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RESUMEN

Las hormonas son sustancias secretadas por diversos dorganos, y por lo general,
regulan funciones en otros 6rganos diferentes a los que la sintetizan. Tanto en el hombre
como en la mujer, las hormonas sexuales regulan procesos bioldgicos relacionados con el
desarrollo de caracteres sexuales secundarios. Debido a que estas hormonas realizan la
diferenciacion sexual desde la concepcion, la desregulacion de la sintesis y transformacion

de las mismas se encuentra relacionada con diversas patologias propias de cada género.

Desde que se establecid la relacion de los niveles hormonales con diversas
enfermedades, se ha tratado de desarrollar tratamientos mas selectivos, eficaces y con
menos efectos secundarios. Algunas terapias para el tratamiento de enfermedades hormono-
dependientes se basan en derivados esteroidales que mimetizan la accion de las hormonas

naturales.

En este trabajo se presenta los resultados del disefio, sintesis y evaluacion biologica
de diversos derivados basados en diferentes esqueletos esteroidales, como son el androstano
y pregnano. Estos derivados fueron obtenidos con la finalidad de encontrar una relacion
entre la estructura de estas moléculas y su selectividad a diferentes estudios in vivo e in
Vitro que estan asociados a patologias tales como: cancer de prostata, cancer de mama,

endometriosis y cancer de cerebro.

Los resultados encontrados en este trabajo nos ayudan a entender como las diversas
modificaciones realizadas en el esqueleto esteroidal, pueden conferirle selectividad a un
blanco terapéutico especifico. Por otro lado, los datos experimentales obtenidos nos
permiten proponer futuros estudios que nos permitan explicar los posibles mecanismos de

accion para estas moléculas.



1. ANTECEDENTES

1.1. HORMONAS Y ENFERMEDADES RELACIONADAS

Las hormonas son las encargadas de catalizar y controlar diversos procesos
metabolicos en el cuerpo humano. A pesar de sus diversas acciones y diferentes
especificidades, muestran diversas caracteristicas en comtin. Las hormonas no siempre son
estructuras complejas como las proteinas, también incluyen pequefios polipéptidos,

aminoacidos y esteroides.

La accion de estas moléculas en un 6rgano se encuentra regulada por 5 factores:

1) La velocidad con que se sintetiza y se secreta una hormona en la glandula de origen.
2) Sistemas de transporte especifico en el plasma.

3) Transformacion a una forma mas activa.

4) Receptores especificos en células blanco.

5) El mecanismo de degradacion usualmente se realiza en el higado o rifion.

Dado que las hormonas son las encargadas de mantener la homeostasis en diferentes
organos, cuando su sintesis y/o metabolismo se altera, pueden surgir diversas patologias.
Entre estas se encuentran: el acné, seborrea, cidncer de mama, cancer de prostata,
hiperplasia prostatica benigna, cancer de cerebro, entre otras. Debido a esta actividad
hormonal, la primera terapia por eleccion se basa en el uso de moléculas que puedan
competir 0 mimetizar a estas hormonas. Es por ello que los derivados esteroidales han
cobrado un gran interés; ya que son similares en estructura quimica a los metabolitos
hormonales naturales, por lo que se puede predecir en qué etapa del metabolismo se

regulara y por ende, cudles serdn sus principales efectos secundarios.

En base a esto, los derivados esteroidales han sido disefiados y sintetizados para la
obtencion de nuevos farmacos que puedan ser utilizados como tratamientos alternos a los

. . . 1
ya existentes en diversas enfermedades hormono-dependientes.



1.2. CANCER

El cancer es definido como el conjunto de enfermedades donde existe un
crecimiento de células malignas con una proliferacion y division anormal. Este aumento en
la proliferacion celular llega a interferir con la funciéon normal del organismo, provocando
de esta forma, la muerte. De acuerdo con estudios recientes de la OMS, en el 2008, 7.6
millones de personas en el mundo murieron a causa de presentar algin tipo de cancer.”
Dentro de los tipos de cancer mas agresivos y fulminantes encontramos el de prostata,
mama y cerebro. Estos tres tipos de cancer tienen en comun una dependencia hormonal, es
decir, que dentro de los mecanismos de regulacion de la proliferacion celular se depende de

una diana biologica que responde a la presencia de una hormona.
1.2.1. Cancer de prostata

La prostata es un organo que estd constituido por una zona de transicidon, una
central y una periférica. Se encuentra localizada en la pelvis abajo de la vejiga y rodea la
porcioén superior de la uretra. Es susceptible a infecciones, agrandamiento o tumores

benignos o malignos.’

En el caso del cancer de prostata esta bien documentado que la sobreexpresion de
las células que la constituyen es debida a la alta concentracion de DHT. La DHT es
obtenida de forma directa de la conversion de T por la accidon de la enzima So-reductasa
(Figura 1). La DHT es un metabolito que posee una mayor afinidad al receptor de
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androgeno (RA) en comparacion con la testosterona.

5a-reductasa

Y

Testosterona Dihidrotestosterona

Figura 1. Conversion de testosterona a dihidrotestosterona por la accion de la enzima Sa-reductasa.



Una vez que se genera la DHT, ésta se enlaza al dominio de union del RA,
localizado en la regidon carboxi terminal. Esta activacion se atribuye al cambio
conformacional producido por el complejo RA-DHT, exponiendo el dominio de union al
ADN vy la dimerizacion subsecuente del complejo DHT-RA activado. El dominio de unién
para el ADN del homodimero DHT-RA, se caracteriza por secuencias ricas en cisteinas que
forman un complejo de Zn, los cuales se introducen en los surcos mayores de los elementos
de respuesta hormonal, confiriendo estabilidad a la ARN-polimerasa, al ADN y a diversos
factores involucrados en la transcripcion (Figura 2). Basados en este mecanismo de
regulacion, diversos investigadores han relacionado la unién de la DHT al RA al desarrollo
del cancer de prostata, convirtiéndolo en un blanco potencial para el tratamiento de esta

enfermedad.’

Figura 2. Mecanismo de accion de la DHT.®



M¢étodos modernos de la biologia molecular han encontrado e identificado dos tipos
de la enzima 5a-reductasa, denominadas Tipo 1 (5aR1) y Tipo 2 (5aR2). Estas isoformas
difieren en sus propiedades bioquimicas, localizacion y funcion. La Tipo 1 predomina en la
piel y el higado, requiere de concentraciones elevadas de testosterona para saturarse (Km=
3 uM) y funciona de modo catabdlico en los androgenos. La enzima tipo 2 predomina en la
prostata y testiculos, requiere de concentraciones bajas de testosterona para saturarse (Km=
0.53 uM) y funciona de modo anabdlico en la expresion de androgenos. A pesar de su
diferente localizacion, hoy en dia es bien conocido que la inhibicion de ambas enzimas esta
asociada al desarrollo de moléculas con mayor eficacia en el tratamiento del cancer de

prostata.”®

Existen diferentes farmacos en el mercado para inhibir la accion de la enzima 5Sa-
reductasa en ambas isoformas y también para bloquear la union de la DHT al receptor de
andrégenos, sin embargo, con todos los tratamientos existentes y aun con la cirugia, la gran
mayoria de los pacientes presentan cancer de prostata recurrente. En base a esto, y tomando
en cuenta la ruta biosintética para la produccion de testosterona y DHT (Figura 3), en los

ultimos afios un blanco terapéutico que ha cobrado gran interés es la enzima CYP17Al.



CYP21A2 CYP11B1
21-hydroxylase 0’ 1B-hydroxylasa
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deshidroepiandrosterona
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Figura 3. Ruta biosintética de DHT

La enzima CYP17A1 pertenece a la familia del citocromo P450, por lo que su
funcion es hidroxilar la posicion 17 en los pregnanos y rompe el enlace existente entre el C-
17 y C-20 de la estructura esteroidal (17, 20 liasa). Se ha documentado que su inhibicion es
un blanco importante en el tratamiento del cancer de prostata, sobre todo en aquel que es
recurrente después de la cirugia, debido a que bloquea la sintesis de testosterona y la
sintesis de dihidrotestosterona, no solo por la ruta convencional, sino también por la ruta

alterna propuesta por Auchus (Figura 4).”
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Deshidroepiandrosterona Androstendiona

Figura 4. Rutas metabolicas de CYP17A1.°

Hoy en dia, es bien sabido que el principal mecanismo de inhibicién de esta enzima
involucra la formacién de un enlace de la progesterona o pregnenolona con el hierro del
grupo hemo que contiene la enzima CYP17A1, ya que a este sitio activo se le atribuye la

actividad tanto de 17-hidroxilacion asi como de 17,20 liasa.

Dentro del mecanismo de accién de la enzima CYP17A1 tenemos dos posibles
modos de inducir la inhibicién: el primero involucra una unién en la que el inhibidor
desplaza una molécula de agua que se encuentra coordinada al hierro (mecanismo tipo 1) y
se 1identifica por su espectro de UV el cual muestra un maximo de absorbancia
aproximadamente en 390 nm y un minimo alrededor de 430 nm (espectro de UV I, Figura
5). Si el inhibidor se enlaza directamente al hierro este produce un espectro de UV tipo 2
(espectro de UV II, Figura 5), en el que se puede observar un minimo de absorbancia

aproximadamente en 390 nm y un méximo alrededor de 430 nm. "'’

Esta técnica permite conocer qué tan fuerte es la afinidad de estos inhibidores por el

sitio activo de la enzima y nos ayuda a proponer moléculas con mayor actividad inhibitoria.



Figura 5. Mecanismo de accion de la enzima CYP17A1.

1.2.2. Cancer de mama y otras enfermedades hormono-dependientes en la

mujer

Existen dos principales tipos de hormonas femeninas que son secretadas por el
ovario: las foliculares u hormonas estrogénicas y las hormonas progestacionales. En la
mujer las hormonas foliculares preparan la mucosa uterina para la accion de las hormonas
progestacionales. Los cambios en el utero incluyen el crecimiento del endometrio, el
incremento de tamafio de otras glandulas que dependen del tero y ademas el incremento de

la vascularidad.

El estradiol es una de las hormonas estrogénicas de mayor importancia, este se
enlaza especificamente a su receptor y desencadena una via de sefalizacion para el

cumplimiento de diversas funciones bioldgicas en la mujer. Sin embargo, cuando su


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/39/P450cycle.svg

sintesis se encuentra desregulada puede inducir un incremento en la proliferacion celular y

ocasionar diversas patologias en la mujer.

Entre las hormonas progestacionales encontramos a la progesterona, la cual se
encuentra principalmente en el cuerpo luteo. Esta hormona aparece después de la ovulacion
y causa el desarrollo del endometrio, preparando al utero para la recepcion del embrion y

para su nutricion (Figura 6), ademas estimula el crecimiento de las glandulas mamarias.

Figura 6. Rol de los estrogenos y progesterona en el ciclo menstrual '’

En el cancer de mama; el mecanismo de proliferacion celular, invasion y metastasis
es aun desconocido. Dada la amplia atencion que las OMS ha dado a este padecimiento, la
mortalidad causada por el cancer de mama en el mundo ha disminuido en un 25 %, gracias
al desarrollo de estrategias que han ayudado al diagnostico temprano asi como a su
tratamiento.' Desde que se demostrd que este tipo de cancer tiene una relacion directa con
los niveles de estrogenos y progesterona, se han tratado de desarrollar diversos andlogos
esteroideos; sin embargo, la poca selectividad y alta toxicidad de estos analogos sintéticos

.. ,. 1
han limitado su uso en la clinica.'



Al igual que el cancer de prostata, el cancer de mama se encuentra regulada por una
enzima perteneciente a la familia del citocromo P450 y cuyo sitio activo también esta
formado por un grupo hemo. Actualmente, el farmaco que recientemente fue aprobado por
la FDA para el tratamiento del cancer de prostata recurrente es la abiraterona (Figura 10),
este farmaco se encuentra en estudios clinicos para el tratamiento del cancer de mama ya
que también inhibe a la enzima CYP19 cuya funcién consiste en aromatizar el anillo A de
la androstanediona (Figura 7), ademds de que esta enzima se encuentra directamente
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asociada al cancer de mama.

CYP19A1
aromatasa
androstanediona estrona
HSD17B3 HSD17B1

CYP19A1

aromatasa

HO
testosterona estradiol

Figura 7 .Ruta biosintética de los estrogenos.

Es bien sabido que no solo el cancer de mama es dependiente de hormonas; existen
otras patologias como son la endometriosis, el cdncer de endometrio, el ovario poliquistico
etc.; las cuales se han relacionado con la progesterona y su receptor. La forma en que el RP
regula tanto las funciones bioldgicas como el desarrollo de patologias es la misma que para
todos los receptores hormonales y que ha sido anteriormente descrita para el receptor de

andrégenos.




1.2.3 Cancer de cerebro

El cerebro es el centro del sistema nervioso en todos los vertebrados y la mayoria de
los invertebrados. Se encuentra localizado en la cabeza y es considerado el 6érgano mas
complejo del cuerpo humano. Fisiologicamente, la funcidn del cerebro consiste en controlar
otros organos del cuerpo mediante la secrecion de diversas sustancias quimicas entre ellas
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las hormonas.

Una enfermedad que algunas personas pueden desarrollar es el cancer de cerebro.
Existen cuatro fases a considerase en la carcinogénesis, de éstas, la mas importante es la
fase III (glioblastoma maligno) que es la mas agresiva e invasiva. Los glioblastomas
malignos son tumores cerebrales altamente agresivos derivados de los astrocitos. Los
astrocitos son las células gliales predominantes en el sistema nervioso central y juegan un
importante rol en la regulacion de diferentes respuestas inmunologicas. El cancer de glia es
una enfermedad que afecta principalmente a adultos de entre 30 y 50 afos. El tratamiento
de los glioblastomas incluye la cirugia, radiacion y quimioterapia y por lo general, la
expectativa de vida del pacientes es de unos cuantos mese una vez que es diagnosticada

esta enfermedad.'®

En los ultimos afios se ha establecido una relacion de este padecimiento con los
diferentes tipos de hormonas que se encuentran en el cerebro. Estudios recientes sugieren
que este tipo de cancer es dependiente de progesterona, que como ya se menciond, es una
hormona que se encuentra principalmente en los ovarios (cuerpo luteo y foliculos),
testiculos, glandulas adrenales y placenta. También se sabe que por la accidon de la enzima
Sa-reductasa, la progesterona es convertida a Sa-progesterona (Figura 8), que tiene una
mayor afinidad al receptor de progesterona; estos receptores se encuentran en los astrocitos

y podrian atribuirseles la proliferaciéon descontrolada de estas células.'”
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Sa-reductasa

Progesterona 5a-progesterona

Figura 8. Conversion de Progesterona a Sa-progesterona por la accion de la enzima Sa-reductasa

Diversas investigaciones sugieren que también esta es una enfermedad que responde
a la presencia de estradiol, que al unirse a su receptor (presente en los astrocitos)
desencadena una via de sefalizacion que afecta al ciclo celular de las células gliales y por
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lo tanto tenemos una proliferacion anormal.

A pesar de los avances en la biologia molecular para tratar de encontrar posibles
blancos terapéuticos para el tratamiento de esta enfermedad que es fulminante, se tiene
escasa informacion que nos pueda permitir un disefio racional de farmacos para su

tratamiento.

1.3 El rol de la inflamacion en el cancer

En los ultimos afios se ha establecido una relacion entre diferentes tipos de cancer y
un posible efecto inflamatorio que los pueden desencadenar. Muchos estudios han
demostrado que la enzima COX tiene dos isoformas: COX-1 y COX-2. COX-1 esta
asociada a la vascularizacion, reabsorcion de agua, acidez gastrica, flujo renal sanguineo y
agregacion plaquetaria. Por otro lado, COX-2 esta principalmente involucrada en los
procesos de inflamacion y ovulacion. Se ha demostrado que la enzima COX-2 se encuentra
asociada directamente al desarrollo de diversos canceres y enfermedades

cardiovasculares. '’

Técnicas modernas de la biologia molecular han permitido identificar y estudiar
otros factores de transcripcion que regulan los procesos inflamatorios como: NF-kB,

STAT3, HIF-1a, IL-1, IL-6 lipooxigenasas, entre otros. Hoy en dia es sabido que estos
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factores de transcripcion pueden regular la expresion de algunas citosinas inflamatorias,
moléculas de adhesion, COX-2, 6xido nitrico sintetasa y factores angiogénicos (Figura 9).
Todas estas expresiones se han relacionado con el desarrollo de diversos tumores
cancerosos, por lo que su regulacion podria ser un posible blanco terapéutico para el

tratamiento de diversos tipos de cancer.?

. TN . .21
Figura 9. Factores de trascripcion involucrados en el proceso inflamatorio
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2. PROPUESTA

Basados en los blancos terapéuticos descritos anteriormente, diversos grupos de
investigacion se han dado a la tarea de desarrollar nuevas moléculas que puedan ser
aplicadas en los padecimientos anteriormente mencionados. La estructura quimica de
algunos de estos farmacos esta basadas en el esqueleto esteroidal, debido a su propiedades

que como estructura privilegiada les confiere (solubilidad, selectividad, etc).?

Dado a que la enzima S5a-reductasa no ha podido ser cristalizada, no existe
suficiente informacion sobre el sitio activo en donde se realiza la conversion de T a DHT.
En nuestro grupo de investigacion se ha realizado una extensa investigacion con la
finalidad de proponer aquellos requerimientos estructurales que deben de tomarse en cuenta
para desarrollar farmacos mas activos que los actualmente existentes en el mercado, que
son la finasterida (F) y dutasterida (Figura 10). Los requerimientos estructurales

encontrados son:
1) Un grupo con alta densidad electronica.

2) Un grupo susceptible a un ataque nucleofilico llevado a cabo por los grupos funcionales

que no participan en el enlace peptidico de los aminoacidos de la enzima (SH, OH, NH,).

3) Un éster que aumente el caracter lipofilico de la molécula y asi facilite la penetracion de

la molécula por la membrana celular o bien que facilite el metabolismo en modelos in vivo.®

Por otro lado, desde que se descubrio que la enzima CYP17A1 es un blanco
terapéutico importante en el tratamiento del cancer de prostata y la abiraterona fue
desarrollada para inhibir la acciéon de esta enzima (Figura 10), diversos grupos de
investigacion han propuesto los requerimientos estructurales necesarios para la inhibicion

de esta enzima, los cuales son:
1) Un heterociclo en la posicion 17.
2) Un doble enlace en la posicion 16.

3) Un hidroxilo en la posicién 3 de la estructura esteroidal.”
13
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finasterida

ketoconazol abiraterona

Figura 10. Moléculas con actividad en el tratamiento de diversos tipos de cancer.

Basados en los requerimientos estructurales anteriormente mencionados, se platean

las siguientes propuestas a desarrollar en este proyecto de investigacion:

e La primera propuesta consistio en sintetizar y evaluar compuestos que contienen un
heterociclo en C-17, un grupo susceptible a un ataque nucleofilico en C-16 y
diversos ésteres en C-3. Estos compuestos se propusieron con la finalidad de que

inhibieran tanto a la enzima Sa-reductasa o a la enzima CYP17A1 (Figuras 11-14).

e La segunda propuesta fue disefiar, sintetizar y caracterizar nuevas moléculas
basadas en diversos esqueletos esteroidales que puedan unirse al receptor de

androgenos o al receptor de progesterona.
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Figura 11. Ruta general de sintesis de los derivados de la dihidroepiandrosterona

e Una tercera propuesta consistio en diseiar hibridos basados en el esqueleto de
pregnano que contengan un grupo antinflamatorio en la posicion C-3 de la
estructura esteroidal (Figura 12). Esto con la finalidad de poder mejorar la actividad
citotoxica de la molécula 13 (la cual ya ha sido reportada previamente),”* y realizar
un estudio del efecto en la actividad biolodgica de un antinflamatorio unido

covalentemente a la estructura esteroidal .
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Figura 12. Ruta sintética para la obtencion de los hibridos esteroidales con antiinflamatorios en C-3
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Una cuarta propuesta consistio en la sintesis de derivados que contengan una
funcion carbamato en C-17, ya que es bien sabido que este tipo de funcion

aumentan el tiempo de vida media de las moléculas sintetizadas y con esto se

mejoraria la actividad biolégica (Figura 13).%

0]
o\

Cloranilo, Ac. Acético
Tolueno, reflujo 5h

o}

Dimetilsulfuro de cobre| 17
THF, N,
Agitacion 48 h

F<©ch0

R= a)H
b) F

c) Cl

d) Br

e)l

Figura 13. Ruta sintética para la obtencion de los derivados de progesterona con carbamatos en C-17

Como una quinta propuesta, se sintetizaron derivados de androsterona con una

lactona en el anillo D, un carbonilo o epdxido en el anillo B y un hidroxilo en C-5.
(Figura 14).%
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Figura 14. Ruta sintética para la obtencion de los derivados de 17-Oxo0-13(17)a-oxa-D-homoandrostano
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Disedar y sintetizar moléculas con base en una estructura esteroidal para estudiar su
actividad biologica en modelos in vivo e in vitro que son representativos de diversas
enfermedades hormono-dependientes como son: cancer de prostata, cancer de mama,

cancer de cerebro u otras patologias dependientes de hormonas.

3.2 Objetivos especificos

» Disenar y sintetizar molécula usando como base el nticleo esteroidal del androstano,
pregnenolona y progesterona a los que se les adicione diferentes grupos funcionales
como ésteres (alifatico, aliciclicos, aromatico o antinflamatorio) en la posicion C-3,
o carbamatos (aromaticos) en C-17.

» Disenar y sintetizar moléculas derivadas del androstano que contengan un
heterociclo en C-17.

» Disenar y sintetizar derivados que contengan un carbonilo en C-5 y un hidroxilo en
C-3 ya sea en la estructura del androstano o pregnano.

» Diseiar y sintetizar derivados de la progesterona introduciendo una doble ligadura
en C-5y C-6.

» Disenar y sintetizar derivados del androstano que con una lactona en el anillo D.

» Evaluar la actividad biolédgica de los intermediarios y de los productos finales en los
siguientes modelos in vitro: inhibicion de la enzima Sa-redustasa (tipo 1 y tipo 2),
afinidad por el receptor androgénico, afinidad por el receptor de progesterona,
inhibicion de la enzima CYP17A1, efecto sobre la proliferacion en lineas celulares
de cancer de prostata, cancer de mama y cancer de cerebro.
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» Evaluar la actividad bioldgica de los intermediarios y de los productos finales en los
siguientes modelos in vivo: efecto de los compuestos sobre el diametro de la
mancha pigmentada en hamster, el peso de la prostata, de las vesiculas seminales;
efecto sobre el ciclo reproductivo, sobre el utero, endometrio, glandulas mamarias

de la rata. De igual forma el estudio sobre el edema de oreja del raton.

» Estudiar la posible relacion de la estructura de los compuestos sintetizados, asi
como de algunos de sus parametros fisicoquimicos (LogP, efectos electronicos,
efectos estéricos) en relacion a su actividad biologica tanto in vivo como in vitro en

diferentes modelos biologicos.

» Analizar los resultados obtenidos para predecir su potencial aplicacién en

enfermedades hormono-dependientes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PARTE QUIMICA

4.1.1 Sintesis de ésteres en la posicion C-3

La sintesis de los €steres en posicion C-3 del esqueleto esteroidal se realizdé usando
el correspondiente alcohol, DCC y DAMP en cloroformo. Como paso inicial de reaccion
tenemos la desprotonacién del 4cido carboxilico correspondiente por el nitrogeno sp’ de la
DMAP. En un paso subsecuente el ion carboxilato realiza un ataque nucleofilico sobre el
carbono sp de la DCC. Una vez formado el intermediario acido-DCC, el alcohol del
derivado esteroidal ataca al carbonilo del acido, y se desplaza diciclohexilurea,
obteniéndose el correspondiente éster (Figura 15). La relacion molar empleada para cada
derivado dependié de la naturaleza del 4cido y se encuentra reportada en la seccion de
desarrollo experimental de esta tesis. Los rendimientos de esta reaccion dependen de la

solubilidad y naturaleza del 4cido utilizado.

Figura 15. Mecanismo de la reaccion de esterificacion.

En el espectro de infrarrojo de los estrés ya no se observa la banda
aproximadamente en 3340 cm™ que corresponde al grupo funcional hidroxilo, pero se
observa la presencia de una banda caracteristica que corresponde a un grupo carbonilo de
éster alrededor de 1730 cm™ (puede variar dependiendo del derivado). En el espectro de
RMN 'H se observo la aparicion de las sefiales propias para cada derivado de éster:

alifatico, aliciclico o aromatico (Capitulo 5). En RMN"C se observaron las sefiales
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correspondientes a los derivados de éster ya sea alifaticos, aliciclicos o aromaticos, ademas
de que aparece una sefial aproximadamente a 170.0 ppm que corresponde al carbonilo de
éster. El conjunto de esta informacidon espectroscopica confirma la obtencion de los

compuestos deseados.
4.1.2 Sintesis de los derivados con un formilo en C-16 y un cloro en C-17

Para obtener los derivados 3a-3j y 7 se emple6 una reaccion de formilacion, usando
el correspondiente éster (2a-2j y 6), POCl;, DMF y cloroformo. El primer paso consiste en
la formacion de la sal de iminio. Una vez que esta sal es formada en un paso subsecuente,
tenemos la reaccion se realiza entre el carbonilo en C-17 y el oxicloruro de fosforo.
Posteriormente la sal de iminio ataca al intermediario formado entre el esteroide y el
oxicloruro de fésforo. Posteriormente se elimina el oxicloruro de fosforo seguida por el

ataque del agua para obtener el producto deseado (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo propuesto para la reaccion de formilacion
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Los rendimientos de esta reaccion van del 59 al 68%. En esta reaccion también se
obtiene un producto secundario que corresponde a un derivado similar al compuesto
esperado pero sin el formilo en el C-16 de la estructura esteroidal. El espectro de UV
muestra una banda a 257 nm’ caracteristica de carbonilos o,p no saturados la cual nos
confirma la presencia del grupo formilo conjugado a una doble ligadura. En el espectro de
RMN'H tenemos una sefial simple a 9.9 ppm que integra para un proton correspondiente
del grupo formilo en C-16. En RMN"C se obseva a 136.0 ppm el desplazamiento
caracteristico para un carbono cuaternario (C-16) que estd unido a un grupo formilo, a
161.0 ppm aparece la sefal para el carbono cuaternario unido a un dtomo de cloro (C-17) y

a 187.7 ppm la senal caracteristica del carbono del formilo.

4.1.3 Sintesis de los derivados con un heterociclo en C-17 y un formilo en C-16 (4a-4j,

5a-5j y 8a-8c¢)

Para la sintesis de los derivados 4a-4j, 5a-5j y 8a-8c se utiliz6 como material de
partida los compuestos 3a-3j y 7. Estas moléculas fueron tratadas con el correspondiente
heterociclo y K,CO3; en DMF. El mecanismo propuesto para esta reaccion consiste en la
desprotonacion del heterociclo por la base. Como paso subsecuente el anidon realiza un
ataque nucleofilico sobre el C-17 del esqueleto esteroidal y desplaza el ion cloruro, para
obtener asi el compuesto deseado (Figura 17). Los rendimientos de esta reaccion van del 79
al 95 %.
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Figura 17. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion de los derivados 4a-4j, Sa-5j y 8a-8c
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En los espectros de UV, estos compuestos (4a-4j, S5a-5j y 8a-8c) presentan bandas
entre 240-260 nm™. En RMN'H se observan las sefiales caracteristicas de los protones
aromaticos, en el caso de los derivados de triazol (4a-4j y 8a) se observan a 8.1 y 8.4 ppm
dos senales que integraron para un proton cada una. Los derivados de imidazol (5a-5j y 8b)
muestran tres sefiales a 7.1, 7.2 y 7.6 ppm; y en el caso del derivado de bencimidazol se
obtuvieron cuatro sefiales. En RMN'C los derivados de triazol presentan sefiales con
desplazamientos aproximadamente a 153.0 y 156.0 ppm, estos son desplazamientos
caracteristicos de los carbonos que constituyen al triazol. En el caso de los derivados de
imidazol se observa la aparicion de tres sefiales a 119.0 ppm, 135.0 y 138.0 ppm. Todos

estos datos espectroscopicos corroboran la formacion de los compuestos deseados.

4.1.4 Sintesis de los derivados esteroidales que contiene un epé6xido en C-5 (10 y 23a-

23d)

Para la sintesis de los derivados 10, 23a-23d se utiliz6 como material de partida los
derivados 9 'y 22a-22d. Estos derivados fueron tratados con 4acido meta-
cloroperoxibenzoico en cloroformo. El primer paso de esta reaccion se realiza por la cara
alfa de la estructura esteroidal debido a que la cara beta se encuentra impedida
estéricamente por el metilo angular en C-10 y el sustituyente en C-3, lo que favorece la

formacion del epoxido alfa como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Mecanismo de reaccion propuesto para laepoxidacion en C-5
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Los rendimientos de esta reaccion van del 90 al 98 %. En RMN'H se observa la
aparicion de una sefial doble que integra para un protéon con un desplazamiento a 2.9 ppm,
esta seflal es caracteristica de protones que tienen como grupo base un epdxido. En
RMN'*C aparecen las sefiales a 65.3 y 63.2 ppm de los carbonos de un doble enlace en C-5

y C-6, confirmando asi la obtencion del epoxi derivado.

4.1.5 Sintesis de los derivados esteroidales que contiene un carbonilo en C-6 y un

hidroxilo en C-5 (11 y 21a-21d)

Para la sintesis de los derivados 11 y 24a-24d se utiliz6 la reaccion de oxidacion.
Como material de partida se empleo los derivados 10 y 23a-23d, los cuales fueron tratados
con una solucion acuosa de CrOs. En el mecanismo de reaccion, el agua abre el epoxido, y
posteriormente el acido créomico ataca al alcohol secundario formando el éster cromato.
Finalmente otra molécula de agua toma el protén en C-5 y se lleva a cabo la oxidacion

obteniendo el compuesto deseado (Figura 19). Los rendimientos de esta reaccion van del 85

al 95%.
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Figura 19. Mecanismo propuesto para la oxidacion.

En el espectro de infrarrojo se observo una sefial intensa a 3500 cm™, la cual es una
sefial caracteristica del grupo hidroxilo. En RMN'H se observa la sefial a 2.9 ppm. En el
espectro de RMN'’C desaparecieron las sefiales a 65.3 y 63.2 ppm correspondientes al
epoxido y se observo una sefial a 80.0 que confirma la presencia de un carbono unido a un
grupo hidroxilo en C-5. Por otro lado también se observa una sefal a 212.0 ppm

caracteristica de un carbono de un grupo carbonilo en C-6.
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4.1.6 Sintesis de 3p-Acetoxi-4,16-pregnadien-6,20-diona (12)

El derivado esteroidal 12 (Figura 12) se obtuvo a partir del derivado 11 tratandolo
con SOCl, y piridina en cloroformo. Como primer paso de reaccion el alcohol en C-5 ataca
nucleofilicamente al azufre del cloruro de tionilo. Posteriormente la piridina desprotona al
carbono C-4 y desplaza al clorosulfito en C-5 (Figura 20). El rendimiento de esta reaccion

fue de 92 %.

Figura 20. Mecanismo propuesto para la deshidratacion del alcohol en C-5

En el espectro de UV, el compuesto 12 mostr6 una banda a 235 nm
correspondiente a un carbonilo o, no saturado. En el espectro de infrarrojo ya no aparece a
3350 cm™ la sefial caracteristica del grupo hidroxilo en C-5. En RMN'H aparece una seiial
simple a 6.0 ppm (H-4), desplazamiento caracteristico de protones vinilicos. En RMN'*C se
tiene dos sefiales a 129.0 (C-4) y 147.2 (C-5) ppm indicativas de la presencia de un doble

nlace que se genera por la reaccion de deshidratacion estas posiciones.

4.1.7 Sintesis de 3p-Hidroxi-4,16-pregnadien-6,20-diona (13)

El derivado esteroidal 13 (Figura 12, pagina 14) se obtuvo usando como materia
prima el derivado 12 y una solucién acuosa de hidroxido de sodio al 2 %. El mecanismo
propuesto para esta reaccion (Figura 21) sugiere un ataque nucleofilico sobre el carbonilo
del éster por el grupo hidroxilo y el desplazamiento del grupo alcohol como producto. El

rendimiento obtenido para esta reaccion fue del 70 %.
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Figura 21. Mecanismo propuesto para la hidrolisis del éster en C-3

En el espectro de infrarrojo para el compuesto 13 se observd una sefal intensa a
3375 ecm’, la cual es caracteristica de la presencia de un grupo hidroxilo. La RMN'H
permitié confirmar la obtencion del producto y la principal caracteristica observada fue la
ausencia de la sefial simple en 2.3 ppm que integra para tres protones asignable al metilo
del acetoxi en C-3.Por otro lado en el espectro de RMN'"C se observa una sefial a 67.1 ppm

para un hidroximetino.
4.1.8 Sintesis de 17a-Acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (16)

El compuesto 16 se sintetizé utilizando como materia prima al compuesto 17a-
Acetoxiprogesterona (15) cloranilo, acido acético glacial y tolueno (Figura 22). En medio
acido el carbonilo del cloranilo es protonado, posteriormente el carbonilo del esteroide en
C-3 se enoliza y el hidruro en C-7 reacciona con el cloranilo protonado, por tautomeria se
forma el sistema conjugado A*°®. Finalmente el oxigeno del grupo carbonilo es
desprotonado para obtener asi el derivado deseado (Figura 22). El rendimiento de esta

reaccion fue de 97%.
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Figura 22. Mecanismo propuesto para la oxidacion en C-6
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En el espectro de UV del compuesto 16 se observa una banda a 283 nm, la cual es
caracteristica de una dienona. En el espectro de RMN'H se observa una sefial simple
centrada en 5.7 ppm (H-4) que integr6 para un protén, a 6.1 ppm (H-6) un doble de doble
con J1=10 y J,= 1.2 Hz, a 6.2 ppm (H-7) una doble de dobles con J1=9.6 y J,= 2 Hz, a 6.2
ppm, estos datos confirman la formacion de una doble ligadura en las posiciones C-6 y C-7.
En el espectro de RMN"C se observan sefiales con desplazamientos caracteristicos para los
carbonos de dobles enlaces conjugados a 123.9 (C-4), 128.3 (C-6) y 140.0 (C-7) ppm. Las

evidencias descritas previamente permitieron confirmar la estructura del compuesto 16.
4.1.9 Sintesis de 17a-Hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (17)

El derivado esteroidal 17 (Figura 13, pagina 17) fue preparado a partir del
compuesto 16 mediante una reaccion de hidrdlisis en medio basico. El mecanismo

propuesto para esta reaccion es el mismo que el reportado anteriormente en la Figura 21.

El rendimiento de esta reaccion fue del 75%. El espectro de infrarrojo mostré una
sefial en 3406 cm™ caracteristica de la presencia de un grupo hidroxilo. El espectro de
RMN'H presentd la ausencia del singulete centrado a 2.1 ppm que integrd para tres
protones asignable al grupo acetoxi en C-3. En el espectro de RMN"C se observa la
ausencia de la sefial en 170.6 ppm asignable al carbono del carbonilo del éster y la
aparicion a la sefial a 89.5 ppm caracteristica a un carbono unido a un hidroxilo secundario

permitidé confirmar la obtencion del compuesto 17.

4.1.10 Sintesis de los derivados 18a-18¢e con una funcion de carbamato aromatico en

C-17

Los derivados 18a-18e (Figura 13, pagina 17) fueron preparados a partir del
derivado 17, utilizando el correspondiente isocianato y dimetilsulfuro de cobre en THF.
Aunque aun no se tiene certeza del posible mecanismo de reaccidon para la formacion de
carbamatos, de acuerdo a lo reportado por Hazzard,”™ se considera la formacién de un
complejo disolvente-alcohol-dimetilsulfuro de cobre (I), seguido de un estado de transicion
entre el complejo I y el isocianato (II) para posteriormente formar el carbamato

correspondiente (Figura 23).
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Figura 23. Mecanismo propuesto para la sintesis de carbamatos

Los rendimientos de esta reaccion van del 49 al 75%. En el espectro de infrarrojo se
observo una banda a 3260 cm™ caracteristica de la vibracion N-H. Ademés en el espectro
de RMN'H se observan sefiales para protones aromaticos entre 7 y 8 ppm, una sefial simple
a 10.5 ppm asignable a un protéon unido al nitrégeno del carbamato. La presencia del grupo
fenilo también fue corroborada en el espectro RMN' C en donde se observaron sefiales con

desplazamientos caracteristicos para carbonos sp> aromaticos.
4.1.11 Sintesis de los derivados 3p-RCOO-50,6B-dibromo-androstan-17-ona (20a-20d)

Los compuestos 20a-20d fueron sintetizados a partir de los derivados 19a-19e los
cuales se disolvieron en diclorometano y se les adicion6 una soluciéon de Br, en CCly. En el
mecanismo propuesto el bromo molecular es atacado nucleofilicamente por la doble
ligadura en C-5, generando un ion bromonio ciclico, el cual es atacado por el bromuro y

obteniéndose asi el compuesto deseado (Figura 24).
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Figura 24. Mecanismo propuesto para la bromacion de la doble ligadura en C-5 y C-6

Los rendimientos obtenidos para estos derivados fueron del 67-69%. En el espectro
de RMN'H se observo a 4.8 ppm una sefial asignable a C-6, que integro para un proton,
este desplazamiento es caracteristico para los protones unidos a un carbono que contiene un
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atomo de Br. En el espectro de RMN'"’C se observaron dos sefiales, en 55.3 ppm (C-6) y
87.9 ppm (C-5). Estos desplazamientos son caracteristicos de carbonos que se encuentran

unidos a atomos de bromo.

4.1.12 Sintesis de los derivados 3B-RCOQO-5a,6B-dibromo-D-homo-13(17)a-oxa-
androstan-17-ona (21a-21d)

Para la sintesis de los compuestos 21a-21d se emplearon como material de partida
los derivados 19a-19d los cuales fueron disueltos en una mezcla de diclorometano/metanol
y se adicion6 MMPP (reaccion de Baeyer y Villiger). En el mecanismo propuesto, el primer
paso de reaccion involucra un ataque nucleofilico sobre el carbono 17 del esteroide.
Posteriormente migra el enlace C-13/C-17 de la estructura esteroidal para obtener asi el

compuesto deseado (Figura 25). Los rendimientos para esta reaccion van del 87-93%.
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Figura 25. Mecanismo propuesto para la expansion del anillo D del esqueleto del androstano

En el espectro de infrarrojo aparece una banda a 1770 cm™, la cual es indicativa de
la vibracién del carbonilo de éster. En el espectro de RMN'"’C se observa una sefial a 173

ppm, esta sefial corresponde al carbonilo de éster (lactona).

4.1.13 Sintesis de los derivados 3p-RCOOQO-D-homo-13(17)a-oxa-5-androsten-17-ona
(22a-22d)

Los derivados 22a-22d (Figura 14) fueron preparados a partir de los compuestos
21a-21d, los cuales fueron tratados con Nal en THF. El mecanismo propuesto de esta

reaccion es el siguiente: el i6n yoduro ataca al bromo por la cara alfa de la estructura
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esteroidal y mediante una eliminacién, se forma la ligadura en C-5/C-6 (Figura 26). Los

rendimientos obtenidos para esta reaccion van del 89-93%.

B + NaBr
™ Brl
Br)
Na I

Figura 26. Mecanismo propuesto para la regeneracion de la doble ligadura en C-5

En el espectro de RMN'H aparece una sefial doble de doble a 5.3 ppm que integra
para un protén. Por otro lado, en el espectro de RMN'*C se tiene dos sefiales, una a 121.0
(C-6) y otra a 139.0 ppm (C-5), estas sefales corresponden a carbonos de dobles enlaces.
Con estos datos espectroscopicos se confirma la presencia de la doble ligadura en C-5 y C-

6.

