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ES 2360 567 T3

DESCRIPCION
Tratamiento terapéutico de afecciones regidas por el receptor de andrégenos.

Antecedentes de la invencion

La invencion proporciona métodos y composiciones que comprenden esteroides o analogos, tales como analogos de
androst-5-en-3f,17p-diol (“AED”) o 1,3,5(10)-estatrien-17a-etinil-33,17p-diol (‘EED”) para su uso como agentes para
modular la actividad biolégica del receptor de androgenos (“AR”) o para tratar trastornos que responden a
androgenos o trastornos relacionados, tales como cancer de prostata e hipertrofia prostatica benigna (“BPH”).

El cancer de préstata representa la malignidad no cutanea diagnosticada con mas frecuencia en hombres mayores y
es la segunda causa principal de muerte relacionada con el cancer en hombres estadounidenses. La ablacion de los
andrégenos ha sido la piedra angular del tratamiento para las formas avanzadas de esta enfermedad, generalmente
mediante una combinacién de terapias antiandrégenos quirlrgicas o médicas. Los antiandrégenos que se emplean
habitualmente incluyen hidroxiflutamida (HF), acetato de ciproterona y bicalutamida (casodex). Los tratamientos de
ablacion de andrégenos se emplean para reducir el nivel de androgenos enddgenos. Sin embargo, la mayoria de los
casos de cancer de prostata dependientes de andrégenos parecen avanzar hasta malignidades independientes de
andrégenos. Limitando la disponibilidad de andrégenos a los canceres de prostata regionales o metastasicos
normalmente induce la remisién, pero después de un tiempo el cancer a menudo se hace refractario a los
tratamientos de ablacion de andrégenos. Se ha sugerido que los cambios genéticos del gen AR pueden contribuir a
una respuesta corta a una terapia antiandrégenos. Sin embargo, el mecanismo responsable de la conversion de las
células del cancer de proéstata a una condicién independiente de andrégenos no estan totalmente caracterizados.

La BPH es una enfermedad que afecta aproximadamente al 60% de los hombres mayores de aproximadamente 60
anos. Una acumulacion elevada de hormonas masculinas, tales como dihidrotestosterona (“DHT”) en el tejido de la
prostata puede contribuir al agrandamiento de la prostata. La acumulacion de DHT parece ser el resultado de unos
niveles del receptor de DHT intracelulares elevados. El aumento estd asociado con un aumento en los niveles de
estdgeno con relacién a los niveles de andrégenos, que disminuyen con la edad. Los sintomas urolégicos consisten
en una elevada frecuencia de la miccién debido a una orina residual elevada. Esto viene acompanado generalmente
de un flujo débil de orina, un comienzo retrasado de la miccion, y repetidas infecciones de la vejiga y los rifiones. El
tratamiento de la BPH incluye cirugia para eliminar la obstruccion, pero esto no siempre es eficaz o tiene efectos
secundarios no deseados, por ejemplo incontinencia o menor libido. Otros tratamientos, tales como la ablacion de
andrégenos mediante orquiectomia bilateral o quimioterapia de ablacion de andrégenos, son demasiado invasivos o
tienen efectos secundarios no deseados. Existen métodos menos invasivos, por ejemplo dilatacién con balones,
tratamiento con hipertermia o microondas, pero tienen una eficacia limitada.

La quimioterapia para trastornos, tales como el cancer de prostata y la BPH, o sus sintomas, incluyen administrar
inhibidores de la sintesis de andrégenos, tales como inhibidores de la 5a-reductasa, para inhibir la produccién de
hormonas sexuales, tales como la testosterona o la dihidrotestosterona, o administrar naftopiridilo para la disuria. El
tratamiento con inhibidores de la 5a-reductasa se ha combinado con otros tratamientos, tales como antiestrégenos,
inhibidores de la aromatasa (estrogeno sintetasa), inhibidores de la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa o agonistas
0 antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante. Otros tratamientos propuestos incluyen
administrar inhibidores de la aromatasa, tales como 4-hidroxiandrosten-3,17-diona. La quimioterapia generalmente
presenta incovenientes. Puede tener efectos secundarios no deseados, en particular en pacientes ancianos, o puede
resultar ineficaz con el tiempo. Se han descrito diversos tratamientos y sus limitaciones; véanse, por ejemplo, las
patentes de EEUU 4.059.630, 4.310.523, 4.659.695, 4.970.204, 5.137.882, 5.372.998, 5.494.914, 5.561.124,
5.593.981, 5.994.334, 5.994.335, 5.998.377, 6.015.808, 6.093.722, 6.110.906 y la publicacion europea EP
0.401.653.

Se han descrito las propiedades biolégicas del AED y de compuestos esteroides relacionados; véanse, por ejemplo,
las patentes de EEUU n® 2.833.793, 2.911.418, 3.148.198, 3.471.480, 3.710.795, 3.711.606, 3.976.691, 4.268.441,
4.427.649, 4.542.129, 4.666.898, 4.898.894, 4.956.355, 4.978.532, 5.001.119, 5.043.165, 5.077.284, 5.028.631,
5.110.810, 5.157.031, 5.162.198, 5.175.154, 5.206.008, 5.277.907, 5.292.730, 5.296.481, 5.372.996, 5.387.583,
5.407.684, 5.424.463, 5.461.042, 5.478.566, 5.506.223, 5.518.725, 5.527.788, 5.527.789, 5.532.230, 5.559.107,
5.562.910, 5.583.126, 5.585.371, 5.587.369, 5.591.736, 5.593.981, 5.610.150, 5.635.498, 5.641.766, 5.841.768,
5.656.621, 5.660.835, 5.677.366, 5.686.438, 5.596.106, 5.700.793, 5.707.983, 5.709.878, 5.710.143, 5.714,181,
5.728.688, 5.736.537, 5.744.462, 5.753.237, 5.756.482, 5.776.921, 5.776.923, 5.780.460, 5.795.880, 5.798.347,
5.798.348, 5.804.578, 5.807.848, 5.807.849, 5.811.418, 5.824.313, 5.824.668, 5.824.671, 5.827.841, 5.837.269,
5.837.700, 5.843.932, 5.846.963, 5.856.340, 5.859.000, 5.869.090, 5.863.910, 5.872.114, 5.872.147 y 5.910.407; las
patentes alemanas n° 2.035.738 y 2.705.917; las publicaciones PCT n® WO 95/21617, WO 97/48367, WO 98/05338,
WO 98/50040, WO 98/50041, WO 98/58650; y la publicacion europea n® 0020029.

Se han descrito receptores de andrégenos y coactivadores, tales como ARA7p, ARA24, ARAss, ARAss, y Rb, y
métodos para utilizarlos, por ejemplo en las patentes de EEUU 5.789.170, 5.614.620; y en la publicacion
internacional n® WO 00/04152.
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Los métodos y composiciones de la invencion logran uno o0 mas de varios objetos. Los objetos de la invencion
incluyen proporcionar métodos y composiciones para inhibir la proliferacion de células de cancer de prostata en un
sujeto. Otros objetos son proporcionar métodos para fabricar y utilizar composiciones y formulaciones que
comprenden analogos de EED u otros compuestos descritos en la presente. Otros objetos seran evidentes a partir
de la descripcion.

Sumario de la invencion

Segun el objeto, la invencién proporciona el uso como un medicamento de un compuesto, en el que:

(a) el compuesto es 17a-etinilandrost-5-en-38,7p,17p-triol (compuesto 1.2.1.3), que tiene la estructura

HO
(b) el compuesto es androst-5-en-3a,73,16,17p-tetrol (compuesto 2.2.6.1), que tiene la estructura
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La invencién proporciona ademas el uso de un compuesto para la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la hiperplasa prostatica benigna, el cancer de préstata o el cancer de mama, en el que:

(a) el compuesto tiene la estructura

———
LI—

CHy

HO Oh (compuesto 1.2.1.3),

(b) el compuesto tiene la estructura

no™ (compuesto 2.2.6.1), ©

(c) el compuesto tiene la estructura
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{compuesto 1.2.1.3), 0
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o™ oH (compuesto 2.2.8.1}.

