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1. INTRODUCCION.

Hoy en dia, se sabe que patologias tales como el cancer de préstata y la
hiperpiasia prostatica benigna, representan unas de las enfermedades con mayor

frecuencia en hombres con edad promedio de 55 anos.

Se sabe poco sobre las causas del cancer de prostata. Por o general se habla
de tres factores principales: edad, raza y sistema endocrino. A esta triada puede
afiadirse un cuarto factor; las influencias ambientales.' El carcinoma de préstata es el
tipo mas frecuente de cancer en varones (seguide de cerca por el cancer de pulmon) y
la tercera causa de muerte por cancer. Se estima que cada afio se detectan 100,000

nuevos casos de los que aproximadamente un tercio tienen una evolucion fatat.?

Esta enfermedad surge cuando las células del tejido empiezan a multiplicarse
sin ningun control v de manera progresiva hasta llegar a la formacidn de un tumor; si
este lumor no invade los tejidos vecinos y queda circunscrito, generalimente es un
tumor benigno. Sin embargo, si el tumor invade tanto los tejidos vecinos como los que

se encuentran a distancia {metastasis) entonces se trata de un tumor maligno.

En cuanto a ia hiperplasia prostatica benigna (hiperplasia nodular o hipertrofia),
se caracteriza por la formacion de nédulos voluminosos bastante bien delimitados en ta
reqion periuretral de la préstata. Cuando alcanzan el tamanio suficiente, los nodulos
comprimen y estrechan el conduclo uretral y causan una obstruccion parcial, a veces

practicamente completa, de la uretra.™*

Para darnos una idea del alto grado de incidencia de estas patologias podemos
mencionar, que estudios estadisticos nos indican que existe una elevada tasa de casos
diagnosticados en afios recientes y que se han llegado a practicar alrededor de

200,000 prostatectomias anuales en USA®



Se ha comprobado por los estudios de Huggins y Hodges,? que la extensidn
metastasica del cancer de prostata se puede detener o retrasar durante cierto tiempo
mediante castracién, administracién de estrégenos o ambos. Esto hizo sospechar

idgicamente que los androgenos desempenarian un papel causal.

Por otra parte aunque no se concce la causa de la hiperplasia prostatica
benigna, los datos disponibies sugieren que en su aparicién participan los andrégenos

y estrégenos.’

Como bien se conoce, la testosterona {XV) (pagina 8), principal androgeno en el
plasma de los varones, se sintetiza en los testiculos, los ovarios y la corteza
suprarrenal.® En la circulacion, la testosterona actia como una prehormona, ya que
esta se convierte de forma irreversible a Sa-dihidrotestosterona (DHT) (XIX) (pagina
14} por accion de una enzima localizada en la membrana celular y dependiente de

NADPH llamada 5a-reductasa.® (ver Esquema C pagina 14).

Considerando que la dihidrotestosterona es la forma activa de la testosterona,
ya gue es ella |la que se une con mayoer afinidad y de manera irreversible al receptor
androgénico y tomando en cuenta que al disminuir la concentracién de DHT puede
ayudar considerablemente a controlar la evolucion del cancer de préstata y el
desarrolio de hiperplasia prostética benigna, asi es como surgen nuevas estrategias
lerapéuticas para buscar nuevos compuestos sintéticos que sean capaces de actuar
con el receptor androgénico.

Con ello se sugiere que el bloque de androgenos puede ser el arma terepéutica
en algunas enfermedades provocadas por andrdgenos, como el cancer de prostata, el
hirsutismo, el acné patolégico, a seborrea, la alopecia androgénica, la pubertad precoz

y la hiperplasia prostatica benigna.>'*'""?




En las ultimas décadas se han llevado a cabo diversos estudios encaminados a
anaiizar la inhibicidn selectiva de varios antiandrégenos sobre la espermatogénesis por
lo que el interés en los agentes antiandrogénicos se ha aumentado.

Desafortunadamente, los compuestos que existen son agentes que presentan efectos
colaterales adversos.

Dentro de la terapia para el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna asi
como para el cancer de prostata se encuentran la cirugia y la radiacion, estos son
métodos comunes de ftratamiento, sin embargo una de sus repercusiones es el
desequilibrio emocional en el paciente ademas de que produce efectos secundarios

como incontinencia, lesidn intestinal e impotencia sexual, ademas de los propios de la
radiacion. ™

En la actualidad, se dispone de compuestos sintéticos para inhibir ia sintesis de
testosterona (XV) (pagina 8) a nivel de la hipéfisis (agonistas de la hormona liberadora
de gonadotropina;, GnRH) y los testiculos (Ketoconazol (XXXVY) (pagina 24), Liarazol),
para evitar la conversion de testosterona en dihidrotesiosterona (XIX) {pagina 14) en
tejidos extraglandulares (Finasteride {(XXXI) (pagina 23)), asi como para bloguear la
unién de los androgenos a su receptor (Flutamida {XXXW) (pagina 24), Acetato de
Ciproterona (XXVII) (pagina 23))."

El acetato de ciprolerona constiluye un potente antagonista androgenico, que se
encuentra ampliamente distribuido en el mercado debido a que se utiliza en el
tratamiento de diversas patologias, entre ellas pueden mencionarse: acné, calvicie con
patron masculine, hirsutismo y sindromes virilizantes {Neri, 1975, Newmann, 1982
Newmann y Topert, 1986). También se ha intenlado usar en el tratamiento de la
pubertad temprana (Kavii y col, 1976) e hiperplasia y carcinomas prostaticos
{Namer,1988), asi come para inhibir el libido en varones con desviaciones graves de
conducta sexual (Laschet y col,, 1967).

Wl




Sin embargo pese al gran uso terapéutico que se le da a este farmaco, presenta
efectos secundarios progestacionales no deseados; es por ello que continua existiendo
un gran interés en desarrollar nuevos farmacos que puedan competir en cuanto a
aclividad farmacologica con el acetato de ciproterona (XXVIi) {pagina 23} y que
ademas presenten el minimo de efectos progestacionales posibles.

Por el analisis de la relacién estructura-actividad biologica de los
antiandrogenos esteroidales (acetato de ciproterona y sus derivados) se ha concluido
que su aclividad se debe a la estructura casi plana de la molécula, a la presencia del
grupo 1a-2a-ciclometileno en C-1 y C-2. {un doble eniace entre estos dos dtomos de
carbono presenta casi el mismo efecto), los dobies enlaces entre los carbonos C-4 y C-
3y les carbonos C-6 y C-7, al sustituyente electronegativo en C-6 y al grupo a-acetoxi
en C-17, asi como los dos grupos ceténicos en C-3 y C-20."

Tomando en cuenta lo dicho anteriorments, el equipo de trabajo del Dr. Bratoeff,
ha sintetizado una gran diversidad de compuestos antiandrogénicos cuyo esqueleto
base pertenece al nucleo del pregnano (V) (pagina 7). Todo esto nos condujo a
proponer en el presente trabajo de tesis, sintelizar un derivado del pregnano gue redna
las caracteristicas moleculares antes descritas; sin contar con la presencia de un
sustituyente electronegativo en C-6 pero adicionando un grupo metilo en C-16. Este
compuesto se evaluara farmacoldgicamente como inhibidor de la enzima Sa-reductasa

asi de esla manera se podra determinar su actividad antiandrogénica,

Para llegar a obtener el compuesto de interés se siguid una ruta de sintesis
secuencial con un total de 7 pasos, empleando como materia prima el acetato de 16-
dehidropregnenoiona (XXXVII) (pagina 30) a la cual se le hicieron las siguientes
modificaciones en su estructura molecutar:




a} Introduccién de un grupo metilo en el carbeno C-16.
b} Formacién de un grupo carbonilico en el carbono C-3.
¢} Introduccién de dobles ligaduras en los carbonos C-1,C-4 y C-6.

d) Introduccion de un grupo éster en el carbono C-17.

De esta manera se llegé al compuesto de interés: 16p-metil-17a-propioxi-1,4,6-
pregnatrien-3,20 diona {(XLIV) {pagina 30).

Como este compuesto no se encuentra reportado en la literatura, su estructura

se caracterizo mediante sus propiedades fisicas (p.f.) y datos espectroscopicos (UV,
IR, RMN 'H, RMN *C y EMIE).




2. ANTECEDENTES.

2.1. ESTEROIDES.

Los esteroides son un grupo de compuestos que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, se les puede encontrar tanto en materiales vegelales

como animales.

La estructura de los esteroides se caracteriza por tener generalmente en su
esqueleto base un policiclo llamado ndcleo del ciclopentanoperhidrofenantreno (I)
(pagina 6). Ei grupo alcohol, el grupo ceto vy los dobles enlaces son comunes, pero

resulta raro que cuenten con los enlaces de ésteres.'

Figura 1.
Esqueleto base de los esleroides.

Nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno (1).

2.1.1. CLASIFICACION DE LOS ESTEROIDES.

Los esteroides se clasifican considerando su estructura quimica, basicamente se
toma en cuenta la cadena que se presenta en la posicion del carbono C-17 (ver

Esquema A pagina 7).




Esquema A.
Clasificacién de los Esteroides.
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2.1.2. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LOS ESTEROIDES.

Los efectos fisiologicos de los esteroides varian considerablemente de unos
compuestos a otros y van de la aclividad de las vitaminas a la de las hormonas
sexuales. En la siguiente lista se dan las estructuras, los nombres y las propiedades

fisiclégicas de algunos de ellos:'®

La estrona es la hormona estrogénica

de la mujer.

HO

X

Estrona,
La progesterona es llamada hormona
del embarazo femenino, la segrega el
cuerpo amarillo (corpus luteum).

X1v

Progesterona,

OH La testosterona es ta hormona sexual
masculing, regula el desarrollo de los
drganos reprodugtores y las

XV caracteristicas sexuales secundarias.
Testosterona.




|
H /\/I_OH

H H
- XVI
Acido Célico.
(I:HI —0H
=0
H
# XVII
Contisona.

/\ /CHJ
CH
\

CHs

HO™ XVIi
Colesterol.

El 4cido cdlico se encuentra en la bilis,
en la forma de su sal de sodio. Esta u
otras sales estan  estrechamente
relacionadas, son las sales biliares, que

actuan en los procesos de digestion.

La corlisona es una de las veintiocho
hormonas adreno-corticales, no sdlo es
importante para el control del
metabolismo de los carbohidratos, sino
que, ademas resulta eficiente para
aliviar los sintomas de la artritis

reumatica.

El colesterol es un alcohol esteroidal o
esterol. Se encuentra en casi todos los
tejidos de los vertebrados y es el
orincipal constituyente de los calculos o
piedras biliares. El organismo o
necesita como materia prima para

producir otros esteroides.




2.2. ANDROGENOS.

Los andrdgenos pertenecen al grupo de las hormonas esteroideas y derivan del
ciclopentanoperhidrbfenantreno () {pagina 6),"'"® y especificamente pertenecen al

grupo del hidrocarburo androstano (lll) (pagina 7).

A los andrégencs también se les conoce como hoimonas sexuales masculinas,
y ellas son fas que controlan la masculinizacion. De estas ia testosterona (XV) (pagina
B) es la mas importante.

