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1. Introducciéon

En la actualidad, el cancer de préstata es el segundo tipo de cancer con la mayor tasa de mortalidad después del
cancer de pulmdn, y el segundo mas frecuente en la poblacién masculina a nivel mundial.*? La mayoria de las
mutaciones del d4cido desoxirribonucleico (ADN) relacionadas con el cdncer de préstata no parecen ser
heredadas, sino que se forman durante el transcurso de la vida de un hombre. No estd claro con qué frecuencia
estos cambios del ADN se deben a eventos aleatorios, ni con qué frecuencia son influenciados por otros factores
como la alimentacidn, niveles hormonales, etc. El desarrollo del cancer de prdstata puede estar asociado a un
aumento en los niveles de ciertas hormonas. Los niveles altos de andrégenos (hormonas masculinas, como la
testosterona) promueven el crecimiento de las células de la préstata, y pueden contribuir al riesgo de cancer de
préstata en algunos hombres. Igualmente, se ha observado que los hombres que presentan altos niveles
del factor de crecimiento andlogo a la insulina (IGF-1) tienen mas probabilidades de padecer cancer de

prostata.3

Aunque pueden existir diversas causas para el desarrollo del cancer de prdstata, es claro que existe una relacién
entre los altos niveles de andrdgenos en el organismo y la formacién del tejido canceroso. En este sentido, el
cancer de préstata es considerado como una enfermedad andrégeno-dependiente, al igual otros padecimientos
que afectan a la poblacion masculina de edad avanzada, como la hiperplasia prostatica benigna (HPB), cuya
patologia se manifiesta como un incremento anormal de la glandula prostatica y la formacidon de nodos

voluminosos bien delimitados.

El tratamiento mas empleado para el cancer de préstata es la cirugia; sin embargo, gran parte de la poblaciéon
masculina es renuente a este procedimiento debido a los efectos secundarios indeseables que genera.
Actualmente existen otras alternativas para el tratamiento de esta enfermedad, como es el uso de agonistas de
la hormona luteinizante (LH), la inhibicidn de la produccién de andrdgenos por agonistas del factor liberador de
gonadotrofinas hipotalamico (LHRH), la inhibicidn de la accidén de andrégenos producida por antagonistas del
receptor de andrégenos (AR) y la inhibicidn de la conversidn de testosterona (T) a 5a-dihidrotestosterona (DHT)

por inhibidores de la 5a-reductasa (5aR).*

Los antagonistas androgénicos son un tratamiento potencialmente eficaz para distintas enfermedades
andrégeno-dependientes, tales como el cancer de préstata, la hiperplasia prostdtica benigna, el sindrome de

ovarios poliquisticos, el hirsutismo en mujeres, el acné, la seborrea, la alopecia androgénica, entre otras.>®



Desafortunadamente, los antiandrégenos que se encuentran en el mercado, como el acetato de ciproterona
(CPA), la finasterida, la flutamida y el ketoconazol, muestran severos efectos secundarios como son diarrea,

vomito, disminucidn de la libido, dafio hepdtico, etc, lo que limita su uso terapéutico.’

Entre los andrégenos enddgenos mas potentes involucrados directamente con el desarrollo de enfermedades
andrégeno-dependientes se encuentra la DHT, producida a partir de la testosterona mediante un proceso
reductivo catalizado por la enzima 5aR. Asi, uno de los blancos terapéuticos para el tratamiento de este tipo de
enfermedades es la inhibicion de la accién de esta enzima sobre la testosterona, disminuyendo drasticamente la
concentraciéon de la DHT en el organismo. Aunque algunos compuestos no-esteroidales actan como inhibidores
de la enzima 5a-reductasa, la mayoria de los antiandrégenos de interés terapéutico pertenecen a la serie

esteroidal, especificamente a los derivados de la progesterona.??®

El grupo del Dr. Bratoeff y colaboradores han realizado numerosos estudios de relacidn estructura-actividad
sobre diversos derivados de la progesterona y su actividad contra la enzima 5aR. Asi, entre los requerimientos
estructurales encontrados para que una molécula presente buena actividad antiandrogénica, destacala
presencia de sistemas carbonilicos a,B-insaturados en distintas posiciones del sistema esteroidal, que permitan
una adiccién 1,4 tipo Michael en el esteroide por parte de los fragmentos nucleofilicos presentes en el sitio

activo de la enzima, generando un aducto irreversible con la consecuente inhibicién de la enzima 5aR.*%!

En este contexto, el presente trabajo de investigacidn estd enfocado en el desarrollo de una metodologia
experimental para la obtencidon de nuevos D-homo derivados de la pregnenolona, cuyo requisito estructural es
la presencia de un sistema carbonilico a,B-insaturado, y con la finalidad de determinar su actividad

antiproliferativa en la linea celular de cancer de prdstata PC-3.

2. Antecedentes

2.1.Aspectos generales de los esteroides

2.1.1. Nomenclatura de los esteroides y estereoquimica

El colesterol, los adrenocorticoides y las hormonas esteroidales se clasifican como esteroides y las reglas que
definen su estructura, su estereoquimica y nomenclatura son en su mayoria, las mismas. Los anillos que

conforman la estructura molecular de estos compuestos tienen una relacién estereoquimica-actividad bioldgica



definida, de modo tal que pequefias modificaciones estructurales, como transformaciones o adiciones de
nuevos grupos funcionales, inducen cambios importantes en su actividad. Por el contrario, cambios drasticos en
su estructura, como la modificacion de la geometria en las uniones de los anillos del nucleo esteroidal,

generalmente resulta en compuestos biolégicamente inactivos.

Los adrenocorticoides y las hormonas sexuales, en las que se incluyen los estrégenos, andrdgenos y
progestagenos, son biosintetizados a partir del colesterol.’” La estructura basica esteroidal consiste de cuatro
anillos fusionados (A, B, C y D), formando el nucleo conocido como ciclopentanoperhidrofenantreno, en que el
sistema de perhidrofenantreno (anillos A, B, C) es el derivado completamente saturado del fenantreno (Figura

1).
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Figura 1. Estructura general de los esteroides: sistema del fenantreno.

Para ilustrar la nomenclatura en los esteroides generalmente se utiliza el 5a-colestano como ejemplo (Figura 2).
La notacidon 5a se emplea para indicar que el dtomo de hidrégeno en la posicidon 5 se encuentra en el lado
opuesto de los grupos metilo en las posiciones 18 y 19, mismos que son asignados como [ en la molécula. El
término colestano, se refiere a un esteroide con 27 carbonos que incluyen una cadena lateral de 8 carbonos en
la posicién 17, en el lado B de la molécula. Asi, los grupos funcionales en el lado B de la molécula se denotan con

lineas sdlidas, y los grupos en el lado o de la molécula se denotan con lineas discontinuas.?%127

24

5a-Colestano

Figura 2. 5a-colestano, nomenclatura del sistema esteroidal.



La representacion tridimensional para el 5a-colestano se ilustra en la figura 3. Aunque el ciclohexano puede
llevar a cabo una inversion de la conformacién, los esteroides son estructuras rigidas debido a que,
generalmente, tienen al menos un sistema de anillos fusionados en forma trans.

19
CHj;

Figura 3. Representacion conformacional del 5a-colestano.

Considerando que los grupos metilo en las posiciones 18 y 19 se encuentran en posicién B y tienen una
orientacién axial, la conformacion de los demas enlaces del sistema esteroidal puede ser facilmente asignada.
Asi en el 5a-colestano, el grupo Me-18 en la posicién 10 siempre es B y axial, por lo que los dos enlaces en la
posicion 1 deben ser B-ecuatorial y a-axial como se indica en la figura 3. La orientacién de los enlaces restantes
puede ser determinada con base en los grupos posicionados en carbonos vecinos al anillo, identificados como

trans si su relacion es 1,2-diaxial o 1,2-diecuatorial, 6 cis si su relacidon es 1,2-ecuatorial-axial.

La relacidn cis o trans de los cuatro anillos puede ser expresada en términos del eje principal de la molécula, por
ejemplo, el compuesto 5a-colestano se presenta un eje tipo trans-anti-trans-anti-trans, esto significa que todos
los anillos estan fusionados trans (di-ecuatorial). El enlace ecuatorial al anillo B, en la posicidn 9, que forma parte
del anillo C, es anti (trans) al enlace ecuatorial al anillo B, en la posicidon 10, que forma parte del anillo A del

esteroide.

Muchos esteroides presentan enlaces dobles en los anillos que forman el nucleo basico de su estructura, y éstos
generalmente se encuentran entre las posiciones 4-5 o 5-6, y por ende no existe una relacién cis o trans entre
los anillos A y B. El signo A se utiliza frecuentemente para designar un enlace doble en el sistema esteroidal. Si
dicho enlace doble se presenta entre las posiciones 4 y 5, entonces es compuesto se designa como un A*
esteroide; si se presenta entre 5y 10 se designa como un A*'%-esteroide. Asi, el colesterol es un A*-esterol, con

un alcohol insaturado en la posicidn 3 (coles-5-en-33-ol) (Figura 4).
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Figura 4. Estructura del colesterol.
Los acidos biliares, por su parte, no presentan enlaces dobles y pertenecen a la serie 5. Un ejemplo es el acido
cdlico (acido 3a,7a,12a-trihidroxi-5B-colan-24-oico) (Figura 5), un importante metabolito del colesterol presente

en distintos animales. Este acido tiene la base molecular caracteristica del 5B-colestano, al igual que muchos

glicdsidos cardiotdnicos que también pertenecen a esta serie.

HO
Figura 5. Estructura del 4cido célico.

Entre los principales triterpenos esteroidales que presentan la configuracién del 5a-colestano se encuentran los
5a-androstanos, 5a-estranos y 5a-pregnanos, mismos que cuentan con 19, 18 y 21 dtomos de carbono,
respectivamente (Figura 6). Los esteroides de mayor relevancia terapéutica son: los adrenocorticoides, tipo
cortisona (17,21-dihidroxipregn-4-en-3,11,20-triona) y la progesterona (pregn-4-en-3,20-diona). Por otra parte
los androstanos mas importantes son las hormonas sexuales masculinas (andrégenos) y se basan en la
estructura del 5a-androstano, como la testosterona (17B-hidroxi-4-androsten-3-ona). Finalmente los estranos u
hormonas sexuales femeninas, son sintetizadas en el foliculo de Graaf. Su representante mds importante es el

17B-estradiol (estra-1,3,5,(10)-trien-3,17B-diol).*



5a-androstano

Cortisona Progesterona Testosterona 17B-Estradiol

Figura 6. Principales 5a-androstanos, 5a-estranos, y 5a-pregnanos.

2.1.1.1. Biosintesis del colesterol

Debido a la importancia fisiolégica que representa el colesterol, precursor de muchos esteroides que regulan
distintos procesos bioldgicos de alta relevancia, a continuacién se describe brevemente la biosintesis de esta

importante molécula.l>31747

La biosintesis del colesterol inicia mediante la condensacién de dos unidades de acetil-CoA para formar la
hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA), reaccidon catalizada por la enzima HMG-CoA sintasa (Esquema 1). Las
reacciones en esta etapa son las mismas que se presentan en la cetogénesis, sin embargo la unidad de HMG-CoA
utilizada en la cetogénesis se produce en la mitocondria; por el contrario, la HMG-CoA destinada para la sintesis

de esteroles se forma en el citosol.

Los pasos subsecuentes después de la sintesis de HMG-CoA ocurren en el reticulo endoplasmatico liso. La HMG-
CoA reductasa reduce la HMG-CoA a mevalonato. Posteriormente el mevalonato es convertido a varios
intermediaros de unidades de isopreno. En la biosintesis de éstas unidades (Esquema 1), las enzimas implicadas
en los distintos procesos son: tiolasa (1), HMG-CoA sintetasa (2), HMG-CoA reductasa (3), mevalonato cinasa,
fosfomevalonatocinasa (4), y disfosfomevalonatodescarboxilasa (5). La inhibicion de las proteinas asociadas con
la sintesis de las unidades de IPP y DMAPP es de gran relevancia clinica. Algunos farmacos como las estatinas

ejercen su efecto terapéutico mediante la inhibicién de la HMG-CoA reductasa.
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Esquema 1. Biosintesis del colesterol: unidades de isopreno.

La siguiente etapa inicia con la isomerizaciéon de una molécula de pirofosfato de isopentenilo (IPP) a pirofosfato
de dimetilalilo (DMAPP), catalizada por la pirofosfato de isopenteniloisomerasa (Esquema 2). El producto
obtenido es a su vez condensado con otra unidad de IPP para generar el pirofosfato de geranilo (GPP). En esta
reaccion, catalizada por la pirofosfato de geranilo sintetasa, el pirofosfato del primer sustrato sirve como el

grupo saliente y el carbocatidn resultante reacciona con el doble enlace del segundo sustrato.

OPP OPP PP X OPP

Pirofosfato de isopentenilo Pirofosfato de dimetilalilo

)\/\)\/\OPP -H* W
-
~ ® OPP

Esquema 2. Biosintesis del colesterol: pirofosfato de geranilo.

Pirofosfato de geranilo

La sintesis del intermediario C15, pirofosfato de farnesilo (FPP), mecanisticamente es similar a la sintesis del
(GPP). EI FPP, ademds de ser usado en la sintesis de esteroides, también esta involucrado en numerosas
modificaciones postranslacionales de algunas proteinas asociadas a la membrana. Aunque la fraccion del FPP

utilizado para este propdsito es muy poca.



Posteriormente, dos moléculas de FPP se unen cabeza-cabeza en la sintesis del precursor lineal final de los

esteroides, el escualeno, y esta reaccion es catalizada por la escualeno sintetasa (Esquema 3).

)\/\)\/\OPP + )\/\OPP - = N N ™

Pirofosfato de geranilo Pirofosfato de isopentenilo Pirofosfato de farnesilo
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NADPH + H
-NADP*
-2PP,

Escualeno

Esquema 3. Biosintesis del colesterol: escualeno.