5 El compuesto de la invencion puede ser un polvo o granulos.

La invencién proporciona ademds una formulacion que comprende uno 0 mas excipientes, y un compuesto, en el
que el compuesto tiene la estrutura

(@)

{compuesto 1.2.1.3),
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]
CHay

e % {compueste 2.1.1.3).

Descripcion detallada de la invenciéon

Tal como se emplea en la presente y a menos que se indique lo contrario o que se insinte por el contexto, los
siguientes términos tienen los significados definidos en la presente.

Estereoisomeros: los compuestos segun la invencion incluyen isomeros o6pticos enriquecidos o resueltos en
cualquiera o en todos los atomos asimétricos, como resulta evidente a partir de los dibujos. Tanto las mezclas
racémicas como las mezclas diastereoméricas, asi como los isémeros épticos individuales, pueden aislarse o
sintetizarse de forma que estén sustancialmente exentos de sus compaferos enantioméricos o diastereoméricos.

Se emplea uno o mas de los siguientes métodos para preparar los isémeros puros o enantioméricamente
enriquecidos de la presente. Los métodos se listan aproximadamente en su orden de preferencia, es decir,
normalmente se empleara la sintesis estereoespecifica a partir de precursores quirales antes que la resolucion
cromatografica o antes que la cristalizacion espontanea.

La sintesis estereoespecifica se emplea de modo conveniente cuando el material de partida quiral apropiado esté
disponible, y las etapas de la reaccion se eligen para que no se produzca una racemizacion no deseada en los sitios
quirales. Una ventaja de la sintesis estereoespecifica es que no produce enantiémeros no deseados que deban
retirarse del producto final, disminuyendo con ello el rendimiento sintético global. En general, los expertos en la
técnica sabran qué materiales de partida y condiciones de reaccién deben utilizarse para obtener los isémeros puros
0 enantioméricamente enriquecidos deseados mediante sintesis estereoespecifica.

Otro método de sintesis de utilidad general es la resolucion cromatografica de los enantibmeros sobre resinas de
cromatografia quiral. Estas resinas se cargan en columnas, denominadas habitualmente columnas de Pirkle, y estén
disponibles en el mercado. Las columnas contienen una fase estacionaria quiral. El racemato se coloca en
disolucién y se carga en la columna, y después se separa mediante HPLC. Véase, por ejemplo, Proceedings
Chromatographic Society, International Symposium on Chiral Separations, 3-4 de septiembre, 1987. Los ejemplos de
columnas quirales que pueden utilizarse para la seleccion de la técnica de separacion éptima incluyen Diacel
Chriacel OD, Regis Pirkle D-fenilglicina covalente, Regis Pirkle de tipo 1A, Astec Cyclobond Il, Astec Cyclobond llI,
Serva Chiral D-DL = Daltosil 100, Bakerbond DNGLeu, Sumipax OA-1000, columna de triacetato de celulosa de
Merck, Astec Cyclobond |-Beta, o Regis Pirkle D-naftilalanina covalente. Es probable que no todas estas columnas
sean eficaces con todas las mezclas racémicas. Sin embargo, los expertos en la técnica comprenderan que puede
ser necesaria una cierta cantidad de separacion habitual para identificar la fase estacionaria mas eficaz. Cuando se
emplean estas columnas resulta deseable utilizar realizaciones de los compuestos de la invencion en las que las
cargas no estén neutralizadas, por ejemplo cuando las funcionalidades &cidas, tales como carboxilo, no estén
esterificadas ni amidadas.

Otro método supone convertir los enantimeros en la mezcla en diastereémeros con auxiliares quirales, y después
separar los conjugados mediante una cromatografia en columna normal. Este es un método muy adecuado, en
particular cuando la realizacion contiene carboxilo, amino o hidroxilo libres que formaran una sal o un enlace
covalente con un auxiliar quiral. Merece la pena explorar a los aminoacidos, &cidos organicos o acidos
organosulfonicos quiralmente puros como auxiliares quirales, todos los cuales son conocidos en la técnica. Pueden
formarse sales con estos auxiliares, o pueden unirse de modo covalente (pero reversible) al grupo funcional. Por
ejemplo, pueden utilizarse D- o L-aminoacidos puros para amidar el grupo carboxilo de las realizaciones de la
invencién que comprendan un grupo carboxilo y después separarse mediante cromatografia.

La resolucién enzimatica es otro método de valor potencial. En estos métodos se preparan derivados covalentes de
los enantidmeros en la mezcla racémica, en general ésteres de alquilo inferior (por ejemplo de carboxilo), y después
se expone el derivado a una ruptura enzimatica, en general una hidrdlisis. Para que este método sea un éxito, debe
escogerse una enzima que sea capaz de una ruptura estereoespecifica, por o que con frecuencia resulta necesario
seleccionar rutinariamente varias enzimas. Si se van a romper ésteres, entonces se seleccionara un grupo de
esterasas, fosfatasas y lipasas, y se determinara su actividad sobre el derivado. Las esterasas tipicas son las que
proceden del higado, pancreas u otros 6rganos animales, e incluyen esterasas de higado porcino.

Si la mezcla enantiomérica se separa de la disolucién o de un fundido en forma de un conglomerado, es decir, una
mezcla de cristales enantioméricamente puros, entonces los cristales pueden separarse de modo mecanico,
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produciendo con ello la preparaciéon enantioméricamente enriquecida. Sin embargo, este método no resulta practico
para preparaciones a gran escala y tienen un valor limitado para compuestos racémicos verdaderos.

La sintesis asimétrica es otra técnica para lograr un enriquecimiento enantiomérico. Por ejemplo, un grupo protector
quiral se hace reaccionar con el grupo que se va a proteger y se deja que la mezcla de reaccion se equilibre. Si la
reaccion es enantioméricamente especifica, entonces el producto estara enriquecido en ese enantiémero.

Otra orientacion para la separaciéon de mezclas enantioméricas puede encontrarse, como ejemplo y sin limitacion, en
“Enantiomers, Racemates, and resolutions”, Jean Jacques, Andre Collet, y Samuel H. Wilen (Krieger Publishing
Company, Malabar, FL, 1991, ISBN 0-89464-618-4), parte 2, Resolution of Enantiomer Mixture, paginas 217-435;
mas en concreto, seccion 4, Resolution by Direct Crystallization, paginas 217-251, secciéon 5, Formation and
Separation of Diastereomers, paginas 251-369, seccion 6, Crystallization-induced Asymmetric Transformations,
paginas 369-378, y seccion 7, Experimental Aspects and Art of Resolutions, paginas 378-435; aln mas en concreto,
seccion 5.1.4, Resolution of Alcohols, Transformation of Alcohols into Salt-Forming Derivatives, paginas 263-266,
seccion 5.2.3, Covalent Derivatives of Alcohols, Thiols, and Phenols, paginas 332-335, seccién 5.1.1, Resolution of
Acids, paginas 257-259, seccion 5.1.2, Resolution of Bases, paginas 259-260, seccion 5.1.3, Resolution of Amino
Acids, paginas 261-263, seccion 5.2.1, Covalent Derivatives of Acids, pagina 329, seccion 5.2.2, Covalent
derivatives of Amines, paginas 330-331, seccion 5.2.4, Covalente Derivatives of Aldehydes, Ketones, and Sulfoxides,
paginas 335-339, y seccion 5.2.7, Chromatographic Behaviour of Covalent Diastereomers, paginas 348-354.