La sintesis y caracterizacion espectroscopica de los derivados 2a-2j, 3a-3j, 6, 7, 8c,
10, 11, 12, 13, 16, 17, 19a-19d, 20a-20d, 21a-21d y 22a-22d ha sido previamente
reportada, sin embargo, en este trabajo se reportan algunas modificaciones a la parte

. g L 27,29-31
experimental que permitié incrementar los rendimientos. 7293

4.2 PARTE BIOLOGICA
4.2.1 Estudios in vitro
4.2.1.1 Inhibicion de la enzima Sa-reductasa tipo 1y 2

En este trabajo se realizaron estudios de la accion inhibitoria de la enzima 5a-R1
con todos los compuestos sintetizados siguiendo el protocolo reportado en la seccion de
desarrollo experimental. Se encontré que los compuestos 2f-2j, 3f-3j y 5a-5j (Figura 11,
pagina 16) inhibieron a la enzima 5Sa-reductasa tipo 1 (Figura 27). Los derivados que
mostraron mayor capacidad inhibitoria fueron los derivados 2f-2j y 3f-3j (Figura 27), de
acuerdo a los resultados encontrados, la presencia de un éster aromatico con grupos
electroatractores en posicion para del anillo aroméatico ayuda a mejorar la capacidad
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inhibitoria de estas moléculas ya que los derivados con ésteres aliciclicos no presentaron

actividad sobre la enzima 5a-R1.

Por otro lado, una vez que se cambio el &tomo de cloro por el heterociclo en el C-
17, solo los derivados de imidazol (5a-5j) mostraron inhibir a la enzima 5a-R1. Sin
embargo, con la presencia del heterociclo, no se logré mejorar la actividad mostrada por
sus precursores (3f-3j), lo cual nos indica que la estructura tridimensional de esta isoforma
de la enzima no acepta la presencia de heterociclos con hibridacion sp” en el C-17 de la

estructura esferoidal.
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Figura 27. Resultados de la inhibicion de los compuestos sintetizados sobre la enzima 5a-R1.

De acuerdo a la correlacion de la actividad bioldgica con el efecto electronico de los
derivados 3f-3j, se encontrd que la actividad exhibida por estos compuestos muestra una
tendencia a disminuir conforme decrece la electronegatividad de los halégenos. En base a
esta observacion, se tratd de establecer una correlacion entre el inverso de la actividad
inhibitoria de la enzima 5a-R1 con el parametro de Hammet (c)** (Figura 28), el cual es un
descriptor usado para correlacionar la naturaleza del sustituyente en la posicion para del
benzoato y su efecto en la actividad bioldgica. Se encontré para un coeficiente de
correlaciéon (R?) de 0.9259, de lo que podemos inferir que para los derivados del androstano

con un formilo en C-16 (3f y 3g) y un cloro en C-17, los derivados de acido benzoico que
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tienen un valor de ¢ de cero o cercano a cero, son los que poseen una ICsy parecida a la

mostrada por la finasterida (firmaco comercial).

3f-3j (5a-R1) 0.006 - 5a-5e (50-R1)

0.005 - +

y=-1.525x+ 1.5309
R? =0.9259 0.004 7 M
: y = -D.0008x + 0.0092
0.003 1 R?=09101
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Figura 28. Relacion de parametros fisicoquimicos entre los compuestos sintetizados con el 6 y
Log P.

Por otro lado, aunque los derivados 5a-5e, no mostraron mejores valores de ICsy que
la finasterida en la inhibicion de la enzima 50-R1, se decidid correlacionar esta actividad
con el descriptor Log P, el cual es un parametro usado para correlacionar la lipofilia de la
molécula con su actividad bioldgica. En la Figura 28 se observa que conforme aumenta la
lipofilia de la molécula (incrementa el nimero de carbonos en el anillo ciclico alifatico),
disminuye su actividad inhibitoria. Esta correlacion no fue observada con los derivados de

imidazol con un éster aromatico en C-3 (5h-5j).

La enzima 50-R2 es expresada principalmente en la prostata y tejidos periféricos, su
inhibicidén es importante para el tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna, y varios
tipos de canceres (mama, cerebro, etc). En este trabajo se encontrd que los derivados 3a y
3d mostraron mejor actividad inhibitoria de la enzima 5a-R2 (obtenida de la prostata del
hamster) en relacion a la finasterida (Figura 29). Aparentemente el arreglo espacial de los
esteres ciclicos alifaticos en C-3 influye en la actividad inhibitora de estos compuestos

sobre la enzima 50-R2.
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Figura 29. Resultados de la inhibicion de los compuestos sintetizados sobre la enzima Sa-R2.

De los compuestos 22a-22e (Figura 14) se realizaron los estudios in vitro sobre la
inhibicién de la enzima Sa-R obtenida de la préstata de humano. Los resultados indican que
los compuestos 22a, 22b, 22¢, 22d y 22e inhiben a la enzima Sa-reductasa con una ICsy de
1.2+0.45 nM, 1.240.1 nM, 0.028+0.003 nM, 0.069+0.005 nM y 110+23.6 nM
respectivamente. El testigo positivo utilizado fue el farmaco comercial finasterida
mostrando una ICsy de 0.19+£0.025 nM. Aunque los compuestos sintetizados no mostraron
un valor de ICsy menor que la finasterida, los valores obtenidos son significativos para
enfocarnos a futuras modificaciones en la estructura esteroidal para mejorar su actividad
bioldgica sobre la inhibicion de la enzima Sa-reductasa. Se planteo modificar el anillo B del
esteroide de acuerdo a lo descrito en la quinta propuesta. Estas modificaciones (compuestos
23a-23d y 24a-24d) fueron realizadas en este proyecto de investigacion, sin embargo estos

compuestos no fueron activos debido a su escasa solubilidad.
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4.2.1.2 Estudios sobre afinidad del receptor de androgenos y progesterona

Los receptores de androgeno (RA) y progesterona (RP) son miembros de la
superfamilia de receptores hormonales nucleares de los factores de transcripcion. Se ha
documentado que su desregulacion desempefia un papel crucial en el desarrollo de diversas
enfermedades hormonodependienes debido a que los genes regulados por estos dos
receptores son los responsables de la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion tanto de

las células sanas asi como de las cancerigenas.™

Mientras el RA se ha asociado al desarrollo de enfermedades hormono-dependienes
en el hombre como es el caso de la hiperplasia prostatica benigna y el cancer de prostata; el
RP ha sido relacionado con el desarrollo de cancer de seno, endometrio y ovarios en la

mujer.

Es bien sabido que el RA promueve la diferenciacion de células epiteliales y regula
la transcripcion de genes que promueven la sintesis de proteinas necesarias para mantener
el funcionamiento de la prostata. Sin embargo, su rol en el desarrollo y progreso del cancer
de prostata no es aun del todo claro. Dada la importancia de su funcioén, se ha tratado de

desarrollar terapias mas efectivas para su regulacion.”*

Por otro lado el RP tiene 3 isoformas: RP-A, RP-B y RP-C; se ha comprobado que
unicamente las isoformas A y B pueden enlazar al ligando, sin embargo la isoforma C
regula a la transactivacion de la isoforma B en el Utero o potencia las otras isoformas en el

seno.35

En este trabajo se decidi6 evaluar como inhibidores de los receptores de
progesterona, a los compuestos sintetizados debido a su semejanza estructural con los
sustratos que naturalmente enlazan a estos tipos de receptores. Estos experimentos se
realizaron con la finalidad de encontrar moléculas que mostraran selectividad a cualquiera
de estos dos receptores y que nos pudiera ayudar a explicar el posible mecanismo de accion

en otros experimentos realizados en este proyecto.

En los ensayos realizados se encontrd que ninguno de los compuestos sintetizados

mostr6 afinidad por el receptor de androgenos. Sin embargo, los compuestos 1 y 2f (Figura
35



11, péagina 15) presentaron afinidad por el receptor de progesterona (0.29% y 182%
respectivamente). En base a estos resultados podemos inferir que una simple modificacion
en C-3 como lo es un éster aromatico puede incrementar la afinidad del esqueleto esteroidal
del androstano por el RP, sin embargo, a medida que se va cambiando el sustituyente (F,
Cl, Br, I) estos pierden su actividad. El compuesto 2f puede ser un buen candidato para
futuras modificaciones, con el objetivo de mejorar esta afinidad y asi poder tener una

molécula con mayor actividad hacia este receptor.

4.2.1.3 Estudios sobre la linea celular PC-3

La diferenciacion, crecimiento y mantenimiento de la glandula prostatica es
regulada por diversas hormonas esteroidales, las mas comunes son los androgenos. En los
compartimentos epiteliales, los androgenos estimulan la proliferacion, inhiben la muerte
celular y promueven la actividad secretora. Las células cancerosas de prostata que son
obtenidas del epitelio, se encuentran reguladas por andrégenos y pueden servir como objeto

de estudio para canceres de prostata androgeno dependientes.*

La linea celular PC-3 fue usada por primera vez en el afio de 1979. Esta es una linea
proveniente de células cancerosas de prostata que no responden a andrégenos por lo que se
conoce como una linea celular andrégeno-independiente. Se sabe que son células
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tumorogénicas y se pueden emigrar a otros 6rganos.

Dado que la linea celular PC-3 es independiente de andrdgenos y que algunos
compuestos sintetizados en este trabajo no inhibieron a la enzima Soa-reductasa ni se
unieron al receptor de androgenos, se realizo la determinacion del porcentaje de inhibicion

del crecimiento celular en esta linea celular.

Los compuestos que mostraron una actividad considerable fueron aquellos que
contenian un grupo de triazol en la posicion 17 y un éster aromatico con grupos
electroatractores en el C-3 de la estructura esteroidal. También mostraron una actividad
considerable los compuestos 4a, 4g y 8a (Figura 30), los cuales tiene esteres aliciclicos en

C-3 (Figura 30). La inhibicién del crecimiento de esta linea celular por la accidén de
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compuestos similares a los sintetizados en este trabajo (heterociclos en C-17) ya ha sido
repostada previamente por Njar.”® Dado que linea celular PC-3 no responde a androgenos,
muy probablemente estos compuestos se encuentren afectando al ciclo celular, por lo que

futuros estudios para determinar su mecanismo de accion podrian ser considerados.

Figura 30. Evaluacion de los compuestos en la linea celular PC-3.

Por otro lado, el compuesto hibrido 14b (Figura 12) que contiene ibuprofeno en C-3
redujo la proliferacion de la linea celular PC-3. Anteriormente, ha sido reportado que
algunos antinflamatorios como es el caso del sulindaco, meloxicam e ibuprofeno, lograron
disminuir el avance del cancer de la prostata en algunos pacientes.”® De acuerdo a los
resultados obtenidos, de todos los hibridos preparados, solo el derivado 14b podria ser

sujeto a estudios mas especificos.

De igual forma el derivado 18a, con una funciéon carbamato en C-17, disminuyo el
crecimiento celular en comparacion con el ketoconazol, el cual es un firmaco que a pesar
de sus grandes efectos secundarios aun se sigue usando para tratar a pacientes con cancer

de prostata recurrente (Figura 30).
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4.2.1.4 Estudios sobre el efecto de los derivados heterociclicos 8a, 8b y 8c sobre la

actividad de la enzima CYP17A

Estudio de la afinidad de los compuestos 8a, 8b y 8c hacia el grupo hemo de la
enzima CYP17A1.

Debido a que los compuestos 8a y 8b (Figura 11, pagina 15) han inhibido el
crecimiento de lineas celulares de cancer de prostata (Figura 30), fue conveniente buscar un
posible mecanismo de accion que pudiera explicar su actividad. Aunque no se sabe
exactamente si la linea celular PC-3 se encuentra regulada por la enzima CYPI17Al,
investigaciones han revelado que podria existir una correlacion. Por otro lado, Njar y
colaboradores han encontrado que moléculas con similitud estructural a las sintetizadas en
este trabajo, han presentado actividad en la inhibicion de la enzima CYP17A1.° Con base a
lo anterior, se decidi6 estudiar la afinidad del estas moléculas por el hierro del grupo hemo,
utilizando la proteina pura aislada de la bacteria E. coli. Se encontré que la moléculas 8b y
8c presentan un espectro de UV tipo 2 que indica que estos compuestos se enlazan
directamente al hierro del grupo hemo. Asi mismo, el derivado esteroidal con un
heterociclo de imidazol en la posiciéon C-17 mostrd el valor mas bajo de Kd (262 nM), sin
embargo no es comparable con aquel mostrado por la abiraterona que fue de 100 nM. Por
otro lado, el derivado 8a presentd un espectro de UV tipo 1 lo cual indica que se une al
hierro del grupo hemo mediante el desplazamiento de agua como paso previo a la unién

(Figura 31).
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Figura 31. Valoraciones de los compuestos 8a, 8b y 8¢ con desplazamientos en el UV-visible

En un estudio tedrico previo realizado en nuestro laboratorio se encontré que el
LUMO de la estructura molecular se encuentra en el heterociclo ubicado en C-17.*’ Se ha
documentado que la union mas favorecida mediante un mecanismo tipo 2 al hierro del
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grupo hemo de la enzima CYP17A1 es aquella en la que el compuesto actué como un mejor
grupo = aceptor,”” por lo que en este en este trabajo y dado que el LUMO se encuentra en el
heterociclo, ningun de los compuestos sintetizados (8b u 8c¢) mostraron una mejor actividad
que la abiraterona ya que los valores de LUMO de los compuestos 8b y 8¢ calculados por

métodos computacionales, no son similares al encontrado para este farmaco (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de HOMO y LUMO para los sustratos de CYP17A1
Compuesto  Mecanismo de union Kd HOMO (eV) LUMO (eV)

Abiraterona Tipo 2 100 nM -8.96 -0.25
Progesterona Tipo 1 700 nM -10.07 -0.04
8a Tipo 1 36.21 uMm -9.52 -0.77
8b Tipo 2 260.2 nM -9.34 -0.77
8c Tipo 2 473.0 nM -8.98 -0.75

Sin embargo, en el caso del compuesto 8a que mostré un mecanismo de union tipo
1, semejante al encontrado para progesterona, la cual es el sustrato biologico de la enzima
CYP17A1, no se puede aplicar el mismo concepto debido a que no se tiene reportes de que
tipo de ligando se trata y no se sabe si el LUMO de la molécula puede influir en la afinidad

hacia el sitio activo de la enzima CYP17A1.

Determinacion de la 1Csq de los compuestos 8a, 8b y 8c en la enzima CYP17.

Para los estudios de determinacion de la ICsy se uso la fraccidon microsomal
obtenida de un cultivo de E. coli; se decidio utilizar esta fraccion debido a que es lo mas

parecido a las condiciones existentes en el cuerpo humano.

Se encontr6 que la ICsy para la abiraterona y los compuestos 8a, 8b y 8¢ fue de
100£5.7 nM, 1000+8.3 nM, 200+0.057 nM y 1000£10.4 nM respectivamente, estos valores
fueron obtenidos a partir de las graficas mostradas en la Figura 32. Ninguno de los
compuestos sintetizados mostré6 un mejor valor de ICsy que la abiraterona, sin embargo
estos experimentos ayudan a explicar el posible mecanismo de accion de estos compuestos.
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En base a lo reportado por Scott'® y debido a que es necesario un grupo que pueda formar
un puente de hidrégeno en C-3, la baja actividad con respecto a la abiraterona podria ser
atribuida a la presencia del grupo acetoxi en C-3. Como un futuro estudio se podria plantear
la presencia de un hidroxilo libre en C-3 conservando el grupo formilo en C-16 conjugado
con el heterociclo aromatico en C-17 ya que estos compuestos no han sido previamente

estudiados y no se conoce el efecto del formilo en C-16 en la actividad sobre esta enzima.

Figura 32. Graficas del Log de las concentraciones contra el porcentaje de la actividad maxima encontrada
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4.2.1.5 Cancer de cerebro (linea celular U373)

Como ya se habia mencionado anteriormente, el cancer de glioblastoma es una
enfermedad muy agresiva y dado a su tardia deteccion y escasa informacioén sobre los
mecanismos de regulacion del sistema nervioso central, escasos tratamientos han sido

desarrollados contra esta enfermedad.

La linea celular U373 es una linea celular de cancer grado III y se ha demostrado su
relacion directa con diversas hormonas esteroideas. En recientes estudios clinicos se ha
encontrado una correlacion entre expresiones elevadas de la enzima COX con
glioblastomas mas agresivos y la disminucion de la vida del paciente. La enzima oxido
nitrico sintetasa es otro mediador inflamatorio que estimula la proliferacion celular, pero su
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regulacion en el crecimiento de estas células aun permanece incierto.

En el modelo de la linea celular U373, los compuestos hibridos con antinflamatorios

14a-14e (Figura 33) fueron evaluados.

El compuesto 14¢ no mostré6 ninguna actividad sobre el crecimiento celular a
ninguna concentracion. Los derivados 14a, 14b, 14d y 14e disminuyeron la proliferacion
racion celular a una concentracion de 10 uM (Figura 33). Solo el derivado 14e (sulindaco
en C-3) podria ser candidato a futuros estudios debido a que a una concentracion de 10 uM
no permitid el crecimiento celular durante los 6 dias de experimento con relacion al grupo

control (que no contenia ningun tratamiento).
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Figura 33. Gréaficas de la evaluacion de los compuestos 14a-14e en la linea celular de cancer de glia U373.

De igual forma se evaluaron las mezclas (no enlace covalente) con el derivado
esteroidal 13 y los cinco diferentes antinflamatorios usados para sintetizar los hibridos
(Figura 12, pagina 16), y también se avaluaron estos compuestos por separado. Ninguno de
estos mostrd inhibicion de la proliferacion de la linea celular U373 con respecto al grupo

control que no contenia ningin compuesto.

En base a los resultados obtenidos en este modelo in vitro, se puede inferir que el
enlace covalente entre el antinflamatorio y la estructura esteroidal le confiere mayor

actividad en la disminucion de la proliferacion celular de la linea U373 que las mezclas
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(esteroide+antinflamatorio) y que el esteroide o los antinflamatorios evaluados por

separados.

4.2.1.6 Inhibicion de la proliferacion celular de la linea MCF-7

Con la finalidad de estudiar la actividad biologica de los compuestos sintetizados en
y posible aplicacion en el tratamiento del cancer de mama, se decidié determinar el efecto
de los compuestos sobre la inhibicion de la linea celular MCF-7. Se ha demostrado que esta
linea celular expresa altos niveles de receptor de estrogeno y responde a estimulos
mitogénicos y antimitogénicos de estrégenos y antiestrogenos por lo que provee un
excelente modelo para el estudio de la regulaciéon hormonal de los receptores de estrogenos
en el cancer de mama y el estudio de posibles antiestrogenos. Ademas de este receptor,
también se sabe que expresa, aunque a bajas concentraciones, receptores de progesterona y

las enzimas 5a-reductasa y CYP19, ***

En la Figura 34 podemos observar que el compuesto que mostro mayor porcentaje
de inhibicion de la proliferacion celular fue el compuesto 4a (triazol en C-17, formilo en
C-16 y un éster de ciclopropilo en C-3); seguido del compuesto 4e (éster cicloheptilico en
C-3). Ambos compuestos tiene en comun un triazol en C-17, y como ya se ha mencionado
anteriormente la presencia de heterociclos en esta posicion le confiere a la molécula una
cierta selectividad para inhibir a las enzimas pertenecientes a la familia del citocromo P450,
por lo que se podria pensar que su actividad se debe a la inhibicion de la enzima CYP19 la
cual se encarga de la sintesis de estrégenos. Aunado a este efecto y dado que ninguna de
estas moléculas se uni6 al receptor de progesterona, se podria pensar en la union de 4a y 4e

al receptor de estrogenos.

Dado que los derivados 22d y 22e inhibieron la proliferacion de la linea celular
MCF-7, podriamos sugerir que el mecanismo de accion de estos compuestos es via
inhibicién de la enzima 50-R2, ya que estos compuestos también mostraron actividad

inhibitoria hacia esta enzima.
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Debido a que 4a, 4e, 22d y 22e tienen como estructura esteroidal base al
androstano, esto nos lleva a pensar que este esqueleto esteroidal podria ser la base para el

disefio de futuras moléculas con mayor actividad para el tratamiento del cancer de seno.

Figura 34. Efecto de los compuestos sintetizados en la proliferacion de la linea celular MCF-7.
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4.2.2 Estudios in vivo
4.2.2.1 Estudios in vivo sobre hamster (HPB y cancer de prostata)

En trabajos anteriores se ha reportado que en el cancer de prostata avanzado la
enzima 50-R1 se expresa en mayor medida que la 5a-R2. Como ya se menciond
anteriormente ambas enzimas se localizan en diferentes tejidos y organos en el cuerpo

44
humano.

Los organos flancos del hamster son dos manchas pigmentadas formadas por un
complejo policebasico, localizado en la superficie dorsal de su piel. En las hembras el
diametro de esta mancha es de aproximadamente 2 mm y en los machos es de § mm. Y se
ha demostrado que cuando los hamsteres machos son castrados, estas disminuyen su
tamafio siendo casi igual en diametro que las de las hembras. Ademads, cuando se inyecta
diariamente testosterona o dihidrotestosterona recuperan su tamafio normal por lo que

existe una dependecia de la enzima 50-R, y la presencia del RA en este tejido. *°

Dado que algunos de los compuestos sintetizados en este trabajo inhibieron a la
enzima 50-R1 en el modelo in vitro, decidimos evaluar este efecto en un modelo in vivo

(Figura 35).

Figura 35. Efecto de los compuestos sobre el diametro de la mancha pigmentada
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De acuerdo a los resultados de los estudios in vivo, los compuestos que
disminuyeron el didmetro de la mancha pigmentada en comparacion con finasterida fueron
los compuestos 4a, 4b, 4¢ y 4d (Figura 36). En cuanto a los derivados con sustituyentes
aromaticos, ninguno de ellos disminuy¢ el tamafo del 6rgano flanco. Aparentemente, en el
modelo in vivo, los derivados aromaticos pierden la actividad que muestran en los estudios
in vitro. Sin embargo, los derivados de triazol y ésteres aliciclicos parecen ser mas
favorecidos por el metabolismo, aunque también no se descarta otro posible mecanismo de

accion relacionado con la enzima CYP17A1.

Se ha documentado que en la prdstata se encuentra una alta concentracion de la
enzima 5a-R2. Unicamente los compuestos 5d y 8b (imidazol en C-17 y un éster alifatico
en C-3) produjeron una disminucién del peso de la prostata del hamster mejor o igual que la

inducida por la finasterida (Figura 36).

Figura 36. Efecto de los compuestos sobre el peso de la prostata
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En los estudios in vitro sobre la inhibicion de la enzima So-reductasa tipo 2 se
encontro6 que los derivados 3a-3e inhibieron a esta enzima con una ICsy menor que la
encontrada para la finasterida. Sin embargo, estos compuestos no indujeron una
disminucion del peso de la prostata en los estudios in vivo, por lo que su actividad se ve
afectada por el metabolismo en los animales. Por otro lado, los derivados de imidazol en C-
17 5d y 8b fueron los que mostraron disminuir el peso de la prostata. Sobre la base de que
los derivados de imidazol inhiben a la enzima CYP17Al y que derivados similares
reportados por Njar” han presentado selectividad hacia esta enzima, podemos decir que
probablemente el efecto in vivo de estos compuestos sobre el peso de la prostata pueda
deberse a la inhibicion de esta enzima ya que estos derivados no mostraron inhibir a la

enzima 50-R2 en los modelos in vitro pero si a la enzima CYP17A1.

Al igual que la prostata, las vesiculas seminales expresan principalmente 5a-R2;
ninguno de los compuestos sintetizados mostré una mayor disminucion del peso de las

vesiculas seminales que la finasterida (Figura 37).

Figura 37. Efecto de los compuestos sobre el peso de las vesiculas seminales
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4.2.2.2 Estudio in vivo sobre raton (ciclo reproductivo, ciancer de mama,

endometriosis, anticonceptivos)

El cuerpo luteo es una glandula enddcrina de secrecion interna en el ovario adulto y
tiene funciones tales como desarrollo del utero, gestacion y lactacion. La progesterona es
considerada como la hormona lutea y las funciones anteriormente mencionadas son
atribuidas a su presencia y metabolismo. Particularmente actia en el tracto reproductivo
para permitir la implantacion del embrion en el endometrio y proveer el ambiente maternal

4
durante el proceso de embarazo. *°

Como ya se menciond anteriormente, tanto las células de los ovarios, utero,
endometrio y senos son dependientes de progesterona. Dado que el compuesto 2f mostrd
afinidad por el receptor de progesterona, se decidié estudiar su actividad in vivo sobre las

el atero de raton, cuerpo luteo, endometrio y glandulas mamarias.

En cuanto al ciclo de ovulacion del raton, se observd que los compuestos 6 y 2f
(Figura 11, pagina 15) reducen el volumen de cuerpo lateo con valores de 7.3 £0.95 y
6.3+1.2 respectivamente en comparacion con el grupo control cuyo valor fue de 10.3%1.9,
por lo que se puede inferir que estos compuestos inhiben significativamente la ovulacion

del ratén a una dosis de 0.22 mg/Kg.

En cuanto a la histologia del utero de ratén se encontré que el esteroide 6 (3pB-
acetoxiepiandrosterona) reduce el didmetro del utero y del lumén mientras que el derivado
2f (epiandrosterona con un benzoato en C-3) produjo el efecto contrario con respecto al
grupo control. En base a estos resultados se puede deducir que mientras 6 se desempefia

como un antagonista, 2f se comporta como un agonista del RP(Figura 39).
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Figura 39. Efecto de los compuestos sobre la histologia del ttero de ratén

En cuanto a la accion sobre las glandulas mamarias, nuevamente observamos un
efecto antagonista para el compuesto 6, ya que reduce marcadamente la proliferacion
celular epitelial ductal y alveolar. En contraste, 2f induce una proliferacion de las mismas

células (Figura 40).

Figura 40. Efecto de los compuestos sobre la histologia de las glandulas mamarias
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Debido a que en todos los tejidos analizados (ttero de raton, cuerpo luteo,
endometrio y glandulas mamarias) el compuesto 2f mostré una actividad bioldgica
considerable con respecto al grupo control (sin tratamiento) y que en los estudios in vitro
se unid al receptor de progesterona con alta afinidad, podemos inferir que su efecto en el
modelo in vivo se atribuye a la union con receptor de progesterona ya que no mostrd inhibir
a la enzima 50-R2. Sin embargo, este compuesto inhibié a la enzima 5a-R1, pero su

funcién de esta isoforma en estos tejidos atin no es clara.

4.2.2.3 Estudio preliminar del efecto inflamatorio de los derivados 14a-14e sobre el

edema de la oreja de raton.

Desde que se estableci6é una relacion entre la aspirina y el casi nulo desarrollo de
cancer, la prevencion del cancer entrd a una nueva era en la que se pretende correlacionar
directamente el uso de antinflamatorios no esteroideos con la prevencion del desarrollo de

cancer.

En treinta estudios epidemiologicos en los que participaron cerca de 1 millon de
sujetos que tomaron constantemente antinflamatorios no esteroideos se establecid el
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fenémeno de quimioprevencion.

Desafortunadamente la estructura quimica de estos antinflamatorios y la poca
selectividad han limitado su uso, por lo que en este trabajo de investigacion se decidid
preparar hibridos con una unidad de antinflamatorio y una estructura esteroidal, con la
finalidad de que las células cancerosas reconocieran al esteroide y que el fragmento

antinflamatorio le proporcionaré a la molécula mayor actividad.

En el caso de las lineas celulares PC-3, se encontr6 que el hibrido con ibuprofeno
14b disminuye considerablemente la proliferacion celular en comparacion con el
ketoconazol (Figura 30). Con la finalidad de tener un resultado preliminar que nos
permitiera pensar en estudios futuros, se decidié determinar si estas moléculas seguian

conservando su actividad antinflamatoria
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El estudio preliminar antinflamatorio de los derivados esteroidales 14a-14e fue
determinado en el edema de oreja de raton. Se escogid este modelo debido a que el acetato
de tetradecanoil forbol (TPA) produce una irritacion en la oreja del raton. Dicha irritacion
origina una respuesta inflamatoria que consiste en eritrema, edema o infiltracion de
leucocitos y se liberan mediadores inflamatorios de tipo eicosanoide por lo que las
sustancias inhibidoras de la biosintesis del &cido araquiddnico y leucotrienos pueden ser

evaluadas mediante esta técnica.

El testigo usado como referencia en este experimento fue indometacina. Se
encontro que los derivados que presentaron una disminucion en el edema de la oreja de
raton con respecto a la indometacina fueron los compuestos 14b y 14e (Figura 41). Estos
resultados concuerdan con lo observado en las lineas celulares de cancer de cerebro, en el
cual el derivado de ibuprofeno (compuesto 14b) y el derivado de sulindaco (compuesto
14e) son los que mostraron una mejor actividad antiproliferativa a altas concentraciones

(Figura 30).

Figura 41. Efecto antinflamatorio de los compuestos 14a-14e en el edema de oreja de raton.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 PARTE QUIMICA

En la Figuras 11-14 se muestra la secuencia de reacciones empleadas para la obtencion de
los diferentes compuestos utilizados en este estudio. Los puntos de fusion de los compuestos se
determinaron en un aparato Fisher-Jones y no estan corregidos. La pureza de los productos y el
avance de la reaccion se siguio por cromatografia en capa fina (CCF), empleando cromatoplacas
de gel de silice (60F,s4, Merck), un sistema de elucion de n-hexano-acetato de etilo y utilizando
como revelador una soluciéon de CoCl, al 1% en H,SO4 2N. Algunos productos fueron
purificados por cromatografia en columna (CC), utilizando como fase adsorbente silice 60
(Merck) o Florisil y una mezcla de elucion adecuada para cada caso. Los equipos utilizados en la
caracterizacion espectroscopica fueron los siguientes: para la Espectrofotometria de Absorcion
de Infrarrojo (IR) un equipo Perkin Elmer 549B, utilizando técnica de pastilla den KBr, y para la
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN'H) y de carbono
(RMN"C) se emplearon los equipos Varian, Gemini 200 y VRX-300,, utilizando CDCl; como
disolvente: los desplazamientos quimicos (0) estan dados en ppp referidos al tetrametilsilano
(TMS). En el caso de los antinflamatorios, finasterida y ketoconazol fueron aislados y
purificados de los farmacos disponibles comercialmente. En la Tabla 2 se resume el método de
extraccion, purificacion y puntos de fusion que nos permiten comparar el farmaco obtenido con

lo reportado en la literatura.*’

Tabla 2. Extraccion y purificacion de los farmacos utilizados

Compuesto  Método de extraccion/disolvente Método de purificacion Punto de fusién

Finasterida Soxhlet/ cloroformo Cromatografia en columna 252-254 °C
Ketoconazol Soxhlet/acetona Cromatografia en columna 146-147 °C
Naproxeno Precipitacion acida Recristalizacion AcOEt 152-154 °C
Ketoprofeno Shoxhlet/acetona Cromatografia en columna 92-95 °C

Indometacina Maceracion/acetona Cromatografia en columna 160-163 °C
Sulindaco Maceracién/acetona Cromatografia en columna 182-185 °C
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Sintesis de ésteres. A una solucion de la epiandrosterona (1) (1 g, 3
mmol), DCC (2.147 g, 10.41 mmol) y DMAP (0.848 g, 6.94 mmol) en cloroformo (20 mL) fue
adicionado el correspondiente acido (14 mmol). La mezcla resultante fue agitada a temperatura
ambiente durante 2 h. Después de este tiempo, hexano (15 mL) fue adicionado y la diciclohexil
urea precipitada fue filtrada. La fase orgénica fue lavada tres veces con una solucion de HCI al
10 %, una solucion saturada de bicarbonato de sodio y agua. La fase organica se secO y se

concentro a presion reducida. El compuesto fue recistalizado de metanol.

3B-Ciclopropanoiloxi-androst-5-en-17-ona (2a). Rendimiento: 93 %. Pf 199-201 °C. IR cm™: 2935,
1736, 1712, 1176. "H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3),
5.4 (1H, dd, J)= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). “C-RMN (CDCl;) §: 13.2 (C-18), 19.0 (C-19), 73.3 (C-
3), 121.4 (C-6), 139.7 (C-5), 173.9 (carbonilo de éster), 220.7 (grupo ceto). EM-FAB m/z para
C23H30; 457 [M+H]™.

3B-Ciclobutiloxi-androst-5-en-17-ona (2b). Rendimiento: 99 %. Pf 179-181°C. IR cm™: 2942,
1735, 1720, 1170. "H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3),
5.4 (1H, dd, J,= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). “C-RMN (CDCl;) §: 12.5 (C-18), 19.3 (C-19), 72.3 (C-
3), 120.7 (C-6), 139.0 (C-5), 173.9 (carbonilo de éster), 219.9 (grupo ceto). EM-FAB m/z para
C24H3405371 [M+H]".

3B-Ciclopentanoiloxi-androst-5-en-17-ona (2¢). Rendimiento: 97 %. Pf 176-178 °C. IR em™: 2945,
1735, 1723, 1178. "H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3),
5.4 (1H, dd, J,= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). C-RMN (CDCls) &: 12.9 (C-18), 19.7 (C-19), 72.6 (C-
3), 121.1 (C-6), 139.3 (C-5), 175.6 (carbonilo de éster), 220.4 (grupo ceto). EM-FAB m/z para
C2sH360; 385 [M+H]™.

3pB-Ciclohexonoiloxi-androst-5-en-17-ona (2d). Rendimiento: 96 %. Pf 156-158 °C. IR em’™: 2935,
1736, 1712, 1176. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3),
5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). BC-RMN (CDCl) §: 12.5 (C-18), 19.3 (C-19), 72.3 (C-
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3), 120.7 (C-6), 139.0 (C-5), 173.9 (carbonilo de éster), 219.9 (grupo ceto). EM-FAB m/z para
Ca6H3503 399 [M+H]".

3B-Cicloheptanoiloxi-androst-5-en-17-ona (2e¢). Rendimiento: 99 %. Pf 161-166 °C. IR em™: 2928,
1725, 1736, 1169. "H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3),
5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). *C-RMN (CDCl;) &: 12.9 (C-18), 19.6 (C-19), 72.6 (C-
3), 121.0 (C-6), 139.3 (C-5), 176.0 (carbonilo de éster), 220.8 (grupo ceto). EM-FAB m/z para
CyeH3505413 [M+H]".

3B-Benzoiloxi-androst-5-en-17-ona (2f). Rendimiento: 86 %. Pf 261-262 °C. UV (nm): 227. IR
em™: 2948, 1735, 1711, 1272. "TH-RMN (CDCl;) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.9
(1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.4 (2H, dd, J, = 7.8 y J,=7.6 Hz, H-3" y
H-5"), 7.5 (1H, dd, J, = 7.4 y J, = 6.8 Hz, H-4"), 8.0 (2H, d, J= 7.6 Hz, H-2" y H-6"). "C-RMN
(CDCI3) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 74.2 (C-3), 121.9 (C-6), 128.2 (C-3" y C-5"), 129.5 (C-2" y
C-6"), 130.7 (C-1"), 132.7 (C-4") 139.8 (C-5), 165.9 (carbonilo de éster), 221.0 (C-17). EM-FAB
m/z para CsH3,05 393 [M+H]".

3B-p-Fluorobenzoiloxi-androst-5-en-17-ona (2g). Rendimiento: 90%. Pf211-112 °C. UV (nm): 229.
IR em™: 2927, 1622, 1568. '"H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.9 (1H,
m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,=4 Hz y J,=2 Hz, H-6), 7.1 (2H, ddt, J;= 8.8 Hz, J,= 8.4 Hz, J;= 2.8 Hz,
H-3" y H-5"), 8.0 (2H, dd, J;= 9.0 Hz, Jo= 5.2 Hz, H-2" y H-6"). *C-RMN (CDCl;) &: 13.9 (C-
18), 19.7 (C-19), 74.8 (C-3), 115.8 (C-3" y C-57), 122.4 (C-6), 127.3 (C-1"), 132.4 (C-2" y C-6"),
140.1 (C-5), 165.3 (C-4"), 167.2 (carbonilo de éster), 221.3 (C-17). EM-FAB m/z para
Ca6H31FO5 411 [M+H]™.

3B-p-Clorobenzoiloxi-androst-5-en-17-ona (2h). Rendimiento: 89 %. Pf 234-235 °C. UV (nm): 238.
IR cm™: 2947, 1739, 1719, 1270. "H-RMN (CDCl;) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8
(1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.4 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2" y H-6"), 7.9
(2H, d, J= 8.4 Hz, H-3" y H-5"). *C-RMN (CDCl;) &: 13.5 (C-18), 19.3 (C-19), 74.4 (C-3),
121.9 (C-6), 128.4 (C-3" y C-57), 128.9 (C-17), 130.7 (C-2" y C-6"), 138.9 (C-4"), 139.5 (C-5),
164.9 (carbonilo de éster), 221.0 (C-17). EM-FAB m/z para C,sH3;C105427 [M+H]".
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3B-p-Bromobenzoiloxi-androst-5-en-17-ona (2i).Rendimiento: 97 %. Pf 227-228 °C. UV (nm): 241.
IR ecm™: 2947, 1731, 1713, 1269. "H-RMN (CDCl;) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8
(1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.6 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2" y H-6"), 7.9
(2H, d, J= 8.8 Hz, H-3" y H-5"). BC-RMN (CDCL) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 74.6 (C-3),
122.1 (C-6), 127.8 (C-4"), 129.6 (C-17), 131.1 (C-2" y C-6"), 131.6 (C-3" y C-5"), 139.8(C-5),
165.2 (carbonilo de éster), 220.9 (C-17). EM-FAB m/z para CH3,105 471 [M+H]".

3B-Propanoiloxi-androst-5-en-17-ona (19a). Rendimiento: 80%. Pf 150-153 °C. IR em™: 2954,
1739. "TH-RMN (CDCl;) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.2 (3H, t), 2.3 (2H, q), 4.6 (1H,
m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). *C-RMN (CDCL) §: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19),
73.5 (C-3), 121.8 (C-6), 139.9 (C-5), 173.9 (carbonilo de éster), 221.0 (C-17). EM-FAB m/z
para C5,H3,03 345 [M+H]".

3B-Butanoiloxi-androst-5-en-17-ona (19b). Rendimiento: 79 %. Pf 160-162 °C. IR em™: 2965,
1742, 1730. "H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, t), 1.1 (3H, s, H-19), 1.7 (2H, m),
2.3 (2H, t), 4.9 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). "C-RMN (CDCL) &: 13.5
(C-18), 19.4 (C-19), 73.4 (C-3), 121.8 (C-6), 139.9 (C-5), 173.1 (carbonilo de éster), 221.0 (C-
17). EM-FAB m/z para C»3H340; 359 [M+H]".

3B-Pentanoiloxi-androst-5-en-17-ona (19¢). Rendimiento: 76 %. Pf 101-106 °C. IR cm™: 2946,
1735, 1725. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, q),
1.6 (2H, m), 2.3 (2H, t), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). *C-RMN
(CDCl) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.2 (C-3), 122.0 (C-6), 139.7 (C-5), 173.3 (carbonilo de
éster), 221.0 (C-17). EM-FAB m/z para Co4H3603 373 [M+H]".

