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INTRODUCCION

Con el interés de aumentar la actividad de los compuestos antiandrogénicos
y reducir sus efectos colaterales potenciales, ha existide en nuestro
[aboratorio una investigacion considerable en la sintesis de antiandrégenos.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es sintetizar a partir del
acetato de 16-dehidropregnenolona (fig. XV, pag. 17) el compuesto 17-o-
acetoxi-16-p-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona  (fig. [, pég.1). Este
compuesto es un intermediario en la preparaciéon de nuevos antiandrégenos
que inhiben a la S5a-reductasa, la enzima responsable de la conversidn de
testosterona (fig VII, pag. 8) a dihidrotestosterona, DHT (fig. VIII, pag. 8).
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Nuestro interés en el estudio de estos compuestos estd fundamentalmente
centrado en la sintesis parcial de nuevos esteroides, su caracterizacion
espectroscopica y la determinacion de sus propiedades farmacolégicas.

Los antiandrégenos son compuestos que bioguean la sintesis o accién de los
andréogenos, por lo que podrian resultar Gtiles para el tratamiento de
hiperplasia prostatica benigna, carcinoma de préstata, acné, calvicie
mascu%ina, sindromes virilizantes en las mujeres y pubertad precoz en
niffos.

La estrategia de usar antiandrégenos para el tratamiento de enfermedades
dermatoldgicas inducidas por andrégenos es un concepto tedrico. Se ha
observado que este tipo de compuestos administrados por via oral para el
tratamiento del acné, tales como el acetato de ciproterona (fig. XI, pag. 9) y
flutamida (fig. XII, pag. 9), tienen cierta eficacia, pero frecuentemente estan
asociados con significantes efectos colaterales. Por esta razén no es muy
recomendable prescribir antiandrégenos particularmente a pacientcs que
presentan acné moderado. Asi que la necesidad de nuevos farmacos efectivos
que se administren topicamente y cuyo efecto inhibitorio sea sélo en el sitio
de aplicacién y con ausencia total de algin cfecto colateral sistémico estd
bien reconocida.'’



Se sabe que los andrégenos tienen una importante actividad en el cdncer de
prostata, por lo que abatir la funcién androgénica es la base de la terapia
inicial para el cdncer prostético.’

En nuestro laboratorio se han determinado las caracteristicas estructurales
que debe poseer los compuestos esteroidales para presentar actividad
antiandrogénica.6

-Estructura casi plana de la molécula.

-Presencia de! grupe funcional lo,2u-ciclometileno en el anillo A o en su
lugar una doble ligadura.

-Dobles enlaces en las posiciones C-4 y C-6 -Un grupo voluminoso en el C-
16 y C-17.

Para lograr la obtencion de compuesto 1 (pag. 1) se recurre a las siguientes
modificaciones de la materia prima, el acetato de 16-dehidropregnenolona
(fig. XV, pag. 20)

l.-Formacién de un epéxido en los C-16 y C-17.

2.-Acetilacion en C-3,

3.-Proteccion del carbonilo en C-20,

4.-Introduccién de un grupo metilo en C-16.

5.-Desproteccion del carbonilo en C-20.

6.-Oxidaci6én del alcohol secundario en C-3.

7.-Formacidn de 2 dobles enlaces conjugados en C-4-C-6.

8.-Esterificacion del alcohol en C-17.



ANTECEDENTES

Los andrégenos son principalmente biosintetizados y secretados por el
ovario, corteza suprarrenal y testiculos a partir del colesterol. La bmsmtesm
de la testosterona (fig. VII, pdg. 7) se presenta en el esquema 1 (pag. 7)

En tejido periférico también tiene lugar la sintesis de estrogenos y
androgenos para su propio uso. La concentracion en estos tejidos es mucho
mas grande que en los testiculos, debido a que estos dltimos sintetizan y
liberan andrégenos para el uso de otros tejidos. Consecuentemente la
concentracién sanguinea de testosterona (fig. VII, pdg. 7) es un indice
vilido de formacioén de testosterona para los testiculos, pero no para tejido
periférico, cuya fuente es s6lo una pequefia fraccién (5%) de andrégenos
activos en la sangre. Esta fraccwn resulta de alguna “fuga” de testosterona
del tejido perlférlco

Después de la secrecion por los testiculos, ovarios y gldndula suprarrenal, la
testosterona (fig. VII, pag. 8) es metabolizada en el higado, piel y glandula
prostatica, por las enzimas aromatasa y Sc-reductasa produciendo estradiol
(fig. XI1X, pag. 8) vy DHT respectivamente (fig VIII, pag 8). El metabolismo
de la testosterona se presenta en el Esquema 2. (pdg. 8)

Ciertos tejidos sensibles a la accidén de andrégenos incluyendo la prostata
responden principalmente a la DHT, que al ser una molécula no polar
atraviesa de forma espontinea la membrana plasmética de las células en
direccién al citosol. Una vez en el citoplama se fija al receptor proteico
intracelular para andrégenos con una fuerza de unas 50 veces mayor que la
testosterona (fig. VII, pag. 7). E! complejo formado, dihidrotestosterona-
receptor es mas estable que el corresgmondlente a la testosterona; asi se
explica su mayor potencia androgemca

Los andrdégenos poseen importantes efectos fisioldgicos durante el periodo
embrionario, virilizan el tracto urogenital del embrion masculino y su acién
es capital para el desarrollo de su fenotipo. o

En la pubertad son responsables de los caracteres sexuales secundarios
masculinos como es el engrosamiento de Ia voz, crecimiento de vello en
zonas determinadas, desarrollo de la masa muscular, crecimiento del pene y
escroto. También ofrecen una disminucién en importantes riesgos a la salud,
los cuales se enuncian en la tabla 1.° (pag. 6}

Los desérdenes androgénicos tienen muchos efectos fisicos negativos, estos
efectos pueden ser causados por un cxceso de andrégenos (exdgenos o
endbégenos) o por un Organo muy sensible a niveles normales de
androgenos.