2.2.1. FISIOLOGIA DEL SISTEMA GENITAL MASCULINO.

E! testiculo esta formado por los tubulos seminiferos y las células de Leydig
{llamadas también células intersticiales). Los tibulos seminiferos estan constituidos por
varias capas de células denominadas espermatogonias, espermatocitos vy

espermatides, transforméandose estos Ultimos en espermatozoides o gametos sexuales
masculinos.®

En cuanto a las células de Leydig, se encuentran diseminadas en el tejido
conjuntivo entre los tdbulos seminiferos enrrollados, dichas células son las encargadas
de producir a la testosterona.®

2.2.2. SINTESIS DE TESTOSTERONA {XV).

En el momento de la pubertad masculina, el factor liberador de Ia gonadotropina
(GnRF) eslimula a la adenohipéfisis para que libere ta hormona luteinizante (LH) y

hormona estimulante del foliculo (FSH) que son conocidas en conjunto como
gonadatropinas.*
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En los varones, la LH estimula a los testiculos para que secreten androgenos

mientras que la FSH promueve la espermatogénesis (ver Esquema B pagina 11)."
2.2.3. FUNCION DE LA TESTOSTERONA (XV).

A nivel molecular la accidn primaria de la testosterona (XV) (pagina 8) consiste
en aumentar la sinlesis protéica en los tejidos *blanco”, especificamente prostata y
vesiculas seminales. Su principal funcion es producir el desarrollo normal de los
drganos reproductores mascutinos y mantener las caracteristicas masculinas
secundarias. La testosterona es también efectiva para mantener la espermatogénesis.
Las caracteristicas masculinas secundarias que se desarrollan en su presencia son:
voz grave, crecimiento y patron del pelo facial y corporal asi como el desarroilo del
musculo esquelético. Inhibe el desarrollo y funcion de la glanduta mamaria y estimula la
libido."

ESQUEMA B
SINTESIS Y LIBERACION DE TESTOSTERONA (XV) EN EL ORGANISMO
HIPOTALAMO
HLG
(HLHL)
Hipofisis
/ LH \ FSH
Teéticulos Corteza . Testiculos
{Células de Leydig) adrenal (Tubulos seminiferos)

Testosterona Espermatogénesis




2.2.4. PARTICIPACION DE LLOS ANDROGENOS EN PROCESOS
FARMACOLOGICOS Y BIOQUIMICOS:

Se han descrito diversas acciones en las que parlicipan los andrdgenos, de
caracter farmécolégico asi como bioquimico o metabdlico. Dentro de las primeras
podemos mencionar las siguientes: accidn en el sexo masculino (desarrollo y
mantenimiento de 6rganos y caracteres sexuales secundarios),'®? acciones sobre el
sexo femenino (dosis elevadas de testosterona (XV) (pagina 8) produce fenémenos de
virilizacion),”' accién sobre el carcinoma de mama {los andrégenos provocan una

acentuada mejoria sintomatica con desaparicién del dolor). 2%

En cuanto a las acciones metabdlicas, involucran ias siguientes: metabolismo
organico {los androgenos promueven anabolismo proteico),*metabolismo de lipidos
(los androgenos disminuyen la concentracion de triglicéridos y en menor grado de
colesterol sanguineo),”® sobre el sistema 6seo {el papel de los androgenos se debe a
una recalcificacion osea).®

2.2.5. MECANISMO BE ACCION.

La testosterona es el principal andrégeno y estd considerada como una
prehormona. EI mecanismo de accion que sigue la testosterona para convertirse en
dihidro-testosterona (Sa-dihidrotestosterona o DHT} (XIX) es el siguiente: (ver
Esquema C pagina 14);

1.- Entrada de la testosterona en la célula "blanco”, al parecer por difusion

pasiva.'®?

2.- Transformacion de la prehormona a DHT en el reticulo endoplasmico o en la
membrana nuclear. Esta formacion, es biologicamente irreversible, esta catalizadada

12




por una enzima que se encuentra fija a ta membrana, la Sa-reductasa, que requiere
NADPH 9,16.27

3.- Union de la DHT (XIX) (pagina 14) a receptores intracelulares proteinicos
especificos, para formar un complejo hormona-receptor. '®%

4 - Este complejo penetra al nicleo celular y se une a la cromatina.'®%

5.- Se produce entonces una estimulacion de la sintesis del acido ribonucleico

(RNAY}, tanto el mensajero como el ribosdmico. '*'%%72®

6.- Como consecuencia, se produce un aumento de la sintesis protéica y de

enzimas intracelulares, las cuales son responsables de las acciones andrégenicas.®

Es importante resaitar que el receptor hormonal que une al esteroide activo, en
este caso la DHT (pagina 14), es _especiﬁco, no sole para el esteroide sino también
para el tejido determinado. Asi por ejemplo: el ttero tiene receptores para estrogenos,
pero. no para la progesterona (XIV) (pagina 8), testosterona (XV) (pagina 8) o
glucocorticoides. El timo y el tejido fibroblastico tienen receptores para
glucocorticoides, pero no para hormonas sexuales. La prostata y las vesiculas

seminales contienen receptores solamente para los andrégenos.”




Esquema C.
Mecanismo por ¢l cual la Testosterona (XV) es convertida a DHT (XIX).

OH OH
B

J—

XV

A XIX
Testostercna.

Dilidrotestosterona

OH on
—
sg/‘Qfgjﬁ 5+

Et—

| NADPH NADP+

2.2.6. CONSECUENCIAS QUE REPERCUTEN EN LA CARENCIA DE LA
ENZIMA 5c¢-REDUCTASA.

Existen varones que genéticamente carecen de la enzima Sa-reductasa, a este

padecimiento se le conoce como pseudohermafroditismo masculino, esto fue
observado primeramente en la Republica Dominicana.®

En este transtorno, el varén genotipico secrela cantidades normales de
testosterona (XV) (pagina 8), pero esta hormena no se convierte en DHT (XIX) {pagina
14), y por lo tanto no hay desarrollo de los genitales externos masculinos. Después de
la pubertad estos varones manifiestan tres caracteristicas: no desarrollan la préstata,

no aparece acné y no adquieren el patrén tipico masculing ¥




En un principio se creia que esto ocurria por Ia deficiencia total de la enzima 5q-
reductasa, pero estudios recientes establecen que la deficiencia genética es atribuible
a la perdida sclamente de una isoenzima (designada tipo I}, la cual predomina en la
‘prostata; la otra isoenzima (designada lipo 1) se localiza en la region no genital, en

higado y en la piel.*

Es importante mencionar que el tratamientc con andrdgenos se ulitiza de
manera primaria en varones con deficiencia de los mismos, para el desarroflo o {a
conservacién de los caracteres sexuales secundarios. E! tratamiento a largo plazo
regularmente causa desarrollo masculino completo, siempre y cuando el tratamiento se
inicie en etapas tempranas de la vida. Cuando la restitucion de andrégenos se inicia en
etapas tardias (después de los 25 anos de edad), el grado de virilizacion que se logra
es variable, pero puade ser casi normal.

¥4}




Figura 2. Ejemplos de algunos

Terapéutica.

Andrégenos Utilizados en la

H OCH2CH3
o
Xy XX
Testosterona. Propionato de Testosterona.
OH
H
XXI _
Danazol. Fluoximesterona.

- CH3

XXm
Metiltestosterona.

Los efectos colaterales de los andrégenos incluyen: virilizacion (en mujeres y

nifios), feminizacion (varones y nifios) y toxicidad (lodos los usuarios), dependiendo del

(Halostin)

H

XX1V
Oxandrolona.

medicamento, dosis y duracién del tratamiento.

16




2.2.7. PAPEL DE LOS ANDROGENOS EN EL CANCER DE PROSTATA.

El desarrollo de la préstata esta regido por la testosterona (XV) (pégina 8).'
Cuando se lleva a cabo la castracion se produce atrofia prostatica y disminucion
sustancial de la altura del epitelio glandular, como consecuencia los andrégenos son

los que se encargan de reparar dichos desérdenes.”

El cancer de prostata se origina generalmente en el [dbulo posterior del drgano
adyacente al recto, y cuando provoca metéstasis invade otros érganos alejados como
los huesos y ganglios linfaticos.®

Las células del carcinoma prostdtico, al igual que las células glandulares
prostaticas normales, dependen en su desarrollo y procuracion de la secrecién de

testosterona (cancer hormonodependiente).?

Aun no se conoce bien el papel del sistema endocrino en |a induccion del céncer
de prosiata, pero se ha comprobado gue la extensidon metastasica del cancer de
prostata se puede delener o retrasar durante cierto tiempo mediante castracion,

administracion de estrégenos o ambos.?
2.2.8. TRATAMIENTO PARA CANCER DE PROSTATA.

El tratamientc que se aplica a pacientes que presentan céncer de préstata
incluye: cirugia, radioterapia y hormonoterapia, '

La cirugia y la radioterapia son el tratamiento ideal de los pacientes con

enfermedad localizada. En este grupo, del 50 al 80% de los pacientes contintian con

vida después de 10 afios.?
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El tratamiento hormonal es muy importante en el carcinoma metastasico
avanzado. Como las células tumorales prostaticas dependen de los androgencs para
su mantenimiento, la intencidén de estas manipulaciones endocrinas es privar a las

células tumorales de testosterona (XV) (pagina 8).

2.2.9. PAPEL DE LOS ANDROGENOS EN LA HIPERPLASIA PROSTATICA
BENIGNA.

Como ya se menciond, esta patologia se caracteriza por el agrandamiento
anormal de la prostata. Y aunque [as cifras de incidencia varian ligeramente, un estudio
cuidadoso de la prostata nos muestra, que en un grupo no seleccionado de autopsias,
la existencia de hiperplasia prostatica benigna se da en el 20% aproximadamente de
los hombres de 40 afios, cifra que asciende al 70% a los 60 afos y al 90% a la edad de
80 afios. ™

Esto hace pensar y proponer que la hiperplasia prostatica benigna no es una
verdadera enfermedad, sino un proceso normal del envejecimiento.

Gran parte de los datos relativos que se tienen al sugerir que en la aparicion de
dicha patologia participan los androgenos y estrogenos, se han obtenido de
experimentos en perros, ya que esta es la Unica especie animal que desarrolla una

hiperplasia prostatica benigna en el envejecimiento igual que el hombre.?

Se habia dicho que fa hiperplasia prostatica benigna fuera unc de los posibles
precursores del cancer de préstata, pero la mayoria de los expertos no piensan que

esta lesion benigna tenga ninguna relacién con el desarrollo del cancer.

La Gnica relacién que se pudiera encontrar en tales patologias, seria que son
muy frecuentes en hombres de edad avanzada.




2.2.10. TRATAMIENTO PARA LA HIPERPLASIA PROSTATICA BENIGNA.

Como ya se ha mencionado, dentro del tratamiento para ia hiperplasia prostatica
benigna destaca la cirugia, esta resulta una experiencia traumatica para el paciente y
es entonces donde entra el papel importante de los antiandrégenos. Actualmente por
su gran demanda en el mercado el producto sintético llamado Finasteride (Proscar)

(XXX1) (pagina 23) es el que se utiliza en |a terapéutica de esta enfermedad.

