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1. INTRODUCCION

El cancer de préstata es una enfermedad que se produce cuando células de la
préstata mutan y comienzan a multiplicarse descontroladamente. Estas células
podrian propagarse (metastasis) desde la prostata a otras partes del cuerpo,
especialmente en los huesos y los ganglios linfaticos. El cancer de prostata puede
causar dolor, miccion dificultosa, disfuncidn eréctil, entre otros sintomas. El
cancer de prostata es el cancer mas frecuente, excluyendo a los carcinomas de
piel, entre los norteamericanos y europeos. Uno de cada seis hombres sera
diagnosticado de cancer de prostata en su vida, pero solo uno de cada 32 morira

por esta enfermedad.

De acuerdo con la evidencia disponible, el desarrollo del cancer de préstata
estaria relacionado con niveles aumentados de algunas hormonas, en particular,
de los androgenos como la testosterona. Actualmente existen diversos
tratamientos para combatir el cancer de prostata como lo son: la prostatectomia
(cirugia en donde se elimina la glandula prostatica), radioterapia, braquiterapia
(implantes de microesferas que emiten radiacion), orquiectomia (extirpacion de
testiculos), terapia hormonal, quimioterapia o bien una combinacion de todos estos
dependiendo del estadio del cancer (1, 2, 3). Los efectos colaterales provocados

por los farmacos utilizados en la terapia hormonal constituyen un factor que
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estimula el esfuerzo para buscar nuevas entidades quimicas con mayor potencia

antiandrogénica y un minimo de efectos colaterales.

Actualmente, una gran cantidad de antiandrégenos han sido sintetizados, como
por ejemplo la finasterida (Proscar) (4) que actualmente es el farmaco de eleccién
para el tratamiento de hiperplasia prostatica benigna, ya que inhibe la actividad de
la enzima 5a-reductasa (tipo 2) que se encuentra presente en el tejido prostatico y
es responsable de la transformacién de la testosterona (T) a dihidrotestosterona

(DHT) (5).

Por lo anterior, en este trabajo se presenta la sintesis de nuevos antiandrogenos
con posibilidad para el tratamiento de diversos padecimientos androgenos—
dependientes. Se utilizd como materia prima 3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona
(pregnenolona) por su disponibilidad comercial (6-10) y la presencia de las
funciones quimicas necesarias para la obtencidon de 17a-carboxiderivados: acido
3pB-hidroxi-5-pregnen-20-oico (1), 17-carboxilato de bencil-33-hidroxi—5-
androsteno (2), 17-carboxilato de p-bromobencil-3p-hidroxi-5—androsteno (3), 17-
carboxilato de p-metilbencil-3p-hidroxi—-5—androsteno (4) y 17-carboxilato de

bencil-3-oxo-4-androsteno (5) propuestos en este trabajo.
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2. MARCO TEORICO

2.1. CANCER DE PROSTATA.

La préstata tiene dos funciones, una es en el control urinario, ayuda a controlar la
velocidad con la que sale la orina, y la otra es la participacion en la vida sexual ya
que se encarga de secretar liquido durante la eyaculacion para la movilidad del

esperma en la uretra dando a éste su apariencia blanquecina (5, 11).

La préstata esta formada por muchos tipos de células diferentes, mas del 99% de
los canceres de prostata se desarrollan sobre células de la glandula. La prostata
puede ser el origen de metastasis de cancer de vejiga, colon, pulmén, melanoma,

linfoma u otras neoplasias.

La mayoria de los canceres de prostata crecen muy lentamente y persisten
durante mucho tiempo sin causar sintomas importantes. Los estudios de series de
autopsias muestran que la mayoria de los hombres mayores que mueren por otras
enfermedades, también tienen un cancer de préstata que nadie habia

diagnosticado antes.

El cancer de prostata tiende a ser multifocal y con frecuencia afecta a la capsula
glandular. Al contrario que la hipertrofia benigna de prostata (HBP), el cancer de

prostata predomina en la periferia de la prostata.
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Se han establecido algunos factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad:
Edad: La probabilidad de tener cancer de préstata aumenta rapidamente después
de los 50 afos, mas del 70% de los casos son diagnosticados en hombres que

tienen mas de 65 anos.

Raza: El cancer de préstata ocurre alrededor del 70% mas a menudo en hombres
afroamericanos que en hombres blancos, los hombres de ascendencia asiatica o
los habitantes de las islas del pacifico, tienen las tasas mas bajas de incidencia y

mortalidad.

Dieta: La nutricién parece tener un papel importante en el desarrollo del cancer de
préstata. La distribucion geografica de este cancer muestra valores muy elevados

en los paises industrializados o desarrollados.

Historia familiar: El cancer de prostata que ocurre mas frecuentemente en algunas
familias, sugiriendo que existe un factor hereditario. Tener un padre o un hermano

con cancer de prostata dobla el riesgo de padecer esta enfermedad.

Tabaco: El tabaco, segun estudios recientes es también un factor de riesgo para el
cancer de proéstata, fumar cigarrillos aumenta la produccidon de hormonas
masculinas, éstas estimulan el crecimiento celular y por lo tanto, el crecimiento de

los tumores prostaticos.
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En México a partir de la década de los noventa, los tumores malignos son la
segunda causa de muerte en el pais (después de las enfermedades
cardiovasculares en donde la neoplasia prostatica ocupa el tercer lugar, después

de la neoplasia cérvico uterina y de mama (12).

2.2. ESTEROIDES.

Los esteroides son sustancias que contienen en su estructura base el nucleo
ciclopentanoperhidrofenantreno (I). Se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, tanto en el reino animal como en el vegetal. Los efectos fisiologicos
varian de un compuesto a otro y van desde la actividad de vitaminas hasta las de

hormonas sexuales (androgenos y progestagenos) (13).

2.3. ANDROGENOS.

Los andrégenos como la testosterona (T) (II) y la dihidrotestosterona (DHT) (I11) se
encuentran relacionados con el desarrollo del crecimiento y conservacion de los
organos genitales masculinos promoviendo y manteniendo las caracteristicas
sexuales primarias y secundarias tales como, desarrollo del musculo esquelético,
crecimiento del pene, crecimiento del escroto y cambio de voz, inhibicion en el
desarrollo de la funcion de la glandula mamaria y ademas de estimular la libido

(14).
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El exceso de DHT en el organismo esta relacionado con una serie de
padecimientos androgeno-dependientes, entre los cuales se encuentran la
hiperplasia prostatica benigna, el acné, hirsutismo, cancer prostatico, etc. Entre
los tratamientos recomendados para abordar los diversos padecimientos
androgeno-dependientes existe la terapia hormonal utilizando antiandréogenos que

modifican la produccién de andrégenos enddgenos (13).
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Los andrégenos son compuestos esteroidales conocidos como hormonas
sexuales masculinas, las cuales se biosintetizan en los testiculos y la corteza

adrenal.