Los signos mds aparentes del exceso de andrégenos son las manifestaciones
externas, incluyendo piel grasosa, acné, hirsutismo, obesidad androide,
virilizacién en la mujer, alopecia androgénica, disminucién de fa libido y en
hombres se observan graves desviaciones en su conducta sexual.’

De igual importancia son los disturbios metabélicos potenciales asociados
con hiperandrogenicidad particularmente en lipidos y carbohidratos. Estos
cambios han estado casualmente asociados a cambios en la mortalidad y
morbilidad cardiovascular por retencién de agua junto con clorure de sodio
que eleva las concentraciones plasmaticas del colesterol-LDL y disminuyen
las del colesterol-HDL. Un desfavorable perfil de lipidos y aumento en [a
incidencia de diabetes e hipertencién son amenazas reales para la salud a
largo plazo.’

De un interés especial s el papel de los andrégenos en el cdncer de prostata.
El tejido prostdtico requiere de un soporte hormonal adecuado para la
diferenciacién, desarrollo norma! de la glindula y para mantener su
integridad estructural y funcional. De hecho la orquidectomia resulta en
regresién  prostitica y la administracién de andrégenos reactiva el
crecimiento prostdtico con proliferacion tanto de la estructura estromal
como epitelial.

Se ha demostrado que los andrégenos promueven directamente la
diferenciacién epitelial pero no afectan substancialmente la proliferacion
epitelial de la glindula adulta. Por lo tanto el efecto de los esteroides
sexuales en la promocién del crecimiento es en parte indirecta y mediada
por otras sustancias como factores peptidicos de crecimiento. Estos factores
actuan como reguladores locales de la replicacién celular y diferenciacién
entre procesos pardcrinos y autdcrinos.?

Uno de los principales factores de crecimiento es el factor de crecimiento
epidermal (EGF), que es sintetizado por células epiteliales y cuya liberacion
estd controlada en particular por la DHT (fig. VIIL, pag. 8). EGF puede ser
considerade como un mediador de la accién androgénica en las células
epiteliales.

EGF se une a su receptor especifico, dicho receptor es una glicoproteina
transmembranal compuesta de un dominio extracelular vy un dominio
intracefular con actividad de tirosincinasa. La unién de EGF activa al
dominio tirosincinasa, el cual fosforila a varias proteinas celulares que
regulan la sintesis de DNA y replicacién celular en la préstata normal y en
la hiperplasia prostatica benigna (BPH).Q0

Los antiandrégenos son compuestos que bloguean la sintesis o accidn de los
androgenos.

Los antagonistas androgénicos compiten por el receptor androgénico (AR)
dentro del 6rgane blanco. Sin embargo el mecanismo molecular preciso de
su antagonismo no estd bien definido e incluso se ha observado una



diferenci;aoen la interaccidn de los difercntes agonistas y antagonistas con su
receptor.

COMPUESTOS ANDROGENICOS

El acetato de ciproterona (fig. XI, pag. 9) es un esteroide progestacional con
inherente androgenicidad y antiandrogenicidad, que compite por ei receptor
androgénico (AR) en los tejidos blanco.?’

La flutamida (fig. XII, pdg. 9) es un antagonista androgénico puro, que al
igual que el acetato de ciproterona, no afecta la producciéon o secrecidn de
andréogenos, sino que compite directamente con la dihidrotestosterona por el
sitio de unién al receptor androgénico (AR) sin estimularlo.’

Recientemente [a atencidn se ha enfocado en los andrdgenos producidos por
fa glandula suprarrenal que contabilizan el 40% de la DHT (fig. VIII, pdg. 8)
encontrada en la glindula prostatica. La hipéteis de que los andrégenos
residuales suprarrenales continuan estimulando el desarrolio de cincer de
prostata, ha sugerido la castracién médica seguida de la adicién de
andrdgenos antagonistas no esteroidales, tal como la flutamida para lograr
un bloqueo total de andrégenos.”

La finasterida (fig. XIV, pag 9) [17-B-(N-ter-butilcarbamoil]-4-aza-5-a-
androst-1-en-3-ona), bajo el nombre comercial de Proscar, es el prototipo de
los farmacos que actian inhibiendo a la enzima 5a-reductasa.’ Esta enzima
es la responsable de la conversién de testosterona a DHT, por lo que es de
esperarse que los niveles de testosterona aumenten.'® Este firmaco es
empleado en el tratamiento de hiperplasia prostitica benigna.

La enzima So-reductasa es una proteina de membrana que cataliza la
reduccion dependiente de NADPH del doble enlace A*® en una variedad de
substratos esteroidales. En el humano se ha demostrado la existencia de dos
isoenzimas designadas tipo 1 y tipo 2. La enzima tipo 1 es expresada en
bajos niveles en la prdstata, posee un pH neutro éptimo y es poco sensible a
fa inhibicién por parte de la finasterida. La enzima tipo 2 es expresada en
altos niveles en la prostata, posee un pH dcido dptimo y es sensible a la
finasterida.”

El mecanismo de accion de la finasterida (fig. XIV, pag.9) es inhibir a la
isoenzima tipo 2, este proceso ocurre a través de la formacién de un
intermediario enzima-NADP-dihidrofinasterida, con la posterior liberacion
de la dihidrofinasterida.'