2.3. ANTIANDROGENOS.

Los antiandrdgenos son sustancias sintélicas, la mayoria de ellas derivados
esteroidales.™ Estas sustancias bloquean la sintesis de los andrdogenos o las acciones
de estos ultimos.

2.3.1. SINTESIS DE ANTIANDROGENOS.

Basicamente existen dos métodos de sintetizar un esteroide con caracteristicas

antiandrégenicas estos son:™

a) Tomando como esqueleto base la molécula de testosterona (XV){pagina 8) y
efectuar en ella diversas modificaciones estructurales; de manera que se
obt'enga un antagonista. Asi el nuevo compuesto sintetizado tendra la capacidad
de unirse al receptor androgénico bloqueando la formacién del complejo

androgeno-receptor {ver Figura 3 pagina 20).

b) Madificando la molécula de la progesterona (XIV) (pagina 8), esta no puede
ser utilizada como tal, pues presenta severos efectos progestacionales. Al

considerar a la progesterona antiandrogénico natural, se esperaria gue sus




andlogos sintéticos presentaran la misma actividad bioldgica (ver Figura 4
pagina 20).

Figura 3. Ejemplo de algunos Antiandrégenos derivados de la Testosterona
{XV).

r
XXX xXxXv
Metiltestosterona Compuesto mas activo

Figura 4, Ejemplo de algunos Antiandrogenos derivados de la Progesterona
{XIvV).

#
-CHj
CHj3
XXVl XX\_/H
Medrogestierona. Acetato de Ciproterona

XXVIIL
Anorprogesterona.
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Ademas de los antiandrégenos ya mencionados se conocen otro grupo de estos
cuya sintesis no deriva de la progesterona (XIV) {pagina 8}, ni de la testosterona (XV)
{pagina B) tal es el caso de la espironolactona (XXIX) y espirixazona (XXX) que
poseen caracteristicas similares al acetato de ciproterona (XXVIl) (pagina 23) (ver

Figura 5 pagina 21).

Figura 5. Antiandrégenos no derivados de la Progesterona {XIV) ni de la
Testosterona {(XV). '

“SCOCH: TgeOCHs

XXIX XXX
Espironolactona. Espirixazona.

23.2. FUNCION BIOLOGICA Y FARMACOLOGICA DE LOS
ANTIANDROGENOS.

El efecto antiandrogénico involucra las siguientes funciones:®
a) El antiandrégeno puede interferir con el receptor androgénico.
b} Puede interferir con el transporte del andrégeno.

c) Puede inhibir la enzima Sa-reductasa y a los a-adrenoreceptores.

d) Puede inhibir la sintesis de Testosterona (XV) (pagina 8).
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2.3.3. CARACTERISTICAS QUE DEBEN CUMPLIR LOS ANTIANDROGENOS
PARA SU USO TERAPEUTICO.

Para que se puedan utilizar los antiandrégenos en la terapia, deben tener:™

a) Una baja o nula toxicidad.

b} Presentar elevada actividad antiandrégenica.
¢) Presentar baja actividad hormonal.

d) No disminuir el libido.

2.3.4. USO TERAPEUTICO DE LOS ANTIANDROGENOS.

Los antiandrogenos se emplean en el tratamiento de la hiperplasia y carcinoma
de la prostata, acné, calvicie con patron masculino, sindromes virilizantes en mujeres y
pubertad temprana en varones, asi como en la inhibicion del impulso sexual en varones
con tendencia a cometer delitos sexuaies.>'®

Actualmente el uso de antiandrogenos en la terapéutica médica de las

patologias humanas presenta diversos inconvenientes, debido a los efectos colaterales
y a la baja actividad.

2.3.5. CLASIFICACION QUIMICA DE LOS ANTIANDROGENOS.

Los antiandrogenos se clasifican en dos grupos: Esteroidales y No Esteroidales
(ver Figura 6 y figura 7) (paginas 23 y 24 respectivamente).*

a) Los antiandrégenos de tipo Esteroidal son compuestos que presentan como
esqueleto base el nucleo de! ciclopentanoperhidrofenantreno (I) (pagina 6),

tienen las siguientes venlajas: actian especificamente con el receptor
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androgénico, son de mayor interés terapéutico y la relacidn costo-eficacia es la

mejor opcion.

Como desventajas se aprecian las siguientes: reducen la concentracion de
testosterona (XV) {pagina 8) como consecuencia la actividad enzimatica de S5a-

reductasa y reducen el tamaiio de los érganos sexuates.

Figura 6. Dentro del grupo de los Antiandrégenos Esteroidales mas

estudiados se encuentran los siguientes.

(CH3}-C-H 2

I xxvn ,'.. XXX
Acetato de Ciproterona. Finasteride.

b} Los antiandrogenos no esteroidales presentan también algunas ventajas:
- tienen afinidad por el receptor debido a su estructura quimica con geometria

semejante y reducen en un 25 a 30% el tamadio de la préstata.

Como desvenlajas se han observado las siguientes: acluan sobre la dxido-
nitroso sintetasa, que estimula la ereccidon y ocasiona efectos adversos

{metahemoglobinemia e insuficiencia hepatica).




Figura 7. Dentro del grupo de Antiandrégenos de tipo No Esteroidal,

los mas estudiados son los siguientes.

Py

02”@* NH-CO-CH-(CH3) —N—C-—C—(CH3)2
F3

XXXII 02N e XXX

Flutamida (Eulexin). Hidroxiflutamida.

H3 O
Jich ©
RS O
/7 ||
HO

02N OH
CF3
XXX1v XXXv
Anandron. Dietilestilbestrol.
17
N
CH;-CO- NmN 4©—OCH —Cl
_/ 7_&/0
XXXVI a

Ketoconazol.
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2.3.6. CLASIFICACION DE LOS ANTIANDROGENOS SEGUN EL SITIO DE
ACCION.

Los antiandrégenos pueden llevar a cabo su accidn farmacolégica actuando
como; Inhibidores de la sintesis de androgenos, inhibidores de la enzima Sa-reductasa

y como antagonistas de los receptores de androgenos. '

+ Inhibidores de la sintesis de andrdgenos: los compuestos mas eficaces
para bloquear Ia sintesis de testosterona (XV) (pagina 8) son la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) misma o un antagonista como la leuprolida o gonadorelina.
Cuando esos compuestos se administran de manera continua, las concentraciones
plasmaticas de hormona luteinizante y testosterona muestran declinacién, de modo que
la consecucncia neta es la induccion de castracion farmacoldgica. Este tipo de
tratamientos proporciona una alternativa médica a 1a castracion para producir privacion
de androgenos en varones con cancer prostatico que no pueden tolerar el
dietilestilbestrol (XXXV) (pagina 24).

Los antimicoticos de la clase del imidazol, como el keteconazel (XXXVI) (pagina
24} y fiarazo/ \ienen, como efecto secundario la capacidad para blogquear las enzimas
citocromo P450, que participan en ia biosintesis de hormonas esteroidales (Feldman,
1986). Este efecto secundario se ha convertido en una ventaja terapéutica para inducir
privacion de androgenos en pacientes seleccionades con céncer de prostata (Mahler y
col., 1993). La utilidad de esos medicamentos queda limitada por efectos adversos
gastrointestinales, duracion de accion breve, y blogqueo de la biosintesis de

glucocorticoides suprarrenales.
La espironofactona (XXIX) (pagina 21), es un antagonista de la aldosterona,

actha como un inhibider débil de la union de los andrégenos a su receptor, bloquea de

manera primaria la biosintesis de androgenos, en algunas mujeres con hirsutismo, el
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medicamento disminuye la tasa de crecimiento y el diametro medio de pelo facial
(Dorrington-Ware y col, 1985). Dado que tiende a causar metrorragia, la
espironolactona (XXIX) (pagina 21) por lo general se administra junto con un
anticonceptivo oral (Helfer y col., 1988}, En estudios relacionados con la eficacia, la
espironolactona es menos Util para disminuir las puntuaciones de hirsutismo que la

Flutamida (XXXII) (pagina 24) (Cusan y col., 1994).

* Inhibidores de la enzima 5u-reductasa: la conversion de testosterona (XV)
(pagina 8) en DHT (XIX) (pagina 14) es esencial para algunos efectos andrégenicos, fa
inhibicion de la enzima 5a-reductasa debe bloquear de modo selectivo ef efecto de los

androgenos en tejidos (proslala, foliculos pilosos), en los cuales la produceion continua
de DHT es esencial.

El azaesteroide finasteride (XXXV) {pagina 23) es un inhibidor competitivo,
activo por via oral, que bloquea de modo preferencial a la isoenzima 5a-reductasa |,
pero también inhibe a la isoenzima | (Rittmaster, 1994). £} f&rmaco suscita un
decremento profundo de la concentracién plasmatica de DHT (Vermeulen y col., 1989),

y en la prostata (McConnell y col., 1992), pero no causan un cambio de las cifras
plasmaticas de testosterona u hormona Juteinizante.

En varones con hiperplasia prostatica benigna, e! medicamento finasteride
origina disminucion constante del tamafo de la prostata y 33% de los varones tratados
con esle compuesto, presentaron mejorias del flujo urinario y reduccion de los
sintomas; asi eslo proporciona una allernativa a la intervencion quirdrgica en varones
con manifestaciones de la enfermedad (Stonere, 1992). £} fArmaco finasteride se
encuentra en estudio para la terapéutica de la calvicie con patrén masculino, y se estan
investigando otros inhibidores de la 5a-reductasa, entre eflos farmacos especificos

para ia isoenzima So-reduclasa .
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s Antagonistas de los receptores de andrégenos: existen en |la actualidad
varios medicamentos que actian como antagonistas especificos de la unién de los

andrégenos a su receptor. Podemos hacer referencia a los siguientes compuestos:

Acetato de ciproterona (XXVIl) (pagina 23). Este compuesto deriva de la
progesterona (XIV) (pagina 8), posee varias propiedades, entre ellas: es un potente
antagonista de andrégenos, presenta actividad progestacional y disminuye la secrecién

de gonadotropinas {Neri, 1976, Neumann, 1882, Neumann y Tdpert, 1986).

El acetato de ciproterona, compite con la DHT {XIX) (pagina 14) por la unidn al
receptor de andrdgeno (Brown y col ,1981). La administracién de 100 mg/dia de
acetalo de ciproterona en varones jovenes normales, causa decremento de 50% de las
concentraciones plasmaticas de LH y FSH, y disminucion de 75% de la testostercna
(XV) {pagina 8) plasmatica; las acciones del medicamento dependen tanto de inhibicion

de la produccion de testosterona como de interferencia en el efecto andrégenico.

El acetato de ciproterona se ha utiizado en el tratamiento de algunas
patologias entre ellas podemos mencionar: acné, calvicie con patron masculino,
hirsutismo y sindromes virilizantes (Neri, 1976; Neumann, 1982; Neumann y Toépent,
1986). También se ha intentado usar en el tratamiento de ta pubertad temprana (Kauli y
col., 1976} e hiperplasia y carcinomas prostaticos (Namer, 1988), asi como para inhibir
el lipido en varones con desviaciones graves de {a conducta sexual (Laschet y col,,
1976).

