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DESCRIPCION
Nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-33-ol.
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-3p-ol. En particular, la
presente invencion se refiere a ésteres esteroideos del compuesto de formula A donde R se selecciona de entre el
grupo consistente en alquilo, arilo, o arilo sustituido.

NOH

RCOO

Férmula A

Los compuestos son Utiles como inhibidores de la 5a-reductasa y en trastornos andrégeno-dependientes para el
tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna.

Antecedentes de lainvencion

La hiperplasia es un término médico general que se refiere a la proliferacion celular excesiva, consistiendo la
hiperplasia prostatica benigna en un agrandamiento no maligno de la glandula prostatica provocado por un
incremento de la cantidad de células estromales y epiteliales, que resulta en una obstruccion de la uretra proximal vy,
en consecuencia, provoca trastornos del flujo urinario [Roehrborn, C. G. BJU Int. 2006, 97, 7; Emberton, M. BJU Int.
2006, 97, 12 y Fitzpatrick, J. M. BJU Int. 2006, 97, 3]. Se trata de uno de los principales trastornos de la poblacion
masculina de edad avanzada y su prevalencia aumenta con la edad, afectando a aproximadamente un 80% de
personas de unos 80 afios. Practicamente todos los hombres desarrollaran HPB (Hiperplasia Prostatica Benigna)
microscopica a la edad de aproximadamente 90 afios [Berry, S. J. y col., Br. J. Urol., 1995, 5, 85].

Entre las causas diferentes de la hipertrofia se incluyen la edad, activacion tardia del crecimiento celular, aumento
anormal de la expansion clonal de células de transicion y cambios en las proporciones andrégeno-estrégeno, que
promueven el crecimiento de tejido prostatico [Theomher, M. y col., Prostate, 1996, 28, 392 y Jenkins, E.P. y col., J
Clin. Invest.,, 1992, 89, 293]. Sin embargo, la hipétesis que tiene mayor aceptacién es la hipétesis de la
dihidrotestosterona, que postula que la HPB se produce después de un cambio relacionado con la edad en el
metabolismo androgénico de la prostata que favorece la acumulacién de dihidrotestosterona.

La dihidrotestosterona (DHT), la hormona androgénica circulante méas potente, se produce por reduccion
estereoselectiva NADPH-dependiente de la testosterona (T), bajo catalisis de la enzima esteroide 5a-reductasa
(5AR) tal como muestran la Figura 1 y la Figura 2 [Hitoshi, T. y col., Chem. Pharm. Bull., 2000, 48, 552]. Dentro de la
prostata, la dihidrotestosterona se une a la proteina receptora de andrégeno del citosol (AR) y el complejo DHT-AR
entra en el nlcleo e interactda con los sitios de unién de ADN, donde estimula la sintesis de ARN (Figura 1) [Liao, S.
Int. Rev. Cytol. 1975, 41, 87]. La concentracion de dihidrotestosterona es 2,5 veces mas alta que en una prostata
normal. Por consiguiente, la inhibicién de la accién androgénica mediante 5a-reductasa es un tratamiento légico
para el trastorno de actividad de la 5a-reductasa, es decir para la hiperplasia prostatica benigna.

La supresion de andrégenos provoca una reduccion del volumen prostatico, lo que se cree disminuye el componente
estatico de la obstruccion de la salida vesical resultante de la hiperplasia prostatica benigna (Figura 2) [Reid, P. y
col., J. Clin Invest. New Drugs. 1999, 17, 271]. Con el descubrimiento de dos isoenzimas de 5a-reductasa y sus
papeles fisioldgicos y farmacolégicos en la HPB, se ha llevado a cabo una investigacion considerable para sintetizar
y evaluar compuestos no esteroideos [Marisa, C. y col. Chem. Pharm. Bull., 2001, 49, 525, Frye, J. Med Chem.,
1994, 37, 2352] y esteroideos [Leny, M.A. y col., J Steroid Biochem. Mol. Biol., 1994, 48, 197, Toshiaki, K. y col.,
Chem. Pharm. Bull., 1996, 44, 115] como inhibidores competitivos [4-azaesteroides, 6-azaesteroides] o no
competitivos [3-carboxiesteroides] de la 5a-reductasa. Entre éstos, Unicamente la Finasterida (3) (MK-906) [Foley,
C.L. y col., Drugs of Today 2004, 40, 213.] y la Dutasterida (4) [Susumu, T. y col., Chem. Pharm. Bull., 2000,
48,1689] se estan utilizando clinicamente para el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna.
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Existen informes que indican que diversos compuestos esteroideos tienen una alta afinidad por los inhibidores de la
5a-reductasa, debido a su capacidad para formar un enlace coordinado con el hierro de hemo [Hartmann, RW. y
col.; J. J. Med. Chem. 2000, 43, 4266]. Por otro lado, los ésteres de progesterona (5, 6) sintetizados por el
laboratorio Mexico presentaban una alta actividad antiandrogénica [Cabeza, M. y col.; Chem. Pharm. Bull. (Tokyo)
1999, 47, 1232 y Cabeza, M. y col., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 2001, 49, 1081].

q%l:,..---j"h.m-

(S)R = CHy; () R =Cl

En caso de una administracion a largo plazo de Finasterida y Dutasterida, los efectos secundarios mas comunes
notificados incluyen disminucién de la libido, disminucién de la cantidad de eyaculado y disfuncion eréctil. Se ha
comprobado que los ésteres de progesterona tienen una buena actividad antiandrogénica, pero todavia estan bajo
investigacion clinica.