Los compuestos segln la invencién son Utiles para tratar trastornos que estén asociados o que respondan a la
modulacion de la actividad AR, incluyendo cancer de préstata, acné, alopecia androgénica, hirsutismo,
hipogonadismo y cancer de mama. Estos compuestos pueden utilizarse opcionalmente en terapias de combinacion
para tratar cualquiera de estas enfermedades o trastornos. Las combinaciones incluyen un compuesto o compuestos
segun la invencion combinados con cirugia, terapia de radiacién, agentes citotoxicos, agentes citostaticos o terapias
con hormonas, incluyendo cualquiera de las terapias o tratamientos descritos en la presente o en cualquiera de las
referencias citadas en la presente.

Los compuestos segun la invenciéon también son Utiles para determinar si el AR u otro receptor de esteroides, por
ejemplo un receptor huérfano, estan presentes en una poblaciéon celular o en un extracto celular. En estas
aplicaciones, los compuestos generalmente estaran marcados, por ejemplo con radiomarcadores (**C, *H, *P, **S o
un isétopo de yodo radiactivo) o estardn marcados con un resto reticulante. En aplicaciones relacionadas, los
compuestos son Utiles como patrones de referencia para comparar su capacidad para modular la actividad AR con la
capacidad de moduladores de AR conocidos, tales como AED. En estas aplicaciones, se emplea un compuesto
segun la invencion en un sistema de ensayo adecuado, por ejemplo que comprenda células (in vitro o in vivo) que
contengan AR funcionales, un gen que responda a AR, por ejemplo ornitina carboxilasa, que pueda ensayarse de
modo conveniente, un compuesto segun la invencién y un compuesto de ensayo. En estos métodos, se estudia el
efecto del compuesto segln la invencién sobre la capacidad del compuesto de ensayo para modular el AR,
normalmente utilizando un sistema controlado de modo adecuado, por ejemplo con concentraciones variables del
compuesto segun la invencién o con concentraciones variables del compuesto de ensayo. Se han descrito sistemas
de ensayo o sus componentes que comprenden AR; véanse, por ejemplo, las patentes de EEUU 4.981.784 y
5.071.773, Evans et al., Science, 240:889-895, 1988, T. Berger et al., J. Steroid Biochem. Molec. Biol., 41:773-778,
1992, J. Simenthal et al., J. Biol. Chem., 266:510-514, 1991, G. Scalabrino et al., Mol. Cell. Endocrinol., 77:1-35,
1991, O. Janne et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 438:72-84, 1984, y R. Djurhuus, Anal. Biochem., 113:352-355, 1981.

Una dosis eficaz de un compuesto seguin la invencién o de “ingrediente activo” para su uso en aplicaciones
terapéuticas, por ejemplo el tratamiento del cancer de prostata, dependera hasta cierto punto al menos de factores
tales como el estado del trastorno que se estéa tratando, si el compuesto o compuestos se estan utilizando de modo
profilactico (dosis menores) o la gravedad de la malignidad, el método de administraciéon, y la formulacion
farmacéutica. Estos factores seran determinados por el médico empleando estudios de escalada de dosis
convencionales. Generalmente, la dosis administrada al sujeto sera de aproximadamente 0,03 a aproximadamente
30 mg/kg de peso corporal diarios, en general de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal diarios. Por ejemplo, para la administracion topica, la dosis candidata diaria para un adulto humano de
aproximadamente 70 kg de peso corporal variara de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 750 mg, en
general de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 300 mg, normalmente entre aproximadamente 30 mg y
aproximadamente 250 mg. Una dosis diaria puede tomar la forma de una dosis o sitio de administracion Unico o
multiple. Para un compuesto de férmula 1 6 2 que se administra por via parenteral, por ejemplo intravenosa,
subcutanea o intramuscular, la dosis sera en general menor (por ejemplo, de aproximadamente 0,02 a
aproximadamente 6 mg/kg) que la dosis administrada por via oral.

Las formulaciones farmacéuticas que comprenden un compuesto segun la invencién comprenderan generalmente
uno o mas vehiculos o excipientes, y opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. El vehiculo o vehiculos seran
en general “aceptables” en el sentido de ser compatibles con los otros ingredientes de la formulacion, y
fisioldgicamente inocuos para el receptor. Estos vehiculos o excipientes son conocidos, por ejemplo, cargas,
lubricantes, ligantes y diversos excipientes liquidos para formulaciones liquidas. Los vehiculos adecuados incluyen
los descritos en las referencias citadas en la presente.
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Las formulaciones adecuadas incluyen disoluciones acuosos u oleosas del ingrediente activo. Las formulaciones
adecuadas para la administracién parenteral del ingrediente activo incluyen composiciones acuosas y no acuosas,
en las que el ingrediente activo se disuelve o se suspende en disolucién. Estas formulaciones comprenden
generalmente aproximadamente 25-300 mg/ml del ingrediente activo, habitualmente aproximadamente 40-200
mg/ml. Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral incluyen disoluciones para inyeccion estériles
acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos o solutos que hacen que la
formulacion sea isotonica con la sangre del receptor previsto. Otras formulaciones parenterales pueden comprender
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes suspensores y agentes espesantes.

Las formulaciones adecuadas para la administracién tépica incluyen cremas o ungiientos en los que el compuesto
de formula 1 6 2 se disuelve o se suspende en un vehiculo adecuado, en especial un disolvente o vehiculo no
acuoso para el ingrediente activo. El ingrediente activo esta presente generalmente en dichas formulaciones a una
concentracion del 0,5% al 20% en p/p, a menudo del 0,5% al 10% en p/p. Estas formulaciones son adecuadas para
su uso en aplicaciones tales como el tratamiento de la alopecia androgénica o el acné.

Las formulaciones adecuadas para la administracion bucal o sublingual incluyen pastillas para chupar que
comprenden el ingrediente activo, que esta presente opcionalmente en una base aromatizada, tal como sacarosa y
goma arabiga o tragacanto. Las pastillas pueden comprender el ingrediente activo en una base inerte, tal como
gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga, y los colutorios pueden comprender el ingrediente activo en un
vehiculo liquido adecuado.

Las formulaciones para la administracién rectal pueden presentarse como un supositorio con una base adecuada
que comprende, por ejemplo, mantequilla de cacao o un salicilato.

Las formulaciones adecuadas para la administracion intrapulmonar o nasal tendran un tamano de particula, por
ejemplo en el intervalo de 0,01 a 200 micrometros (incluyendo unos tamanos de particula en el intervalo entre 0,01 y
500 micrometros en incrementos de 0,1 micrémetros, tales como 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1, 2, 5, 30 micrometros, 35
micrémetros, etc.), que se administran mediante inhalacién a través del conducto nasal o mediante inhalaciéon a
través de la boca para alcanzar los diversos bronquios o sacos alveolares. Las formulaciones adecuadas para la
administracion mediante aerosol o polvo seco pueden prepararse segin métodos convencionales y pueden
administrarse con otros agentes terapéuticos, tales como los compuestos utilizados hasta la fecha para el
tratamiento o la profilaxis del cancer de prostata.

Las formulaciones adecuadas para la administracion vaginal pueden presentarse como pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas o formulaciones para pulverizar que contengan, ademas del ingrediente activo, vehiculos
tales como los conocidos en la técnica por ser apropiados.

Las formulaciones que comprenden un ingrediente activo se presentan en recipientes de dosis unitarias o de dosis
multiples, por ejemplo ampollas y viales sellados, y pueden conservarse en forma liofilizada que s6lo requiere la
adicion de un vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyeccion, inmediatamente antes del uso. Las
disoluciones y suspensiones para inyeccion improvisadas se preparan a partir de polvos estériles, granulos y
comprimidos del tipo previamente descrito. Las formulaciones de dosificacion unitaria preferidas son las que
contienen una dosis diaria 0 una subdosis diaria de la unidad, segun se describié en la presente, o una fraccion
apropiada de éstas, del ingrediente activo.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes mencionados en concreto anteriormente, las formulaciones de
esta invencién pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica relacionados con el tipo de formulacién en
cuestion, por ejemplo los adecuados para la administracion oral pueden incluir agentes aromatizantes o colorantes.