Fluramida (XXX{1) (pagina 24). Este fArmaco es un antiandrégenc no esteroide
desprovisto de otra actividad hormonal; quizas actia después de su conversion in vivo
en 2-hidroxiflutamida (XXXIR) (pagina 24), que es un potente inhibidor competitivo de

la unién de DHT al receptor de andrégenos {Neri, 1576). La flutamida se aplica en el
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tratamiento del cancer prostatico, por lo general, con bloqueo de GnRH, o con
estrogenas (Geller y col., 1988).

La flutamida también se ha utilizado en experimentos en combinacidn con un

anticonceptivo oral en el tratamiento de hirsutismo en mujeres (Cusan y col., 1994). Si
la flutamida cruza la placenta, se esperaria que produjera pseudohermafroditismo
masculino, como sucede con el acetato de ciproterona (XXVII) (pagina 23) ; la
hepatotoxicidad, incluso causa insuficiencia hépatica progresiva, es por esto que se
limita su utilidad (Dankoff, 1992; Wysowski y col, 1993). En la terapéutica del
carcinoma de prostata metastasico, la flutamida (XXXH) (pagina 24) debe

proporcionarse junto ¢on un antagenista de la GnRH, como 1a leuprolida.
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3. OBJETIVOS.

Considerando la relacién que existe entre la estructura quimica-actividad
biclogica de los antiandrogenos de tipo esteroidal y tomando como modelo molecular al
compuesto acetato de ciproterona® (XXVH) {pagina 23) se plantean los siguientes

objetives del presente trabajo de tesis.

+ Sintetizar un homélogo del acetato de ciproterona, intreduciendo en ésta
molécula un grupo metite en C-16 B-orientado, un grupo éster en C-17 a-orientado, un
grupo carbonilo en C-3; asi como [a introduccion de dobles ligaduras en C-1, C-4 y C-
6, creando con estas dos ultimas modificaciones un sistema trien conjugado para
obtener de esta manera un nuevo compuesto: 16f-metil-17a-propioxi-1,4,6-
pregnatrien-3,20-diona (XLIV) {pagina 30).

» Probar !a actividad antiandrogénica de los compuesios cbtenidos, mediante el
ensayo bioldgico de la inhibicion de la enzima Sa-reductasa.

« Aislar, purificar y caracterizar todos los compuestas obtenidos mediante sus
propiedades fisicas (pf) y espectroscopicas (UV, IR, RMN 'H).

¢ Incluir los datos espectroscopicos de RMN '°C y EMIE para los dos Gitimos
compuestos (XLill y XLiV).
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Figura 8. Ruta de Sintesis.
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4. METODOLOGIA Y RESULTADOS.

Para poder cumplir los objetivos planteados, el presente trabajo de tesis se
dividid en dos partes:

En la primera parte se trata todo lo referente a la sintesis quimica del compuesto
XLIV (pagina 30) asi como la caracterizacion fisica y espectroscépica tanto de los

intermediarios como del compuesto final (ver Figura 8 Rula de sintesis) (pagina 30).

En la segunda parte se hace referencia a la evaluacion biolégica de la inhibicion

de la enzima 5a-reductasa frente a todos los compuestos obtenidos en la sintesis.

Los puntos de fusidn {pf) de los compuestos obtenidos se deteiminaron en un
aparato Fisher-Johns y no estan corregidos. La pureza de los productos y el curso de
las }eacciones se siguié por cromatografia en capa fina utilizando como soporte o fase
adsorbente gel de silice 60 F254 Merck, utilizando como revelador una solucién de
CoCl; al 1% en H,;50; 2N yfo lampara UV A = 254nm. Los productos finales se
purificaron por medio de una columna cromatografica utilizando como adsorbente gel

de silice 60 Merck y una mezcla de elucién adecuada para cada caso.

Los equipos empleados en los diversos estudios fuerdn: Para la técnica de
Especirofotometria de Absorcion al Uitravioleta (UV) se empled un equipo Perkin Elmer
200s. En cuanto a la Espectrofotometria de Absorcion de Infrarrojo (IR) se utilizé un
equipo Perkin Elmer 5498B; utilizando |a técnica de pastilla KBr. Para la Espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN *H) y de Carbono 13 (RMN C)
equipos Varian, Gemini 200 y VRX-300s, utilizando CDCl; como discivente; los
desplazamientos estan dados en ppm referidos al TMS o DMSQO como referencia
inlerna. Finalmente para la Espectrometria de Masas {EM) se empled un espectrometro

de masas HP 5985-8 CG/MS mediante |a técnica de impacto electronico.
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4.1. METODOLOGIA Y RESULTADOS OBTENIDOS DE LA SINTESIS

QUIMICA.

Tabla 1. Propiedades fisicas y espectroscépicas para el compuesto 3f-acetoxi-

5,16-pregnadien-20-ona. XXXVILY

Propiedad medida. Valor encontrado o calculado.
Punto de fusion (°C) 181-183
Férmula molecular CazH3204
Peso molecular (uma) 356.44
Valor espectroscépico obtenido. Asignacién.
UV (nm)
A max. 238 CO o,p insaturado en C-20
IR(cm™)
294527 -C-H sp,
1729.76 CO de ésteren C-3
1661.20° CO o, insaturada en C-20
1583.90 CC conjugado en C-16
1372.77 -CH;
1247.26 -C-0-C- de CHs-COO-en C-3
1037.03 -C-0-C- de CHy-COQO-enC-3
RMN *H (ppm)
0.920 {s,3H) -CHs;en C-18
1.059 (s, 3H) -CH;en C-19
2.037 (s, 3H) -CHaen C-21
2.265 (s, 3H) -CH; de CH,;C0O0-en C-3
4.600 (m, 1H) HenC-3
5.400(d, 1H) C=CHenC-$6
6.700 {t, 1H) C=CH en C-16

32




A) Sintesis de 16a,17a-epoxi-3f-hidroxi-5-pregnen-20-ona. XXXVII. >

En un matraz bola de 100m! se disolvid 19(2.8x10° mol) de XXXVII con

metanol caliente (66ml), después se agregd hidroxido de sodio 4N (2ml, 8 x 10™ mol) y
peroxido de hidrégeno al 30% (4ml, 0.135 mol). La mezcla de reaccion resultante se
mantuvo en agitacidn y a temperalura ambiente durante un periodo de 4h. Se
monitoreo el curso de fa reaccién por CCF (Si0;; n-hexano/AcOEt 7:3) v una vez

terminado el tiempo de reaccién, se eliminé el exceso de metanol, dando lugar a!

compuesto XXXVIN, el cual precipité en forma de cristales blancos, estos se lavaron

con suficiente agua destitada hasta que se Hegd a un pH neutro . Finalmente el

producto se dejo secar al vacio, obteniendo 0.9100g (98.2%) de XXXVIll con pf 192-

194 °C.

Tabla 2. Propiedades fisicas y espectroscdpicas para el compuesto
160,17 a-epoxi-3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona. XXXVii

Propiedad medida Valor encontrado o calculado.
Punto de fusidn (°C) 192-194
Férmula molecular C21H05
Peso molecular (uma) 330.40
Valor espectroscopico obtenido Asignacién
IR {cm™)
3370.92 -OHen C-3
2937.35 -CHsy -CH,-
1692.00 COenC-20
1632.59 CCenC-5
1375.92 -CH;
1056.28 C-OenC-3
RMN 'H (ppm)
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1.023 (s, 3H) -CH; en C-18
1.049 (s, 3H) -CH;en C-19
2.034 (s, 3H) -CH;en C-21
3.217 (s, 1H) HenC-16
3.500 (m, 1H) ' Hen C-3
3.685 (s, 1H) -OHen C-3
5.340 (4, 1H) C=CHenC-8

B) Sintesis de 3B-acetoxi-16a,17a-epoxi-5-pregnen-20-ona. XXXIX.*

En un matraz bola de 50ml se disolvi6 1g (2.7 x 10”° mol) de XXXVIII con 5ml de
piridina (0.061 mol) y 10 ml (0.10 mot) de Ac.(; la mezcla de reaccidn resultante se
mantuvo en agitacién y a temperatura ambiente durante 4h. El avance de !a reaccion
se siguid por CCF (Si0; n-hexano/AcOEt 7:3), una vez terminado el tiempo de
reaccion se vertio la mezcla de reaccidn a un vaso de precipitados que contenia hielo y
100 mi de Hx0, se agitd durante 30 minutos, provocando bajo estas condiciones la
precipitacion del producto XXXIX. Después se filtrd, se iavd con agua destilada hasta
pH neutro, finalmente se dejo secar al vacio, obleniendo 1.0143g (90.0%) de XXXIX
con pf 164-166 °C,

Tabla 3. Propiedades fisicas y espectroscépicas para el compuesto 3p-acetoxi-
16¢,17a-epoxi-5-pregnen-20-ona. XXXIX.

Propiedad medida. Valor encontrado o céiculado.
Punto de fusion (°C) 164-166
Formuta molecular. C2aH»0.

Peso molecular (uma) 372.44
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Valor espectroscépico obtenido. Asignacién.
IR {cm™)
294265 i -CH3y -CH,-
1731.92 - CO de CH3;C0O0-en C-3
1697.93 CO de cetona en C-20
1245.00 C-0-C de CH,CO0-en C-3
1032.03 C-0-C de CH,CGO-en C-3
852.31 epoxido en C-16a-C-17a
RMN 'H {ppm)
0.965 (s, 3H) -CHsen C-18
0.979 (s, 3H) -CHsen C-19
1.962 (s, 6H) -CHien C-21y-CHsCOO-en C-3
3.418's, 1H) Hen C-16
4.500 (m, 1H) HenC-3
5.250 (d, 1H) C=CHenC6

C) Sintesis de 3B-acetoxi-16a,17a-epoxi-20-etilendioxi-5-pregneno. XL.*'

En un matraz bola de 50ml se colocd 1g (2.7 x 10 2 mol) de XXXIX, se disolvi6
en 6ml de tolueno seco, se agregd 20mg (0.02g, 1.16 x 10™* mol) de ApTS, 3ml (0.053
mol} de etilenglicol, 3.5mi (0.031 mol) de oroformiato de trimetilo ; la mezcla de
reaccion dada se mantuvo en agitacion y a temperatura ambiente durante 6h. bajo
condiciones anhidras. Se monitoreo el curso de la reaccion por CCF (SiO; n-
hexano/AcOEt 7:3). Una vez terminada la reaccion, se neutralizd con 0.040g (4.86 x10*
mol} de acetato de sodio anhidro. El productc XL, se extrajo 4 veces con 50ml de
cloroformo cada una. La fase organica se lavo con agua destilada hasta pH neutro, se

seco con Na,S0, anhidro y el disolvente se evapord a sequedad. Obteniendo de esta
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manera un solido amarillento que al recristalizarse de metanol produjo 0.9900g (88.5%)

del producto XL puro en forma de cristales blancos con pf 196-199 °C.