3B-Hexanoiloxi-androst-5-en-17-ona (19d). Rendimiento: 73 %. Pf 72-74 °C. IR em™: 2953, 1736.
"H-RMN (CDCl;) 8: 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.5 (2H, m),
1.5 (2H, m),2.3 (2H, t), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). "C-RMN
(CDCls) &: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.3 (C-3), 121.8 (C-6), 138.9 (C-5), 173.2 (carbonilo de
éster), 220.1 (C-17). EM-FAB m/z para C»sH3305 387 [M+H]".
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3-RCOO-16-formil-17-cloroandrosta-5,16-dien. @A  un
matraz de fondo redondo (sumergido en hielo) que contenia dimetilformamida (43 mmol) se fue
adicionado gota a gota oxicloruro de fosforo (36 mmol) seguido de una solucion en cloroformo
del correspondiente éster (I mmol). La reacciéon se calentdé a ebullicion durante 5 h bajo
atmosfera de nitrogeno. Una vez terminado el tiempo de reaccion, se adiciond una solucion
saturada de bicarbonato de sodio (100 mL). La fase organica fue extraida con cloroformo y
lavada con agua, secada y concentrada a presion reducida. El compuesto fue purificado por

cromatografia en columna usando gel de silice y una mezcla de hexano-acetato de etilo.

3B—Ciclopropanoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3a). Rendimiento: 66 %. Pf 124-126
°C. UV (nm): 257. IR em™: 2928, 1717, 1674, 1589, 1269. '"H-RMN (CDCl;) &: 1.0 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 9.9 (formilo).
BC-RMN (CDCL) 8: 13.2 (C-18), 15.0 (C-19), 73.6 (C-3), 121.8 (C-6), 136.5 (C-16), 140.1 (C-
5), 162.3 (C-17), 174.3 (carbonilo de éster), 188.1 (formilo). EM-FAB m/z para C,4H3,C10;5 403
[M+H]".

3B—Ciclobutanoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3b). Rendimiento: 65%. Pf 152-154
°C. UV (nm): 257. IR em™: 2941, 1719, 1671, 1586, 1173. H-RMN (CDCl;) &: 1.0 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 9.9 (formilo).
BC-RMN (CDCL) 8: 14.6 (C-18), 17.9 (C-19), 72.9 (C-3), 121.4 (C-6), 136.1 (C-16), 139.7 (C-
5), 161.9 (C-17), 174.6 (carbonilo de éster), 187.7 (formilo). EM-FAB m/z para C,5sH33CI1O; 417
[M+H]".

3B—Ciclopentanoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3¢).Rendimiento: 63%. Pf 180-182.
UV (nm): 258. IR em™: 2927, 1728, 1708, 1667, 1590, 1158. "H-RMN (CDCl;) &: 1.0 (3H, s,
H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 10.0
(formilo). *C-RMN (CDCl3) &: 14.6 (C-18), 18.9 (C-19), 72.9 (C-3), 121.4 (C-6), 136.1 (C-16),
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139.8 (C-5), 161.9 (C-17), 175.8 (carbonilo de éster), 187.7 (formilo). EM-FAB m/z para
Ca6H35Cl0O; 431 [M+H]".

3B—Ciclohexanoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3d).Rendimiento: 63%. Pf 166-168.
UV (nm): 258. IR em™: 2927, 1727, 1668, 1592, 1169. "H-RMN (CDCl3) 8: 1.0 (3H, s, H-18),
1.1 3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 10.0 (formilo). *C-
RMN (CDCl;) 6: 14.6 (C-18), 18.9 (C-19), 72.7 (C-3), 121.4 (C-6), 136.1 (C-16), 139.8 (C-5),
161.9 (C-17), 175.2 (carbonilo de éster), 187.7 (formilo). EM-FAB m/z para C,;H3;ClO;
445[M+H]".

3B—Cicloheptanoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3e). Rendimiento: 68%. Pf 215-217
°C. UV (nm): 257. IR em™: 2946, 1719, 1671, 1585, 1184. '"H-RMN (CDCl;) &: 1.0 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 9.9 (formilo).
BC-RMN (CDCL) 8: 15.0 (C-18), 19.3 (C-19), 73.1 (C-3), 121.7 (C-6), 136.5 (C-16), 140.2 (C-
5), 162.3 (C-17), 176.5 (carbonilo de éster), 188.1 (formilo). EM-FAB m/z para C,3H39CI10; 459
[M+H]".

3B—Benzoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3f). Rendimiento: 63%. Pf 205-207 °C. UV
(nm): 237. IR em™: 2929, 1708, 1664, 1590, 1272. "H-RMN (CDCl;) 1.0 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.1 (2H, ddt, J;= 8.8 Hz,
J,= 8.4 Hz, J;= 2.8 Hz, H-3" y H-5"), 8.0 (2H, dd, J;= 8.4 Hz, J,= 9.0 Hz, H-2" y H-6"), 9.9
(formilo). *C-RMN (CDCl;) &: 14.3 (C-18), 18.6 (C-19), 73.8 (C-3), 114.8 (C-3" y C-5"), 121.4
(C-6), 126.3 (C-1"), 131.4 (C-27), 135.8 (C-16), 139.2 (C-5), 161.5 (C-17), 163.7 (C-6"), 166.2
(carbonilo de éster), 187.4 (formilo). EM-FAB m/z para C,;H3,C10; 439 [M+H]".

3B—p-Fluorobenzoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3g). Rendimiento: 63%. Pf 194-196
°C. UV (nm): 231, 256. IR em™: 2932, 1714, 1663, 1518, 1278. '"H-RMN (CDCls) &: 1.0 (3H,
s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.1 (2H,
ddt, J1= 8.8 Hz, J,= 8.4 Hz, J;=2.8 Hz, H-3" y H-5"), 8.0 (2H, dd, J:= 8.4 Hz, J,=9.0 Hz, H-2" y
H-6"), 9.9 (formilo). *C-RMN (CDCl;) &: 14.3 (C-18), 18.6 (C-19), 73.8 (C-3), 114.8 (C-3" y
C-5"), 121.4 (C-6), 126.3 (C-1"), 131.4 (C-2"), 135.8 (C-16), 139.2 (C-5), 161.5 (C-17), 163.7
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(C-6"), 166.2 (carbonilo de éster), 187.4 (formilo). EM-FAB m/z para C,;H3;FCIO; 457
[M+H]".

3B—p-Clorobenzoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3h). Rendimiento: 59%. Pf 174-176.
UV (nm): 241.66. IR em™: 2929, 1718, 1669, 1585. '"H-RMN (CDCL3) 6: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.4 (2H, d, J= 8.4 Hz,
H-3"y H-5"), 8.0 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2" y H-6"), 10.0 (formilo). *C-RMN (CDCls) : 14.2 (C-
18), 18.5 (C-19), 73.8 (C-3), 121.3 (C-6), 127.9 (C-3" y C-5"), 128.4 (C-17), 130.2 (C-2" y C-6"),
135.7 (C-16), 138.4 (C-4"), 139.1 (C-5), 161.5 (C-17), 164.3 (carbonilo de éster), 187.3
(formilo). EM-FAB m/z para C27H30C1,0; 473 [M+H]".

3B—p-Bromobenzoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3i). Rendimiento: 65%. Pf 188-190
°C. UV (nm): 255. IR em™: 2928, 1711, 1668, 1587, 1269. "H-RMN (CDCl;) 6: 1.0 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, d, J= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.6 (2H, d, J=8.4
Hz, H-3" y H-5"), 7.9 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2" y H-6"), 10.0 (formilo). *C-RMN (CDCl;) §: 14.3
(C-18), 18.6 (C-19), 73.9 (C-3), 121.5 (C-6), 127.2 (C-4"), 128.9 (C-1"), 130.4 (C-2" y C-6"),
130.9 (C-3" y C-5"), 135.8 (C-16), 139.2 (C-5), 167.6 (C-17), 164.6 (carbonilo de éster), 187.5
(formilo). EM-FAB m/z para C,7H3,BrCl03 517 [M+H]".

3B—p-lodobenzoiloxi-16-cloro-17-formil-androstan-5,16-dieno (3j). Rendimiento: 62%. Pf 196-198
°C. UV (nm): 246. IR em™: 2939, 1707, 1664, 1586, 1271. "H-RMN (CDCl;) 6: 1.0 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.7 (2H, d, J=
8.8 Hz, H-3" y H-5"), 7.9 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2" y H-6"), 10.0 (formilo). *C-RMN (CDCl;) &:
14.3 (C-18), 19.6 (C-19), 73.9 (C-3), 99.9 (C-4"), 121.4 (C-6), 129.5 (C-17), 130.4 (C-2" y C-6"),
135.8 (C-16), 136.9 (C-3" y C-5"), 139.2 (C-5), 161.5 (C-17), 164.8 (carbonilo de éster), 187.4
(formilo). EM-FAB m/z para C,7H30IC10;3 565 [M+H]+.

Sintesis de los derivados con heterociclos en C-17. En un matraz
redondo se coloco el correspondiente derivado (3a-3j 6 7) (1 mmol), K,COj3 (3 mmol), el correspondiente

heterociclo (3 mmol) y DMF (5 mL) la mezcla de reaccion se mantuvo a 60 °C durante 3 h. Trascurrido
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este tiempo, se dejo enfriar a temperatura ambiente, se vertio en agua-hielo y el solido fue filtrado. El
compuesto de purifico por cromatografia en columna de Florisil empleando un sistema de hexano-acetato

de etilo.

3B-Cilcopropanoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4a).
Rendimiento: 93%. Pf 190-192 °C. UV (nm): 272. IR em™: 2933, 1721, 1662, 1613. "H-RMN
(CDCl) o: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). BC-RMN (CDCL) &: 19.2
(C-18), 20.4 (C-19), 73.5 (C-3), 121.7 (C-6), 132.3 (C-16), 140.0 (C-5), 143.7 (C-17), 153.1
(aromatico), 156.7 (aromatico), 174.2 (carbonilo de éster), 189.0 (formilo). EM-FAB m/z para
Ca6H33N30; 436 [M+H]".

3B-Cilcobutanoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4b).
Rendimiento: 89%. pf 199-201 °C. UV (nm): 273. IR em™: 2940, 1724, 1664, 1613. "H-RMN
(CDCl3) o: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCl;) &:
19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.2 (C-3), 121.6 (C-6), 132.3 (C-16), 140.0 (C-5), 143.6 (C-17), 153.0
(aromatico), 156.7 (aromatico), 174.9 (carbonilo de éster), 189.0 (formilo). EM-FAB m/z para
C27H35N305 450 [M+H]".

3B-Cilcopentanoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4c¢).
Rendimiento: 93% pf 232-234 °C. UV (nm): 273. IR ecm™: 2938, 1728, 1667, 1617. "H-RMN
(CDCl3) 6: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.5 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCL) &:
19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.0 (C-3), 121.6 (C-6), 132.3 (C-16), 140.1 (C-5), 143.8 (C-17), 153.0
(aromatico), 156.7 (aromatico), 175.5 (carbonilo de éster), 188.9 (formilo). EM-FAB m/z para
CasH37N30; 464 [M+H]".

3B-Cilcohexanoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4d). CyoH39N30;.
Rendimiento: 91%. pf 249-251 °C. UV (nm): 271. IR em™: 2937, 1728, 1667, 1618. "H-RMN
(CDCL) &: 1.0 3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.5 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCL) &:
19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.2 (C-3), 121.6 (C-6), 132.3 (C-16), 140.1 (C-5), 143.6 (C-17), 152.9
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(aromatico), 156.4 (aromatico), 175.9 (carbonilo de éster), 189.1 (formilo). EM-FAB m/z para
CaoH30N30; 478 [M+H]".

3B-Cilcoheptanoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4e).
Rendimiento: 91% fp 195-197 °C. UV (nm): 270. IR ecm™: 2934, 1728, 1668, 1618. "H-RMN
(CDCl) o: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCL) &:
19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.0 (C-3), 121.1 (C-6), 132.3 (C-16), 140.1 (C-5), 143.6 (C-17), 153.0
(aromatico), 156.6 (aromatico), 175.5 (carbonilo de éster), 188.8 (formilo). EM-FAB m/z para
C30H41N305 492 [M+H]".

3B-Ciclopropanoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (5a). Rendimiento:
83.5 % fp 135-137 °C. UV (nm): 256. IR em™: 2939, 1720, 1667, 1610. "H-RMN (CDCI;) &:
1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6),
7.1 (1H, s, aromético), 7.2 (1H, s, aromatico), 7.6 (1H, s, aromatico) 9.7 (formilo). *C-RMN
(CDCl) 8: 19.6 (C-18), 26.9 (C-19), 72.7 (C-3), 119.9 (aromatico), 121.7 (C-6), 130.7 (C-16),
133.9 (aromatico), 137.8 (aromatico), 140.0 (C-5), 160.6 (C-17), 174.2 (carbonilo de éster),
187.6 (formilo). EM-FAB m/z para C7H34N,03435 [M+H]".

3B-Ciclobutanoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno  (5b). Rendimiento:
79.8 % fp 181-183 °C. UV (nm): 256. IR em™: 2947, 1727, 1665, 1607. "H-RMN (CDCl;) &:
1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6),
7.1 (1H, s, aromético), 7.2 (1H, s, aromatico), 7.6 (1H, s, aromatico) 9.7 (formilo). *C-RMN
(CDCl3) 6: 15.7 (C-18), 24.9 (C-19), 72.9 (C-3), 119.5 (aromético), 121.3 (C-6), 130.3 (C-16),
133.5 (aromatico), 137.4 (aromatico), 139.8 (C-5), 160.2 (C-17), 174.5 (carbonilo de éster),
187.3 (formilo). EM-FAB m/z para CysH36N,03 449 [M+H]+.

3B-Ciclopentanoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (5¢). Rendimiento:
85.7 % fp 188-190 °C. UV (nm): 261. IR cm™: 2948, 1726, 1664, 1606. "H-RMN (CDCL;) &:
1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6),
7.1 (1H, s, aromatico), 7.2 (1H, s, aromatico), 7.6 (1H, s, aromatico) 9.7 (formilo). BC.RMN
(CDCl) 6: 15.1 (C-18), 25.0 (C-19), 72.3 (C-3), 119.9 (aromatico), 121.6 (C-6), 130.7 (C-16),
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133.9 (aromatico), 137.8 (aromatico), 140.1 (C-5), 160.6 (C-17), 176.2 (carbonilo de éster),
187.6 (formilo). EM-FAB m/z para C,9H3sN,03 463 [M+H]".

3B-Ciclohexanoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (5d). Rendimiento:
80.5 % fp 225-227 °C. UV (nm): 261. IR em™: 2948, 1726, 1664, 1606. "H-RMN (CDCI;) &:
1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6),
7.1 (1H, s, aromético), 7.2 (1H, s, aromatico), 7.6 (1H, s, aromatico) 9.7 (formilo). *C-RMN
(CDCl) 6: 15.9 (C-18), 25.4 (C-19), 73.0 (C-3), 119.9 (aromatico), 121.6 (C-6), 130.6 (C-16),
135.0 (aromatico), 137.8 (aromatico), 140.0 (C-5), 160.9 (C-17), 175.6 (carbonilo de éster),
187.7 (formilo). EM-FAB m/z para C3oH4oN,O3 477 [M+H]+.

3B-Cicloheptanoiloxil 6-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno  (5e).  C3;H4N,05.
Rendimiento: 81.3 % fp 216-218°C. UV (nm): 256. IR em™: 2926, 1729, 1661, 1610. "H-RMN
(CDCl) o: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 7.1 (1H, s, aromatico), 7.2 (1H, s, aromatico), 7.6 (1H, s, aromatico) 9.7 (formilo).
BC-RMN (CDCly) &: 15.8 (C-18), 25.3 (C-19), 73.1 (C-3), 119.5 (aromético), 121.3 (C-6),
130.3 (C-16), 133.5 (aromatico), 137.4 (aromatico), 139.8 (C-5), 160.2 (C-17), 174.5 (carbonilo
de éster), 187.3 (aldehido). EM-FAB m/z para C3;H4,N,03 491 [M+H]".

3B-Benzoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4f). Rendimiento: 94%.
Pf 244-246 °C. UV (nm): 227, 271. IR em™: 2938, 1709, 1667, 1275. "H-RMN (CDCl;) &: 1.1
(3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.9 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.4
(2H,dd, J; =8.0y J,=7.6 Hz, H-3" y H-5"), 7.5 (1H, dd, J, = 7.4 y J, = 7.2 Hz, H-4"), 8.0 (2H,
d, J= 6.8 Hz, H-2" y H-6" aromatico). 8.1 (1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1
(formilo). *C-RMN (CDCls) &: 15.6 (C-18), 18.9 (C-19), 73.8 (C-3), 121.5 (C-6), 127.9(C-3" y
C-57), 129.2 (C-2" y C-6"), 130.3 (C-17), 131.9(C-16) 132.4 (C-4"), 139.5 (C-5), 143.3 (C-17),
152.5 (aromatico), 156.3 (aromatico), 165.5 (carbonilo de éster), 188.6 (formilo). EM-FAB m/z
para C7H33N303 472 [M+H]".

3B-p-Fluorobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4g).
Rendimiento: 90%. Pf 225-227 °C. UV (nm): 244.15. IR em™: 2937, 1709, 1667, 1275. 'H-
RMN (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;=4 Hz y
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J,=2 Hz, H-6), 7.1 (2H, d, J= 9 Hz, H-3"y H-5"), 8.0 (2H, d, J= 9 Hz, H-2" y H-6") 8.1 (1H, s,
aroméatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCL) §: 15.8 (C-18), 19.1 (C-
19), 74.4 (C-3), 121.9 (C-6), 127.7 (C4"), 129.4 (C-3" y C-5"), 130.9 (C-17), 131.5 (C-16), 132.2
(C-2"yC-6"), 139.7 (C-5), 143.5 (C-17), 152.9 (aromatico), 156.6 (aromatico), 165.1 (carbonilo
de éster), 188.9 (formilo). EM-FAB m/z para C20H3,N3FO3 490 [M+H]".

3B-p-Clorobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4h).
Rendimiento: 91%. Pf 192-194 °C. UV (nm): 244.15. IR em™: 2937, 1709, 1667, 1275. 'H-
RMN (CDCly) o: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, ;=4 Hz y
J,=2 Hz, H-6), 7.6 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-3" y H-5"), 7.9 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-2" y H-6"), 8.4 (1H,
s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCls) &: 15.6 (C-18), 18.9 (C-
19), 74.0 (C-3), 121.7 (C-6), 126.6 (C4"), 131.8 (C-2" y C-6"), 132.0 (C-3" y C-5"),132.3 (C-16),
139.6 (C-5), 143.3 (C-17), 152.7 (aromatico), 156.4 (aromatico), 164.6 (carbonilo de éster),
188.7 (formilo). EM-FAB m/z para CH3,N3C10; 507 [M+H]".

3B-p-Bromobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (41).
Rendimiento: 94%. Pf 233-235 °C. UV (nm): 270.15 IR em™: 2937, 1708, 1661, 1601, 1272.
"H-RMN (CDCl) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J,= 4
Hzy J,=2 Hz, H-6), 7.1 (2H, d, J=8.8 Hz, H-2" y H-6"), 8.1 (2H, d, J= 7.6 Hz, H-3" y H-5"). 8.1
(1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCl;) &: 15.6 (C-18), 18.9
(C-19), 74.2 (C-3), 100.2 (C-4"), 121.7 (C-6), 129.7 (C-17), 130.7 (C-2" and C-6"), 131.9 (C-16),
137.3 (C-3" and C-57), 139.5 (C-5), 143.3 (C-17), 152.7 (aromatico), 156.4 (aromatico), 165.1
(carbonilo de éster), 188.7 (formilo). EM-FAB m/z para C,9H3,N3BrO; 550 [M+H]".

3B-p-lodobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (4j). Rendimiento:
89%. Pf 218-220 °C. UV (nm): 255.12 IR em™: 2946, 1706, 1666, 1585, 1269. '"H-RMN
(CDCl;) o: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, ;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 7.7 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-3" y H-5"), 7.8 (2H, d, J= 8.4 Hz, H-2" y H-6"), 8.1 (1H, s,
aroméatico), 8.5 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCL) &: 15.6 (C-18), 18.9 (C-
19), 74.2 (C-3), 100.2 (C-4"), 121.7 (C-6), 129.8 (C-1"), 130.7 (C-2" y C-6"), 132.0 (C-16), 137.
3 (C-3y C-5), 139.5 (C-5), 143.3 (C-17), 152.7 (aromatico), 156.4 (aromadtico), 165.1
(carbonilo de éster), 188.7 (formilo). EM-FAB m/z para C,9H3,N3103 598 [M+H]".
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3B-Benzoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (5f). Rendimiento: 90%. Pf
228-230 °C. UV (nm): 228 IR em™: 2936, 1708, 1665, 1270. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.0 (1H, s,
imidazol), 7.1 (1H, s, imidazol ), 7.3 (2H, dd, J,=7.7y J, =7.6 Hz, H-3" y H-5"), 7.4 (1H, dd, J,
=7.6 yJ,=7.6 Hz, H-4"),7.5 (1H, s, imidazol),) 7.9 (2H, dd, J, = 8.4 y J, = 6.8 Hz, H-2" y H-
6), 9.6 (formilo). “C-RMN (CDCl;) &: 16.0 (C-18), 19.3 (C-19), 74.2 (C-3), 119.9 (C-
imidazol), 121.9 (C-6), 128.3 (C-3" y C-5), 129.5 (C-2" y C-6"), 130.1 (C-1"), 132.8 (C-4")
133.9 (C-imidazol), 137.9 (C-imidazol), 139.9 (C-5), 160.6 (C-17), 165.9 (carboilo de éster),
187.6 (formilo). EM-FAB m/z para C30H34N,0; 471 [M+H]".

3B-p-Fluorobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (5g). Rendimiento:
88%. Pf 260-262 °C. UV (nm): 228 IR em™: 2940, 1713, 1665, 1600, 1273. "H-RMN (CDCl;)
6: 1.0 3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6),
7.0 (2H, dd, J;= 6.4 Hz, J,= 5.2 Hz, H-3"y H-5"), 7.1 (1H, s, imidazol), 7.2 (1H, s, imidazol), 7.6
(1H, s, imdazol), 8.0 (2H, dd, J;= 9.2 Hz, J,= 5.6 Hz, H-2'y H-6"), 9.7 (formilo). *C-RMN
(CDCl;) 6: 15.3 (C-18), 18.6 (C-19), 73.7 (C-3), 119.3 (C-imidazol), 121.3 (C-6), 128.12 (C-1"),
130.19 (C-16), 131.3 ( C-2" y C-6), 1314 (C-2" y C-6"), 133.5 (C-imidazol), 137.1 (C-
imidazol), 139.2 (C-17), 159.9 (C-17), 164.3 (carbonilo de éster), 186.7 (formilo). EM-FAB m/z
para C30H34N, FO3 489 [M+H]".

3B-p-Clorobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (Sh). Rendimiento:
92%. Pf 210-212 °C. UV (nm): 241 IR em™: 2937, 1710, 1663, 1604, 1267, 1239. "H-RMN
(CDCl3) 6: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 7.1 (1H, s, imidazol), 7.2 (1H, s, imidazol), 7.4 (2H, dd, J;= 8.4 Hz, J,=2.4 Hz, H-3"y
H-5"), 7.6 (1H, s, imidazol), 7.9 (2H, dd, J;= 8.8 Hz, J,= 2.4 Hz, H-2'y H-6"), 9.7 (formilo). "*C-
RMN (CDCl;) 6: 15.9 (C-18), 19.2 (C-19), 74.5 (C-3), 119.9 (C-imidazol), 122.0 (C-6), 128.6
(C-17), 129.1 (C-3" y C-57), 130.7 (C-2" y C-6"), 130.9 (C-16), 133.9 (C-imidazol), 137.7 (C-
imidazol), 139.2 (C-4") 139.8 (C-5), 160.6 (C-17), 165.1 (carbonilo de éster), 187.6 (formilo).
EM-FAB m/z para C3,H34N,ClO; 505 [M+H]".

3B-p-Bromobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (5i). Rendimiento:
91%. Pf 249-251 °C. UV (nm): 244 IR em™: 2937, 1710, 1662, 1604, 1267, 1238. "H-RMN
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(CDCL) o: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.9 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, ;=4 Hz y J,=2
Hz, H-6), 7.1 (1H, s, imidazol), 7.2 (1H, s, imidazol), 7.5 (2H, dd, J;= 8.8 Hz, J,= 2.0 Hz, H-3"y
H-5"), 7.6 (1H, s, imidazol), 7.9 (2H, dd, J;= 8.8 Hz, J,= 2 Hz, H-2" y H-6"), 9.7 (formilo). *C-
RMN (CDCl) o: 15.7 (C-18), 18.9 (C-19), 74.2 (C-3), 119.6 (C-imidazol), 121.7 (C-6), 127.6
(C-47), 129.3 (C-1"), 130.4 (C-16), 130.7 (C-2" y C-6"), 131.3 (C-3" y C-5"), 133.6 (C-imidazol),
137.5 (C-imidazol), 139.5 (C-5), 160.3 (C-17), 164.9 (carbonilo de éster), 187.3 (formilo). EM-
FAB m/z para C30H34N,BrO; 549 [M+H]".

3B-p-lodobenzoiloxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno  (5j). Rendimiento:
89%. Pf230-232 °C. UV (nm): 227 IR em™: 2939, 1709, 1606, 1273. 'H-RMN (CDCl;) §: 1.0
(3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 7.1
(1H, s, imidazol), 7.2 (1H, s, imidazol), 7.5 (2H, d, J= 8.8Hz, H-3"y H-5"), 7.6 (1H, s, imidazol),
7.8 (2H, d, J= 8.8Hz, H-2'y H-6"), 9.7 (formilo). *C-RMN (CDCl;) &: 15.9 (C-18), 19.3 (C-19),
74.5 (C-3), 100.5 (C-4"), 119.9 (C-imidazol), 122.0 (C-6), 128.8 (C-2" y C-6), 130.1 (C-16),
130.9 (C-3" y C-57), 133.9 (C-imidazol), 137.9 (C-imidazol), 139.9 (C-5), 160.6 (C-17), 165.5
(carbonilo de éster), 187.6 (formilo). EM-FAB m/z para C3oH34N,IO0; 597 [M+H]".

3B-Acetoxi-16-formil-17-(1H-1,2,4-triazol-1-il)androsta-5,16-dieno (8a). Rendimiento: 95%. Pf
167-169 °C. UV (nm): 272. IR em™: 2935, 1729, 1662, 1615, 1236. "H-RMN (CDCl;) &: 1.0
(3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.0 (H-1"), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz,
H-6), 8.1 (1H, s, aromatico), 8.4 (1H, s, aromatico) 10.1 (formilo). *C-RMN (CDCl;) &: 13.9
(C-18), 15.7 (C-19), 72.3 (C-3), 121.5 (C-6), 132.0 (C-16), 139.7 (C-5), 143.4 (C-17), 152.7
(aromatico), 156.4 (aromatico), 170.2 (carbonilo de éster), 188.7 (formilo). EM-FAB m/z para
C24H3/N305 410 [M+H]".

3B-Acetoxi-16-formil-17-(1H-imidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (8b). Rendimiento: 93 % fp
225-227 °C. UV (nm): 257. IR em™: 2947, 1731, 1659, 1616, 1234. "H-RMN (CDCl;) &: 1.0
(3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.0 (H-1"), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz,
H-6), 7.1 (1H, s, aromatico), 7.2 (1H, s, aromatico), 7.6 (1H, s, aromatico) 9.7 (formilo). *C-
RMN (CDCl) 6: 15.8 (C-18), 19.0 (C-19), 73.4 (C-3), 119.7 (aromatico), 121.5 (C-6), 130.6
(C-16), 133.7 (aromatico), 137.6 (aromatico), 139.8 (C-5), 160.4 (C-17), 170.2 (carbonilo de
éster), 187.2 (formilo). EM-FAB m/z para C,5H3,N,03 409 [M+H]".
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3B-Acetoxi-16-formil-17-(1H-benzimidazol-1-il)androsta-5,16-dieno (8c). Rendimiento: 89 %.
Pf228-230. IR em™ 2951, 2359, 1725. 1H-RMN (CDCl;) 8: 1.1 (6H, s, H-18 y H-19), 2.0 (3H,
s, acetoxi), 4.6 (1H, m, H-3), 5.43 (1H, s, H-6), 7.3 (2H, s, aromadticos), 7.8 (1H, s, aromaticos),
7.9 (s, 1H, aromatic-H), 9.6 (formilo).

o® 3pB-Acetoxi-Sa,6a-epoxipregnan-16-ene-20-ona (10). Se colocd en
un matraz de fondo redondo 1 mmol del compuesto 9 y se disolvio en 70 mL de CHCls, se
adicion6 3.33 mmol de mCPBA vy la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 h.
Posteriormente se adicion6 200 mL de una soluciéon saturada de NaHCOj3 que contenia 2 g de
bisulfito de sodio. La fase orgénica se lavo con agua, se secd y se concentrd en el rotavapor. El
solido obtenido se recristalizd6 de MeOH. Rendimiento: 98%. Pf 170-172 °C. UV (nm): 236. IR
em™: 2938, 1731, 1659, 1238. "H-RMN (CDCls) &: 0.8 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.0
(3H, s, H-21), 2.2 (3H, s, acetoxi), 2.9 (1H, d, J= 2 Hz, H-6), 4.7 (1H, m, H-3), 6.6 (1H, d, J=2
Hz, H-16),. *C-RMN (CDCl) §: 15.8 (C-18), 16.9 (C-19), 21.3 (C-21), 27.2 (acetoxi), 63.2 (C-
6), 65.3 (C-5), 144.1 (C-3), 132.0 (C-16), 139.7 (C-5), 144.1 (C-16), 155.2 (C-17), 170.5
(carbonilo de éster), 196.7 (C-20). EM-FAB m/z para C,3H3,0,4373 [M+H]".

19 % 3B-Acetoxi-50-hidroxi-16-ene-6,20-diona (11). Se disolvié 1 mmol

del compuesto 10 en 50 mL de acetona y se sumergié en un bafio de hielo, posteriormente se
adicion6 gota agota una solucién acuosa que CrO; (3.75mmol/10 mL). Se agit6 la reaccion a
temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se adiciond una cantidad igual
de la solucion de CrO; y se agitd durante 30 min. Una vez consumida la materia prima, se
evapor6 50 % del volumen de la acetona y se vertid en agua-hielo. El compuesto fue extraido
con CHCI;, la fase orgénica se lavd con agua, se secOd y se evapord. El solido obtenido se
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recristaliz6 de MeOH. Rendimiento: 90 %. Pf 244-245 °C. UV (nm): 235. IR em™: 3357, 2950,
1734, 1699. '"H-RMN (CDCl3) : 0.8 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.0 (3H, s, H-21), 2.2
(acetoxi), 4.8 (1H, m, H-3), 6.6 (1H, d, J=2 Hz, H-16). *C-RMN (CDCl;) &: 15.8 (C-18), 17.0
(C-19),22.0 (C-21), 28 (acetoxi), 80.0 (C-5), 143.8 (C-16), 155.0 (C-17), 173 (carbonilo de
éster), 197.2 (C-20), 212.8 (C-6). EM-FAB m/z para C,3H3,05 389 [M+H]".

3pB-Acetoxi-4,16-pregnadien-6,20-diona (12). Se disolvio 1 mmol
del esteroide 11 en 4 mL de CHCl; anhidro, se adicion6 4.82 mmol de piridina y 3.21 mmol de
SOCI, (ambos recién destilados). La mezcla de reaccion se agitdo durante 2 h a temperatura
ambiente y bajo atmosfera de nitrégeno. Transcurrido el tiempo de reaccidon se adiciond 30 mL
de CHCI;, se lavo con HCl al 10 %, con una solucion saturada de NaHCO3, con agua, se secO y
concentré a presion reducida. El compuesto se purifico en una columna de gel de silice
empleando un gradiente de hexano-acetato de etilo. Rendimiento: 83%. Pf 193-195 °C. UV
(nm): 235. IR em™: 2933, 1734, 1657, 1231. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s,
H-19), 2.1 (3H, s, H-21), 2.3 (3H, s, acetoxi), 5.1 (1H, m, H-3), 6.0 (1H, H-4), 6.7 (1H, d, J=2
Hz, H-1-6). ®C-RMN (CDCl3) &: 15.7 (C-18), 19.6 (C-19), 22.0 (C-21), 29.5 (acetoxi), 70.1 (C-
3), 129.0 (C-4) 143.7 (C-16), 147.2 (C-5), 154.6 (C-17), 170.6 (carbonilo de éster), 195.0 (C-20),
201.7 (C-6). EM-FAB m/z para C»3H300,371 [M+H]".

3p-Hidroxi-4,16-pregnadien-6,20diona (13). En un matraz de fondo
redondo se disolvido 200 mg del derivado 12 en metanol (10 mL), se adicion6 10 mL de una
solucion acuosa de NaOH al 2% y se agit6 a temperatura ambiente durante 2h. Transcurrido el

tiempo de reaccion se evapord el metanol a presion reducida. Posteriormente el residuo
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contenido en el matraz se adiciono sobre agua y hielo. El solido fue filtrado al vacio y purificado
por cromatografia en columna de gel de silice empleando un gradiente de hexano-AcOEt.
Rendimiento: 70%. Pf 168-170 °C. UV (nm): 238. IR cm™: 3375, 2935, 1687. '"H-RMN
(CDCl) 6: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 2.2 (3H, s, H-21), 4.3 (1H, m, H-3), 6.2 (1H, H-
4), 6.7 (1H, d, J= 2 Hz, H16). *C-RMN (CDCl;) §: 15.7 (C-18), 19.8 (C-19), 22.1 (C-21), 67.1
(C-3), 133.2 (C-4) 143.9 (C-16), 146.5 (C-5), 154.8 (C-17), 196.6 (C-20), 202.4 (C-6). EM-FAB
m/z para C;H,304 329 [M+H]".

Derivados de  3pB-Hidroxi-4,16-pregnadien-6,20diona  con
antinflamatorios en C-3. La metodologia para la esterificacion con los antinflamatorios fue la
misma que la descrita para la sintesis de los 17-oxaantrost-5-eno-3p-il-derivados. En la Tabla 3 se

muestra la relacion estequiométrica utilizada para la sintesis de cada derivado.

Tabla 3. Relacidn molar para la sintesis de los hibridos con antinflamatorios

Relacion milimolar

ACIDOS
Compuestos Naproxeno Ibuprofeno Ketoprofeno Indometacina Sulindaco
Esteroide 1 1 1 1 1
DCC 5 5 5 5 5
DMAP 3 3 3 3 3
ACIDO 6 6 5 5 5

4,16-Pregnadien-6,20-diona-3p3-1l-[(s)-6-metoxi-a-metil-2-naftalen]acetato  (14a), aducto de
naproxeno. Rendimiento 78 %. Pf: 150-152 °C. UV (nm): 230. IR em™: 2941, 1723, 1667,
1605, 1236. "H-RMN (CDCls) &: 0.8 (3H, s, H-18), 0.9 (3H, s, H-19), 1.5 (2H, d, naproxeno),
2.2 (3H, s, H-21), 3.7 (1H, m, naproxeno), 4.5 (1H, m, H-3), 5.2 (1H, d, J= 2 Hz, H-16), 6.6 (1H,
H-4), 7.62 (1H, d, J=8.8 Hz, aromatico), 7.63 (1H, d, J=8.8 Hz, aromatico), 7.38 (1H, d, J=8.4
Hz, aromatico), 7.1 (1H, d, J=11 Hz, aromatico). *C-RMN (CDCls) &: 14.7 (C-18), 17.6 (C-19),
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54.2 (O-Me), 73.1 (C-13), 104.5 (C-aromatico), 117.8 (C-aromatico), 120.9 (C-aromatico), 124.8
(C-aromatico), 125.2 (C-aromatico), 126.0 (C-aromatico), 127.9 (C-aromatico), 128.2 (C-
aromatico), 132.6 (C-aromadtico), 134.9 (C-aromatico), 139.1 (C-5), 143.9 (C-17), 154.3 (C16),
156.5 (C-aromatico), 173.0 (carbonilo de éster), 195.8 (C-6), 196.0 (C-20). EM-FAB m/z para
CisH0Os 541 [M+H]".

4,16-Pregnadien-6,20-diona-3p-il-[a-metil-4-(2-metilpropil)fenilJacetato  (14b), aducto de
ibuprofeno. Rendimiento: 81%. Pf: 213-115 °C. UV (nm): 223. IR em™: 2949, 1722, 1689,
1638, 1237. "H-RMN (CDCIl;) 6: 0.876 (3H, s), 0.890 (3H, d), 0.896 0.876 (3H, d), 0.9 (3H, s,
H-19), 2.0 (3H, s, H-21), 3.7 (1H, m, ibuprofeno), 5.3 (1H, m, H-3), 5.9 (1H, s, H-4), 6.7 (1H,
dd, J;=13.2 y J,=1.2 Hz, H-16), 7.8 (2H, aromatico), 7.18 (1H, d, J= 8, aromatico), 7.19 (1H, d,
J= 8.4 Hz, aromatico). *C-RMN (CDClL;) &: 15.2 (C-18), 18.6 (C-19), 70.5 (C-3), 127.1 (C-
aromatico), 127.2 (C-aromatico), 129.3 (C-aromatico), 129.4 (C-aromatico), 137.4 (C-
aromatico), 137.6 (C-4), 140.5 (C-aromatico), 143.8 (C-17), 147.8 (C-5), 154.9 (C-16), 174.4
(carbonilo de éster), 196.6 (C-6), 201.4 (C-20). EM-FAB m/z para C34H4005 517 [M+H]".

4,16-Pregnadien-6,20-diona-3f-il-2-(3benzoilfenil)propionato (14¢), aducto de ketoprofeno.
Rendimiento 67%. Pf: 78-81 °C. UV (nm): 247. IR em™: 2930, 2851, 1730, 1692, 1658, 1625.
"H-RMN (CDCl3) 6:1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.5 (2H, d, ketoprofeno), 2.0 (3H, s,
H-21), 5.5 (1H, m, H-3), 6.0 (1H, H-4), 6.1 (1H, d, J= 2 Hz, H16), 7.43 (1H, d, J=7.6 Hz,
aromatico), 7.47 (1H, d, J=8.8 Hz, aromatico), 7.49 (1H, d, J=7.6 Hz, aromatico), 7.53 (1H, d,
J=6.4 Hz, aromatico), 7.57 (1H, d, J=6 Hz, aromatico), 7.58 (1H, d, J=6.8 Hz, aromatico), 7.64
(1H, d, J=7.2 Hz, aromatico), 7.72 (1H, d, J=8 Hz, aromatico), 7.77 (1H, d, J=7.8 Hz,
aromético), 7.8 (1H, s, aromatico). *C-RMN (CDCl3) 8: 15.2 (C-18), 18.4 (C-19), 70.5 (C-13),
128.3 (C-aromatico), 128.5 (C-aromatico), 128.6 (C-aromatico), 128.9 (C-aromatico), 129.1 (C-
aromatico), 129.2 (C-aromatico), 130.0 (C-aromatico), 131.4 (C-aromatico), 131.5 (C-
aromatico), 132.5 (C-aromatico), 137.5 (C-aromatico), 137.9 (C-aromatico), 140.5 (C-
aromatico), 143.8 (C-17), 147.6 (C-5), 157.0 (C-16), 196.5 (C-6), 201.3 (carbonilo de
ketoprofeno), 204.5 (C-20). EM-FAB m/z para C37H40s 565 [M+H]".