La invencién proporciona ademas composiciones veterinarias que comprenden al menos un ingrediente activo junto
con un vehiculo veterinario para éste.

Los vehiculos veterinarios son materiales Utiles para el objetivo de administrar la composicion y pueden ser
materiales solidos, liquidos o gaseosos que por lo demas sean inertes 0 aceptables en la técnica veterinaria y que
sean compatibles con el ingrediente activo. Estas composiciones veterinarias pueden administrarse por via oral,
parenteral o mediante cualquier otra via deseada.

Los ingredientes activos pueden utilizarse para proporcionar formulaciones farmacéuticas de liberacion controlada
que contengan un ingrediente activo (“formulaciones de liberacion controlada”), en las que la liberacién del
ingrediente activo sea controlada y regulada para permitir una dosificacion con menor frecuencia o para mejorar el
perfil farmacocinético o de toxicidad de un ingrediente activo concreto.

Las formulaciones incluyen las adecuadas para cualquiera de las anteriores vias de administracion. Las
formulaciones pueden presentarse de modo conveniente en una forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse
mediante cualquiera de los métodos conocidos en la técnica de la farmacia. Las técnicas y las formulaciones en
general se encuentran en Reminton’s Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Co., Easton, Pa.). Estos métodos
incluyen la etapa de asociar el ingrediente activo con el vehiculo que constituye uno o mas ingredientes o
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excipientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan asociando de modo intimo e uniforme el
ingrediente activo con vehiculos liquidos o vehiculos soélidos finamente divididos, o ambos, y después, si es
necesario, dando forma al producto.

Las formulaciones de la invencion adecuadas para la administracion oral se preparan como unidades discretas, tales
como capsulas, sellos o comprimidos que contienen cada una una cantidad predeterminada del ingrediente activo;
como un polvo o granulos; como una disoluciéon o una suspension en un liquido acuoso o un liquido no acuoso; o
como una emulsion liquida de aceite en agua o un emulsion liquida de agua en aceite. El ingrediente activo también
puede presentarse como una pildora grande, electuario o pasta.

Un comprimido se fabrica mediante compresién o moldeado, opcionalmente con uno o mas ingredientes accesorios.
Los comprimidos fabricados por compresion pueden prepararse mediante compresion en una maquina adecuada del
ingrediente activo en forma fluida, tal como polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un agente ligante,
lubricante, diluyente inerte, conservante, tensioactivo o dispersante. Los comprimidos fabricados por moldeado
pueden fabricarse mediante moldeado en una maquina adecuada de una mezcla del ingrediente activo en polvo
humedecido con un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden estar opcionalmente revestidos o marcados
con surcos y se formulan opcionalmente para proporcionar una liberacion lenta o controlada del ingrediente activo
desde ellos.

Si se desea, la fase acuosa de la base de crema puede incluir, por ejemplo, alcohol polihidroxilico, es decir, un
alcohol que tenga dos o mas grupos hidroxilo, tal como propilenglicol, butan-1,3-diol, manitol, sorbitol, glicerol y
polietilenglicol y sus mezclas. Las formulaciones tépicas pueden incluir, de modo deseable, un compuesto que
potencie la absorcién o la penetracion del ingrediente activo a través de la piel u otras areas afectadas. Los ejemplos
de dichos potenciadores de la penetracion dérmica incluyen sulfoxido de dimetilo y sus analogos relacionados.

La fase oleosa de las emulsiones de esta invencion puede constituirse a partir de ingredientes conocidos de una
manera conocida. Aunque la fase puede comprender solamente un emulsionante (también conocido como
emulgente), resulta deseable que comprenda una mezcla de al menos un emulsionante con una grasa o un aceite o
con ambos grasa y aceite. Preferiblemente, se incluye un emulsionante hidréfilo junto con un emulsionante lipéfilo
que actle como estabilizante. También se prefiere incluir un aceite y una grasa. Juntos, el emulsionante o
emulsionantes con o sin estabilizante o estabilizantes forman la denominada cera emulgente, y la cera junto con el
aceite y la grasa forman la denominada base de unglento emulgente que forma la fase dispersada oleosa de las
formulaciones en crema.

Los emulgentes y estabilizantes de la emulsion adecuados para su uso en la formulacién de la invencién incluyen
Tween.RTM.60, Span.RTM.80, alcohol cetoestearilico, alcohol bencilico, alcohol miristilico, monoestearato de
glicerol y laurilsulfato de sodio.

La eleccién de aceites o grasas adecuadas para la formulaciéon se basa en lograr las propiedades cosméticas
deseadas. La crema preferiblemente debe ser no grasienta, no debe manchar y ser un producto lavable con la
consistencia adecuada para evitar su filtracion de los tubos u otros recipientes. Pueden utilizarse ésteres alquilicos
mono- o dibasicos de cadena lineal o ramificada, tales como diisoadipato, estearato de isocetilo, diéster
propilenglicolico de acidos grasos de coco, miristato de isopropilo, oleato de decilo, palmitato de isopropilo, estearato
de butilo, palmitato de 2-etilhexilo o una mezcla de ésteres de cadena ramificada conocida como Crodamol CAP,
siendo los tres Ultimos los ésteres preferidos. Estos pueden utilizarse de modo individual o en combinacion
dependiendo de las propiedades requeridas. Como alternativa, se emplean lipidos de alto punto de fusion, tales
como parafina blanda blanca y/o parafina liquida u otros aceites minerales.

Ejemplos de métodos de sintesis: como ejemplo y no como limitacién, se emplean los siguientes métodos para
preparar uno o mas de los compuestos descritos en la presente. Los materiales de partida o las variaciones sencillas
de los esquemas se encuentran, por ejemplo, en las siguientes citas: patentes de EEUU 4.602.008, 4.989.694,
5.001.119, 5.175.154, 5.571.795, 5.627.270, 5.681.964, 5.714.481, 5.744.453, 5.939.545, 5.939.570, 5.962.442,
5.962.443, 5.994.568; las publicaciones internacionales n® WO 9.408.588, WO 9.508.558, WO 9.508.559, WO
9.638.466, WO 9.809.450; y las solicitudes de patente europea EP 232.788, y EP 430.078.

Esquema 1: Los principios para la sintesis de los compuestos segun la invencion se muestran en los esquemas que
aparecen a continuacion. Cuando R** y R?® son ambos -CHj en la configuracion B, H en las posiciones 9y 14 esta
en la configuracion a, el acetato en la posicion 3 esta en la configuracion B, y H en la posicion 8 esta en la
configuracién B, el primer compuesto del esquema 1 es acetato de DHEA. Los grupos acetato en las posiciones 3, 7,
16, 17 u otras posiciones en este esquema y en otros esquemas descritos en la presente pueden ser
independientemente otros restos éster segun se describe en la presente, por ejemplo ésteres Cy.50 incluyendo -C(O)-
(CHz2)0-4-(CF2)0.4-CF3, incluyendo -C(O)-CF3, -C(O)-alquilo C».29 opcionalmente sustituido, -C(O)-CHz-alquenilo Ca.os
opcionalmente sustituido, -C(O)-CHs-alquinilo Cs.2s opcionalmente sustituido, -C(O)-(CHa)o-s-fenilo opcionalmente
sustituido, o -C(O)-(CHz)e-6-heterociclo opcionalmente sustituido, u otros restos organicos segun se describe en la
presente o en las referencias citadas.

Los sustituyentes tipicos para estos restos organicos se describen en la presente, por ejemplo uno, dos, tres o mas -
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O-, =0, hidroxilo opcionalmente protegido, -S-, tiol opcionalmente protegido, -NH-, -NHz- opcionalmente protegido, -
C(O)OH opcionalmente protegido, -C(0O)-NH-, -C(O)-NHz, -NH>-C(O)-H, -NH2-C(O)-Co.4H1-9, -NH2-C(O)-O-Co-sH1-9, -
CN, -NO2, -N3 o halégeno, seleccionados independientemente. Los grupos reactivos se protegen cuando sea
necesario, por ejemplo =O normalmente estara protegido en la reaccion de LiCR que se emplea para generar el
compuesto 1 en el esquema 1 a continuacion.