Mientras que los antiandréogenos son bien aceptados como agentes
terapéuticos para enfermedades prostaticas, el uso de estos compuestos para



desordenes cutaneos mediados por andrégenos, destacando por su incidencia
el acné, no estd bien definido debido a los efectos secundario severos que se
presentan. Algunos estudios han demostrado que la aplicacion de
antiandrégenos via tépica disminuyen el tamafio de la glandula sebdcea. Sin
embargo, también se deben de considerar otros factores que modulan el
crecimiento de la glandula, como son: el factor de crecimiento epidermal,
glucocorticoides y glandula tiroides. Estos factores no son afectados por
antiandroégenos y pueden contribuir a la permanencia de la funcion
glandular.|3

TABLA |

RIESGOS DE SALUD REDUCIDOS POR LOS ANDROGENOS

Céancer de ovario Céncer de mama

Cancer endometrial Osteoporosis

Artritis reumatoide Enfermedades inflamatorias pélvicas
Embarazos ectépicos Dismenorrea

Menorragia Endometriosis

Anemia por deficiencia de fierro




ESQUEMA 1
BIOSINTESIS DE ANDROGENOS
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ESQUEMA 3

COMPUESTOS ANTIANDROGENICOS

Acetato de Ciproterona
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DISCUSION

RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

El compuesto objetivo sintetizado (fig. XXII, pag.11) posee aigunas de las
caracteristicas previamente mencionadas (pag 2), para que una molécula
posea actividad como antiandrégeno.

La reducclon del doble enlace de la testosterona (fig. VII, pag. 8) en la
posicién A*® en conjugacion con el grupo carbonilo en C-3 es dependiente
de la enzima 5a-reductasa y NADPH, un ejemplo de ello es la conversion de
testosterona a dihidrotestosterona®? (fig VIII, pag. 8). En virtud de lo
anterior, ¢l compuesto XXI (pag. 11) posee las caracteristicas estructurales
antes mencionadas, por lo que también puede ser reducido por la misma
enzima.

La introduccién del grupo metilo en C-16 (compuesto XIX, pdg. 11) nos
hace pensar que los derivados alquilados son catabolizados lentamente por
el h:gado , retardando asi su inactivacién catabélica y aumentando su accién
biologica.

Para que una molécula posea actividad antiandrogénica se requiere de un
grupo volumineso en C-17.° Considerando lo anterior, se formo el éster
acético en la misma posicién (compuesto XXII, pag. 11).

Sin embargo se ha observade que a medida que aumenta la longitud de la
cadena del ester, disminuye su accidn biolégica. Esto posiblemente se deba a
que impide el acoplamiento de la molécula en cuestién con el sitio activo de
la enzima.

Por otro lado, una esterificacién del grupo hidroxilo en C 17 disminuye la
polaridad de [a molécula, retardando asi su excresion’® y facilitando la
inmersién de la molécula en la membrana plasmdtica, que es de cardcter
lipofilico.

10



RUTA DE SINTESIS
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RUTA DE SINTESIS

La materia prima, el acetato de 16-dehidropregnenolona, (fig. XV, pag. 11)
presenta las siguientes caracteristicas espectroscépicas: absorbe al UV a 240
nm, esto debido a la presencia de la cetona (C-20) «,pB-insaturada(C-16-C-
}7) (espectro N* 17, pag. 37).

En el espectro de IR (espectro N° 1, pag. 29), se observaron dos bandas en la
zona del grupo carbonilo; en 1730 y 1662 cm™, que corresponden al grupo
carbonilo del acetilo en C-3 y a la cetona «o,p insaturada en C-20
respectivamente. También se observa en 1248 cm’' una banda intensa debido
al flexionamiento del enlace C-O del éster en C-3. Se registran otras bandas
en 2942 y 2864 cm’' caracteristicas de la tensién en el enlace C-H de
metilos y metilenos.

En lo concerniete al espectro de RMN (espectro N°® 2, pag. 29), se
observaron las siguientes sefiales: tres sciales simples en 1.0, 1.2 y 2.1 ppm,
que correponden a los protones en C-19, C-18 y C-21, respectivamente, asi
como en 2.3 ppm, que corresponden al metilo del grupo acetilo en C-3. Se
registra una sefial miltiple en 4.3 ppm asignada al protén del carbono base
del grupo acetoxi en C-3. Se presenta una sefial doble en 5.4 ppm
perteneciente al protén vinilico en C-6, esta multiplicidad resulta del
acoplamiento con el proton en C-7. Finalmente se observa un multiplete ¢n
6.8 ppm del protéon vinilico en C-16.

Partiendo del acetato de 16-dehidropegnenolona, (fig. XV, pdg. 11), se
obtuvo el compuesto 16-a-17-a-epoxi-3-B-hidroxi-5-pregnen-20-ona.(fig.
XVI, pag 11). Mediante vna reaccién de epoxidacidn, se efectud una adicién
syn de un atomo de oxigeno al doble enlace, llevande a la formacién del
isémero o.?’

Para obtener el producto deseado se hizo reaccionar perdxido de hidrégeno
en medio bdsico, la base facilita la formacién del anién hidroperéxido
(HOO7), con una eliminacién posterior del OH™ se genera el epéxide
deseado. En este paso también se lleva a cabo una reaccién concomitante, en
donde el grupo acetilo en C-3 sufre una hidrélisis béasica, resultando en la
formacién del grupo hidroxilo en la misma posicién,

Las constantes espectroscdpicas son las siguientes:

En el espectro de IR (espectro N° 3, pdg. 30) se observa una seiial intensa
correspondiente al epoxido en 805 ecm™ y desaparece la sefial en 1730 em™'
del acetoxi en C-3. Las bandas observadas en 2934 y 2867 cm” corresponden
a los grupos metilo y metileno. La banda del grupo OH, resultado de la
hidrolisis del grupo acetilo en C-3 se observa en 3462 cm”’ La banda
registrada en 1692 cm’' corresponde a la cetona en C-20.

12



En el espectro de RMN (espectro N°® 4, pag. 30) desaparece la sefial del
protén vinilico que correspondia a la insaturacién en C-16 y se aprecian las
siguientes sefiales: una sefial simple en 3.3 ppm asignada al protén del
carbono base del epéxido en C-16, una sefial simple en 3.6 ppm que
corresponde al protén del carbono base del alcohol en C-3, ademas de las
sefiales de los protones en 0.9, 0.95 v 1.9 ppm asignados a los metilos C-19,
C-18 y C-21, respectivamente. En 5.3 se observa una sefial doble del protén
vinilico en C-6.

