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ABREVIATURAS
SIMBOLOS
HPB Hiperplasia prostatica benigna
CP Céancer de prostata
DHT Dihidrotestosterona
16-DPA Acetato de 16-dehidropregnenolona
T Testosterona
Sa-R Sa-reductasa
Sa-DHT Sa-dihidrotestosterona
IR Infrarrojo
uv Ultravioleta
RMN 'H Resonancia magnética nuclear de 'H
RMN BC Resonancia magnética nuclear de '3C
EM Espectrometria de masas
ADN Acido desoxirribonucleico
NADPH Nicotinamida de adenina dinucleotido fosfato (forma reducida)
NADP" Nicotinamida de adenina dinucleo6tido fosfato (forma oxidada)
CCF Cromatografia en capa fina
DCC Diciclohexilcarbodiimida
DMAP Dimetilaminopiridina
uma Unidad de masa atomica
J Constante de acoplamiento
ppm Partes por millon
m/z Relacién masa carga en EM
nm Nanometros
MHz MegaHertz
mL Mililitros
mg Miligramos
mmol Milimoles
DMF Dimetilformamida
pL Microlitros
mM Milimolar
nM Nanomolar
RP Receptor de progesterona
RA Receptor de androgenos
RVD Receptor de vitamina D
CCND1 Ciclina D1
CCNEI1 Ciclina E1
P4 Progesterona

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
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ABSTRACT

Today cancer is a problem of national and global environment, due to its high rate in the

population, both male and female and completely indistinct from age.

Several types of cancers, one of them, are carcinomas, it begins in the skin or tissues that
line or cover internal organs, that is, it derivates from epithelial and glandular cells,
generating mostly malignant cancer.

There are several types of carcinomas, including adenocarcinomas, which have their origin
specifically in cells that constitute the lining of glands secretion, they are directly related to
the processes of secretions in the body, most of these secretions are hormonal, because of
this, the most common adenocarcinomas are: prostate, breast, lung, colon, stomach,

kidney, among others.

This thesis describes the synthesis and biological evaluation of various compounds derived
from 16-dehydropregnenolone acetate (16-DPA), which is one of the most important
intermediates in the synthesis of hormonal drugs and related steroids. For this reason we
started from the 16-DPA that was derivatized to obtain various linear and alicyclic esteres
at C-3; with 1,2,4-triazole and 1,3-imidazole at C-21. The chemical structures were
characterized by spectroscopic analysis and IR, UV, 'H NMR and '*C NMR and mass
spectrometry.

The development of biological assessment was conducted in four parts, first in vitro, where
the cytotoxicity was evaluated on different cancer cell lines; in the second test the percent
of the inhibition of Sa-reductase enzyme in prostatic human cadaver and hamster was
evaluated; in the third part different genes related with to cell proliferation and apoptosis
were evaluated. Furthermore, the binding capacity of the compound on different nuclear
receptors (androgen, progesterone and vitamin D) were performed using the genic
transactivation method, the androgen (AR) and progesterone (PR) receptor were performed
for this, but the vitamin D receptor (VDR) was performed using the gene induction method
on CYP24A1 gene.

The fourth part consisted in vivo evaluation on Syrian Golden castrated hamsters,
evaluating the growth of the prostate, seminal vesicles and the diameter of the pigmented
spot, comparing the effect of compounds with finasteride (Proscar) ( figure A.1.), the drug

most commonly used in market.
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Figure A.1. Finasteride

In the in vitro test on cancer cell lines (PC-3, MCF7, SK-LU-1) were tested only
compounds containing linear esters at C-3 for both of the synthesized series (series 1:
triazole compounds, series 2: imidazole compounds), only the compounds containing
hydroxyl group or small esters (T7, T8a, 17, I8a) at C-3 showed a good inhibition activity
on the cell growth.

About the study 50- reductase isoenzymes, most of the compounds studied in both series
did not show any activity, except, the T8¢ and T8e compounds, they showed a better ICso
on the SaR1 enzyme than Finasteride,

As additional work, the two compounds that showed the better activity on cell proliferation
(T7, I7) were chosen and their ICyo and ICso were determined on the three cancer cell lines
studied, observing a better inhibition by the I7 compound on PC-3 cell line.

Finally the results obtained in the study about the genes involved in cell proliferation and
apoptosis, showed that the 17 compound has a downregulation of genes CCNDI and

CCNEI1 and have activity on the progesterone receptor showing an antagonist effect.
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RESUMEN

En la actualidad el cancer constituye un problema de entorno nacional y mundial, debido a
su alto indice en la poblacidn, tanto masculina como femenina, completamente indistinto a
la edad.

Existen varios tipos de canceres, uno de ellos, son los carcinomas, los cuales empiezan en
la piel o tejidos que revisten o cubren los 6rganos internos, es decir, tiene su origen en

células epiteliales o glandulares, generando en su mayoria cancer de tipo maligno.

Hay varios tipos de carcinomas, entre ellos los adenocarcinomas, los cuales tienen su
origen especificamente en las células que constituyen el revestimiento interno de las
glandulas de secrecion, es decir, estan directamente relacionados con los procesos de
secreciones en el cuerpo, la mayoria de estas secreciones son de tipo hormonal, debido a
esto los adenocarcinomas mas comunes son: de prostata, de mama, de pulmén, colon,

estomago, renal, entre otros.

En esta tesis se describe la sintesis y evaluacion biologica de varios compuestos derivados
del Acetato de 16-dehidropregnenolona (16-DPA), el cual es uno de los intermediarios mas
importantes en la sintesis de farmacos hormonales y esteroides relacionados. Por tal razon
se parti6 de la 16-DPA y se derivatizdo hasta obtener varios ésteres de tipo lineal y
aliciclicos en C-3; ademds un 1,2,4-triazol y/o 1,3-imidazol en C-21. Las estructuras
quimicas se caracterizaron por medio de andlisis espectroscopicos como IR, UV, RMN'H

y RMN!3C y espectrometria de masas.

