-), 1728.00 (S, COO- del ester en C-17 y
=0 en C-20), 1679.95 (M, C=0 qa, B, v, & insaturado en C4-C5 , C6-C7),

1230.10 (M, CQO- del ester en C-17), 1175.50 (M, COOQ- del ester en C-17) emr 1.
RMN (espectro 39) 6.60 (d, 1H vinilico en C-7, J=3), 6.35 (d, 1H vinilico en C-4,
J=3), 2.50 (m, 2H metileno en C-2), 2.4 (t, 2H metileno en C’-2), 1.97 (s, 3H Me
en C-21), (m, 1H en C-8), 1.61 (m, 4H metilenos en C'-3 y C'-4 del ester), 1.39 (d,
3H Me en C-16pB), 1.18 (s, 3H Me en C-19), 0.90 (t, 3H Me del ester), 0.78 (s, 3H
Me en C-18) ppm.

RMN C (espectros 40 y 41). Para la asignacién de cada carbono ver la figura 10.

TABLA 5. Asignacién del desplazamiento quimico del compuesto 34b en

Resonancia de Carbono 13.

TIPO DE CARBONO

ASIGNACION: ppm

Primario (5)

C-16p :16.50, C-18 :15.00, C-19 :19.00, C-21 : 28.00, C-5"; 13.80

Secundario (8)

C-1:31.90, C-2:28.40, C-11: 2040, C-12:26.80, C-15: 2430, C-2":

34.60, C-3":32.40, C-47 :22.30

Terciario {6)

C-4:127.04, C-7 :143.30, C-8 :40.00, C-9: 46.40, C-14: 46.00, C-16:

49.79

Cuaternario (8)

C-3:199.13, C-5:121.41, C-6:159.38, C-10 : 38.00, C-13 148 50, C-17 :

94.78, C-20: 204.07, C-1": 173 .81

Masas (espectro 42) 506 M'+1, 505 M, 463 (M'+1-MeCQ), 461 (M'-MeCOH),

420 (M'-CsHs0), 403 (M'-CsH1002), 377 (M"-CsHy0-MeCQO, 100%), 360

(M*-CsH;60,-MeCO), 323 (M"*-CsH1100,-HBr), 281 (M'-CsH30,-
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MeCO-Br), 280 (M"-CsH;90»- MeCO-HBr) m/z.

Etapa B) Evaluacion farmacologica (i vitro).

4.11 Extraccion de la enzima So- reductasa. (REF. 13, 23-27).

Para el estudio se utilizaron 2 ratas machos adultos de la cepa Wistar con un peso
promedio de 250g. Los animales se sacrificaron por desnucamiento y posteriormente se
realizé la diseccion de los testiculos. El tejido se homogeneizd con 20 ml de una solucién
acuosa de KCI 0.17 M. El homogeneizado se filtré y centrifugé a 15, 000 xg a 4 °C
durante 30 minutos. El sobrenadante se recupero6 y se saturd con 100 ml de una solucién
de sulfato de amonio al 50 % en frio. El precipitado se dializd con 1 litro de buffer Tris-
HCI 25 mM (pH 7.3), durante 24 horas. El dializado obtenido se centrifugd a 10, 000 xg
por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante recuperado se utilizé6 como extracto protefnico
para la determinacion enzimética. El contenido de proteinas del extracto se determind por

el método de Bradford 28, utilizando albiimina sérica de bovino como referencia,

4.12 Preparacion de la mezcla de incubacion y cuantificacion de la

actividad.enzimatica.

Se tomaron 100 ug del extracio proteinico y se incubaron por 30 minutos a 37°C
con 100 mM de solucion buffer Tris-HCI (pH 7.0), 100 pg de NADPH, 500 pg (1.74*

10® mmol) de testosterona y (1.74*% 10° mmol) del antiandrégeno que se deseaba
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analizar. El blanco en ésta determinacion contenia todo lo anterior excepto el
antiandrdgeno. Las referencias utilizadas fueron el acetato de ciproterona 11 y el proscar
12 (figura 5). En este estudio también se analiz6 a los compuestos 17o-butirifoxi-168-
metil- 4, 6- pregnadien- 3, 20- diona 20 v ¢l 6-bromo-17a-butiriloxi~163-metil- 4, 6-
pregnadien- 3, 20- diona 21, previamente sintetizados en nuestro laboratorio (figura 6,

referencia 13).