Tabla 4. Propiedades fisicas y espectroscopicas para el compuesto 3f-acetoxi-
16a,17a-epoxi-20-etilendioxi-5-pregneno. XL.

Propiedad medida, . Valor encontrado o calculado.
Punto de fusién (°C) 196-199
Foérmula molecular. CasHieOs
Peso molecular {uma) 416.48
Valor espectroscépico obtenido. Asignacién.
IR {cm™)
2941.89 -CHy y -CH,-
1719.36 COQ de ésteren C-3
1248.00 C-0-C de CH3CO00-en C-3
1033.63 C-0-C de CH3C00-en C-3
RMN *H (ppm)
0.997 (s, 3H) -CH;en C-18
1.044 {s, 3H) -CHaen C-19
1.443 (s, 3H) -CH; en C-21
2.039 (s, 3H) -CH»-COQ-en C-3
3.390 (s, 1H) -Hen C-16
3.954 (s, 4H) -0-CH,-CH>-0- en C-20
4520 (m, 1H) HenC-3
5.370 (d, 1H) C=CHenC-6
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D) Sintesis de 3B,17a-dihidroxi-20-etilendioxi-16f-metil-5-pregneno. XLI.#

En un matraz bola de 50ml se colocd 1g (2.40 x 10° mol) de XL y 400mg (0.40g,
2.10 x 10™ mol} de yodure de cobre, se agregd una solucién de bromuro de metil
magnesio 1M en THF (11ml, 0.011 mot). La mezcla de reaccion resultante se calentd a
reflujo por 4 dias, manteniendo una atmdsfera de nitrogeno. Una vez terminado el
tiempo de reaccion, la mezcla se dejd enfriar, se neutralizé con solucién saturada de
clorura de amenio (20ml) y hielo contenida en un embudo de separacion,
Posteriormente la fase acuosa se extrajo 3 veces con cloroformo y las fases orgéanicas
resultantes se juntaron y lavaron con agua hasta eliminar las sales de magnesio
precipitadas. La fase arganica se secd con Na;$0, anhidro se evaporé el disolvente a
presion reducida obteniendose un producto amarillento que al recristalizarse de

metanol produjo 0.6100g (65%) de XLI puro como agujas blancas con pf 164-166 °C.

Tabla 5. Propiedades fisicas y espectroscapicas para el compuesto

3p,17-dihidroxi-20-etitendioxi-16f-metil-5-pregneno. XLI.

Propiedad medida. Valor encontrado o calculado.
Punto de fusion {°C) 164-166
Formula molecular C2aHaa04
Peso molecular (uma) 390.48
Valor espectroscépico obtenido. Asignacion.
IR{cm™)
3450.22 -OHenC-3yC-17
2935.00 -CHyy -CH;-
2897.01 CHyy CH
RMN *H {ppm)
0.878 (s, 3H) -CHyen C-18
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0.988 (s, 3H) “CHsen C-19
1.174 (d, 3H) -CHs en C-16
1.378 (s, 3H) -CHsen C-21
2.230 (s, 1H) -OHen CA7
3.500 (m, 1H) ‘Hen C-3

3.700 (s, 1H) -OHen C-3
3.950 (m, 4H) “0-CH;-CH,-O- en C-20
5.350 (d, 1H) C=CHenC6

E) Sintesis de 3p,17x-dihidroxi-16p-metil-5-pregnen-20-ona. XLI.*

En un matraz bola de 50ml se colocd 1g (2.56 x 10” mol) de XLI, se disolvi6 en
40mi de acetona y se agregd 500mg (0.5g, 2.9 x 10”° mol) de ApTS como catalizador;
dicha mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion y a temperatura ambiente durante
1h. Se sigui6 el curso de |a reaccidn por CCF (Si0,, n-hexano/AcOEt 7:3). Al finalizar
el tiempo de reaccion se evapord el disolvente casi a sequedad, la mezcla de reaccion
se vertio a un vaso de precipitados que contenia hielo y 100ml de agua precipitanda de
esta manera el producto XLII, después se filtrd y se lavd con agua destilada hasta pH
neutro, finalmente se dejbé secar al vacio, obteniendo un sdlido verdoso que al
recristalizarse de metanof produjo 0.6600g {75%) de XLl puro en forma de cristales

blancos nacarados con pf 221-223 °C.

Tabla 6. Propiedades fisicas y espectroscopicas para ef compuesto 38,17a-
dihidroxi-16f3-metil-5-pregnen-20-ana. XLII.

Propiedad medida. Valor encontrado o calculado.

Punto de fusion (°C) 221-223

Férmula molecular. CaoH340,
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Peso molecular (umay) 346.44
Valor espectroscépico obtenido. Asignacién.
IR (cm™)
3400.22 -OH en C-17
3342.28 -OHenC-3
2928.27 -CHa y -CHz-
1690.00 COencC-20
1052.64 C-OencC-3
RMN'H {ppm)
0.800 (s, 3H) -CHsen C-18
0.970 (d, 3H) -CHien C-16
1.200 (s, 3H) -CHsen C-19
2100 (s, 3H) -CHszen C-21
3.420 (s,1H} -OHen C-3
3.500 (m, 1H) Hen C-3
3.900 (s, 1H) -OHen C-17
5.300 (d, 1H) C=CHenC-6

F) Sintesis de 17a-hidroxi-16f-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona. XLIII.**

En un matraz bola de 50ml se prepard una solucion de 1g (2.88 x 10° mol) de
XL, 2.2g (9.69 x 10 mol) de DDQ y 36m! de dioxano seco. La mezcla resultante se
calentd a reflujo durante 4 dias. Ocurrido esto, se dejo enfriar a temperatura ambiente y
se filtrd para eliminar la hidroguinona (forma reducida del DDQ), después el filtrado se
vertié a un vaso de precipitados el cual contenia 100ml {0.075 mol) de NaOH al 3% asi
camo 100 ml de cloroformo, se agitd durante 5 minutos. Posteriormente se realizaron 3
extracciones de ta fase organica con NaOH al 3% y 3 mas con una solucion saturada
de NaCl. La fase organica se seco con Na;3S0, anhidro y el disolvente se eliming a

pre'sién reducida, dando lugar a un solido amarillento que purificandelo por medio de
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CC (silica gel 60; n-hexano/AcOEt 8:2), se obtuvieron 0.6400g (65%) puros de LXII,
como cristales btancos con pf de 197-199 °C.

Tabla 7. Propiedades fisicas y espectroscopicas para el compuesto 17a-hidroxi

-16p-metil-1 ,4,6-pregnatrien-3,20-diona. LXIE.

Propiedad medida. Valor encontrado o calculado.
Punto de fusidn (°C) 197-199
Formula molecular CHz 04
Peso molecular (uma} 340.40
Valor espectroscépico obtenido. Asignacion.
UV {nm)
A max. 255, 300 Dieno y trieno conjugado
IR (cm™)
3388.27 -OH en C-17
294459 -CH3 y -CHz-
1707.17 CO0enC-20
1651.13 COenC-3
1599.86 dobles ligaduras alifaticas conjugadas en C-
1,C4yC6E
1456.68 -CHay -CHz-
RMN 'H (ppm)
1.000 (s, 3H) -CH;en C-18
1.200 (d, 3H) -CHsen C-16
1.300 (s, 3H) -CHs en C-19
2.300 (s, 3H) -CH; en C-21
6.000 (d, 1H) -C=CHen C-7
6.200 (s, 1H) -C=CHenC-4
6.300 (d, 1H} -C=CHen C-2
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6.350 (d, 1H) C=CHenC-6
7.050 (d, 1H) -C=CH en C-1
RMN C (ppm)
217.369 COenC-20
186.129 COenC-3
78.069 C-OHen C-17
49.275 -CHien C-16
EMIE (m/z)
340 M+
322 M-H,0
307 322-CH,
292 322-CH5,CH;,
279 (100% Ab. rel.) (pb) 322-(CH;C=0)" 7
43 (CH3C=0)’

G) Sintesis de 16B-metil-17a-propioxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona. XLIV.

En un matraz bola de 15ml y bajo condiciones anhidras se colocé 200mg (5.87 x
10 mol) de XLHI, se disclvié en el volumen minimo necesario de cloroformo, se
adicionaron 10mg (0.01g, 5.8 x 10° mol) de ApTS seco, 1.2mt (8.48 x 10™ mo!) de
anhidrido trifluoroacético y 0.192ml {2.546 x 10 mol) de acido propiénico. La mezcla
de reaccion dada, se agitd durante 1.5h y se mantuvo a temperatura ambiente;
siguiendo el desarrollo de la reaccidén por CCF (Si0,; n-hexanofAcOEL 7:3). Una vez
transformada toda la materia prima, el residuoc de reaccion se disolvié con CHCls
(100ml) v se vertid a un vaso de precipitados que contenia agua con hielo, se fueron
adicionando cristales de NaHC O, hasta que el pH de |la fase acuosa fuera neutro, Se
separ6 la fase organica de la acuosa, secando ia primera con Na;SO, anhidro y

evaporando el disoclvente. Obteniéndose un producto oleoso que cuando se purificd por
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CC (silica gel 60; n-hexano/AcOEL 8:2, UV=254nm) produjo 163mg (0.1630g, 4.11 x10™
mol) (70%} de XLIV puro en forma de cristales beige nacarados con pf de 218-221 °C.

Tabla 8. Propiedades fisicas y espectroscdpicas para el compuesto 16p-metil-

17a-propioxi-1,4,6-pregnatrien-3,20- diona. XLIV.

Propiedad medida. Valor encontrado o caiculado.
Punto de fusién (°C) 218-221
Fdrmula molecular CasHaz0,
Peso molecular {(uma) 396.46
Valor espectroscopico obtenido. Asignacion.
UV (nm) - 7
A max. 255,298, Dieno y trieno conjugado
R (em™)
2952 66 -CHy y -CH,-
1725.74 CO de éster sobre C-17
1707.68 CO de cetona en C-20
1652.71 CO de cetona en C-3
1604.68 CC sistema dieno conjugado de C-4, C-5,C-6
y C7
1457 .48 -CH3y -CH,-
1378.33 -CH;
1202.53 C-0 de éster de CH,-CH;-COO-en C-17
1186.50 C-0 de éster de CH;-CH-COO-en C-17
RMN 'H (ppm)
- 1.100 (s, 3H) -CHaen C-18
1.150 (t, 3H) -CH, de éster en C-17
1.280 (d, 3H) -CH,en C-16
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1.350 (s, 3H) -CHs en C-19
2.150 (s, 3H) -CHs en C-21
2.300 (m, 2H) -CH, de éster en C-17
6.050 (s, 1H) C=CHen C-7
6.250 (s, 1H) C=CHen C-4
6.300 (d, 1H) C=CHen C-2
6.350 (d, 1H) C=CHenC-6
7.100(d, 1H) C=CHenC-1

RMN *C (ppm)
212.007 COenC-20
186.230 COenC-3
173.463 €O de éster en C-17
83.934 C,C-7
47.741 -CHyen C-18
28.799 -CHy en C-21
27.669 -CH, de éster en C-17
8.863 -CHs de ésteren C-17
EMIE {m/z)
396 M+
322 M-CH;-CH,-COO-
307 1322-CH,
292 (100% AD. rel.) (pb) 322-CH,,-CH,
279 322-{CHy-C=0)"
264 307-(CHy-C=0)"
57 (CHy-CH,-C=0)"
a3 (CHs-C=0Y
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4.2. METODOLOGIA Y RESULTADOS DE LA EVALUACION BIOLOGICA DE
LA INKIBICION DE LA ENZIMA 5a¢-REDUCTASA.