En base a estas observaciones, se previo sintetizar ésteres de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (10-16). La hiperplasia
prostatica benigna también se describe por un aumento anormal de la cantidad de células prostéaticas, que puede ser
resultado no sélo de un aumento de la proliferacion celular, sino también de una disminucion del nivel de muerte
celular programada (apoptosis). Estos analogos se evaluaron en cuando a la actividad inhibidora de la 5o-reductasa
y la actividad antiproliferativa. Estos compuestos pueden ser Utiles en caso de hiperplasia prostatica benigna
dependiente de andrégenos, actuando no sélo a nivel molecular para la causa subyacente de la enfermedad, sino
también disminuyendo el crecimiento de la préstata por la destruccion celular.

Objetos de lainvencién

El objeto principal de la presente invencion es proporcionar nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-
3B-ol. Otro objeto de la invencién es proporcionar un proceso para la preparacion de los nuevos ésteres esteroideos
de 17-oximino-5-androsten-3p-ol.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos Utiles para el tratamiento de la hiperplasia
prostética benigna.

Otro objeto mas de la invencién es proporcionar compuestos que tienen actividad antiproliferativa con mas del 90%
de inhibicién del crecimiento de células DU-145.

Sumario de lainvencién

La presente invencién se refiere a ésteres esteroideos derivados de 17-oximino-5-androsten-3-ol. Los compuestos
se han sintetizado a partir de acetato de deshidroandrosterona. Los compuestos recientemente sintetizados se
ensayaron en cuanto a su actividad antiproliferativa y a su actividad inhibidora de la 5a-reductasa en comparacion
con la Finasterida. En suero de animales tratados con los compuestos recientemente sintetizados se han hallado
niveles reducidos de andrégenos. Estos compuestos también han mostrado una mejor citotoxicidad en comparacion
con el farmaco de referencia Finasterida. Por consiguiente, estos compuestos pueden ser Utiles en el tratamiento de
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los trastornos de prostata dependientes de andrégenos solo o por efecto sinérgico pueden reducir el tamafio de la
préstata debido a su actividad antiproliferativa.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: muestra la produccion de dihidrotestosterona a partir de testosterona in situ.

Figura 2: muestra la reaccién quimica implicada en la produccion de dihidrotestosterona a partir de
testosterona.

Figura 3: muestra la conversion de acetato de 17-oxo-5-androsten-3p-ilo (7) en su oxima (8) sometiéndolo
a reflujo en etanol con clorhidrato de hidroxilamina y acetato de sodio.

Figura 4: muestra la esterificacion e hidrolisis de la oxima (8). El acetato de 17-oximo-5-androsten-3p-ilo

(8) se hidrolizé con hidroxido de potasio metandlico para obtener acetato de 17-oximo-5-
androsten-3p3-ol (9). Los productos mostrados 10-16 son los productos finales obtenidos por
reaccion con los acidos correspondientes tal como se ilustra en los Ejemplos 1-7.

Figura 5: muestra la relacion log dosis-respuesta con respecto a la citotoxicidad de los compuestos en la
cantidad de células vivas (DU-145) con respecto al control. Cada punto representa el
promedio+EEM de tres experimentos independientes. Se trazé una linea de regresion lineal para
calcular la ICso. Se aplico ANOVA seguido de Tukey’s. Datos significativamente diferentes de los
del farmaco de referencia (p < 0,001).

Figura 6: muestra el efecto de los compuestos en el nivel de testosterona en suero. Los resultados son el
promedio+EEM de cinco experimentos. *p < 0,05 significativo en comparacion con el control, ®p
< 0,05 significativo en comparacion con Finasterida.

Figura 7: muestra la toxicidad de los compuestos para macréfagos de raton (Balb C). La viabilidad celular
se determiné en base al ensayo MTT. Cada punto representa el promedio y la EEM de 3
experimentos independientes. *p < 0,001 son significativamente diferentes en comparacién con
Finasterida de acuerdo con ANOVA de una via seguido por el ensayo Tukey'’s.

Descripcion detallada de lainvencién

Asi, la presente invencidn proporciona compuestos de formula general A, o sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos,

NOH

ROOOD

Férmula general A

donde R se selecciona de entre el grupo consistente en arilalquilo, arilo sustituido, arilalquilo sustituido, fenoximetilo,
4-clorofenoximetilo, nitrofenoximetilo, 4-metilfenoximetilo y 4-aminofenoximetilo. En una realizacién de la invencion,
el grupo arilalquilo es bencilo o el grupo arilalquilo sustituido se selecciona de entre el grupo consistente en 4-
clorobencilo, 4-nitrobencilo, 4-metilbencilo y 4-aminobencilo.

En otra realizacion de la invencién, el grupo arilo sustituido se puede seleccionar de entre el grupo consistente en (i)
4-clorofenilo (10); (ii) 4-nitrofenilo (11); (iii) 4-metilfenilo (p-tolilo) (12); (v) 4-aminofenilo (14); (vi) 4-hidroxifenilo (15);
(vii) fenoximetilo (16).

En otra realizacién de la invencion, la sal farmacéuticamente aceptable se puede seleccionar de entre el grupo
consistente en clorhidratos, sulfatos, fosfatos, acetatos, propionatos y sales de sodio, potasio y calcio de los grupos
hidroxilo fendlicos contenidos en los sustratos.

En una realizacion mas de la invencién, los compuestos representativos de formula A se seleccionan de entre el
grupo consistente en:

(i) 4-clorobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (10)
(ii) 4-nitrobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (11)

(i) 4-metilbenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (12)
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(v) 4-aminobenzoato de 11-oximino-5-androsten-3p-ilo (14)
(vi) 4-hidroxibenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (15)
(vii) fenoxiacetato de 11-oximino-5-androsten-3p-ilo (16)

En otra realizacion de la invencion, los compuestos son Utiles como inhibidores de la 5a-reductasa en trastornos
dependientes de andrégenos.

En otra realizacion de la invencion, los compuestos mostraron actividad antiproliferativa con mas del 90% de
inhibicion del crecimiento de células DU-145 a una concentracion de 5,0 pg/ml.