La actividad enzimatica se determino siguiendo la disminucién de la concentracion
de NADPH por espectroscopia de UV. (A=340 nm), Los resultados obtenidos para cada
muestra fueron el promedio de cuatro determinaciones. Los datos se graficaron en
funcién del % de inhibicion de la enzima So-reductasa versus el tipo de esteroide (figura

14),

Etapa C) Correlacion de la actividad biolégica con la estructura de los

esteroides.

Las estructura de los esteroides propuestos fueron construidas empleando la
mecanica molecular MMX (38) incluido en el programa PCMODEL para Windows
version 1.0, Serena Software. Las geometrias fueron optimizadas con el método
semiempirico AM1 (Atomic Molecular 1), (39) incluido en el paquete MOPAC6.0 (40)
que esta instalado en la supercomputadora CRAY YMP 4/432. Las propiedades

electronicas (Orbital molecular desocupado de baja energia -LUMO- y la Energia de
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Activacién) y el logaritmo del coeficiente de particion se calcularon utilizando el
formalismo de Hiicket del programa PIMMS de la serie Oxford Molecular en la estacion
de trabajo Silicon Graphics Indigo 2 y €l Hamiltoniano AMI1 contenido en el programa

UNICHEM (41).

Los resultados del logaritmo del coeficiente de particion (log P) tedrico de las
moléculas seleccionadas se graficaron en funcién de la actividad bioldgica experimental
que presentaron en el ensayo in vitro (figura 15). Los resultados a las contribuciones en
LUMO vy las Energia de activacién se analizaron en funcion del mecanismo de adicion en
la reduccidn de la testosterona a la Sa-dihidrotestosterona (figura 4, pagina 12) y el
sistema cromoforo 4, 6-dien-3-ona presente en las moléculas sintetizadas. Los resultados

se presentan en las figuras 16 y 17 del capitulo 3.
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6. ANEXO EXPERIMENTAL: Lista de Espectros.

Espectro | Contenido Pig.

1 Ultravioleta del compuesto Acetato de 16-Dehidropregnenolona (25). | 75

2 Infrarrojo del compuesto Acetato de 16-Dehidropregnenolona (23). 75

3 Resonancia Magnética Proténica del compuesto Acetato de 16-| 76

Dehidropregnenolona (25).

4 |Infrarrojo del compuesto 16c, 17a-Epoxi-3p-hidroxi-5-pregnen-20-| 76

ona (26).

5 Resonancia Magnética Proténica del compuesto 16a, 17a-Epexi-3-| 77

hidroxi-5-pregnen-20-ona (26).

6 6. Infrarrojo del compuesto 3B-Acetoxi-16a, 17a-epoxi-S-pregnen-|{ 77

20-ona (27).

7 Resonancia Magnética Proténica del compuesio 3B-Acetoxi-16a., 78

17a-epoxi-5-pregnen-20-ona (27).

8 Infrarrojo del compuesto 33-Acetoxi-16a, 170a~-epoxi-20- etilendioxi] 78

S-pregneno (28).

9 Resonancia Magnética Proténica del compuesto 3pB-Acetoxi-16a,| 79

17a-epoxi-20- etilendioxi-S-pregneno (28).

10 |Infrarrojo del compuesto 3B, 17c-Dihidroxi-20- etilendioxi-168-] 79

metil-5-pregneno (29).
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11 Resonancia Magnética Proténica del compuesto 3B, 17a-Dihidrexi-| 80
20- etilendioxi-16p-metil-5-pregneno (29).