El ensayo para evaluar la actividad bicldgica, consistio en determinar ia
actividad de la enzima Sa-reductasa en presencia de los productos finales asi como de
los intermediarios incluyendo la materia prima (XXXVIl} {pagina 30). Este ensayo
biologico se realizé en la ENEP Iztacala por el M. en C. César Flores. A continuacion

se menciona la técnica empleada.

« Obtencién del Extracto Concentrado de Proteinas.

Se emplearon dos ratas macho de la cepa wistar con un peso corporal de 250g,
sacrificandolas por desnucamiento. Inmediatamente, fueron extraidos los testiculos.
Este dérgano se homogeneizd, utilizando una solucion de KC1 0.17M. El extracto
obtenido se fiitré vy se centrifugd a 15,000rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se
recuperd y se saturd al 50% con (NH4).SO, en frio, el precipitado formado se dializé en
contra de 1L de buffer Tris-HCI 50mM, pH 7.3 durante 24 horas. El dializado obtenido
se centrifugé a 10,000rpm durante 10 minutos. E! sobrenadante obtenido se utilizd
como exiracto concentrado de proteinas para realizar el ensayo enzimético. Todas las
operaciones se llevaron a cabo a una temperatura de 4 °C.

La proteina del extracto se determind por el método de Bradford, utilizando
albumina sérica de bovino para construir 1a curva estandar. Este método involucra la
unién del colorante azul brillante de coomassie G-250 a la proteina. La unién del
colorante a la proteina provoca un desplazamiento en la longitud de absorcién maxima
de 465nm (rojo) a 595nm (azul).*
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+« Cuantificacién de la Actividad de la Enzima 5a -reductasa.

La cuantificacidn de la actividad de la enzima Sa-reductasa, se realizé
incubando 100ng de proteina del extracto concentrado obtenido, en un medio de
reaccion que contenia; 500uM de testosterona, 500uM del producto a evaluar, buffer
Tris-HCI 100 mM, pH = 7 y NADPH 100 uM. Se incubd durante 30 minutos a 37 °C con
agitacion y se determind la actividad antiandrogénica, midiendo 1a variacion de la
absorbancia del NADPH a 340nm en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lamba 2. A
esta longitud de onda el NADPH absorbe pero no el NADP®, por lo que los cambios en
la oxidacion pueden ser medidos.”® Se trabajaron al menos cuatro replicas por

tratamiento, a una sola concentracion (500uM).

Para poder tener controles de referencia y comparar estos con los derivados
sintetizados se evaluaron también el acetato de ciproterona (XXVII) (pagina 23) que es
el antiandrdgeno esteroidal de eleccidon en el mercado, asi como el inhibidor de |a
enzima 5 u-reductasa el azaesteroide Finasteride (Proscar) (XXXI) (pagina 23), los
cuales mostraron 0.3 y 0.4 unidades de actividad enzimatica respectivamente. Cabe
mencionar nuevamente, que la actividad enzimatica obtenida es medida indirectamente
a través de la cuantificacién de la absorbancia del NADPH presente en cada muestra.
Con base a esto, se obtuvo la actividad enzimatica para cada compuesto, (ver Tabla 9

y Figura 9 pagina 46).
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Tabla 9. Actividad in-vitro de los compuestos XXXVII - XLIV sobre ia enzima

S5a-reductasa.

COMPUESTC ACTIVIDAD ENZIMATICA
XXVl 03
XXX 0.4

XXXV 0.05
XXXV 0.04
HAKIX 0.08
XL 0.04
Xt 0.1
XLt 0.04
XL 1.52
XLV 1.82
FIGURA 3

EVALUACKIN FARMACOLOGICA DE LOS INTERMEDIRIOS ¥ COMPUESTOS FINALES.

ACTIVIDAD ENZIMATICA

OOV Xvil XXX XL A XL XLu XLV XV 001
COMPUESTOS
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5. DISCUSION.

Dado que en este lrabajo se presentan dos tipos de resultados, los referentes a
la simtesis quimica y los obtenidos en el ensayo bioldgico, la discusidn se hara por

separado.

5.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS QUIMICOS.

La ruta de sintesis que se siguid es tal como se presenta en la Figura 8 {pagina
30).

3f-acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona. XXXVil.

Este compuesto puede también ser nombrado como acetato de 16-
dehidropregnenclona {16-DPA} y conslituye la materia prima; dicho estercide presenta
las funcionalidades quimicas necesarias para ser transformada en el compuesto
deseado. Como primer paso la materia prima se caracterizé mediante sus propiedades

fisicas y espectroscopicas, tal como se presentan en la Tabla 1 {pagina 32).

El compuesto citade, en su absorcidn al UV (Figura 10) (pagina 60) presenta la
exislencia del croméfore conjugade con Amax de 238nm, que corresponde al grupo

cetona «, B, insaturada en C-16-en-20-ona.

En cuanto a su espectro de IR (Figura 11) (pagina 61) se encuentran dos
absorciones en la zona de los carbonilos en 172976cm’ y 1661.20cm”
correspondientes al carbonilo del grupo acetoxi en C-3 y de la cetona «, B insaturada
en C-20 respectivamente. También se observan sefiales correspondientes a metilos y
metilenos en 294527 y 137277cm®. Las sefales en 1247.26 y 1037.03cm’

representan la interaccién C-O del éster en C-3.
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En tanto a a RMN 'H (Figura 12) (pagina 62), presenta las siguientes sefales;
dos singuletes en 0.920 y 1.059 ppm que integran para 3 protones cada uno,
correspondientes a los protones de los metilos angulares en C-18 y C-19
respectivamente, ’asi como dos senales simbles en 2.037 y 2.265 ppm que integran
para 3 protones cada una pertenecientes al metilo en C-21 y al metilo de! grupo acetato
sobre C-3 respectivamente, asi como una sefial multiple que integra para un proton en
4.60ppm correspondiente al protén base del acetoxi en C-C. En la zona de prolones
vinilicos se presenta un doblete en 5.40ppm que integra para un proton, se debe al
protdn vinilico en C-6, el cual esta acoplado a cada uno de los protones vecinos en C-
7. Por ditimo la sedal triple en 6.70 ppm que integra para un protdn, se asignd al protén
vinilico en C-16 que se encuentra acoplado a los dos protones vecinos en C-15.

16a,17a-epexi-3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona. XXXVIII.

El primer paso de la sintesis involucro la formacién de un epéxido en C-16 y C-
17. Dicha epoxidacién se realizd con peréxido de hidrogeno en medio bésico,
produciendose una adicidn nucleofilica del anién hidroperdxido sobre la doble ligadura
en C-16 y C-17 mediante un mecanismo tipo Michael. El compueslo deseado se obtuvo
con un rendimiento del 98.2% y se caracterizé mediante sus propiedades fisicas y
espectroscopicas como las muestra |a Tabla 2 (pagina 33).

El espectro de IR (Figura 13) {(pagina 63) de este compuesto presemta una
banda muy intensa en 1692.00cm™ que corresponde a la frecuencia de absorcion del
grupo carbonilo en C-20. Como se cuenta con un medio basico de reaccion, se produjo
la hidrolisis simultanea del grupo acetoxi en C-3 se confirma con la ausencia de la
sefial del carbonito del éster en 1729.76cm™ asi como de la aparicion de una senal
intensa en 3370.92cm” que corresponde al alcohol en C-3. También se puede
observar la presencia de sefales en 2937.33¢m™ y 1375.92cm™ correspondientes a

grupos metilos y metilenos. La sefial en 1632.59cm™ se asigné a fa insaturacién en C-5
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y finalmente 1a sefal en 1056.28cm™ corresponde al enlace C-O del grupo alcohol en
C-3.

El analisis del espectro de RMN 'H (Figura 44) (pagina 64), indica la
desaparicion de la sefial triple en 6.70ppm correspondiente al protén vinilico en C-16 y
la aparicion de una sefal simple en 3.217ppm que integra para un protén, base del
epoxido en ese mismo carbono. La sefal miltiple de 3.50ppm que integra para un
protén se asignd al piotdn en C-3 y las sefiales simples en 1.023 y 1.049ppm que
integran para 3 protones cada una, correspanden a los metilos angulares en C-18 y C-
19 respectivamente. También se observa una sefial simple que integra para 3 protones
en 2.034ppm que corresponde al metilo en C-20, asi como la sefal doble en 5.34ppm
que integra para un proton asignado al protdn vinilico en C-6. Finalmente se observa
una sefal en 3.685ppm que integra para un protdn y se asignd al protén del alcohol en
C-3.

Jp-acetoxi-16¢,170-epoxi-5-pregnen-20-ona. XXXIX,

El siguiente paso de la sintesis consistié en proteger el alcohol libre en C-3 del
compuesto XXXVIIl con un grupo acetoxi. Esto se realizd mediante el método
convencional de acetilacién que emplea una mezcla de anhidrido acético y piridina
formando de esta manera el electrdfilo acetilpiridinio considerade como la especie
acetilante. El compuesto acetilado se obtuvo con un rendimiento del 90.0% y se
caracterizd por medio de sus constantes fisicas y espectroscopicas enlistadas en la
Tabla 3 (pagina 34).

El espectro de IR (Figura 15) {pagina 65) indica la presencia de una sefal en
1731.92em™ asignada al carbonilo del acetoxi en C-3 y la ausencia de la sefial en
3370.92cm™ que correspondia al alcohol libre en la misma posicién confirmando de
esta manera la acelilacién. La sefal en 1697.93cm™ corresponde al carbonila en C-20.
Y ias sefales en 124500 y 1032.03cm” son caracteristicas del éster en C-3.

Finalmente la sefal en 2942 65cm™ se debe a los grupos metilos y metilenos.
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Con respecto al espectro de RMN 'H (Figura 16) (pagina 66) mostré dos
sefiales simples en 0.965 y 0.979ppm que integran para 3 protones cada una de ellas
correspondientes a los metilos angulares C-18 y C-19 respectivamente. El singuiete en
1.962ppm que integré para 6 protones se asignd al metilo del grupo acetoxi en C-3 y al
metilo en C-21 alfa a la cetona en C-20. El protén en C-16 esta representado por una
sefal simple que integra para un protén en 3.418ppm y el protdén en C-3 se ve como
una sefal mulliple desptazado a campo bajo en 4.50ppm. Finalmente, la sefal doble en

5.25ppm que integra para un protdn se asignd al protén vinilico en C-6 acoplado a dos
protones vecinos en C-7.