Debido a que la estrategia sintética involucra una reaccién de Grignard, los
dos siguentes pasoes consisten en la proteccion del grupo hidroxilo en C-3 y
del grupo carbonilo en C-20.

Para la primera reaccién se empledé anhidrido acético y piridina como
catalizador. El efecto catalitico de la piridina ocurre por una reaccién inicial
del anhidrido con ésta y una posterior sustttumon por parte del alcohol
esteroidal para formar el derivado XVII (pag 11)." .

El espectro de IR (espectro N°® §, pég. 31) indica la presencia de las sefiales
caracteristicas del grupo funclonal éster en 1736 cm™ asignada al grupo
carbonilo en C-3 y en 1244 cm™' de la vibracién del enlace C-O. Se observa
una banda en 1702 cm’ que corresponde a la cetona en C-20.

En el espectro de RMN (espectro N° 6, pdg. 31) registra una seflal simple en
1.1 ppm corespondiente a los protones en C-18 y C-19. Se observa una sefial
simple en 2.1 ppm del metilo del acetilo en C-3. La sefial aguda en 3.7 ppm
se asignd al protén del carbono base del epdxido en C-16. La sefial multiple
registrada en 4.8 ppm corresponde al protdon de! carbono base del grupo
acetoxi en C-3. Se presenta una sefial doble en 5.3 ppm que se asigné al
protén en C-6.

Para lograr la sinteis de 3-B-acetoxi-20-etilendioxi-16-a-epoxi-5-pregneno
(fig XVIH, pag. 11), se hizo reaccionar la materia prima esteroidal con
etilenglicol, tolueno, o-formiato de trimetilo y acido p-toluensulfénico (p-
TSA) como catalizador. El primer paso de esta reaccién consistié en una
protonacion catalizada por el p-TSA al grupo carbonilo y el etilénglicol, un
nucledfilo débil, ataca al carbonilo activado para formar un hemiacetal.

En el segundo paso el hemiacetal formado se convierte en el producto
deseado al ser reemplazada una molécula de agua, que es captada por el o-
formiato de trimetilo en este proceso reversible.'

El espectro de IR (espectro N* 7, pag. 32), como cvidencia de la formacion
del dioxolano en C-20, refleja la desaparicion de la sefial correspondiente al
carbonilo ceténico en este carbono. Se observan uUnicamente las bandas
caracteristicas del grupo funcional éster sobre C-3 en 1720 em™! y en 1248
cm’ asignadas al grupo carbonilo y al enlace C-O, respectivamente.
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El espectto de RMN (espectro N° 8, pag. 32) muestra dos sefiales simples en
1.0 ppm y 1.1 ppm correspondiente a los protones en C-19 y C-18
respectivamente. Se observa una seiial simple en 1.5 ppm asigando al metilo
en C-20. Se registra una seiial simple en 2.1 ppm perteneciente al metilo del
grupo acetoxi sobre C-3. En 3.3 ppm se aprecia una sedtal simple
correspondiente al protén del carbonro base del epéxido en C-16. Como
evidencia de la formacién del grupo funcional etilendioxi deseado, se
presenta una sefial multiple en 3.9 ppm asignado a los protones de los
metilenos del dioxolano en C-20. En 4.6 ppm se registra una seifial multipie
que pertenece al protén del carbono base del acetoxi en C-3. En la zona de
protones vinilicos se observa una sefial doble en 5.3 ppm que se asignd al
protén en C-6.

La sintesis de 3-5—17-oa-dihidroxi-20-etilendioxi-16~[3-metil-5-pregneno (fig.
XIX, pag. 20) involucra dos reacciones. Una es la apertura del epdxido
mediante una sustitucion SN2 sobre el C-16 y la segunda es la hidrélisis del
acetoxi en C-3 "' Lo anterior fue logrado al mezclar el derivado XVIII,
(pdg. 11) yoduro de cobre y cloruro de metilmagnesio disuclto en THF, este
disolvente tiene pares de electrones libres (pero no grupos hidroxile) que
pueden ser compartidos con el magnesio, lo cual estabiliza al reactivo ¥
facilita su disolucién.

En la primera reaccién se observa una ruptura nucleofilica del epoxido
cuando se trata con el reactivo de Grignard, éste reacciona principalmente
con el dtomo de carbono menos sustituido, el C-16. El metilo nucleofilico
del reactivo se une al C-16 y el magnesio o electréfilo se une al oxigeno
para formar un alcéxido de magnesio en la posicién 17.

En la segunda reaccidon, la adicidén de la parte orgdnica del reactivo de
Grignard al carbono carbonilico en C-3, conduce a un alcohol que
reaccionard con una segunda molécula de Grignard y a la formacién de un
alcoxido de magnesio en C-3,

Para obtener el producte deseade se procede a la hidrélisis de ambos
alcoxidos, tratando de evitar la formacién del compuesto 3-B-hidroxi-16--
metil-20-etilendioxi-5,16-pregnadien-20-ona, un alqueno formado por la
deshidratacién del alcohol en C-17."

El espectro de IR (espectro N° 9, pdg. 33) muestra la presencia de una banda
ancha en 3501 cm™', asignada al hidroxilo en C-17, generado por la apertura
del epoxido, La banda que se observa en 3408 cm™' corresponde al OH
resultado de la hidrolisis del grupo acetilo en C-3 y por lo tanto sé¢ aprecia
_la desaparicidn de sefiales en la zona del grupo carbonile.