12 Infrarrejo del compuesto 3P, 17a-Dihidroxi-168-metil-5-pregn-20| 80
ona (30).

13 Resonancia Magnética Proténica del compuesto 3B, 17¢-Dihidroxi-| 81
16p-metil-5-pregn-20 ona (30).

14 Espectroscopia de Masas del compuesto 3B, 17a-Dihidroxi-16p-| 81
metil-5-pregn-20 ona (30).

i5 Espectro de Ultravioleta del compuesto 17a-Hidroxi-16p-metil-4, 6-| 82
pregnadien-3, 20-diona (31).

16 Infrarrojo del compuesto 17a-Hidroxi-16p-metil-4, 6-pregnadien-3,| 82
20-diona (31).

17  [Resonancia Magnética Proténica del compuesto 17¢-Hidroxi-16p-| 83
metil-4, 6-pregnadien-3, 20-diona (31).

18 Espectroscopfa de Masas del compuesto 17o-Hidroxi-16p-metil-4, 6-| 83
pregnadien-3, 20-diona (31).

19 Espectro de Ultravioleta del compuesto 16p-Metil-4, 6-pregnadien-| 84
17a-valeriloxi-3, 20-diona (32).

20 Infrarrojo del compuesto 168-Metil-4, 6-pregnadien-17a-valeriloxi-3, "84
20-diona (32).

21 |Resonancia Magnética Protonica del compuesto 16p-Metil-4, 6-| 85

pregnadien-17c-~valeriloxi-3, 20-diona (32).
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22 |Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 163-Metil-4, 6-; 85
pregnadien-17q-valeriloxi-3, 20-diona (32).

23 |RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 16f-Metil-4,| 86
6-pregnadien-17g-valeriloxi-3, 20-diona (32).

24 Espectroscopia de Masas del compuesto 163-Metil-4, 6-pregnadien-| 86
17a-valeriloxi-3, 20-diona (32).

25 Espectro de Ultravioleta del compueste 6o, 7a-Epoxi-168-Metil-4, 6-| 87
pregnen-17o-valeriloxi-3, 20-diona (33).

26 Infrarrojo del compuesto 6o, 7a-Epoxi-168-Metil-4, 6-pregnen-17a-| 87
valeriloxi-3, 20-diona (33).

27 Resonancia Magnética Proténica del compuesto 6a, 7o-Epoxi-16p-| 88
Metil-4, 6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (33).

28 Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 6a, 7o~-Epoxi-| 88
16p-Metil-4, 6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (33).

29 RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 6c, 7a-Epoxi-| 89
16p-Metil-4, 6-pregnen-17q-valeriloxi-3, 20-diona (33).

30 Espectroscopia de Masas del compuesto 6a, 7a-Epoxi-16p-Metil-4,| 89
6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (33).

31 Espectro de Ultravioleta del compuesto 6-Cloro-16f-Metil-4, 6-| 90
pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a).

32 Infrarrojo del compuesto 6-Cloro-16p-Metil-4, 6-pregnen-17c-| 90
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valeriloxi-3, 20-diona (342).

33 Resonancia Magnética Prot6nica del compuesto 6-Cloro-16p-Metil-4,| 91
6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a).

34 Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 6-Cloro-16p-| 91
Metil-4, 6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (344).

35 |RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 6-Cloro-16p-| 92
Metil-4, 6-pregnen-17¢-valeriloxi-3, 20-diona (34a).

36 Espectroscopia de Masas del compuesto 6-Cloro-16p-Metil-4, 6-| 92
pregnen-17c-valeriloxi-3, 20-diona (34a).

37 Espectro de Ultravioleta del compuesto 6-Bromo-16p-Metil-4, 6-| 93
pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34b).

38 Infrarrojo del compuesto 6-Bromo-163-Metil-4, 6-pregnen-i7o-{ 93
valeriloxi-3, 20-diona (34b).

39 |Resonancia Magnética Prot6nica del compuesto 6-Bromo-16B-Metil-| 94
4, 6-pregnen-17c.-valeriloxi-3, 20-diona (34b).

40 Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 6-Bromo-163-| 94
Metil-4, 6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34b).