En otra realizacion de la invencion, los compuestos mostraron un aumento del nivel de testosterona en suero en
ratas en comparacion con el control a una dosis de 40 mg/kg.

En otra realizacion de la invencion, los compuestos tienen valores IC50 de entre 19,5y 89,4 um.
En otra realizacion de la invencién, los compuestos no son téxicos a una concentracion entre 0,01 pg/ml y 5,0 pg/ml.

La presente invencién proporciona un proceso para preparar los nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-
androsten-3B-ol de férmula A, donde los pasos de proceso comprenden:

someter a reaccion 17-oximino-5-androsten-3B-ol con un acido organico y diciclohexilcarbodiimida (DCC) en
diclorometano anhidro durante un tiempo entre 24 y 48 horas a una temperatura entre 20 y 25°C;

filtrar la diciclohexilurea (DCU) precipitada, retirar el disolvente del filtrado bajo vacio y cristalizar el residuo
para obtener el producto deseado.

Igualmente, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende: una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula A o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
opcionalmente junto con vehiculos, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

En el proyecto de investigacion propuesto se sintetizaron nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-33-
ol en dos pasos, a partir de acetato de deshidroepiandrosterona preparado a partir de diosgenina [Marker, R.E. y
col.; J. Amer. Chem. Soc. 1939, 61, marzo, J. Advanced Organic Chemistry; John Wiley and Sons: New York, 2001,
p 395; Lemeiux, U. y col., Can. J Chem. 1955, 33, 1701]. La parte oxima en C-17 del nlcleo esteroide se incorpord
tal como se propone en la Figura 3. El acetato de 17-oxo-5-androsten-3p-ilo (7) se convirti6 en su oxima (8)
sometiéndolo a reflujo en etanol con clorhidrato de hidroxilamina y acetato de sodio. En el espectro infrarrojo se
detectd alargamiento debido a NOH, C=0 (éster) y C-O (éster) a 3400, 1740 y 1245 cm?, respectivamente. En el
espectro RMN se registraron sefiales a § 2,3 (s, 3H, CH3COO), 4,60 (m, 1H, 3a-H), 5,4 (br, 1H, 6-vinilico) y 8,43 ppm
(1H, NOH).

La oxima 8 se hidrolizé y esterific tal como se muestra en la Figura 4.

El acetato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (8) se hidrolizé con hidroxido de potasio metandlico para obtener 17-
oximino-5-androsten-3pB-ol (9). En el especto 'H-RMN aparecieron sefiales para protones 3a y 6-vinilicos a 8 4,54y &
5,22, respectivamente. El espectro IR mostré la desaparicion del alargamiento debido al carbonilo del acetato a 1740
cm™. El 17-oximino-5-androsten-3p-ol (9) se sometid a reaccion con el acido respectivo y diciclohexilcarbodiimida
(DCC) en diclorometano anhidro. La mezcla de reaccion se agité durante 48 horas a temperatura ambiente y la
finalizacion de la reaccion se controlé mediante CCF. La diciclohexilurea (DCU) precipitada se filtrd, el disolvente se
retird bajo vacio y el residuo se cristaliz6 a partir de acetato de etilo:éter de petréleo (60:80) para obtener el producto
deseado.

Los siguientes ejemplos se dan a titulo ilustrativo y no han de ser interpretados como limitativos del alcance de la
invencion.

Ejemplo 1: 4-clorobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (10)

A una solucidn agitada de 17-oximino-5-androsten-3p-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) y diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,34
g, 1,6 mmol) en diclorometano anhidro (30,0 ml) se afiadié acido 4-clorobenzoico (0,26 g, 1,6 mmol). La mezcla de
reaccion se agitd durante 48 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y la finalizacién de la reaccion se controld
mediante CCF. La diciclohexilurea (DCU) precipitada se filtr6 y el disolvente se retird bajo vacio. El residuo
resultante se cristaliz6 a partir de acetato de etilo:éter de petréleo (60:80) para obtener 4-clorobenzoato de 17-
oximino-5-androsten-3p-ilo (10) (0,30 g, 60,0%), p.f. 167-170°C.
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LH

el 10y

Anal.:
p.f. 167-170°C
IR (KBr): 3310, 2930, 1740, 1650 y 1235 cm™
'H-RMN (CDCls): § 1,03 (s, 3H, 18-CHs), 1,04 (s, 3H 19-CHs), 2,17 (1 H, NOH), 4,15 (m, 1H, 3a-H), 5,40
(br, 1H, 6-vinilico), 7,50 (d, 2H, 3-CH y 5-CH aromatico) y 7,97 ppm (d, 2H, 2-CH y 6-CH aromético)
Calculado para Cz6H32NOsCI: N, 3,17. Hallado: N, 3,25.

Ejemplo 2: 4-nitrobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3@-ilo (11)

A una solucion agitada de 17-oximino-5-androsten-3p-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) y diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,34
g, 1,6 mmol) en diclorometano anhidro (30,0 ml) se afiadié acido p-nitrobenzoico (0,27 g, 1,6 mmol). La mezcla de
reaccion se agité durante 48 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y la finalizacién de la reaccion se control
mediante CCF. La diciclohexilurea (DCU) precipitada se filtr6 y el disolvente se retird bajo vacio. El residuo
resultante se cristalizé a partir de acetato de etilo:éter de petroleo (60:80) para obtener 4-nitrobenzoato de 17-
oximino-5-androsten-3p-ilo (11) (0,34 g, 68,0%), p.f. 185-188°C.