3p-acetoxi-16a,17c-epoxi-20-etilendioxi-5-pregneno. XL.

£l paso siguiente en la sintesis implico la proteccién del carbonilo en C-20
mediante la formacion de su cetal, debido a que el proximo paso involucra la apertura
del epdxido mediante un reactivo organometdlico de Grignard el bromuro de

metilmagnesio para introducir el grupo metilo en posicién C-168.

Esta reaccién de proteccién se efectué empleande etilenglicol, ortoformiato de
trimetilo, tolueno como disolvente y acido p-toluensulfonico como catalizador para dar
lugar a la formacién del dioxolano. El compuesto resultante se obtuvo con 88.5% de
rendimiento y se identifico como XL por medio de sus propiedades fisicas y

espectroscopicas las cuales se mencionan en la Tabla 4. (pagina 36).

El analisis del espectro de IR (Figura 17) (pagina 67) refleja la desaparicion de
ta sefal correspondiente al carbonilo ceténico en C-20 en 1697.93cm”, mostrando
unicamente ia banda del carbonilo del acetoxi en C-3 en 1719.36cm™. Ademds de que
se siguen conservando las sefiales referentes a los metitos y metitenos en 2941.89¢cm’™

y las caracteristicas del éster en C-3 en 1248.00 y 1033.63cm™ que representan la
union C-O.
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E! espectro de RMN 'H (Figura 18) (pagina 68) muestra dos singuletes en 0.997
y 1.044ppm que integran para 3 protones cada una, correspondientes a los metilos
angulares C-18 y C-19 respectivamente. De igual manera se observa un singulete en
1.443ppm que integra para 3 protones asignado al metilo C-21, esta sefal se ha
desplazado a campo alto con respecto al compuesto XXXIX debido a la falta del
carbonilo en C-20 que lo protegia. E! desplazamiento quimico de 2.039ppm que integra
para 3 protones pertenecientes al metilo del acetoxi sobre C-3 y en 3.390ppm otra
sefial simple que integra para un protdn en C-16. Se registra ademas, un singulete en
3.954ppm que integra para 4 protones asignado a! dioxclano en C-20. En 4.520ppm se
observa una sefal multiple que integra para un protén en C-3 que se encuentra
acoplado a cuatro protones vecinos situados en C-2 y C4 y finalmente en 5.370ppm

una sefal doble que integra para un protdn corresponde al protdn vinilico en C-6,

3p,17a-dihidroxi-20-etilendioxi-16-metil-5-pregneno. XLL

El paso siguiente que se llevd a cabo fue |la apertura del anillo del oxirano de LX
mediante un mecanisme de adician nucledfilica, empleando bromuro de metilmagnesio
en tetrahidrofuranc y yoduro de cobre como catalizador, todo ello con la finalidad de
introducir un grupo B metilo en C-16 del esteroide, asi como |la generacion simultanea
del oxhidrilo a en C-17. Esta reaccidn produjo el compuestc XLI con 65% de
rendimiento y se caracterizd por medio de sus propiedades fisicas y espectroscépicas,

mostradas en ia Tabla § (pagina 37).

El espectro de IR (Figura 19) (pagina 69) de este compuesto muestra una banda
ancha en la zona de 3450.22cm™ que corresponde al oxhidrilo en C-17, generado por
la apertura del epoxide en C-16-C-17, en esta misma sefal se observa una inflexidn
que se debe al oxhidrilo en C-3 que se presenta como resultado del ataque del acetato

por el reactivo de Grignard;, es por ello que esta banda fue asignada a los dos
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oxhidrilos. Asi mismo se observan sefates en 2935.00 y 2897 01cm™ caracteristicas de
metilos y metilenos.

El espectro de RMN 'H (Figura 20) (pagina 70) presenta dos singuletes en
0.878 y en 0.988ppm, ambas sefiales integran para 3 protones, correspondientes a los
metilos angutares C-18 y C-19 respectivamente; un doblete en 1.174ppm que integra
para 3 protones, asignada al metilo en C-16. La sefiai simple en 1.378ppm integra para
3 protones se refiere al metilo C-21 alfa al carbonilo que soporta a la entidad
etilendioxi. En 2.230ppm se ubica una sefial simple que integra para un protén
asignada al protdn del oxhidrilo sobre C-17 y en 3.50ppm una sefial muitiple que
integra para un protén que se encuentra situado en C-3. Una sefal simple en 3.70ppm
que integra para un proton, del oxhidrilo en C-3; el multiplete en 3.950ppm que integra
para los cuatro protones del grupo etilendioxi en C-20 y finalmente el dobtete en

5.350ppm que integra para un proton se debe al protdn vinilico en C-6 acoplado a los
dos protones en C-7.

3B,17c-dihidroxi-16p-metil-5-pregnen-20-ona. XLN.

Aqui lo que se ltogrd fue regenerar el grupo carbonilo sobre C-20 utilizando un
medio acido de reaccién disolviendo el compuesto XLI en acetona y agregando acido
p-toluensulfénico; esta reaccion produjo un dihidroxi compuesto que se caracterizod

mediante sus propiedades fisicas y espectroscopicas mostradas en la Tabla 6. (pagina
38).

El espectro de IR (Figura 21) (pagina 71) presenta las dos bandas en la zona de
alcoholes en 3400.22 y 3342.28cm™ indicativas a los oxhidrilos en G-17 y C-3
respectivamente. Asi mismo se aprecian sefales en 2928.27cm™ que indican Ia

presencia de grupos melilos y metilenos; en 1052.64cm™ la interaccién C-O en C-3 y
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en 1690.0cm™ una sefial muy intensa corresponde al carbonilo regenerado en C-20
con {o cual se corrobora la reaccion de hidrélisis del cetal.

La RMN 'H (Figura 22) (pagina 72) también corrobora la regeneracion dei grupo
carbonilo en C-20 ya que la sefial miitiple en 3.950ppm que integra para los cuatro
protones del grupo etitendioxi en C-20 ha desaparecido; la sefial simple en 0.800ppm
que integra para 3 protones y la sefial doble en 0.970ppm que irtegra de igual manera
que la anterior se deben a los metilos C-18 y C-16 respectivamente. Las sefales
simples que integran para 3 protones cada una en 1.20 y 2.10ppm corresponden a los
metilos C-19 y C-21 alfa al carbonilo. Cabe mencionar que este Ultimo valor se
desplazé a campo mas bajo (mayores ppm) como es de esperarse para un protén
sobre el atomo de carbono alfa at carbonilo. En 3.42ppm se ubica una sefial simple que
integra para un hidréger.o, asignada al proton de! oxhidrilo en C-3, 1a otra sefal simple
indicativa del proton de -OH en C-17 se encuentra en 3.90ppm. Se aprecia una sefal
multiple en 3.50ppm que integra para un protdn en C-3 el cual se encuentra acoplado
con los protones vecinos en C-2 y C-4. Por udltimo se distingue una sefia!l dable en
5.30ppm que es debida al protén vinilico en C-6 acoplade a los protones en C-7.

170-hidroxi-16p-metil-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona. XLIl.

En este paso de la sintesis se llevo a cabo la oxidacion del grupo oxhidrilo en C-
3 y ademas 1a introduccidn de dobles ligaduras en C-1, C-4 y C-6; todo esto se logré a
través de la deshidrogenacién con DDQ. El método empleado permitié disminuir un
paso adicional de sintesis, ya que se evitd oxidar primero el sistema 3-ol a través de
una oxidacion de Oppenauer. Asi de esla forma se obtuvo el producto deseado con
65.0% de rendimiento y cuya estructura se elucidé por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas, las cuales se mencionan en la Tabla 7 (pagina 40).
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Debido a que este compuesto presenta un grupo cromdforo 1,4,6-rien-3-ona, se
determind 1a presencia de éste por medio de un maximo de absorbancia a 255 y 300nm
(256 y 304nm dalos tedricos referidos al dieno y trieno conjugado respeclivamente)
(Figura 23) (pagina 73).

Este compuesto en su espectro de IR (Figura 24) (pagina 74) presenta una
banda en 3389.27cm’”’ correspondients al oxhidrilo en C-17. Se comprueba la oxidacion
del grupo oxhidrilo en C-3, pues la sefial en 3342.28cm™ perteneciente al alcohol en C-
3 desaparecié y en su lugar se observa una sedal en 1651.13cm™ perteneciente al
carbonilo en la misma posicién. En la misma zona de carbonilos, en 1707.17cm™ una
sefial debida al carbonilo en C-20 a, B-insaturado. La sefial de 1599.86cm™ se asigné a
las dobles ligaduras alifaticas conjugadas: por Gllimo las bandas 2944.59 y 1456.68cm™
son indicativas de los metilos y metilenos presentes en el esteroide.

El espectro de RMN'H (Figura 25) (pagina 75) nuevamente confirma la
generacion de la entidad 1,4,6-lrien-3-ona al apreciarse que la sefal simple en
3.42ppm que integraba para el protén del oxhidrilo en C-3 desaparecid, observandose
en la zona de los protones vinilicos cinco sefales: una simple que integra para un
protén en 6.20ppm que sin duda corresponde al protén vinilico C-4 aifa al carbonilo en
C-3, las cuatro sefales restantes cuya multiplicidad es dobte y su integracion es de un
protan son las que aparecen en 7.05pmm, se asigné al protdn en C-1, en 6.35, 6.30 y
6.0ppm corresponden a los protones situados en C-6, C-2 y C-7 respectivamente. Las
sefiales restantes son debidas a los metilos presentes en la molécula esteroidal, se
aprecia una sefal simple que integra para 3 protones en 2.3ppm que comresponde al
metilo C-21, otras dos sefiales simples en 1.3 y 1.0ppm se asignaron a ios melilos
angulares C-19 y C-18 respectivamente. Finalmente una sefiali doble en 1:2ppm
corresponde al metilo en C-16.

La RMN "C (Figura 26) (pagina 76) para XLHI también confirma |a presencia de

la entidad 1,4,6-trien-3-0na; ya que en la zona de los carbonilos ademas de apreciarse
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la sefal en 217.369ppm indicativa del carbonilo en C-20 se observa otra sefial en
186.129ppm asignada a! carbonilo en C-3 generado por la oxidacion. En 78.069ppm
una sefial perteneciente a! carbono 17 que es el que sostiene al grupo oxhidrilo .

Finalmente la sefial 49.275ppm se asignd al carbono del metilo en C-16,

La EMIE (Figura 27) (pagina 77} muestra un ion molecular de 340
correspondiente al peso molecular de XLIE. También se observa un pico en 322 dado
por la deshidratacion del alcohol en C-17. Los picos siguientes situados en 307 y 292
se produjeron por la perdida de 15 y 30 unidades respectivamente del fragmento m/z
322. El pico de 279 y que ademas constituye el pico base, se debe a la pérdida de
(CH5C=0)" 0 43 unidades de! fragmento 322. Finalmente el pico en 43 corresponde al
fragmento (CH;C=0)".

163-metil-17a-propioxi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona. XLIV.