4,16-Pregnadien-6,20-diona-33-il-1-(4-clorobenzoil )-5-metoxi-2-metil-1H-indol-3-acetato (14d),
aducto de indometacina. Rendimiento 80%. Pf: 75-77 °C UV (nm): 316. IR ecm™: 2916, 2848,
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1727. "TH-RMN (CDCl) 6: 0.6 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 2.1 (3H, s, H-21), 2.9 (3H, s,
CHjs-indometacina), 3.7 (2H, s, CH,-indometacina), 3.8 (3H, s, OCH3), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4
(1H, H-4), 6.70 (1H, d, J= 2 Hz, H16), 6.71 (1H, aromatico), 6.9 (1H, aromatico), 7.01 (1H,
aromatico), 7.04 (1H, aromatico), 7.6 (1H, aromatico), 7.7 (1H, aromatico ).3C-RMN (CDCl5)
6: 13.5 (C-18), 14.2 (C-19), 70.6 (C-13), 101.3 (C-aromatico), 111.6 (C-aromatico), 112.7 (C-
aromatico), 114.9 (C-aromatico), 129.1 (C-aromatico), 130.7 (C-aromatico), 131.0 (C-
aromatico), 135.9 (C-aromatico), 145.7 (C-17), 149.8 (C-aromatico), 150.5 (C-5), 156.0 (C-16),
168.8 (C-aromatico), 170.9 (C-aromatico), 173.5 (carbonilo de indometacina), 178.6 (carbonilo
de éster), 201.0 (C-6), 204.0 (C-20).

4,16-Pregnadien-6,20-diona-3-il-(Z)-5-fluoro2-metil-1-[[4-(metilsulfinil)fenil |- 1H-inden-3-
acetato (14e), aducto de sulindaco. Rendimiento 75%. Pf: 149-151 °C. UV (nm): 226, 283, 327.
IR em™: 2927, 2850, 1731, 1694, 1660, 1626, 1602, 1589. "H-RMN (CDCl;) é: 0.9 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.3 (3H, s, sulindaco), 2.1 (3H, s, H-21), 2.8 (3H, s, sulindaco), 3.7 (1H, s,
sulindaco), 3.8 (2H, s, sulindaco), 4.4 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, d, sulindaco), 6.1 (1H, H-4), 6.6
(1H, d, J= 2 Hz, H-16),6.8 (1H, d, sulindaco), 7.17 (1H, aromatico), 7.18 (1H, aromatico), 7.24
(1H, aromatico), 7.68 (1H, aromatico), 7.74 (1H, aromatico), 7.55 (1H, aromatico), 7.77
(1H,aromatico). EM-FAB m/z para C4,H4sFOsS 554 [M+H]".

170-Acetoxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (16). En un matraz de
fondo redondo se mezclaron 0.5 g de 17a-acetoxiprogesterona, 1g de cloranilo, 10 mL de 4cido
acético glacial y 2 mL de tolueno. La mezcla se mantuvo a ebullicion durante 5 h. Transcurrido
el tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente y se filtr6 al vacio. El filtrado se verti6 en una
mezcla hielo-agua y se extrajo con CHCIj, se lavd con una solucion de NaOH al 11%, hasta
alcanzar un pH neutro. Se secé y evapor6. El compuesto se purificd en columna utilizando gel de
silice y un gradiente de hexano-acetona. Se obtuvo un compuesto solido blanco. Rendimiento
97%. Pf: 224-226 °C. UV (nm): 283. IR em™: 2946, 1733, 1718, 1652. '"H-RMN (CDCI;) &:

0.7 3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.1 3H, s, H-17), 2.1 (3H, s, H-21), 5.7 (1H, s, H-4), 6.1
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(1H, dd, J;=10 y J,=1.2 Hz, H-6), 6.2 (1H, dd, J;=9.6 y J,= 2 Hz, H-7). *C-RMN (CDCL) :
14.3 (C-18), 16.3 (C-19), 22.2 (acetoxi), 26.4 (C-21), 123.9 (C-4), 128.3 (C-6), 140.0 (C-7),
163.4 (C-5), 170.6 (carbonilo de éster), 199.3 (C-3), 203.8 (C-20).

O 170-Hidroxi-4,6-pregnadien-3,20-diona (17). En un matraz de

fondo redondo se mezclaron 0.1 g de esteroide 16, 5 mL de metanol y 5 mL de una solucion de
NaOH al 2 %. Se dejo en agitacion durante 12 h a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo se calento a reflujo durante 30 min, se enfrié a temperatura ambiente y se evaporo el
metanol. Al solido obtenido se adiciond agua-hielo y el precipitado se filtr6. El producto se
recristalizd de MeOH. Se obtuvo un so6lido blanco. Rendimiento 75%. Pf: 254-256 °C. UV
(nm): 283. IR em™: 3406, 2941, 1698, 1636, 1612. "H-RMN (CDCl3) &: 0.8 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 2.9 (3H, s, H-21), 5.7 (1H, s, H-4), 6.1 (1H, dd, J;=10 y J,=1.2 Hz, H-6), 6.2 (1H,
dd, J1=9.6 y Jo= 2 Hz, H-7). ®C-RMN (CDCl;) &: 15.2 (C-18), 16.2 (C-19), 26.4 (C-21), 89.5
(C-17), 123.7 (C-4), 128.1 (C-6), 140.5 (C-7), 163.4 (C-5), 199.3 (C-3), 203.8 (C-20).

170-Fenilcarbamoiloxipregna-4,6-dien-3,20-diona (18a-
18e). En un matraz de fondo redondo se disolvi6 el derivado esteroidal 17 (1 mmol), bromuro de
dimetilsulfuro de cobre (3 mmol), el correspondiente isocianato (6 mmol) en 3 mL de THF
anhidro. La mezcla de reaccion se agitd durante 48 h a temperatura ambiente bajo atmosfera de
N,. Terminado el tiempo de reaccion, se adiciond un volumen igual de THF y se filtr6. La fase
organica se lavo tres veces con 50 mL una mezcla CHCl3/Agua. La fase organica se seco con
sulfato de sodio anhidro y se concentr6. El compuesto fue purificado en alimina basica,

utilizando un gradiente de hexano-acetona.
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170-Fenilcarbamoiloxipregna-4,6-dien-3,20-diona (18a). Rendimiento 65%. Pf: 224-226 °C.
UV (nm): 224, 281. IR em™: 3264, 2944, 1728, 1660. '"H-RMN (CDCl;) &: 0.7 (3H, s, H-18),
1.2 (3H, s, H-19), 2.2 (3H, s, H-21), 5.8 (1H, s, H-4), 6.0 (1H, dd, J;=13.2 y J,=1.2 Hz, H-6), 6.2
(1H, dd, J1=y Jo»= 3.2 Hz, H-7), 7.1(dd, J1=12.8 y J»=3.2 Hz, aromatico), 7.3 (1H, d, J=17.2,
aromatico), 7.4 (1H, d, J= 10, aromatico), 7.5 (1H, d, J= 9.2, aromatico), 7.6 (1H, d, J= 9.2,
aromatico), 10.6 (1H, s, N-H). *C-RMN (CDCl) &: 13.6 (C-18), 15.9 (C-19), 26.1 (C-21), 89.5
(C-17), 119.6 (C-aromatico), 123.6 (C-aromatico), 123.9 (C-4), 127.8 (C-aromatico), 128.1 (C-
6), 128.7 (C-aromatico), 129.1 (C-aromatico), 131.4 (C-7), 137.0 (C-aromatico), 139.3 (C-
aromatico), 154.3 (carbonilo del carbamato), 162.7 (C-5), 199.1 (C-3), 202.9 (C-20). EM-FAB
m/z para C,3H33NO, 448 [M+H]".

17a-p-Fluorofenilcarbamoiloxipregna-4,6-dien-3,20-diona (18b). Rendimiento: 55%. Pf: 220-
221 °C. UV (nm): 244, 283. IR em™: 3264, 2944, 1728, 1661. '"H-RMN (CDCl3) &: 0.7 (3H, s,
H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.3 (3H, s, H-21), 5.9 (1H, s, H-4), 6.0 (1H, dd, J;=13.2 y J,=1.2 Hz,
H-6), 6.2 (1H, dd, J;=9.6 y J,= 3.0 Hz, H-7), 7.3 (1H, d, J= 17.2, aromatico), 7.4 (1H, d, J= 10,
aromatico), 7.5 (1H, d, J= 9.2, aromatico), 7.6 (1H, d, J= 9.2, aromatico), 10.6 (1H, s, N-H). Bc-
RMN (CDCl) : 13.6 (C-18), 15.9 (C-19), 26.1 (C-21), 89.5 (C-17), 120.0 (C-aromatico), 123.6
(C-aromatico), 124.0 (C-4), 127.9 (C-aromatico), 128.2 (C-6), 128.9 (C-aromatico), 129.0 (C-
aromatico), 134.5 (C-7), 137.0 (C-aromadtico), 139.3 (C-aromatico), 154.3 (carbonilo del
carbamato), 162.7 (C-5), 199.3 (C-3), 202.9 (C-20). EM-FAB m/z para C,sH;FNO4 466
[M+H]".

17a-p-Clorofenilcarbamoiloxipregna-4,6-dien-3,20-diona (18c). Rendimiento 75%. Pf: 170-172
°C. UV (nm): 283. IR em™: 3264, 2944, 1728, 1661. "H-RMN (CDCL;) &: 0.6 (3H, s, H-18), 1.0
(3H, s, H-19), 2.3 (3H, s, H-21), 5.7 (1H, s, H-4), 5.9 (1H, dd, J:=13.2 y J,=1.2 Hz, H-6), 6.2
(1H, dd, J1;= 10 y J,= 3.2 Hz, H-7), 7.1 (1H, d, J= 9.8, aromatico), 7.2 (1H, d, J= 8.8, aromatico),
7.3 (1H, d, J= 8.8, aromatico), 7.4 (1H, d, J= 8.8, aromatico), 10.5 (1H, s, N-H). *C-RMN
(CDCl3) o: 13.9 (C-18), 16.3 (C-19), 26.1 (C-21), 99.1 (C-17), 124.2 (C-4), 128.6(C-6), 129.1
(C-aromatico), 129.5 (C-aromatico), 130.1 (C-aromatico), 134.5 (C-7), 135.8 (C-aromatico),
154.5 (carbonilo del carbamato), 162.7 (C-5), 199.4 (C-3), 202.9 (C-20). EM-FAB m/z para
CasH3,CINO,4 482 [M+H]",
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170-p-Bromofenilcarbamoiloxipregna-4,6-dien-3,20-diona (18d). Rendimiento 58%. Pf: 206-
208 °C UV (nm): 244, 281. IR em™: 3287, 2949, 1721, 1659. '"H-RMN (CDCl;) &: 0.6 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 2.1 (3H, s, H-21), 5.7 (1H, s, H-4), 5.9 (1H, dd, J;=13.2 y J,=1.2 Hz,
H-6), 6.2 (1H, dd, J1= 9.6 y Jo,= 3.1 Hz, H-7), 7.1 (1H, d, J= 8.8, aromadtico), 7.3 (1H, d, J=10.0,
aromatico), 7.4 (1H, d, J= 10.4, aromatico), 7.6 (1H, d, J= 9.2, aromatico), 10.5 (1H, s, N-H).
BC-RMN (CDCLy) &: 14.0 (C-18), 16.5 (C-19), 26.5 (C-21), 90.3 (C-17), 124.0 (C-4), 128.7(C-
6), 129.0 (C-aromatico), 130.1 (C-aromatico), 130.7 (C-aromatico), 135.3 (C-7), 136.1 (C-
aromatico), 154.7 (carbonilo del carbamato), 162.9 (C-5), 199.5 (C-3), 202.9 (C-20). EM-FAB
m/z para C3H3,BrNO, 526 [M+H]".

17a-p-lodofenilcarbamoiloxipregna-4,6-dien-3,20-diona (18e). Rendimiento 50%. Pf: 217-219
°C. UV (nm): 253, 283. IR em™: 3287, 2946, 1726. "H-RMN (CDCls) &: 0.6 (3H, s, H-18), 1.0
(3H, s, H-19), 2.1 (3H, s, H-21), 5.7 (1H, s, H-4), 5.9 (1H, dd, J;=10 y J,=1.2 Hz, H-6), 6.2 (1H,
dd, J1= 2.4y J,= 9.6Hz, H-7), 6.9 (1H, d, J= 8.4, aromatico), 7.3 (1H, d, J= 9.2, aromaético), 7.3
(1H, d, J= 9.2, aromatico), 7.6 (1H, d, J= 8.8, aromatico), 10.5 (1H, s, N-H). *C-RMN (CDCls)
6: 13.8 (C-18), 16.0 (C-19), 26.2 (C-21), 90.0 (C-17), 124.1 (C-4), 128.5 (C-6), 129.3 (C-
aromatico), 129.8 (C-aromatico), 130.0 (C-aromatico), 135.2 (C-7), 135.9 (C-aromatico), 154.6
(carbonilo del carbamato), 162.9 (C-5), 199.5 (C-3), 202.9 (C-20). EM-FAB m/z para
CysH3,INO, 554 [M+H]".

3B-RCOO-50,6B-dibromo-androstan-17-ona (20a-20e). En un
matraz redondo se coloco 1g del correspondiente derivado esteroidal (19a-19e) disuelto en 7 mL
de CCly y 8 mL de CH,Cl, y se adicion6 2.4 mL de una solucioén de Bry/ CCly (0.9 mL de Br; en
10 mL de CCly). Se mantuvo en agitacion por 2 h a temperatura ambiente. Terminado el tiempo
de reaccion se adiciond 2 mL de una solucion de tiosulfato de sodio al 10 %. La fase organica se

lavo con agua, se secO y se concentrd a presion reducida. El solido obtenido se recristalizé de
MeOH.
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3B-Propanoiloxi-5a,6p3-dibromoandrostan-17ona (20a). Rendimiento: 67%. Pf 96-98 °C. IR em
1:2947,1741. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.3 (3H, t), 2.3 (2H, q),
4.9 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3). ®C-RMN (CDCl;) &: 13.5 (C-18),
19.4 (C-19), 55.3 (C-6), 71.6 (C-3), 87.4 (C-5), 173.8 (carbonilo de éster), 220.3 (C-17). EM-
FAB m/z para C»,H3,Br,03 503 [M+H]".

3B-Butanoiloxi-5a,63-dibromoandrostan-17ona (20b). Rendimiento: 68 %. Pf 128-130 °C. IR
em™: 2946, 1726. "H-RMN (CDCL) 6: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, t), 1.1 (3H, s, H-19), 1.7 (2H,
m), 2.3 (2H, t), 4.9 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3). *C-RMN (CDCl;) &:
13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 55.3 (C-6), 71.5 (C-3), 87.4 (C-5), 173.0 (carbonilo de éster), 220.1 (C-
17). EM-FAB m/z para C,3H3,Br,0; 517 [M+H]".

3B-Pentanoiloxi-5a,6B-dibromoandrostan-17ona (20¢). Rendimiento: 68 %. Pf 126-128 °C. IR
em™: 2935, 1739, 1731. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19),
1.3 (2H, q), 1.6 (2H, m), 2.3 (2H, t), 4.9 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.4 (1H, m, H-3).
BC-RMN (CDCLy) &: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 55.3 (C-6) 73.2 (C-3), 87.4 (C-5), 173.2
(carbonilo de éster), 220.1 (C-17). EM-FAB m/z para C,4H3Br,O; 533[M+H]".

3B-Hexanoiloxi-5a,6B-dibromoandrostan-17ona (20d). Rendimiento: 69 %. Pf 133-135 °C. IR
em™: 2954, 1731. '"H-RMN (CDCL) &: : 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.3
(2H, qg), 1.5 (2H, m), 1.6 (2H, m,2.3 (2H, t), 4.9 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m,
H-3). BC-RMN (CDCl;) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 55.3 (C-6), 73.3 (C-3), 87.4 (C-5), 173.2
(carbonilo de éster), 220.2 (C-17). EM-FAB m/z para C,sH33Br,03 547 [M+H]+.

3B-RCOO-50,6B-dibromo-D-homo-13(17)a-oxa-androstan-17-

ona (21a-21d). En un matraz redondo se coloc6 200 mg del correspondiente derivado esteroidal
(20a-20e) en 30 mL de una mezcla de CH,Cl,/MeOH. Se adicion6 3.2 g de MMPP y 1 mL de
agua. La mezcla de reaccion se agitdé durante 24 h a temperatura ambiente. Una vez terminado el

tiempo de reaccion se adiciond una solucion saturada de NaHCOs, la fase organica se separd, se
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lavé con agua, se seco con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion reducida. El solido
se purifico en columna de gel de silice empleando como mezcla de elucion hexano-acetato de

etilo.

3B-Propanoiloxi-5a,6p-dibromoandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (21a). Rendimiento:
92%. Pf 147-149°C. IR em™: 2943,1732. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-
19), 1.2 (3H, ), 2.3 (2H, q), 4.9 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3). *C-RMN
(CDCl) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 55.3 (C-6), 71.6 (C-3), 82.8 (C-13), 87.4 (C-5), 171.0
(carbonilo de éster), 173.8 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C,,H3,Br,04 521 [M+H]".

3B-Butanoiloxi-5a,6p3-dibromoandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (21b). Rendimiento: 89
%. Pf 129-131 °C. IR em™: 2952, 1729. '"H-RMN (CDCl) : 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, 1), 1.1
(3H, s, H-19), 1.7 (2H, m), 2.3 (2H, t), 4.9 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3).
BC-RMN (CDCl) &: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 54.9 (C-6), 71.4 (C-3), 82.8 (C-13), 86.4 (C-5),
171.0 (carbonilo de éster), 173.0 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C,3H34Br,04 535
[M+H]".

3B-pentanoiloxi-5a,6B-dibromoandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (21¢). Rendimiento: 88
%. Pf 143-145 °C. IR em™: 2941, 1730. "H-RMN (CDCl) : 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.6 (2H, m), 2.3 (2H, t), 4.9 (1H, dd, J;= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6), 5.5
(1H, m, H-3). ®C-RMN (CDCl) &: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 54.9 (C-6), 71.4 (C-3), 82.7 (C-
13), 86.4 (C-5), 170.9 (carbonilo de éster), 173.3 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para
Ca4H36Br04 549 [M+H] ™.

3B-Hexanoiloxi-5a,63-dibromoandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (21d). Rendimiento: 87
%. Pf137-139 °C. IR em™: 2950, 1732. "TH-RMN (CDCl;) é: : 0.9 (3H, t), 1.0 3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.5 (2H, m), 1.6 (2H, m,2.3 (2H, t), 4.9 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz,
H-6), 5.5 (1H, m, H-3). »C-RMN (CDCl;) §: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 55.3 (C-5), 73.3 (C-3),
82.8 (C-13), 87.4 (C-5), 173.1 (carbonilo de éster), 173.2 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para
C»sH3,Br,04 563 [M+H]".
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3p-RCOO-D-Homo-13(17)a-oxa-androstan-5-en-17-ona

(22a-22d). En un matraz de fondo redondo se colocd 300 mg de derivado correspondiente (21a-
21b) disuelto en 5 mL de THF y se adicion6 3.5 mmol de Nal disuelto en 5 mL de THF. La
mezcla se reflujo durante 3.5 h, terminado el tiempo de reaccion se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Se adiciond una solucion saturada de tiosulfato de sodio, se extrajo tres veces con 5
mL de CHCIls, se lavd con agua, se secO con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion
reducida. El solido obtenido se purificd en columna de gel de silice empleando un gradiente de

hexano-acetato de etilo.

3B-Propanoiloxi-D-homo-13(17)a-oxa-androst-5-en-17-ona (22a). Rendimiento: 93%. Pf 170-
172 °C. IR em™: 2950-1731. "H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.2 (3H,
t), 2.3 (2H, q), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,= 4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). “C-RMN (CDCl) &:
13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.3 (C-3), 83.1 (C-13), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5), 171.4 (carbonilo de
éster), 173.9 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C;,H3,04 361 [M+H]".

3B-Butanoiloxi-D-homo-13(17)a-oxa-androst-5-en-17-ona (22b). Rendimiento: 92 %. Pf 189-
191 °C. IR em™: 2948,1731. "H-RMN (CDCL) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, t), 1.1 (3H, s, H-
19), 1.7 (2H, m), 2.3 (2H, t), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J,=4 Hz y J,= 2 Hz, H-6). "C-RMN
(CDCl) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 71.4 (C-3), 83.1 (C-13), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5), 171.4
(carbonilo de éster), 173.1 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C,3H3404 375 [M+H]+.

3B-Pentanoiloxi-D-homo-13(17)a-oxa-androst-5-en-17-ona (22¢). Rendimiento: 91 %. Pf 106-
108 °C. IR em™: 2949, 1730. '"H-RMN (CDCls) &: 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-
19), 1.3 (2H, q), 1.6 (2H, m), 2.3 (2H, t), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y J,= 2 Hz, H-
6). BC-RMN (CDCl3) &: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.2 (C-3), 83.1 (C-13), 121.4 (C-6), 139.6
(C-5), 171.2 (carbonilo de éster), 173.3 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C,4H3c04 389
[M+H]".

3B-Hexanoiloxi-D-homo-13(17)a-oxa-androst-5-en-17-ona (22d). Rendimiento: 89 %. Pf 117-

119 °C. IR em™: 2948, 1731. "TH-RMN (CDCls) &: : 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-
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19), 1.3 (2H, q), 1.5 (2H, m), 1.6 (2H, m,2.3 (2H, t), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J;=4 Hz y
Jo=2 Hz, H-6). *C-RMN (CDCl;) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.2 (C-3), 83.1 (C-13), 121.4
(C-6), 139.6 (C-5), 171.2 (carbonilo de éster), 173.2 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para
Ca4H3604 403 [M+H]™.

3p-RCOO-5a-epoxi-D-homo-13(17)a-oxa-androstan-17-

ona (23a-23e). En un matraz de fondo redondo se coloc6 1 mmol del correspondiente derivado
esteroidal 22a-22e, CHCI; (10 mL) y se adicioné 3.33 mmol m-CPBA. La mezcla se agitd
durante 1h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion se adicion6d 50 mL de una
solucion saturada de NaHCO; que contenia 0.5 g de bisulfito de sodio. Se realizaron 3
extracciones de 100 mL de CHCIl;. La fase organica se seco con sulfato de sodio anhidro, se
concentr6 a presion reducida. El compuesto se purificd en columna de gel de silice empleando un

gradiente de hexano-acetato de etilo.

3B-Propanoiloxi-5a,6a-epoxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (23a). Rendimiento: 94%.
Pf 168-170 °C. IR em™: 2940, 1724. "H-RMN (CDCl;) 6: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19),
1.2 (3H, 1), 2.3 (2H, q), 2.9 (1H, d, J;= 4.4 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-3). *C-RMN (CDCl) &:
13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 63.1 (C-5), 64.8 (C-6), 70.7 (C-3), 82.8 (C-13), 171.1 (carbonilo de
éster), 173.2 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C,,H3,05 377 [M+H]+.

3B-Butanoiloxi-5a,6a-epoxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (23b). Rendimiento: 96 %.
Pf °C. IR em™: 2942,1725. "H-RMN (CDCl;) 8: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, t), 1.1 (3H, s, H-
19), 1.7 (2H, m), 2.3 (2H, t), 2.9 (1H, d, J,= 4.4 Hz, H-6), 4.9 (1H, m, H-3). *C-RMN (CDCls)
6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 63.0 (C-5), 64.7 (C-6), 71.3 (C-3), 82.9 (C-13 y C-5), 121.4 (C-6),
139.6 (C-5), 171.0 (carbonilo de éster), 173.0 (carbonilo de éster). EM-FAB m/z para C,3H3405
391 [M+H]".

3B-Pentanoiloxi-5a,6a-epoxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (23c). Rendimiento: 95 %.
Pf 199-201 °C. IR em™: 2939, 1725. "H-RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1
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(3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.6 (2H, m), 2.3 (2H, t), 2.9 (1H, d, J;= 4.4 Hz, H-6), 4.8 (1H, m, H-
3). BC-RMN (CDCl3) &: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19),62.9 (C-5), 64.5 (C-6), 73.2 (C-3), 82.7 (C-
13), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5), 171.2 (carbonilo de éster), 173.3 (carbonilo de éster). EM-FAB
m/z para C4H3605 405 [M+H]".

3B-Hexanoiloxi-50,60-epoxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-17-ona (23d). Rendimiento: 93 %.
Pf 154-156 °C. IR em™: 2940, 1727. "H-RMN (CDCl;) 6: : 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.5 (2H, m), 1.6 (2H, m,2.3 (2H, t), 2.9 (1H, d, J,= 4.4 Hz, H-6), 4.9
(1H, m, H-3). ®C-RMN (CDCls) 8: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 63.2 (C-5), 64.9 (C-6), 70.6 (C-3),
82.7 (C-13), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5), 171.2 (carbonilo de éster), 172.8 (carbonilo de éster). EM-
FAB m/z para C,sH330s 419 [M+H]".

3p-RCOO-5a-hidroxi-D-homo-13(17)a-oxa-androstan-6,17-

diona (24a-24e). Se disolvio 1 mmol del correspondiente epdxido (23a-23e) en 10 mL de
acetona y se sumergio en un bafio de hielo. Posteriormente se adicion6 gota a gota una solucién
de CrO; en agua (3.75 mmol/). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 30 min.,
trascurrido este tiempo se adicion6 otra cantidad igual de CrOs y la mezcla se agitd durante 30
min. Una vez que reacciond toda la materia prima, la mitad del volumen de acetona fue
evaporada a presion reducida. La mezcla se vertido en hielo-agua, se extrajo tres veces con
cloroformo. La fase organica se lavo con agua, se secd con sulfato y se concentrd a presion
reducida. El compuesto se recristalizoé de hexano:acetato de etilo (50:50). En cada caso se obtuvo

un s6lido blanco.

3B-Propanoiloxi-Sa-hidroxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-6,17-diona  (23a). Rendimiento:
85%. Pf 182-184 °C. IR em™: 3415, 2951, 1704. "H-RMN (CDCl;) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.2
(3H, 1), 1.3 (3H, s, H-19), 2.3 (2H, q), 5.4 (1H, m, H-3). ®C-RMN (CDCl) &: 13.5 (C-18), 19.4
(C-19), 73.0 (C-3), 82.7 (C-13), 171.3 (carbonilo de éster), 173.7 (carbonilo de éster), 215.2 (C-
6). EM-FAB m/z para C,H3,06 393 [M+H]".
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3B-Butanoiloxi-5a-hidroxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-6,17-diona (23b). Rendimiento: 88
%. Pf °C. IR em™: 3415, 2940,1705. "TH-RMN (CDCl;) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, t), 1.1
(3H, s, H-19), 1.7 (2H, m), 2.3 (2H, t), 5.4 (1H, m, H-3). *C-RMN (CDCls) : 13.5 (C-18), 19.4
(C-19), 71.4 (C-3), 83.1 (C-13 Y C-5), 171.3 (carbonilo de éster), 173.0 (carbonilo de éster),
215.0 (C-6). EM-FAB m/z para C,3H3,04407 [M+H]".

3B-Pentanoiloxi-5a-hidroxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-6,17-diona (23¢). Rendimiento: 89
%. Pf °C. IR em™: 3415, 2951, 1705. "H-RMN (CDCl;) 6: 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.5 (2H, m), 1.6 (2H, m,2.3 (2H, t), 5.4 (1H, m, H-3). *C-RMN
(CDCl) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.2 (C-3), 82.9 (C-13 y C-5), 171.1 (carbonilo de éster),
173.1 (carbonilo de éster), 215.4 (C-6). EM-FAB m/z para Co4H3506 421 [M+H]".

3B-Hexanoiloxi-5a-hidroxiandrostan-D-homo-13(17)a-oxa-6,17-diona (23d). Rendimiento: 88
%. Pf 179-181 °C. IR em™: 3413, 2940. 1715. "H-RMN (CDCL) &: : 0.9 (3H, t), 1.0 (3H, s, H-
18), 1.1 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, q), 1.5 (2H, m), 1.6 (2H, m,2.3 (2H, t), 5.4 (1H, m, H-3). “C-
RMN (CDCl) 6: 13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 73.0 (C-3), 82.9 (C-13 y C-5), 171.3 (carbonilo de
éster), 173.2 (carbonilo de éster), 215.0 (C-6). EM-FAB m/z para C,sH330¢ 435.

El procedimiento seguido para la sintesis de abiraterona es aquel descrito en la literatura, la
caracterizacion espectroscopica asi como el punto de fusion encontrados fueron los mismos que

los valores que se han reportado anteriormente.*®
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5.2 EVALUACION BIOLOGICA

5.2.1 Estudios in vitro
5.2.1.1 Estudios de la inhibicion de la enzima So-reductasa.
Extraccion de la enzima 50-R1

Con la finalidad de obtener el microsoma que contenia la isoenzima Sa-R1 fueron
extirpados dos higados de ratas macho adultas (8 meses de edad). Los higados de las ratas fueron
resuspendidos (15-30 mg) en un volumen del buffer A. A menos de que se especifique otra cosa,
los siguientes procedimientos fueron realizados a 4 °C. El tejido fue homogenizado y
centrifugado a 10, 000 revoluciones por minuto durante 30 min (ultracentrifuga Beckman L70K)
y el pellet fue separado. La fase liquida del sobrenadante fue filtrado y centrifugado a 10,000
revoluciones por minuto durante 60 min. El pellet microsomal fue lavado y resuspendido en 5
volimenes del buffer A empleando un homogenizador y la cantidad de proteinas fueron
determinadas por el método de Bradford. La suspension fue centrifugadaa 1,000,000
revoluciones por un minuto y el pellet obtenido fue suspendido en el buffer A para obtener
concentraciones de 10-20 mg de proteina/mL; la solucién microsomal fue mantenida a -80 °C

antes de cada experimento.

Determinacion de la actividad de la isoenzima 5¢-R1

La actividad de la isoenzima 50-R1 fue determinada siguiendo la conversion de T a DHT
apH 7.5, 2 nM de [1,2,6,7 3H] T, y diferentes concentraciones de testosterona no marcada
(5X107-6.3X10° M) o DHT (5X107-2.7x10° M) y 2 mM de NADFH. Las reacciones se
hicieron por duplicado y comenzaron cuando la fraccion conteniendo 5a-R1 (60 ng de proteina
en un volumen de 7.5 pL) fue adicionada a la mezcla de reaccion e incubada a 37 °C durante 60

min.
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Extraccion de la isoenzima 5a-R2

La prostata de cadaver humano se cortd y homogeniz6 utilizando un medio A (20 mM
fosfato de sodio, 0.32 M sucrosa, 0.1 mM ditiotreitol, pH=6.5). El homogenizado se centrifugo a
1,500 rpm durante 20 min. El pellet formado se separd y lavé con tres volimenes del medio A,
una vez mas se centrifugd a 4,400 rpm durante 10 min. Finalmente el pellet se resuspendio en el
medio A y se almacend a -70 °C. Se determiné el contenido de proteinas del pellet utilizando el

método de Bradford y albumina sérica bovina como referencia.

La actividad de la enzima fue determinada como se encuentra repostado previamente en

la literatura.
Determinacion de la ICsy de los compuestos sobre la inhibicion de las isoenzimas 5a-R1 y 2.

Para cada uno de los compuestos se prepararon series de seis tubos conteniendo
concentraciones crecientes (107''-10° M) disueltos en DMSO vy conteniendo T [*H] a una
concentracion final de 2 nM; asi mismo se incluyeron tubos controles a los que solo se adicion6
T [*H] a una concentracion final de 2 nM. Los tubos se colocaron en un bafio de agua y en
atmosfera de nitrogeno hasta evaporar totalmente el disolvente; enseguida se afiadio 720 pL de
buffer de fosfatos (40 mM), pH=6.5 (para la isoenzima 5a-R2), 80 pL de fraccion microsomal de
préstata de caddver humano, que contenia 360 pg/mL de proteina. Posteriormente se
adicionaron 100 pL de DTT (1 mM) y 100 pL de NADFH (2 mM) con los que se dio inicio a la
reaccién. Para la isoenzima tipo 1 se utiliz6 un pH de 7.5, 2 mM NADFH, 6.31 uM de

testosterona no marcada, esta reaccién inicié cuando se adiciond 60 g de esta isoforma.

Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37 °C por 1 h, finalizado el tiempo de
incubacién se agregd 1 mL de diclorometano para detener la reaccidn y se agitd nuevamente.
Se extrajo la fase organica en la que se encontraba la DHT [3H] realizando tres extracciones mas
y una vez reunidos los extractos, el disolvente se evaporé a bafio de agua. El sélido se
resuspendid con 0.5 mL de metanol y se aplicd gota a gota en una placa cromatografica para

separar la DHT [*H] formada; el procedimiento se repiti6 5 veces; adicionalmente se aplicaron

81



los estandares de T y DHT en cada extremo de la placa. Se eluyd 3 veces en un sistema de

elusion cloroformo-acetona 9:1.

Para la visualizacion de los estandares, las placas se observaron bajo la luz UV (A=254
nm) y posteriormente se revelaron con una solucion de acido fosfomolibdico en metanol al 8 %.
Se marco y cortd la zona correspondiente a la DHT [*H] en el analizador de centelleo. La
actividad de la enzima se calcul6 en base a los controles que se incubaron en presencia

Ginicamente de T [*H]. Cada experimento se realizo por duplicado.

La concentracion de finasterida y de los compuestos sintetizados para inhibir el 50 %

(ICsp) fue determinado usando el programa SigmPlot 3.

5.2.1.2 Ensayos de afinidad al receptor de androgenos
Preparacion de la fraccion citosolica

Para determinar la afinidad de los compuestos sintetizados al receptor de progesterona, se
utilizaron ratas adultas (8 meses) con peso de 500 g. La prostata de las ratas fue removida,
pesada y sumergida en TEMD frio (conteniendo: Tris-HCI 40 mM, EDTA 3 mM, molibdato de
sodio 20 mM, ditioteitol 0.5 mM, glicerol 10 % a pH 8.0). A menos que se especifique otra
cosa, todos los experimentos se realizaron en bafo de hielo. Los tejidos fueron homogenizados
en un volumen de buffer TEMD enriquecido con inhibidores de proteasas ((PMSF 2 mM,
antipaina 10 pg/mL, leupeptina 5 mM, Tris-HCl 40 mM, EDTA 3 mM, ditioteitol 0.5 mM,
glicerol 10 % a pH 7.4). Estos homogenados fueron centrifugados a 140,000 revoluciones
durante 60 minutos en un rotor SW 60 Ti (Beckman, Palo Ato, California). La fraccion citosolica
obtenida de la fraccion liquida fue mantenido a -70 °C. Las proteinas prostaticas (6 mg de

proteina en 200 pL) fueron determinadas por el método de Bradford.
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Analisis por competencia por el receptor de androstano

Se prepard una serie de tubos que contenian 1 nM de mibolerona [*H] mas cantidades
crecientes de mibolerona no radioactiva (107°-107) o los compuestos a evaluar disueltos en
etanol o cloroformo. A estos tubos se le agregd 300 puL de solucion amortiguadora TEMD mas
200 pL de citosol. Los tubos se incubaron por 18 h a 4°C. Se centrifugaron a 3700 rpm durante
1.5 h, el pellet formado se separ6 y se resuspendi6 vigorosamente, posteriormente se agregd 0.5
mL de carbon-dextran, los tubos se agitaron e incubaron a 4 °C por 40 min y posteriormente se
centrifugaron a 3700 rpm por 5 min. Posteriormente se colocaron en viales en donde se adiciond
5 mL de liquido de centelleo Ultima Gold para finalmente leer la ridioactividad producida por el
complejo Mibolerona-[*H]-receptor en el analizador de centelleo. La ICso de cada compuesto
fue calculada de acuerdo a lo obtenido de graficar la concentracion contra el porcentaje de
enlace. Este experimento se realizé por duplicado en diferentes tiempos. La afinidad de enlace al

receptor (AER) se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

ICsp [H] del compuesto de mibolerona x 100

AER=
ICsq dal inhibidor

5.2.1.3 Ensayos de afinidad al receptor de progesterona
Preparacion de la fraccion citosolica

El utero fue aislado de conejos maduros, los cuales fueron tratados 7 dias con valerato de
estradiol 10 pg/animal. Después del tiempo de tratamiento los animales fueron sacrificados con
C0, y el utero fue removido, pesado y sumergido en un bafio de hielo y se adicion6 buffer
TEMD. Posteriormente, el tejido fue seccionado y homogenizado en volimenes iguales de buffer
TEMD enriquecido con inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, antipaina 10 pg/mL, leupeptina
5 mM, Tris-HCl 40 mM, EDTA 3 mM, ditioteitol 0.5 mM, glicerol 10 % a pH 7.4). El
homogenizado fue centrifugado a 140,000 revoluciones durante 2h a 0°C en un rotor SW 60 Ti

(Beckman, Palo Ato, California)
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Analisis por competencia por el receptor de progesterona

Para los experimentos de competencia por el receptor de progesterona se prepararon
tubos que contenian 4 nM de [*H] R5020 mas un rango de concentraciones de 1X107'° — 4X10°
M de progesterona no radiactiva, R5020 ¢ los compuestos sintetizados en un rango de
concentraciones de 1X10™' — 4X10° M en cloroformo o etanol. En los tubos que no contenian
competidor se adicioné disolvente (cloroformo o etanol) y se evapord al vacio. Posteriormente a
cada tubo se adicion6 alicuotas de 200 uL d la fraccion citosoélica del ttero de conejo (4 mg de
proteina) y se incubd en la presencia de 300 pL de buffer TEMD enriquecido con inhibidores de
proteasa durante 18 h a 4 °C (cada tubo se realizd por duplicado). Después del periodo de
incubacion se adiciond una solucidn de sulfato de amonio (0.21 mL) en medio TEMD (30%), se
incubd durante 1h con ocasional agitacion. El precipitado fue colectado por centrifugacion a 10,
000 revoluciones durante 10 minutos y el pellet fue redisuelto en 0.5 mL de TEMD y mezclado
con 0.5 mL de una mezcla de 0.1% de dextran revestido con 1% de carbon en buffer TEMD. La
mezcla fue incubada por 10 minutos a 4 °C, transcurrido este tiempo, los tubos fueron agitados
vigorosamente, centrifugados a 800 revoluciones durante 10 minutos. Se tomaron alicuotas de
600 pL y se determind la radiactividad. La ICsy de cada compuesto fue calculada de acuerdo a lo
obtenido de graficar la concentracion contra el porcentaje de enlace. Este experimento se realizd
por duplicado en diferentes tiempos. La afinidad de enlace al receptor (AER) se calculd de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

ICs [*H] del compuesto de referencia = 100
ICxy del inhibidor

AFR=
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5.2.1.3 Citotoxicidad en las lineas celulares cancerosas humanas PC-3 y MCF-7de los

compuestos sintetizados

Se utilizaron dos lineas cancerosas humanas (de cancer de prostata y de mama) que
fueron proporcionadas por Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos. Estas células se
cultivaron en un medio RPMI-1640, enriquecido con 10 % suero fetal bovino 2 mM de L-
glutamina, 100 UI/mL de penicilina G, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina, 0.25 pg/mL de
anfotericina B y 1 % de aminoécidos no esenciales; se incubaron a 37 °C en atmdsfera himeda
con 5 % de CO,. Posteriormente se tomd 100 pL de la linea celular correspondiente, el contenido
de células varia de 5000 a 40000 dependiendo de la linea celular; se incub6 durante 24 h. Se
prepar6 una solucion stock en dimetilsulfoxido (DMSO) de cada compuesto a evaluar, estas
concentraciones se adicionaron a cada pozo para obtener una concentracion final de 50 pM, los
pozos se incubaron durante 48 h. Adicionalmente se prepar6é otro pozo al cual se adiciond
unicamente medio de cultivo, este ultimo se incubod por 1 h, ambas incubaciones se realizaron a
37 °C, en una atmosfera de 5 % de CO, y 100 % de humedad relativa. Finalizado el tiempo
correspondiente se realizo los cultivos celulares in situ por la adicion de 50 pyL de acido
tricloroacético (TCA) (p/v) frio, se incubd por 60 minutos a 4 °C, se desecho el sobrenadante y
se realizaron 5 lavados con agua desionizada y se dejo secar por 24 h. Posteriormente se realizd
el tefiido adicionando 100 pL de sulforodamina B (SRB) (0.4 % p/v en 1 % de acido acético) a
cada pozo, se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se hicieron
lavados con una solucién de acido acético al 1% y se dejo secar por 24 h. Las células fijas se
resuspendieron utilizando 10 mM de buffer Tris, pH=10 en agitacidén por 5 min. Finalmente, se

determiné la densidad éptica a 515 nM utilizando un lector de ELISA.
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5.2.1.4 Estudios de inhibicion de la enzima CYP17A1
Estudios de afinidad de los compuestos al hierro del grupo hemo de la enzima CYP17A1

Se realizaron titulaciones de la union de los diferentes compuestos a la enzima CYP17A1
purificada a temperatura ambiente usando un espectrofotémetro de UV-Visible (UV-2600;
Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD). La proteina fue diluida a 0.2 uM en 100 mM
de un buffer de fosfato de potasio (20 % de glicerol) a pH 7.4, fue dividida igualmente en dos
cubas de 1 mL (lcm de longitud), y la linea base fue colectada (350-500 nm). Alicuotas
preparadas recientemente de los compuestos a evaluar en 100 % de etanol fueron adicionadas a
la cuba. Un volumen igual de etanol fue adicionado a la cuba de referencia. Diferentes espectros
fueron colectados (350-500 nm) hasta alcanzar un periodo de equilibrio. Durante las
valoraciones, el total de etanol no excedid el 2% del volumen total contenido en cada cuba. La
union de los compuestos a la enzima fue monitoreada como la diferencia de absorbancia (AA)
producida entre el minimo (~398 nm) y el maximo (~420 nm). La constante de enlace aparente

(Kd) fue calculada usando GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Determinacion de la ICsj en la inhibicion de 1a enzima CYP17A1

Se incubaron los compuestos 8a, 8b, 8¢ y abiraterona como inhibidores. Diferentes viales
que contenian enzima humana recombinante CYP17A1 (microsomas de levadura), progesterona
(0.4 a 10 uM), [’H]-progesterona (0.1 pCi/uL) y el correspondiente compuesto o vehiculo de
etanol en 0.247 ml de tampon de fosfato de potasio fueron pre-incubados a 37 °C durante 3 min.
Posteriormente se adicion6 2.5 pl de NADPH, 100 nM, se incub6 a 37 °C durante 20 min. La
reaccion se detuvo por adicion de 1 mL de cloruro de metileno y la fase orgénica se sec6 bajo un
flujo de nitrogeno. Los esteroides se analizaron en el HPLC Agilent 1260 con detector de UV y
una linea de contador de centelleo B-Ram4 (LabLogic, Brandon, FL). Los extractos de
incubacion se disolvieron en 20 pL de metanol y 5 pL se resolvieron con una columna C8 de
Kinetex (Phenomenex, Torrence, CA) 50 mm X 2.1 mm, 26 micras, equipado con una columna
de seguridad con flujo de 0.4mL/min. Gradientes de metanol acuoso fueron empleados (27% de

metanol a 0.5 min, cambiando a 39% de metanol, y luego de 39 a 75% durante 30 min). Los
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productos fueron identificados por los tiempos de retencioén , en comparacion con los estandares
resueltos al principio del experimento usando deteccion radiactiva de esteroides marcados con
titrio, empleando coctel de centelleo Bio-Safe II (Reserch Products International, Mount
Prospect, IL) a una velocidad de flujo de 1.2 ml / min. Los datos fueron procesados con Laura

(LabLogic).