NOH
=

CHy

e
(1)
p.f. 185-188 °C

IR (KBr): 3300, 2930, 1700, 1650 y 1234 cm™

'"H-RMN (CDCls): 6 0,89 (s, 3H, 18-CHs), 1,03 (s, 3H 19-CHa), 3,85 (m, 1H, 3a-H), 5,4 (br, 1H, 6-vinilico),
6,65 (d, 2H, 3-CH y 5-CH aromatico), 7,87 (d, 2H, 2-CH y 6-CH aromatico)

Calculado para CzH32N20s: N, 6,19. Hallado: N, 5,64.

Anal.:

Ejemplo 3: 4-metilbenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (12)

A una solucion agitada de 17-oximino-5-androsten-3p-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) y diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,34
g, 1,6 mmol) en diclorometano anhidro (30,0 ml) se afadié acido 4-metilbenzoico (acido p-toluico) (0,22 g, 1,6
mmol). La mezcla de reaccién se agitd durante 48 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y la finalizacion de la
reaccion se control6 mediante CCF. La diciclohexilurea (DCU) precipitada se filtrg, el disolvente se retird bajo vacio y
el residuo se cristalizé a partir de acetato de etilo:éter de petroleo (60:80) para obtener 12 (0,29 g, 58,0%), p.f. 135-
139°C.

HOH
c

O
(12)
p.f. 135-139°C

IR (KBr): 3310, 2930, 1700, 1650 y 1235 cm™
'H-RMN (CDCls): & 0,89 (s, 3H, 18-CH3), 1,03 (s, 3H 19-CHs), 2,41 (1H, NOH), 4,08 (m, 1H, 3a-H), 6,25 (br,
1H, 6-vinilico), 7,20 (d, 2H, 3-CH y 5-CH aromético) y 7,43 ppm (d, 2H, 2-CH y 6-CH aromatico)

Anal.:



10

15

20

25

30

35

ES 2430379 T3

Calculado para Cz7H3sNOs: N, 3,32, Hallado: N, 3,77.
Ejemplo 4: benzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (13)

Se disolvié 17-oximino-5-androsten-3-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) y diciclohexil-carbodiimida (DCC) (0,34 g, 1,6 mmol)
en diclorometano anhidro (30,0 ml) y se agit6. A esta mezcla se afadié acido benzoico (0,2 g, 1,6 mmol). La mezcla
de reaccion se agitd durante 48 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y la finalizacion de la reaccién se controld
mediante CCF. El material precipitado se filtr y el disolvente se retiré bajo presion reducida para obtener un residuo,
que cristalizé a partir de acetato de etilo:éter de petréleo (60:80) para obtener benzoato de 17-oximino-5-androsten-
3pB-ilo (13) (0,32 g, 64,0%), p.f. 165-170°C.

WO
=

()—eeo

(13)

Anal.:

p.f. 165-170°C

IR (KBr): 3300, 2930, 1700, 1650 y 1235 cm?

'H-RMN (CDCls): 6 0,89 (s, 3H, 18-CH3), 1,1 (s, 3H 19-CHg), 4,07 (m, 1H, 3a-H), 5,40 (br, 1H, 6-vinilico) y
6,84-7,28 (m, 5H, aromatico)

Calculado para CzH33NOs: N, 3,44. Hallado: N, 3,74.

Ejemplo 5: 4-aminobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3f-ilo (14)

A una solucion agitada de 17-oximino-5-androsten-3p-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) y diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,34
g, 1,6 mmol) en diclorometano anhidro (30,0 ml) se afiadié acido p-aminobenzoico (0,22 g, 1,6 mmol). La mezcla de
reaccion se agité durante 48 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y la finalizacién de la reaccion se control6
mediante CCF. La diciclohexilurea (DCU) precipitada se filtrd, el disolvente se retird bajo vacio y el residuo se
cristalizé a partir de acetato de etilo:éter de petroleo (60 : 80) para obtener 4-aminobenzoato de 17-oximino-5-
androsten-3p-ilo (14) (0,28 g, 56,0%), p.f. 165-168°C.

HOH

H;ﬂ—@—cm (14)

Anal.:

p.f. 165-168°C

IR (KBr): 3330, 2930, 1700, 1630 y 1240 cm™,

'H-RMN (CDCls): & 0,93 (s, 3H, 18-CHj3), 1,05 (s, 3H 19-CHs), 2,17 (1H, NOH), 4,08 (m, 1H, 3a-H), 6,20 (br,
1H, 6-vinilico), 7,22 (d, 2H, 3-CH y 5-CH aromético) y 8,26 ppm (d, 2H,2-CH y 6-CH aromético)

Calculado para CzeHzs N2O3: N, 6,63. Hallado: N, 6,79.

Ejemplo 6: 4-hidroxibenzoato de 17-oximino-5-androsten-3f-ilo (15)

Se recogié 17-oximino-5-androsten-33-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) en diclorometano anhidro (30,0 ml). Después se
afnadio diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,34 g, 1,6 mmol) seguida de acido p-hidroxibenzoico (0,23 g, 1,6 mmol). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24-48 horas y la finalizacion de la reaccion se controld
mediante CCF. La mezcla de reaccion se filtrd6 para retirar la diciclohexilurea (DCU) precipitada. El exceso de
disolvente se retir6 bajo vacio y el producto se cristalizé a partir de acetato de etilo:éter de petréleo (60:80) para
obtener 4-hidroxibenzoato de 17-oximino-5-androsten-33-ilo (15) (0,31g, 62,0%) p.f. 177-182°C.
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HOH

CH.