Esquema 1

:

1. Dibromantina
——

iridina
AcO '[]) 2, Libr
R24 Q HQ
R¥*|&=R
R +IOAS

Lol

Abreviaturas: LDA = diisopropilamida de litio; MCPBA = acido m-cloroperbenzoico; TMSCI = trimetilclorosilano;
DMAP = 4-dimetilaminopiridina; Dibromantina = 1,3-dibromo-4,4-dimetilhidantoina.

R = CR" R"* = -H o un resto organico C;-Cso como se describe en la presente, por ejemplo -H, -alquilo Ci.20
opcionalmente sustituido, -alquenilo C1.2p opcionalmente sustituido, -alquinilo C+.29 opcionalmente sustituido, -(CHz)o-
¢-fenilo opcionalmente sustituido, o -(CH2)o-6-heterociclo opcionalmente sustituido.

Esquema 2: los compuestos de formula 2A se preparan a partir de los compuestos de estructura A que aparecen en
el esquema 1, utilizando las ultimas dos etapas del esquema 1: (1) dibromantina, (2) LiBr, (3) Li-C-R, en la que R es
CR", y R es-Ho -alquilo C1-12 opcionalmente sustituido. Cuando H en las posiciones 9 y 14 esta en la configuracion
o, Y H en la posicion 8 esta en la configuracion B, el primer compuesto en el esquema 1 es acetato de DHEA. Los
sustituyentes tipicos para el resto alquilo RA incluyen uno, dos o mas de -O-, =0 opcionalmente protegido, hidroxilo
opcionalmente protegido, -S-, tiol opcionalmente protegido, -NH-, -NH: opcionalmente protegido, -C(O)OH
opcionalmente protegido, -C(O)-NH-, -C(O)-NHa, -NH2-C(O)-H, -NH2-C(O)-Co-4H1-9, -NH2-C(0O)-O-Cp.4H1-9, -CN, -NOo,
-N3 o halégeno, seleccionados independientemente.
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Esquema 2
H
R#
.-u\CER
Rﬂ
A = AD 2A

Esquema 3: la bromacion alilica en C-7 se logra fundamentalmente como se muestra en el esquema 1. R y R* son
como se definié en los esquemas 1y 2.

Esquema 3
R* 0
RS
A
y,  H,0, acetona
A E-
Br “on
AcO
R# piridina . RE* OH
BMAP
RS
LiC=R
rrr——
AcO T

Esquema 4: la adicion de un reactivo de litio (acetiluro de litio cuando R es -CH) en la posicién 17 >C=0 en
presencia del bromuro en C-16 produce la formacién de un epdxido o una redisposicion de pinacol. Como
alternativa, los compuestos sin la estructura 3 pueden deshidratarse mediante una catdlisis acida suave para formar
los compuestos de féormula 4 mediante el tratamiento del alcano con Brz, H2O. Ry R" son como se definio en los
esquemas 1y 2.
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Esquema 4
R 0 R O
R R# -lBr
Cubry
A
OH
Ra . \'QCER
Rﬂ -lllllar
Lic=R 4
OH
RN C==R
R!S
HsQ
Acly
RH =R
R
Br;
H,0
AcD —_——

Esquema 5: el borohidruro de sodio produce una mezcla de epimeros en C-7, que pueden separarse mediante

métodos convencionales, por ejemplo HPLC, TLC o cromatografia en columna. Para obtener el compuesto 7a-OH

puro se realiza una bromacion alilica, seguida de una hidrdlisis, por ejemplo fundamentalmente como se describe en
los esquemas 1y 3.

11



ES 2360 567 T3

Esquema 5
R2 p2* OH
st R“
NagH,
HO H QH
R4 OAc
R
AcO
—

piridina 3
DMAR AcO OAC

Esquema 6

Esquema 6: los compuestos de formula 6 se preparan mediante el tratamiento del acetato con acetiluro de litio como
5 enlosesquemas1,2,364.Ry R" son como se definié en los esquemas 1y 2.

Esquema 7: los compuestos de formula 7 se preparan a partir del 3-acetato con los reactivos descritos en los
esquemas 1y 4. Ry R* son como se definié en los esquemas 1y 2.

%,
Br

Esquema 8: los compuestos de formula 8 se preparan a partir de los compuestos de formula A mediante una

reduccién con borohidruro de sodio en C-17, seguido de una acetilacion.

et COAc

AcO

10 Esquema 9: el material de partida se prepara utilizando las reacciones descritas en los esquemas 1y 3.
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Esquema 9
R# 0
r2 ~gH RS
KaC04
AcO OH H
NaBH,
R¥* OH

alliiel,]
b0

piridina
.”%H DMAP

Esquema 10: una reduccion y una acetilaciéon en C-3 y una hidrdlisis y una oxidacion en C-17 permite que los
compuestos de férmula 10a y 10b sean funcionalizados, tal como se muestra en los esquemas 1-9, en C-3, C-16 y
C-17. El 7-oxoacetato puede sustituirse por el compuesto de formula A de 3-acetato, y la funcionalizacién en C-3, C-
16 y C-17 se logra de modo similar para los compuestos 7-oxo utilizando las reacciones que aparecen en los
esquemas 1-9.

Un tratamiento de 10a con LDA, seguido de la alquilacion del enolato, permite la introduccion de cadenas laterales,
que pueden ser, por ejemplo, alquilo C4-Czo (metilo, etilo), alquenilo C4-Czp (CH2=CH-(CHz)o-6-), bencilo, -(CHz)1-4-O-
(CH2)0-4CHs.

Esquema 10
QAs
Joa il R
R R
H;
Pd/iC
R® = .CHR"- " . o
PhiO, w 2. Hy02 R2* OAc
1 R
R
10¢

O

Los esquemas 1-9 muestran la introduccion de la funcién hidroxilo en las posiciones mostradas. Los métodos para
convertir el hidroxilo en otros grupos funcionales se realizan fundamentalmente como se describe, por ejemplo, en
las referencias citadas en la presente. Por ejemplo, los ésteres de los compuestos de formula 1- 10c, tales como -O-
C(O)—Rs, en el que R® es un resto organico Ci.50, s€ preparan a partir del alcohol de esteroide mediante un
tratamiento con el anhidrido de éacido o cloruro de &cido (RB—C(O)—CI) apropiados para formar cualquier éster
deseado. Los éteres, tales como -O-R®, se preparan a partir de alcoholes mediante la formacion del alcoxido de
metal alcalino (Na* o K*), seguido de un tratamiento con un yoduro primario o secundario (R®-I). Los tionoésteres,
R8-C(S)-O-, se preparan tratando el éster R®-C(0O)-O- con reactivo de Lawesson.
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Los sulfatos, NaO-S(0)(0)-O-, R®-0-S(0)(0)-O-, por ejemplo CHs(CHz)o.15-S(0)(0)-O-, se preparan mediante el
tratamiento de alcoholes con &cido clorosulfonico, seguido por NaOH o, como alternativa, por la oxidacién de sulfitos
utilizando KMnQOy4. Si se desea el éster alquilico (por ejemplo, metilico) puede utilizarse un algunclorosulfonato
(metilclorosulfonato). Los sulfitos HO-S(O)-O- y las sales de amonio NHs O-S(O)-O, o ésteres R O- (por
ejemplo, CHs O-S(O)-O-) se preparan mediante métodos convencionales. Las sales de amonio se preparan
mediante el tratamiento de los alcoholes como amoniaco y diéxido de azufre. Los ésteres tales como los ésteres
alquilicos, alquenilicos y alquinilicos (por ejemplo, éster metilico) se obtienen cuando los alcoholes se tratan con
alquilclorosulfito (por ejemplo, metilclorosulfito), alquenllclorosulflto o alquinilclorosulfito, en presencia de una base
adecuada, tal como trietilamina. Los fosfoésteres, R®O-P(ORP?)(0)-O-, se preparan tratando el alcohol con
dietilclorofosfato en presencia de NaCOs. Como alternativa, si el alcohol se trata con diésteres del acido fosférico en
presencia de trifenilfosfina (PPhs) y dietilazodicarboxilato (DEAD), se forman los correspondientes triésteres con
inversion (reaccion de Mitsunobu).