5.2.1.5 Estudio del efecto de los compuestos 14a-14e en la proliferacion de la linea celular

U373-MG

La linea celular U373-MG derivada de un cancer de astrocitoma humano grado III
(ATCC, Manassas, VA) fueron donadas por el Dr. Andrés Gutiérrez de los laboratorios Dr.
Sontheimer (Bringham, AL). Las células fueron crecidas en cajas de 10 cm de didmetro y
mantenidas en un medio DMEM rojo fenol enriquecido con 10% de suero fetal bovino, con
hormonas, piruvato 1 mM, glutamina 2 mM, aminodcidos no esenciales 0.1 mM (GIBCO, NY) a

una temperatura de 37 °C bajo una atmoésfera de CO; al 5% bajo 95% de aire.

En cajas de cultivo de 12 pozos fueron sembradas 5X10° células de la linea U373-MG en
las condiciones mencionadas anteriormente. 24 horas antes del tratamiento con los compuestos,
el medio fue removido y cambiado por DMEM sin rojo fenol enriquecido con 10 % de suero
fetal bovino, sin hormonas (Hyclone, Utah), piruvato 1 mM, glutamina 2 mM, aminoacidos no
esenciales 0.1 mM (GIBCO, NY) a una temperatura de 37 °C bajo una atmoésfera de CO, al 5%
bajo 95 % de aire. Posteriormente los siguientes tratamientos fueron aplicados: los compuestos
14a-14e (en un rango de 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM y 1 nM), el esteroide+el antinflamatorio
(en un rango de 10 uM, 1 uM, 100 nM, 10 nM y 1 nM), el esteroide y los antinflamatorios por
separado (en un rango de 5 uM, 1 uM, 500 nM y 100 nM). Cada experimento fue repetido tres
veces. Y la proliferacion fue seguida durante 6 dias empezando como dia 0 cuando se aplico el
tratamiento. El numero de cé€lulas vivas fue medido por exclusion de azul de tripan usando un
microscopio invertido (Olimpus CKX41, Center Valley, PA). Todos los datos fueron analizados
y graficados usando el programa GraphPad version 4.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA. Los analisis estadisticos entre grupos fueron realizados usando ANOVA con la

preprueba Bonferronis. Un valor de p<0.05 fue considerado significativamente estadistico.
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5.2.2 Estudios in vivo
5.2.2.1 Estudios in vivo en hamsteres

En las pruebas realizadas se emplearon tres modelos de estudio: los érganos flanco, las

vesiculas seminales y la prostata de hamsteres macho castrados.

El efecto antiandrogénico de los esteroides sobre las vesiculas seminales de hamsteres
machos (150-200 g) castrados, de la cepa Syrian Golden, fue determinado en 8 grupos de cuatro
animales por experimento. Los animales fueron seleccionados al azar y gonadectomizados
quince dias antes del experimento, manteniéndolos a una temperatura controlada de 22 °C y en
periodos de luz-oscuridad de 12 h. A cada animal de los diferentes grupos se le administro
subcutaneamente (s.c.) 200 mg de testosterona (T) y cada uno de los esteroides evaluados 0.5 mL
de aceite de castor (vehiculo), por periodos de 24 h durante tres dias. Se utilizaron como
controles a un grupo que se le administr6 finasterida (F) mas testosterona (T+F), otro que se le
administré Unicamente testosterona disuelta en el vehiculo. Después del tratamiento, los
hamsters fueron sacrificados mediante la anestesia con éter y posteriormente se realizd la

diseccion de las vesiculas seminales para ser pesadas.

Los esteroides sintetizados fueron comparados contra la finasterida por que es el
medicamento que comercialmente esta disponible para el tratamiento del cadncer de prostata y la

hiperplasia prostatica benigna y fue utilizado como control negativo en el experimento.

5.2.2.2 Experimentos in vivo (itero, glandula mamaria, cuerpo liteo)

Cuatro grupos de 4 animales (ratones CD1) los cuales fueron sincronizados con 2 pg de
LHRH (Sigma, en buffer de fosfato conteniendo 0.1 % de albumina bovina) por ratdn, la dosis se
administré subcutaneamente a las 9:00 h y posteriormente una segunda dosis a las 14:00 h.
Después de esta administracion se dejé descansar a los ratones durante 8 dias. En la mafiana del

noveno dia a los ratones previamente tratados con LHRH se le administrd los compuestos a
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evalular (0.22 mg/Kg en 100 pL de aceite de sésamo) una vez al dia, durante cuatro dias
consecutivos. Como grupo control se inyectd solo 200 pL de aceite de sésamo. Este experimento

se realizo por triplicado en dos diferentes tiempos para obtener las desviaciones estandar.

Posteriormente, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical en la mafiana del
décimo dia de tratamiento. Los ovarios, glandulas mamarias y ttero de los ratones fueron

removidos y preparados para su examinacion histologica.

Los tejidos fueron fijados con formaldehido en buffer (10%), procesados de acuerdo a las
técnicas histologicas convencionales e insertados en paraplast (Oxford Labware, St Louis, MO,
63103, USA). Los ovarios de cada grupo fueron cortados sigitalmente (5 um) y el ttero asi como
las glandulas mamarias fueron cortadas transversalmente (5 pM). Estas secciones fueron
impregnadas de hematoxilina-eosina y analizadas bajo una luz de campo claro en el microscopio
(Axiovision, 4.5, Carl Zeiss). De la misma forma, el cuerpo luteo que contenia cada ovario de
cada raton fue cuantificado. Los resultados fueron estadisticamente analizados usando el analisis

de varianza “one-way”’ y el método Dunnett para comparar significancias (JMP IN 5.1 software).

5.2.2.3 Disminucion del edema de la oreja del raton

Transcurrido 4 h todos los animales fueron sacrificados en una camara de CO; y se tomd
una biopsia de la oreja inflamada (derecha) asi como de la no inflamada (izquierda) empleando
un sacabocados de 7 mm de diametro. La inflamacion se determind como la diferencia de peso
entre cada porcion circular de ambas orejas. La actividad antinflamatoria de los compuestos se
reportd como el porcentaje de inhibicion del edema y fue determinada empleando la siguiente

ecuacion:

% de inhibicion = 100-[peso promedio de prueba/peso promedio control]*100

Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de student con un nivel de confianza de

p<0.01.
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5.3 Estudios computacionales

Con la finalidad de correlacionar la afinidad por el hierro del grupo hemo de la enzima
CYPI17A1 se decidi6 calcular el LUMO de las moléculas 8a, 8b, 8c, abiraterona y progesterona.
Este estudio se realizd en una computadora Laptop TOSHIBA modelo Satellite A505 con un
procesador Intel Core i3 de 2.13 GHz y 4 GB de memoria RAM, utilizando el programa Spartan
08. Inicialmente las moléculas fueron pre-optimizadas usando un campo de fuerza Merck
(MMFF94), se eligio el conformero de minima energia. Posteriormente se realizd una
optimizacion empleando una mecdnica molecular AM1 y se calcul6o el LUMO y HOMO de las

moléculas anteriormente mencionadas.

En el caso de los céalculos de CLogP se utilizo6 el programa ACD/LabsLogP version 9.
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6. CONCLUSIONES

En este proyecto de investigacion se sintetizaron diferentes derivados esteroidales
basados en diversos esqueletos como son la progesterona, androsterona y pregenolona. Los
compuestos sintetizados se obtuvieron en buenos rendimientos, estos derivados fueron

caracterizados mediante técnicas espectroscopicas .

En el estudio de los derivados sintetizados para el tratamiento del cancer de prostata
se encontrd que los compuestos que inhiben a la enzima Sa-reductasa tipo 1 son: 2h, 2i, 2j,
3h, 3i y 3j, teniendo en comun un éster aromatico en C-3, un carbonilo en C-17 o C-16, o
un atomo de cloro en C-17. Aunque los derivados de estos ésteres que tienen un imidazol
en C-17 presentaron actividad, ésta no es comparable a la mostrada por sus precursores con
cloro en C-17, con lo que se concluye que la enzima 5a-R1 no tolera la presencia de un
heterociclo en C-17. En cuanto a la enzima Sa-reductasa tipo 2, los compuestos que
mostraron una mejor actividad inhibitoria con respecto al firmaco comercial que es la

finasterida fueron los compuestos 3a, 3d, 22a-22e.

En el estudio de inhibicion de la proliferacion celular de la linea de céncer de
prostata PC-3, los compuestos: 4a, 4g, 4i, Sa, 5f-5i, 8a y 14b mostraron un porcentaje de

inhibicion mayor que aquel encontrado para ketoconazol.

En los estudios de afinidad al hierro del grupo hemo de la enzima CYP17Al, se
encontrd que el compuesto 8a exhibe un mecanismo de union tipo 1, por el contrario los
compuestos 8b y 8¢ presentan una unién de tipo 2. Aunque ninguno de estos compuestos
mostréo un mejor valor de ICsy que el encontrado para abiraterona, estos resultados nos

ayudan a explicar el posible mecanismo de regulacion de este tipo de compuestos.

En los estudios in vivo, los que mostraron mayor disminucion del diametro de la
mancha pigmentada fueron los compuestos 4b, 4¢ y 4d. Los derivados estroidales que
disminuyeron el peso de la prostata fueron los compuestos 8b y 5d. Aunque ninguno de

estos compuestos mostraron inhibir a la enzima So-reductasa y en base a los resultados
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obtenidos de la inhibicion de la enzima CYP17A1, se puede pensar en que la actividad en
este modelo biologico se deba a la inhibicion de esta enzima en el metabolismo del

hamster.

Los compuestos hibridos 14b y 14e mostraron inhibir considerablemente Ia
proliferacion de la linea celular U373, lo cual no es observado en las mezclas fisicas
evaluadas del esteroide 13 con los cinco antinflamatorios, por lo que se puede inferir, que el
enlace covalente le ayuda a mejorar su actividad de inhibicion en este tipo de linea de
cancer de cerebro. Estos resultados también concuerdan con los estudios de disminucion
del edema de la oreja de ratobn que estd asociada a un fendomeno inflamatorio; donde se
encontro que los compuestos 14b y 14e, reducen significativamente la infamacion de la

oreja del raton.

En cuanto al cancer de seno, Gnicamente los compuestos derivados de triazol 4a y 4e
redujeron el crecimiento celular de la cepa MCF-7. Por otro lado, el compuesto 2f inhibio
la ovulacion y mostr6 un efecto agonista en las glandulas de mama de rata, este efecto in
Vivo se puede atribuir a que este compuesto se enlaza fuertemente al receptor de

progesterona lo cual fue corroborado por los estudios in vitro.

Los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion nos permiten aportar mas
informacion al requerimiento estructural que deben de presentar las moléculas para poder
desarrollar compuestos mas potentes para el tratamiento del cancer de prostata, seno y
cerebro. También estos resultados nos ayudan a comprender la importancia del efecto

infamatorio en el cancer de prostata y de cerebro.
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The effect of several new dihydroepiandrosterone ester derivatives A2-A6 was demonstrated using
female cycling mice, which were synchronized for estrus with luteinizing hormone-releasing
hormone (LHRH) and injected with the steroids. The binding to the progesterone receptor (PR),
was obtained from uteri’s cytosol of adult estrogen-primed rabbits. A1 binds to the PR and
inhibited the ovulation in cycling mice stimulated with LHRH. The activity of the endometrium
and mammary glands in these mice was markedly reduced as compared to the control. A2, A4, and A5
were not active; nevertheless, A3 binds to the PR with high affinity. However, this steroid did not
produce any effect as compared to that observed for the control in the endometrial and mammary
glands. A6 binds to the PR with the highest affinity and induces a synergistic activity with
progesterone (P) in these tissues. Furthermore, A6 inhibited the ovulation in the same manner as
A1l. These results suggested that A1 and A6 are blocking the gonadotropin secretion. Since Al
inhibited the conversion of progesterone to Sa-progesterone, as a result of this a blockage of the
ductal and alveolar epithelial cell produces proliferation in the mammary and endometrial glands,
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Introduction

Steroidal molecules are broadly distributed in nature. They
bind to specific receptors distributed inside the cells that
make up a super family of steroid-inducible transcription
factors that regulate the transcription of complex gene net-
works [1]. These steroidal molecules induce a wide variety of
biological processes, such as: cell growth, development, and
differentiation [2]. When these molecules bind to their
respective receptors, they could effect a conformational
change of the proteins resulting in the dimerization of
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two ligand receptor complexes and binding to a specific
DNA sequence known as hormone response element. The
interaction of the receptor complex with specific coactivator
proteins and general transcription factors form a productive
transcription of their specific target genes [3].

The development of different synthetic steroids that could
modify the mechanism of action of the natural hormones
could be a useful tool for the treatment of different hormone
dependent diseases such as: benign prostatic hypertrophy,
acne, prostate cancer in males [4, 5], endometriosis, polycyst
ovary, uterine fibroids, and breast cancer in women [6]. The
aim of this study was to determine the activity of different
steroids on diverse biological targets.

Steroid receptors and the enzyme So-reductase could be
therapeutic targets for new steroidal compounds with anti-
progestational activity. 5a-Reductase converts A*3-ketoste-
roids to 5a-dihydro-3-ketosteroids in androgen dependent
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tissues. The activity of this enzyme has been known for a long
time [7]. Amino acid identities between 5Sa-reductase present
in different species had been reported in almost all protein
data bases. Compositional substitution matrix adjustment is
now available in NCBI’s protein—protein version of blast [8|.
These technologies had allowed us to compare the homology
of sequences between human, mice, and rat’s 5Sa-reductase
enzymes which are of 75% for mice and 78% for rats [8].

In view of the fact that 17-oxaandrost-5-ene-3B-yl-acetate
(A1) inhibited the enzyme 5a-reductase [9] this fact prompted
us to synthesize similar compounds and evaluate them in vitro
as well as in vivo. In this paper, we describe the synthesis and
biological evaluation of the following new androstene deriva-
tives: 17-oxaandrost-5-ene-3p3-yl-acetate (A1), 17-oxaandrost-5-
ene-3B-yl-p-bromobenzoate (A2), 17-oxaandrost-5-ene-3f3-yl-p-
methylbenzoate (A3), 17-oxaandrost-5-ene-33-yl-p-chloroben-
zoate (A4), 17-oxaandrost-5-ene-33-yl-p-nitrobenzoate (A5),
and 17-oxaandrost-5-ene-33-yl-benzoate (A6) as inhibitors of
Sa-reductase enzyme as well as the binding of these steroids
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to the progesterone receptor (PR). In addition, we also inves-
tigated the pharmacological activity of these steroids.

Results

Concentration of the novel compounds that inhibited

50% of 5a-reductase activity from human prostate

The concentrations of finasteride (A7) and compounds A2-A6
(Fig. 1) required for inhibiting Sa-reductase activity by 50%
(ICs0) were determined from the inhibition plots using Sigma
Plot software. The results from this experiment indicated
that steroids A2-A5 inspite of the fact that they have an
androstene-17-one skeleton did not inhibit the activity of
the human 5a-reductase enzyme. These compounds were
reported as non-active (NA) in Fig. 1. However, A6 and A8
inhibited very weakly this enzyme with an ICsq value of
100 £ 5 pM and 25 £ 5 nM; these values were much higher
than that determined for finasteride (A7) and previously
reported for steroid A1l [9] Fig. 1.

3

5a-R ICso [NM]=NA
RBA to PR=148%

L
SN
A6
5a-R C50 [HM]:].OO
RBA to PR=182%

07N
H a7

5a-R ICs, [nM]=0.1940.025 5a-R ICs, [NM]= 25+2.5 [9]

RBA to PR=NA RBA to PR=0.29%

Figure 1. Effect of different androstane-compounds (A1—-A8) on the activity of 5a-reductase enzyme obtained from the membrane fraction
of human prostate (5a-R). The IC5o values + standard deviations indicate the minimum concentration required of the novel steroids for the
inhibition of 50% of the activity of 5a-R. This Figure shows also the relative binding affinity (RBA) of these derivatives to the progesterone (PR)
receptor obtained from the cytosol of rabbit’s uteri. All experiments were carried out by duplicate in two different times. NA = not active

compound.
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Figure 2. Effect produced by the novel steroids in the histology of
the mice uteri. Important changes can be observed under different
treatments. The square of the center shows transverse sections of
control and experimental groups (A1, A3, and A6) (H-E, bar
1000 pm). Photomicrograph A1 exhibits an evident reduction of
the uterus diameter and lumen (L) as compared to the control group,
but A3 does not show this difference. A6 shows a clear enhance-
ment in the diameter of the uterus and the lumen as demonstrated by
the presence of glands, epithelium, and miometrial increase.
Framed regions were enlarged to show endometrial glands (arrow),
epithelium (arrow head), and miometrial (*). Experimental groups
show differences with the control group (H-E, bar 130 pwm).

Dehydroepiandrosterone Derivatives 3

Relative binding affinities (RBA) of the androstane
derivatives to the progesterone receptor (PR)
We evaluated the new steroidal compounds A1-A6 and A8
(Fig. 1) for the inhibition of [*HJR5020 binding to the PR. The
RBA values of these steroids for the PR are shown in Fig. 1.
The ICsq values for the displacement of [°PH|R5020 binding
to the PR for unlabeled progesterone and R5020 were similar:
0.4 + 0.02 and 0.4 £+ 0.03 nM, respectively. ICs, values for
steroids A1, A3, A6, and A8 (dehydroepiandrosterone) were:
0.47 + 0.03, 0.27 £ 0.003, 0.22 £ 0.001, and 307 £ 10 nM,
respectively.

Ovulation produced in mice stimulated with LHRH
After 13 days following luteinizing hormone-releasing hor-
mone (LHRH) treatment, the cycling mice of the control
group showed the presence of 10.3 + 1.9 corpora lutea, thus
indicating that the ovulation was carried out and the corpora
lutea were secreting progesterone. The groups treated with
A3 and A8 showed similar results, 8.3 + 1.9 and 9.1 £ 2.0
corpora lutea, respectively. On the other hand, the animals
treated with steroids A1 and A6 exhibited lower values of
corporal lutea (7.3 £ 0.95 and 6.3 + 1.2, respectively). The
statistical analysis indicated that Al and A6 significantly
inhibited the ovulation in these animals at a dose of
0.22 mgfkg.

Figure 3. These micrographs show the number and activity of endometrial glands from uteri of mice (control) and also of steroids (A1, A3,
and A6) treated mice. The size and dilation of glands as well as of an abundant secretion can be observed (arrows; H-E bar 30 um).

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Mice uterine transformations

After 13 days following LHRH treatment, the uterus speci-
mens of the cycling mice of the control group showed
an enlargement of the endometrial thickness, which is
characteristic of the progestational phase. An intense
secretory activity and an increase of the luminal folding
of the endometrium were also observed, both indicating
a progestational activity (Figs. 2 and 3). In view of the fact
that P was present in the serum, the treatment with steroid
A3 did not produce any effect on the endometrium as
compared to the control; this fact was also observed with
the treatment with A8 (data no showed). However, the
diameter and the lumen (L) from uterus of the mice treated
with steroid Al exhibited a noticeable reduction as com-
pared to that of the control group (Fig. 2). The endometrial
thickness showed a reverse progesterone induced trans-
formation effect. Furthermore, we also observed a large
reduction of the secretory activity and luminal folding
in the endometrium of the treated mice (Fig. 3). On the
contrary A6 showed a clear enhancement in the diameter
of the uterus and the lumen. This is demonstrated by
the presence of glands, epithelium, and miometrial
increase. The pictures of the histological sections are shown
in Figs. 2 and 3.

Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 2012, 000, 1-9

Mammary glands transformation
The morphological changes in ductal side branching and
lobular alveolar development in the mammary glands of
mice treated with A1 and A6 compared with control (follow-
ing LHRH and vehicle-treated) are exhibited in Fig. 4.
Furthermore, this figure shows also a similar development
of the mammary glands between the control and the A3
treated mice. However, steroid A1 markedly reduced ductal
and alveolar epithelial cell proliferation, whereas A6 induced
a proliferation of this tissue (Fig. 4) which indicates an
increasing effect produced by this compound.

On the other hand the treatment with A8 did not show any
activity as compared to the control (following LHRH and
vehicle-treated).

Discussion

In this study, we demonstrated the activity of several dehy-
droepiandrosterone derivatives A1-A6. Steroid Al having an
acetoxy group at C-3, inhibited the enzyme 5Sa-reductase
present in human prostate [9] and also binds to the PR. On
the other hand, A2 to A6 failed to show an inhibitory effect
for this enzyme. Steroid A3 binds to the PR with a high
affinity showing a RBA value of 148%. On the other hand

Figure 4. These photomicrographs show the histology of mice mammary glands. There are important differences observed as compared to
that of the control group. A1 shows a poor development (antagonist effect), whereas A3 exhibits evidences of normal development
(progestogen effect). A6 induced a greater development of the mammary glands (H-E, bar 130 um).

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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A6 which lacks any substituents in the phenyl group of the
ester moiety at C-3 binds to the PR with the highest affinity
(RBA value of 182%).

The binding assay showed that the concentration of
unlabeled promegestone required for the displacement of
50% of the labeled promegestone (0.4 nM) bound to the PR
was around 0.4 nM; this fact indicated a high reliability for
this assay. The competition studies reported previously by
Ref. [10] showed an ICsq value for unlabeled progesterone of
4 nM, when they used labeled promegestone in a concen-
tration of 0.4 nM. The difference between Palmer’s and our
studies is that we could precipitate the PR with ammonium
sulfate [11]. This procedure permitted us to obtain a purified
fraction of the PR [12] and improve the competition analysis.

The fact that A1 had demonstrated a pharmacological
activity surprised us, since we expected that this ester is
easily hydrolyzed by the esterase enzymes present in the
mice blood and could form A8 which results non-active.
However A1 showed in vivo activity. This fact could be
explained by considering the previously reported results in
the classical paper of Hunter and Strachan [13]. These authors
informed that the esterase enzymes present in mouse blood
hydrolyzed naphthol butyrate but not naphthol acetate. We
plan to investigate this question in the near future.

The finding that A1 and A6 showed a pharmacological
activity, could be advantageous for its use in the control of
fertility (menses-induction and abortion) [14, 15|, as well as
for the treatment of hormone dependent tumors (A1) (e.g.,
breast cancer), the control of cell growth and tissue differ-
entiation (A1) (endometriosis) [16, 17].

Previously, it had been shown by several authors [14-21]
that endocrine bioassays using the uterine and mammary
transformation assays, as parameter for the measurement of
progestational activity is a reliable method for the in vivo
evaluation. In this respect, it is generally accepted a corre-
lation between the RBA values of steroid hormones in vitro
and their biological activity in vivo.

The results of this study indicated that Al binds to the PR
and inhibited the ovulation in mice stimulated with LHRH,
8 days prior to the treatment with the novel compounds. The
activity of the endometrium and mammary glands was also
markedly reduced in these mice as compared to that of the
control (stimulated with LHRH, 8 days and treated with
vehicle). On the other hand A3 that binds also to the PR
did not increase the in vivo activity, since it showed a similar
effect observed for progesterone in the vehicle-treated cycling
mice. These studies suggested that metabolic changes occur-
ring in this molecule were sufficient to avoid its biological
activity. However, A6 which lacks any substituent in the
phenyl group of the ester moiety at C-3 and binds to the
PR with the highest affinity (RBA value of 182%) induced a
larger in vivo activity as compared to that of the control

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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(stimulated with LHRH, 8 days and treated with vehicle)
and A3. This fact could be explained on the ground that
A6 occupied a larger number of receptors PRA or PRB which
are present in the endometrial and mammary glands [3, 22].

The atrophy of the mammary tissue observed in the mice
treated with A1l suggested that this steroid inhibited the
enzyme 5Sa-reductase [9] and as a consequence of this a
non-5a-dihydroprogesterone (5a-P) metabolite was formed.
5a-P binds to a specific receptor present on the plasma mem-
brane of breast cancer cell lines [23]. The physiological role of
this metabolite of P in the mammary glands had been pre-
viously demonstrated. It had been reported that 5a-P stimu-
lates mitosis and suppresses apoptosis in normal as well as in
tumorigenic cells [24, 25]. As a result of both cellular proc-
esses, a growth of the mammary tissue is observed.

In addition 5a-P is an active metabolite produced by copus
luteum during the ovarian cycle and throughout pregnancy in
several species [26, 27] and it shows high affinity for the
endometrial intracellular PR [28]. These data suggested also
that the absence of 5a-P could induce an atrophy of the
endometrial glands in a similar way as we have observed
in the uterus of the mice treated with Al.

On the other hand it had been previously reported that P
increased the LH and FSH levels during the normal preovu-
latory gonadotropin surge and this phenomenon doesn’t
occur in ovariectomized estrogen-primed rats [29-32]. In
addition, the effect of P on gonadotropin release is exerted
via the classical intracellular receptor [29, 31|; however, 5a-P
metabolite regulates via GABA receptor the LH liberation |29,
31] by the hypothalamus. It is a well known fact that the
progesterone antagonists, such as RU486 reduce the LH and
FSH levels [19, 29]. The overall data taking together suggested
that A1 inhibited the Sa-reductase enzyme [9] which could
convert P to 5a-P and binds to the PR. As a result of this A1l
could have inhibited ovulation in the cycling-treated mice. In
the future, additional studies will be carried out to clarify
this hypothesis.

Alternatively A6, which inhibited very weakly the 5a-
reductase enzyme and binds to the PR with the highest
affinity of the steroids studied, inhibited also the ovulation
and showed a progestogen activity in vivo in a similar way as
that previously reported for some synthetic steroids [32].

From these studies it could be concluded that small struc-
tural modifications in the skeleton of these dehydroepiendros-
terone derivatives enhanced or decreased the progestogen
activity leading to very selective progestogen compounds.

Experimental

Chemical and radioactive materials®'
Solvents were laboratory grade or better. Melting points were
determined on a Fisher Johns melting point apparatus and are
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uncorrected. 'H NMR and '>C NMR were taken on a Varian
Gemini 200 and a VRX-300, respectively. Chemical shifts are
given in ppm relative to that of Me,Si (8§ = 0) in CDCl; (the
abbreviations of signal patterns are as follows: s, singlet; d,
doublet, t, triplet; m, multiplet). High resolution mass spectra
were obtained with a Thermo electron DFS (double focus sector)
spectrometer. IR spectra were recorded on a Perkin-Elmer 200
spectrometer.

The radioligands: (1,2,6,7°H) testosterone [*H|] T specific
activity: 95 Ci/mmol and promegestone (17a-methyl-*H) [*H]
R5020 (Synthetic progestin with high affinity for the PR [33])
specific activity: of 87 Ci/mmol; were provided by Perkin Elmer
Life Sciences, Inc. (Boston, Ma). R5020, were supplied by
Steraloids (Wilton, NH, USA) and Perkin Elmer Life Sciences,
Inc., respectively. DL-Dithiothreitol and protease inhibitors were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Activated
charcoal (acid washed with hydrochloric acid) and Dextran (Mr-
70 000) were supplied by Sigma-Aldrich (St. Louis).

The radiolabeled steroids were purified by TLC using silica gel
G plates, which were developed with the same solvent mixture
used by the manufacturer.

Finasteride (A7) (Fig. 1) was used as a reference compound and
is an inhibitor of 5a-reductase enzyme. This very popular drug
used for the treatment of prostatic hyperplasia was obtained by
extraction from Proscar® (Merck, Sharp & Dohme). The tablets
were crushed, extracted with chloroform and the solvent was
eliminated in vacuum; the crude product was purified by silica
gel column chromatography using 80% hexane and 20% ethyl
acetate as mobile phase. The melting point of the isolated
Finasteride (252-254°C) was identical to that reported in the
literature.

Animals and tissues

Adult New Zealand white female rabbits weighing 4 kg were
used for determine PRs. CD1 female mice (20-25 g) were used for
the histological studies. The animals were housed in a room with
controlled temperature (22°C) and light-dark periods of 12 h
during all experiments. Food (commercially available chow)
and water were provided ad libitum.

The animals (mice and rabbits) were obtained from the
Metropolitan University-Xochimilco of Mexico. The protocols
for the experiments carried out in this study were approved
by the Institutional Care and Use Committee of the
Metropolitan University of Mexico.

Human prostate of a 53 years old man, who died from diabetes
and renal insufficiency was used (it was obtained from the
Department of Pathology, The General Hospital in Mexico
City). The gland was introduced to a solution of NaCl 150 mM
and stored at —70°C. Frozen human prostate was thawed on ice
and minced with scissors. Unless specified, the following pro-
cedures were carried out at 4°C.

Synthesis of the steroidal derivatives

Compounds A2-A6 were obtained from the commercially avail-
able dehydroepiandrosterone acetate Al. This compound was
treated with a diluted sodium hydroxide solution and the result-
ing alcohol (A8) was used for the preparation of the above-men-
tioned esters. The NMR, UV, IR, and mass spectra of the final
products confirmed unequivocally the structure of these
compounds.

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Preparation of 3p-hydroxyandrost-5-ene-17-one (A8)
To a solution of 17-oxaandrost-5-ene-3f3-yl-acetate (A1) (commer-
cially available; 1 g, 4.23 mmol) in methanol (60 mL) was added
20 mL of an (10%) aqueous sodium hydroxide solution. The
mixture was stirred under reflux for 1 h. Upon termination of
the reaction, 40 mL of methanol was eliminated by distillation
and 10 g of ice was added. The precipitated crude product was
isolated by filtration and recrystallized from methanol. Yield:
92%, mp 135-137°C. IR (KBr) cm™': 3425, 2931, 1742, 1646.
'H NMR (CDCls) 8: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 3.5
(1H, m, H-3), 54 (1H, dd, J; =4 Hz and ], = 2 Hz, H-6).
13C NMR (CDCls) 8: 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 71.5 (C-3), 120.9 (C-
6), 141.1 (C-5), 221.1 (C-17).) HRMS calc for C,oH,50, 288.2089
found 288.9207.

General procedure for the preparation of esters

To a solution of 3B-hydroxyandrost-5-ene-17-one (1 g, 3 mmol),
DCC (2.147 g, 10.41 mmol), DMAP (0.848 g, 6.94 mmol) in
chloroform (20 mL) was added the corresponding acid
(14 mmol). The resulting solution was stirred at room tempera-
ture for 2 h. Hexane (15 mL) was added and the precipitated
dicyclohexyl urea was filtered. The organic phase was washed
three times with an 10% aqueous hydrochloric acid, 5% aqueous
sodium bicarbonate, and water. It was dried with anhydrous
sodium sulfate and the crude ester was recrystallized from
methanol.

17-Oxaantrost-5-ene-33-yl-p-bromobenzoate (A2)

Yield 97%, mp 227-228°C. UV (nm): 241 (¢ = 14 600). IR (KBr)
cm™': 2947, 1731, 1713, 1269. "H NMR (CDCls) §: 0.9 (3H, s, H-18).
1.1 (3H. s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 54 (1H, dd. J; = 4 Hz and
I, =2 Hz, H-6), 7.6 (2H. d. ] = 8.8 Hz, H-2' and H-6'), 7.9 (2H. d.
[=8.8 Hz, H-3and H-5)%. '>C NMR (CDCl;) §: 13.5 (C-18),
19.4 (G19), 74.6 (C-3), 122.1 (G-6), 127.8 (C-4'), 129.6 (C-1'), 131.1
(C-2" and C-6'), 131.6 (C-3' and C-5'), 139.8(C-5), 165.2 (ester car-
bonyl), 220.9 (C-17). HRMS calc for C,cH3z;BrO3 470.1477 found
470.9365.

17-Oxaantrost-5-ene-33-yl-p-methylbenzoate (A3)

Yield 91%, mp 220-222°C. UV (nm): 251 (¢ = 15 200). IR (KBr)
cm™': 2924, 1736, 1701, 1270. 'H NMR (CDCl;) 8: 0.9 (3H, s, H-18),
1.1(3H, s, H-19), 2.4 (3H, s, CH; aromatic ring), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4
(1H, dd, J; = 4 Hz and J, = 2 Hz, H-6), 7.1 (2H, d, ] = 8 Hz, H-
2’and H-6'), 7.9 (2H, d,] = 8 Hz, H-3' and H-5). **C NMR (CDCls) 6:
13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 21.9 (CH; aromatic ring) 73.9 (C-3), 121.7
(C-6), 127.8 (C-1'), 128.8 (C-3’ and C-5'), 129.4 (C-2’ and C-6), 139.8
(C-5), 143.2 (C4'), 165.8 (ester carbonyl), 220.9 (C-17). HRMS calc
for C,,H3405 406.2508 found 406.8359.

17-Oxaantrost-5-ene-33-yl-p-cholobenzoate (A4)

Yield 89%, mp 234-235°C. UV (nm): 238 (¢ = 13 600). IR
(KBr) cm™': 2947, 1739, 1719, 1270. 'H NMR (CDCl;) §: 0.9
(3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H3), 54 (1H,
dd,J; = 4 Hz and J, = 2 Hz, H-6), 7.4 (2H, d, ] = 8.8 Hz, H-2’and
and H-6'), 7.9 (2H, d, ] = 8.4 Hz, H-3’and H-5'). '*C NMR (CDCl,) é:
13.5 (C-18), 19.3 (G-19), 74.4 (C-3), 121.9 (G-6), 128.4 (C-3’ and C-5'),
128.9 (G-1'), 130.7 (G2’ and C-6), 138.9 (G-4'), 139.5 (C-5), 164.9
(ester carbonyl), 221.0 (C-17 HRMS calc for CysH3,ClO3 426.1962
found 426.8758.
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17-Oxaantrost-5-ene-33-yl-p-nitrobenzoate (A5)

Yield 90%, mp 204-205°C. UV (nm): 240 (¢ = 13 200). IR (KBr)
cm ™ ': 2943, 1736, 1716, 1525 1271. "H NMR (CDCls) 8: 0.9 (3H, s,
H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.9 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J; = 4 Hz and
J» = 2 Hz, H-6), 8.2 (2H, d, ] = 8 Hz, H-2'and H-6), 8.3 (2H, d,
J = 8 Hz, H-3'and H-5'). '3C NMR (CDCly) 6: 13.6 (C-18), 19.4 (C-19),
75.4 (C-3), 122.3 (C-6), 123.4 (C3’and C5'), 130.6 (C-2'and C-6'),
136.0 (C-1'), 1394 (C-5), 150.4 (C-4'), 164.0 (ester carbonyl),
220.9 (C-17). HRMS calc for C,6H3;NO;5 437.2202 found 437.9172.

17-Oxaantrost-5-ene-33-yl-benzoate (A6)

Yield 86%, mp 261-262°C. UV (nm): 232 (¢ = 16 200). IR (KBr)
cm™': 2948, 1735, 1711, 1272. "H NMR (CDCl3) 6: 0.9 (3H, s, H-18),
1.1 (3H, s, H-19), 49 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J; = 4 Hz and
Jo =2 Hz, H6), 74 (2H, dd, J; = 7.8 and J, = 7.6 Hz, H-3’ and
H-5'), 7.5 (1H, dd, J; = 7.4 and J, = 6.8 Hz, H-4), 8.0 (2H, d,
J = 7.6 Hz, H-2' and H-6' aromatic ring). '*C NMR (CDCl;) &:
13.5 (C-18), 19.4 (C-19), 74.2 (C-3), 121.9 (C6), 128.2 (C-3’ and C-
5), 129.5 (C-2 and C-6'), 130.7 (C-1'), 132.7 (C-4') 139.8 (C-5), 165.9
(ester carbonyl), 221.0 (C-17).). HRMS calc for C,sH3,05 392.2351
found 392.7946.

Biological activity of steroids A1-A6
The biological activity of A1-A6 (Fig. 1) was determined in vivo as
well as in vitro experiments using different tissues.

In view of the fact that steroid Al (17-oxaandrost-5-ene-3(3-yl-
acetate) was previously reported as a 5a-reductase inhibitor [9].
This fact prompted us to synthesize similar steroidal derivatives
(A2-A6) and determine their effect on Sa-reductase activity.

Preparation of human prostatic enzyme

Human prostate was homogenized in two volumes of medium A
(20 mM sodium phosphate, pH 6.5 containing 0.32 M sucrose,
0.1 mM dithiothreitol Sigma-Aldrich, Inc.) with a tissue hom-
ogenizer. Homogenates were centrifuged at 1500 x g for 20 min
[34, 35] in a SW 60 Ti rotor (Beckman instruments, Palo Alto, CA).
The pellets were separated, suspended in medium A and kept at
—70°C. The suspension, 5 mg of protein/mL for human prostates,
determined by the Bradford’s Method [36] was used as source of
So-reductase.