Finalmente, bajo la accién de las enzimas escualeno epoxidasa y lanosterol sintasa, se logra la formacion del
nucleo esteroidal (Esquema 4); la escualeno epoxidasa es una enzima tipo citocromo P450 que utiliza NADPH
para reducir uno de los dos dtomos presentes en el oxigeno molecular, mientras que mantiene el otro en un
estado altamente reactivo, que posteriormente estd implicado en un proceso especifico. En el caso de la
biosintesis del colesterol, la escualeno epoxidasa introduce un oxigeno activo en el doble enlace terminal del
escualeno para formar un epdxido, que posteriormente sufre una apertura por mediacion de la lanosterol
sintasa, iniciando asi una cascada de reacciones que permite la formacién de los cuatro anillos caracteristicos de

los sistemas esteroidales.

Escualeno

NADPH+H*
Oz

-H,0
-NADP*
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Esquema 4. Biosintesis del colesterol: lanosterol



Las distintas reacciones que convierten el lanosterol a 7-dehidrocolesterol y luego a colesterol (Esquema 5)

también son catalizadas por enzimas que pertenecen a la familia de la citocromo P450.

/,/'

Lanosterol 7,8-didehidrocolesterol

Esquema 5. Biosintesis del colesterol.

2.2.Andrégenos y su accion molecular
2.2.1. Biosintesis de la testosterona

Los andrégenos son hormonas esteroidales que regulan la fisiologia y el comportamiento sexual en el vardn,
promoviendo el desarrollo y mantenimiento de los caracteres sexuales primarios y secundarios. La estructura
quimica de los andrdgenos estd basada en el esqueleto del androstano.?'? La testosterona es la hormona sexual
masculina predominante en la circulaciéon y es producida principalmente en los testiculos. El metabolito
reducido de esta hormona por accién de la 5aR, la 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) es el andrégeno endégeno

mas potente.

En su mayoria, la produccién de testosterona se da a partir del colesterol y se realiza en las Células de Leydig
localizadas en los testiculos, aunque también se efectla en la corteza adrenal, el higado y los ovarios en las

mujeres.

El paso limitante en la biosintesis de la testosterona es la ruptura de la cadena lateral en el colesterol por parte
de la P450scc (Esquema 6), proceso regulado por la hormona luteinizante, que es liberada a su vez en la glandula
pituitaria por accion de la hormona liberadora de gonadotropinas, secretada en el hipotdlamo, y también por
accion de la regulacion que genera la retroalimentacién de la testosterona a nivel de la glandula pituitaria y del
hipotdlamo.¥*!>® En la membrana de las células de Leydig, localizadas en el tejido intersticial de los testiculos,
es donde ocurre la unién de la hormona luteinizante (LH) a sus receptores. Asi la biogénesis de la testosterona
en las células de Leydig inicia mediante la unién de la LH a su receptor y a través de la mediacidén por proteinas G

se logra la activacion de la adenilatociclasa, aumentando de este modo la concentracidn intracelular de AMP



ciclico (cCAMP). Posteriormente, el cAMP activa una cinasa dependiente de cAMP que conlleva a la fosforilacidn y

activacion de distintas enzimas implicadas en la biosintesis de los esteroides.!”1

Pregnelonona Progesterona

P450c17\ P450c17

HO
17 0l—Hidroxipregnelonona 170-Hidroxiprogesterona

P450c17 P450c17

3B-HSD
_—
HO
Dehidroepiandrosterona Androstendiona
17 ceto 17 ceto
reductasa reductasa

Androstendiol Testosterona

Esquema 6. Biosintesis de la testosterona.

Aunque la dehidrepiandrosterona (DHEA) también posee un efecto agonista débil sobre el AR, son la
testosterona y la 5a-DHT los andrégenos enddégenos mayoritarios. Ademds de interactuar con el AR, la

testosterona también se asocia con otros receptores esteroidales con menor afinidad, como los receptores de
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progesterona y los receptores estrogénicos. En contraste, la 5a-DHT se une especificamente y con mayor

afinidad al AR.

Los hombres adultos sanos producen normalmente entre 3 y 10 mg de testosterona al dia, y las
concentraciones plasmaticas varian entre 300 y 700 ng/dL. La testosterona se asocia en alrededor de un 35% a la
globulina de unién a hormonas sexuales (SHBG), mientras que el 55% restante estd unida con baja afinidad a la
albumina; finalmente cerca de un 2% restante se encuentra como hormona libre. La 5a-DHT tiene incluso una
mayor afinidad por la SHBG que la que presenta la testosterona, sin embargo, la 5a-DHT se encuentra en tan
s6lo un 5% de la abundancia con que se encuentra la testosterona en la sangre y es ampliamente derivada del
metabolismo periférico de la testosterona. La concentracién no asociada de testosterona determina su tasa de
consumo metabdlico. Asi, la cantidad de SHBG en el plasma afectara el tiempo de vida media de la testosterona
circulante.’ De este modo, los andrdgenos estan presentes en el torrente sanguineo ya sea en su forma libre o
asociados a distintas proteinas plasmaticas. Sin embargo, Unicamente en su forma libre pueden atravesar las
membranas celulares; la forma asociada estd implicada solamente en el aumento de los niveles intracelulares de
andrégenos. Asi, el grado en que los andrégenos se unen a sus proteinas determina su funcion bioldgica, ya que
distintas concentraciones intracelulares pueden generar efectos fisioldgicos adversos. En este contexto, el

organismo regula la produccion, liberacién, y disponibilidad de los andrégenos en todos los niveles corporales.*

A diferencia de las hormonas proteicas, cuyos receptores se encuentran en la membrana plasmatica, los
receptores para las hormonas esteroidales son intracelulares. La naturaleza lipidica de los esteroides permite
gue puedan atravesar las membranas celulares a través de un mecanismo de difusidon simple. De esta manera,
una vez que la testosterona se encuentra en el citoplasma de una célula blanco, se asocia con la enzima 5a-
reductasa que se encuentra en la membrana nuclear y es transformada, en presencia de NADPH, en su
metabolito mds activo DHT. Este Gltimo forma un complejo con el receptor androgénico el cual estd localizado
dentro del nucleo. La uniéon de DHT al AR (DHT-AR) genera un cambio conformacional en el receptor,
exponiéndose el dominio de unién para los elementos de respuesta hormonal (HRE) situados en el ADN. Se
conoce que esta exposicion se encuentra asociada a la liberacidon de una proteina de choque térmico (HSP90)
con una subsecuente dimerizaciéon del complejo DHT-AR. Los homodimeros DHT-AR activados se unen a los HRE
iniciando la transcripcidon de los genes de respuesta androgénica. Finalmente, los niveles elevados de RNA
mensajero (MRNA) promueven el incremento de la sintesis proteica en el reticulo endoplasmatico, tales como
enzimas, receptores y/o factores de secrecidon que subsecuentemente resulta en la respuesta esteroidal,
regulando asi la funcién, el crecimiento y la diferenciacidn celular. Asi, la funcién del AR como un factor de

transcripcidn es directamente dependiente de la asociacion con la DHT.®
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Por otra parte, la transformacion de la testosterona a DHT por parte de la 5a-reductasa involucra, en un inicio, la
formacion del complejo 5a-reductasa-NADPH para una posterior unidon de la testosterona y luego una
transferencia regio y estereoespecifica de un hidruro por parte del NADPH a la posicién 5 de la testosterona. El
enolato resultante en C3-C4 se estabiliza por un residuo electrofilico de la enzima. La liberacién de DHT del
complejo se produce por el tautomerismo mediado por la enzima, y por ultimo la regeneracién de la misma se

da a través de otro ciclo catalitico.?

Los niveles de testosterona endégena, y de manera mas significativa los de testosterona libre, disminuyen en
hombres de edad avanzada, mientras que los niveles de SHBG aumentan. A pesar de los bajos niveles de
testosterona libre, la incidencia del cancer de préstata y de la hiperplasia prostatica benigna es mayor con la
edad, haciendo que esto sea relacionado con una conversion completa de la testosterona a 5a-DHT en la
prostata por parte de la 5aR. Aunque no existe una evidencia directa de que la testosterona causa la

enfermedad, el cdncer de prdstata en su etapa inicial si es claramente dependiente de andrégenos.?*

2.2.2. Metabolismo de la testosterona

La testosterona es metabolizada ya sea en sus tejidos blanco o en el higado;?*% en los tejidos blanco puede ser

convertida a otros metabolitos fisioldgicamente activos.?

En los tejidos adiposos, una pequefia cantidad de testosterona (0.2%) es convertida a estradiol a través de la
ruptura del grupo metilico en Ci9 y la aromatizacién del anillo A (reaccién catalizada por una aromatasa). Este
proceso también ocurre en los ovarios de las mujeres. En los hombres, aproximadamente un 80% del estrégeno
circulante proviene de la aromatizacion de la testosterona en los tejidos adiposos, mientras que el otro 20% es
secretado por las células de Leydig en los testiculos.?® Tanto la reduccién por la 5aR como la aromatizacién para

generar estradiol son procesos irreversibles.

Ademas de las vias metabdlicas antes mencionadas, la testosterona puede ser desactivada por otras vias
(Esquema 7), como la reduccién y posterior oxidacion en el higado, seguido por glucuronidacién y posterior
excrecion renal. También se presenta la conversion metabdlica a androstendiona a través de la oxidacion del
grupo 17B-OH, y androstandiona con una reduccién del anillo A. La androstandiona puede ser convertida

posteriormente a androsterona mediante la reduccion del grupo 3-ceto. Alternativamente, la androstendiona
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puede ser convertida a etioclolalonona a través de la reduccién de 5B- y 3-ceto. De forma similar, la 5a-DHT

puede ser convertida a androstandiona, androsterona y androstandiol.?’

H
Androstandiol

uet T %:—HSD

HO"
50-Dihidrotestosterona Androstandiona Androsterona Etiocolanona
Sa-reductasa 5a-reductasa /L _HSD UGT
OH 0O
P450 17p-HSD
aromatasa I
A H
HO o o .
Estradiol Testosterona Androstendiona

Esquema 7. Metabolismo de la testosterona (G, Glucuronido; HSD, Hidroxi esteroide dehidrogenasa; UGT, UDP-glucuronosiltransferasa).

La principal via de eliminacién de la testosterona es renal. Asi, tras la administracion de testosterona cerca del
90% es excretada en la orina, y un 6% se recobra en las heces a través de la circulacion enterohepatica. Los
metabolitos mayoritarios presentes en la orina incluyen a la androsterona y la etiocolanona. Ambos metabolitos
son excretados principalmente como glucurénidos conjugados o, en un menor porcentaje, como sulfatos
conjugados. La mayoria de los metabolitos anteriormente mencionados sufren una extensiva glucuronidizacion

de los grupos 3a- 0 17B-0H, ya sea en los tejidos blanco o en el higado.?®

Por la via oral el tiempo de vida media de la testosterona en el plasma es menor a 30 minutos.
Aproximadamente el 90% de la testosterona es metabolizada antes de que alcance la circulacidn sistémica. Asi, y
con la finalidad de mejorar la biodisponibilidad de la testosterona, la mayoria de las preparaciones
farmacéuticas son administradas a través de parches transdermales o inyecciones intramusculares. También, la
alquilacién o esterificacién en la posicion C17 ha sido ampliamente utilizada como una modificacién estructural
para disminuir marcadamente el metabolismo hepatico e incrementar la biodisponibilidad oral o el tiempo de

accion de la testosterona.
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2.2.3. Ladisposicion de la testosterona en los tejidos y su funcion

Numerosos estudios en animales han demostrado que los andrdogenos, después de una administracion
intravenosa, presentan una mayor retencién en los tejidos blanco como la préstata, donde el AR es altamente
expresado. La eficiencia en retencidn en los tejidos y la selectividad de los diferentes ligandos parece estar

fuertemente relacionada con su afinidad de unidn por el receptor y su resistencia al metabolismo.?

La testosterona ejerce su efecto en el organismo mediante la unién al AR en tejidos blanco donde la 5a-
reductasa no es expresada, puede ser convertida a 5a-DHT (5-10%) por la 5a-reductasa antes de asociarse con el
AR, o ser aromatizada a estrdgeno y actuar a través del receptor de estrégeno. En este sentido se considera que
la formacién de 5a-DHT es la forma natural, para los tejidos dependientes de DHT, como la préstata y la vesicula
seminal, al amplificar la actividad androgénica de la testosterona. La 5a-DHT es un ligando mas potente que la
testosterona frente al receptor de andrégenos pues se une con mayor afinidad al AR, presentando una potencia
2-10 veces mas fuerte en los tejidos dependientes de andrdgenos.?° Por otra parte, el estrégeno desempefia un
rol primordial en la regulacion de procesos metabdlicos,?>*? en el estado de 4nimo y la cognicidn,®
enfermedades cardiovasculares,® y funciones sexuales como la libido.? Por otra parte la testosterona es el
andrégeno principal que actua en los tejidos “independientes de DHT”, tales como el musculo esquelético

donde la 5a-reductasa no se expresa en altos niveles.?

2.3. El receptor androgénico

El receptor androgénico es un miembro de la super familia de receptores nucleares y esteroidales. Esta familia
comprende mas de 100 miembros diferentes conocidos, de los cuales, solo se conocen cinco receptores
(estrégeno, progesterona, andrégeno, glucocorticoide y mineralocorticoide) en los organismos vertebrados.® A
través de la clonaciéon del receptor androgénico a partir de ADN complementario (cADN) de rata y humano, se
ha podido lograr la elucidacién de la estructura del receptor androgénico. El AR humano es una proteina soluble
que funciona como un factor de transcripcién intracelular. Estda compuesto por 919 residuos de aminoacidos
(110 kDa) es codificado por un gen ubicado en el cromosoma X, y dividido en 8 exones. Dos de estos exones
codifican para dos dedos de zinc involucrados en la unién al ADN, y otros cuatro exones estdn involucrados en la

codificacién para el dominio implicado en la unién de la DHT, localizado en la regién carboxi-terminal de la
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cadena proteica.’”* La secuencia de aminodcidos en el AR humano es muy similar al AR de las ratas (85% de
similitud), y tienen secuencias idénticas en las regiones de los dominios de unién de los ligandos y al ADN.* La
asociacién de la DHT al AR induce un cambio conformacional que expone el dominio de unién al ADN y esto
conlleva a una dimerizacidn del complejo DHT-AR; dicho dominio de unién presenta secuencias caracteristicas
de cisteinas que forman dedos de zinc, mismos que se introducen en regiones especificas de los elementos de
respuesta hormonal (HRE), confiriendo asi la estabilidad conformacional requerida por la RNA polimerasa, el

ADN y multiples factores involucrados en la transcripcion proteica.