Los fosfotioésteres, R®O- P(SRPR)(O) O-, se generan mediante el tratamiento de alcoholes con el analogo de monotio
de dietilclorofosfato, segun se descrlblo para los fosfoésteres, para producir los fosfotioésteres. Los carbonatos,
R®O-C(0)-O-, se generan a partir del correspondiente alcohol de esteroide utilizando el cloroformiato (R®-C(O)-Cl),
por ejemplo cloroformlato de alquilo, alquenilo o alquinilo C1.2 (por ejemplo, CH3(CH2)o.5-C(O)ClI). Los carbamatos
RE-NH-C(0)-O-, se preparan a partir de alcoholes de esteroides mediante un tratamiento con isocianatos (R¥N=C=0)
o NaOCN, en presencia de &cido trifluoroacético. Los ésteres de aminoacidos, ZNX-CHY-C(O)-O-, se generan
acoplando el alcohol de esteroide con el cloruro de acido del aminoacido N-protegido. Se emplea la oxidacion de los
grupos hidroxilo que estan unidos al nucleo de esteroide para obtener cetonas y funcionalidades relacionadas. Por
ejemplo, puede lograrse la conversion de alcoholes en cetonas utilizando una diversidad de agentes oxidantes, tales
como CrOs en AcOH, o clorocromato de piridinio, dicromato de piridinio o cloruro de oxalilo con trietilamina
(oxidacion de Swern). Las tiocetonas (=S) se preparan tratando las cetonas con reactivo de Lawesson (2,4-bis(4-
metoxifenil)-1,3,2,4-ditiadifosfetan-2,4-disulfuro, disponible en el mercado en Aldrich). Los tioacetales, C(SRB)(SRB)
se preparan a partir de cetonas (-C(0O)-) mediante un tratamlento con tioles R®-SH bajo condiciones de catalisis acida
(por ejemplo, HCI). Los fosfonoésteres, RO-P(OR"™)(0)-, se generan mediante la adicion del diéster del acido
fosforoso a cetonas en presencia de KF para producir hidroxifosfonoésteres. Se puede retirar opcionalmente el
grupo hidroxi utilizando una secuencia de deshidratacion e hidrogenacion.

La sustitucién de los grupos hidroxilo se utiliza para generar una serie de funcionalidades. Por ejemplo, los tioles, -
SH-, se preparan a partir de alcoholes mediante la conversion del alcohol con una inversion al bromuro utilizando
PBra El tratamiento del bromuro con tiourea, seguido de NaOH, produce el tiol. Los tioéteres, RS-, se preparan a
partir de tioles mediante un tratamiento con NaOH y el haluro requerido, por ejemplo, haluro de alquilo. Como
alternatlva los derivados de alcohol, tal como los tosilatos o los mesilatos, pueden ser desplazados por aniones
tiolato, R%-S, para producir el tioéter. Los tioésteres, R-C(O)-S-, se preparan tratando el tosilato (mesilato) del
alcohol con Ia sal de sodio del tioacido.

La sustitucion de los grupos hidroxilo puede utilizarse para generar esteres R®0-C(0)-, y amidas, NHR®-C(O)-,
unidos al esteroide en atomos de carbono. Para las amidas y las aminas, R® es -H, un grupo protector o un resto
organico C1.s0. Estos se sintetizan a partir del bromuro de esteroide con una inversién mediante un desplazamiento
con NaCN. El grupo cianuro puede hidrolizarse para producir la amida o el acido. El acido se esterifica o se trata
mediante reacciones de acoplamiento de péptidos convencionales con un aminoacido O-protegido en presencia de
agentes activantes de carboxilo adecuados, tales como diciclohexilcarbodiimida (DCC), para formar un esteroide, -
C(0)-NH-CHY-C(0)-OR, en el que Y es la cadena lateral de un aminoacido o un resto organico C4-C1o, ¥y R es un
grupo protector (o hidrégeno cuando esté desprotegido).

Las aminas y los derivados de amina, por ejemplo, R®NH-, R®-C(O)NH-, R®OC(O)-NH- 0o R®0-C(0)-CHR®-NH-,
unidos a los atomos de carbono del esteroide, se preparan generalmente mediante métodos convencionales. Por
ejemplo, las aminas (NHz-esteroide) en general se preparan utilizando la redisposicion de Hoffmann (Br., NaOH) a
partir de la amida (NHz- C(O) esteroide) o la redisposicion de Curtius (NaNsz) a partir del cloruro de acido del
esteroide. El sustituyente R® puede introducirse posteriormente mediante alquilacion. Los alcoholes de esteroides
pueden utilizarse como material de partida bajo condiciones de Mitsunobu convencionales (PPhs, DEAD) para
producir N-Boc-sulfonamidas utilizando N-(t-butoxicarbonil)-p-toluensulfonamida. Se puede retirar de modo selectivo
cualquier grupo protector. Un tratamiento con &cido trifluoroacético produce la sulfonamida (R3-S(O)(O)-NH-
esteroide). Como alternativa, el naftalenuro de SOdIO desprotege para producir el compuesto de N-Boc. Las aminas
(NH.-esteroide) pueden convertirse en amidas (R®NH-C(O)- ester0|de) utilizando cloruros de acilo (R®-C(0)-Cl). Un
tratamiento con cloroformiato de cloro produce el N-carbamato (R®0-C(O)-NH-esteroide). La amina (NH.-esteroide)
puede alquilarse con un a-bromoéster (R®-C(O)-CHY-NH,) para producir el esteroide sustituido con aminoécido (R®-
O-C(O)-CHY-NH-esteroide).

Cuando las reacciones, tales como las sustituciones, producen una mezcla de productos, el intermedio deseado se

separa opcionalmente de los otros productos o se enriquece al menos parcialmente (por ejemplo, se enriquece al
menos aproximadamente en 10 veces, normalmente al menos aproximadamente en 50-100 veces) con respecto a
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los otros productos, antes de realizar las posteriores reacciones. Una sustitucion en los atomos de carbono del
esteroide generalmente se realiza con mas eficacia en la posicion 3, que esta relativamente no impedida
estéricamente, y la posicion C-17 en general es un poco menos accesible que la posicion C-3. Las reactividades
relativas de las posiciones C-3, C-7 y C-16 permite utilizar sus reactividades para controlar la introduccién secuencial
de diferentes grupos funcionales en la misma molécula de esteroide. Ademas, los grupos, tales como hidroxilo en las
posiciones mas reactivas, C-3 o C-17, pueden protegerse o desprotegerse secuencialmente para permitir la
introduccién de grupos funcionales en otras posiciones, tales como C-7 o C-16.

Los polimeros, tales como PEG, se unen a los compuestos fundamentalmente como se describié anteriormente. Por
ejemplo, PEG 200 o PEG 300 se une al esteroide en las posiciones 3, 7, 16, 17 u otras posiciones, a través de un
enlace éter (PEG-O-esteroide) utilizando un alcéxido de PEG (PEG-ONa), para desplazar el bromuro de esteroide.
Como alternativa, el PEG-Br puede tratarse con el alcdxido de esteroide. También pueden prepararse polietilenglicol
ésteres, tales como los descritos en la patente de EEUU 5.681.984, utilizando un compuesto de férmula 1 adecuado
y los métodos descritos en ella. Los monosacaridos o los polisacaridos y los oligonucleétidos se unen a los grupos
hidroxilo del esteroide utilizando métodos conocidos; véase, por ejemplo, la patente de EEUU 5.627.270.