Determination of 5a-reductase activity

The enzyme Sa-reductase was assayed as previously described
[34, 35]. The reaction mixture for human prostate contained:
1 mM dithiothreitol, sodium phosphate buffer 40 mM, at pH 6.5,
2 mM, NADPH, 2 nM [1,2,6,7—3H]T in a final volume of 1 mL. The
reaction in duplicate was started when it was added to the
enzymatic fraction (500 wg protein in a volume of 80 L) incu-
bated at 37°C for 60 min and stopped by mixing with 1 mL of
dichloromethane; this was considered as the end point. Incubation
without tissue was used as a control. The mixture (incubation
medium/dichloromethane) was agitated on a vortex for 1 min
and the dichloromethane phase was separated and placed in
another tube. This procedure was repeated four more times.
The dichloromethane extract was evaporated to dryness under a
nitrogen stream and suspended in 50 pL of methanol that was
spotted on HPTLC Keiselgel 60 F,s, plates. T and DHT were used as
carriers and were applied in different lanes on both lateral sides of
the plates (T, T + DHT, and DHT). The plates were developed in
chloroform-acetone = 9:1 and were air-dried; the chromatography

© 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Dehydroepiandrosterone Derivatives 7

was repeated two more times. The steroid carriers were detected
using phosphomolibdic acid reagent (DHT) and T with an UV lamp
(254 nm). After the plates were segmented in areas of 1 cm each,
they were cut off and the strips soaked in 5 mL of Ultima Gold
(Packard). The radioactivity was determined in a scintillation coun-
ter (Packard tri-carb 2100 TR). The radioactivity content in the
segment corresponding to T and DHT carriers was identified.
The radioactivity that has identical chromatographic behavior
as the DHT standard was considered as the DHT transformation.
Control incubations, chromatography separations, and identifi-
cations, were carried out in the same manner as described above
except that the tubes did not contain tissue. The DHT transform-
ation yields were calculated from the strips, taking into account
the entire radioactivity in the plate.

These experiments were realized by duplicate in two different
times.

Determination of 50% of the inhibitory concentration of
steroids A2-A6 in human prostatic 5a-reductase

In order to calculate the ICs5, values (the minimum concentration
of steroids A2-A6 or finasteride (A7) required to inhibit 5a-
reductase activity by 50%), six series of tubes containing increas-
ing concentrations of these steroids (10~''-107> M) were incu-
bated in duplicate, in the presence of: 1 mM of dithiothreitol,
40 mM sodium phosphate buffer pH of 6.5; 2 mM NADPH, 2 nM
[1,2,6,7-H|T and 500 wg of protein from enzymatic fraction in a
final volume of 1 mL. The reaction was carried out in duplicate at
37°C for 60 min; 1 mL of dichloromethane was added to stop the
reaction. The extraction and the chromatographic procedures
were carried out as described above.

After the chromatography, the plates were segmented in areas
of 1 cm each, cut off and the strips were soaked in 10 mL of
Ultima Gold (Packard). The radioactivity was determined in a
scintillation counter (Packard tri-carb 2100 TR). The radioactivity
contentin the segments corresponding to T and DHT carriers was
identified. The fraction that has identical chromatographic
behavior as the DHT standard was considered as the DHT trans-
formation in the presence of the tested compounds. Control
incubations, chromatography separations, and identifications,
were carried out in the same manner as described above except
that these tubes did not contain tissue. The DHT transformation
yields were calculated from the strips by taking into account the
entire radioactivity in the plate. These experiments were realized
by duplicate in two different times.

Progesterone receptor binding assays
In this study, we evaluated also the binding of the steroidal
derivatives A1-A6 to the PRs; A8 was previously evaluated for
its ability to form a complex with the AR [9].

The binding of steroids A1-A6 to the PR was determined using
the cytosol from rabbit’s uteri.

It is well known that the protein—protein sequence analysis
showed that PR has a homology between rabbit and mice 81%,
rabbit and humans 88% [8|. These data allowed us to use rabbit
uterus cytosol as the source of PR instead of mice uterus cytosol.
Rabbit uterus is bigger than that of the mice and this allowed us
to obtain a larger amount of cytosol for several PR assays.

Preparation of the cytosol fraction from rabbit’s uteri
Uteri were isolated from mature rabbits treated for 7 days with
10 pg/animal/estradiol valerate. At the end of the treatment with
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estradiol valerate, the animals were sacrificed with CO, and the
uteri were removed, blotted, weighed in ice bath, and soaked in
cold TEMD. later, tissues were minced and homogenized in
equal volume of TEMD buffer plus protease inhibitors (2 mM
PMSF, 10 pg/mL antipain, 5 mM leupeptin [37]; 40 mM Tris-HCI,
3 mM EDTA, and 20 mM, dithiothreitol 0.5 mM, 10% glycerol
at pH 7.4) [38]. The homogenate was centrifuged at 140 000 x g
for 2 h at 0°C in a SW 60 Ti rotor (Beckman Instruments, Palo
Alto, CA).

The cytosolic fraction obtained from the supernatant liquid of
the rabbit’s uteri homogenate described above, was stored at
—70°C. Uteri cytosol proteins (4 mg of protein in 200 nL) were
determined by the Bradford method [36].

Determination of the binding of steroids A1-A6 and A8

to the progesterone receptor (PR)
For competitive studies, tubes containing 0.4 nM of [*H|] R5020
[20]; plus a range of increasing concentrations (1 x 10~ '°-
4 x 107° M) of cold P or R5020 or steroids A1-A6 (1 x 107 '°-
4 x 107® M) in ethanol or chloroform, or in absence of the
competitor were prepared the solvent was eliminated in vacuum.
Aliquots of 200 pL of uteri cytosol (4 mg of protein) were
added and incubated in the presence of 300 pL of TEMD buffer
containing protease inhibitors in the tubes (duplicate) for 18 h at
4°C as previously described [37, 38|. After incubation saturated
ammonium sulfate solution (0.21 mL) in TEMD buffer (30%) was
added [12]. The mixture was further incubated for 1 h with
occasional shaking for the precipitation of the [°H] R5020-com-
plex. The precipitate was collected by centrifugation at
10 000 x g, 10 min and the pellet was redissolved in 0.5 mL
of TEMD and mixed with 0.5 of 0.1% dextran-coated 1% charcoal
in TEMD buffer. The mixture was incubated for an additional
10 min at 4°C. The tubes were vortexed and immediately cen-
trifuged at 800 x g for 10 min to pellet the charcoal; aliquots
(600 pL) were taken and the radioactive counting was deter-
mined. The ICsy of each compound was calculated according
to the plots of concentration versus percentage of binding. This
experiment was carried out in duplicate for two different times.
The RBAs were calculated according to the following equation:

IG5 0f [’H] 1abeled reference compound x 100
a ICso of Inhibitor

RBA

In vivo experiments
In view of the fact that the steroidal derivatives A1, A3, and A6
bind to the PR with high RBAs values, it was of interest to study
their in vivo activity. With this aim, four groups of four mice/each
of CD1 mice, which were synchronized for estrus with 2 pg of
LHRH (Sigma; in phosphate-buffered saline containing 0.1% of
bovine serum albumin) per mouse were administered subcu-
taneously at 9:00 h and again at 16:00 h [38]. This specie was
chosen for the in vivo experiments, since the amount of the
evaluated steroids was limited and we wanted to estimate the
in vivo effect, which could be quite different to that observed in
the in vitro assays due to its metabolism and pharmacokinetics.
After the treatment with LHRH, the mice were allowed to rest
for 8 days before the administration of the test compounds. In
the morning of the 9th day following LHRH treatment, the
cycling mice of the three different groups were injected with
compounds A1, A3, and A6 (0.22 mg/kg in 100 pL of sesame oil,
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[38] once daily subcutaneously for 4 consecutive days. One
vehicle-treated group injected with 200-pL of sesame oil was
maintained as a control. This in vivo experiment was carried
out in quadruplicate for two different times in order to obtain
the standard deviations.

The animals were sacrificed by cervical dislocation in the
morning following the last treatment. The ovaries, mammary
glands, and the uteri from mice of each group were removed and
prepared for histological examination.

Tissues were fixed with buffered formaldehyde (10%) [39]
Processed with conventional histological techniques and
inserted in Paraplast (Oxford Labware, St. Louis, MO 63103,
USA). The ovary from each group of mice was cut sagittally,
whereas the uteri and mammary glands were cut transversally;
5 wm of serial sections of the included tissues were obtained.
These sections were stained using hematoxylin—eosin [40] and
analyzed under a clear field light microscope (Axioskope II, Carl
Zeiss) with an image analyzer (Axiovision 4.5, Carl Zeiss). The
corpora lutea present in the ovary of each animal/group were
counted. Micrographs of the specimen were taken with an
AxioCamMRc5 (Carl Zeiss). The results were analyzed using
one-way analysis of variance and Dunnett’s Method to compare
means, with JMP IN 5.1 software.

This study was supported by a Grant from Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (Project number 54853).
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1. Introduction

ABSTRACT

This study reports the synthesis of several new steroidal lactones:
5a,6[B-dibromo-17a-oxa-p-homoandrostane-33-yl-3’-oxapentanoate (11), 5a,6(3-dibromo-17a-oxa-p-
homoandrostane-33-yl-propanoate (12), 5a,63-dibromo-17a-oxa-p-homoandrostane-3§3-yl-butanoate
(13), 5a,63-dibromo-17a-oxa-D-homoandrostane-33-yl-pentanoate (14), 5a,63-dibromo-17a-oxa-p-
homoandrostane-33-yl-hexanoate (15), 17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-3[3-yl-3’-oxapentanoate
(16), 17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-33-yl-propanoate (17), 17a-oxa-D-homoandrost-5-
en-17-one-33-yl-butanoate  (18), 17a-oxa-pD-homoandrost-5-en-17-one-3f3-yl-pentanoate  (19)
and 17a-oxa-pD-homoandrost-5-en-17-one-33-yl-hexanoate (20) with a therapeutic potential as
antiandrogens.

The biological effect of these steroids was demonstrated in in vivo as well as in vitro experiments.
In the in vivo experiments, we measured the activity of ten new steroidal derivatives on the weight of
the prostate and seminal vesicle glands of gonadectomized hamsters treated with testosterone. For the
in vitro studies, we determined the ICso values by measuring the concentration of the steroidal derivatives
that inhibits 50% of the activity of the 5a-reductase enzyme present in human prostate and also its
binding capacity to the androgen receptors (AR) obtained from rat’s prostate cytosol. The results from
these experiments indicated that compounds 11-20, significantly decreased the weight of the prostate
and seminal vesicles as compared to testosterone treated animals; this reduction of the weight of these
glands was comparable to that produced by Finasteride. On the other hand, compounds 11-20 inhibited
the enzyme 5a-reductase, with compounds 14-19 (ICso values of 4.2 4+0.95, 0.025 +£0.003, 1.2 £0.45,
1.2+0.1, 0.028 +0.003, and 0.069 £ 0.005 nM, respectively) showing the highest inhibitory activity. The
results from the in vitro experiments indicated that only 15-17 bind to the AR.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

stromal compartment [3,4]. 5a-Reductase type 1 is also located in
the liver and skin and acts in a neutral or basic medium, whereas

The 5a-reductase enzyme (EC 1.3.99.5) converts testosterone
(T) to 5a-dihydrotestosterone (DHT) in androgen dependent tis-
sues. The activity of this enzyme in androgen dependent tissues
has long been known. Two types of 5a-reductase (5x-R) enzymes
had been identified: 1 and 2, each encoding for different genes,
which have been characterized in several species [1,2]. 5a-R type 2
isozyme plays a major role in prostate cancer and benign prostatic
hyperplasia as it is predominantly expressed in this tissue. How-
ever, some evidence indicates that type 1 enzyme is expressed in
prostate epithelial cells while the type 2 is mainly located in the

* Corresponding author at: Departamento de Sistemas Biol6gicos, Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco, Calzada del Hueso No. 1100, México, D.F., C.P.
04960, Mexico. Tel.: +52 55 5483 72 60; fax: +52 55 5483 72 60.

E-mail address: marisa@correo.xoc.uam.mx (M. Cabeza).

0960-0760/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j,jsbmb.2011.07.001

type 2 is active in acidic pH [1,2].

The primary structures of the rat and human 5a-reductase
isozymes were determined from their respective cDNAs [1]. They
are hydrophobic proteins composed of 254-260 aminoacids. There
are no consensus sequences for N-linked glycosilation (Asn-X-
Ser/Thr) or for O-linked glycosilation (Ser/Thr/Pro-rich regions).
The hydrophobic aminoacids Cys, Ile, Leu, Met, Phe, Val are dis-
tributed throughout both type 1 and 2. 5a-R enzymes which
characterized these isozymes as intrinsic membrane proteins
deeply embedded into the lipid bilayer [1].

On the other hand, androgen action is mediated by the andro-
gen receptors (AR), a ligand-dependent transcriptional factor. DHT
formed from T in target cells interacts more efficiently with the
AR than T. The binding of these hydrophobic ligands induces the
AR to assume a configuration that leads to transcription activation
(or inhibition) and allows transmission of extracellular signals into
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intracellular responses by targeting promote response elements
and recruiting cofactors [5].

It had previously been reported that the suppression of andro-
gen action by 5a-reductase inhibitors, as well as with antagonists
of AR are the logical treatment for 5a-reductase activity and AR
disorders such: prostate cancer, benign prostatic hyperplasia, acne
and male pattern baldness [6,7], which are androgen dependent
illnesses.

Compounds incorporating a lactone ring are known to inter-
act covalently with biological nucleophiles, and some have been
reported to inhibit enzymes that contain in their molecule a cys-
teine, lysine or serine amino acid or threonine-based enzymes [8].

On the basis of the above mentioned considerations, we
synthesized the following dehydroepiandrosterone lactone
derivatives: 50,,63-dibromo-17a-oxa-p-homoandrostane-
3[3-yl-3’-oxapentanoate (11), 5a,63-dibromo-17a-oxa-D-
homoandrostane-33-yl-propanoate (12), 5o,6@-dibromo-17a-
oxa-D-homoandrostane-3(3-yl-butanoate (13), 5a,63-dibromo-
17a-oxa-p-homoandrostane-3$3-yl-pentanoate  (14), 5a,6B-
dibromo-17a-oxa-b-homoandrostane-33-yl-hexanoate (15),
17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-33-yl-3’-oxapentanoate
(16), 17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-3[3-yl-propanoate
(17), 17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-33-yl-butanoate (18),
17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-33-yl-pentanoate (19) and
17a-oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-3[3-yl-hexanoate (20). The
effect of these steroidal lactones was evaluated in vivo as well as
in vitro, as potential therapeutic antiandrogens.

2. Materials and methods
2.1. Chemical and radioactive materials

Solvents were laboratory grade or better. Melting points were
determined on a Fisher Johns melting point apparatus and are
uncorrected. "H NMR and 13C NMR were taken on a Varian Gemini
200 and a VRX-300 respectively. Chemical shifts are given in ppm
relative to that of Me,4Si (§ =0) in CDCl5 (the abbreviations of signal
patterns are as follows: s, singlet; d, doublet, t, triplet, m, multi-
plet). Mass spectra were obtained with a HP5985-B spectrometer.
IR spectra were recorded on a Perkin-Elmer 200 spectrometer.

(1,2,6,7-3H) testosterone [3H] T specific activity: 95 Ci/mmol
and Mibolerone (17a-methyl-3H) [2H] MIB (Fig. 2) specific activity
70-87 Ci/mmol were provided by a Perkin Elmer Life and Analyt-
ical Sciences (Boston, MA). Radioinert T, 5a-dihydrotestosterone
and MIB were supplied by Steraloids (Wilton, NH, U.S.A.). Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO) provided DCC, DMAP, MMPP and
NADPH; Finasteride (Fig. 2) was obtained by extraction from
Proscar® (Merck, Sharp & Dohme). The tablets were crushed,
extracted with chloroform and the solvent was eliminated in
vacuum; the crude product was purified by silica gel column
chromatography. The melting point of the isolated Finasteride
(252-254°C) was identical to that reported in the litera-
ture.

2.2. Synthesis of the steroidal derivatives (Fig. 1)

2.2.1. General procedure for the preparation of esters

To a solution of steroid (1g, 3mmol), DMAP (0.848g,
6.94 mmol), DCC (2.147 g, 10.41 mmol) in chloroform (15 mL) was
added the corresponding acid (14 mmol). The resulting solution
was stirred at room temperature for 2 h. Hexane (15 mL) was added
and the mixture was filtered to remove the precipitated dicyclo-
hexylurea. The organic phase was washed three times with 10%
aqueous hydrochloric acid, 5% aqueous bicarbonate and water. The
crude ester was recristallized from methanol.

2.2.1.1. 17-Oxaandrost-5-ene-3-yl-3'-oxapentanoate (1). Yield:
96.1% of pure product, mp 143-145°C. IR (KBr) cm~': 2954, 1758
and 1740. 'H RMN (CDCl3) §: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19),
1.3 (3H, t, H-5), 3.6 (2H, q, H-4'), 4.1 (2H, s, H-2'), 4.7 (1H, m,
H-3), 5.5 (1H, dd, J; =4 Hz and J, =2 Hz, H-6). 13C RMN (CDCls) §:
13.7 (C-18), 14.9 (C-5'), 19.5 (C-19), 67.1 (C-4'), 68.2 (C-2'), 74.3
(C-3),122.1(C-6), 140.0 (C-5), 168.9 (ester carbonyl), 220.9 (C-17).
FAB-MS calc for C;3H3404 375.3287 (M+H) found 375.5436.

2.2.1.2. 17-Oxaandrost-5-ene-3p-yl-propanoate (2). Yield: 90.4% of
pure product, mp 150-153 °C. IR (KBr) cm~1: 2954, 1739 and 1666.
TH RMN (CDCl3) 8: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.1 (3H, t,
H-3'), 2.3 (2H, q, H-2'), 4.6 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J; =4 Hz and
J»=2Hz, H-6). 13C RMN (CDCl3) 8: 9.1 (C-3'), 13.7 (C-18), 19.5 (C-
19), 31.4 (C-2'), 73.5 (C-3), 121.8 (C-6), 139.9 (C-5), 173.9 (ester
carbonyl), 221.0 (C-17). FAB-MS calc for Cy,H3,03 345.4378 (M+H)
found 345.4583.

2.2.1.3. 17-Oxaandrost-5-ene-3p-yl-butanoate (3). Yield: 93.0% of
pure product, mp 160-162 °C. IR (KBr) cm~1: 2965, 1742 and 1730.
1H RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-4'), 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s,
H-19), 1.3 (2H, m, H-3'), 2.3 (2H, t, H-2'), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H,
dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6). 13C RMN (CDCl5) §: 13.6 (C-18), 13.7
(C-4'), 18.5 (C-3'), 19.5 (C-19), 36.2 (C-2'), 73.4 (C-3), 121.8 (C-6),
139.9 (C-5), 173.1 (ester carbonyl), 221.0 (C-17). FAB-MS calc for
Ca3H3403 359.7623 (M+H) found 359.6532.

2.2.1.4. 17-Oxaandrost-5-ene-3B-yl-pentanoate (4). Yield: 96.7% of
pure product, mp 101-103 °C. IR (KBr) cm~1: 2946, 1735 and 1725.
TH RMN (CDCl3) 8: 0.8 (3H, t, H-5), 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s,
H-19), 1.3 (2H, m, H-4'), 1.5 (2H, m, H-3'), 2.2 (2H, t, H-2), 4.6 (1H,
m, H-3),5.4(1H, dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6). 13C RMN (CDCl3) §:
13.7(C-18),13.8(C-5'),19.4(C-19), 23.8 (C-4'),31.4(C-3'), 34.7 (C-
2'),73.2(C-3),122.0(C-6),139.5(C-5), 173.3 (ester carbonyl), 221.0
(C-17). FAB-MS calc for Co4H3603 373.5408 (M+H) found 373.5397.

2.2.1.5. 17-Oxaandrost-5-ene-3B-yl-hexanoate (5). Yield: 92.7% of
pure product, mp 72-74°C. IR (KBr) cm~!: 2953, 1736 and 1736.
TH RMN (CDCl3) 8: 0.8 (3H, t, H-6'), 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-
19), 1.3 (2H, m, H-5"), 1.5 (2H, m, H-4’), 1.6 (2H, m, H-3'), 2.3 (2H,
t, H-2"), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6).
13CRMN (CDCl3) 8: 13.7 (C-18), 13.9 (C-6'), 19.4 (C-19), 22.3 (C-5"),
24.7 (C-4'),31.5(C-3"),34.6 (C-2'),73.3(C-3),121.8 (C-6), 138.9 (C-
5), 173.1 (ester carbonyl), 220.2 (C-17). FAB-MS calc for C35H3303
387.3478 (M+H) found 387.3598.

2.2.2. General procedure for the preparation of 5«,6-dibromo
derivatives

A solution of the corresponding ester (2.9mmol) in
dichloromethane was cooled to 0-5°C, a solution (2.4mL) of
bromine in carbon tetrachloride (bromine 0.9mL and carbon
tetrachloride 9.1 mL) was slowly added. The mixture was stirred at
room temperature for 2 h. Upon termination of the reaction, 10%
aqueous sodium thiosulfate was added. The reaction mixture was
extracted three times with dichloromethane. It was dried with
sodium sulfate and the solvent was removed in vacuum. The crude
product was recristallized from methanol.

2.2.2.1. 5a,68-Dibromo-17-oxaandrostane-38-yl-3'-oxapentanoate
(6). Yield: 93.1% of pure product, mp 123-125°C. IR (KBr) cm~':
2947, 1736 and 1727. TH RMN (CDCl5) 8: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H,
s, H-19), 1.3 (3H, t, H-5"), 3.6 (2H, q, H-4'), 4.1 (2H, s, H-2"), 4.9 (1H,
dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6), 5.6 (1H, m, H-3). 13C RMN (CDCl3)
8: 13.7 (C-18), 13.9 (C-5'), 19.4 (C-19), 55.2 (C-6), 67.2 (C-4'), 68.2
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Dehydroepiandrosterone 6; R= CHyCH,OCH,-
7: R= CH3CH2-
8; R= CH3CH2CH2'
9: R= CH3CH2CH2CH2-
10;R= CH30H2CH20H2CH2-

16; R= CH3CH20CH2-

17, R= CH3CH,-

18; R= CH3CH,CH,-

19;R= CHzCH,CH,CH,-
20,R= CH3CH2CH2CH2CH2-

11; R= CHgCH,OCH,-
12, R= CH3CH2-

13; R= CH3CH,CH,-

14; R= CH3CH,CH,CH,-

15; R= CH3CH,CH,CHoCHo-

Fig. 1. Synthesis of novel steroidal lactones.

Fig. 2. Steroidal structures and effect of different lactones on the activity of 5a-reductase enzyme (5a-R): 13-22. The ICsq values indicate the required concentration of the
novel steroids for the inhibition of 50% of the activity of 5a-R. This figure shows also the relative binding affinity (RBA) of these derivatives to the androgen receptor (AR).

NA, non active compound.
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(C-2"), 72.5 (C-3), 87.1 (C-5), 170.2 (ester carbonyl), 220.1 (C-17).
FAB-MS calc for Ca3H34 Bry04 533.8734 (M+H) found 533.6594.

2.2.2.2. 5a,6B-Dibromo-17-oxaandrostane-38-yl-propanoate (7).
Yield: 94.2% of pure product, mp 96-98°C. IR (KBr) cm~!: 2947,
1731 and 1766. 'H RMN (CDCl3) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s,
H-19), 1.1 (3H, t, H-3’), 2.3 (2H, q, H-2), 4.9 (1H, dd, J; =4Hz and
Jo=2Hz, H-6), 5.4 (1H, m, H-3). 13C RMN (CDCl3) 8: 9.1 (C-3'), 13.6
(C-18), 19.5 (C-19), 27.7 (C-2'), 55.3 (C-6), 71.6 (C-3), 87.1 (C-5),
173.8 (ester carbonyl), 220.3 (C-17). FAB-MS calc for C;3H3;Br;03
503.6578 (M+H) 503.4398.

2.2.2.3. 5a,6B-Dibromo-17-oxaandrostane-38-yl-butanoate (8).
Yield: 88.7% of pure product, mp 128-130°C. IR (KBr) cm~': 2946,
1726 and 1665. TH RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-4'), 0.9 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.6 (2H, m, H-3’), 2.3 (2H, t, H-2'), 4.9 (1H,
dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3). 13C RMN (CDCl5)
8:13.7 (C-18),13.9 (C-4'), 18.5 (C-3'), 19.5 (C-19), 36.4 (C-2'), 55.3
(C-6), 71.5 (C-3), 87.4 (C-5), 172.9 (ester carbonyl), 220.1 (C-17).
FAB-MS calc for C23H34Bl'203 517.5428 (M+H) 517.5347.

2.2.24. 5a,68-Dibromo-17-oxaandrostane-3f-yl-pentanoate  (9).
Yield: 91.6% of pure product, mp 126-128°C. IR (KBr) cm~1: 2935,
1739 and 1731. 'H RMN (CDCl3) 8: 0.8 (3H, t, H-5), 0.9 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, m, H-4’), 1.5 (2H, m, H-3'), 2.3
(2H, t, H-2"), 4.9 (1H, dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m,
H-3). 13CRMN (CDCl3) §: 13.7 (C-18), 13.8 (C-5), 19.4 (C-19), 21.5
(C-4'), 31.4 (C-3'), 34.8 (C-2'), 55.3 (C-6), 71.5 (C-3), 87.4 (C-5),
173.1 (ester carbonyl), 220.1 (C-17). FAB-MS calc for Cy4H3g Br,03
533.3488 (M+H) 533.3375.

2.2.2.5. 5a,6B-Dibromo-17-oxaandrostane-38-yl-hexanoate (10).
Yield: 91.8% of pure product, mp 133-135°C. IR (KBr) cm~': 2954,
1736 and 1731. 'H RMN (CDCl3) 8: 0.8 (3H, t, H-6), 0.9 (3H, s,
H-18),1.0(3H, s, H-19), 1.3 (2H, m, H-5’), 1.5 (2H, m, H-4'), 1.6 (2H,
m, H-3’), 2.3 (2H, t, H-2'), 4.9 (1H, dd, J; =4 Hz and J, =2 Hz, H-6),
5.5 (1H, m, H-3). 13C RMN (CDCl3) 8: 13.7 (C-18), 13.9 (C-6'), 19.4
(C-19), 22.3 (C-5'), 24.7 (C-4'), 31.5 (C-3’), 34.5 (C-2'), 55.3 (C-6),
71.5(C-3),87.4(C-5),173.2 (ester carbonyl), 220.2 (C-17). FAB-MS
calc for Cy5Hsg BryO3 547.3754 (M+H) found 547.3781.

2.2.3. General procedure for the preparation of
3B-acyloxy-5c,68-dibromo-D-homoandrostane lactones

To a solution of the corresponding 5a,63-dibromo derivative
(0.38 mmol) in dichloromethane-methanol (1:2, 50 mL) was added
monoperoxyphthalic acid magnesium salt hexahydrate (MMPP)
(6.5mmol) and 1 mL of water. The mixture was stirred at room
temperature for 18 h. Upon termination of the reaction, the reac-
tion mixture was washed three times with 5% aqueous bicarbonate
and water. It was dried with sodium sulfate and the solvent was
removed in vacuum. The compound was purified by silica gel col-
umn chromatography; the corresponding lactone was eluded with
hexane/Ethyl acetate (90:10).

2.2.3.1. 5a,6B-Dibromo-17a-oxa-b-homoandrostane-38-yl-3'-
oxapentanoate (11). Yield: 93.0% of pure product, mp 157-159°C.
IR (KBr) cm~1: 2943 and 1732. 'H RMN (CDCl5) 8: 0.9 (3H, s, H-18),
1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (3H, t, H-5'), 3.6 (2H, q, H-4), 4.1 (2H, s, H-2"),
4.9 (1H, dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6), 5.6 (1H, m, H-3). 13C RMN
(CDCl3) 8: 13.7 (C-18), 14.5 (C-5'), 19.4 (C-19), 54.8 (C-6), 67.2
(C-4'), 68.1 (C-2), 72.9 (C-3), 82.7 (C-5), 169.9 (carbonyl of the
3@ ester function), 171.0 (ester carbonyl of the lactone function).
FAB-MS calc for Cy3H34Br,05 551.3211 (M+H) found 551.3199.

2.2.3.2. 5a,6B-Dibromo-17a-oxa-p-homoandrostane-3-yl-
propanoate (12). Yield: 92.0% of pure product, mp 147-149°C. IR

(KBr) cm~!: 2943 and 1741. 'H-RMN (CDCl3) 8: 0.9 (3H, s, H-18),
1.0 (3H, s, H-19), 1.1 (3H, t, H-3'), 2.3 (2H, q, H-2’), 4.9 (1H, dd,
J1=4Hz and J, =2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3). 3CRMN (CDCl3) §: 9.1
(C-3'), 13.7 (C-18), 19.4 (C-19), 27.8 (C-2'), 54.9 (C-6), 71.5 (C-3),
82.8 (C-5), 171.0 (carbonyl of the 33 ester function), 173.8 (ester
carbonyl of the lactone function). FAB-MS calc for Cy3H3,Br;04
521.2951 (M+H) 521.2907

2.2.3.3. 5a,68-Dibromo-17a-oxa-D-homoandrostane-3-yl-
butanoate (13). Yield: 89.5% of pure product, mp 129-131°C.
IR (KBr) cm~': 2952 and 1729. 'TH RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-4),
0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.7 (2H, m, H-3'), 2.3 (2H, t,
H-2'), 4.9 (1H, dd, J; =4Hz and J, = 2 Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3). 13C
RMN (CDCl3) §: 13.7 (C-18), 13.9 (C-4’), 18.5 (C-3'), 19.5 (C-19),
38.9(C-2'),54.9 (C-6),71.4 (C-3),86.4 (C-5), 171.0 (carbonyl of the
3@ ester function), 172.9 (ester carbonyl of the lactone function).
FAB-MS calc for C23H34 Br,04 535.3217 (M+H) 535.3159.

2.2.3.4. 5a,6B-Dibromo-17a-oxa-p-homoandrostane-3-yl-
pentanoate (14). Yield: 88.6% of pure product, mp 143-145°C. IR
(KBr) cm~1: 2941 and 1730. 'H RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-5'), 0.9
(3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, m, H-4’), 1.5 (2H, m, H-3'),
2.3 (2H, t, H-2'), 4.9 (1H, dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6), 5.5 (1H,
m, H-3). 13C RMN (CDCl3) §: 13.7 (C-18), 13.8 (C-5'), 19.4 (C-19),
22.3(C-4),26.1(C-3),33.5(C-2'),54.9(C-6),71.4(C-3), 86.4 (C-5),
171.0 (carbonyl of the 3f3 ester function), 173.1 (ester carbonyl
of the lactone function). FAB-MS calc for Co4H36Br,04 549.3482
(M+H) 549.3378.

2.2.3.5. 5a,68-Dibromo-17a-oxa-p-homoandrostane-3p-yl-
hexanoate (15). Yield: 87.0% of pure product, mp 137-139°C.
IR (KBr) cm~1: 2950 and 1732. 'H RMN (CDCl3) 8: 0.8 (3H, t, H-6"),
0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, m, H-5'), 1.5 (2H, m,
H-4), 1.6 (2H, m, H-3'), 2.3 (2H, t, H-2), 4.9 (1H, dd, J; =4 Hz and
Jo=2Hz, H-6), 5.5 (1H, m, H-3),. 13C RMN (CDCl3) 8: 13.7 (C-18),
13.9 (C-6'), 19.4 (C-19), 22.3 (C-5'), 24.6 (C-4'), 31.6 (C-3'), 34.5
(C-2"), 54.9 (C-6), 71.4 (C-3), 86.4 (C-5), 173.1 (carbonyl of the
3@ ester function), 173.2 (ester carbonyl of the lactone function).
FAB-MS calc for Co5Hsg Br,04 563.3748 (M+H) found 563.3696.

2.2.4. General procedure for the preparation of the final lactone
derivatives

To a solution of the corresponding 5a,63-dibromo-17a-oxa
derivative (0.55mmol) in 5mL of tetrahydrofuran was added
sodium iodide (3.5 mmol). The mixture was refluxed for 3 h; it was
cooled off to room temperature, 20% aqueous sodium thiosulfate
was added. The reaction mixture was extracted three times with
dichloromethane. It was dried with sodium sulfate and the solvent
was removed in vacuum. The crude product was purified by column
chromatography (hexane/ethyl acetate, 90:10).

2.2.4.1. 17a-Oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-38-yl-3'-
oxapentanoate (16). Yield: 92.0% of pure product, mp 124-126°C.
IR (KBr) cm~1: 2933 and 1723. 'H RMN (CDCl3) §: 0.9 (3H, s, H-18),
1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (3H, t, H-5"), 3.6 (2H, q, H-4'), 4.1 (2H, s,
H-2'), 4.7 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd, J; =4 Hz and J, =2 Hz, H-6). 13C
RMN (CDCl3) §: 13.7 (C-18), 14.9 (C-5'), 67.1 (C-4'), 68.2 (C-2'),
74.3 (C-3), 122.0 (C-6), 141.0 (C-5), 170.1 (carbonyl of the 33 ester
function), 171.0 (ester carbonyl of the lactone function). FAB-MS
calc for C;3H3405 391.5131 (M+H) found 391.5054.

2.2.4.2. 17a-Oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-3B-yl-propanoate

(17). Yield: 93.0% of pure product, mp 170-172°C. IR (KBr) cm~':
2950 and 1731. 'H RMN (CDCl3) 8: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s,
H-19), 1.1 (3H, t, H-3’), 2.3 (2H, q, H-2"), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H,
dd, J; =4Hz and J, =2 Hz, H-6). 13C RMN (CDCl3) §: 9.1 (C-3), 13.7
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(C-18),19.4 (C-19), 27.9 (C-2'), 73.3 (C-3), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5),
171.4 (carbonyl of the 33 ester function), 173.9 (ester carbonyl of
the lactone function). FAB-MS calc for C;3H3,04 361.4871 (M+H)
361.4807.

2.2.4.3. 17a-Oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-3p-yl-butanoate
(18). Yield: 92.3% of pure product, mp 189-191°C. IR (KBr) cm~':
2948 and 1731. 'H RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-4'), 0.9 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.7 (2H, m, H-3’), 2.3 (2H, t, H-2'), 4.6 (1H,
m, H-3), 5.4 (1H, dd, J; =4 Hz and J, =2 Hz, H-6). 13C RMN (CDCl3)
8: 13.6 (C-18), 13.7 (C-4'), 18.5 (C-3'), 19.5 (C-19), 38.9 (C-2'), 73.2
(C-3), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5), 171.4 (carbonyl of the 3[3 ester
function), 173.1 (ester carbonyl of the lactone function). FAB-MS
calc for Cy3H3404 375.5137 (M+H) 375.5098.

2.2.4.4. 17a-Oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-3B-yl-pentanoate
(19). Yield: 91.0% of pure product, mp 106-108°C. IR (KBr) cm~':
2949and 1730. 'TH RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-5'), 0.9 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, m, H-4’), 1.6 (2H, m, H-3’), 2.3
(2H, t, H-2"), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J; =4Hz and J, =2 Hz,
H-6). 13C RMN (CDCl3) 8: 13.7 (C-18), 13.9 (C-5'), 19.4 (C-19), 22.3
(C-4'), 31.3 (C-3'), 34.4 (C-2"), 73.2 (C-3), 121.4 (C-6), 139.6 (C-5),
171.2 (carbonyl of the 3(3 ester function), 173.3 (ester carbonyl of
the lactone function). FAB-MS calc for C;4H3503 389.5402 (M+H)
389.5374.

2.2.4.5. 17a-Oxa-p-homoandrost-5-en-17-one-38-yl-hexanoate
(20). Yield: 89% of pure product, mp 117-119°C. IR (KBr) cm~':
2948 and 1731. 'H RMN (CDCl3) §: 0.8 (3H, t, H-6'), 0.9 (3H, s,
H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 1.3 (2H, m, H-5'), 1.5 (2H, m, H-4), 1.6 (2H,
m, H-3), 2.3 (2H, t, H-2’), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd, J; =4Hz
and J, =2 Hz, H-6), 13CRMN (CDCl3) §: 13.7 (C-18), 13.9 (C-6'), 19.4
(C-19), 22.3 (C-5'), 24.7 (C-4'), 31.2 (C-3'), 34.4 (C-2'), 73.2 (C-3),
121.4 (C-6), 139.6 (C-5), 171.2 (carbonyl of the 3[3 ester function),
173.3 (ester carbonyl of the lactone function). FAB-MS calc for
Ca5H3304 403.5668 (M+H) found 403.5591.

The biological activity of steroids 1-10 is currently been carried
out.

2.3. Biological activity of the novel compounds

The human prostate from a man of 53 years old, who died from
diabetes and renal insufficiency, was introduced to a solution of
NaCl 150 mM and stored at —70°C. This gland was obtained from
the Department of Pathology, The General Hospital (SS) in Mexico
City. Frozen human prostate was thawed on ice and minced with
scissors. Unless specified, the following procedures were carried
outat4°C.

2.3.1. Animals and tissues

Adult male golden hamsters 2.5 month old (150-200 g) were
obtained from the Metropolitan University in Xochimilco, Mexico.
In order to carry out the in vivo experiments, several male ham-
sters were gonadectomized. Gonadectomies were performed under
pentobarbital anesthesia and the castrated hamsters were kept in
aroom with controlled temperature (22 °C) and light-dark periods
of 12 h. Food and water were provided ad libitum. After 30 days of
maintaining these conditions, the hamsters were sacrificed with
CO; [9]. This protocol was approved by the Institutional Care and
Use Committee of the Metropolitan University of Mexico (UAM).
This study with gonadectomized animals was carried out on 8
groups of 4 animals/experiment.

In order to determine the binding of steroids 11-20 to the andro-
gen receptors, adult rats 8 months old weighing 500 g were used
[10,11]. In this study we used rats because they have a bigger

prostate gland and there is no difference in the binding activity
between rats and hamsters cytosol.

The prostate of the rats was removed, blotted, weighed and
soaked in cold TEMD (40 mM Tris-HCI, 3mM EDTA and 20 mM
sodium molybdate, dithiotreitol 0.5 mM, 10% glycerol at pH 8) prior
to their use. Unless specified, all procedures were carried out in
ice bath. Tissues were homogenized with a tissue homogenizer
(Teckmar, Cincinnati, OH).

Tissues were homogenized in one volume of buffer TEMD plus
protease inhibitors (2mM PMSF, 10 pg/mL antipain, 5mM leu-
peptin[12])inanice bath with a tissue homogenizer. Homogenates
were centrifuged at 140,000 x g for 60 min [13] in a SW 60 Ti rotor
(Beckman Instruments, Palo Alto, CA).

The cytosolic fraction obtained from the supernatant liquid of
the rat prostate homogenate described above, was stored at —70°C.
Prostatic cytosol proteins (6 mg of protein in 200 pL) were deter-
mined by the Bradford’s method [14].

2.3.2. Invitro experiments

2.3.2.1. Competitive studies. For competitive studies, tubes con-
taining 1 nM of [3H] MIB plus a range of increasing concentrations
(1x10719-4 x 10-7 M) of cold MIB (Fig. 2) and 11-20 in ethanol
or chloroform, or in absence of the competitor were prepared
[15]. Incubates contained also 200 nM of triamcinolone, in ethanol
(Sigma) to prevent interaction of MIB with glucocorticoid and pro-
gesterone receptors. Later, the solvent was evaporated from the
tubes.