Debido a que la expresion de genes regulada por el AR es responsable de la diferenciacidon sexual masculina y de
los cambios en la pubertad de los varones, numerosos farmacos que se acoplan al AR son empleados con
aplicaciones clinicas: los agonistas del AR se usan para el tratamiento del hipogonadismo mientras que los
antagonistas se emplean generalmente para tratar enfermedades andrégeno dependientes como el cancer de
prostata.** Por otra parte, los ligandos que se unen al AR se pueden clasificar como esteroidales y no-

esteroidales con base a su estructura.***

El AR es expresado principalmente en tejidos blanco de andrégenos, como la préstata, el musculo esquelético, el
higado, y el sistema nervioso central, encontrandose el mas alto nivel de expresién en la préstata y la glandula

adrenal.*

La activacién de este receptor por los andrégenos enddgenos como la testosterona y la 5a-DHT promueven la
diferenciacidn sexual masculina en el Utero, y de los cambios en la pubertad masculina. En los varones adultos,
la regulacion androgénica mantiene la libido, la espermatogénesis, masa muscular y fuerza, y de la densidad
mineral en los huesos.*”*® E| efecto de los andrégenos en los tejidos reproductivos, incluidos la prdstata, la
vesicula seminal, y testiculos, se conoce como androgénico, mientras que los efectos retenedores de nitrégeno

en el musculo y en los huesos se conocen como anabdlico.

2.4. Regulacion del crecimiento de la prostata por los andrégenos

En el desarrollo fetal masculino, los testiculos secretan testosterona al torrente sanguineo, estimulando la
diferenciacidon de los ductos de Wolff, las vesiculas seminales, el epididimo y la prdstata. Sin embargo si la
cantidad de testosterona es insuficiente dentro del suero fetal, la prdstata no se desarrollara. Aunque

actualmente se sabe que distintos factores regulan el crecimiento de la prdstata y se conoce ademas oncogenes
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y supresores génicos implicados en su desarrollo, es clara la dependencia continua de andrdogenos para
mantener la estructura y funcionalidad de la prdstata.**? Diversos estudios han demostrado que la gldndula
prostatica no presenta un crecimiento normal en hombres con pseudohermafroditismo. Este padecimiento es
causado por una marcada deficiencia de la enzima 5aR tipo Il, aunque estas personas presentan caracteres
sexuales normales, como musculatura razonable en la pubertad, normalidad en sus genitales, libido y
erecciones, estos son atribuidos a la accién androgénica de la testosterona.>® Finalmente se ha demostrado es la
5a-DHT el andrégeno mds activo dentro de la préstata, ya sea por la respuesta que tiene dicha glandula a su
accidon androgénica, o por la elevada afinidad que tiene el receptor androgénico por la 5a-DHT sobre la
testosterona y/o por el hecho de que la concentracién intranuclear de la 5a-DHT excede a la de cualquier otro

andrégeno encontrado en las células prostaticas.>*>

2.5. La enzima 5a-reductasa
2.5.1. Lasisoenzimas tipo 1y 2 de la 5a-reductasa y su relacion con desérdenes enddcrinos

Dos isoenzimas de la 5aR, designadas como tipo 1 y tipo 2, han sido identificadas mediante la clonacién del
cADN de humano y rata. Ambas isoenzimas estdn compuestas de aproximadamente 250 aminoacidos, y
comparten un 50% de similitud en su secuencia y ambas son proteinas integrales de la membrana del reticulo
endoplasmatico.>®>”%° A pesar de todas estas similitudes, ambas isoformas presentan diferentes propiedades

cinéticas, bioquimicas y farmacoldgicas.

La isoenzima de tipo 1 es producida principalmente en las glandulas sebaceas y en el higado, tiene una baja
afinidad por sustratos esteroidales, y es sensible a ciertos inhibidores de tipo benzoquinolinico. Por otra parte, la
isoenzima de tipo 2 presenta una mayor afinidad por los sustratos esteroidales y es susceptible a ciertos

inhibidores de tipo 4-azastoriodes.>®>

El papel fisioldgico de esta ultima isoforma has sido ampliamente estudiado. Asi, ésta isoenzima es responsable
de la sintesis embrionaria de la 5a-DHT que es requerida para el desarrollo de los genitales externos y la

prostata.to6!

En gran parte, el razonamiento médico detrds del enfoque que se le da a la 5a-reductasa para ser considerada la
diana de interés en el tratamiento del cancer de préstata, radica en la identificacién de una deficiencia genética

de esta enzima en un grupo de hombres que presentaban pseudo hermafroditismo en la Republica Dominicana;
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dichos hombres nacian con genitales externos ambiguos y eran cominmente criados como chicas hasta que, en
la pubertad, el incremento de los niveles de testosterona causaba el desarrollo del fenotipo tipico masculino.
Después de la pubertad dichos hombres llevaban vidas normales, pero presentaban tres caracteristicas
importantes: principalmente no desarrollaban un crecimiento normal de la prdstata, no poseian acné, y no

presentaban calvicie prematura.>?

Este hallazgo enfocd el interés cientifico sobre la investigacion de la 5a-DHT y su relacién con algunos
desérdenes enddcrinos mas que hacia la testosterona. Recientemente, se ha establecido que esta deficiencia
genética se atribuye a la pérdida en la expresién de la 5a-reductasa de tipo 2. Por otra parte, la 5a-reductasa de
tipo 1 contribuye solamente a un tercio de los niveles circulantes de 5a-DHT y, de manera interesante, es la

isoenzima predominante en la piel facial donde su rol en los desérdenes androgénicos no es claro.526320

2.5.2. Mecanismo de la inhibicién de la enzima 5a-reductasa: modificacidn covalente por la finasterida

La finasterida [N-(1,1-dimetiletil)-3-oxo-4-aza-5a-androst-1-en-17R-carboxamida] es un potente inhibidor
irreversible de la enzima 5a-reductasa (Figura 7), que bloquea la conversion de testosterona a 5a-
dihidrotestosterona. Este fadrmaco se comercializa bajo el nombre de Proscar, y es utilizada actualmente para el
tratamiento de enfermedades andrdégeno dependientes, como el cancer de préstata y la neoplasia prostatica

benigna.t*%

Finasterida

Figura 7. N-(1,1-dimetiletil)-3-oxo-4-aza-5a-androst-1-en-17R-carboxamida.

Se ha establecido que el complejo enzima-inhibidor formado con la 5a-reductasa de tipo 1 es estable bajo una
amplia variedad de condiciones desnaturalizantes, como 6 M Gdn-HCI, 1% SDS, o altas temperaturas; por otra

parte el complejo que se genera con la 5a-reductasa de tipo 2 es menos estable bajo estos tratamientos.
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Adicionalmente, numerosos estudios han permitido establecer el mecanismo para la inhibicion de la 5a-
reductasa por parte de la Finasterida. La constante de equilibrio observada en la inhibicién de la enzima tiene
una relacion claramente hiperbdlica con la concentraciéon del inhibidor, indicando que el mecanismo de
inhibicidn debe ser de dos pasos.®® Ademas el doble enlace A! de la finasterida parece ser esencial para lograr la
inhibicién: se ha propuesto que el mecanismo de la inhibicién implica una adiccién de Michael por parte de un
nucledfilo presente en el sitio activo de la enzima sobre el C1 de la finasterida. Una adicién de Michael causaria
un cambio en la hibridacién de los carbonos del sistema carbonilico a,B-insaturado, pasando de sp? a sp®.
Estudios mecanisticos realizados por Tian y colaboradores,®” demostraron mediante el empleo de tritio la
inhibicién de competencia interna entre finasterida marcada con 3H y finasterida sin marcaje isotdpico. El uso de
[1,2-3H]finasterida permitié demostrar que la inhibicion de las dos isoenzimas de 5a-reductasa por la finasterida
implica dos pasos:

E+l =< El » EI*

Donde K; es la constante inicial de equilibrio para la inhibicidn, y ks es la constante para el segundo paso,
dependiente del tiempo. Para un mecanismo cinético de dos pasos como este cuando [I] >> [E], el efecto

isotdpico en el segundo paso "ks puede ser calculado mediante:
ks =Re / Ro

En donde Roy Re representan la relacién de las concentraciones de 'H-finasterida respecto a la concentracion de
3H-finasterida, en la fase acuosa, antes y después de la extraccidn, respectivamente; dichas concentraciones

fueron determinadas a través del conteo dual de *C/3H.

El resultado de estos estudios permitié evidenciar que las transformaciones quimicas sobre el doble enlace A! de
la finasterida, esta en congruencia con la hipétesis de una modificacion covalente de la 5a-reductasa por parte

de la finasterida.®®

Por otra parte, Bull y colaboradores,®® mediante estudios cinéticos con finasterida marcada isotdpicamente
([®H]finasterida), pudieron elucidar otros aspectos importantes para entender el mecanismo de inhibicién sobre
la 5a-reductasa. Asi, este grupo de investigacién demostré que el inhibidor forma un aducto covalente con la
enzima por el ataque del enolato de dihidrofinasterida (producto directo de la transferencia de hidruro por

parte del NADPH). El intermediario propuesto se presenta en la figura 8.
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Figura 8. Intermediario propuesto como inhibidor de la enzima 5a-reductasa por parte de la finasterida.

Dicho intermediario es inestable en solucidon y, entre otras reacciones, se descompone para generar
[**C]dihidrofinasterida con un 75% de rendimiento y con un tiempo de vida media de 11 dias en condiciones
estandar a 37°C. En este contexto, el mecanismo propuesto por Bull y colaboradores,®® y cuyas hipdtesis se
basan en los trabajos de Tian y colaboradores,®>®se ilustra en el esquema 8, en donde se aprecia que la
reduccion de la testosterona y la inhibicién por la finasterida siguen reacciones paralelas similares que proceden
a través de intermediarios de tipo enol(ato). Las dos reacciones divergen en el paso final, en donde la finasterida
transloca el enolato/carbanion a una posicién en que este impide la transferencia del proton necesaria para

llevar a cabo la reduccién de la molécula. h
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Esquema 8. Posible mecanismo de inhibicidn de la enzima 5a-reductasa por parte de la finasterida.

La translocacion del carbanion no parece ser el Unico factor que previene esta transferencia, pues estudios
recientes con distintos atomos en la posicion 4 de la finasterida, mostraron que un heterodtomo es necesario
para poder evadir la transferencia del protén, debido a que se logra una unién al donante del protén mediante
un puente de hidrégeno. Asi, los derivados de finasterida que contienen en la posicién 4 un atomo de oxigeno,
son también potentes inhibidores dependientes del tiempo vy, por el contrario, derivados en que se presenta un
metileno en la posiciéon 4 no presentan actividad inhibitoria, siendo regenerados como sustratos alternos sin

haber inactivado la enzima.%®
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2.6. Antiandrégenos

Los andrégenos son una clase de hormonas esteroidales que regulan la fisiologia y el comportamiento sexual en
los varones. Ademas, estan implicados en la masculinizacion, a través del desarrollo y mantenimiento de los
caracteres sexuales primarios y secundarios en el hombre.’>'® En el cuerpo humano, la testosterona es el
andrégeno en mayor circulacién, y se produce mayoritariamente en los testiculos. Sin embargo, el andrégeno
enddégeno mas potente es su metabolito reducido, la 5a-DHT, cuya produccion se realiza solamente en
determinados érganos blanco, y es catalizada por la enzima 5aR. Ambos andrégenos, ademas de estar
estrechamente implicados en el desarrollo sexual del varén, también participan en distintos procesos

metabdlicos en otros tejidos como el rifidn, higado y cerebro.’

Se considera un antiandrégeno a una molécula que antagoniza los efectos de la testosterona en los érganos o
tejidos sensibles a los andrdégenos y que, cuando son administrados junto con los andrégenos, bloquean o
disminuyen la efectividad androgénica. Estas sustancias pueden actuar de distintas formas, ya sea interfiriendo
con la entrada de andrdgenos a la célula blanco, o mediante el bloqueo de la conversidn de la testosterona a su

metabolito mas activo 5a-DHT, e incluso a través de la competencia por el receptor androgénico.

Los antiandrdogenos pueden ser de origen natural, como la progesterona, o bien de origen sintético, ya sean
esteroidales o no esteroidales. Los antiandrégenos esteroidales son los de mayor interés terapéutico (Figura 9),
en especial los derivados de la progesterona, debido a que son homdlogos de los esteroides de origen natural.
Entre los mas conocidos se encuentran el acetato de ciproterona (CPA), la finasterida, oxendolona y el BOMT. El
CPA genera su efecto antiandrogénico a través de la competencia con la 5a-DHT por el sitio de unién con el
AR;%%70 |3 finasterida por otra parte, es el prototipo de los farmacos que acttan inhibiendo la enzima 5aR,
reduciendo los niveles de 5a-DHT y aumentando los de testosterona; la oxendolona y el BOMT han sido
farmacos menos estudiados, y presentan su actividad antiandrogénica por competencia por el AR. En general el
uso de estos antiandrégenos genera anormalidades a todos los niveles fisioldgicos, que van desde los
progestacionales y conducta sexual, hasta anormalidades hormonales, como la pérdida de libido, ginecomastia,

impotencia, anormalidades en el esperma, corazén y atrofia celular.”%72
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BOMT Finasterida
6a-bromo-173-hidroxi-16a-metil-4-oxa-5a-androstan-3-ona  17p-(N-tert-butilcarbamoil)-4-aza-5a-andros-1-en-3-ona

Cl
Oxendolona Acetato de ciproterona
16p3-etil-17B-hidroxiestr-4-en-3-ona 17 a-acetoxi-6-cloro-1a,2a-metilenpregna-4,6-dien-3,20-
diona

Figura 9. Principales antiandrégenos esteroidales utilizados en el tratamiento de enfermedades andrégeno dependientes.