HG—D—EM (15)

Anal. :
p.f. 177-182°C
IR (KBr): 3310, 2930, 1710, 1680 y 1235 cm™
'H-RMN (CDCls): & 0,89 (s, 3H, 18-CHz), 1,05 (s, 3H 19-CHs), 2,17 (1H, NOH), 4,18(m, 1 H, 3a-H), 6,35 (br,
1H, 6-vinilico), 6,83 (d, 2H, 3-CH y 5-CH aromatico) y 7,46 ppm (d, 2H, 2-CH y 6-CH aromatico)
Calculado para CzeHszs NO4: N, 3,31, Hallado: N, 3,32.
Ejemplo 7: fenoxiacetato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (16)

A una solucion agitada de 17-oximino-5-androsten-3-ol (9) (0,5 g, 1,6 mmol) y diciclohexilcarbodiimida (DCC)
(0,342 g, 1,6 mmol) en diclorometano anhidro (30,0 ml) se afiadi6 acido fenoxiacético (0,24 g, 1,6 mmol). La mezcla
de reaccion se agit6é durante 48 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y la finalizacién de la reaccién se control6
mediante CCF. La diciclohexilurea (DCU) precipitada se filtr6 y el disolvente se retird bajo vacio. El residuo
resultante se cristalizo a partir de acetato de etilo:éter de petréleo (60:80) para obtener fenoxiacetato de 17-oximino-
5-androsten-3p-ilo (16) (0,27 g, 54,0%), p.f. 118-122°C.
HOH
CHy

GH;
@—ﬂtm:ﬂﬂ
(16)
p.f. 118-122°C

IR (KBr): 3200, 2940, 1750, 1650 y 1220 cm™

'"H-RMN (CDCls): & 0,88 (s, 3H, 18-CHs), 1,02 (s, 3H 19-CHs), 4,60 (s, 2H, OCH,), 4,7 (m, 1H, 3a-H), 5,40
(br, 1H, 6-vinilico) y 7,29 (m, 5H, aromatico)

Calculado para Cz7H3s NO4: N, 3,20. Hallado: N, 3,60.

Anal.:

Evaluacion biolégica

Los derivados esteroideos sintetizados se evaluaron en cuanto a la actividad antiproliferativa in vitro utilizando lineas
celulares DU-145 y estudios in vivo, es decir, actividad inhibidora de la 5a-reductasa [George, F.W. y col.,
Endocrinology, 1989, 125, 2434].

a) Actividad antiproliferativa in vitro contra la linea celular de cancer de prostata humano (DU-145)

Los compuestos se investigaron en cuanto a la actividad antiproliferativa contra la linea celular de préstata humana
DU-145 en el National Centre of Human Genome Studies and Research, Panjab University, Chandigarh. Todos los
compuestos (10 a 16), la Finasterida y el material de partida (9) se analizaron a cinco concentraciones diferentes:
0,01, 0,5, 1,0, 2,0 y 5,0 pg/ml. La Finasterida era el control positivo en este ensayo de inhibicién del crecimiento.

Ensayo de la actividad inhibidora del crecimiento (ensayo MTT)

Se investigé el efecto de los compuestos recientemente sintetizados en la inhibicidn del crecimiento celular utilizando
el ensayo MTT. Este ensayo cuantifica las células viables observando la reduccion de sal de tetrazolio, MTT en
cristales de formazan por las células vivas. Las células viables se pueden medir segun la absorbancia de la muestra
celular después de realizar el ensayo [Loveland, B.E.; Jones, T.G.; Mackay. |.R.; Vaillant, F.; Wang, Z.X.; Hertzog,
P.J., Biochem. International 1992, 27, 501 y Wright, S.A.; Tomas, L.N.; Douglas, R.C.; Lazier, C.B.; Rittmaster, R.S.,
J. Clin. Invest. 1996, 98, 2558]. Las células se cultivaron a una densidad de 5.10° células/pocillo en placas de 96
pocillos a 37°C bajo atmésfera de CO, 5,0% y se dejé que se unieran durante 24 horas. Las células se trataron por
triplicado con una concentracion graduada de la muestra y el farmaco de referencia Finasterida a 37°C durante 48
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horas. Una parte alicuota de 20 pl de solucién de MTT se afadié directamente a todos los pocillos apropiados.
Después de 4 horas de incubaciéon a 37 pl, el medio se retir6 y los cristales de formazan, que resultan de la
reduccion del MTT por las células activas, se disolvieron en 100 yul de DMSO y se mezclaron intensamente para
disolver el tinte reactivo. La absorbancia de cada pocillo se ley6 en un lector de placas ELISA (Merck) a 570 nm. El
espectrometro se calibr6 a absorbancia cero utilizando el medio de cultivo sin células. La viabilidad celular relativa
(%) en relacién con el pocillo de control, que contiene medio de cultivo celular sin farmaco, se calculé6 mediante [A]
ensayo / [A] control x 100.

% InthICIén del CI’ECImIentO = [OD] control = [OD] ensayo / [OD] control X 100
Resultados

Todos los compuestos recién sintetizados se analizaron en cuanto a la actividad antiproliferativa utilizando la linea
celular DU-145. Los resultados se expresan en términos de porcentaje de inhibicion del crecimiento (Tabla 1) y
porcentaje de células viables (Figura 5).

Los ésteres de 17-oximino-5-androsten-3B3-ol (10-16), sintetizados en nuestro laboratorio, revelaron una gran
reduccion del nivel de citotoxicidad celular en comparacion con la Finasterida (3). El examen de datos de estos
analogos 10 a 16 demostrd una gran tolerancia del anillo fenilo y sus analogos para-sustituidos. Se comprobé que el
analogo no sustituido 13 y los compuestos para-sustituidos (grupo donante de electrones) 12, 14 y 15 eran los
compuestos mas activos con mas del 90% de inhibicion del crecimiento a una concentracién de 5,0 pg/ml en
relacion con la Finasterida (78% a 5,0 ug/ml) (Tabla 1). Por otro lado, los analogos 10, 11 con sustituyentes
aceptores de electrones redujeron el crecimiento de las lineas celulares de cancer DU-145 en un 81-84%,
relativamente menos, pero todavia mejor que la Finasterida (78%). EI compuesto precursor 9 no mostré ningun
efecto inhibidor significativo en la proliferacién celular.