Esquema 11: los compuestos de formula 1 6 2 que contienen un resto organico que esta unido en la posicién 1 se
preparan fundamentalmente como sigue. La reaccion de bromacion alilica para generar 11 puede utilizar cualquier
reactivo adecuado, por ejemplo, N-bromosuccinimida (“NBS”), para producir el derivado de 1-bromo. Este intermedio
se trata con cinc para producir el derivado alquilado 12. Los restos organlcos se introducen en la posicién 1
utilizando un reactivo correspondiente, por ejemplo, (RSS)QCUIJ en el que R* esun resto organico C4-Czs que puede
comprender 1, 2, 3, 4 0 mas sustituyentes, por ejemplo -O-, -S- -NH-, -OR™, una cetona protegida (por ejemplo,
etilén cetal), SRPR 0- N(RPR) En otras reahzamones R% -es R'. Por tanto, cuando R* es metilo, un grupo metilo se
introduce en la posicién 1, o cuando R* es -CH,-OR™", el grupo -CH,-OR® se introduce en la posicion 1. El
compuesto 12 se convierte en el derivado de 17-hidroxilo 13 mediante una hidrdlisis utilizando métodos
convencionales, por ejemplo, un tratamiento con carbonato de sodio en metanol. El compuesto 15 se convierte en el
derivado de 17-hidroxi mediante la reduccién de la cetona, por ejemplo, utilizando LiBH4s o NaBH4 en etanol, o
mediante hidrogenacion catalitica con Hy/Ni, Ho/Pt o Ho/Pd. La hidrogenacion catalitica también producira la
reduccion del doble enlace en 12, 13, 14 6 15. Como alternativa, se obtiene un hidroxilo en las posiciones 3y 17
reduciendo la cetona en el compuesto 12 y retirando el grupo acetato, o directamente reduciendo la 3-cetona en el
compuesto 13.
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Esquema 11
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Esquema 12: los compuestos de formula 1 6 2 que contienen un hidroxilo o un éter que esté unido en la posicion 1
se preparan fundamentalmente como sigue. Un hidroxilo se introduce en la posicién 1 mediante la oxidacién de un
material de partida adecuado utilizando peréxido de hidrégeno alcalino para obtener el epdxido 16. El compuesto 16
se convierte en el derivado de 1-hidroxilo mediante un tratamiento, por ejemplo, con un exceso de litio metalico y un
exceso de cloruro de amonio en NHs-THF (1:1) a reflujo para producir 17. El grupo cetal se hidroliza para producir la
17-cetona. El grupo hidroxilo en la posicion 1 opcionalmente después se convierte en otros restos fundamentalmente
como se describio anteriormente.
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Esquema 12

8]

Esquema 13: los compuestos de formula 1 6 2 que contienen un resto organico que esté unido en la posicién 2 se
preparan fundamentalmente como sigue. Los restos organlcos se introducen en la posicion 2 utilizando el
correspondlente reactivo, por ejemplo (R*),CuLi, en el que R* £s un resto organico C1-Cas que puede comprender
1, 2, 3, 4 0 mas sustituyentes, por eJempIo -O-, -S- -NH-, OR™®, una cetona protegida (por ejemplo, etilén cetal), -
SRPR N(RPR) En otras reahzamones R* es R°. Por tanto cuando R es metilo, un grupo metilo se introduce en
la posicion 2, o cuando R* es -CH,- ORPR el grupo -CH»-OR™" se introduce en la posicion 2. El material de partida
18 es testosterona cuando R** y R* son ambos metilo. EI compuesto 18 se alquila utilizando un agente alquilante,
tal como el yoduro R*I, en presencia de una base fuerte, tal como diisopropilamida de litio (‘LDA”), t-pentdxido de n-
butil-litio de sodio o (C2Hs)2Ni, para producir R*® unido al esteroide en las configuraciones o y B. El grupo 2p-R* se
epimeriza para producir la configuraciéon 2o utilizando una base fuerte, por ejemplo un alcéxido de sodio, tal como
metoxido de sodio, en un alcohol, tal como metanol. Como alternativa, los dos epimeros se separan al menos
sustancialmente mediante métodos habituales.

Esquema 13
R2¢ H R4 OH
R
R, LA R
R
18 19
0 O

Otros compuestos de formula 1 y 2 se preparan utilizando métodos similares, por ejemplo, a los descritos en la
presente o en las referencias citadas.

Los siguientes ejemplos de referencia ilustran mas a fondo la invencion.

Ejemplo de referencia 1. Ensayo de actividad AR. Una funcion biolégica del AR es actuar como factor de
transcripcion, que puede modular la transcripcion de genes diana. ElI AED, la 5a-dihidrotestosterona (DHT), el 17p-
estradiol (E2) y la progesterona se adquirieron en Sigma. Los esteroides derivatizados con etinilo se adquirieron en
Steraloids. El plasmido pSG5-AR de tipo salvaje (pSG5) y el virus de tumor de mamifero de ratén (MMTV)-
cloranfenicol acetiliransferasa (CAT) se construyeron como se describe (6). Los numeros entre paréntesis, por
ejemplo (6), en la anterior frase se refieren a las referencias bibliograficas listadas en la secciéon de referencias
bibliograficas que aparece a continuacion. Otros compuestos esteroides se sintetizaron utilizando protocolos
habituales y otros han sido descritos (19, 20). La linea celular de cancer de préstata humano, PC-3, y la linea celular
de cancer de mama humano, MCF-7, se mantuvieron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que
contenia suero de ternera fetal al 10%. La transfeccion del ADN y los ensayos de CAT se realizaron
fundamentalmente como se describe (4, 6, 7). Brevemente, 4 x 10° células se cultivaron en placas de 60 mm 24 h
antes de la transfeccién, y el medio se cambié a DMEM (sin rojo fenol) con suero de ternera fetal extraido con
carbon al 10% una hora antes de la transfeccion. Las células se transfectaron utilizando el método de precipitacion
con fosfato de calcio. La cantidad total de ADN se ajusté a 8,5 ug con pSG5 en cada ensayo de transfeccion.
Después de transfectar las células durante 24 horas se retird el medio de transfeccion, se ahadi6 DMEM fresco y se
afnadieron los esteroides. Las células entonces se incubaron en DMEM con esteroides durante 24 horas. Después
de la incubacion, las células se recogieron y se emplearon los extractos de las células enteras para el ensayo de
CAT. La eficacia de la transfeccién se normalizd6 mediante una cotransfeccién con un vector de -galactosidasa, que
actiia como control interno. La actividad de la enzima CAT se cuantifico6 mediante un Phosphorimager, segun las
instrucciones del fabricante (Molecular Dynamics).

n° del compuesto de referencia | Nombre del compuesto de referencia

0 7-oxodeshidroepiandrosterona

1 17a-etinil-17B-hidroxi-4-estren-3-ona
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2 17a-etinil-17B-hidroxi-4-estren-3-ona

3 17a-etinil-17B-hidroxi-5(10)-estren-3-ona
4 1,3,5(10)-estratrien-17a-etinil-3p,17p-diol
5 androst-5-on-3p,11p,17p-triol

6 17a-etinilandrost-5-en-3,17f-diol

7 17a-etinil-17B-hidroxi-4-androsten-3-ona

8 3B,17B-dihidroxiandrost-5-en-16-ona

9 3B,17B-dihidroxiandrost-4-eno

10 3B-metilcarbonatandrost-5-en-1,17-diona
11 3B,17B-dihidroxiandrost-5-en-11-ona

13 3B,17p-diacetoxiandrost-5-en-7a,173-diol
14 3B,17pB-diacetoxiandrost-5-en-7-ona

15 3B-metoxi-17B-hidroxiandrost-5-en-7-ona
16 3B-metoxiandrost-5-en-?,173-diol

17 17B-metoxiandrost-3,5-dien-7-ona

18 acido 17-metilmarriandlico

19 17B-hidroxiandrost-3,5-dien-7-ona

21 5a-androstan-3a,17p-diol

22 7-oxoandrosten-3p,17B-diol

OH
CH.
’ -ulllym

HO

compuesto de referencia 4

OH
CH, CH
Illlll'f
CH,
HO
compuesto de referencia 6
CH, OH
CHy o
HO

compuesto de referencia 8
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CH,