2.4. REGULACION DE LA PRODUCCION DE LA TESTOSTERONA.

La produccidon de la T esta regulada por dos ejes conocidos: el hipotalamo-
hipdfisis—células de Leydig y eje hipotalamo—hipdfisis-células de Sertoli. La
porcién basal del hipotdlamo contiene una serie de neuronas peptidérgicas que
secretan la hormona liberadora de gonadotropinas, neuronas procedentes del
sistema nervioso central (SNC) que controlan la sintesis y liberacion de las
gonadas, su nombre especifico es el factor de liberacién de hormona luteinizante
(LH), que a su vez estimula la secrecion de la hormona estimulante de las células
intersticiales (HSCI) y la hormona foliculo estimulante (FSH) a nivel de la
adenohipdfisis. La cantidad de cada hormona liberada depende de la edad vy el

estado hormonal del individuo.

La LH viaja por la corriente sanguinea hasta llegar a las células de Leydig
ubicadas en el testiculo. En estas células, la LH se une a los receptores
especificos hormonales presentes en las membranas, ésta produce el aumento
intracelular de la adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que activa a las enzimas

involucradas en la biosintesis de andrégenos.
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En el eje hipotalamo- hipdfisis- células de Sertoli (ubicadas éstas en el testiculo),
la FSH secretada por las células de la hipofisis anterior actua sobre las células de
Sertoli mediante la unidn a receptores especificos de la membrana plasmatica.
Esta interaccion estimula tanto la secrecion proteica, como la conversion de T en
estradiol y junto a la T regula el proceso de espermatogénesis (15, 16). En este
eje se observa la accion de la inhibina, una glucoproteina que sintetizan las
células de Sertoli (Esquema 1). Aproximadamente un 95% de la testosterona se

produce en los testiculos y el 5% restante es liberado por las glandulas

suprarrenales (17, 18).
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Esquema 1. Regulacion de la Testosterona
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2.5. MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANDROGENOS.

La testosterona (T) penetra en el tejido mediante difusion simple y puede actuar

de la siguiente manera:

* Sin ser metabolizada, la T es ligada directamente al receptor intracelular de
androgenos.

* La T es metabolizada en el reticulo endoplasmico por la enzima 5a-reductasa a
50-DHT, este metabolito presenta mayor afinidad por el mismo receptor

intracelular de andrégenos, con lo cual implica el efecto androgénico.

Los complejos T-receptor o DHT-receptor son transferidos al nucleo para unirse a
sustancias de DNA altamente especificas que se conocen como elementos de
respuesta hormonal (HRE). El complejo hormona-receptor unido, puede tanto
estimular o suprimir la expresion de genes especificos adyacentes a los HRE
(transformacion de RNA) y por lo tanto la sintesis de proteinas codificadas por los
genes (19, 20). Una vez que el complejo hormona-receptor ha interceptado con
sitios aceptores del DNA, el esteroide libera su receptor desocupando los sitios de

éste y sale de las células blanco.

10
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La biogénesis de la T en el organismo se lleva a cabo mediante la degradacion
enzimatica parcial de la cadena lateral del colesterol dando lugar a la formacion de
la pregnenolona y posteriormente a la produccion de la progesterona que es el

precursor dela T (21).

2.6. LA DIHIDROTESTOSTERONA EN LA FUNCION PROSTATICA.

La transformacion de testosterona enddégena a su metabolito 5a-
dihidrotestosterona (DHT) se lleva a cabo en presencia de la enzima 5a-
reductasa y NADPH. La DHT es un potente andrégeno que se relaciona con
diversos padecimientos como el acné y el cancer prostatico. La inhibicion de la
enzima Sa-reductasa por antiandrégenos de tipo esteroidal permite la disminucion

de la formacion de DHT.

El metabolismo de la T y DHT implica la oxidacion del C-17 y la reduccion de la
cetona en C-3 a 3a y 3pB- alcoholes, estos se conjugan para ser eliminados del
organismo por la orina y heces (22). Aunque la T es el mayor andrégeno
circulante, la DHT es el androgeno mas activo en prostata y piel, asi mientras que
la espermatogénesis, la libido y el aumento de la masa muscular estan mediados
por la T, el crecimiento de la préstata y el desarrollo de la alopecia androgénica

son procesos controlados por la DHT. A nivel celular la funcion de T y la DHT

11
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implica la estimulaciéon de células epiteliales e inhibir su apoptosis (muerte

programada de células) (23).

2.7. MECANISMO DE ACCION DE LA ENZIMA 50-REDUCTASA.

La T entra a la célula blanco en el reticulo endoplasmico o en la membrana
nuclear para llevarse a cabo la transformacién de esta prohormona en DHT; esta
reaccion esta catalizada por la enzima 5a-reductasa, y requiere de un cofactor que
es el NADPH (forma reducida de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato)
para llevar a cabo la transformacion. Esta consiste en la reduccidén estéreo
especifica de la adiccion del hidruro del NADPH a la posicion C-5 de la T, el
enolato formado en C-3 y C-4 se estabiliza por un residuo electrofilico de la
enzima bSa-reductasa. Por tautomerismo, se regenera el grupo carbonilo
formandose asi la 5a-dihidrotestosterona y la liberacion de NADPH (24),
(Esquema 2).

La enzima Sa-reductasa se encuentra en dos formas:

Tipo I: isoenzima 5a-reductasa, esta predominantemente en glandulas sebaceas
de piel y en el higado, tiene un pH o6ptimo de 6-9 y requiere de concentraciones

elevadas de T para saturarse.

12
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Tipo Il: isoenzima 5a-reductasa, esta en el tejido genital; como lo son la préstata,

testiculos y vesiculas seminales, su pH optimo es de 5.5 y por lo contrario a la de

tipo |, ésta requiere de concentraciones bajas de T para saturarse (25, 26).

Testosterona

Sa—Dihidrotestorona

=N ITTTINIED

NADP*
B NADPH

Esquema 2. Mecanismo de accion de la enzima 5a-reductasa.

OH

13
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2.8. ANTIANDROGENOS.