Por otra parte, los antiandrégenos no esteroidales presenta diferencias en su estructura y mecanismo de accién.
Entre los mas utilizados se encuentran la flutamida, bicalutamida y el ketoconazol (Figura 10). La flutamida, no
compite con los dominios de unidn para la 5a-DHT en el AR, pues su cadena lateral le permite adquirir la
suficiente flexibilidad para encajar en el sitio activo del AR como un andrégeno.”® La bicalutamida, carece de
accién sobre la glandula pituitaria o sobre el hipotdlamo. Se ha demostrado que el mecanismo de accién de este
farmaco es mediante la competencia con la 5a-DHT por los dominios de unidn con el AR.”* Por otra parte, el
ketoconazol es un agente que disminuye drdsticamente la produccién de testosterona, debido a que interactua
con el receptor androgénico e inhibe la enzima citocromo P-450 involucrada en su biogénesis.”>’® Estos
farmacos antiandrogénicos no presentan los efectos secundarios de hepatoxicidad, diarreas, nauseas y vomitos,
gue se han observado por el uso de antiandrdogenos esteroidales. Sin embargo, la desventaja mas grande que
presentan estos agentes es su tiempo de vida media tan corta, lo que conlleva al uso de dosis mayores en

tiempo cortos y que se asocian a efectos secundarios inaceptables.””’8
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Figura 10. Principales antiandrégenos no esteroidales utilizados en el tratamiento de enfermedades andrégeno dependientes.

Con base al mecanismo de transformacion enzimatica de la testosterona a 5a-DHT se han disefiado dos tipos de
inhibidores de la enzima 5a-reductasa. El primer tipo son los substratos andlogos a la testosterona, que
compiten con esta inhibiendo su unién al complejo 5a-reductasa-NADPH; el segundo tipo de inhibidores que se
unen al complejo 5a-reductasa-NADP*, después de que la 5a-DHT ha sido liberada, ocasionando que dicho
complejo no pueda entrar al siguiente ciclo catalitico. Asi, los inhibidores de la enzima 5a-reductasa provocan
una disminucion en la concentracion de 5a-DHT, aumentando los niveles de testosterona, y con ello se produce

una reduccion del tamafio de la prostata, sin presentar efectos secundarios no deseables.**°

En este contexto, y con base a los antecedentes expuestos anteriormente, se propone la sintesis de nuevos D-
homo derivados de la pregnenolona, con un sistema carbonilico a,B-insaturado, 16-en-17a-ona, siendo este el
requisito estructural para que los distintos derivados sintetizados puedan actuar como inhibidores de la enzima
S5a-reductasa, y actuar asi como antiandrégenos en el tratamiento de enfermedades andrdégeno dependientes,

como el cancer de proéstata.
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3.

Hipoétesis

Los D-homo derivados de la pregnenolona que contengan un sistema carbonilico a,B-insaturado, sintetizados a

partir del acetato de 16,17-dedihidropregnenolona tendran propiedades antiandrogénicas mediante la

inhibicion de la enzima 5a-reductasa.

4,

Objetivos

4.1. Objetivo general

Sintetizar una seria de D-homo derivados del sistema 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-
dien-17a-ona, y establecer su potencial antiproliferativo mediante ensayos in vitro sobre la linea celular

de cancer de prostata PC3.

4.2.0bjetivos especificos

1.

Desarrollar, estandarizar y optimizar una estrategia de sintesis de derivados novedosos del sistema 16-
fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona. Una vez sintetizados estos compuestos, se

caracterizaran mediante analisis espectroscépicos y espectrométricos.

Determinar la actividad antiproliferativa in-vitro de todos los compuestos sintetizados mediante la
determinacién del porcentaje de inhibicién del crecimiento celular sobre lineas celulares de cancer de

prostata PC3.

Determinar la influencia del anillo D modificado con un sistema carbonilico a,B-insaturado en la

actividad antiandrogénica, de los compuestos sintetizados.

Determinar la influencia de la longitud de la cadena carbonada de los ésteres lineales en la posicion C3

de los productos finales en su actividad antiproliferativa.
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5. Metodologia

Para la sintesis de los derivados del sistema 16-fenil-33-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona se

propuso la siguiente ruta sintética:

Vi

viii

Esquema 9. Ruta sintética para la obtencidn de los derivados del sistema 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona.

(i) H202, NaOH 4N; (ii) Piridina, anhidrido acético; (iii) etilenglicol, APTS, trimetilortoformiato de etilo; (iv) PhMgBr 3N, (CHs),S.CuBr,
THF(anh); (v) HCIO4, acetona; (vi) piridina, anhidrido acético; (vii) SOCl,, piridina; (viii) MeOH, KOH solucién 10%; (ix) anhidrido

correspondiente, piridina.
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5.1.Parte experimental
5.1.1. Etapa 1. Sintesis de la 16a,17a-epoxi-3B-hidroxi-pregna-5-en-20-ona (Il)

En un matraz bola se pesaron 1.0 g (2.8 x 10 mol) de la materia prima, acetato de 16,17-dedihidropregnenol
ona (16-DHP), y se adicionaron 66 mL de metanol caliente, 2 mL de hidréxido de sodio 4N (8 x 10 mol) y 4 mL
de perodxido de hidrégeno al 30% en agua (0.135 mol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 4 horas monitoreando su avance por cromatografia de capa fina (CCF). Una vez concluida la reaccidn, se
agrego suficiente hielo y se concentrd a vacio para eliminar el metanol, precipitando de manera espontanea el
producto Il en forma de cristales blancos. El exceso de base se elimind mediante lavados sucesivos con agua y

posterior secado al vacio. Se obtuvieron 0.9 g (98%) en forma de cristales blancos con p.f. de 180-182 °C.

Acetato de la 16,17-dedihidropregnenolona (1): C,3H3,0s, PM: 356.51 g/mol, EM-ESI m/z [A]: 357.373 [M + H]",
297.286 [M — C;H402]*; RMN H (300 MHz, CDCls) 6 6.64 (dd, J = 3.3, 1.9 Hz, 1H, H16), 5.32 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H6),
4.54 (tdd, ) = 10.8, 6.8, 4.3 Hz, 1H, H3), 2.40 — 2.21 (m, 4H), 2.19 (s, 3H, H21), 1.96 (s, 3H, H2'), 1.95 - 1.72 (m,
3H), 1.69 — 1.44 (m, 5H), 1.42 — 1.19 (m, 2H), 1.09 (m, 1H), 0.99 (s, 3H, H18), 0.85 (s, 3H, H19). RMN 3C (75 MHz,
CDCls) 6 196.87, C20; 170.56, C1'; 155.33, C17; 144.47, C16; 140.26, C5; 122.01, C6; 73.89, C3; 56.36, C14; 50.39,
C9; 46.09, C13; 38.16, C4; 36.88, C1; 36.80, C10; 34.61, C12; 32.27, C7; 31.55, C15; 30.17, C8; 27.74, C2; 27.18,
C21; 21.47, C2'; 20.65, C11; 19.25, C18; 15.74, C19. IR [em™] 3042.08, 3059.14, C=CH; 2943.71, 2965.16,
2865.45, 2838.49, -CH,-; 1728.14, -(C=0)0-; 1660.07, C=0; 1583.94, C=C; 1463-1440, -C-H; 1372.62, -C-O-CHjs;
1365.20, —CH3, 1245, 1232.50, C=C; 1035.92, C-0; 976.21, C=C-H; 906.29, C=CH.

160,17 a-epoxi-3B-hidroxi-pregna-5-en-20-ona (l1): C2;H3003, PM: 330.47 g/mol, EM-ESI m/z [A]: 331.035 [M +
H]*, 313.291 [M —H,0]*, 254.220 [M — C,H40s]*, RMN *H (300 MHz, CDCl5) 6 5.37 (d, J = 5.2 Hz, 1H, H6), 3.73 (s,
1H, H16), 3.63 — 3.49 (m, 1H, H3), 2.40 — 2.19 (m, 2H), 2.07 (s, 3H, H20), 2.04 — 1.81 (m, 4H), 1.75 — 1.66 (m, 3H),
1.67 — 1.28 (m, 7H), 1.09 (s, 3H, H18), 1.06 (s, 3H, H19). RMN *3C (75 MHz, CDCls) 6 205.06, C20; 141.15, C5;
121.05, C6; 71.67, C17; 71.07, C3; 60.58, C16; 50.30, C9; 45.56, C13; 42.23, C4; 41.54, Cl14; 37.14, C1; 36.71,
C10; 31.59, C15; 31.47, C8; 31.39, C12; 29.76, C2; 27.56, C7; 26.05, C21; 20.47, C11; 19.37, C18; 15.23, C19. IR
[em™] 3551.69, 3341.41, OH; 3030.94, H-C=C; 2970.16, 2936.12, 2864.28, 2835.09, -CH,-, -CH-; 1691.65, C=0;
1467.17-1435.97, -C-H y -O-H; 1374.99, -CHs; 1244.35 Flexién C=C; 1055.02, 1045.28, 1025.69, C-OH y C-O;
970.95, C=C-H.
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5.1.2. Etapa 2. Sintesis del acetato de 16a,17a-epoxi-20-oxopregna-5-en-3p-ilo (lll)

Se pesaron 1 g de 11 (3.03 x 10 mol) en un matraz bola y se disolvieron en 10 mL (0.105 mol) de Ac;0 y 2.5 mL
(0.03 mol) de piridina. La mezcla anterior se agitdé a temperatura ambiente por 4h, monitoreando el curso de la
reaccion por CCF, Una vez finalizada la reaccion, la mezcla anterior se transfirié a un vaso de precipitados y se
adicionaron 100 mL de agua y suficiente hielo, permitiendo asi la cristalizacidon espontanea de Ill en forma de
cristales blancos, los cuales fueron secados al vacio y se lavaron sucesivamente con 10 mL de una solucién de
HCI al 5% para eliminar el exceso de piridina y anhidrido acético, obteniéndose 1.1 g de un sdlido (lll) con un

rendimiento del 96%, con respecto a la materia prima (ll) como agujas de color blanco con p.f. de 157-159°C.

Acetato de 16a,17a-epoxi-20-oxopregna-5-en-3B-ilo (I11): C,3H3,04, PM: 372.51 g/mol, EM-ESI m/z [A]: 373.368
[M + H]*, 313.294 [M — C,H40,]*, 254.219 [M — C4H;04]*, RMN *H (300 MHz, CDCls) 6 5.40 (d, J = 5.3 Hz, 1H, H6),
4.63 (tdd, J=10.4, 6.5, 4.2 Hz, 1H, H3), 3.72 (s, 1H, H16), 2.48 — 2.24 (m, 3H), 2.08 — 2.05 (m, 6H, H21 y H2'), 2.04
—1.82 (m, 5H), 1.61 (m, 7H), 1.52 — 1.27 (m, 3H), 1.27 — 1.13 (m, 3H), 1.09 — 1.06 (m, 6H, H18 y H19). RMN 3C
(75 MHz, CDCls) 6 204.99, C20; 170.54, C1'; 140.04, C5; 121.97, C6; 73.82, C3; 71.02, C17; 60.53, C16; 50.22, C9;
45.51, C13; 41.53, C4; 38.09, C1; 36.89, C10; 36.79, C7; 31.45, C8; 31.35, C14; 29.72, C15; 27.70, C2; 27.55, C21;
26.02, C11; 21.45, C2'; 20.42, C18; 19.27, C19; 15.21, C12. IR [em™] 3034.69, OCH; 2966.01, 2941.89, 2902.62,
2870.82, 2849.22, 2837.37, -CH,-, -CH-; 1729.36, -(C=0)0-; 1660.66, C=0; 1587.70, C=C; 1450.26, 1434.83, -CH-;
1374.83, —CHs; 1359.46, -CO-CH3; 1241.57, -C-0-; 1203.86, C=C; 1030.65, C-0; 907.24, C=CH-.

5.1.3. Etapa 3. Sintesis del acetato de 16a,17a-epoxi-20,20-(etilendioxi)-pregna-5-en-3-ilo (IV)

Se pesaron 1.0 g (2.6 x 10 mol) de lll en un matraz de bola y se adicionaron 6 mL de tolueno seco, 3 mL de
etilenglicol (0.053 mol), 5 mL de ortoformiato de trimetilo (0.045 mol) y 0.3 g de acido p-toluensulfénico seco
(1.7 x 10 mol) como catalizador. La mezcla de reaccién se agitd toda la noche a temperatura ambiente y bajo
condiciones anhidras, monitoreando el curso de la reaccidon por CCF. Una vez finalizada la reaccién, la mezcla
anterior se neutralizé con 0.035 g (4.26*10“ mol) de acetato de sodio anhidro y se sometié a un proceso de
separacion por reparto con 30 mL de CHCIs y lavados sucesivos con agua destilada (3 x 50 mL); y la fase organica
fue secada con Na,SO, anhidro y evaporada al vacio, produciendo un sélido amarillo el cual fue recristalizado

con metanol, obteniéndose 0.83 g (74%) de IV, con p.f. de 194-196°C.
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Acetato de 16a,17a-epoxi-20,20-(etilendioxi)-pregna-5-en-3B-ilo (IV): CysH3¢0s, PM: 416.56 g/mol, EM-ESI m/z
[A]: 417.403 [M + H]*, 356.374 [M —C2H40,]*, RMN H (300 MHz, CDCls) 6 5.30 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H6), 4.52 (ddd, J
=10.8, 8.8, 4.3 Hz, 1H, H3), 3.98 — 3.75 (m, 4H, H1"" y H2""), 3.31 (s, 1H), 2.23 (dd, J = 13.3, 9.3 Hz, 2H), 3.31 (s,
1H, H16), 2.23 (dd, J = 13.3, 9.3 Hz, 2H), 1.96 (s, 3H, H2'), 1.89 — 1.72 (m, 5H), 1.51 (ddd, J = 17.9, 11.5, 5.0 Hz,
7H), 1.37 (s, 3H, H21), 1.14 (m, 3H), 0.96 (s, 3H, H18), 0.90 (s, 3H, H19). RMN *3C (75 MHz, CDCl5) 6 170.57, C1’;
139.88, C5; 122.28, C6; 109.22, C20; 73.88, C3; 70.81, C17; 65.15, C1''; 64.68, C2''; 58.63, C9; 50.17, C14; 46.08,
C16; 41.62, C4; 38.11, C1; 36.89, C10; 36.77, C12; 32.73, C8; 31.46, C13; 29.86, C15; 27.73, C7; 27.07, C2; 23.77,
C2'; 21.49, C11; 20.53, C18; 19.27, C19; 15.74, C21. IR [em™] 3041.90, -O-CH; 2998.77, 2969.37, 2942.16,
2915.27, 2884.18, 2853.74, 2824.02, -CH,-, -CH-; 1717.69, -(C=0)0-; 1464.79, 1441.60, 1430.06 —CH-; 1369.88, -
C-0O-CHs; 1245.31, C=C; 1043.67, 1033.20, 1023.79, C-O.