El espectro de RMN (espectro N° 10, pag. 33) presenta dos sefiales simples
en 0.87 ppm y 0.98 ppm correspondientes a los protones en C-19 y C-18
respectivamente. Se observa una sefial doble en 1.17 ppm, como evidencia
de la introduccidn del grupo metilo en C-16, esta multiplicidad resulta del
acoplamiento de este metilo con el protén en C-16. La sefal simple
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observada en 1.37 ppm corresponde al metilo del dioxolano sobre C-20. Se
presenta en 3.5 ppm una sefial multiple debido al acoplamiento del proton
base del carbono del alcohol en C-3 con los protones en C-2 y C-4. La seiial
multiple registrada en 4.0 ppm pertenece a los metilenos del grupo
etilendioxi sobre C-20. En la zona de protones vinilicos se observa una sefial
doble en 5.4 ppm pertenecinte al protén vinilico en C-6.

El siguente paso de la sintesis consistié6 en la desproteccién del grupo
carbonilo en C-20 mediante la hidrélisis del dioxolano, para generar el
compuesto XX (pag.11). Los cetales resultan ficilmente eliminados a
temperatura ambiente con #cido p-toluensulfénico como catalizador y
acetona como disolvente y reactivo, a través de un mecanismo de
transcetilacién para la regeneracién del grupo carbonilo.?’

El espectro de IR (espectro N° 11, pdag. 34) exhibe una banda intensa en la
zona de alcoholes en 3366 cm™ que corresponde al traslapamiento de ias
sefiales de los grupos hidroxilo en C-3 y C-17. Se observa una sefial intensa
en 1692 cm”' asignada al carbonilo de la cetona en C-20 que se regenerd por
la hidrdlisis de! dioxolano.

El espectro de RMN (espectro N° 12, pdg. 34) muestra la ausencia de la
sefial multiple en 4.0 ppm que pertenecia a los metilenos del dioxolano
hidrolizado. Aparece en 0.7 y 0.9 ppm dos sefiales simples asigandas a los
metilos en C-19 y C-18 respectivamente. Aparece una sefial doble en 1.0
ppm que corresponde al metilo en C-16. En 2.1 ppm se presenta una sefial
simple perteneciente al metilo C-21. En 3.3 ppm se registra una sefial
multiple que se asigné al protén del carbono base del alcohol en C-3. Se
observa en 5.2 ppm una sefial doble en 5.2 ppm caracteristica para el protén
vinilico en C-6.

Para lograr la formacién del sistema 4,6-dien-3-cna en el compuesto XXI,
(pag. 11) se empled la técnica oxidativa de bromacién-dehidrobromacién de
Shapiro?!. Se empleé como agente oxidante bromuro disuelto en dioxano, en
presencia de bromuro de litio y carbonato de litio, para sustraer el protén
alilico en C-4, obteniéndose come producto el sistema deseado.

La formacion del crom6foro en 4,6-dien-3-ona se elucidd por la presencia de
un miximo de absorcion en 284 nm, en el espectro de UV (espectro N° 18,
pag. 37).

El espectro de IR (espectro N° 13, pdg. 35) presenta una sefial en la zona de
alcoholes en 3446 cm™' asignada al hidroxilo en C-17. Se observa la
existencia de dos sefiales en la zona de carbonilos, una de ellas en 1702 em™
asignada a la cetona «,B,y,8 insaturada en C-3 y la segunda en 1682 em”!
correspondiente al carbonilo de la cetona en C-20

El espectro de RMN (espectro N° 14, pag. 35) mostrd dos sefiales simples en
1.0 y 1.t ppm que fueron asignados a los metilos C-19 y C-18
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respectivamente, asi como una sefial doble en 1.2 ppm correspondiente al
protones en C-16. La sefial intensa observada en 2.1 ppm se asigné al metilo
C-20. Se aprecian dos sefiales simples en 5.7 y 6.1 ppm asignadas al proton
vinilico en C-6 y al traslapamiento del protén vinilico en C-4 y C-7
respectivamente. Las seflales observadas en 3.5 y 5.4 ppm son restos de
materia prima contaminante.

Para lograr la obtencién del compuesto XXII (pag 11), se realiza una
esterificacién del alcohol en la posicion 17, que resulta ser poco reactivo
debido al impedemento estérico que presenta.®

Primeramente se mezclé 4cido acético con anhidrido trifluoracético, que es
un excelente catalizador debido al papel del grupo trifluoracetilo para
aumentar la reactividad del dcido carboxilico frente a la esterificacion.®?',
La reaccién implica la formacién inicial del anhidrido mixto que reaccionara
posteriormente con el alcohol en C-17, obteniéndose asi el producto
deseado.

El ultimo compuesto sintetizado muestra un maximo de absorcién en 287 nm
en el espectro de U.V, debido a la presencia del sistema 4,6-dien-3-ona
(espectro N° 19, pag. 37).

El espectro de IR (espectro N° 15, pag. 36) presenta sefiales caracteristicas
de los grupos carbonilo; en 1664 cm™' que corresponde a la cetona o, B,y,d
insaturada, otra sefial aparece en 1730 em”! como evidencia de la
esterificacién del hidroxilo en C-17, asi como también la sefial intensa en
1254 cm™', que corresponde a la vibracién de estiramiento del enlace C-O
del éster,

El Espectro de RMN (espectro N° 16, pag. 36) muestra dos sefiales simples
en 0.78 y 1.1 ppm asignadas a los protones en C-19 y C-18 respectivamente.
Se observa una sefial doble en 1.2 ppm que corresponde al metilo en C-16, la
multiplicidad se debe al acoplamiento con el protén en C-16. Se aprecia una
sefial simple en 1.9 ppm asignada al metilo C-20 Se registra una sefial
simple en 2.1 ppm, la cual se asigné a el grupo metilo del acetoxi en C-17.
La sefial simple que se presenta en 5.6 ppm se asigné al protén vinilico en
C-6 y la sefial simple en 6.1 ppm corresponde al traslapamiento de las
seiiales de los protones vinilicos en C-4 y C-7.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Sintesis de 16-a-17-a~epoxi-3-B-hidroxi-5-pregnen-20-ona.