Los antiandrogenos ofrecen un tratamiento util para un gran numero de
enfermedades mediadas por androgenos, tales como hirsutismo, acné, seborrea,
alopecia androgénica, pubertad precoz y desde luego el cancer de préstata y la
HPB (hiperplasia prostatica benigna se caracteriza por un agrandamiento anormal
de la prostata y la formacion de nddulos); tanto la HPB como el cancer de proéstata
tienen caracteristicas en comun como lo es su alta incidencia en la vejez.

Los antiandrégenos son sustancias quimicas que generalmente previenen la
expresion de los androgenos como la T y la DHT en su sitio de accion por bloqueo
de los receptores androgénicos en los 6rganos blanco, por ejemplo: la flutamida
(Esquema 3) y el acetato de ciproterona (Esquema 4) (27, 28, 29) o por inhibicidn
enzimatica (enzima 5a-reductasa, aromatasa, etc) que interfiere con la biosintesis

de androgenos.

2.9. ANTIANDROGENOS NO ESTEROIDALES.

Algunos ejemplos de estos antiandrogenos no esteroidales son; el ketoconazol, la
flutamida, anandron, etc, (Esquema 3).

Estos presentan algunas ventajas; ya que tienen afinidad por el receptor debido a

su estructura quimica y por lo tanto reducen del 25 al 30%, el tamafio de la

14
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préstata. Las desventajas observadas son; que estimula la ereccion y ocasiona

afectos adversos como la insuficiencia hepatica (27-30).

0
F O ;'J\
O
~ 7
N% s v %Noz
©/ HN\<
O \Q CF,
F 0
Bicalutamida Nilutamida
HNCOCH(CH;), Q
NH
0O,N 0
CF4 e
NO
2 Anandron
Flutamida
=
—O0
\_/ e O
H >/\ /_N
Cl
Ketoconazol
Cl

Esquema 3. Algunos ejemplos de antiandrégenos no esteroidales
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2.10. ANTIANDROGENOS ESTEROIDALES.

Estos antiandrégenos derivan de la molécula de la progesterona; algunos
ejemplos de estos antiandrogenos esteroidales son la finasterida y el acetato de
ciproterona (principales farmacos comerciales) que tienen como ventajas: que
actuan especificamente con el receptor androgénico, son de mayor interés
terapéutico y tienen un costo relativo bajo en consideracion con los no
esteroidales. Sus desventajas: reducen la concentracion de la testosterona y como
consecuencia la actividad enzimatica de la enzima 5Sa-reductasa; por lo tanto, se
ve disminuido el tamano de los dérganos sexuales y provocando los efectos

progestacionales en el individuo (Esquema 4) (5, 21, 24, 31, 32).

16
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.
C(CHy)s

| Finasterida 9°¢ Epristerida

Mefepristona
Acetato de ciproterona

Cl

Acetato de clormadinona

Esquema 4. Algunos ejemplos de antiandrégenos esteroidales.

17
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Para que un derivado de la progesterona se pueda usar como antiandrégeno
debe de poseer las siguientes caracteristicas (33).

*Una baja o nula toxicidad

*Tener baja actividad hormonal

*Presentar elevada actividad antiandrogénica

*No disminuir la libido.

18



[
it

= OBJETIVOS

3. OBJETIVOS
3.1. GENERAL.
. Sintesis, purificaciéon e identificacion (métodos espectroscopicos vy
propiedades fisicas) de 17-carboxiderivados del androsteno como antiandrogenos

a partir de 3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona (pregnenolona).

3.2. ESPECIFICOS.
. Sintetizar los derivados: acido 3p-hidroxi-5-pregnen-20-oico (1) (Pag.
24), 17-carboxilato de bencil-3p-hidroxi—5-androsteno (2) (Pag. 28), 17-carboxilato
de p-bromobencil-33-hidroxi-5—androsteno (3) (Pag. 30), 17-carboxilato de p-
metilbencil-33-hidroxi-5—androsteno (4) (Pag. 32), y 17-carboxilato de bencil-3-
oxo-4-androsteno (5) (Pag. 35) con posible actividad antiandrogénica.
. Aislar, purificar y caracterizar mediante propiedades fisicas (punto de
fusién) y espectroscopicas (IR, RMN'H, RMN'C) los intermediarios y productos
finales de la ruta sintética.
. Determinar y comparar la actividad biolégica de los compuestos
mediante los siguientes ensayos:

- Ensayo in vitro de citotoxicidad en linea celular cancerosa de proéstata
humana (PC-3)

- Ensayo in vitro de la inhibicion de la enzima 5a-reductasa de prostata de

hamsteres.

19
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4.1. ETAPA 1. SINTESIS QUIMICA

OH

Bromo (CF3CO ,0 . CHCl,

=——==e— METODOLOGIA EXPERIMENTAL

—_
QQ " \/©7 )
N 2) NaOH 2%, MeOH
Ho X CHc13

Pregnenolona HO

1
4

HO
D (CF3C0)20 cHcl

Hov@
(CF3C0)20 . CHCly
2) NaOH 2%, MeO 0\/@
CHCl, H Br

2) NaOH 2%, MeOH

O, o

2

HO
0
Y
d\b 0y Al
CH,

Esquema 5. Ruta general de sintesis.
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4.1.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS.

El monitoreo del avance de las reacciones se realizé con cromatografia en capa
fina (CCF), utilizando cromatoplacas de gel de silice Merck 7730 y como eluyente
diferentes mezclas de hexano—acetato de etilo en diferentes proporciones. Se
utilizé una lampara de luz U.V. (A = 254 nm) y una solucién de CoCl; al 1% en

H>SO4 2N como reveladores.

Los puntos de fusion de los compuestos obtenidos se determinaron en el aparato

de Fisher —Johns y no estan corregidos.

Las pruebas espectroscopicas se realizaron en la Unidad de Servicios y Apoyo a

la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

Para la determinacion de los espectros de infrarrojo (IR) se utilizé un equipo Perkin

EImer modelo 1600, utilizando la técnica en pastilla de KBr.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN'H) y de
carbono 13 (RMN™C), se determinaron empleando los espectréometros Varian,
Gemini 200 y VRX — 300S, usando CDClI3 como disolvente y TMS como referencia

interna. Para indicar los patrones de acoplamiento se emplearon las siguientes
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abreviaturas: s (senal simple), d (sefial doble), t (sefal triple), dd (sefial doble de

doble), m (sefal multiple).

El desarrollo experimental de la seccion quimica se realizé en el laboratorio 125,

conjunto “E”, Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica.