5.1.4. Etapa 4. Sintesis de 20,20-(etilendioxi)-16B-fenilpregna-5-en-3$3,17a-diol (V)

En un matraz bola se pesan 1 g (2.4 x 10 mol) del producto IV, 300 mg (1.47 x 10 mol) del complejo bromuro
de dimetilsulfuro-cobre, y se adicionan en 5 mL de tetrahidrofurano seco; enseguida, gota a gota y en atmdsfera
inerte, se adicionan 2.4 mL (6.97 x 10 mol) de una solucién de PhMgBr (3N), la mezcla resultante se agit6 a
reflujo por 5 dias en atmdsfera inerte. Transcurrido este tiempo de reaccidn, a la mezcla se le adicionan 100 mL
de una solucién saturada de cloruro de amonio y hielo, y se agité por 30 minutos, posteriormente se realizd una
extraccién con CHCls (3 x 30mL), la fase organica fue lavada sucesivamente con agua y esta se secé sobre Na,SO,
anhidro, tras evaporar el disolvente a vacio se obtuvo un producto aceitoso. La purificacion por CCA del
producto en un sistema de eluciéon de 6:5,Hexano:Acetato de etilo, produciendo 0.71 g (65%) de V como

producto puro en forma de finas agujas blancas con p.f. de 220-222°C.

20,20-(etilendioxi)-16B-fenilpregna-5-en-3B,17a-diol (V): CoH1004, PM: 452.63 g/mol, EM-ESI m/z [A]: 453.645
[M + H]*, 435.447 [M — H,0]*, 391.419 [M — C,H40,]*, RMN *H (300 MHz, CDCl3) § 7.23 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H2' y
H6'), 7.14 (t, J = 7.8 Hz, 2H, H3" y H5'), 7.05 — 6.98 (m, 1H, H4'), 5.30 (d, J = 5.1 Hz, 1H, H6), 3.61 — 3.35 (m, 4H,
H1" y H2""), 3.22 (dd, J = 10.4, 8.6 Hz, 1H, H3), 3.02 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H16), 2.36 — 2.11 (m, 3H), 2.09 — 1.90 (m,
2H), 1.87 — 1.68 (m, 4H), 1.69 — 1.36 (m, 10H), 1.14 (s, 3H, H21), 1.03 (s, 3H, H18), 0.99 (s, 3H, H19). RMN *3C (75
MHz, CDCls) & 143.58, C5; 140.70, C1'; 127.09, C3'y C5'; 125.24, C2' y C6'; 121.63, C4'; 113.49, C20; 90.11, C6;
71.77, C17; 64.49, C3; 61.45, C1'; 60.73, C2''; 49.97, C9; 49.55, C14; 46.35, C16; 42.30, C4; 37.25, C13; 36.54,
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C10; 34.63, C1; 32.59, C12; 31.99, C8; 31.66, C2; 31.29, C7; 21.25, C11; 20.76, C18; 19.49, C19; 14.54, C21. IR
[em™] 3570.40, -OH; 3482.56, 3272.79, -OH; 3086.44, C=C-H; 3052.39, Ar-H; 2961.23, 2950.47, 2932.18,
2886.50, 2833.90, 2825.26, Tensiones -CH,-, -CH-; 1670.34, 1599.29, C=C; 1490.68, 1455.84, 1438.47, -CH-, -CHa-
; 1369.88, -CO-CHs; 1245.31, C=C; 1043.67, 1033.20, 1023.79, C-O-.

5.1.5. Etapa 5. Sintesis del 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3,17a-diol (VI)

A 1.0 g (2.2 x 10 mol) del producto V disueltos en 80 mL de acetona, es tratado con 1.0 mL de HCIO4(0.11 mol)
adiccionado gota a gota en agitacidn constante. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante
4h monitoreando el avance de la reaccidon por CCF. Una vez finalizada la reaccién se elimind el disolvente a
sequedad; posteriormente la mezcla se vertié en un vaso de precipitados con aproximadamente 150 mL de una
solucién saturada de NaHCOs, y hielo. Asi VI precipitdé como un sélido blanco amorfo, tras purificacién con
cromatografia en columna (6:5, Hexano:Acetato de etilo) se obtuvieron 0.87 g (96%) de VI puros como cristales

ligeramente transparentes con p.f. de 210-211°C.

16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3B,17a-diol (VI): Cy;H360s, PM: 408.58 g/mol, EM-ESI m/z
[A]: 409.419 [M + H]*, 391.421 [M - H,0]*, 373.395 [M — H40,]*, RMN *H (300 MHz, CDCl3) § 7.46 — 7.14 (m, 5H,
H-aromaticos), 5.35 — 5.27 (m, 1H, H6), 4.18 (s, 1H, OH-17), 3.58 — 3.42 (m, 1H, H3), 3.00 — 2.85 (m, 1H, H16),
2.35-2.14 (m, 3H), 2.08 = 1.92 (m, 3H), 1.92 - 1.80 (m, 2H), 1.77 —= 1.61 (m, 3H), 1.61 — 1.44 (m, 4H), 1.39 - 1.30
(m, 1H), 1.21 (s, 3H, H17b), 1.11 (s, 3H, H18), 1.04 (s, 3H, H19). RMN *3C (101 MHz, CDCls) § 218.15, C17a;
140.61, C5; 139.74, C1'; 129.10, C3' y C5'; 127.86, C2' y C6'; 126.83, C4'; 120.84, C6; 78.23, C17; 71.47, C3;
54.49, C16; 50.99, C9; 49.03, C14; 47.05, C13; 41.93, C4; 36.81, C10; 36.77, C1; 33.06, C12; 31.72, C2; 31.50, C7;
31.01, C8; 26.49, C15; 23.97, C11; 19.46, C17b; 19.36, C18; 15.99, C19. IR [ecm™] 3482.57, HO; 3482.56, HO;
3085.74, C=C-H; 3030.77, Ar-H; 2998.53, 2986.78, 2955.00, 2931-2838.21, -CH,-, -CH-; 1688.54, C=0; 1603.48,
1583.39, Ar-H; 1496.38-1437.87, C=C; 1380.86, -CH-, -CHs-; 1343.09-1297.42, -OH; 1057.63, -OH, 774.30,

aromatico mono-sustituido.
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5.1.6. Etapa 6. Sintesis del acetato del6B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3-
ilo (V1)

En un matraz bola de 50 mL se pesan 0.559 g del compuesto VI (1.37 x 102 mol) y se adicionaron 1.81 mL (0.019
mol) de Ac;O y 1.35 mL (0.016 mol) de piridina, esta mezcla se agité a temperatura ambiente por 4 h,
monitoreando el avance de la reaccion por CCF, una vez finalizada la reaccidn, la mezcla se vertié en un vaso de
precipitado con 50 mL de agua y suficiente hielo, precipitando de manera espontdnea en forma de cristales
blancos el producto VII. Enseguida el producto fue lavado sucesivamente con 10 mL de solucidn de HCI (1N) y
agua para eliminar el exceso de piridina y anhidrido acético. La purificacidon del producto mediante CCC permitio

la obtencion de 0.606 g (99%) del derivado acetilado correspondiente VII.

Acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17p-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo (VII): Cy9H3504, PM: 450.62
g/mol, EM-ESI m/z [A]: 451.426 [M + H]*, 391.408 [M — C;H40,]*, 433.439 [M - H,0]*, 373.379 [M — CgHs]*, RMN
H (400 MHz, CDCls) & 7.38 — 7.07 (m, 5H, H-arométicos), 5.39 — 5.30 (m, 1H, H6), 4.66 — 4.53 (m, 1H, H3), 4.21 (s,
1H, OH-17), 3.01 — 2.85 (m, 1H, H16), 2.39 — 2.16 (m, 3H), 2.04 (s, 3H, H2'), 2.01 — 1.83 (m, 4H), 1.77 — 1.47 (m,
7H), 1.43 — 1.32 (m, 1H), 1.21 (s, 3H, H17b), 1.10 (s, 3H, H19), 1.05 (s, 3H, H18). RMN 3C (101 MHz, CDCls) &
218.07, C17a; 170.44, C1'; 139.73, C5; 139.52, C1'"; 129.10, C3"' y C5'"; 127.86, C2'' y C5''; 126.82, C4''; 121.78,
C6; 78.21, C17; 73.62, C3; 54.47, C16; 50.91, C9; 48.94, C14; 47.02, C13; 37.81, C4; 36.86, C1; 36.56, C10; 33.01,
C12; 31.70, C7; 30.97, C8; 27.63, C2; 26.48, C14; 23.96, C2'; 21.38, C11; 19.41, C17b; 19.27, C18; 15.98, C19. IR
[em™] 3549.15, 3472.45, HO-; 3087.12, C=C-H; 3061.27, Ar-H; 2931.08-2835.20, tensiones -CH,-, -CH-; 1727.64, -
(C=0)0-; 1689.57, C=0; 1601.25, 1582.38, Ar-H; 1493.51-1449.64, C=C; 1367.91-1342.55, -CH-, -CH3-; 1239.19,

C-0; 769.38, benceno mono-sustituido.

5.1.7. Etapa 7. Sintesis del acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIIl)

En un matraz bola de 50 mL se disolvieron 0.305 g del derivado VII (6.7 x 10 mol) en 2.4 mL de CH,Cl, seco, tras
enfriar en bafio de hielo y en atmdsfera inerte, se afiadieron, 0.3 mL (3.96 x 102 mol) de piridina, previamente
destilada, y gota a gota 0.08 mL (1.18 x 10 mol) de SOCI, recién destilado, agitando la mezcla de reaccién a
temperatura ambiente y en atmdsfera inerte por 1.5 h, y monitoreando el avance de la reaccién por CCF. Al
término de la reaccidn se realizé una extraccion via particién adicionando CHCl; y lavando sucesivamente la fase
organica con agua, una solucidn de HCl (5%) para eliminar el exceso de piridina, y luego con una solucién

saturada de NaHCOs para eliminar el exceso de dacido, finalmente la fase organica se secd con Na,SO, y tras
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evaporar el disolvente se obtuvo un sélido amorfo que tras un proceso de purificaciéon por cromatografia en
columna, manejando un sistema de elucién de 8:1,Hexano:Acetato de etilo, se obtuvieron 0.176 g (62%) de VIII

como un finas agujas blancas.

Acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIII): CxsH3603, PM: 432.60 g/mol, EM-
ESI m/z [A]: 433.509 [M + H]*, RMN *H (300 MHz, CDCl5) 6 7.39 — 7.06 (m, 5H, H-aromaticos), 5.30 (d, J = 5.0 Hz,
1H, H6), 4.63 — 4.42 (m, 1H, H3),2.58 — 2.46 (m, 1H), 2.34 — 2.16 (m, 3H), 2.15 —2.00 (m, 2H), 1.97 (s, 3H, H17b),
1.92-1.75(m, 2H),1.64 (s, 3H, H2'), 1.57 = 1.43 (m, 3H), 1.42 — 1.27 (m, 2H), 1.03 (s, 3H, H18), 0.96 (s, 3H, H19).
RMN 3C (75 MHz, CDCls) 6 205.47, C17a; 170.59, C1'; 153.43, C16; 141.40, C5; 139.58, C1'"; 129.32, C17; 128.42,
C3'"y(C5'';127.80, C4""; 127.13, C2"' y C4''; 121.79, C6; 73.77, C3; 48.79, C9; 46.61, C13; 43.22, C14; 37.91, C4;
36.77, C1; 36.60, C10; 33.86, C12; 32.47, C7; 32.04, C2; 31.02, C8; 27.68, C15; 21.49, C2'; 20.02, C11; 19.32, C18;
15.76, C19; 13.39, C17b. IR [em™] 3060.26, C=C-H; 3027.54, Ar-H; 2980.86-2839.42, R,CH,, RsCH; 1724.86, -
(C=0)0-; 1649.84, (C=C)C=0; 1619.58, C=C; 1597.32-1574.56, Ar-H; 1461.77-1429.13, C=C y -C-H; 1370.90, -CHs;
1245.24, C-0; 774.68, benceno mono-sustituido.

5.1.8. Etapa 8. Sintesis de la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX)

En un matraz de fondo redondo se pesaron 0.311 g (7.19 x 10 mol) del compuesto VIl y se disolvieron en 45
mL de metanol, enseguida a esta mezcla se adicionaron 0.8 mL de una solucién de KOH en MeOH (10%) (1.15 x
102 mol), esta mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas, monitoreando el avance de la reaccién
por CCF. Una vez concluida la reaccidn, se adiciond una solucidn saturada de NaCl, y se realizd una extraccion
con CHCI3 (3 x 30 mL). Las fases organicas resultantes se reunieron y se secaron sobre Na,SO, anhidro, y se
evaporo el disolvente a vacio. El producto resultante se purific6 mediante una CCC [Hexano:Acetato de etilo

(1.5:1)] se obtuvieron 0.278 g (99%) de IX como un sélido blanco.