Tabla 1 Actividad antiproliferativa de la Finasterida y de los compuestos 9 a 16

Compuesto % inhibicién del crecimiento (promedio + EEM)?
0,01 pg/ml 0,5 yg/ml 1,0 pg/ml 2,0 pg/ml 5,0 ug/ml
Finasterida 5,00+1,58 8,8348,40 16,484+2,49 36,0+8,95 78,51+4,63
Compuesto N2 N2 N2 N2 N2
precursor 9 ' ' ' ' '
(10) 43,4140,77 57,145,96 64,90£7,40 69,1747,48 84,47+0,74
(11) 41,5040,71 60,51+4,90 67,26£3,70 74,03£0,77 81,53£1,79
(12) 42,60+2,21 62,99+4,78 84,99+3,99 89,55+0,96 92,9440,13
(13) 47,02+1,67 48,86+1,66 67,62+1,62 85,87+4,08 91,10£2,10
(14) 71,82+4,24 62,10+11,39 79,5447,76 83,8946,70 91,02+1,25
(15) 62,65+2,46 76,89+5,94 83,08+0,75 91,3941,50 91,5440,19
(16) 33,59+7,66 24,2546,37 36,1949,85 76,52+05,58 87,81+1,11
Ni = ninguna inhibicion del crecimiento significativa

Se sintetizaron e investigaron in vitro una serie de derivados éster que portaban el grupo oxima (NOH) en C-17
conectados directamente con el anillo D esteroideo, (Tabla 1 y Figura 5). El examen de datos de estos analogos 10
a 16 demostré una gran tolerancia del anillo fenilo y sus analogos para-sustituidos. Esto esta en concordancia con
los informes previos que han sefialado la importancia de los ésteres arométicos y aromaticos p-sustituidos. Se ha
comprobado que el analogo no sustituido 13 y los compuestos para-sustituidos 12, 14 y 15 con una fraccidn
donadora de electrones en posicion para son mas potentes que la referencia Finasterida. Se comprobdé que los
compuestos 12, 14 y 15 eran los mas activos, con mas del 90% de inhibicién del crecimiento a una concentracién de
5,0 pg/ml en relacién con la Finasterida (78% a 5,0 ug/ml). Por otro lado, los analogos 10, 11 con sustituyentes
captadores de electrones mostraron relativamente menos actividad que los compuestos arriba indicados, pero
todavia mejor que la de la Finasterida. El compuesto precursor 9 no mostré ninguna actividad antiproliferativa
significativa.

b) In vivo (efecto en el nivel de andrégenos esteroideos)
Tratamiento de animales

Los animales (ratas macho Sprague Dawley con un peso de 150-200 g) se dividieron en 3 grupos: vehiculo (control),
Finasterida (estandar), tratados (muestra de ensayo), cada grupo compuesto por 5 animales. Las ratas Sprague
Dawley se trataron via intraperitoneal con Finasterida 40 mg/kg y una dosis equimolar de los compuestos. Después
de 6 horas de tratamiento se extrajo sangre mediante puncién cardiaca bajo anestesia con dietil éter y el suero se
separo6 de las células por centrifugacion. Los valores de testosterona en plasma se obtuvieron en un lector de placas
ELISA a 550 nm y se indican en ng/ml.
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ELISA

Se dispusieron partes alicuotas de 50 pl en cada caso de estandar, control y desconocido (muestras de suero) en
pocillos revestidos con anticuerpo de testosterona. Después se afiadieron 100 pl de conjugado de HRP-testosterona
a todos los pocillos y las placas se agitaron suavemente sobre una agitadora para que los reactivos se mezclaran
apropiadamente. Después de 4 horas de incubacion a 37°C, la mezcla de incubacién se retir6. Los pocillos se
lavaron 5-6 veces con tampon fosfato (200 pl cada vez) y luego se afiadieron 100 pl de sustrato TMB/H,0; a cada
uno de los pocillos. Las placas se incubaron durante otros 20 minutos a 37°C. Al final de la incubacién, la reaccion
se detuvo utilizando 100 pl de H,SO4 0,5M como reactivo de detencion. La absorbancia de cada pocillo se leyo en
un lector de placas ELISA a 4350 nm [Rassaie, M. J.; Kumari, G. L.; Pandey, P. K.; Gupta, N.; Kochupillai, N.;
Grover, P. K. Steroids 1992, 57, 288 y Hosoda, H.; Yoshida, H.; Sakai, Y.; Miyairi, S.; Nambara, T. Chem. Pharm.
Bull. 1980, 28, 3035].

Resultados

La Tabla 2 y la Figura 6 muestran el efecto de los compuestos (10 a 16) y la Finasterida en la concentracion de
testosterona en suero.

El nivel de ‘T’ en suero aumenté en las ratas tratadas con Finasterida (1,26+0,02) ng/ml en comparacién con
0,74240,07 ng/ml en las ratas de control). La Tabla 2 y la Figura 6 muestran claramente que casi todos los
derivados de éster de 17-oximino-5-androsten-33-ol aumentaron el nivel de testosterona en suero en comparacion
con el control, excepto el compuesto 15. Los niveles de T en suero 6 horas después de la administracion fueron de
1,05+0,08 ng/ml en el caso del compuesto 13, con un grupo fenilo no sustituido. Se ha comprobado que los
derivados de éster 12 y 14 con un grupo dador de electrones en posicion p del anillo fenilo tienen actividad elevada,
mientras que la presencia de una parte avida de electrones en esta posicion provoca la pérdida de actividad (10, 11).
En el compuesto 16 se detectdé un aumento significativo del nivel de testosterona en suero.