4.1.2. CARACTERIZACION DE MATERIA PRIMA, 3p-hidroxi-5-pregnen-20-

ona

HO

La materia prima 3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona es un polvo blanco, que se
recristalizd de acetato de etilo; las propiedades fisicas se encuentran reportadas

enla Tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicas y espectroscopicas de 3B-hidroxi-5-pregnen-20-

ona.
PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion (°C) 193-195
Formula molecular C21H320;
Peso molecular (uma) 316
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™) Espectro 1
3437.96 OH en C-3
2927.93 C-H de CH,y CH3
1681.4 C=0 de C-20
1642.22 C=Cde C-5
RMN "H (PPM) Espectro 2
5.35 (d,1H) Hen C-6
3.53 (m, 1H) Hen C-3
2.53 (t,1H) Hen C-17
2.2 (s, 3H) H en C-21
1.01 (s, 3H) Hen C-19
0.62 (s, 3H) Hen C-18
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RMN "°C (ppm), Espectro 3 y 4
13.19 C-18
19.35 C-19
31.81 c-21
71.63 C-3
121.33 C-6
140.73 C-5
209.59 C-20

4.1.3. Sintesis de (1): acido 3B-hidroxi-5-pregnen—20-oico.

) 0]

OH
Brz
NaOH
a
HO (1)
HO
MATERIA PRIMA

En un matraz redondo de 250 ml se disolvié con 2.94 g (73.5 mmol) de NaOH en
25 mL de H>0, se agité por 10 minutos a 10° C. Después se adiciond lentamente
una solucion de bromo/dioxano (1 mL de bromo /40 mL de dioxano) y se agitd
por 30 minutos a -5°C. Se agrego una solucion de 3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona
(1g, 3.16 mmol), en dioxano (50 mL), por ultimo se adicionaron 11 mL de H20 y se

mantuvo en agitacion por 24 horas a una temperatura de 20°C. Al término de este
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tiempo se acidificé con HCI hasta pH=1, se filtr6 y se lavdé con H,O hasta pH
neutro, se obtuvo un producto blanco. El sélido resultante se recristalizé con
MeOH obteniendo un producto mas blanco, con un rendimiento de 94% (0.94 g,

2.95 mmol), Tabla 2.

Tabla 2. Propiedades fisicas y valores espectroscépicos del compuesto 1.

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusién (°C) 246-248
Formula molecular C20H3003
Peso molecular (uma) 318
Rendimiento (%) 94
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION

IR (cm™) Espectro 5

3427.85 OH-enC-20y C- 3
2938.88 C-H de CH3 Y CH,
1293 c-0
1708 Cc=0
RMN "H (ppm) Espectro 6
5.2(d, 1H) Hen C-6
4.4 (s, 1H) OH
3.2 (m, 1H) Hen C-3
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1.9 (t, 1H) Hen C-17
1.0 (s, 3H) Hen C-19
0.7 (s, 3H) Hen C-18

RMN "°C (ppm), Espectro 7, 8

14 C-18
19 C-19
31 C-17
71 C-3
120 C-6
142 C-5
174 C-2

4.1.4. Derivados del acido 3B-hidroxi-5-pregnen—20-oico: 17-carboxilato de
bencil-3p-hidroxi—5-androsteno (2), 17-carboxilato de p-bromobencil-3p-hidroxi—5—

androsteno (3) y 17-carboxilato de p-metilbencil-3p-hidroxi—-5—androsteno (4).

4.1.5. Descripcion general:

En un matraz redondo de 25 mL se mezclaron 200 mg (0.63 mmol) de acido 3pB-
hidroxi-5-pregnen—20-oico, 0.34 mL (0.44 g, 2.09 mmol) de anhidrido
trifluoroacético (CF3C0O),0 y 40 mg (0.21 mmol) de acido p- toluensulféonico como

catalizador, después de agitar por 2 horas se agregaron 2 mmol de alcohol
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correspondiente, esta mezcla se agitd por 6 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla de la reaccidn se neutraliz6 con una solucion saturada
de bicarbonato de sodio, posteriormente se extrajo con acetato de etilo y la fase

organica se lavé con agua hasta pH neutro.

El producto crudo se sometié a una hidrolisis con NaOH/MeOH/CHCI; a
temperatura ambiente por 4 horas. Después de este tiempo de reaccion el exceso
de disolvente se concentrd a presion reducida y se agregé MeOH y H,O para que

precipite el monoéster deseado.

Los productos 17-carboxilato de bencil-3p-hidroxi—5-androsteno  (2), 17-
carboxilato de p-bromobencil-3p3-hidroxi-5—androsteno (3), y 17-carboxilato de
p-metilbencil-3p-hidroxi—-5—androsteno (4) se purificaron por cromatografia en capa

fina (CCF) con un sistema de elucion hexano- acetato de etilo 7: 3% v/v, 2 veces.
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4.1.5.1. Sintesis de 17- carboxilato de bencil-3B-hidroxi—5-androsteno (2).

0]

CHCl, +

p-TsOH
—>

HO (1) (2)

2) NAOH 2% HO

MeOH
CHCl4

Tabla 3. Propiedades fisicas y valores espectroscopicos de compuesto 2.

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion (°C) 107 - 110
Formula molecular Co7H3603
Peso molecular (uma) 408
Rendimiento (%) 82.5
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION

IR (cm™) Espectro 9

3401 OHde C-3
3031 =C-H
2935 C-H de CHs y CH>
1600 y 1452 Cc=C
1730 C=0
752y 698 C-H fuera del plano aromatico
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RMN "H (ppm) Espectro 10

7.4 (m, 5H) C—aromaticos
5.4 (dd, 1H) HenC-6
5.1 (s, 2H)
H en COO-CH,-Ph
3.5 (m, 1H) Hen C-3
1 (s, 3H) Hen C-19
0.8 (s, 3H) Hen C-18
RMN "°C (ppm), Espectro 11y 12
14 C-18
20 Cc-19
32 C-17
66 -COO- CH; —Ph
72 Cc-3
120 C-6
130 C-aromaticos
138 — o)
140 C-5
175 Cc=0
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4.1.5.2. Sintesis 17-carboxilato de p-bromobencil-3-hidroxi—5—androsteno

(3) a partir de acido 3p-hidroxi-5-pregnen—20- oico (1).