H,CO-{0)C-0 0

compuesto de referencia 10

Ejemplo 2. Induccion de la actividad transcripcional mediada por AR. Los compuestos de esteroides se
seleccionaron por su capacidad para inducir la actividad transcripcional de AR en la linea celular PC-3 AR-negativa.
Los resultados del ensayo CAT se obtuvieron mediante la cotransfeccion transitoria del plasmido AR y un plasmido
indicador (MMTVCAT) que contenia el gen CAT unido al elemento de respuesta a andrégenos (ARE). Después de la
transfeccion, las células se trataron con diversos derivados de DHEA a 1000, 10 y 0,1 nM. Tal como se muestra en
la figura 1, los compuestos de referencia 0, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 15, 16, 18 y 22 tenian poca actividad androgénica pero
si inducian un nivel bajo de transactivacion del gen CAT mediada por AR. El AED (compuesto de referencia 21)
tenia aproximadamente la misma capacidad que DHT para estimular la transcripcion del gen CAT mediada por AR.

Ejemplo 3. Identificacion de la actividad antiadiol de esteroides con bajos efectos androgénicos. Se
seleccionaron varios compuestos por su capacidad para modular los efectos del AED sobre la activacién mediada
por AR de la transcripcién de genes en células PC-3. Las estructuras quimicas de los compuestos de referencia 4, 6,
8 y 10 se muestran en la figura 2A. Las células PC-3 se cotransfectaron con pSG5 y el vector indicador MMTV-CAT
en presencia de AED 50 nM y cada compuesto de referencia a una concentracién de 10, 100 6 1000 nM. Tal como
se muestra en la figura 2B, los compuestos de referencia 4, 6, 8 y 10 antagonizan la actividad transcripcional de AR
mediada por AED. A unas concentraciones de 0,1 uM y 1 uM, los compuestos de referencia 4 y 6 suprimian la
transactivacion de AR inducida por AED hasta menos del 30%. Los compuestos de referencia 0, 5, 13, 15, 18 y 22
muestran activacion de la actividad transcripcional de AR mediada por AED o no producen efecto.

Ejemplo 4. Identificacion de los efectos anti-DHT de los esteroides. Los compuestos de referencia 4, 6, 8 y 10
se estudiaron para determinar si estos antagonistas de AED tenian la capacidad de reprimir la transactivacion de AR
inducida por DHT. Se cotransfectaron células PC-3 con pSG5 y el plasmido indicador MMTV-CAT en presencia de
DHT 1 nM y cada uno de los compuestos de referencia a 10, 100 6 1000 nM. EI compuesto de referencia 4 reprimié
la transactivacion de AR inducida por DHT hasta menos del 40% a 1 uM (figura 3).

Ejemplo 5. Supresion de la actividad transcripcional de AR inducida por AED en presencia de HF. Para imitar
el trastorno in vivo del bloqueo total de andrégenos en pacientes con cancer de prostata, los compuestos 4, 6,8 y 10
se estudiaron para determinar su capacidad para antagonizar la transactivacion de AR inducida por AED en
presencia de HF. En presencia de HF 1 uM, AED 50 nM y cada uno de los compuestos a 0,01, 0,1 6 1 uM, las
células PC-3 se tranfectaron de modo transitorio con pSG5 y el plasmido indicador MMTV-CAT. Tal como se
muestra en la figura 4, HF suprimio la actividad de transcripcion del AR mediada por AED en aproximadamente 40%.
Los compuestos ensayados disminuyen la actividad de transcripcion del AR mediada por AED en aproximadamente
75%.

Ejemplo 6. Especificidad para las hormonas esteroides de los metabolitos de DHEA (n2 4, 6, 8 y 10). La linea
celular MCF-7 positiva al receptor de estrégenos (ER) se transfectd con un plasmido indicador CAT que contenia un
elemento de respuesta a estrogenos unido al gen CAT. Las células PC-3 se transfectaron con el indicador MMTV-
CAT vy el receptor de progesterona (PR) o el receptor de glucocorticoides (GR) para ensayar la especificidad para
hormonas esteroides de los compuestos de referencia 4, 6, 8 y 10. Los cuatro compuestos de referencia presentan
algo de actividad estrogénica y sélo el compuesto de referencia 4, que tiene un grupo 17a-etinilo, muestra una débil
actividad PR. Ninguno de los cuatro compuestos de referencia mostré actividad GR.
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REIVINDICACIONES

1.- El uso como un medicamento de un compuesto, en el que

(a) el compuesto es 17a-etinilandrost-5-en-38,783,17p-triol (compuesto 1.2.1.3), que tiene la estructura

HO

(b) el compuesto es androst-5-en-3a,7,16c,17p-tetrol (compuesto 2.2.6.1), que tiene la estructura

[.'H! ~~umlIQH

el H .0

(c) el compuesto es 17a-etinilandrostan-3a,17p-diol (compuesto 2.1.1.3), que tiene la estructura

OH

]

iy

o™

E=lllLY

2.- El uso segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto tiene la estructura

{compuesto 1.2.1.3).

3.- El uso segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto tiene la estructura

CH

H, - IQH

no™"” oH (compuesto 2.2.6.1}.

4.- El uso segun la reivindicacion 1, en el que el compuesto tiene la estructura
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% (compuesto 2.1.1.3).

5.- El uso de un compuesto para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la hiperplasia prostatica
benigna, el cancer de préstata o el cancer de mama, en el que

(a) el compuesto tiene la estructura

J——
u—

CHy

HO oh {compuesto 1.2.1.3),

(b) el compuesto tiene la estructura

I (compuesto 2.2.6.1), ©

5 (c) el compuesto tiene la estructura

ho” i (compuesto 2.1.1.3).

6.- El uso segun la reivindicacion 5, en el que el compuesto tiene la estructura

o, &

Ll ——
CHy

ho” H (compuesto 2.1.1.3).

7.- El uso segun la reivindicacion 6, en el que el medicamento es para el tratamiento de la hiperplasia prostatica
benigna.

8.- El uso segun la reivindicacién 6, en el que el medicamento es para el tratamiento del cancer de préstata.

10 9.- El uso segun la reivindicacion 6, en el que el medicamento es para el tratamiento del cancer de mama.
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10.- Un compuesto que tiene la estructura

(a

(compuesto 1.2.1.3), 0

Cth

iy =1 TH

o™ oH (compuesto 2.2.8.1}.

11.- El compuesto segun la reivindicacion 10, en el que el compuesto tiene la estructura

(compuesto 2.1.1.3).
12.- El compuesto segun la reivindicacion 10, en el que el compuesto tiene la estructura

CH;DH

CHy =au 1I0H

™™ oM (compuesto 2.2.8.1}.

13.- El compuesto segun la reivindicacion 11 6 12, en el que el compuesto es un polvo o granulos.

14.- Una formulacion que comprende uno o mas excipientes y un compuesto, en la que el compuesto tiene la
estructura

(a)

[
mE=

CHy

HO OH {compuesto 1.2.1.3),
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(b)

CHy OH

CHy ==l I

Hot on (compuesto 2.2.6.1), ©
(c)

oy F

=

CHy

e % {compuesto 2.1.1.3).

15.- La formulacién segun la reivindicacion 14, en la que el compuesto tiene la estructura

(compuesto 1.2.1.3).

16.- La formulacion segun la reivindicacion 14, en la que el compuesto tiene la estructura

O
CHy Ty X
o™ oH (compuesto 2.2.6.1}).
5 17.- La formulacion segun la reivindicacion 14, en la que el compuesto tiene la estructura
CH;y OH
ol =
CH,
i
v a (compuesto 2.1.1.3).
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