La esterificacion del grupo oxhidrilo en C-17 det compuesto XLIIl se llevé a cabo
con acido propitnico dando origen a un nuevo compuesto no reportado en la literatura,
cuya estructura se elucidd por sus propiedades fisicas y espectroscopicas mostradas

en \a Tabla 8 (pagina 42). El rendimiento de ésta reaccién fue del 70.0%.

Debido a que éste nuevo compuesto presenta un grupo cromoéforo 1,4,6-trien-3-
ona, se determino la presencia de éste por medio de un maximo de absorbancia a 255
y 300nm (256 y 304nm datos tedricos referidos al dieno y trieno conjugado

respectivamente) (Figura 28) (pagina 78).

El espectro de IR (Figura 29) (pagina 79) comprueba la eslerificacion del
oxhidrilo en C-17, ya que la banda en 3389.27cm” desaparecio, observando una sefial
nueva en 172574cm’ asignada al carbonilo del éster propionico, asimismo se
observan dos sefiales mas en la zona de carbonilos una en 1707.68 y ofra en

1652.71cm”" referentes af grupo cetona en C-20 y C-3 respectivamente. En 1604.68cm™’
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la sefial se asignd a la interaccidn C-C en el sistema dieno conjugade de C-4 a C-7.
Las sefiales en 2952.66, 1457.48 y 1378.33cm” se deben a la presencia de metilos y
metilenos en la estructura base del estercide. Finalmente |as bandas en 1202.53 y

1186.90cm™ fueron asignadas a la interaccion C-O del éster en C-17.

El espectro de RMN 'H (Figura 30) (pagina 80) reafirma la formacién del éster
prepidnico, ya que en 1.15ppm se ve la aparicién de una sefal triple nueva que integra
para 3 protones, correspondientes al metilo del grupo propionato en C-17, ademas, en
2.30ppm se ve una sefal multiple que integra para 2 protones debida al metileno del
mismo grupo. Las sefales simples en 1.10 y 1.35ppm que integran para 3 protones
cada una, corresponden a los metilos angulares C-18 y C-19 respectivamente. En
1.28ppm una sedal doble que integra para 3 protones se asigno al metilo en C-16. En
2.15ppm una sefal simple que integra para 3 protones corresponden al metilo C-21.
. Los protones vinilicos se observan en: 6,05, 6.25, 6.30, 6.35 y 7.10ppm los cuales
integran para un proton en C-7, C-4, C-2, C6y C-1 respectivamente.

La RMN C (Figura 31) (pagina 81) una vez mas corrobora la formacion del
éster en C-17, ya que en la zona de los carbonilos ademas de las sefiales en 212.007 y
186.230ppm atribuidas a los carbonilos en C-20 y C-3 respectivamente : se observa
una senal mas situada en 173.463ppm debida al carbonilo del éster propi6nico. Por
olro lado en la region de los carbonos melilicos y metilénicos también se aprecia la
aparicion de dos sefales nuevas en 8.863 y 27.669ppm correspondientes al carbono
metilico y metilénico del éster propionico. El carbono 17 se encuentra en 83.934ppm,
las sefiales que se conservan son en 47.741 y en 28.799ppm gque corresponden al
carbono del metilo en C-16 y al del metilo C-21.

L.a EMIE (Figura 32) (pagina 82) muestra un ion molecular pequerio de 396 que
corresponde al peso molecular de XLIV. El pico siguiente en 322 se produjo por Ja falta
de 74 unidades que se deben a la pérdida de acido propiénico, el siguiente pico en 307
se debe a la pérdida de la entidad -CH, del fragmento 322. El pico en 292 que
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constituye el pico base se atribuye a la perdida de 30 unidades del fragmento 322 6 a
la pérdida de 15 unidades del fragmento 307. Los dos picos siguientes en 279 y 264 se
produjeron por la pérdida de {CH,C=0)" del fragmento 322 y 307 respectivamente. El
pico de 57 esta dado por el fragmento (CHsCH.C=Q)" y el de 43 por la entidad
(CH;C=OY', ' |

5.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS BIOLOGICOS.

Existe una gran diversidad de inhibidores de la enzima 5¢-reductasa, que
efectian un bloqueo completo del andrégeno, lo cual parece ser una de las mejores
opciones para e tratamiento del cancer de prdstata y de la hiperplasia prostatica

benigna en vez de la cirugia,

Se sabe que algunos compuestos no esteroidales actuan inhibiendo a la enzima

46,47

Sa-reductasa™ ™, la mayoria de los antiandrégenos de interés terapéutico pertenecena

la serie esteroidal®, especificamente los derivados de 1a progesterona XIV (pagina 8)
asi como el acetato de ciproterona® XVII (pagina 23) y el Proscar™ XXXI (pagina 23).

Es por ello que se lomaron como referencia estos dos compuestos.

Para realizar el ensayo in-vifro de la actividad inhibitoria de la enzima 5a-reductasa
frente al compuesto final, a los intermediarios obtenidos y a las controles empleados,
se utilizé extracto de testiculos de ratas wistar por ser el principal sitio de biosintesis de
testosterona y androgenos relacionados, valorando la actividad de inhibicion de ia

enzima Sa-reductasa como indice de actividad antiandrogénica potencial.

Se ha indicado anteriormente con base en estudios (de derivados de la serie del
pregnano {IV) {pagina 7)) que ha realizado el equipc de trabajo dei Dr. €. Bratoeff ',
que la actividad antiandrogénica se ve incrementada en 1a molécula de la progesterona

XV (pagina 8) cuando a ésta se le introduce un atomo de haldgeno en C-6, una
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funcion éster o un grupo oxhidrilo en C-17 y un grupo metilo en C-16 {éste es un factor
muy importante).

Se conoce que la reduccion enzimatica del grupo carbonilo en C-20 baja de
forma considerable la actividad antiandroigénica del estercide y para evitar dicha
reduccion se han diseftado técnicas de sintesis para incorporar grupos volliminosos en

C-16 y C-17 impidiendo de esta manera el acercamiento de la enzima ai grupo
carbonilo en C-20.

El producto nuevo XLIV asi como los intermediarios XXXVIl, XXXVHEXXXIX, XL,
XLI, XL, XL, se evaluaron in-vitro como inhibidores de la enzima Sa-reductasa.
Como se habia mencionado todos los compuestos se compararon con el acetato de
ciproterona XXVIl y con el nuevo famaco del mercado Proscar (Finasteride) XXXI. Los

resultados obtenidos del ensayo bioldgico se encuentran reportados en la Tabla 9, asi
como en la Figura 9 (pagina 46).

Como se esperaba, {os compuestos intermediarios XXXVH - XLil no mostraron
actividad antiandrogénica apreciable, esto puede deberse a que carecen del atomo de
halégeno en C-6, del sistema conjugado y ademas de que ninguno de ellos presenta
un grupo metilo en C-16. El intermediario XLIII que carece del atomo de halégeno en
C-6 pero que posee un sistema 1,4,6-trien-3-ona y ademas presenta un -metilo en C-

16, mostré una actividad mas alta que el acetato de ciproterona y el Proscar
superando a este Glimo hasta en un 300%.

El compuesto nuevo XLIV tampoco presenta un grupo haidgeno en C-6, pero si
posee el sistema trien conjugado, el B-melilo en C-16 y ademas el alcohol en C-17 que
presentaba XLHI se encuentra esterificado, dadas estas modificaciones éste producto

superd en la actividad antiandrogénica en un 20% al compuesio XLIL.



6. CONCLUSIONES.

* Un nuevo inhibidor de ia enzima Sa-reductasa derivado de la serie del
pregnano (IV): 16B-metil-17a-propiexi-1,4,6-pregnatrien-3,20-diona XLIV se logré
sintetizar como posible farmaco potencial para el tratamiento de padecimientos como el

cancer de prostata mediado por andrégenos y de la hiperplasia prostatica benigna.

* Como dicho compuesto es nuevo, se caracterizé mediante sus
propiedades fisicas (pf) y espectroscopicas(UV, IR, RMN 'H, RMN °C y EMIE).

* Los intermediarios XXXVHi-XLIl no mostraron actividad inhibitoria hacia la

enzima Sa-reductasa.

* El compuesto XLIH, mostrd una potente aclividad inhibitoria sobre la
enzima So-reductasa, superando a los dos controles empleados el acetato de
ciproterona XXVIl y al Proscar (Finasteride) XXX!. Teniendo esto como antecedente el
- compuesto XLill puede ser empleado como materia prima para obtener diversos

productos con elevada actividad antiandrogénica,
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7. APENDICE.
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Figura 10. Espectro de UV de 3p-acetoxi-5,16-pregnadien-20-ona. XXXVIl.
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Ab. rel.
AcOEt
ApTS

°C

cC

CCF
CDCl,4
{CF,CO);
CHCI;
(CH;CO);
CH,CH,COOH
CoCl;
Cul
CH;MgBr
(CH,CH, 0},
d

DDQ
DMSQ
DPA
EMIE
ENEP
FSH

9

GnRH

h

H,0;
HLG
HLHL

IR

KCI

L

) max.
LH

M

K9

M-ﬁ

M

mM

m

mg

ml

8. ABREVIACIONES.

Absorbancia relativa

Acetato de etilo

Acido p-Toluensuifonico

Grados centigrados

Cromatografia en columna
Cromatografia en capa fina

Clorcformo deuterado

Anhidrido trifluoroacético

Cloroformo

Anhidrido acético

Acido propiénico

Cloruro de cobalto

Yoduro de cobre

Bromuro de metii magnesio

Dioxano

Senal doble en RMN 'H

Dicloro diciano benzoquinona

Dimetit sulféxido

Acetato de 16-dehidropregnenolona
Espectrometria de Masas por Impacto Electronico
Escuela Nacional de Estudios Profesionales
Harmona Estimulante del Foliculo
Gramos

Hormona Liberadora de Gonadotropina
Horas

Peroxido de hidrégeno

Hormona Liberadora de Genadotropinas
Hormona Liberadora de Hormona Luteinizante
Espectrometria de Absorcién al Infrarrojo
Cloruro de potasio

Litros

Longilud de onda de maxima absorcidn
Hormona Luteinizante

Micromolar

Microgramos

lon Molecular

Molar

Milimolar

Senal multiple en RMN 'H

Miligramos )

Mililtitros
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m/z
N
NADPH

NADP*
NaHCO,

(NH,4):S0,
NaOH

Na,SO, anh.

pb
ppm
RMN ®C
RMN 'H
rpPm

S

Si0,

t

T amb.
THF
™S
uv
uma

Relacion masa/carga

Normalidad

Nicotin Adenin Dinucléotido Fosfato en su forma
reducida

Nicotin Adenin Dinucléotido Fosfato en su forma
oxidada

Bicarbonato de sodio

Sulfato de amonio

Hidréxido de sodio

Sulfato de sodio anhidro

Pico base

Partes por mitlon

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
Revolucicnes por minuto

Sefal simple en RMN 'H

Oxido de silicio (Silice)

Senal triple an RMN 'H

Temperatura ambiente

Tetrahidro furano

Tetra metil silano

Espectrofotometria de Absorcidn al Ultravioleta
Unidad de Masa Atdmica
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