Tabla 2 Niveles de testosterona en suero

T(ng/ml) EEM
Control 0,742 0,07301
Finasterida 1,26 0,02264
10 0,95 0,07759
11 1,01 0,10149
12 1,16 0,14835
13 1,05 0,08385
14 1,19 0,05975
15 0,73 0,02588
16 0,85 0,05489

Discusion

En el estudio designado, en el que diversos compuestos se compararon en cuanto a la potencia inhibidora de la 5a-
reductasa in vivo, que se evalué por la capacidad de éstos para atenuar la conversion de testosterona en
dihidrotestosterona (DHT), se utilizaron ratas macho intactas (Sprague Dawley, 200-250 g). Se comprob6 que el
andlisis ELISA de testosterona era adecuado para la determinacion en suero de rata, ya que los niveles de DHT con
reactividad cruzada eran sumamente bajos en los machos. El procedimiento mide la T igualmente bien, cumpliendo
el método todos los requisitos de proteccion, exactitud, sensibilidad y selectividad.

c) Citotoxicidad in vitro utilizando macréfagos de raton (toxicidad aguda)

Un ensayo de citotoxicidad in vitro utilizando células DU-145 en la evaluacion preliminar de farmacos anticancer nos
permite seleccionar el compuesto mas potente; sin embargo, los agentes citotdxicos con frecuencia presentan una
toxicidad no especifica. No obstante, la capacidad de destruir selectivamente una célula diana sigue siendo una
propiedad muy deseable para nuevos agentes citotdxicos terapéuticos potenciales. En este estudio se ha
demostrado la aplicabilidad del ensayo de absorcion de tinte rojo (MTT) utilizando macroéfagos de raton (Balb C) para
analizar la toxicidad in vitro de los compuestos recién sintetizados.

Preparacion del material de ensayo

Todos los esteroides se disolvieron en etanol y se diluyeron a la concentracion apropiada: 0,01, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0
pg/ml de las dos soluciones madre de 1 mg/ml y 0,001 pg/ml. Las soluciones madre se mantuvieron a temperatura
ambiente.

Ensayo de viabilidad celular

Aislamiento de macré6fagos de raton

10
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Se sacrificaron ratones albinos (cepa laca) con un peso de 20-25 g de ambos sexos por dislocacién cervical y se
realizdé un pequefio corte en la piel peritoneal con ayuda de unas tijeras. En la cavidad se inyectd aproximadamente
1 ml de solucién salina con tampén fosfato preincubada a 37°C. El abdomen se lavé durante 10 minutos y se extrajo
fluido junto con macrofagos utilizando una jeringuilla en tubo de polipropileno. La solucién de fosfato se centrifugé a
800 rpm durante 5-10 minutos y las células se resuspendieron en 1 ml de medio RPMI. El nimero de células se
conté utilizando un hemocitémetro.

Recuento celular final = recuento celular total x 1000 x factor de dilucién
0,1x5
0,1 = profundidad de la camara; 5 = n° de cuadrados (cada cuadrado tiene 1 mm)

Ensayo MTT

Las células (macrofagos de raton) se dispusieron s una densidad de 5.10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos
a 37°C con 5% CO,. Las células se expusieron a una concentracion graduada de los compuestos con diversas
concentraciones designadas. Cada concentracion se ensay6 en pocillos por triplicado. Después de 48 horas se
afadieron 20 pl (1 mg/ml) de MTT fresco directamente a todos los pocillos y el cultivo se incubd durante 4 horas a
37°C. Durante esta incubacioén, el MTT se convirtié en un complejo de formazan insoluble en agua por la actividad
metabdlica de las células viables. Los cristales de formazan se recogieron y se disolvieron en 100 pl de DMSO,
produciendo un color rosa claro. La absorbancia de cada pocillo se ley6 en un lector de placas ELISA (Merck) a 570
nm. El espectrometro se calibr6 a absorbancia cero utilizando medio de cultivo sin células. La viabilidad celular
relativa (%) en relacién con el pocillo control, que contiene medio de cultivo celular sin farmaco, se calculé mediante
[A] ensayo / [A] control x 100.

% viabilidad celular = [A] ensayo / [A] control X 100
[A] ensayo = absorbancia de muestra de ensayo; [A] conrol = absorbancia de muestra de control
Resultados: LCso: Concentracion del compuesto en pg/ml (um), letal para el 50% de la poblacion de células

El ensayo de absorcién de tinte rojo (MTT) demostrd la toxicidad de los compuestos frente a células normales
utilizando macréfagos de raton. El ensayo cuantifica las células viables después de 24 horas de incubacion de las
mismas a cinco concentraciones diferentes. Los resultados presentados en la Tabla 3 y la Figura 7 demostraron
una relacion directa y proporcional entre el nimero de células y la concentraciéon.

Los resultados obtenidos en el ensayo MTT eran estadisticamente significativos (p<0,001) y la ecuacién lineal
obtenida nos permitié determinar el indice de toxicidad (LCso), es decir, la concentracién del compuesto en ug/ml
(um) letal para el 50% de la poblacion de células. La Tabla 4 presenta los datos resumidos. Los datos de este
estudio mostrados en la Tabla 4 indicaban claramente que los compuestos 13 y 16 con altos valores LCsp no eran
téxicos para los macréfagos de raton. En cambio, la toxicidad aguda de los compuestos 10-12, 14 y 15 era
comparable a la de la Finasterida.