16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX): Cx;H3,0,, PM: 390.57 g/mol, EM-ESI m/z
[A]: 391.425 [M + H]*, 373.398 [M —H,0]*, RMN *H (400 MHz, CDCl3) § 7.57 — 7.02 (m, 5H, H-aromaticos), 5.39 —
5.25 (m, 1H, H6), 3.54 (ddd, J = 15.7, 11.1, 4.7 Hz, 1H, H3), 2.65-2.50 (m, 1H), 2.39 — 2.06 (m, 5H), 1.98 — 1.81 (m,
2H), 1.70 (s, 3H, H17b), 1.66 — 1.33 (m, 7H), 1.29 — 1.19 (m, 2H), 1.15 (s, 3H, H18), 1.06 (s, 3H, H19). RMN 3C
(101 MHz, CDCls) & 204.46, C17a; 152.37, C16; 140.37, C5; 139.65, C1'; 128.27, C17; 127.35, C3' y C5'; 126.72,
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C4'; 126.05, C2' y C4'; 119.78, C6; 70.58, C3; 47.85, C9; 45.66, C14; 42.19, C13; 40.97, C4; 35.80, C1; 35.64, C10;
32.85, C12; 31.47, C2; 31.06, C7; 30.52, C8; 30.00, C15; 19.01, C11; 18.33, C19; 14.68, C18; 12.31, C17b.

5.1.9. Etapa 9. Sintesis de los derivados de 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-
ona (Xa, Xb)

Finalmente, se realizd la formacion de los derivados de éster del producto 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-
homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX), utilizando el anhidrido correspondiente y la piridina, en el caso del éster
propidnico el método utilizado fue el siguiente: 0.148 g del producto IX (3.79 x 10 mol) fueron disueltos en 0.37
mL (4.62 x 102 mol) de piridina y 0.67 mL (5.3 x 10 mol) de anhidrido propidnico, esta mezcla se agitd a
temperatura ambiente por 2.5 h, monitoreando el avance de la reaccién por CCF, al término de la reaccién, la
mezcla de reaccidn se vertié en agua con hielo, lo que hizo precipitar al propionato de 16-fenil-17-metil-17a-
oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa) como un sélido blanco, tras esto se realizé extraccion usando CHCls (3
x 30 mL) y la fase orgdnica se lavé con 30 mL de solucidon HCI al 5%, eliminando el exceso de piridina, y
posteriormente con una solucion saturada de NaHCOs, para eliminar el exceso de acido. Tras esto, la fase
organica se secé con Na,SO., se filtré y se concentrd a vacié para obtener finas agujas blancas que fueron
purificadas por CCC [Hexano:Acetato de etilo, 9:1], dando 0.160 g del éster propidnico (94%). En el caso del éster

butirico, siguiendo el mismo procedimiento se obtuvo un rendimiento del 96%.

Propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3pB-ilo (Xa): C3oH3s0s, PM: 446.63 g/mol,
EM-ESI m/z [A]: 447.466 [M + H]*, 373.384 [M — C3HgO:]*, RMN H (400 MHz, CDCls) & 7.53 — 7.09 (m, 5H, H-
aromaticos), 5.38 (t, J = 10.0 Hz, 1H, H6), 4.62 (ddd, J = 16.1, 11.1, 4.7 Hz, 1H, H3), 2.62-2.59 (m, 1H), 2.29 (s, 3H,
H17b), 2.22 - 2.05 (m, 2H), 1.98 — 1.82 (m, 2H), 1.75 (s, 3H, H18), 1.66 — 1.52 (m, 3H), 1.51 — 1.34 (m, 2H), 1.14
(s, 3H, H3'), 1.08 (s, 3H, H19). RMN *3C (101 MHz, CDCls) § 205.34, C17a; 173.89, C1'; 153.33, C16; 141.37, C5;
139.62, C1''; 129.27, C17; 128.35, C3"' y C5''; 127.72, C4"'; 127.06, C2"' y C6''; 121.65, C6; 73.48, C3; 48.76, C9;
46.59, C14; 43.16, C13; 37.89, C4; 36.73, C1; 36.57, C10; 33.82, C12; 32.44, C7; 32.01, C2; 30.98, C8; 27.88, C2';
27.65, C15; 19.98, C11; 19.26, C18; 15.67, C19; 13.30, C17b; 9.15, C3". IR [ecm™] 3068.30, C=C-H; 3026.26, Ar-H;
2966.85-2840.12, R,CH,, R3sCH; 1724.58, -(C=0)0O-; 1649.72, (C=C)C=0; 1619.17, C=C; 1575.65, 1491.70, Ar-H;
1460.61-1428.69, C=Cy -C-H; 1376.15, -CH3; 1188.26, C-O; 771.30, benceno mono-sustituido.
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Butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xb): Cs1H4003,PM: 460.30 g/mol, EM-ESI
m/z [A]: 447.188 [M + H]*, 372.996 [M — C4Hs0,]*, RMN 'H (400 MHz, CDCl;) & 7.47 — 7.06 (m, 5H, H-
aromaticos), 5.37 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H6), 4.62 (ddd, J = 16.0, 11.1, 4.7 Hz, 1H, H3), 2.59 (m, 1H), 2.38 — 2.22 (m,
5H), 2.20 — 2.06 (m, 2H), 1.97 — 1.84 (m, 2H), 1.69 (s, 3H, H17b), 1.66 — 1.55 (m, 1H), 1.50 — 1.32 (m, 2H), 1.13 —
1.07 (s, 3H, H18), 1.05 (s, 3H, H19), 0.96 (s, 3H, H4'). RMN *3C (101 MHz, CDCl5) 6 204.42, C17a; 172.14, C1';
152.41, C16; 140.36, C5; 138.62, C1''; 128.28, C17; 127.36,C3"' y C5''; 126.73, C4"'; 126.06, C2"' y C6''; 120.65,
C6; 72.43, C3, 47.76, C9; 45.59, C13; 42.18, C14, 36.91, C4; 35.74, C1; 35.57, C10; 35.54, C2'; 34.76, C12; 32.83,
C7; 31.43, C2; 31.01, C8; 29.98, C15; 26.68, C11; 18.98, C18; 18.26, C19; 17.52, C3’; 12.61, C4'; 12.30, C17b. IR
[em™] 3066.57, C=C-H; 3031.93, Ar-H; 2966.14-2836.26, R.CH,, RsCH; 1723.51 -(C=0)0-; 1650.70, (C=C)C=0;
1620.03, C=C; 1575.30, 1490.87, Ar-H; 1460.82 -1439.78, C=C y C-H; 1375.78, -CHs;; 1182.92, C-O; 770.56,

benceno mono-sustituido.

El rendimiento total de la ruta sintética realizada es del 25%.

Determinacion de la actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer de prostata PC3

La linea celular PC-3 (Cancer de prostata) fue proporcionada por el Instituto Nacional de Cancer (NCI) de Estados
Unidos. Las células se cultivaron en medio RPIM-1640 enriquecido con 10% de suero fetal bovino, 2 mM L-
glutamina, 100 Ul/mL penicilina G, 100 pug/mL sulfato de estreptomicina, 0.25 pg/mL de anfotericina By 1% de

aminodcidos no esenciales y se incubaron a 37°C en atmosfera humeda con 5% de CO..

Posteriormente, se tomd 100 plL de la solucion celular fue vertida en una placa de ELISA (El contenido de las
células por pozo varia entre 5000 y 10 000) y se incubd por 24 h. Cada compuesto evaluado fue disuelto en
DMSO vy adicionado a cada pozo, a la concentracion final de cada compuesto de 50 uM, y se incubd por 48
horas, a 37°C y en atmdsfera con 5% CO, y 100% de humedad relativa. Los pozos control contenian Unicamente
las células tumorales. Una vez finalizado el periodo de incubacidn, las células fijadas in-situ con 50 pL de acido
tricloroacético (TCA) 50% (p/v) frio. Esta mezcla se incubd durante 60 minutos a 4°C, se desechd el
sobrenadante, se hicieron 5 lavados con agua desionizada y se dejo secar por 24 h. Posteriormente, la placa fue
tefiida con 100 uL de sulforodamida B (SRB) (0.4% p/v en 1% &cido acético), se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se realizaron lavados con una solucién de acido acético al 1% y se dejo
secar por 24 h. Las células fijadas fueron resuspendidas con 10 mM de buffer Tris, pH=10 en agitacién por 5 min.

Finalmente se determind la densidad dptica a 515 nm utilizando un lector de ELISA.
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6. Discusion de resultados

6.1. Epoxidacion e hidrdlisis del acetato de 16,17-dedihidropregnenolona (l)

El mecanismo de reaccion por el cual se lleva a cabo la epoxidacidon de la materia prima (), bajo las condiciones

de reaccidn indicadas en la parte experimental del presente trabajo, se ilustra a continuacion (Esquema1l0):

Esquema 10. Mecanismo de reaccion, epoxidacion del acetato de 16,17-dedihidropregnelonona (I).

La integridad de la materia prima (l), previo a la reaccién de epoxidacién, fue comprobada mediante sus analisis
de RMN, IR, y EM (Figuras A1-A4). Asi, en el primer paso de esta reaccion ocurre la epoxidaciéon de la doble
ligadura en la posicion C16-C17 que es electrodeficiente y suceptible al ataque de especies nucleofilicas. Esta
posicion al estar conjugada a un grupo carbonilico altamente electroatractor, genera que los electrones
localizados en los orbitales it del doble enlace estén en resonancia en el sistema carbonilico a,B-insaturado. En
contraste, el doble enlace en C5-C6, el cudl es rico en electrones, genera repulsion de especies nucleofilicas

debido a su alta densidad electrénica localizada en sus orbitales Tt.
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Por otra parte, y debido a las condiciones basicas de reaccion, el éster en C3 es hidrolizado al alcohol libre
correspondiente. Finalmente el grupo carbonilico unido a C20 es atacado nucleofilicamente por parte del anién
peroxido, sin embargo, este proceso es reversible ya que dicho anidon es mejor grupo saliente lo cual regenera

inmediatamente a la funcidn carbonilica.

El producto final de esta reaccion, la 16a,17a-epoxi-3B-hidroxipregna-5-en-20-ona(ll), fue caracterizado
mediante el andlisis de sus espectros de RMN, IR y EM (Figuras A5-A8) y por comparacién con los datos
previamente reportados en el grupo de trabajo. Las diferecias entre los espectros de RMN de | y Il radica
principalmente en el desplazamiento de H3, m, 6 = 4.54 ppm en | y m, 6 = 3.63 ppm, respectivamente,
correspondiente a la hidrdlisis del éster acético al hidroxilo libre en C3; respecto a los desplazamiento que
ocurren en 13C, las sefiales de 16Cy 17C son 144.5 y 155.3 ppm en |,y 60.6 y 71.7 ppm en Il, respectivamente,
debido a la sustitucidon en la doble ligadura C16-C17 perteneciente al sistema carbonilico a,B-insaturado, para
formar el epodxido correspondiente; y a la desaparicidon de la seiial en 170.6 ppm en | correspondiente a la

pérdida del éster en C3.

En los espectros de IR, podemos observar la pérdida de la banda de 1728 cm™ asociada al grupo carbonilico de
éster en C3 en | y la aparicion de una banda caracteristica de un alcohol libre 3551.69 cm™ en Il. Ademas se
observan bandas en 1055.02, 1045.28, 1025.69 cm™ correspondiente a los enlaces C-O del epdxido en Il.
Finalmente, los espectros de masas confirmaron las sefiales asociadas a los iones [M + H]*, para ambos

compuestos.

6.2. Acetilacion de la funcion hidroxilica en C3

La siguiente reaccidn en la ruta sintética fue la proteccién del alcohol libre en C3, debido a que este es un punto
de derivatizacion posterior y que es susceptible a eliminaciéon por deshidratacion (Etapa 3), por lo que es
necesario preservar dicho grupo funcional hasta el final de la ruta. Asi, se realizé una acetilacién (Esquema 11)
con anhidrido acético y piridina. El producto de esta reaccidn, el acetato de 16a,17a-epoxi-20-oxopregna-5-en-
3B-ilo () fue caracterizado mediante el andlisis de sus espectros de RMN, IR, y EM (Figuras A7-A10). Asi, y de
manera contraria a lo observado en la hidrdlisis del éster en C3 de | para generar el alcohol libre en I, el protén
asociadoa C3 enll (m, 8§ = 3.63 ppm) se desplaza a campos mas bajos en Ill (m, § = 4.63 ppm), ademas de que se

observa en el espectro RMN 3C de Il la sefial correspondiente al carbonilo de éster en 1705 ppm.
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Esquema 11. Mecanismo de reaccion, acetilacion de 16a,17a-epoxi-3B-hidroxipregna-5-en-20-ona (Il).

Adicionalmente en el espectro de IR de Ill se observa una banda en 1660 cm™ atribuible al carbonilo de éster.
Finalmente en el espectro de masas se observa el pico asociado al ion [M + H]*, confirmandose asi la estructura

propuesta de lll.

6.3.Proteccion del grupo carbonilo en C20: formacién del anillo de dioxolano

La tercera etapa de la ruta sintética fue la proteccion del carbonilo en C20 a través de la formacion del anillo de
dioxolano para generar el producto IV (Acetato de 16a,17a-epoxi-20,20-(etilendioxi)-pregna-5-en-3B-ilo)(74%
de rendimiento). Esta reaccién generd una serie de productos secundarios, mismos que fueron purificados
mediante sucesivas cristalizaciones y purificaciones por CCA. Cabe mencionar que se realizaon numeroso
intentos para proteger el carbonilo en C20 a partir del producto I, sin embargo en todos los casos se observo la

deshidratacion del alcohol en C3.

El mecanismo de reaccién para la formacién de IV se presenta en el esquema 12. En esta reaccion se requiere de
etilenglicol para poder formar el anillo de dioxolano, acido p-toluensulfénico como catalizador para la formacién

de cetales, y trimetilortoformiato como agente desecante en el medio de reaccion.
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Esquema 12. Mecanismo de reaccion, proteccion del carbonilo en C20 en (ll1).