A0 Xv} HO XVI}

Se disolvié en 40 mL de metanol caliente 1 g de acetato de 16-
dehidropregnenolona (fig. XV, pag. 11). Posteriormente se adicioné 2 mL de
una solucion 4N de NaOH. Se agité durante 10 minutos, concluido este
ticmpo se agregd 4 mL de H;0, al 30 %. La mezcla de reacciéon permanccio
en agitacién continua durante 6 horas a temperatura ambiente. La
transformacion de la materia prima se detecté por cromatografia en capa
fina{c.c.L.}.

Concluido el tiempo de la reaccidén se elimind el metanol a presidon reducida,
se disminuyé la temperatura a 4°C, por ultimo se filtré al vacio y se lavé
con H,0 hasta pH neutro.

p.f.182-185 °C.
Peso molecular 330 g/mol
Rendimiento:{0.91 g) que corresponde al 99% del rendimiento tedrico.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA
IR max (KBr) 3462, 2934, 2867, 1692 y 850 cm "'. RMN'H (CDCl; TMS)
5=0.9(3H, s, CHj, C-19) §=0.95(3H, s, CH,, C-18) §=1.9(3H, s, CH; en C-

20) §=3.3(1H, s, proton base del epoxido en C-16) 8=3.6(1H, s, base de OH
en C-3) 8=5.3(1H, d, protdn vinilico en C-6).
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Sintesis de 3-B-acetoxi-16-a-17-a-epoxi-5-pregnen-20-ona.

HO
(Xviy (XVII}

Se disolvié | g de 16-a-17-a-epoxi-3-p-hidroxi-5-pregnen-20-ona (fig. X VI,
pag. 11) en 5 mL de piridina. Luego de la disolucién total, se agregé 10 mL
de anhidrido acético. Lz mezcla de reaccion se mantuvo en agitacién
constante durante 5 horas a temperatura ambiente. La transformacién de la
materia prima se detecté por cromatoplaca. Posteriormente, se vertié poco a
poco la mezcla de reaccion sobre un vaso de precipitados de 100 mL con
hielo, se mantuvo la agitacién 10 minutos y se filtré al vacio. El precipitado
obtenido se lavé con H,O hasta que ya no se percibia el olor caracteristico
de la piridina,

p.f. 157-159 °C
Peso molecular 372 g/mol
Rendimiento: (1.1 g) que corresponde al 99.5 % del rendimiento tedrico.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

IR max (Kbr) 2936, 2856, 1736, 1702, 1244 ¢m™'. RMN'H (CDCl;, TMS)
3=1.1(6H,s,CH, C-18 C-19) 5=2.1(6H, s,CH; del acetilo en C-3) 8=3.7(1H,s,
proton base del epdxido en C-16) &=4.8 (1H, m, protén base del acetilo en
C-3) 8=5.3 { 1H, d, protdn vinilico en C-6).
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Sintesis de 3-B-acetoxi-20-etilendioxi-16-w-epoxi-5-pregneno.

0/>
0 o
& -0

[ -

o) AcO
Ao (XVI) ¢ QOV1it)

Se disolvieron en 5 mL de tolueno 1 g de 3-f-acetoxi-16-a-17-a-epoxi-5-
pregnen-20-ona (fig. XVII, pag. 11) v 30 mg de 4cido p-toluensulfénico,
previamente secado durante una hora a 40°C. Posteriormente se agregd en
condiciones anhidras 3 mL de etilenglicol y la cantidad necesaria para
formar una sola fase (de 3 a 4 mL) de o-formiato de trimetilo. La mezcla de’
reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 6 horas. La transformacién
de la materia prima se detectd por c.c.f.

Concluido el tiempo de la reaccién se adicionaron 40 mg de acetato de sodio
y se agito durante 5 minutos mas.

La mezcla de reaccion se trasladé a un embudo de separacién. Se adiciond
50 mL de cloroformo, después se efectuaron cuatro lavados con 100 mL de
H,0 cada uno. Se verificé que el pH de la ultima porcidon acuosa fuera
neutro. Finalmente, de la fase cloroformica se eliminaron las trazas de agua
con sulfato de sodio anhidro y se evapor6 el disolvente a presion reducida.

p.f. 192-194 °C
Peso molecular 416 g/mol
Rendimiento: (0.83 g) que corresponde al 75 % del rendimiento tedrico.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA.

IR max (KBr) 2942, 2884, 1720, 1248, 1466 cm™'. RMN'H (CDCl, TMS)
5=1.0(3H, s, CH;, C-19) 8=1.1(3H, s, CH,, C-18 ) &=1.5(3H, s, CH; en C-
20) 8§=2.1(3H, s, CH; del acetilo en C-3 ) 8=3.3(1H, s, protén base del
epoxido en C-16) 8=3.9 (4H, m, metilenos del dioxolano en C-20) 3=4.6
(1H, m, proton base del acetilo en C-3) $=35.3 (1H, d, protén vinilico en C-
6).
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Sintesis de 3-p-17-a-dihidroxi-20-etilendioxi-16-p-metil-pregneno.

(XIX)

Se mezcld | g de 3-B-acetoxi-20-etilendioxi-16-a-epoxi-5-pregneno (fig.
XVIIL, pag 11), 400 mg de yoduro de cobre (I) y 1T mL de una solucién 3M
de cloruro de metilmagnesio disuelto en tetrahidrofurano. La mezla de
reaccién se mantuvo a reflujo durante 5 dias bajo atmésfera de nitrégeno.
Concluido el tiempo, se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, la mezcla de reaccién se vertié poco a poco en un embudo
de separacién que contenfa hielo y {0 mL de una solucién saturada de
cloruro de amonio. Se realizaron tres extraciones, utilizando en cada una de
ellas 200 mL de cloroformo. La fase orgénica se lavé con agua hasta pH
neutro. A esta fase se le eliminaron las trazas de agua con sulfato de sodio
anhidro, se evaporé el disolvente a presion reducida y el residuo se purificé
por recristalizacion de metanol.

p.f. 164-168 °C
Peso moiecular 390 g/mol
Rendimiento: {0.56 g) que corresponde al 60 % del rendimiento teérico.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA.