Aliquots of 200 L of prostate cytosol were added and incu-
bated in the presence of 300 L of TEMD buffer containing protease
inhibitors (duplicate) for 24 h at 4°C in the tubes as previously
described. After incubation, 0.27 mL saturated ammonium sulfate
in TEMD buffer (35%) was added [15,16]. The mixture was further
incubated for 1 h with occasional shaking to facilitate the precip-
itation of the [3H] MIB-complex. The precipitate was collected by
centrifugation at 10,000 x g, 10 min and the pellet was redissolved
in 0.5 mL of TEMD and mixed with 0.5 of 0.1% dextran-coated 1%
charcoal in TEMD buffer. The mixture was incubated for 40 min
at 4°C. To prepare the dextran-coated charcoal mixture, the dex-
tran was agitated for 30 min before adding the charcoal to the
mixture. The tubes were agitated on a vortex and immediately
centrifuged at 800 x g for 10 min to pellet the charcoal; aliquots
(600 wL) were taken and submitted for radioactive counting. The
ICs¢ of each compound was determined according to the plots of
concentration versus percentage of binding using Sigma Plot soft-
ware.

2.3.2.2. Determination of the activity of 5a-reductase in the nuclear
fraction from prostate homogenates. Human prostate was homoge-
nized in 2 volumes of medium A (20 mM sodium phosphate, pH 6.5
containing 0.32M sucrose, 0.1 mM dithiothreitol Sigma-Aldrich,
Inc) with a tissue homogenizer. Homogenates were centrifuged at
1500 x g for 20min [17,18] in a SW 60 Ti rotor (Beckman instru-
ments, Palo Alto, CA). The pellets were separated, suspended in
medium A and kept at —70° C. The suspension, 5 mg of protein/mL
for human prostates, determined by the Bradford’s method [14]
was used as source of 5a-reductase.

The enzyme 5a-reductase was assayed as previously described
[16,17]. The reaction mixture for human prostate contained:
1 mM dithiothreitol, sodium phosphate buffer 40 mM, at pH 6.5,
2mM, NADPH, 2nM [1,2,6,7-3H]T [16] in a final volume of 1 mL.
The reaction in duplicate was started when it was added to
the enzymatic fraction (500 pg protein in a volume of 80 L)
incubated at 37°C for 60 min [18] and stopped by mixing with
1mL of dichloromethane; this was considered as the end point.
Incubation without tissue was used as a control. The mixture
(incubation medium/dichloromethane) was agitated on a vortex
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for one minute and the dichloromethane phase was separated
and placed in another tube. This procedure was repeated 4 more
times. The dichloromethane extract was evaporated to dryness
under a nitrogen stream and suspended in 50 pL of methanol
that was spotted on HPTLC Keiselgel 60 Fy54 plates. T and DHT
were used as carriers and were applied in different lanes on
both lateral sides of the plates (T, T+DHT and DHT). The plates
were developed in chloroform-acetone 9:1 and were air-dried;
the chromatography was repeated 2 more times. The steroid car-
riers were detected using phosphomolibdic acid reagent (DHT)
and T with an UV lamp (254nm). After the plates were seg-
mented in areas of 1cm each, they were cut off and the strips
soaked in 5mL of Ultima Gold (Packard). The radioactivity was
determined in a scintillation counter (Packard tri-carb 2100 TR).
The radioactivity content in the segment corresponding to T and
DHT carriers was identified. The radioactivity that has identical
chromatographic behavior as the DHT standard was considered
as the DHT transformation. Control incubations, chromatogra-
phy separations and identifications, were carried out in the same
manner as described above except that the tubes did not con-
tain tissue. The DHT transformation yields were calculated from
the strips, taken into account the entire radioactivity in the
plate.

2.3.2.3. Determination of 50% of the inhibitory concentration of
steroids 11-20 in human prostatic 5x-reductase. Inorder to calculate
the ICsg values (the concentration of steroids 11-20 or finas-
teride required to inhibit 5a-reductase activity by 50%), six series
of tubes containing increasing concentrations of these steroids
(10-11-10-3 M) were incubated in duplicate, in the presence of:
1 mM of dithiothreitol, 40 mM sodium phosphate buffer pH of 6.5;
2mM NADPH, 2nM [1,2,6,7-3H]T and 500 (g of protein from enzy-
matic fraction in a final volume of 1 mL. The reaction was carried
out in duplicate at 37 °C for 60 min; 1 mL of dichloromethane was
added to stop the reaction. The extraction and the chromatographic
procedures were carried out as described above.

After the chromatography, the plates were segmented in areas
of 1 cm each, cut off and the strips were soaked in 10 mL of Ultima
Gold (Packard). The radioactivity was determined in a scintilla-
tion counter (Packard tri-carb 2100 TR). The radioactivity content
in the segments corresponding to T and DHT carriers was identi-
fied. The fraction that has identical chromatographic behavior as
the DHT standard was considered as the DHT transformation in
the presence of the tested compounds. Control incubations, chro-
matography separations and identifications, were carried out in the
same manner as described above except that these tubes did not
contain tissue. The DHT transformation yields were calculated from
the strips, taken into account the entire radioactivity in the plate.

The ICsg of each compound was determined according to the
plots of concentration versus percentage of binding using Sigma
Plot software.

2.3.2.4. Invivo experiments. For the daily subcutaneous injections,
2 mg/kg of the steroids 11-20 were dissolved in 200 L of sesame
oil and administered for 6 days to the gonadectomized animals,
together with 1 mg/kg of testosterone. Three groups of gonadec-
tomized animals were kept as control; one was injected with
200 pL of sesame oil, the second one with 1 mg/kg of testosterone
and the third one with T plus 1 mg/kg of finasteride for 6 days. After
the treatment, the animals were sacrificed by CO,. The prostate and
seminal vesicles of each animal were dissected and weighed. Two
separate experiments were performed for each group of steroid
treated animals. The results were analyzed using one-way analysis
of variance and Dunnett’s method for compare means, with JMP IN
5.1 software.

3. Results
3.1. Invitro experiments

3.1.1. Competitive studies

The results showed that non labeled MIB as well as compounds
15-17 competed for the androgen receptor with labeled MIB and
exhibited an ICsq value of 1, 6.2, 9.5 and 9.5 nM respectively. Their
relative binding affinities (RBAs) to the AR are shown in Fig. 2. These
data showed also that steroids 13, 14, 18- 22 did not inhibit labeled
MIB binding to the androgen receptor. The RBAs were calculated
according to the following equation:

(&) of[3H] mibolerone

RBA = ICso of inhibitor

x 100

3.1.2. 5a-Reductase activity

The in vitro biological activity of steroids 11-20 was determined
in human 5a-reductase enzyme. The radioactive zone that had
identical chromatographic behavior as the standard T (Rf value
of 0.56) corresponds to 70% of the accounted radioactivity in the
plate. The radioactivity contained in the zone corresponding to DHT
standard (Rf value of 0.67) of the experimental chromatogram was
identified as the transformed DHT and corresponds to 27% of the
total radioactivity accounted in the plate. This result was consid-
ered to be 100% of the activity of 5a-reductase for the development
of inhibition plots. Unmodified [3H]T was identified (Rf value of
0.56) from control incubations which did not contain tissue and
had identical chromatographic behavior as the non labeled stan-
dard. The radioactivity contained in the zone corresponding to DHT
standard (Rf value of 0.67) of the control chromatogram is of 1% of
the total radioactivity accounted in the plate and was considered as
an error; it was subtracted from the experimental chromatograms.

3.1.3. Concentration of the new compounds that inhibits 50% of
5a-reductase activity in human prostate

The concentrations of finasteride and compounds 11-20
required for inhibiting 5a-reductase activity by 50% (ICsg) were
determined from the inhibition plots using Sigma Plot software and
are shown in Fig. 2.

These data showed that all steroidal lactones described in
this paper inhibited the activity of human 5a-reductase with
compounds 14-19 exhibiting the highest inhibitory activity
with 1Csqg values of 4.24+0.95, 0.025+0.003, 1.2+ 0.45, 1.2+0.1,
0.028 +0.003 and 0.069 + 0.005 nM respectively (Fig. 2).

3.1.4. Invivo experiments

3.1.4.1. Weight of the prostate and seminal vesicles. After castration,
the weight of the hamster prostate and seminal vesicles decreased
(p<0.05) compared to the normal glands. Treatment with vehi-
cle alone did not change this condition, whereas s.c. injections
of 1mg/kg of T for 6 days significantly increased (p<0.05) the
weight of these glands in castrated male hamsters (Fig. 3). When
T (1 mg/kg) and finasteride or compounds 11-20 were injected
together, the weight of the prostate and seminal vesicles decreased
significantly (p<0.05) as compared to that of T-treated animals
(Fig.3).This reduction of the weight of these glands was comparable
to that produced by finasteride (2 mg/kg). Compound 20 showed
the lowest weight of the prostate and seminal vesicles, thus indi-
cating a higher effect, whereas 13, 14, and 19 did not significantly
reduce the weight of these glands in the treated hamsters (p > 0.05),
however the statistical results exhibited a tendency to decrease the
weight of these glands.
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Fig. 3. Weight of prostate and seminal vesicles glands + standard deviation from
castrated hamsters receiving different s.c. treatments for 6 days. The control animals
(C) were treated with vehicle only. The pharmacological experiment was carried
out in duplicate. The asterisk shows the statistically significant difference between
the group of hamsters treated with T and those treated with finasteride or the
synthesized steroids.

4. Discussion

In this paper, we report the synthesis and biological activity of
several new steroidal lactones 11-20. All compounds described in
this paper are good inhibitors for the human 5a-reductase enzyme
(in vitro evaluation) with compounds 15, 18 and 19 showing higher
inhibitory activity (lower ICsq value) as compared to that of finas-
teride, the drug of choice for the treatment of benign prostatic
hyperplasia.

Since all steroidal lactones are lipophilic compounds, they
could interact with the enzyme sites, thus forming more readily a
steroid-enzyme activated complex and this fact could explain their
enhanced activity in vitro as well as in vivo. On the other hand,
the lactone functional group in the D-ring of the steroidal skele-
ton could react with the nucleophilic residue [8] present in the
hydrophobic interior of the enzyme 5a-reductase (cysteine, ser-
ine and lysine) to form a thioester, ester or an amide respectively.
This reaction could inhibit the enzyme 5a-reductase and as a result
of this, the conversion of T to DHT will be blocked.

Previous studies carried out by our group had demonstrated
that some dehydroepiandrosterone derivatives inhibited human
5a-reductase enzyme activity. The results from these experi-
ments indicated that a lactone functional group incorporated into
the D-ring of the dehydroepiandrosterone skeleton enhanced the
inhibitory activity for 5a-reductase enzyme as indicated by the low
ICsp values. Compounds 11-15 have a bromine atom at C-5 and C-6
position showed a lower inhibitory activity for this enzyme as com-
pared to steroids 15, 18 and 19 lacking the bromine atoms at C-5
and C-6.Itis possible that the two halogen atoms decreased the sol-
ubility of the steroidal molecule in the reaction medium and thus
decreased the efficiency of the nucleophilic reaction of cysteine,
lysine and serine with the carbonyl group of the lactone moiety.

Finasteride as well as compounds 15, 18 and 19 showed a high
5a-reductase inhibitory activity. As a result of this, the decrease
of the prostate and seminal vesicles weight produced by these
compounds was a consequence of the inhibition of 5a-reductase
enzyme present in this tissue [19]. This decrease of the weight
of these glands could possibly be explained by considering that
steroids 15-17 have also a low affinity for the androgen receptor.
On the other hand steroids 11-14 and 18-20 did not inhibit the
binding of labeled mibolerone to the androgen receptor.

Furthermore, it has to be considered that steroids 11,12, 15-18,
20 which showed pharmacological activity, have a short ester that
could be hydrolyzed in vivo during the six day treatment. This reac-
tion could produce another structure in the ring A of the steroidal
lactones. As a result of this, they could bind to the AR producing an
antagonistic activity. This explanation could elucidate the in vivo
activity observed with these steroidal derivatives.

In view of the fact that the steroidal lactones 15, 18 and 19
showed a high 5a-reductase inhibitory activity and also decreased
the weight of the prostate and seminal vesicles as compared to the
testosterone only treated animals, these steroidal lactones could
have a therapeutic potential for the treatment of androgen depen-
dent diseases.
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Cytotoxic effect of novel steroids on cancer cell lines
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1. Cytotoxic effect of three series of dehydroepiandrosterone derivatives was
determined

2. The following cancer cell lines were used in this study: PC-3, MCF-7 and SKLU-
1.

3. The steroids with triazol ring produced higher cytotoxicity than those with
pyrazol.

4. Electronegative groups in the ester moiety increased citotoxicity in cell lines.

5. Steroids 4a, 4e, 4i-4k, 50 and 5f exibited the highest citotoxic effect.t
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Abstract

The aim of this study was to determine the cytotoxic effect of human cancer cells on
three series of novel dehydroepiandrosterone derivatives containing triazol or pyrazol rings
at C-17 and an ester moiety at C-3 of the androstane skeleton. The panel cancer cells used

in this study were the following: PC-3, MCF-7 and SKLU-1.

The results from this study indicated that the steroidal derivadexde and 4f-4k
showed the highest cytotoxic potency. This difference in this activity could be attributed to
the ability of the triazole (three nitrogen atoms) to form stronger hydrogen bonds with the

active site of the cell as compared to the pyrazole group having two nitrogen atoms.

Compound#Af-4k having an aromatic ester at C-3 showed an enhanced cytotoxic
activity as compared to their aliphatic counterpadtisie. Apparently the electronegative
phenyl ring increased the polarity of the molecule, thus increasing the dipole-dipole

association of the steroidal molecule with the reactive site of the cell.



Key words. Cancer cell lines, PC-3, MCF-7, SKLU-1, synthesis of dehydropiandrosterone
derivatives, cytotoxic effect, triazol ring, pyrazol ring.



1. Introduction

Steroids are important physiological and pharmacological regulators of cell growth
and survival. There are several examples in the literature that indicate the use of natural and
synthetic steroids for the treatment of sex hormone-dependent cancer tumors, including
breast cancer [1), endometrial cancer [2), cervical cancer [3) and prostate cancer [4). These
hormone-dependent tumor cells can control tumor growth through hormone receptor
antagonists [1-4), whereas in sex hormone-independent organs, some synthetic steroids had

been previously described as inductors of apoptosis [5).

The pharmacological studies using synthetic steroids offer an important strategy for
tumor control growth and tumor cell apoptosis. In this respe@shydroxy-
epiardrosterone, a derivative of dehydroepiandrosterone at low doses induced anti-
proliferative effect in the mammary cancer cells MCF-7 [6).0Others dehydroepiandrosterone
derivatives had been also reported having antitumor properties on ovarian cancer cells (ES-
2), human lung cells (A549) and liver carcinoma cell (HepG2) lines [7). These compounds
induce apoptosis in cancer cell lines. Mifepristone is another synthetic steroid capable of
inducing apoptosis in sex-hormone independent organ as receptor-positive gastric cancer

cell [5).

Heterocyclic compounds had been reported as anti-tumorigenic agents [8), therefore
the investigation of various heterocyclic derivatives has generated a great interest, since
most of them can interact with the steroidal receptors due to their similarity of shape. Njar

had demonstrated that dehydroepiandrosterone derivatives having an azole ring at C-17



inhibited the proliferation of cancer cell lines [9). On the other hand, similar compounds
syntresized by our group having an ester moiety at C-3 improved the lipophilicity and
exhibited an ability to penetrate the cell membrane thus showing an enhanced biological

effect [10).

The results from these investigations inspired us to synthesize several new
dehydroepiandosterone derivatives containing heterocyclic function at C-17 and an

aliphatic or an aromatic ester moiety at C-3 and test them as antitumoral agents.

In the present study three series of novel dehydroepiandrosterone derivatives were

synthesized; having a triazol or pyrazole function at C-17 and an ester moiety at C-3.

Series 1:

16-formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5,16-dielfieyBcyclopropanoatela; 16-
formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-,16 —dierfey8-cyclobutanoate4b; 16-
formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dierieyd-cyclopentanoatedc; 16-
formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dierfeyd-cyclohexanoate4dd; 16-

formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dierfiyd- cycloheptanoatde.

Series 2:

16-formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-diefleyBp-methoxybenzoatdf;
16-formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dieffiey8p-methylbenzoatdg;16-
formyl-17-(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dierfey8-benzoateth; 16-formyl-17-

(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dier@y3-p-trifluorobenzoatedi; 16-formyl-17-



(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dien@y3-p-cyanobenzoatelj; 16-formyl-17-

(1H-1, 2, 4-triazole-1-yl)androsta-5, 16-dien@y3-nitrobenzoate 4k.

Series 3:

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)androsta-5, 16-dierf2y8-p-methoxybenzoate5f; 16-

formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)androsta-5, 16-dien@-3-p-methylbenzoatég; 16-formyl-

17-(1H-pyrazole-1-yl)androsta-5, 16-dien@-3-benzoate 5h;16-formyl-17-(1H-pyrazole-
1-yhandrosta-5, 16-dieneB3yl-p-trifluoromethylbenzoat®i ;16-formyl-17-(1H-pyrazole-
1-yl)androsta-5, 16-dieng33yl-p-cyanobenzoate 5j; 16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-
yh)androsta-5, 16-dieneB3yl-p-nitrobenzoate 5k;16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-
yhandrosta-5, 16-dieneB3yl-p-fluorobenzoate 51 ; 16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-
yhandrosta-5, 16-dieneB3yl-p-chlorobenzoate 5m;  16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-
yhandrosta-5, 16-diene3yl-p-bromobenzoate 5n;  16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-
yhandrosta-5, 16-diene3yl-p-iodobenzoatéo and 16-formyl-3-hydroxyandrosta-5, 16-

diene-(1H-1, 2, 4-pyrazole-1-yb)

These compounds were evaluaiteditro, in order to determine its cytotoxic effect
in a panel of human cancer cells. The panel used in this study was the following: PC-3
(human prostate cancer cell line), MCF-7 (human breast cancer cell line) and SKLU-1

(human lung cancer cell line).

Ketoconazole was used as a reference compound fomthero assays. This
compound is an antimycotic drug that had previously been described as an agent that

inhibits cytochrome P450 enzymes, which are required for the synthesis of androgens [11).



Ketoconazole had shown cytotoxic activity in prostate cancer cell lines im-th&o

studies [11,12). Furthermore, it had previously been demonstrated that at low-dose, this
compound can be used for the treatment of prostate cancer which has failed androgen
deprivation therapy and whose cytotoxic chemotherapy would have a significant impact on

the quality of life [11).



2. Results and discussion

2.1 Chemistry

The synthetic pathways for the preparatiodafle, 4f-4k and5f-50 are outlined in
figures 1, 2 and 3 respectively. Commercially available dehydroepiandrosterone (1) was
treated with the corresponding acid, p-dimethylaminopyridine and
dicyclohexylcarbodiimide. The reaction mixture was stirred at room temperature for 2 h.

After the usual work-up, the desired esters were obtained with a yield of 90-95%.

The following step in this synthesis involved the Vilsmeyer-Haack reaction. The
ester derivative8a-2p were refluxed with phosphorus oxychloride in DMF and chloroform
for 5 h. After the usual work-up, the desired 16-formyl derivatBae8p (Figures 1, 2 and

3) were obtained with a yield of 70-93%.

The final compoundda-4e, 4f-4k (triazole ring at C-17) angf-50 (pyrazole ring at
C-17), were prepared using the corresponding steroidal deriv@avgp), potassium
carbonate or cesium carbonate (Figure 1, 2 and 3) in DMF; each mixture was warmed at
50 °C for 3 h. The yields of the final compounds in the three series were between 60-70%.
The desired compounds and intermediates were characterized by-NMR| C'*-NMR

and nass spectrometry.

2.2. Biological activity
The effect of the synthesized compoundis4e, 4f-4k and5f-50) on the growth of
three cancer cell lines: PC-3 (human prostate cancer cell line), MCF-7 (human breast

cancer cell line) and SKLU-1 (human lung cancer cell line) was determined using SRB



assay method. The values of the cell growth inhibition are shown in the Table 1. These data
showal that the cyclopropane ring present in the ester moiety of complau(skries 1)
produced a higher citotoxicity as compared to compouibdde having4-7 C-atoms in

their ring, and a triazole ring at C-17. Sterdeinhibited the cell growth, albeit in a lower
percentage as compareddt(Table 1). These results suggested that the size of the ring of
the ester moiety could be related to the cytotoxic activity. The cyclopropane ring is a
strained, planar and very reactive moiety and could form much easier a complex with the
reactive sites present in the cell. Probably, the highest cytotoxicity of steraiould be
explained on the ground of this phenomenon.

The activity of compoundie (series 1) could be explained by considering the
conformation of the cycloheptane ring. It is a well known fact that the twisted chair
conformation has a low energy and as result of this, this conformation could interact with
the active sites of the cell and produce a cytotoxic effect. The replacement of the
cycloalkane ring in series 1 with a benzene group in the ester moiety increased the co
planarity of the molecule and thus enhanced the cytotoxic activity; this fact was evident
when the cytotoxic activity ofid from series 1,and 4h from series 2were compared.
Compound4d (series 1) has a puckered nonplanar cyclohexane ring and failed to exhibit a
cytotoxic activity. On the other hand, compoudtd having a planar benzene ring, did
exhibit a moderate cytotoxic activity (See Table 1).

Ketoconazole showed also a cytotoxic activity in all three cancer lines studied;
however, its effect was similar to that observed 4aron PC-3 cell line. Nevertheles,
ketoconazole exhibited a lower percentage of inhibition of citotoxicity on SKLU-1 cells

than steroid 44Table 1).
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Compoundgli and4j (Series 2) exhibited a higher cytotoxic activity than stebid
(non substituted benzene ringhd ketoconazole in all cell lines studied (Table 1). The
difference betweerdh and the other steroids from series 2 is the substitution pattern of the
benzene ring at C-3. The introduction of polar groups in this position increases the polarity
of the molecule (stronger dipole-dipole interaction with the active site on the cell) and this
phenomenon increased their cytotoxic activityand 4j). However, the stable ether group
in 4f, is very hydrophobic and did not increase the cytotoxic effect in PC-3, MCF-7 and
SKLU-1 cell lines, as compared to thatdbf. Steroid4k increased the cytotoxic activity as
compared tath, since the nitro group increased the hydrogen bonding association. On the
other hand the stable methyl group in C-4 of the benzene ring in the ester moiety (steroid
4qg) slightly increased the cytotoxic activity of MCF-7 and SKLU-1 as compared to that of
4h (Table 1). The overall, data indicated that an increase of the polarity of the molecule
increases the cytotoxic activity

The activity of the compounds of series 3 on PC-3, MCF-7, and SKLU-1 cancer cell
lines is also exhibited in Table 1. These results showed that none esterified-pyrazole
derivative 6 with a free OH group in C-3 is an active steroid that produces a higher
cytotoxic effect in PC-3 and SKLU-1 cancer cell lines. Thus, the citotoxicity of this
compound was linked to the presence of the free OH group. This functional group allowed
strong hydrogen bonds formation of the steroidal compound with polar active groups in the
cells and as a result of this, a stronger cytotoxic effect was observed.

Apparently the methyl group in C-4 of the ester moiety of compdgndid not
induce cytotoxicity in the studied cancer cell lines as compared to the ether function of

compoundsf .The non polar methyl group could thwart a binding interaction of the steroid
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with the active sites in the cancer cell lines; on the other hand the methoxy gréup in
forms hydrogen bonds with the active sites in the cells and this phenomenon explains very
well the high cytotoxic effect of compound. 5f

Compoundsbl, 5m and 5n, all containing a halogen atom, fluorine, chlorine and
bromine respectively, showed a low cytotoxic activity in all cancer lines tested. On the
other hand, compounsb having an iodine atom in the ester group, surprisingly showed a
much higher activity than the other halogen containing compounds. Compouras a
much higher Log P (partition coefficient) (higher lipophilicity) and can penetrate much
easier the cell membrane and as a result of this, it exhibited an enhanced cytotoxic activity.
Steroid 5khaving a nitro group showed a low cytotoxicity. Although compounds 5k and 4k
are very similar (both having a nitro groups), steetkchaving a triazole group in C-17 has
a much higher cytotoxic activity thdk with a pyrazole group in C-17. This difference in
the biological activity of both compounds can be attributed to the nature of the azole groups
in C-17. Compounddk, having a triazole group at C-17 could form easier hydrogen bonds
with the binding sites of the cells as compared to the pyrazole ring at the same position in
5k and as a result of this steroid Blas a much lower biological activity.

Previously it had been reported th@tffydroxy-epiandrosterone (OH-EpiA) is
an endogenous androgenic derivative of dehydroepiandrosterone that decreases the
synthesis of DGE2, a prostaglandin that induces an inflammatory gfcOn the other
hand 17B estradiol produces an anti-inflammatory effect notably viaByFchemokine
prodwction [14] and also via a decrease of PGE2 synthiddis 1§. These responses are

mediated through an estrogen receptor (ER).
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Furthermore other studies demonstrated thgs-QHA EpA exerted an anti-
estrogenic effect in MCF-7 cancer cell line associated with cell proliferation inhibition and
cell cycle arrest. These data indicated that this dehydroepiandrosterone derivative is capable
of interacting with the ER and also with the membrane GPR30 receptors thus producing an
antiproliferative effec{6]. The overall data suggested that sterdajsli-5f reported in this
study could act trough an ER and GPR30 receptors and as a result of this an
antiproloferative effect was observed in MCF7 cell lih8] ]

On the other hand, previously it had been reported that the prostate cancer cell line
PC3 expresses BR or ER32 [17]. ERB1 represses the expression of bone metastasis
regulator genes in PC3, whereasf2Rncreases the expression of the genes that regulate
this metastasifl7]. Since 1B-OH EpiA exerts its action trough an ER, steralds4i-4k
and 6reported in this study could inhibit the proliferation of this PC3 cell via tH&lER

Earlier it had been reported that some transcription factors as hepatocyte nuclear
factor 3FHNF33) and CCAAT/enhancer binding proteia (C/EBRx) are strongly
expressed in the lung, and both are tumor suppressors in lung gB8icerhis effect is
different between both genders [19]. On the other hand, recently it had been demonstrated
that lung adenocarcinomas expressoERd . These receptors might be coupled to G-
protan (GPER/GPR30) whose expression is increased in lung cancer cells as well as in
tumors when compared to normal IU2§]. The overall data from this study suggested that
the novel dehydroepiandrosterone derivatives reported in this 4aid\, 4i-4K, 5f, 50

and 6 could induce an apoptotic effect via the activation of the ER in SKLU-1 cell line.
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Conclusion

On the ground of the biological results, described in this paper, we can infer that the
steroidal compounds having a triazole ring at C-17 showed a much higher cytotoxic activity
as compared to compoun8fs50 having a pyrazole functional group at the same position.
Apparently, this difference can be explained on the base that the triazole ring having three
nitrogen atoms can form much easier hydrogen bonds with the reactive site of the cell as
compared to that of the pyrazole ring (two nitrogen atoms in the ring) at the same position.
It is important to note that compouBdaving a free hydroxyl group at C-3 and a pyrazole
ring at C-17 showed a very high cytotoxic activity. This is probably due to the ability of the
hydroxyl group to form hydrogen bonds with the reactive site of the cell.

Compound#Af-4k having an aromatic ester at C-3 showed an enhanced cytotoxic
activity as compared to their aliphatic counterpatéigie. On the other hand, the aromatic
esters having an electronegative group in the phenyl ring of the ester n¥bid}y, (
showed a higher activity as compared to those having an electropositive 4frand 4g).
Apparently, the electronegative substituent on the phenyl ring of the ester moiety increases
the polarity of the molecule thus increasing the dipole-dipole association of the steroidal

molecule with the reactive site of the cell.
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Experimental section

Reagents and solvents were purchased from commercial sources and were used
without further purification. Melting points were determined on a Fisher Johns melting
point apparatus and are uncorrectdd. NMR and **C NMR were taken on a Varian
Gemhi 200 and a VRX-300 respectively. Chemical shifts are given in ppm relative to that
of MesSi (0=0) in CDCE (the abbreviations of signal patterns are as follows: s, singlet; d,
doubkt, t, triplet; m, multiplet). Mass spectra were obtained with a HP5985-B
spectrometer. IR spectra were recorded on a Perkin-Elmer 200 spectrometer.

Steroidal Synthesis

For the synthesis of the new esters derivatives described in this paper, we used the
commercially available dehydroepiandrosterdn& he preparation of these compounds is
briefly described below.

General preparation of esters.

To a solution of steroid (1g, 3 mmol), DCC (2.147 g, 10.41 mmol), DMAP (0.848
g, 6.94 mmol) in chloroform (20 mL) was added the corresponding acid (14 mmol). The
resulting solution was stirred at room temperature for 2 hours. Hexane (15 mL) was added
and the precipitated dicyclohexyl urea was filtered. The organic phase was washed three
times with 10 % aqueous hydrochloric acid, 5 % aqueous sodium bicarbonate, water and
was dried over anhydrous sodium sulfate. The crude ester was recrystallized from
methanol.

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-cyclopropanoate (2a) Yield 92%.mp. 199-201°C, IR

(KBr) cm: 2947, 1736, 1712H-NMR (CDCk) 5: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19),
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4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd,= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6).2*C-NMR (CDCk) &: 19.3 (C-
18), 20.3 (C-19), 73.6 (C-3), 121.7 (C-6), 139.9 (C-5), 174.2 (ester carbonyl), 220.9 (C-17).
HRMS cal. For GsH3,03 356.2351, found 356.2299.

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-cyclobutanoate (2b) Yield 98%.mp. 179-178°C, IR
(KBr) cmt; 2942, 1735, 1720H-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19),
4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6).2*C-NMR (CDCk) &: 19.3 (C-
18), 20.3 (C-19), 73.3 (C-3), 121.7 (C-6), 139.7 (C-5), 174.8 (ester carbonyl), 220.9 (C-17).
HRMS cal. For G4H3403 370.2508, found 370.2256.

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-cyclopentanoate (2c) Yield 96%.mp. 176-178°C, IR
(KBr) cmt; 2945, 1735, 1723H-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19),
4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6).**C-NMR (CDCk) &: 19.3 (C-
18), 20.3 (C-19), 73.2 (C-3), 121.7 (C-6), 140.3 (C-5), 176.1 (ester carbonyl), 221.0 (C-17).
HRMS cal. for GsH3s03 384.2664 found 384.2695.

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-cyclohexanoate (2d) Yield 95%.mp. 156-158°C, IR
(KBr) cmt; 2928, 1736, 1725H-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19),
4.6 (1H, m, H-3), 5.3 (1H, ddJ;= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6).2*C-NMR (CDCk) &: 19.3 (C-
18), 20.3 (C-19), 73.4 (C-3), 121.7 (C-6), 139.9 (C-5), 175.8 (ester carbonyl), 220.8 (C-17).
HRMS cal. for GgH3s03 398.2821 found 398.2885.

17-oxaandrost-5-ene-3p-yl-cycloheptanoate (2€) Yield 99%.mp. 161-163°C, IR
(KBr) cmt; 2923, 1737, 1725H-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19),
4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6).**C-NMR (CDCk) §: 19.3 (C-
18), 20.3 (C-19), 73.2 (C-3), 121.7 (C-6), 139.9 (C-5), 176.6 (ester carbonyl), 221.4 (C-17).

HRMS cal. for G7H4005 412.2977 found 412.2945.
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17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-methoxybenzoate (2f) Yield 95%.mp. 209-211°C,
IR (KBr) cm’:3034, 2936, 2890, 2853, 1736, 1702, 1606, 15NMR (CDCk) 5: 0.9
(3H, s,H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 3.86 (s, 3H, Ar-OQH.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, dd,=
4 HzandJ,= 2Hz, H-6), 6.9 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.0 (2H, d,= 8 Hz, benzoic
ring). *C-NMR (CDCE¥) §: 13.7 (C-18), 19.5 (C-19), 74.1 (C-3), 122.0 (C-6), 14C:5),
113.6, 123.3, 131.7 and 163.2 (benzoic ring), 166.9 (ester carbonyl), 221.1 (C-17). HRMS
cal. for G/Hz404 422.5564 found 422.5612

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-methylbenzoate (2g) Yield 88%.mp. 220-222°C, IR
(KBr) cm™ 3028, 2967, 2947, 2924, 2851, 2822, 1736, 1701, 1608, I67EMR
(CDCl) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 2.40 (s, 3H, At:$4.8 (1H, m, H-3), 5.4
(1H, dd. J;= 4 Hz and),= 2Hz, H-6), 7.2 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 7.9 (2H, d,= 8
Hz, benzoic ring)**C-NMR (CDCk) &: 13.7 (C-18), 19.5 (C-19), 74.2 (C-3), 122.1 (C-6),
1401 (C-5), 128.1, 129.1, 129.7, 143.5 (benzoic ring), 166.2 (ester carbonyl), 221.3 (C-17).
HRMS cal. for G;H3403 406.5570 found 406.5512

17-oxaandrost-5-ene-3p-yl-benzoate (2h) Yield 86%. mp. 242-246°C, IR (KBr)
cm’: 3081, 2960, 2948, 2916, 2893, 2839, 2822, 1735, 1711, 1602, 133&VIR
(CDCl) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19),4.8 (1H, m, H-3% &H, dd.J;= 4 Hz and
Jo= 2Hz, H-6), 7.4 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 7.6 (1H, 8= 8 Hz, benzoic ring), 8.0
(2H, d,J = 8 Hz, benzoic ring):*C-NMR (CDCE) &: 13.7 (C-18), 19.6 (C-19), 74.5 (C-3),
1222 (C-6), 140.1 (C-5), 128.4, 129.7, 130.9, 132.9 (benzoic ring), 166.1 (ester carbonyl),
221.2 (C-17). HRMS cal. for £H3,05 392.5304 found 392.5292

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-trifluoromethylbenzoate (2i) Yield 83%.mp. 225-

227°C, IR (KBr) cnt:3068, 2934, 2886, 2857, 1793, 1721, 1650, 1485MMR (CDClk)
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8: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H&Y% (1H, dd.J;= 4 Hz andJ,=
2Hz, H6), 7.7 (2H, d,J= 8 Hz, benzoic ring), 8.1 (2H, d: 8 Hz, benzoic ring)**C-NMR
(CDCl) &: 13.7 (C-18), 19.5 (C-19), 75.2 (C-3), 122.4 (C-6), 13€), 119.7, 122.4,
125.1, 127.9 (Ar-B5), 125.4, 125.5, 133.9, 134.2, 134.6, 134.9, 134.1 (benzoic ring), 164.8
(este carbonyl), 221.0 (C-17). HRMS cal. fopl31F303; 460.5284 found 460.5212
17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-cyanobenzoate (2j) Yield 70%.mp. 236-238°C, IR
(KBr) cm®: 3064, 2933, 2909, 2823, 2879, 3054, 2232, 1736, 1710, 1627, t5RMR
(CDCl) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H8%, (1H, dd.J;= 4 Hz and
Jo= 2Hz, H-6), 7.7 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.1 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring)-*C-
NMR (CDCl) &: 13.5 (C-18), 19.5 (C-19), 75.5 (C-3), 118.2 (AWC 122.5 (C-6), 139.7
(C-5), 116.4, 130.2, 132.3, 134.7(benzoic ring), 164.4 (ester carbonyl), 221.0 (C-17).
HRMS cal. for G;H31NO3 417.5399 found 417.5313
17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-nitrobenzoate (2k) Yield 79%.mp. 204-206°C, IR
(KBr) cm™:3113, 2943, 2890, 2853, 1736, 1716, 1525, 189:MR (CDCl) &: 0.9 (3H,
s, H18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, deg: 4 Hz andl,= 2Hz, H-6), 8.2
(2H, d, J= 8 Hz, benzoic ring), 8.3 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring)**C-NMR (CDCE) &:
13.5 (C-18), 19.5 (C-19), 75.7 (C-3), 122.5 (C-6), 139.7 (C-5), 130.8, 123.6, 136.2,
150.6(benzoic ring), 164.2 (ester carbonyl), 221.1 (C-17). HRMS cal. fgtl3{BlOs
437.5385 found 437.5198
17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-fluor obenzoate (21) Yield 88%.mp. 208-209°C, IR
(KBr) cm™:3111, 2948, 285, 2825, 1741, 1784:NMR (CDCk) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1
(3H, s,H-19),4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd;= 4 Hz andl= 2Hz, H-6), 7.1 (2H, dd};= 8

Hz ard J,= 2 Hz, benzoic ring), 8.1 (2H, dd= 7 Hz,J,= 5 Hz, benzoic ring)**C-NMR
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(CDCl) &: 13.7 (C-18), 19.6 (C-19), 74.6 (C-3), 122.2 (C-6), 13€%5), 115.4, 115.6,
127.1, 127.1, 132.1, 132.2, 164.5, 167.1(benzoic ring), 165.1 (ester carbonyl), 221.1 (C-
17). HRMS cal. for ggH31FO; 410.5209 found 410.4985

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-chlor obenzoate (2m) Yield 87%.mp. 231-234°C, IR
(KBr) cm™:3041, 2947, 2888, 2844, 1739, 1719, 1626, 1839NMR (CDCl) 5: 0.9 (3H,
s, H18), 1.1 (3H, s, H-19),4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dék 4 Hz andl,= 2Hz, H-6), 7.4
(2H, d, J= 8 Hz, benzoic ring), 8.0 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring)**C-NMR (CDCE) &:
13.7 (C-18), 19.6 (C-19), 74.8 (C-3), 122.3 (C-6), 139.9 (C-5), 128.8, 129.3, 131.1,
139.3(benzoic ring), 165.3 (ester carbonyl), 221.2 (C-17). HRMS cal. fgi3{CIO;
426.9565 found 426. 9712

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-bromobenzoate (2n) Yield 91%.mp. 223-225°C, IR
(KBr) cm™:3035, 2927, 2849, 1736, 1703, 1622, 15FBNMR (CDCh) &: 0.9 (3H, s, H-
18), 1.1(3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, di= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6), 7.6 (2H,
d, J= 8 Hz, benzoic ring), 7.9 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring):*C-NMR (CDC}) &: 13.7 (C-
18), 196 (C-19), 74.8 (C-3), 122.3 (C-6), 139.9 (C-5), 128.0, 129.8, 131.2, 131.8(benzoic
ring), 165.4 (ester carbonyl), 221.3 (C-17). HRMS cal. fegHg:BrO; 471.4265 found
471.485

17-oxaandr ost-5-ene-3p-yl-p-iodobenzoate (20) Yield 89%.mp. 235-239°C, IR
(KBr) cm™:3035, 2947, 2908, 2893, 2839, 1731, 1713, 14885\MR (CDCl) 5: 0.9 (3H,
s, H18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, deg: 4 Hz andl,= 2Hz, H-6), 7.7
(2H, d, J= 8 Hz, benzoic ring), 7.8 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring)**C-NMR (CDCE) &:

13.7 (C-18), 19.6 (C-19), 74.8 (C-3), 122.3 (C-6), 139.9 (C-5), 100.7, 130.3, 131.2,
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137.7(benzoic ring), 165.6 (ester carbonyl), 221.2 (C-17). HRMS cal. fgti3{I03
518.4270 found 518.4298

Synthesis of 17-oxoandr ost-5-en-3-yl-3p-for mate (2p)

In a ound-bottomed flask, fitted with a magnetic stirrer, was added 500 mg of
dehydroepiandrosterone (1.7 mmol) and 40 mL of formic acid, the reaction was refluxed
for 5 hours. The solution was quenched a saturated solution of sodium bicarbonate, the
white precipitate was filtered under vacuum to obtain 490 mg pefor3nyl-oxy-5-
andresten-17-one.Yield 89.3%. mp. 143-145°C, IR (KBr)'br‘Q964.45, 2941.61, 2890.43,
2824.6, 1736.86, 1702.53H-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6
(1H, m, H-3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz andJ,= 2Hz, H-6), 8.03 (1H, s, format&)C-NMR
(CDCls) &: 13.7 (C-18), 19.5 (C-19), 73.8 (C-3), 122.4 (C-6), 13€.5), 160.7 (formate),
221.1 (C-17). HRMS cal. for £gH2505 316.4352 found 316.4312

Synthesis of 16-formyl-17-chlor oandr osta-5,16-diene derivatives

Into a round-bottomed flask, fitted with a magnetic stirrer and cold
dymethylformamide (43 mmol) was added dropwise phosphorus oxychloride (36 mmol)
followed by a solution of the corresponding ester in chloroform (I mmol) (5 mL). The
mixture was refluxed for 5 h underNrhe reaction was quenched with a saturated solution
of sodium bicarbonate (10 mL). The compound was extracted with chloroform, and the
organic phase was washed with water and dried over anhydrous sodium sulfate. The
compound was purified on silica gel chromatography.