En el espectro de RMN H de IV (Figura A11) se observan las sefiales atribuidas a los protones de los metilenos
del anillo de dioxolano, como un multiplete entre 3.75 — 3.98 ppm; en el espectro de RMN 3C (Figura A12) se
observa un desplazamiento a campos mas altos del carbonilo en C20 (de 204.99 ppm a 109.22 ppm) y que
corresponden a la formacién del anillo de dioxolano. Finalmente, en el espectro de IR de IV (Figura A13) se
observan las bandas caracteristicas de los metilenos base de oxigeno en 1043.67, 1033.20, 1023.7 cmy en el

EM (Figura A14) se observé el ion molecular [M + H]* confirmando asi la estructura propuesta.
6.4.Apertura del epoxido a través de una reaccion de Grignard

Esta reaccién consistio en la apertura del epdxido del acetato de 16a,17a-epoxi-20,20-(etilendioxi)-pregna-5-en-
3B-ilo (IV) a través de la adiccion nucleofilica del bromuro de fenilcobre (Esquema 13). Para que esta reaccidon se
lleve a cabo sin la generacion de productos secundarios, se realizé en condiciones totalmente anhidras e inertes

con un flujo controlado de N,.
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PhMgBr + CUBr.CzHGS

Transmetalacion

PhCuBr

OCuBr ~
‘i _PouBr O)J\

H,0, NH,CI

CuBr

Esquema 13. Mecanismo de reaccion, apertura del epdxido a través de la addicidn nucleofilica del bromuro de fenil cobre en el acetato
de 16a,17a-epoxi-20,20-(etilendioxi)-pregna-5-en-3B-ilo (1V).

Cabe destacar que esta reaccién involucrd varios dias de reaccidn, asi, en el primer paso de esta reaccién ocurre
la transmetalacién del bromuro de fenilmagnesio al bromuro de fenilcobre, el cual ataca al grupo carbonilico en
C1'. Posteriormente, este mismo reactivo organometdlico favorece la apertura del epdxido, pues la
transmetalacidon con cobre genera una especie organometalica con un caracter mas blando, y esto ocurre facil y
rapidamente, la apertura del epdxido requiere distintas condiciones de reaccidn, es por esto que se adiciona el
bromuro de dimetilsulfurocobre, dando asi la adicion del correspondiente nucledfilo para generar 20,20-

(etilendioxi)-16B-fenilpregna-5-en-33,17a-diol (V).
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En RMN *H (Figura A15) se puede observar las sefiales asociadas a los protones aromdticos entre 7.0 y 7.3 ppm;
H-3 se desplaza a campos mas bajos (4.52 ppm) debido a la hidrdlisis del éster. Consecuentemente, en el
espectro de RMN 3C (Figura A16) se observa la pérdida del carbonilo de éster en 170 ppm y el metilo (C2')
también desaparece del espectro; finalmente, la seial correspondiente al protén en C16 asociado al epdxido, se
desplaza a campos mas bajos en el producto (V). En el espectro de IR (Figura A17) se observan dos bandas
asociadas a los alcoholes del producto en 3570 y 3482 cm™, ademads de las bandas del fenilo en 1490, 1455 y
1438 cm™. Por ultimo, en el EM (Figura A18) se puede observar el pico asociado al ion [M + H]*, que confirma la

estructura propuesta.

6.5.Expansion del anillo D, generacion de D-homo derivados

La quinta etapa consistid en la expansion del anillo D mediante el empleo de HCIO4 en acetona. La eliminacion
del anillo de dioxolano sigue el mecanismo tipico de la hidrdlisis dcida de acetales, sin embargo, al ser protonado
el carbonilo libre en C20, sufre una transposicion Wagner-Meerwein del enlace C16-C17 lo cual genera el

producto VI con el anillo D expandido (Esquema 14).

Ataque nucleofilico H H
del agua sobre el \O’
carbono carbonilico

Esquema 14. Mecanismo de reaccion, expansion del anillo D en el 20,20-(etilendioxi)-16B-fenilpregna-5-en-3B,17a-diol (V), generacién
del esqueleto molecular de los D-homo derivados
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En el espectro de RMN H (Figura A19) se observa la pérdida de las sefiales asociadas a los protones del anillo de
dioxolano (3.61-3.35 ppm) vy la aparicion del alcohol terciario de C17 en 4.18 ppm. Ademas, el singulete del
metilo en C21 en V (1.14 ppm) se desplaza a campos mas bajos (1.27 ppm) tras la transposicion Wagner-
Meerwein, y corresponde al metilo ahora en C17b del anillo D expandido en VI. En el espectro de RMN *3C
(Figura A20) se observa una nueva sefal caracteristica del carbonilo en C17a en 218.1 ppm, ademas de que se
observa la pérdida de las sefiales de C1'' y C2'', en 64.49 y 61.45 ppm, respectivamente, asociadas a los

carbonos del anillo de dioxolano.

En el espectro de IR (Figura A21), se conservan las dos sefiales correspondientes a los alcoholes presentes en VI
en 3482 y 3480 cm™. Adicionalmente, se observa la sefial caracteristica del carbonilo en C17a en 1688 cm™.
Finalmente en el EM (Figura A22), se puede observar la sefial asociada al ion [M + H]*, confirmandose la

estructura propuesta.

6.6. Acetilacion del hidroxilo en C3

A continuacion se realizé una acetilacion en C3 del producto VI utilizando la misma metodologia de la segunda
etapa de la ruta sintética: anhidrido acético y piridina. Es importante mencionar que el alcohol en C17 no fue

acetilado posiblemente por el alto impedimento estérico que presenta.

En el espectro de RMN H (Figura A23) se observa la sefial del protén en C3 desplazada de 3.58 ppm a 4.66 ppm,
ademds de que en 2.0 ppm se encuentra el metilo en C2' como un singulete. En el espectro de RMN *3C (Figura
A24) se observa la sefial del carbonilo C1' en 170.4 ppm, y del metilo de C2' en 23.9 ppm. En el espectro de IR
(Figura A25) se observa la banda asociada al carbono carbonilico C1' en 1727 cm™, caracteristica de ésteres,
ademas de que desaparece la banda del alcohol en C3. Finalmente, en el EM (Figura A26) se logrd identificar la
sefial asociada al ion [M + H]*, confirmdndose asi la estructura propuesta para VIl (acetato de 16B-fenil-17a-

hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo).
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6.7.Deshidratacion del OH-C17 para generar el sistema carbonilico a,B-insaturado en el anillo D

La deshidratacidn del hidroxilo en C17, para el producto VII, se llevd acabo con SOCI; en condiciones anhidras.
Esta reaccion permitié generar el sistema carbonilico a,B-insaturado en VIII, y que es un requerimiento
estructural necesario para la inhibicidon de la enzima 5a-reductasa. En esta reaccion se adiciond piridina con la
finalidad de atrapar los protones generados en el medio de reaccidén y neutralizar especies acidas generadas in-
situ. La adiccién de SOCI; se realizé lentamente y en bafio de hielo para prevenir la obtencién de productos

secundarios. El mecanismo se presenta en el esquema 15:

Esquema 15. Mecanismo de reaccion de la deshidratacion del acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-173-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-
3B-ilo (VII).

Como ya se menciond, el producto VIII (acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-
en-3B-ilo) contiene un sistema carbonilico a,B-insaturado en el anillo D, considerandose asi un producto final de

la ruta sintética, y candidato para ser evaluado en los ensayos in-vitro correspondientes.

Por tratarse de un producto novedoso, a continuacion se describe con detalle sus constantes espectroscopicas y

espectrométricas:
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Acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3-ilo (VIII): (300 MHz, CDCl3) 6 (ppm) 7.35-
7.23 (m, 3H, H2", H4" y H6"); 7.11 (ddd, J = 4.3, 3.7, 1.9 Hz, 2H, H3" y H5"); 5.30 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H6); 4.61-4.47
(m, 1H, H3); 2.60 — 2.46 (m, 1H); 2.24 (td, J = 11.0, 4.7 Hz, 3H); 2.13 — 2.00 (m, 2H); 1.96 (d, J = 3.0 Hz, 3H, 2");
1.91 —1.74 (m, 2H); 1.63 (s, 3H, CH3-17b); 1.43 — 1.30 (m, 2H); 1.03 (s, 3H, CH3-18); 0.96 (s, 3H, CH3-19). RMN 3C
(300 MHz, CDCl3) & (ppm): 205.5, C17a; 170.6, C1'; 153.7, C16; 141.4, C1"; 139.6, C5; 129.4, C17; 128.5, C3" y
C5"; 127.8, C4"; 127.2, C2" y C6"; 121.8, C6; 73.8, C3; 48.8, C9; 46.6, C13; 43.3, C14; 37.9, C4; 36.8, C1; 36.6,
C10; 33.9, C12; 32.1,C7; 31.1, C2; 27.7, C15; 21.5, C2'; 20.1, C11; 19.4, C19; 15.8, C18; 13.4, C17h.
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Figura 11. Espectro RMN 'H del acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIII).
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Figura 12. Espectro RMN 13C del acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIII).

En el espectro de RMN *H (Figura 11) se puede observar la pérdida de las sefiales del OH-17 (4.28 ppm) y el H-16
(3.01 ppm) debidas a la formacidn del sistema a,B-instaturado en VIII. Por otra parte, en el espectro de RMN 3C
(Figura 12) se observa que las sefiales asociadas a C17 y C17 en el producto VI, se desplaza a campos mas bajos
(153.4y 129.3 ppm respectivamente) debido a la formacidn de la insaturacion. En los espectros de IR se observo
claramente la pérdida de la banda atribuida al alcohol en C17 (3549 cm™) en VIII (Figura A27). En los espectros
de UV (Figuras 13 y 14) se observa un cambio en la longitud de onda mdaxima de absorcion de VIl y VIII. Mientras
que para VIl se observan varios entre 240 y 265 nm, en VIII, la curva de absorcion se centra en un maximo de

265 nm, debido a la conjugacién extendida que se genera entre el sistema a,B-instaturado y el anillo aromatico.
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Figura 13. Espectro de UV del acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo(VIl).
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Figura 14. Espectro UV de acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIII).
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Finalmente, en EM (Figura A28) se observa claramente el ion molecular [M + H]* m/z 391.4, ademas del

fragmento correspondiente a la pérdida del OH-C3 (m/z 373.4 [M — H,O1*).

6.8.Hidrdlisis del éster acético en C3

La eliminacién del éster en C3 del producto VIII se realizd efectué en medio basico, (KOH en MeOH 10%)

(Esquema 16).

HsC/O)H ‘\

o (0]

-MeO, O
)J\O/

Esquema 16. Mecanismo de reaccion, hidrdlisis de éster en C3 del acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo
(vi).

En el espectro de RMN 1H (Figura 15) del producto de hidrdlisis (XI), se observa la pérdida del metilo del acetato
en 1.64 ppm, ademas de que el proton en C3 se desplaza a campos mas altos (3.54 ppm) en el alcohol libre. En
el espectro de RMN 13C (Figura 16) se observa la pérdida de las sefiales atribuidas al carbono carbonilico del
éster (C1') y al correspondiente metilo en 153.4 y 21.5 ppm, respectivamente. En el EM (Figura A29) se logrd
identificar el ion molecular [M + H]* que corresponde con la estructura propuesta IX. Finalmente, en el espectro
de IR (Figura A30) se observa la pérdida de la banda asociada al carbonilo de éster de C3 en 1724.8 cm y la

aparicién de la banda del alcohol en 3406 cm™.
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Figura 15. Espectro RMN 1H de la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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Figura 16. Espectro RMN 13C de la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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Adicionalmente, para este producto se registraron sus espectros bidimensionales de COSY, HSQC y NOESY

(Figuras 17 — 19). De estos se lograron identificar las correlaciones que se ilustran en la figura 19:
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Figura 17. Espectro COSY de 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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Figura 18. Espectro HSQC de 16-fenil-33-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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Figura 19. Espectro NOESY de 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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6.9.Productos secundarios en la reaccion de deshidratacion del acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17-

metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo (VII)

En el mecanismo presentado anteriormente para la reaccién de deshidratacion del producto VII, se puede
observar que la reaccidén se lleva a cabo en dos etapas: la primera es el ataque nucleofilico por parte del alcohol
en C17 sobre el azufre del cloruro de tionilo, produciendo el derivado clorosulfinico. Posteriormente, la piridina
elimina el protén en C16 y se induce la generacidon de la insaturacion entre C16 y C17 a través de la eliminacion
del grupo clorosulfinico. Este reaccién inicialmente se desarrolld con cantidades pequeiias de sustrato con la
finalidad de definir las condiciones dptimas de reaccién (En esta reaccién se obtuvo un solo producto principal
con un rendimiento del 62%). Sin embargo, durante el escalamiento de la reaccién [1g de VII] y a pesar de
utilizar las mismas condiciones de reaccion, se obtuvo otro producto distinto al esperado en un 85%. Este
producto no fue caracterizado inicialmente y fue sometido a la hidrdlisis del éster acético en C3, obteniendo en
muy baja proporcion el producto esperado, y como producto mayoritario otro compuesto desconocido. Este
producto mayoritario final fue tentativamente caracterizado como el derivado clorosulfinico de la 163-fenil-17f3-
metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3B,17a-diol (VIllb) (Figuras 20-26). A continuacidn se ilustra por la propuesta

mecanistica por la cual se obtuvo este producto:

Esquema 17. Deshidratacion del acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo (VII) e hidrdlisis del Vllla
para la obtencidon del derivado clorosulfinico del 16B-fenil-173-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlib).
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Derivado clorosulfinico del 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3p,17a-diol (VIllb):C,7H35ClO,S,
PM: 490.19 g/mol; EM-ES m/z: 491.427 [M + H]*, 391.405 [M — SO,CI]*; RMN *H (400 MHz, CDCl5) 6 7.49 — 7.12
(m, 5H, H-aromaticos), 5.38 — 5.23 (m, 1H, H6), 3.61 —3.44 (m, 1H, H3), 3.02 — 2.86 (m, 1H, H16), 2.31 - 2.00 (m,
3H), 2.00 - 1.71 (m, 5H), 1.71 - 1.34 (m, 8H), 1.20 (s, 3H, H17b), 1.10 (s, 3H, H18), 1.06 — 1.04 (s, 3H, H19). RMN
13C (101 MHz, CDCl5) § 217.15, C17b; 139.60, C5; 138.73, C1'; 128.10, C3'y C5'; 126.87, C2' y C6'; 125.83, C4';
119.85, C6; 77.23, C17; 70.48, C3; 53.49, C16; 49.99, C9; 48.03, C14; 46.05, C13; 40.92, C4; 35.81, C10; 35.77,
C1; 32.05, C12; 30.72, C2; 30.50, C7; 30.00, C8; 25.48, C15; 22.96, C11; 18.46, C17b; 18.35, C18; 14.99, C19. IR
[cm™] 3482.37, HO-C3; 3085.60, R,C=C-H; 3030.62, Ar-H; 2998.15-2838.59, R,CH,, R;CH; 1688.95, C=0; 1603.46,
1583.54, Ar-H; 1496.21-1438.11, C=C; 1380.42, R3CH, -CHs; 774.05, Ar.
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Figura 20. Espectro de RMN *H del derivado clorosulfinico del 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlib).
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Figura 21. Espectro de RMN 13C del derivado clorosulfinico del 16B-fenil-173-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIIib).
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Figura 22. Espectro de COSY del derivado clorosulfinico 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlIb).
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Figura 23. Espectro de HSQC del derivado clorosulfinico 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlib).
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Figura 24. Espectro de NOESY del derivado clorosulfinico 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlIb).
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Figura 25. Espectro de IR del derivado clorosulfinico del 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlib).
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Figura 26. Espectro de masas de derivado clorosulfinico 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-38,17a-diol (Vliib).
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Como puede evidenciarse en el espectro de RMN 1H de VIlib, la sefial correspondiente al OH-17 presente en la
materia prima (6 4.18 ppm) desaparece. El espectro resultante es similar al obtenido para VIl (Figura xx).
Adicionalmente, en el espectro de masas del producto VllIb, se puede observar el ion [M +H]* correspondiente

con el peso molecular propuesto para este producto (m/z 491.4).