Tabla 3 % células viables de derivados (10 a 16)

Compuesto % células viables (promedio + EEM)®
0,01 pg/ml 0,5 pg/ml 1,0 ug/ml 2,0 ug/ml 5,0 ug/ml

Finasterida 96,45+0,36 94,20+1,72 93,32+0,59 81,18+0,20 79,14+0,312
(10) 88,22+0,41 87,2140,46 77,40+0,43 77,440,21 73,149+0,13
(11) 88,79+0,19 86,50+0,107 76,74+0,107 76,30£0,46 75,85+0,259
(12) 79,39+0,77 77,46+0,75 73,03+0,36 69,10+0,84 65,26+2,79
(13) 87,71£0,19 84,7440,27 83,61+0,20 83,85+0,28 82,99+0,36
(14) 85,75+0,28 77,69+0,38 76,80+0,23 75,82+0,33 72,82+0,28
(15) 89,80+2,95 81,024+2,83 63,99+0,91 56,88+0,39 55,36+0,19
(16) 80,79+2,30 78,32+0,89 77,04+0,23 77,31£0,37 77,37£0,16

Tabla 4: Toxicidad aguda de los compuestos

S.N° Compuesto LCso (UM)

1. Finasterida 28,2
2. 10 24,0
3. 11 19,5
4. 12 22

5. 13 89,4
6. 14 294
7. 15 22,0
8. 16 89
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Un ensayo de citotoxicidad in vitro utilizando células DU-145 en la evaluacion preliminar de farmacos anticancer nos
permite seleccionar el compuesto mas potente; sin embargo, los agentes citotoxicos con frecuencia presentan una
toxicidad no especifica. No obstante, la capacidad de destruir selectivamente células diana sigue siendo una
propiedad muy deseable para nuevos agentes citotdxicos terapéuticos potenciales. En este estudio hemos
demostrado la aplicabilidad del ensayo de absorcion de tinte rojo (MTT) utilizando macréfagos de ratén (Balb C) para
analizar la toxicidad in vitro de los compuestos recién sintetizados. El ensayo cuantifica las células viables después
de 24 horas de incubacion de las mismas a cinco concentraciones diferentes. La Figura 7 y la Tabla 3 demostraron
una relacion directa y proporcional entre el numero de células y la concentracién. Los datos de este estudio
mostrados en la Tabla 4 indican claramente que los compuestos 13 y 16 con altos valores LCso no eran toxicos para
los macréfagos de raton. La toxicidad aguda de los compuestos 10-12, 14 y 15 era comparable a la de la
Finasterida.

Se han sintetizado nuevos derivados de ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-3p-ol a partir de acetato de
deshidroandrosterona. Los compuestos recién sintetizados se analizaron en cuanto a su actividad antiproliferativa y
su actividad inhibidora de la 5a-reductasa en comparacion con la Finasterida. En el suero de animales tratados con
los compuestos recién sintetizados se detecta una reduccién del nivel de andrégenos. Estos compuestos también
han mostrado una mejor citotoxicidad en comparacién con el farmaco de referencia Finasterida. Por consiguiente,
dichos compuestos pueden resultar Gtiles solo en el tratamiento de los trastornos de préstata dependientes de
andrégenos o, por efecto sinérgico, pueden reducir el tamafio de la préstata debido a su actividad antiproliferativa.

12
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REIVINDICACIONES

Nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-33-ol de féormula general A o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos;

MOH

RCOQ

Formula general A

donde R se selecciona de entre el grupo consistente en arilalquilo, arilo sustituido, arilalquilo sustituido,
fenoximetilo, 4-clorofenoximetilo, 4-nitrofenoximetilo, 4-metilfenoximetilo y 4-aminofenoximetilo.

Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el grupo arilaquilo es bencilo o el arilalquilo
sustituido se selecciona de entre el grupo consistente en 4-clorobencilo, 4-nitrobencilo, 4-metilbencilo y 4-
aminobencilo.

Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el grupo arilo sustituido se selecciona de entre
el grupo consistente en (i) 4-clorofenilo (10); (ii) 4-nitrofenilo (11); (iii) 4-metilfenilo (p-tolilo) (12); (v) 4-
aminofenilo (14); (vi) 4-hidroxifenilo (15); (vii) fenoximetilo (16).

Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la sal farmacéuticamente aceptable se
selecciona de entre el grupo consistente en clorhidratos, sulfatos, fosfatos, acetatos propionatos y sales de
sodio, potasio y calcio de los grupos hidroxilo fendlicos contenidos en los sustratos.

Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque los compuestos representativos de formula A
segun la reivindicacion 1 se seleccionan de entre el grupo consistente en

(i) 4-clorobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3f-ilo (10)
(i) 4-nitrobenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (11)
(iii) 4-metilbenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (12)
(v) 4-aminobenzoato de 11-oximino-5-androsten-3p-ilo (14)
(vi) 4-hidroxibenzoato de 17-oximino-5-androsten-3p-ilo (15)
(vii) fenoxiacetato de 11-oximino-5-androsten-3p-ilo (16)

Compuesto segun la reivindicacion 1 para su uso como inhibidor de la 5-[alfa]-reductasa o en el tratamiento
de trastornos dependientes de andrégenos.

Proceso para la preparacion de nuevos ésteres esteroideos de 17-oximino-5-androsten-3-ol de férmula A
segun la reivindicacién 1, comprendiendo el proceso:

(i) someter a reaccion 17-oximino-5-androsten-33-ol con un &cido organico y diciclohexilcarbodiimida (DCC)
en diclorometano anhidro durante un periodo entre 24 y 48 horas a una temperatura entre 20 y 25°C;

(ii) filtrar la diciclohexilurea (DCU) precipitada, retirar el disolvente del filtrado bajo vacio y cristalizar el
residuo para obtener el producto deseado.

Composicion farmacéutica que comprende: una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun
la reivindicaciéon 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, opcionalmente junto con vehiculos,
excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Compuesto segun la reivindicacion 1 para su uso en terapia.
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10. Compuesto segun la reivindicacion 1 para su uso para aumentar el nivel de testosterona en suero.

11. Compuesto segun la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de la hiperplasia prostéatica benigna.
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