IR max (KBr) 3501, 3408, 2956, 1666, 1463, 1376 cm™'. RMN'H (CDCl,,
TMS) 6=0.87 (3H, s, CH;, C-19} 6=0.98 (3H, s, CH4, C-18) $=1.17 (3H, d,
CH; en C-16) §=1.37 (3H, s, CH; en C-20) 6=3.5 (1H, m, protén base del
OH en C-3) &=4.0 (4H, m, metilenos del etilendioxi en C,4) 8=5.4 (1H, d,
proton vinilico en C-6).
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Sintesis de 3-B,17a- dihidroxi-16-B-metil-5-pregnen-20-ona.

£4X) )

8e disolvieron 1 g de 3-B-17-a-dihidroxi-20-etilendioxi-16-p-metil-
pregneno (fig. XIX, pag. 11} y 500 mg de acido p-toluensulfénico en 40 mL
de acetona. Se mantuvo la agitacién durante una hora y media a temperatura
ambiente. La transformacion de la materia prima se detecté por c.c.f.
Después se adiciond agua a la mezcla de reaccién y se evapord
completamente la acetona. Posteriormente se disminuyd la temperatura a
4°C, se filtré al vacio y se lavd con agua hasta pH neutro,

p.f228-230 °C
Peso molecular 346 g/mol
Rendimiento:(0.84 g) que corresponde al 95 % del rendimiento tedrico,

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA.

IR max (KBr) 3366, 2996, 2852, 1692, 1450 ¢m™'. RMN'H (CDCl;, TMS)
$=0.72(3H, s, CH,, C-18 ) 8=0.9(3H, s, CH;, C-19) 8=1.0(1lH, d, CH; en C-
16) 3=2.1(3H, s, CH; en C-20), §=3.3{1H, m, protén base del OH en C-3)
8§=5.2(1H, d, protdén vinilico en C-6).
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Sintesis de 17-a-hidroxi-16-B-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona.

2o OH Lo OH
CHs CH

HO™ ™) (Xx1)

Se mezclaron 1 g de 3-p-17a-dihidroxi-16-p-metil-5-pregnen-20-ona (fig.
XX pag. 11), 2.9 g de carbonato de litio, 2 g de bromuro de litio y 13.6 mL
de dimetilformamida (DMF), se agité y se calenté hasta 60°C.

A la mezela anterior se adicioné gota a gota una solucién de 0.3 ml de
bromuro disuelto previamente en 6 mL de dioxano. Se¢ aumenté entonces la
temperatura a 75°C manteniéndola durante tres horas con agitacién
constante. La transformacion de la materia prima se detectd por
cromatografia en capa fina(c.c.f.).

Finalizada la reaccién se dejé enfriar a temperatura ambiente, se filtré al
vacio las sales de carbonato y bromuro de litio. Las sales se lavaron con el
volumen necesario de DMF, para que recupcraran su color blance eriginal.
Al filtrado se le adiciond cuatro veces el volumen empleado de DMF para
lavar las sales de Li,CO; y Br,CO; de una soluciéon de 0.3 g de bisulfito de
sodio y 0.3 g de bicarbonato de sodio disueltos en 50 mL de H,0.

Se disminuyd posteriormente la temperatura a 4°C, se filtré al vacio y se
lavé con agua hasta pll neutro.

p.f. 212-215 °C
Peso molecular 354 g/mol
Rendimiento: {0.71 g) que corresponde al 70 % del rendimiento tedrico.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA.

A max 284 nm. IR max (KBr) 3436, 2938, 2864, 1702, 1682 em’'. RMN'H
{(CDCl; TMS) 8=1.0(3H, s, CH;, C-19) 8=1.1(3H, s, CH;, C-18) 8=1.2(3H,
d, CH; en C-16) 8=2.1(3H, s, CH; en C-20) 8§=5.7(1H, s, protén vinilico en
C-06) 8=6.1(1H, s, protones en C-4y C-7).
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Sintesis de 17-g-acetoxi-16-3-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona

=0
{...wOCOCH3

CHj

O T oy 1)

Se mezclaron 0.01 g de dcido-p-totuensulfénico previamete secado a 40°C
durante una hora, 0.6 mL de anhidrido trifluoroacético y 0.078 mL de 4cido
acético, esta mezcla se agité durante una hora a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se adiciond gota a gota 0.1 g de 17-a-hidroxi-16-8-
metil-4,6-pregnadien-3,20-diona (fig XXI, pdg. 20) previamente disuelto en
5 mL de cloroforme, se mantuvo 1a agitacién durante una hora a temperatura
ambiente. La transformacién de 1a materia prima se detecté por c.c.f.
Finalizado el tiempo de la reaccién, se agregé 20 mL de H,O0,
posteriormente se adicioné poco a poco {a cantidad necesaria de bicarbonato
de sodio hasta que el pH fuera neutro. La mezcla anterior se trasladé a un
embudo de separacién y se lavé la fase orgénica tres veces con 30 ml de
1,0, verificando que el pH de la dltima porcién acuosa fuera neutro.
Posteriormente a la fase cloroférmica se le eliminaron {as trazas de agua con
sulfato de sedio anhidro.y se eliminé el disolvente a presién reducida.

El producto final se purificé por placa preparativa, empleando como
adsorbente gel de silice y un sistema de elucién 7:3 Hexano:acetate de etilo.

p.f. 185-187 °C
Peso molecular 396 g/mol
Rendimiento: (0.05 g) que corresponde al 50 % del rendimiento teérico.

CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA.

A wax 284 nm. IR max (KBr) 2944, 2870, 1730, 1664, 1254 cm™'. RMN'H
(300 MHz CDCl; TMS) =0.7(1H, s, CH,, C-19 ) §=0.9(3H, s, CH,, C-18)
§=1.2(3H, d, CH; en C-16) §=1.9(3H, s, CH;y en C-20) 6=2.1(3H, s, CH; del
acetoxi en C-17) 8=5.6(1H, s, protén en C-6) =6.1(1H, s, protones en C-4 y
c-7).
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ENSAYO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

INHIBICION in vitro DE LA ENZIMA 50-REDUCTASA.