16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-cyclopropanoate (3a) Yield 72%.
mp. 124-126 °C; IR (KBr) cilt 2928, 1717, 1674, 158%4-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s,

H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.3 (1H, dé= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6), 9.9
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(1H, s, aldehyde)*C-NMR (CDCE) &: 19.2 (C-18), 20.3 (C-19), 73.5 (C-3), 121.7 (C-6),

1364 (C-16), 140.1 (C-5), 162.2(C-17), 174.2 (ester carbonyl), 188.0 (aldehyde). HRMS

cal. for G4H31ClIO3 402.1962 found 402.1922.
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-cyclobutanoate (3b) Yield 69%.

mp. 152-154 °C; IR (KBr) cilt 2941, 1719, 1671, 15884-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s,

H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, deé= 4 Hz andJ,= 2Hz, H-6), 9.9

(1H, s, aldehyde)**C-NMR (CDCE) &: 19.1 (C-18), 20.2 (C-19), 73.2 (C-3), 121.6 (C-6),

136.3 (C-16), 139.9 (C-5), 162.2 (C-17), 174.8 (ester carbonyl), 187.9 (aldehyde). HRMS

cal. for GsH33ClO3 416.2118 found 416.2189.
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-cyclopentanoate (3c) Yield 70%.

mp. 180-182 °C; IR (KBr) cift 2927, 1728, 1708, 1667, 1596-NMR (CDCL) &: 0.9

(3H, s,H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, d& 4 Hz andl,= 2Hz, H-

6), 99 (1H, s, aldehyde}3C-NMR (CDCE) &: 19.2 (C-18), 20.2 (C-19), 73.2 (C-3), 121.6

(C-6), 136.4 (C-16), 140.1 (C-5), 162.1 (C-17), 176.2 (ester carbonyl), 186.0 (aldehyde).

HRMS cal. for GgH3sClO3 430.2275 found 430.2210.
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-cyclohexanoate (3d) Yield 71%.

mp. 166-168 °C; IR (KBr) cilt 2929, 1727, 1668, 159%4-NMR (CDCL) &: 0.9 (3H, s,

H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dg= 4 Hz andl= 2 Hz, H-6), 9.9

(1H, s, aldehyde)**C-NMR (CDCE) &: 19.2 (C-18), 20.3 (C-19), 72.9 (C-3), 121.6 (C-6),

1364 (C-16), 140.1 (C-5), 162.2 (C-17), 175.5 (ester carbonyl), 188.0 (aldehyde). HRMS

cal. for G/H3/,ClO3 444.2431 found 444.2487.
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-cycloheptanoate (3e) Yield 70%.

mp. 215-217 °C; IR (KBr) cift 2946, 1719, 1671, 1667, 1585-NMR (CDCL) &: 0.9



21

(3H, s, H-18), 1.0 (3H, s, H-19), 4.5 (1H, m, H-3), 5.4 (1H,Xd.4 Hz andJ,= 2Hz, H-
6), 99 (1H, s, aldehyde}3C-NMR (CDCE) &: 19.2 (C-18), 20.3 (C-19), 73.1 (C-3), 121.6
(C-6), 136.4 (C-16), 140.1 (C-5), 162.2 (C-17), 176.5 (ester carbonyl), 188.0 (aldehyde).
HRMS cal. for GgH3gClO3; 458.2588 found 458.2514.
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-methoxybenzoate  (3f) Yield
62%. mp. 204-206 °C; IR (KBr) cm3031, 2960, 2930, 2960, 2891, 2844, 2861, 1700,
1669,1603, 1511'H-NMR (CDCL) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 3.9 (3H, s, Ar-
CHs), 4.8 (1H, m, H-3), 5.4 (1H, dd,= 4 Hz andJ,= 2Hz, H-6), 6.6 (2H, dJ= 8 Hz,
benzoic ring), 8.0 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 10.0 (1H, s, aldehyd&C-NMR
(CDCly) &: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19), 55.6 (Ar-®f), 74.1 (C-3), 113.6, 123.3, 131.7,
163.4penzoic ring), 122.0 (C-6), 136.6 (C-16), 140.2 (C-5), 162.5 (C-17), 165.9 (ester
carbonyl), 188.3 (aldehyde). HRMS cal. foig833Cl04 469.0122 found 469.0195
16-for myl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-methylbenzoate (3g) Yield 60%.
mp. 219-221 °C; IR (KBr) cft3033, 2928, 2893, 2857, 2727, 1706, 1672, 1608, 1389.
NMR (CDCL) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 3.9 (3H, s, Ar<{LH.8 (1H, m, H-
3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz and),= 2Hz, H-6), 6.6 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.0 (2H, d,
J= 8 Hz, benzoic ring), 10.0 (1H, s, aldehyd&C-NMR (CDCE) §: 15.1 (C-18), 19.4 (C-
19), 741 (C-3), 113.6, 123.3, 131.7, 163.4 (benzoic ring), 122.0 (C-6), 136.6 (C-16), 140.2
(C-5), 162.5 (C-17), 165.9 (ester carbonyl), 188.3 (aldehyde). HRMS caldds:ClO3
453.028 found 453.0198
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-benzoate (3h) Yield 47%. mp. 177-
179 °C; IR (KBr) cmi: 3032, 2940, 2926, 2892, 2833, 2860, 1708, 1664, I580IMR

(CDCl3) 5: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H8Y (1H, ddJ;= 4 Hz and
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Jo= 2Hz, H-6), 7.4 (2H, tJ= 8 Hz, benzoic ring), 7.5 (1H, ddd;= 7,J,= 4, J3= 1 Hz,
benzoic ring), 8.0 (2H, tJ= 8 Hz, benzoic ring), 10.0 (1H, s, aldehyd&Z-NMR (CDCE)
§: 151 (C-18), 19.4 (C-19), 74.4 (C-3), 128., 129.7, 130R.9(benzoic ring), 122.1 (C-
6), 136.6 (C-16), 140.1 (C-5), 162.5 (C-17), 166.1 (ester carbonyl), 188.2 (aldehyde).
HRMS cal. for G;H31ClO3; 438.9862 found 438.9812
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-trifluorobenzoate (3i) Yield
83%. mp. 198-200 °C; IR (KBr) c 2948, 2912, 2869, 2825, 2723, 1716, 1674, 1588.
'H-NMR (CDCk) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE%, (1H, dd. &
4 Hz andJ,= 2Hz, H-6), 7.7 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.1 (2H, d= 8 Hz, benzoic
ring), 10.0 (1H, s, aldehyde}*C-NMR (CDCk) &: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19), 75.1 (C-
3),119.72, 122.43, 125.14, 127.86 (ArFg), 125.4, 125.5, 130.1, 134.0, 134.1, 134.3,
134.6,134.9 (benzoic ring), 122.2 (C-6), 136.6 (C-16), 139.9 (C-5), 162.3 (C-17), 164.9
(ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal. fegHzoF3ClO3; 506.9842 found 506.9812
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-cyanobenzoate (3j) Yield 36%.
mp. 212-215 °C; IR (KBr) cflt 3052, 2936, 2905, 2852, 2228, 1715, 1669, 1488MR
(CDCl) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H8 (1H, dd.J;= 4 Hz and
Jo= 2Hz, H-6), 7.7 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.1 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring), 10.0
(1H, s, aldehyde)**C-NMR (CDCE) &: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19), 75.4 (C-3), 118.2 (Ar-
CN), 132.3, 134.7, 130.2, 116.4(benzoic ring), 122.5 (C-6), 136.6 (C-16), 139.8 (C-5),
162.4 (C-17), 164.4 (ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal. fg3dCINO;
463.9%7 found 463.9913
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-nitrobenzoate (3k) Yield 65%.

mp. 238-241 °C; IR (KBr) cift 3057, 2950, 2936, 2912, 2958, 2824, 2724, 1711, 1668,
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1586, 1526 "H-NMR (CDCk) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE3)
(1H, dd.J;= 4 Hz andl,= 2Hz, H-6), 8.2 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.3 (2H, d= 8
Hz, benzoic ring), 10.0 (1H, s, aldehyd®C-NMR (CDCE) §: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19),
75.6(C-3), 123.6, 130.8, 136.3, 150.6 (benzoic ring), 122.5 (C-6), 136.6 (C-16), 139.7 (C-
5), 162.3 (C-17), 164.2 (ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal.,#bis,CINOs
483.843 found 483.9814

16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-fluor obenzoate (31) Yield 79%.
mp. 166-168 °C; IR (KBr) cflt 3052, 2977, 2957, 2932, 2853, 1714, 1663, 1601, 1585.
'H-NMR (CDCk) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H83 (1H, dd. &
4 HzandJ,= 2Hz, H-6), 7.1 (2H, dd};= 8 Hz, J,= 2 Hz benzoic ring), 8.0 (2H, ddd;=
5,%= 2, Js= 1 Hz, benzoic ring), 10.0 (1H, s, aldehyd&c-NMR (CDCL) &: 15.1 (C-18),
19.4 (C-19), 74.6 (C-3), 115.4, 115.6, 127.1, 132.1, 132.2, 164.5, 167.1 (benzoic ring),
122.2 (C-6), 136.6 (C-16), 140.0 (C-5), 162.3 (C-17), 165.1 (ester carbonyl), 188.1
(aldehyde). HRMS cal. for £H3CIFO; 456.9767 found 456.9716

16-for myl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-chlor obenzoate (3m) Yield 46%.
mp. 186-187 °C; IR (KBr) cflt 3038, 2975, 2960, 2929, 2905, 2852, 2735, 1718, 1669,
1585.'H-NMR (CDCk) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE8X% (1H,
dd. J;= 4 Hz andl),= 2Hz, H-6), 7.4 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.0 (2H, d;= 8 Hz,
benic ring), 10.0 (1H, s, aldehydéC-NMR (CDCE) &: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19), 74.7
(C-3), 128.76, 129.32, 131.08, 139.35 (benzoic ring), 122.3 (C-6), 136.6 (C-16), 140.0 (C-
5), 162.4 (C-17), 165.2 (ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal.,$bizoCl,03

473.433 found 473.4378
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16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-bromobenzoate (3n) Yield 65%.
mp. 178-180 °C; IR (KBr) cit 3036, 2928, 2888, 2855, 1711, 1668, 1587-NMR
(CDCl) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H8 (1H, dd.J;= 4 Hz and
Jo= 2Hz, H-6), 7.6 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 7.9 (2H, d;= 8 Hz, benzoic ring), 10.0
(1H, s, aldehyde)*C-NMR (CDCE) &: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19), 74.7 (C-3), 128.0, 129.7,
1312, 131.7 (benzoic ring), 122.2 (C-6), 136.6 (C-16), 140.0 (C-5), 162.4 (C-17), 165.4
(ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal. feiHzoBrClO; 517.8823 found 517.8869
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-p-iodobenzoate (30) Yield 53%.
mp. 170-173 °C; IR (KBr) cit3035, 2939, 2858, 1707, 1664, 158614-NMR (CDCL)
8: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-8)4 (1H, dd.J;= 4 Hz andJ,=
2Hz, H6), 7.7 (2H, d,J= 8 Hz, benzoic ring), 7.8 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring), 10.0 (1H,
s, aldehyde)®*C-NMR (CDCk) &: 15.1 (C-18), 19.4 (C-19), 74.8 (C-3), 100.7, 130.3,
131.1 137.8 (benzoic ring), 122.2 (C-6), 136.6 (C-16), 140.0 (C-5), 162.4 (C-17), 165.6
(ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal. feiHz,ClIO3 564.8827 found 564.8893
16-formyl-17-chlor oandr ost-5,16-diene-3p-yl-for mate (3p) Yield 64%. mp. 159-
161 °C; IR (KBr) cmi: 2952, 2922, 2905, 2893, 2866, 2854, 2830, 2730, 1712, 1665, 1584.
'H-NMR (CDCk) &: 0.9 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.7 (1H, m, H83% (1H, dd. &
4 HzandJ,= 2Hz, H-6), 8.0 (1H, s, formate), 10.0 (1H, s, aldehytf€}NMR (CDCL) &:
15.1(C-18), 19.3 (C-19), 73.7 (C-3), 122.3 (C-6), 136.6 (C-16), 139.8 (C-5), 162.4 (C-17),
162.4 (ester carbonyl), 188.2 (aldehyde). HRMS cal. faH&CIO; 362.8902 found
362.895
Synthesis of 16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yI

derivatives.



25

A mixture of 1,2,4-triazole (3 mmol). Oz (6 mmol) and the corresponding 16-
formyl-17-chloroandrosta-5,16-dieng-3! derivate (1 mmol) in dry DMF (5 mL) was
heatedat 50 °C under Natmosphere for 3 h. Cold water was added and the solid was
filtered. The compound was purified by column chromatography on florisil.

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-38-yl-
cyclopropanoate (4a). Yield 93%.mp. 190-192 °C, IR (KBr) chm 2933, 1721, 1662,
1613.*H-NMR (CDCk) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, HE8% (1H,

dd. J;= 4 Hz andJ,= 2Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatic), 10.1 (1H, s,

aldehyde). >C-NMR (CDC}) &: 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.5 (C-3), 121.7 (C-6), 132.3

(C-16), 140.5 (C-5), 143.7 (C-17), 153.1 (aromatic), 156.7 (aromatic), 174.2 (ester

carbonyl), 189.0 (aldehyde). HRMS cal. fors833N303 435.5585 found 435.5518.
16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-cyclobutanoate

(4b). Yield 89%.mp. 199-201 °C, IR (KBr) ¢t 2940, 1724, 1664, 1613H-NMR

(CDCl3) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H8) (1H, dd.J;= 4 Hz and

Jo= 2Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatic), 10.1 (1H, s, aldefij@e).

NMR (CDCls) : 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.2 (C-3), 121.6 (C-6), 132-36), 140.0 (C-

5), 143.6 (C-17), 153.0 (aromatic), 156.7 (aromatic), 174.9 (ester carbonyl), 189.0

(aldehyde). HRMS cal. for £H3sN303 449.5851 found 449.5812.
16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-cyclopentanoate

(4c). Yield 91%.mp. 249-251 °C, IR (KBr) ¢hm 2937, 1728, 1667, 1618H-NMR

(CDCl) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.5 (1H, m, H8)% (1H, dd.J;= 4 Hz and

Jo= 2Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatic), 10.1 (1H, s, aldefij@e).

NMR (CDCls) §: 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.2 (C-3), 121.6 (C-6), 132-36), 140.1 (C-
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5), 143.6 (C-17), 152.9 (aromatic), 156.4 (aromatic), 175.9 (ester carbonyl), 189.1

(aldenyde). HRMS cal. for ggH37N303 463.6117 found 463.6167.
16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-cyclohexanoate

(4d). Yield 93%.mp. 232-234 °C, IR (KBr) ¢t 2938, 1728, 1667, 1617H-NMR

(CDCl3) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.5 (1H, m, H8) (1H, dd.J;= 4 Hz and

Jo= 2Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatic), 10.1 (1H, s, aldefij@e).

NMR (CDCls) : 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.0 (C-3), 121.6 (C-6), 132-36), 140.1 (C-

5), 143.8 (C-17), 153.0 (aromatic), 156.7 (aromatic), 175.5 (ester carbonyl), 189.9

(aldehyde). HRMS cal. for gH3gN303 477.6383 found 477.6319.
16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-cycloheptanoate

(4€). Yield 91%.mp. 195-197 °C, IR (KBr) ¢l 2934, 1728, 1668, 1618H-NMR

(CDCl) &: 1.0 (3H, s, H-18), 1.1 (3H, s, H-19), 4.6 (1H, m, H8% (1H, dd.J;= 4 Hz and

Jo= 2Hz, H-6), 8.1 (1H, s, aromatic), 8.4 (1H, s, aromatic), 10.1 (1H, s, aldefij@e).

NMR (CDCls) : 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 73.0 (C-3), 121.1 (C-6), 132-36), 140.1 (C-

5), 143.6 (C-17), 153.0 (aromatic), 156.6 (aromatic), 175.5 (ester carbonyl), 188.8

(aldehyde). HRMS cal. for 4gH41N303 491.6648 found 491.6699.

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-4-methoxybenzoate

(4f). Yield 70.4% mp. 209-211 °C, IR (KBr) ¢h8116, 2939, 1702, 1663, 1579, 12%3-

NMR (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 3.85 (s, 3H, ATH®), 4.8 (1H, m,

H-3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz andJ,=2 Hz, H-6), 6.9 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 7.9 (2H,

t, J = 8 Hz, benzoic ring), 8.1 (1H, s, triazole ring), 8.4 (1H, s, triazole ring), 10.1 (1H, s,

aldehyde).*C-NMR (CDCE) &: 19.2 (C-18), 20.4 (C-19), 55.4 (®f), 74.1 (C-3);

113.5Q 123.1, 131.5 and 163.2 (benzoic ring); 121.7 (C-6), 132.3 (C-16), 156.7 (C-5),
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140.1 (C-17), 143.6 and 153.0 (triazole ring), 165.7 (ester carbonyl), 189.0 (aldehyde).

HRMS al. for GoH35N304501.6166, found 501.6113

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-p-
methylbenzoate (4g). Yield 68.6% mp. 239-241°C, IR (KBr) ch8110, 2926, 1714, 1661,
1605 1522.*H-NMR (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 2.4 (3H, s, Ar<H
4.8 (H, m, H-3), 5.5 (1H, dd)= 4 Hz andl,= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd}, = 3Hz, J,=2
Hz, pyrazole ring); 7.2 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring), 7.9 (2H, d,= 8 Hz, benzoic ring),
8.1 (1H, s, triazole ring), 8.4 (1H, s, triazole ring), 10.1 (1H, s, aldehyd@NMR
(CDCl) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 21.8 (ArHG), 74.2 (C-3); 143.7 and 153.0 (triazole
ring); 128.2, 129.1, 129.7 and 143.5 (benzoic ring); 122.2 (C-6), 140.2 (C-5), 161.2 (C-17),
166.2 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fgyH§&N3O3 485.6172 found
485.6115

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-benzoate  (4h).
Yield 74.3% mp. 239-241°C, IR (KBr) chiB065, 2938, 1709, 1667, 15984-NMR
(CDCls) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H8% (1H, dd.J;= 4 Hz and
J,= 2 Hz, H-6), 7.4 (2H, t) = 8 Hz benzoic ring); 7.5 (1H, § = 7.3 Hz, benzoic ring); 8.0
(2H, d,J = 8.0 Hz, benzoic ring); 8.1 (1H, s, triazole ring), 8.4 (1H, s, triazole ring), 10.1
(1H, s, aldehyde)*C-NMR (CDCk) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 74.4 (C-3),143.7 and
1530 (triazole ring); 129.7, 128.4, 130.9, 132.9 (benzoic ring); 122.3 (C-6), 140.2 (C-5),
161.2 (C-17), 166.1 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fgtl348130;
471.596 found 471.5978

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-p-

trifluoromethylbenzoate (4i). Yield 73.7% mp.228-230 °C, IR (KBr) c¢hn 3065, 2938,
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1709, 1667, 1599H-NMR (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H-
3), 55 (1H, dd.J;= 4 Hz and),= 2 Hz, H-6), 7.7 (2H, t,benzoic ring); 8.1 (3H, m, benzoic
and triazolering),8.4 (1H, s, triazole ring), 10.1 (1H, s, aldehy&:NMR (CDC}) &:
16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 75.1 (C-3), 143.6 and 153.0 (triazole ring); 125.4, 125.5, 130.1,
134.3, 134.1, 134.6 (benzoic ring); 119.6, 122.4, 125.2, 127.2)(-CE2.6 (C-6), 129.7
(C-16), 139.8 (C-5), 161.2 (C-17), 164.9 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. for
CsoH32F3N303, 539.5885 found 539.5817

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-p-
cyanobenzoate (4j). Yield 75.8% mp. 235-23C, IR (KBr) cm™:3110, 2926, 2237, 1715,
1497,1567.*H-NMR (CDCk) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE35
(1H, dd.J;= 4 Hz andJ,= 2 Hz, H-6), 7.7 (2H, tJ= 8 Hz, benzoic ring), 8.1 (3H, m,
triazole and benzoic ring),8.4 (1H, s, triazole ring), 10.1 (1H, s, aldeh{iNMR
(CDCl) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 75.4 (C-3), 118.2 (Ar-CN)3.Z4and 153.0 (triazole
ring); 116.4, 130.2, 132.3, 134.7 (benzoic ring); 122.6 (C-6), 129.6 (C-16), 139.7 (C-5),
161.1 (C-17), 164.4 (ester carbonyl), 190.5 (aldehyde). HRMS cal. fgtls8403
496.6000 found 496.6012

16-formyl-17-(1H-1,2,4-triazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3f-yl-p-nitr obenzoate
(4K). Yield 73.8% .mp. 262-264°C, IR (KBr) ¢h8110, 2926, 1714, 1661, 1605, 1542-
NMR (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H&} (1H, dd.J;= 4
Hz ard J,= 2 Hz, H-6),8.1 (1H, s, triazole ring), 8.2 (2H,J 8.0 Hz benzoic ring), 8.3
(2H, d,J = 8.0 Hz, benzoic ring),8.4 (1H, s, triazole ring), 10.1 (1H, s, aldeh{iENMR
(CDCly) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 75.7 (C-3), 143.7 and 158i@zple ring), 123.6,

131.2.136.3, 150.6 (benzoic ring); 122.7 (C-6), 129.6 (C-16), 139.7 (C-5), 161.2 (C-17),
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165.6 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fggH§EN4Os 516.5887 found
516.58.3

Synthesis of 16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-y!I
derivates.

A mixture of pyrazole (2 mmol), G8O; (2 mmol) and the corresponding 16-
formyl-17-chloroandrosta-5,16-dieng-3§| derivate (lmmol) in dry DMF (5mL) was
heatedat 60 °C under Natmosphere for 2 h. Cold water was added and the solid was
filtered. The compound was purified by column chromatography on florisil.

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-methoxybenzoate
(5f). Yield 50.2 %. mp. 208-210 °C, IR (KBr) ch8118, 2937, 2854, 1701, 1642, 1604.
'H-NMR (CDCH) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 3.86 (3H, s, ABR), 4.8 (1H,

m, H-3), 5.4 (1H, ddJ;= 4 Hz andJ= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, ddJ}; = 3 Hz, J, =2 Hz,
pyrazole ring); 6.9 (2H, dJ= 8 Hz, benzoic ring), 7.7 (1H, d,= 2 Hz, pyrazole ring); 7.8

(1H, d,J = 2 Hz pyrazole ring); 8.0 (2H, d,= 8 Hz, benzoic ring), 10.1 (1H, s, aldehyde).
¥C-NMR (CDC}) &: 16.2 (C-18), 19.6 (C-19), 55.6 (®G), 74.1 (C-3); 108.5, 132.1 and
143.4(pyrazole ring), 113.6, 123.3, 131.7 and 163.2 (benzoic ring); 122.1 (C-6), 129.6 (C-
16), 140.2 (C-5), 161.2 (C-17), 166.8 (ester carbonyl), 190.7 (aldehyde). HRMS cal. for
Cs1H36N204, 500.6285 found 500.6217

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-methylbenzoate
(59). Yield 48.5%.mp. 278-281°C, IR (KBr) ¢hB8124, 2954, 2939, 2911, 2864, 2740,
1707,1660, 1604'H-NMR (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 2.4 (3H, s, Ar-
CHa); 4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, ddy= 4 Hz and),= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd}; = 3 Hz,

J, =2 Hz, pyrazole ring); 7.2 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring), 7.7 (1H, d,= 2 Hz, pyrazole
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ring); 7.8 (1H, dJ = 2 Hz pyrazole ring); 7.9 (2H, d, = 8 Hz, benzoic ring), 10.1 (1H, s,
aldehyde).’*C-NMR (CDCE) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 21.8 (ArG), 74.2 (C-3);
108.1,130.7 and 143.5 (pyrazole ring); 128.2, 129.1, 129.7 and 143.5 (benzoic ring); 122.2
(C-6), 140.2 (C-5), 161.2 (C-17), 166.2 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. for
Cs1H36N203 484.6291 found 484.6235

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-benzoate (5h). Yield
56.6%.mp. 244-246°C, IR (KBr) cm 3123, 2938, 2851, 1709, 1658, 166R-NMR
(CDCl) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H8%, (1H, dd.J;= 4 Hz and
J= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd); = 3Hz andJ, =2 Hz, pyrazole ring); 7.4 (2H, §,= 8Hz
benzoic ring); 7.5 (1H, f] = 7.3 Hz, benzoic ring), 7.7 (1H, 8= 2 Hz, pyrazole ring); 7.8
(1H, d,J = 2 Hz pyrazole ring); 8.04 (2H, d, = 8.0 Hz, benzoic ring); 10.1 (1H, s,
aldehyde).**C-NMR (CDC}) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 74.4 (C-3), 108.1, 130.7 and
142.6 (pyrazole ring); 129.7, 128.4, 130.9, 132.9 (benzoic ring); 122.3 (C-6), 140.2 (C-5),
161.2 (C-17), 166.1 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fgtlz8,03
470.825 found 470.6089

16-formyl-17-(1H-pyr azole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-
trifluoromethylbenzoate (5i). Yield 60.7%.mp. 232-235°C, IR (KBr) chn 3127, 2944,
2855,1714, 1655, 1598H-NMR (CDCL) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H,
m, H-3), 5.5 (1H, ddJ;= 4 Hz andJ,= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd); = 3 J,=2 Hz, pyrazole
ring), 7.7 (3H, m, benzoic ring and pyrazole ring), 7.8 (1H €,2 Hz, pyrazole ring); 8.2
(2H, d,J = 8 Hz, benzoic ring), 10.1 (1H, s, aldehyd&Z-NMR (CDCE) §: 16.2 (C-18),
19.4(C-19), 75.1 (C-3), 108.1, 130.7 and 142.6 (pyrazole ring); 125.4, 125.5, 130.1, 134.3,

134.1, 134.6 (benzoic ring); 119.6, 122.4, 125.2, 127.2:}:AR2.6 (C-6), 129.7 (C-16),
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139.8 (C-5), 161.2 (C-17), 164.9 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. for
C31H33F3N303, 538.6005 found 538.6086

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-cyanobenzoate
(5)). Yield 51.4%.mp. 179-181°C, IR (KBr) ch8124, 2931, 2894, 2857, 2228, 1716,
1646 1588."H-NMR (CDCk) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE35
(1H, dd.J;= 4 Hz and),= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd}, = 3, J,=2 Hz, pyrazole ring), 7.6-7.7
(4H, m, pirazol ring and benzoic ring), 8.1 (2H, d= 8 Hz, benzoic ring), 10.1 (1H, s,
aldehyde).’>C-NMR (CDCE) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 75.4 (C-3), 118.2 (Ar-CN),
108.1, 130.7 and 142.6 (pyrazole ring); 116.4, 130.2, 132.3, 134.7 (benzoic ring); 122.6 (C-
6), 129.6 (C-16), 139.7 (C-5), 161.1 (C-17), 164.4 (ester carbonyl), 190.5 (aldehyde).
HRMS cal. for GiH33N303495.6120 found 495.6182

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)androsta-5,16-diene-3p-yl-p-nitr obenzoate
(5k). Yield 50.0%.mp. 262-264°C, IR (KBr) ¢ 3125, 2928, 2894, 2851, 1718, 1651,
159Q 1525."H-NMR (CDCk) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE35
(1H, dd.J;= 4 Hz andJ,= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd); = 3, J, =2 Hz, pyrazole ring), 7.7
(1H, d, J = 2 Hz, pyrazole ring); 7.8 (1H, d= 2 Hz, pyrazole ring); 8.2 (2H, d= 8.0 Hz
benzoic ring), 8.3 (2H, dJ = 8.0 Hz, benzoic ring); 10.1 (1H, s, aldehyd€L-NMR
(CDCl) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 75.7 (C-3), 108.1, 130. 51680and 142.6 (pyrazole
ring); 123.6, 131.2.136.3, 150.6. (benzoic ring); 122.7 (C-6), 129.6 (C-16), 139.7 (C-5),
161.2 (C-17), 165.6 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fgtl348305
515.6006 found

16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-fluor obenzoate

(51). Yield 66.7%.mp. 226-228°C, IR (KBr) ¢in 3124, 2960, 2939, 2914, 2894, 2865,
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2851, 2744, 1708, 1655, 16061-NMR (CDCk) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19),
4.8 (1H, m, H-3), 5.5 (1H, ddJ;= 4 Hz andl,= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, ddJ; = 3Hz, J,=2
Hz, pyrazole ring); 7.1 (2H, ddl; = 8 Hz,J, = 2 Hz, benzoic ring), 8.0 (2H, ddd, = 5
Hz, J, =2 Hz,J3= 1 Hz, benzoic ring), 7.7 (1H, d= 2Hz, pyrazole ring); 7.8 (1H, d,=
2 Hz pyrazole ring); 10.1 (1H, s, aldehyd€C-NMR (CDCk) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19),
74.6(C-3), 108.1, 130.7 and 142.6 (pyrazole ring); 115.43, 115.65, 127.09, 127.12, 132.15,
132.24, 164.55 and 167.08 (benzoic ring); 122.3 (C-6), 129.7 (C-16), 140.0 (C-5), 161.2
(C-17), 166.1 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fgilsFN,O3; 488.5930
found 488.5989
16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-chlor obenzoate
(5m). Yield 52.2%. mp. 235-237°C, IR (KBr) ¢m3121, 2936, 2851, 1709, 1657, 1600.
'H-NMR (CDCk) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE%, (1H, dd. &
4 HzandJ,= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd]; = 3 andJ,=2 Hz, pyrazole ring), 7.40 (2H, d=
8 Hz, benzoic ring),7.7 (1H, d,3 2 Hz, pyrazole ring); 7.8 (1H, d= 2 Hz pyrazole ring);
8.0 (2H, d,J = 8 Hz, benzoic ring); 10.1 (1H, s, aldehyd&L-NMR (CDCk) 5: 16.2 (C-
18), 194 (C-19), 74.8 (C-3), 108.1, 130.7 and 142.6 (pyrazole ring); 128.8, 129.3, 131.1,
139.4 (benzoic ring); 122.4 (C-6), 129.7 (C-16), 139.9 (C-5), 161.2 (C-17), 165.2 (ester
carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fof33CIN2O3 505.0476 found 505.0412
16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-br omobenzoate
(5n). Yield 51.1%.mp. 239-241°C, IR (KBr) ¢ 3120, 3032, 2918, 2850, 1710, 1657,
1601.'H-NMR (CDCk) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, HE8} (1H,
dd. J;= 4 Hz and),= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd}, = 3, J,=2 Hz, pyrazole ring), 7.6 (2H, d,

= 8 Hz, benzoic ring); 7.7 (1H, d,= 2 Hz, pyrazole ring); 7.8 (1H, d,= 2 Hz pyrazole
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ring); 7.90 (2H, dJ = 8 Hz, benzoic ring), 10.1 (1H, s, aldehyd®C-NMR (CDCE) &:

16.2(C-18), 19.4 (C-19), 74.8 (C-3), 108.1, 130.7 and 142.6 (pyrazole ring); 129.8, 131.2,

131.8, 128.0 (benzoic ring); 122.4 (C-6), 129.7 (C-16), 139.9 (C-5), 161.2 (C-17), 165.4

(ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. fegH3sBrN.O3 549.4986 found 549.4914
16-formyl-17-(1H-pyrazole-1-yl)andr osta-5,16-diene-3p-yl-p-iodobenzoate (50).

Yield 51.4%.mp. 179-181°C, IR (KBr) ch 3124, 2918, 2850, 1711, 1651, 1594-

NMR (CDCl) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 4.8 (1H, m, H&} (1H, dd.J;= 4

Hz ard J,= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd); = 3, J,=2 Hz, pyrazole ring), 7.7 (1H, d,= 2 Hz,

pyrazole ring), 7.40-8.01 (6H, m, benzoic ring and pirazole ring), 10.1 (1H, s, aldehyde).

¥C-NMR (CDCE) &: 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 74.8 (C-3), 108.1, 130.7 44@.6

(pyrazole ring); 100.7, 130.4, 130.8, 137.8, (benzoic ring); 122.4 (C-6), 129.7 (C-16),

139.9 (C-5), 161.2 (C-17), 165.6 (ester carbonyl), 190.6 (aldehyde). HRMS cal. for

CsoH33IN203 596.4990 found 596.4916

Synthesis of 16-for myl-3-hydroxyandrosta-5, 16-diene-(1H-pyrazole-1-yl) (6)

A mixture of pyrazole (41 mg, 0.6 mmol), cesium carbonate (195 mg, 0.6 mmol),
steroid 12 (100 mg, 0.3 mmol) and dry DMF (2 mL) was heated & GOunder N
atmophere for 2 h. After this time, cold water was added and the precipitate was filtered;
it was dissolved in methanol (2 mL), chloroform (2 mL) and 36% hydrochloric acid (4
drops). The hydrolysis was carried out af’ 4D for 3 h. The reaction mixture was
neutalized with sodium bicarbonate and the precipitate was filtered. The crude product was

purified by column chromatography on florisil.

Yield 72%.mp. 216-218°C, IR (KBr) ci3373, 3139, 3125, 2930, 2906, 1633,

1602 'H-NMR (CDCh) &: 1.1 (3H, s, H-18), 1.2 (3H, s, H-19), 3.5 (1H, m, H8X% (1H,
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dd. J;= 4 Hz and),= 2 Hz, H-6), 6.5 (1H, dd), = 3, J,=2 Hz, pyrazole ring), 7.7 (1H, d,

= 2 Hz, pyrazole ring);7.8 (1H, dl = 2 Hz, pyrazole ring); 10.1 (1H, s, aldehyd&y-

NMR (CDCl) &: 16.2 (C-18), 19.5 (C-19), 71.7 (C-3), 108.1, 130.6 &42.6 (pyrazole
ring); 121.2 (C-6), 129.6 (C-16), 141.1 (C-5), 161.2 (C-17), 190.8 (aldehyde). HRMS cal.

for Ca3H3oN202 366.4965 found 366.4913

Biological material

The panel cancer cells used in this study were the following: PC-3 (human prostate
cancer cell line), MCF-7 (human breast cancer cell line) and SKLU-1 (human lung cancer
cell line) and were supplied by the National Cancer Institute (USA). The ketoconazol used
as a reference in this experiment was purchased from Sigma Life Science.

Cytotoxicity Assay.

The @mpounds were screenatvitro against three human cancer cell lines: PC-3 (human
proste cancer cell line), MCF-7 (human breast cancer cell line) and SKLU-1 (human lung cancer
cell line); the cell lines were supplied by National Cancer Insitute (USA). The human tumor
cytotoxicity was determined using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture
assay to measure cell growth. The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium supplemented
with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 units/mL penicillin G sodium,ugy0@L
streptomycin sulfate, and 0.2®/mL amphotericin B (Gibco) and 1% nonessential aminoacids
(Gibco). They were maintained at 37° in humidified atmosphere with 5% @ viability of the
cells used in the experiments exceeds 95% as determined with trypan blue.

The cells were removed from the tissue culture flask and diluted with fresh media. Of this
cell suspension, 100L containing 5000 or 10000 cells per well (depending on the duplication

time), were pipetted into microtiter plates (Costar) and the material was incubated at 37 °C for 24 h
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in a 5% CQ atmosphere, additionally, a plate was prepared with culture medium only and it was
incubated for one hour. Subsequently, 10 of a solution of the test compounds obtained by
diluting the stocks were added to each well.

The cultures were exposed for 48 h to the compounds at concentratiopldf &@er the
incubation period, the cells were fixed to the plastic substrate by the additionbfdd@old 50%
aqueous trichloroacetic acid. The plates were incubated at 4 °C for 1 h, washed wi® tapdH
air-dried. The trichloroacetic-acid-fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB. Free SRB
solution was removed by washing with 1% aqueous acetic acid. The plates were air dried, and the
bound dye was solubilized by the addition of 10 mM of unbuffered tris basq(J0The plates
were placed on a vortex for 5 min, and the absorption was determinate at 515 nm using an ELISA
plates reader (Bio-Tex Instruments). Percentage cell growth inhibition was calculated according to

the following expression:
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Table 1. Inhibitory activity of different dehydroepiandrosterone derivates on the growth of several

cancer cell lines treated with 58/pof novel compounds.

Steroid Structure
N

N N

X 5-50

HO

K etoconazole

Compound

da
4ab
4c
4d
de

4f
49
4h
4
4
4k
5f
59
5h
5i
5
5k
5l
5m
5n
50
6

n
1
2
3
4
5

-OCH;

-OCH;

PC-3
88.65+4
0.0

23.76%6.2

0.0

MCF7
100+1.1
16.52+2.1

0.0
11+7.0

SKLU-1

100+0.5
27+1.1
0.0
24.9+3.0

36.78+2.2 77.95+4.5 94.68+2.2

0.0 23.0+3.6
3.1+0.3  48.7%5.7
21.8+8.1 33.5%x7.0
100+1.2  100+2.3
100+2.4  100+3.3

85.7+£14.3 100+2.1
51.549.0 100+1.1

0.0 0.0
31.4+1.4 32.6%1.1
78.2+2.0 0.0+£2.3
30.4+8.1 81.2+7.0
16.7£1.1  20.245.3
20.5#8.9 50.7+7.4
24.6x1.2 32.4+1.8
3.7¢1.2  18.5+£3.0
58.4+3.4 96.8+3.2
100£1.0 41.61+2.0

88.48+3.9 95.16+4.8

Results are expressed as a percentage of inhibition tstandard error

9.2+0.1
68.0+4.2
39.7+0.2
89.1+7.0
89.9+5.9
100£1.0
80.0+14.4
8.5+3.1
5.8+3.0
73.3+3.3
22.5%£2.0
7.5£3.4
5.5+0.9
20.7+£3.6
17.4+3.6
93.5+11.2
100+1.0

73.39%£1.6



Synthesis of compounds 4a-4e Series 1

H , H . H CHO H CHO

HO R O R O R O
1 2a-2e 3a-3e 4a-4e

Figure 1. Reagents and conditions: /)RCOOH, DMAP, DCC, RT, 2h;ii)POCl;, DMF, CHCI;, reflux 5h; iii)1,2,4-triazole, K,CO3;, DMF, 50°C, 3h.

o



Synthesis of compounds 4f-4k Series 2

N X=1f; OCH,
g, CH,
H CHO H CHO h; H
i; CF
HO o o) o s

1 X 2%-2k X 3.3k X 4-dk J; CN

Figure 2. Reagents and conditions: i) RCOOH, DMF, DCC, RT 2h; ii) POCl;, DMF, CHCl;, reflux 5h; iii) 1,2,4-triazole, K,CO3;, DMF, 50°C, 3h.



Synthesis of compounds 5f-50 and 6 Series 3

Figure 3. Reagents and conditions: i) RCOOH, DMF, DCC, RT 2 h; ii) POCl;, DMF, CHCIs, reflux 5h; iii) pirazole, Cs,CO3;, DMF,
60C, 2h; iv) Formic acid, reflux 5 h; v) 1. pirazole, Cs,CO3, DMF, 60C, 2 h; 2. CHCI 3/MeOH, HCI, 40C, 3 h.
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