© OH (CF3CO),

1) CHCI3+

Br
oo LT

p-TsOH
(1) 3
HO NACH 2% 3)
2) MeOH
CHClg
Tabla 4. Propiedades fisicas y valores espectroscépicos del compuesto 3.
PROPIEDAD VALOR
Punto de fusién (°C) 110 - 112
Formula molecular C27H3503Br
Peso molecular (uma) 487
Rendimiento (%) 60
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™") Espectro 13
3401 OH enC-3
3010 =C-H
2935 C-H de CH3 y CH
1731 COOR
1595y 1450 C=C
842 C-H disustitucion 1,4
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RMN "H (ppm) Espectro 14

7.4 (m, 4H) H aromaticos
5.3 (dd, 1H) Hen C-6
4.9 (s, 2H) COO-CH>-Ph
3.6 (m, 1H) HenC-3

1 (s, 3H) Hen C-19
0.7 (s, 3H) Hen C-18

RMN "°C (ppm), Espectro 15

18 C-18

22 C-19

32 C-17

65 COO-CH2-Ph-Br
72 Cc-3

121 C-6

130 C-aromaticos
136

141 C-5
163

- CHL_O Br

175 C=0
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4.1.5.3. Sintesis de 17-carboxilato de p-metilbencil-3p-hidroxi—5—androsteno

(4) a partir de acido 3B-hidroxi-5-pregnen—20-oico (1)

O _on (CF3C0),0 OH . o\)@/
1) cHcl, +é
p-TsOH ()
HO (1) NAOH 2% "o
2) MeOH
CHCl4
Tabla 5. Propiedades fisicas y valores espectroscépicos compuesto 4.
PROPIEDAD VALOR
Punto de fusion (°C) 97 - 100
Formula molecular CasH3503
Peso molecular (uma) 422
Rendimiento (%) 68
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™) Espectro 16
3291 OHen C-3
3010 C=C-H
2930 C-Hde CH, y CH3
1617 y 1450 c=C
1726 C=0deEsteren C-17
842 C-H disustitucién 1,4
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RMN "H (ppm) Espectro 17

7.3 (m, 5H) H en aromaticos
5.3 (dd, 1H) Hen C-6

5.1 (dd, 2H) COO-CH,-Ph
3.5 (m, 1H) Hen C-3
2.4 (dd, 3H) —@—CH3
1.0 (s, 1H) Hen C-19
0.6 (s, 1H) HenC-18

RMN "°C (ppm), Espectro 18

10 ~CH;
18 C-18
22 Cc-19
32 C-17
67 -COO-CH2-Ph-CHj3
73 Cc-3
122 C-6
130 C-aromaticos
137

— CHy¥_)
141 C-5
178 C=0
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4.1.6. Sintesis del derivado 3-oxo-4-androsteno (17-carboxilato de bencil-3-

oxo-4-androsteno).

4.1.6.1 Descripcion general

El éster correspondiente al 17-carboxilato de bencil-3B-hidroxi—5-androsteno (2),
0.98 mmol se hizo reaccionar con 1-metil-4-piperidona 12.47 mmol, 2.93 mmol de
isopropoxido de aluminio y tolueno (9 mL) como disolvente. La mezcla se agit6 por
24 hrs a reflujo y al término de este tiempo se evaporé el exceso de tolueno. Se
agrego acetato de etilo y se filtré al vacio, para eliminar el exceso de las sales de
aluminio que se formaron en el proceso. Se lavo con NaOH al 2% y después con
H,O hasta pH neutro. Se seco la fase organica y se filtré6 sobre alumina vy fluorisil.
Después de evaporar el exceso de disolvente (acetato de etilo), los compuestos
se purificaron por cromatografia en capa fina (CCF) con un sistema de elucion

hexano—acetato de etilo 8:2% v/v 2 veces.

Las constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto 17-carboxilato de

bencil-3-oxo-4-androsteno (5) se muestran en la Tabla 6.
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4.1.6.2. Sintesis de17-carboxilato de bencil-3-oxo-4-androsteno (5).

v© $+§Al ° ﬁ

~ J (2) TOLUENO 5)

HO

Tabla 6. Propiedades fisicas y espectroscopicas de compuesto 5.

PROPIEDAD VALOR
Punto de fusién (°C) 115 -117
Formula molecular Co7H3 O3
Peso molecular (uma) 406
Rendimiento (%) 40
VALOR ESPECTROSCOPICO ASIGNACION
IR (cm™) Espectro 19
3030 C=C-H
2930 C—H de CH; y CHs
1730 C=0 de esteren C-17
1674 C=0de C-3
1615y 1452 C=C
749y 698 C-H disustitucién aromatica 1,4
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RMN "H (ppm) Espectro 20

7.3(m,5H) H aromaticos
5.7 (dd, 1H) Hen C-4
5.1 (dd, 2H) CH, bencil
1.16 (s, 1H) Hen C-19
0.7 (s, 1H) Hen C-18
RMN "°C (ppm), Espectro 21y 22
66 CHz-bencil
120 C-4
128 C de aromaticos
138 C-5
172
— i)
175 C-20
200 Cc-3
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4.2.1. Ensayo in vitro: citotoxicidad en lineas celulares.

Las pruebas biologicas de actividad citotdxica se realizaron bajo la supervisién de

la M. en C. Maria Teresa Ramirez Apan (Instituto de Quimica, UNAM).

La evaluacion citotoxica de los compuestos; 3-B-hidroxi-5-pregnen-20-ona (MP),
acido 3p-hidroxi-5-pregnen-20-oico (1), 17-carboxilato de bencil-33-hidroxi—5-
androsteno (2), 17-carboxilato de p-bromobencil-3p-hidroxi—-5—androsteno (3) vy
17-carboxilato de bencil-3-oxo-4-androsteno (5) se realizé en la linea celular
cancerosa de préstata humana (PC-3). Cabe mencionar que el compuesto 4 (17-
carboxilato de p-metilbencil-33-hidroxi—5—androsteno) no se evalué por este
método debido a que fue sintetizado posteriormente al periodo de evaluacion de
los otros compuestos. El ensayo inicio al colocar 100 yL de la linea celular y medio

de cultivo en una placa de 96 pozos en donde se incubaron por 24 horas.

Por otra parte se prepar6é una solucion patron en dimetilsulfoxido (DMSQO) de cada
compuesto a evaluar, dicha solucién se adicion6 al pozo de la linea celular en
100 pyL de medio de cultivo, la concentracion final de cada compuesto fue de

50 uM.
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Se incubd por 48 horas (plato experimental). Adicionalmente se preparo otro pozo
en el cual se adicion6 unicamente medio de cultivo, este ultimo se incubd por una
hora (plato basal); ambas incubaciones se llevaron a cabo a 37°C en una
atmosfera con 5% de CO; y 100% de humedad relativa. Al finalizar el tiempo de
incubacion se fijaron los cultivos celulares in situ con la adicion de 50 pL de acido
tricloroacético 50% (p/v) frio, se incubd por 1 hora a 4°C, se desecho el
sobrenadante y se lavaron 5 veces con agua desionizada y se dejo secar por 24
horas, posteriormente se tifieron con 100 uL de sulforhodamina B (SRB) (0.4%
p/v en 1% acido acético) el pozo se incubd por 10 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente se hicieron lavados con una solucidén de acido acético
al 1% y se dejo secar por 24 horas. Las células fijadas se resuspendieron
utilizando 10 nM de buffer Tris, pH=10 en agitacion por 5 minutos. Finalmente se
determiné la densidad 6ptica a 515 nm utilizando un lector ELISA.

Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicién de crecimiento celular

a 50 uM y estan representados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de crecimiento en la linea celular PC-3 (cancer

de prostata).

Muestra % inhibiciéon de crecimiento en PC-3
Materia prima 24.1
Compuesto 1 10.4
Compuesto 2 16
Compuesto 3 26.5
Compuesto 5 86.7
Acetato de ciproterona (referencia) 50.5
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4.3. Etapa 3

4.3.1. Ensayo in vitro de la inhibicion de la enzima 5a-reductasa de préstata
de hamsteres.

Para determinar esta actividad biologica, las pruebas se realizaron en el

laboratorio 006 del Departamento de Sistemas Biologicos y Produccion Animal de

la UAM Xochimilco, por la Dra. Marisa Cabeza.

Para estas pruebas de estudio el equipo utilizado fue el siguiente:

+Un contador de centello (para medir radioactividad) Liquid Scintillation Analyser,
modelo Tricards 2100 TR — Packard con impresora Panasonic Quiet KX- P3123,

¢ Una incubadora modelo BMR-18/25, una centrifuga modelo Allegra 6R
Beckman,

¢ Micro pipetas electréonicas Advanced Electronic Pipette Rain modelo Edp 3, con
capacidad para 10, 100 y 1000 pL.

¢Lampara de U.V. ( A= 254 nm).

4.3.2. Obtencién de la enzima 5a-reductasa de préstata de Hamster

Se sacrificaron 72 hamsteres macho con aproximadamente 5 dias de castracion,
para posteriormente separar las prostatas. Se limpiaron y pesaron por separado,

se homogenizaron en un buffer TEDM sin DTT en 3 volumenes con relacion a su
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peso. Los homogeneizados de ambos tejidos se centrifugaron por 1 hora a
140 000 g a 4°C. Se separ¢ el pellet del sobrenadante. El sobrenadante se utilizo
como citosol para el ensayo con los receptores y el precipitado se resuspendid en
3 volumenes de medio A pH=6.5, el cual se prepar6 a partir de sacarosa 0.32 M,
0.1 nM de DTT y buffer de fosfatos 20 mM. La solucién de primulina se preparo6 a
partir de 10 mg de primulina que disuelven con 400 mL de una mezcla agua-

acetona (1:5% v/v).

Se tomaron alicuotas de 1 mL, tanto para la fraccion citosolica como para la
microsomal, las cuales se congelaron a —70°C para su posterior utilizacion. Se
determind el contenido de proteinas por el método de Bradford (34) que es usado
como la fuente de la enzima 5a-reductasa en su isoforma 2 como la fraccion

microsomal predominante.

4.3.3. Ensayo in Vitro con la enzima 5a-reductasa

Se prepar6é una serie de tubos con concentraciones entre 2x102 mM de los
compuestos, 3p-hidroxi-5-pregnen-20-ona (MP), acido 3p-hidroxi-5-pregnen-20-
oico (1), 17-carboxilato de bencil-3p3-hidroxi—5-androsteno (2) y 17-carboxilato de
bencil-3-oxo-4-androsteno (5) ademas de 2 tubos controles que solo contienen T
[H®. Los compuestos 3 (17-carboxilato de p-bromobencil-33-hidroxi—5—

androsteno) y 4 (17-carboxilato de p-metilbencil-3p3-hidroxi-5—androsteno) no se
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evaluaron por este método debido a que del compuesto 3 no se tenia la cantidad
suficiente para el ensayo y el compuesto 4 se sintetizé después de realizada la

evaluacion bioldgica.

A todos los tubos se les adiciond un volumen conocido de T [H?] suficiente para
alcanzar una concentracion final de 2 nM. Se colocaron los tubos a bafio maria y
atmosfera de nitrogeno para evaporar el disolvente hasta sequedad. Se
adicionaron los reactivos en el siguiente orden: 640 yL de buffer de fosfatos
pH=7, 160 pL de fraccién microsomal de vesicula seminal, 100 yL de DTT 1 mM y
100 pyL de NADPH 2 mM con los que se dio inicio a la reaccion. Los tubos se
agitaron en un vortex y se incubaron a 37°C por 1 hora; al término de la
incubacion se agregd 1 mL de diclorometano para detener la reaccion y se agitd

en un vortex por 1 minuto.

La fase organica se extrajo con diclorometano, en la cual se encuentra la DHT [H3]
formada. Se realizaron 4 extracciones mas, y el diclorometano se evaporo en
bafio maria hasta sequedad. A todos los tubos incluyendo los controles se les
adicionaron 10uL de DHT (no reactiva, 1 mg/mL y 6 gotas de MeOH). Los
contenidos de los tubos se aplicaron en las placas cromatograficas para separar la
DHT [H®] que se forma, con un sistema de elucidn cloroformo-acetona 9:1% v/v.
Estas placas se observaron bajo luz U.V. a 254 nm y se marco la zona

correspondiente a la testosterona. Posteriormente las placas de CCF se revelaron
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con una solucion de primulina y se observaron bajo luz U.V. a 304 nm, se
marcaron las zonas correspondientes a la DHT [H®], se cortaron y se colocaron
en viales, se les adicion6 5 mL de liquido de centello Ultima Gold y finalmente se

determind la radioactividad en el analizador de centello.

La actividad de la enzima se calculé con los controles que fueron incubados en
presencia de T [H®. Se trazd una curva y se calculé la concentracion del
compuesto necesaria para inhibir el 50% de la conversién de T [H?] a la DHT [H?]
(ICs0).Todo esto se hizo por duplicado y los datos obtenidos se muestran en la

Tabla 8.

Tabla 8. Inhibicion de la enzima 5a-reductasa

Compuesto ICs0 valor
Finasterida (referencia) 8.5nM
Materia prima No presento actividad
Compuesto 1 19.9uM
Compuesto 2 3.9 nM
Compuesto 5 13 nM
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ETAPA 1.