41 RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 6-Brome-16B-| 95
Metil-4, 6-pregnen-17g-valeriloxi-3, 20-diona (34b).

42 Espectroscopia de Masas del compuesto 6-Bromo-16p-Metil-4, 6-) 95

pregunen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34b).
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ESPECTRO 17. Resonancia Magnética Proténica del compuesto 17c-Hidroxi-168~

metil-4, 6-pregnadien-3, 20-diona (31).
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17a-valeriloxi-3, 20-diona (32).
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ESPECTRO 20. Infrarrojo det compuesto 16B-Metil-4, 6-pregnadien-17c-valeriloxi-3,

20-diona (32).
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ESPECTRO 21. Resonancia Magnética Proténica del compuesto 163-Metil-4, 6-

pregnadien-17a-valeriloxi-3, 20-diona (32).

0

-- 00C(CH3)3CH;
CH;

X R U U L B N

T e same i el S I SRR T SR S e It o ot e SR A SR S e TTTTT T TTTTT T PR T
— T T T -

209 180 160 140 120 1ap ag

ESPECTRO 22. Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 163-Metil-4, 6-

pregnadien-17¢-valeriloxi-3, 20-diona (32).
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ESPECTRO 23. RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 163-Metil-4, 6-

pregnadien-17a-valeriloxi-3, 20-diona (32).
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ESPECTRO 24. Espectroscopia de Masas del compuesto 16B-Metil-4, 6-pregnadien-

17cc-valeriloxi-3, 20-diona (32).



ANEXO EXPERIMENTAL 87

CH,

ESPECTRO 25. Espectro de Ultravioleta del compuesto 6u, 7a-Epoxi-16p-Metil-4, 6-

pregnen-17c-valeriloxi-3, 20-diona (33).
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ESPECTRO 27. Resonancia Magnética Proténica del compuesto 6o, 7a-Epoxi-163-

Metil-4, 6-pregnen-17c-valeriloxi-3, 20-diona (33).
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ESPECTRO 28. Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 6a, 7a-Epoxi-

16p-Metil-4, 6-pregnen-17¢-valeriloxi-3, 20-diona (33).
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ESPECTRO 29. RMN de Carbono 13 medalidad DEPT del compuesto 6a, 7a-Epoxi-

16B-Metil-4, 6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (33).
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ESPECTRO 30. Espectroscopia de Masas del compuesto 6c, 7o-Epoxi-16p-Metil-4, 6-

pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (33).
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ESPECTRO 31. Espectro de Ultravioleta del compuesto 6-Cloro-16p-Metil-4, 6-

pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a).
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ESPECTRO 33. Resonancia Magnética Proténica del compuesto 6-Cloro-16p-Metil-4,

6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a).
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ESPECTRO 34. Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 6-Cloro-1653-

Metil-4, 6-pregnen-17c-valeriloxi-3, 20-diona (34a).
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ESPECTRO 35. RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 6-Cloro-16-

Metil-4, 6-pregnen-17¢-valeriloxi-3, 20-diona (34a).
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ESPECTRO 36. Espectroscopia de Masas del compuesto 6-Cloro-16p-Metil-4, 6-

pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34a).
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ESPECTRO 37. Espectro de Ultravioleta del compuesto 6-Bromo-16p-Metil-4, 6-

pregnen-17u-valeriloxi-3, 20-diona (34b).
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ESPECTRO 39. Resonancia Magnética Proténica del compuesto 6-Bromo-163-Metil-

4, 6-pregnen-17o-valeriloxi-3, 20-diona (34b).
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ESPECTRO 40. Resonancia Magnética de Carbono 13 del compuesto 6-Bromo-16p-

Metil-4, 6-pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diona (34b).
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ESPECTRO 41. RMN de Carbono 13 modalidad DEPT del compuesto 6-Bromo-165-

Metil-4, 6-pregnen-17a~valeriloxi-3, 20-diona (34b).
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ESPECTRO 42. Espectroscopia de Masas del compuesto 6-Bromo-16p-Metil-4, 6-

pregnen-17a-valeriloxi-3, 20-diena (34b).
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