La inhibicién de la conversion de testosterona (fig. VII, pag.8) a productos
Sa-reducidos como la DHT (fig. VIII, pag. 8), fueron evaluados empleando
testiculo e higado de rata como fuente de obtencién de la enzima en
cuestion.'®

La actividad antiandrogénica de los derivados sintetizados se llevé a cabo
tomando como pardmetro la potencia antiandrogénica de los compuestos, de
acuerdo a su capacidad para inhibir la actividad de la enzima So- reductasa,
tomando como 100 % el efecto observado para la finasterida (fig. XIV, pag.
93,

OBTENCION DEL EXTRACTO CONCENTRADO DE PROTEINAS

Siguiendo técnicas de extraccion de la enzima previamente reportadas en la
literatura’®, se dispuso de dos ratas wistar macho de 250 g de peso,
sacrificiandolas por desnucamiento. Inmediatamente, fueron extraidos el
higado y los testiculos. Estos tejides se homogeneizaron por separado en dos
porciones de solucién de KCI 0.17 m. El extracto se filtr6 y centrifugé a
15000 xg durante 30 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se saturd al
50% con (NH,),80, en frio, el precipitado formado se dializé en contra de 1
L de buffer Tris-HCIL 50mM, pH 7.3 durante 24 horas. El dializado obtenido
se centrifugd a 10000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se
utilizé como extracto concentrado de proteinas para realizar el ensayo
enzimdtico. Todas {as operaciones se Ilevaron a cabo a 4°C.

La proteina del extracto se determind por el método de Bradfor utilizando
albimina sérica de bovine para construir la curva estindar. Este método
involucra la unién de! colorante azul brillante de coomassieG-250 a la
proteina. La unién del colorante a la proteina provoca un desplazamiento en
la longitud de absorcién maxima de 465 nm (rojo) a 595 nm (azul). 2%

CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 35a-
REDUCTASA.

La cuantificacién de la actividad de la enzima S5c-reductasa se realizo
incubando 100 pg de proteina del extracto concentrado obtenido, en un
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medio de reaccién que coatenfa: 500pM de testosterona, 300uM  de
finasterida, buffer Tris-HCl 100 mM, pH 7 y NADPH 100uM. Se incubé
durante 30 minutos a 37°C con agitacién vy se determind actividad
antiandrogénica midiendo la variacién de la absorbancia del NADPH a 340
nm. en un espectrofotémetro Perkin-Elmer Lamda 2. A esta longitud de onda
el NADPH absorbe pero no el NADP', por lo que los cambios en la
oxidacién pueden ser medidos, 2*

Se trabajaron al menos cuatro réplicas por tratamiento a una sola
concentracién (500 pM), tanto de la finasterida como de los derivados
sintetizados.
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

COMPUESTO % DE INHIBICIOK DE
LA ENZIMA 5o-
REDUCTASA
XIt 100
XVl 13,8
XV 9.6
XX 23,6
XX 8.8
XX 49.4
XX 83,9
X1l 134

% DE INHIBICION DE LA ENZIMA ;REDUCTASA

GRAFICA 1 INHIBICION in vitro DE LA ENZIMA 50—
REDUCTASA DE HIGADO Y TESTICULO DE RATA

XU OXVI XVE XK XX XK XX

Xii
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CONCLUSIONES

A partir de un compuesto de origen natural, acetato de 16-
dehidropregnenolona (fig. XV, pag. 11), se logré la sintesis y
caracterizacién de las propiedades fisicas y espectroscépicas de 17-a-
acetoxi-16-f-metil-4,6-pregnadien-3,20-diona (fig. XXII, pag. 20). Este
compueste es un intermediario en la preparacién de esteroides con una
actividad antiandrogénica superior.

En lo concerniente a la evaluacién de la actividad farmacolégica, el
compuesto XXII (pag. 11) resultdé ser menos activo in vitro que la
finasterida, ya que fue capaz de inhibir en un 83.9% la actividad enzimatica,
Sin embargo este compuesto es sélo un intermediario en la sintesis de
antiandrégenos mas potentes. Derivados siguientes como es 17-a-acetoxi-
16-p-metil-6-bromo-4,6-pregnadien-3,20-diona (fig. XIII, pag. 9), presenta
una potencia superior (134%), con respecto a la finasterida.

La introducciéon de un halégeno en el C-6 interfiere con la resonancia usual
de la cetopa w-PB-insaturada, desestabilizando la molécula y disminuyendo Ia
energia de activacidn necesaria para la transferencia del hidruro.

Lo anterior nos sugiere que los estudios realizades in vitro, son importantes
en la prediccion de la eficacia en estudios in vivo.
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NOTAS

Los puntos de fusién se midieron en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos

Los espectros de ultravioleta (UV) se realizaron en metano! como
disolvente, en un .espectrofotémetro UV-Visible Perkin-Elmer 202.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se realizaron en pastillas de bromuro de
potasio, en un espectrofotémetro de Infrarrojo Perkin-Elmer 337.

L.os espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se realizaron en un
espectrofotémetro Varian EM 390, utilizando como referencia interna
tetrametilsilano (TMS).

La purificacién de! producto final se realizo por cromatografia en placa fina,
empleando gel de silice Merca Art. 7730 Sflica Gel 60 GF. Se empleo un
sistema de elucion 7:3 n-hexano: acetato de etilo y como revelador luz UV A
245 nm.

La deteccién del punto final de la reaccion se logro por cromatografia en
capa fina, en cromatofolios de gel de silice 60F,5, Merck, un sistema de
elucion 7:3 n-hexano: acetato de etilo y como revelador una solucion de
CoCl, al 1% en H,S0, 2N,
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