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS

La materia prima (3B-hidroxi-5 pregnen-20-ona) fue caracterizada de acuerdo a
los siguientes datos espectroscopicos: en el IR (espectro 1) se observd la
presencia del alcohol secundario en 3437 cm™, el doble enlace de  C-5y C-6,
con la sefial en 1642 cm™ y una banda intensa correspondiente al carbonilo de la

cetona en C—-20 en 1681 cm™.

En RMN H (espectro 2) las sefales en 0.62, 1.01y 2.2 ppm que integran para 3H
cada una, se asignaron a los carbonos C-18, C-19 y C-21, respectivamente. En
5.3 ppm se observa una sefial que integra para un proton que se asigna al proton
vinilico en C—6, para 3.53 ppm la sefal es asignada al proton base en C-3, por

ultimo, para C-17 el triplete en 2.53 ppm .

La RMN "*C (espectros 3 y 4) registra sefiales en 13.19 ppm, 19.35 ppm y 31.81
ppm los cuales pertenecen al C-18, C-19 y C-21, respectivamente. EIl
desplazamiento registrado en 71.63 ppm corresponde al C-3 y para los C-5y C-6

las sefales en 121 ppm y 140 ppm.
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Compuesto 1: acido 3p-hidroxi- 5-pregnen—20-oico.

El compuesto se obtiene por una reaccion de oxidacion de la cetona en C-20 a
través de la llamada reaccion de haloformo (35) en donde una metilcetona se
trinalogena y posteriormente por tratamiento basico se efectua la ruptura para
obtener el carboxilato correspondiente y el haloformo (bromoformo). Al acidular la
mezcla anterior se obtiene el acido carboxilico en el anillo D del esteroide

(compuesto 2) con un rendimiento del 94%.

Para este compuesto el analisis de su espectro de IR (espectro 5) mostré una
banda intensa en 3427 cm™ correspondiente a la banda de estiramiento -OH en
C-20 y C-3. En 2938 cm™' se presenta el estiramiento de C-H en metilos y
metilenos, en 1708 cm ~' la banda asignada al carboxilo del grupo &cido en C-20

que se complementa con la banda de 1293 cm ~' correspondiente a C-O.

En RMN H (espectro 6), ademas de las senales en 0.7 ppm y 1 ppm, que
integran cada una para tres protones asignados a H-18 y H-19, en 1.9 ppm se
observa un triplete asignado al proton en C-17. En 3.2 ppm tenemos una sefal
multiple para un protdn que corrobora la presencia del OH en C-3y en 5.2 ppm

se observa una sefial que se asigno al proton vinilico en C—6.

En el espectro de RMN "*C (espectros 7 y 8) se confirma la oxidacién del metilo

en C-20 ya que no aparece la sefal en 31.81 ppm de C-21 y se modifica el valor
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de C-20 apareciendo a 174 ppm. Las sefales registradas en 120 y 142 ppm nos

indican que se conserva el doble enlace entre C-5y C-6.

El siguiente paso en la sintesis fue la esterificacion del grupo acido en C-20 para
obtener los compuestos 17-carboxilato de bencil-3B-hidroxi—5-androsteno (2),
17-carboxilato de p-bromobencil-3B-hidroxi—5—androsteno (3) y 17-
carboxilato de p-metilbencil-3p-hidroxi—5—androsteno (4). La reaccion se llevo
a cabo con el anhidrido trifluoroacético, el acido p-toluensulfénico como
catalizador y el alcohol correspondiente. En el primer paso se formé el anhidrido
mixto aciloiloxitrifluoroacético que reaccioné con cada bencilalcohol originando los
diésteres 3-trifluoroacetoxi-17(bencil)-5-androsteno correspondientes, los cuales
se detectaron por CCF. Los derivados obtenidos se aislaron y se sometieron a una
hidrdlisis basica para desproteger el alcohol en C-3 y asi generar los ésteres
correspondientes, 17-carboxilato de bencil-3B-hidroxi—-5-androsteno (2), 17-
carboxilato de p-bromobencil-3p-hidroxi-5—androsteno (3) y 17-carboxilato de

p-metilbencil-33-hidroxi—5—androsteno (4).

Compuesto 2: 17-carboxilato de bencil-3p-hidroxi—-5-androsteno. Este
compuesto fue obtenido por esterificacion con el alcohol bencilico. En esta
reaccion se obtuvo un rendimiento del 82.5 %.

En el IR (espectro 9) se observa la banda a 3401 cm ~' correspondiente al

alcohol en C-3. En 3031, 1600 y 1452 cm’ se verifica la presencia de
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instauraciones sp?. La sefial a 2935 cm ™

se asignd ala vibracion de C-H de los
grupos metilo y metilenos y la sefial en 1730 cm ~' corresponde al carbonilo del
éster formado. En 752 y 698 cm™' se observa la vibracién C-H fuera del plano

correspondiente al anillo aromatico.

En RMN 'H (espectro 10) se observan las sefales en 0.8 ppm y 1.0 ppm que
integran cada una para tres protones asignados a H-19 y H-18, respectivamente,
las cuales se mantienen constantes con respecto al compuesto acido 3B-hidroxi-
5-pregnen—20-oico. Una sefial multiple en 3.5 que integra para 1H se asigno al
H-3. En 5.1 ppm se observa la sefal del metileno del grupo bencilo. En 5.4
tenemos un doble de dobles que integra para 1H del C-6. La presencia de una
sefal multiple en 7.4 ppm que integra para 5H es el indicativo de la presencia de

protones aromaticos.

En el espectro de RMN "*C (espectros 11 y 12) se observan las sefiales del
carbonilo en 175 ppm y en 120 y 140 ppm los carbonos vinilicos C-6 y C-5. En 66
ppm aparece el metileno del bencilo. En 14 ppm y 20 ppm se observa la

presencia de C-19 y C-18, respectivamente.
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Compuesto 3: 17-carboxilato de p-bromobencil-3p-hidroxi—5—androsteno.

En el espectro de IR (espectro13), aparece en 3401 cm' la sefial del OH
correspondiente a C-3. En 2935 cm™ se observan las sefiales de alargamiento de
C-H y en 1731 cm™ se observa el carbonilo del éster; en 3010, 1595, 1450 y 842

cm' observamos la presencia de instauraciones sp?.

En el espectro de RMN 'H (espectro 14), aparecen en 7.4 y 7.2 dos sefiales
multiples integrando para 4H que nos muestran la presencia de H aromaticos y en
5.3 una sefal doble de doble para el proton en C—6. En 4.9 ppm se asigna la
sefal doble de doble que integra para 2 protones correspondientes al metileno del

grupo bencilo. El resto de las sefiales no cambia.