Una segunda evidencia experimental de que el producto VllilIb es diferente a VI puede evidenciarse por CCF ya
gue ambos compuestos presentaron unos factores de retencién distintos (Figura 27). En los extremos de la placa
se utilizé la referencia de VI, mientras que las distintas fracciones obtenidas por la purificacidn de IX por CCA se

monitorearon en el resto de la placa cromatografica en orden creciente de elucién.

Figura 27. Seguimiento de una purificacién por columna de la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX) donde
se evidencia la presencia del derivado clorosulfinico 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VIlib).

6.10. Derivatizacion en el hidroxilo de la posicidon C3, generacion de ésteres lineales

Finalmente, se realizd la esterificacion de hidroxilo en C3 de la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-
dien-17a-ona (IX) siguiendo la misma metodologia previamente descrita para la acetilacion del compuesto Il
(160,17 a-epoxi-3B-hidroxi-pregna-5-en-20-ona) pero con los correspondientes anhidridos propidnico, para
obtener Xa (Propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo) y anhidrido butirico para

obtener Xb (Propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo).

El mecanismo de reaccién para la formacién del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-

dien-3B-ilo (Xa) se ilustra en el esquema 18:
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Esquema 18. Mecanismo de reaccién, formacién del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3f-ilo (Xa).

En los espectros de RMN *H, se puede observar que en ambos ésteres el protéon asociado a C3 se desplaza a
campos mas bajos (4.62 ppm) confirmando la esterificacion del hidroxilo en esta posicion. Adicionalmente, en
los espectros de RMN 3C se observan las sefiales caracteristicas del carbonilo, y los metilos y metilenos de
ambos ésteres en 173.9, C1'; 27.9, C2'; 9.15, C3' para el éster propidnico, y 172.14, C1'; 35.5, C2'; 17.52, C3';

12.61, C4' para el éster butirico.

6.11. Determinacion de la actividad antiproliferativa en lineas celulares de cancer de prdéstata PC3

La determinacién de la actividad citotdxica sobre la linea celular PC3 para los compuestos VI-IX, Xa, Xb, y VllIb, se
realizd en el ensayo de citotoxicidad SRB y siguiendo la metodologia descrita en la parte experimental. Los

resultados de esta evalucidn se ilustran en la tabla 1.

El compuesto mas activo fue la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX). Esta

molécula posee el sistema carbonilico a,B-insaturado en el anillo D, y el alcohol libre en C3. Cuando
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comparamos la actividad de ésta molécula con su equivalente pero sin el sistema carbonilico a,B-insaturado (VI),

se observa que la actividad se reduce a un 63.9%.

Muestra, codigo Porcentaje de inhibicidn de crecimiento celular en PC-3

Vi 63.92+7.4

Vil 57.89+5.5%*

Vil 73.5748.9
IX 100*

Xa 26.7013.4

Xb 16.06+2.3

Villa 95.99+4.0*

Tabla 1. Ensayo de citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas, (Concentracién: 50uM y 25 uM¥*).

El segundo compuesto mas activo fue el derivado clorosulfinico 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-
en-3B,17a-diol (VIlIb), el cual inhibid el crecimiento celular en un 96% a 25 uM. Cabe destacar que este producto
no posee el sistema carbonilico a,B-insaturado en el anillo D, sin embargo, en C17 tiene el grupo hidroxilo unido
a un fragmento clorosulfinico, que podria presentar una adiccién nucleofilica generando la actividad
antiproliferativa, ya que un heteroatomo en el sitio activo de alguna enzima de alta importancia metabdlica en

las células cancerigenas, podria atacar el grupo clorosulfinico.

Por otra parte, los compuestos que presentaron la actividad inhibitoria mds baja fueron el propionato de 16-
fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa) y el butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-
homopregna-5,16-dien-3R-ilo (Xb) con un porcentaje de inhibicién del 27% y 16%, respectivamente. Estos
resultados confirman los resultados de otras investigaciones que se realizaron en el grupo de investigacion en
que se afirma que la presencia de un hidroxilo libre en C3 mejora la actividad biolégica de los derivados, como se

observa en el producto IX.

6.12. Ruta inicial propuesta

Antes de haberse realizado la ruta de 9 pasos anteriormente descrita se habia trabajado sobre una ruta de 12
pasos que, ademas de generar un sistema carbonilico a,B-insaturado en el anillo D, proponia la obtencién de
otro sistema carbonilico a,B-instaturado en la posicién 4 y 5 (4,5-en-6-ona). A continuacion se presenta el

esquema de sintesis de esta ruta propuesta:
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CFO3

Viic Vilb

Esquema 19. Ruta inicial, para la obtencion del acetato de 16-fenil-17-metil-6,17a-dioxopregna-4,16-dien-3B-ilo (Vlic).

El objetivo de esta estrategia era que a partir del acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-
homopregna-5-en-3B-ilo (VII) se realizard una epoxidacion del doble enlace entre C5-C6, utilizando acido m-
cloroperoxibenzdico. Debido a que esta no es electrodeficiente, la metodologia de epoxidacién con H,0, 30% no
era viable. Posteriormente se utilizaria CrOs para abrir el epdxido y generar la funciéon a-hidroxicarbonilica 4,5-
en-6-ona, misma que seria deshidratada con SOCIl; y piridina, de tal modo que las dos funciones a-

hidroxicarbonilicas se redujeran y generaran los respectivos sistemas carbonilicos a,-insaturados.

Sin embargo y como anteriormente ya demostramos, la reaccién de deshidratacion en el anillo D no es facil de
ejecutar, ya que el alcohol en C17, aunque si reacciona con el SOCl; y genera el intermediario clorosulfinico,
presenta dificultad para que la piridina elimine el protén en C16 y complete la reaccidon. Adicionalmente, la

apertura del epdxido en C5-C6 es dificil y genera rendimientos muy bajos.

Después de numerosos intentos para lograr la deshidratacién de la funcidn a-hidroxicarbonilica (5-hidroxi-6-
ona) del anillo B siguiendo la metodologia alterna antes descrita, se logré la obtencién del compuesto Vlic.
Aunque este producto no se obtuvo en forma pura, a continuacidn se presentan sus espectro de RMN (Figuras

28y 29) y de los cuales podemos deducir lo siguiente:
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Figura 28. Espectro RMN H de la del acetato de 16-fenil-17-metil-6,17a-dioxopregna-4,16-dien-3B-ilo (Vlic).

El espectro de RMN H de Vlic (Figura 28) se observa una sefial caracteristica de un protdn vinilico en C4 (6.4
ppm) del sistema carbonilico a,B-insaturado. Cabe destacar que debido al angulo diedro que presenta este
protén con el de C3, no observa un acoplamiento caracteristico para un protén vecinal. Adicionalmente, el
protdon en C3 se desplaza a campos bajos (5.30 ppm), en contraste con el mismo protdn en C3 de un derivado
esterificado (aprox. 4.0 ppm) o con un hidroxilo libre (aprox. 3.0 ppm). En el espectro de RMN 3C se observan
claramente las dos sefiales atribuibles a los carbonilos de los sistemas a,B-insaturados (207.3 y 201.0 ppm).
Finalmente, en el espectro de HSQC se observa la correlacidn entre el protéon en C4 (6.4 ppm) y su

correspondiente carbono en 127.6 ppm.

Con base en las evidencias antes descritas, pudimos confirmar la formacién del producto Vlic. Ademas de probar

que la deshidratacién del anillo B es factible.
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Figura 29. Espectro RMN 13C del acetato de 16-fenil-17-metil-6,17a-dioxopregna-4,16-dien-3p-ilo (Vlic).
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7. Conclusiones.

La sintesis de nuevos D-homo derivados de la pregnelonona se realizé eficientemente, generando 4 nuevos
compuestos: acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIII), 16-fenil-3B-hidroxi-
17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX),propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-
dien-3B-ilo (Xa), butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo(Xb).

La ruta sintética lineal desarrollada para la sintesis de estos derivados presenta una eficiencia aceptable,
manejando un rendimiento total de 25%, e implementando metodologias sencillas de reaccién sin una marcada

generacién de productos secundarios.

La evaluacion de los compuestos en el ensayo de citotoxicidad contra la linea celular PC3 mostré que los D-
homo derivados, presentan una fuerte actividad antiproliferativa. Adicionalmente pudimos concluir que la

inclusion de ésteres en la posicién C3 genera una disminucién en la actividad bioldgica.
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Figura A4. Espectro de masas del acetato de 16,17-dedihidropregnenlonona (1).
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Figura A16. Espectro de masas del acetato de 16a,17a-epoxi-20,20-(etilendioxi)-pregna-5-en-3p-ilo (V).
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Figura A20. Espectro de masas de 20,20-(etilendioxi)-16B-fenilpregna-5-en-33,17a-diol (V).
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Figura A21. Espectro RMN H de 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3f,17a-diol (VI)
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Figura A22. Espectro RMN 13C de 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3p,17a-diol (VI).

77



55 | N\ \Nﬂ
| |
| e Q;I
Ll | || / 1764 1
4 | / .ll.llL.‘id / | 18350
1 || | 1986 |
6o | II (
| J
75 | |
70 | | SFUFT
65 | | |
50 ] | | 2004s:
55
“” 26478
50 | |
T '
45
bk W]
a0 -"4“—1" |
EEE 424 87
04 2955,
25 |
20
1685 54
15 | SFR60
Sabastian Floms Rucda
1o FTIR por reflectancia ATR
2ILR Solicitud no. 1229810606
5] 25-febrero-2015
Realizd: . MGF
Lo T T T T T T T T T T T 1
20000 3600 3200 2800 2400 2000 =00 1600 1400 1200 1000 By 600 4000
(=
Figura A22. Espectro IR de 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-3f,17a-diol (VI).
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Figura A23. Espectro de masas de 16B-fenil-17B-metil-17a-oxo-D-homopregna-5-en-33,17a-diol (VI).
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Figura A24. Espectro RMN 'H del acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo (V).
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Figura A25. Espectro RMN 13C de acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3p-ilo (VII).
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Figura A26. Espectro IR de acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-173-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-3B-ilo (VII).
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Figura A27. Espectro de masas de acetato de 16B-fenil-17a-hidroxi-17B-metil-17a-oxa-D-homopregna-5-en-38-ilo (VII).
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Figura A28. Espectro IR del acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-33-ilo (VIII).

SF80 LCA340 26-Feb-2015|
21:52:04)
20150226-9 2348 (3.390) Cn (Cen,4, 80.00, Ht); Sm (SG, 2x0.75); Sb (2,40.00 ); Cm (2347:2394) 1: Scan ES+
100 433400 11926
101,030
] >
2o
672124
& 571,654
E 132005 7080 261114 437.341
303344
] 135 907 340255
173,052 305 172
] 173610 205,164 481378
669.818
174.303 350.120
‘ I‘ d .ﬁ]ngJ 525460 g5q a71 593-599563_3an 701.716
o | . |.| I| 1L |.|'. |1 |II .l"|'.| vyl 'J."i. ILI...(I.H o L e miz
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 TO00 750

Figura A29. Espectro de masas del acetato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (VIII).

81



%7

SF8i LCA340 26-Feb-2015|
22:04:42]
20150226-10 1985 (7.938) Cn (Cen 4, 80.00, Ht); Sm (SG, 2x0.75); Sh (2,40.00 ); Cm (1967:2001) 1: Scan ES+
301 417 1.1088
100
392.407
Peso molecular: 390,57
}_IL
373,400
393 423
131 474
132.406 40 .:gg 45?32.55“;
201.117 o7azis 28737 3s0s04 16460 454 434 P - Faa.wg
AN . S ol AUSosiow| B SO Vol PO TN a2 .
100 125 150 175 200 295 950 275 900 925 350 975 400 495 450 475 500 525 550 675 600 625 650 675 700

Figura A30. Espectro de masas de la 16-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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Figura A31. Espectro de IR de lal6-fenil-3B-hidroxi-17-metil-D-homopregna-5,16-dien-17a-ona (IX).
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Figura A32. Espectro RMN *H del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa).
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Figura A33. Espectro RMN 13C del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa).
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Figura A34. Espectro COSY del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3f-ilo (Xa).
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Figura A35. Espectro HSQC del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa).
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Figura A36. Espectro NOESY del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3p-ilo (Xa).
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Figura A37. Espectro IR del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa).
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Figura A38. Espectro de masas del propionato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xa).
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Figura A39. Espectro RMN *H del butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xb).
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Figura A40. Espectro RMN 13C del butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3-ilo (Xb).
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Figura A41. Espectro COSY del butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3p-ilo (Xb).
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Figura A42. Espectro HSQC del butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xb).
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Figura A43. Espectro NOESY del butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xb).
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Figura A44. Espectro de IR del Butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3p-ilo (Xb).
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Figura A45. Espectro de masas del Butirato de 16-fenil-17-metil-17a-oxo-D-homopregna-5,16-dien-3B-ilo (Xb).
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