En el espectro de RMN "*C (espectro 15) se observan sefiales en 121y 141 ppm
que se asignan al doble enlace C-6 y C-5. El carbonilo del éster se observa en 175
ppm. En 65 ppm se observa la seihal de metileno del grupo p-bromobencilo. En
163 ppm se observa la senal del C-aromatico que sostiene al bromo. En 18 y 22

ppm se encuentran las sefales correspondientes a C-19 y C-18.
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Compuesto 4: 17-carboxilato de p-metilbencil-38-hidroxi—5—-androsteno.
Nuevamente en el espectro de IR (espectro 16) aparece en 3291 cm™ la sefial de
alcohol que corresponde al C-3, en 2853 cm™ el C—H de metilos y metilenos y en

1726 cm'se observa la sefial del carbonilo del éster.

En el espectro de RMN 'H (espectro 17) aparecen sefiales arriba de 7.05
correspondientes a los protones aromaticos, en 5.3 ppm esta la sefial
correspondiente al C—-6, en 5.1 ppm se observa la sefal doble de doble que
integra para 2 protones correspondientes al metileno bencilico, y en 3.5 ppm una
sefal multiple que integra para un proton correspondiente a H-3. El
desplazamiento quimico de las sefales para los protones en C-18 y C-19

permanecio como en la materia prima.

En el espectro de RMN "*C (espectro 18) el carbonilo del éster se observa en 178
ppm, en 122 y 141 ppm se encuentran las sefales correspondientes a los
carbonos C-6 y C-5. En 73 ppm se observa la sefial del metileno bencilico y en

130 ppm se encuentran las sefales para los C-aromaticos.

Compuesto 5: 17-carboxilato de bencil-3-oxo-4-androsteno.
Este compuesto se prepard haciendo una oxidacion del alcohol en C-3 por medio
de la reaccion conocida como Oppenauer (36) para obtener el sistema 4-en-3-ona

en la molécula esteroidal. La reaccién implicé la formacion del alcéxido de
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aluminio y la presencia de la metil-4-piperidona lo que permitio la formacién del
sistema conjugado que involucra los anillos A y B del esteroide. El producto se

obtuvo con un rendimiento del 40%.

En el espectro de IR (espectro19) de este compuesto las senales cambian
notablemente con respecto del compuesto 2 ya que por una parte, no se aprecia la
sefial del alcohol y en su lugar se observa en 1674 cm™ la sefial correspondiente
al C=0 en C-3. Otras sefiales que se aprecian son en 2930 cm™ la sefial de
vibracion de grupos C-H de CH, y CHs, en 1730 la correspondiente al carbonilo y
en 3030, 1615 y 1452, 749 y 698 cm'se confirma la presencia de insaturaciones

(alifatica y aromatica).

En el espectro de RMN 'H (espectro 20), en 7.3 ppm se observan los protones
aromaticos y en 5.7 ppm se observa el protdon en C-4. Los protones restantes no

presentan alteracion sobresaliente en su desplazamiento.

En RMN °C (espectros 21 y 22) encontramos a 120 y 138 ppm los carbonos
correspondientes al doble enlace C-4 y C-5, en 128 ppm los carbonos aromaticos
siguen sin cambios. En 175 ppm se asigna la sefial para C-20 y en 200 ppm para

C-3.
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5.2. ETAPA 2.

En el ensayo de citotoxicidad (tabla 7) se utiliza como referencia el acetato de
ciproterona (farmaco comercial) que inhibe en 50.5% el crecimiento de la linea
celular de cancer de prostata. EI compuesto 5 (17-carboxilato de bencil-3-oxo-4-
androsteno) presenta mayor valor de inhibiciéon (86.7%), con respecto al
compuesto 2 (16% de inhibicién) que presenta el alcohol libre en C-3 y a los otros
compuestos evaluados. Al parecer la presencia del sistema 4-en-3-ona en el
esteroide le confiere mayor actividad frente a este tipo de ensayo. Por otra parte la
presencia de un atomo de bromo en el anillo aromatico incrementa la actividad
inhibitoria del crecimiento celular (26.5%) con respecto al compuesto 2 que no

tiene bromo.

5.3. ETAPA 3.

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para la inhibicion de la enzima
5a-reductasa para los compuestos: acido 3p-hidroxi-5-pregnen-20-oico (1), 17-
carboxilato de bencil-33-hidroxi—5-androsteno (2), 17-carboxilato de bencil-3-oxo-
4-androsteno (5). La finasterida se ocupa como estandar para la inhibicion de la
enzima 5a-reductasa; estos valores se dan en ICs, (cantidad de sustrato necesaria
para inhibir al 50% de la actividad de la enzima). En este caso el compuesto que

actua como mejor inhibidor de la enzima 5a-reductasa es el compuesto 2 ya que
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presenta un menor valor de I1Csy (3.9 nM) comparado con el de la finasterida que
es de 8.5 nM y a los otros compuestos sintetizados. Al parecer la presencia del
anillo aromatico en la molécula le confiere mayor actividad. La baja actividad

mostrada por el compuesto 1 se puede atribuir a su baja solubilidad lo que

interfiere en el ensayo biologico.
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6. CONCLUSIONES

- Se logro exitosamente llevar a cabo la sintesis del acido 3p-hidroxi-5-pregnen-

20-oico (1), 17-carboxilato de bencil-3p-hidroxi—5-androsteno (2), 17-carboxilato
de p-bromobencil-33-hidroxi-5—androsteno (3), 17-carboxilato de p-metilbencil-

3p-hidroxi—5—androsteno (4) y 17-carboxilato de bencil-3-oxo-4-androsteno (5).

Se llevd a cabo la determinacion de la actividad biologica, por medio de un
ensayo in vitro midiendo la toxicidad en lineas celulares, comprobando que el
compuesto 5 (17-carboxilato de bencil-3-oxo-4-androsteno) en el modelo de
linea celular cancerosa de prostata humana (PC-3) es mas activo que el
compuesto de referencia, acetato de ciproterona.

Para el ensayo in vitro de la inhibicion de la enzima 5a-reductasa de prostata de
hamsteres, el compuesto 2 (17-carboxilato de bencil-33-hidroxi—5-androsteno)

es el mas activo comparado con el estandar finasterida.

Los resultados generados en este trabajo contribuyen a los estudios de Ia
relacion estructura quimica—actividad biolégica de un grupo de compuestos
esteroidales con potencial actividad antiandrogénica lo que nos permitira
proponer algunas modificaciones necesarias en una molécula esteroidal del tipo

androsteno para obtener mayor actividad antiandrogénica.
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