El desarrollo de la evaluacion biologica se llevd a cabo en cuatro partes, primero in vitro,
donde se evalud la citotoxicidad en lineas celulares cancerosas; en el segundo ensayo se
evalud el porcentaje de inhibicion de la enzima So-reductasa en prostata de cadaver
humano y de hamster; en la tercera parte se evaluaron diferentes genes, los cuales estan
relacionados con la apoptosis y la proliferacion celular, ademas de evaluar la capacidad de
union del compuesto con mejor actividad sobre diferentes receptores nucleares (androgeno,
progesterona y vitamina D) utilizando el método de la transactivacion génica, para la
evaluacion del receptor de androgenos (RA) y el receptor de progesterona (RP); para el
receptor de vitamina D (RVD) el método utilizado fue el de induccion del gen CYP24Al.
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La cuarta parte consistid en la evaluacion in vivo sobre hamsteres castrados de la cepa
Syriam Golden, evaluando el crecimiento de la prostata, las vesiculas seminales y el
didmetro de la mancha pigmentada, comparando el efecto de los compuestos con la

Finasterida (Proscar®) (figura R.1.), firmaco de preferencia en el mercado.

Figura R.1. Finasterida

En el ensayo in vitro sobre lineas celulares cancerosas (PC-3, MCF7, SK-LU-1), fueron
evaluados unicamente los compuestos que contenian ésteres lineales en C-3 para ambas de
las series sintetizadas (serie 1: compuestos con triazol, serie 2: compuestos con imidazol)
donde solo los compuestos que contenian el grupo hidroxilo o ésteres de tamafio pequefio
(T7, T8a, 17, I8a) en C-3 presentaron una buena actividad de inhibicion del crecimiento

celular.

Sobre el estudio en las isoenzimas de 5a- reductasa, la mayoria de los compuestos de
ambas series estudiadas, no presentaron ningun tipo de actividad, excepto, los compuestos

T8¢ y T8e, que presentaron una ICso mejor que la Finasterida sobre la enzima SaR1.

Como un trabajo complementario se escogieron los dos compuestos con mejor actividad
sobre la proliferacion celular (T7, 17) y se determinaron sus Clzo y su Clso sobre las tres
lineas de cancer estudiadas, observando una mejor inhibicién por parte del compuesto 17
sobre la PC-3.

Finalmente, los resultados obtenidos en el estudio de los genes implicados en la
proliferacion celular y la apoptosis, mostrd que el compuesto I7 tiene una regulacion a la
baja de los genes CCND1 y CCNEI vy tienen actividad sobre el receptor de progesterona

mostrando un efecto antagonista.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, los tumores malignos constituyen un problema de entorno nacional y mundial,
debido a su alta incidencia, tanto en hombres y mujeres de diferentes edades. Es la segunda
causa de muerte en el mundo, en paises como Estados Unidos se estima un total de

1.658.370 casos nuevos de cancer y 589.430 muertes estimadas para este afio.'”

Es bien conocido que los esteroides juegan un papel crucial como reguladores del
crecimiento y de procesos de supervivencia en las células. La literatura describe numerosos
ejemplos de compuestos esteroidales utilizados en tratamientos contra el cancer de tipo
hormono-dependiente o independiente, tales como, cancer de mama, cancer de endometrio,

cervical y cancer de prostata, entre otros.

Particularmente, el cancer de prostata (CP) se encuentra reportado como uno de los tipos de
cancer mas frecuentes en la poblacion masculina a nivel mundial. Debido al envejecimiento
la mayoria de hombres (mayores de 50 afios) padecen de una condicion conocida como
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB), la cual consiste en el crecimiento no controlado de
la prostata, comprimiendo la uretra y causando problemas al orinar, tales como la nocturia,
disuria, hematuria e insuficiencia renal. El tratamiento mas comtn para esta enfermedad es
la cirugia, debido a que es un tumor de tipo neoplasico benigno. Los métodos preventivos
de estas enfermedades comprenden el Examen Digital Rectal (EDR) y el Antigeno
Prostético Especifico (PSA), la cirugia es el método mas aceptado para el tratamiento de
estas enfermedades. Sin embargo, afecta la calidad de vida del paciente.’

Una de las alternativas terapéuticas para el tratamiento del cancer de prostata o la HPB son
los antiandrogenos (Terapia hormonal), los cuales pueden ser tipo esteroidal o no
esteroidal, encargados de evitar el crecimiento y por consiguiente la inflamacion de la

prostata, utilizando diferentes mecanismos de accion.

En base a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue sintetizar y evaluar nuevos compuestos
derivados del acetato de 16-dehydropregnenolona como posibles antiandrogenos o agentes
antineopldsicos, que puedan ser utilizados en tratamientos contra el cdncer de prostata y la

HPB, mejorando las condiciones de calidad de vida en pacientes masculinos.
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1. ANTECEDENTES
1.1.  Los Esteroides y las hormonas esteroidales

Los esteroides son compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, en forma libre (agliconas esteroidales) o como ésteres o glicdsidos (contienen
azucares ramificados).* Su principal caracteristica es que poseen como niicleo estructural

un conjunto de 4 anillos conocidos como el ciclopenta[a]perhidrofenantreno (Fig. 1.1).5°

Figura. 1.1. Nucleo del ciclopenta[a]perhidrofenantreno.

En los animales y en el hombre la mayoria de los esteroides tienen funciones como
hormonas, las cuales actian como mensajeros quimicos, secretados por células especificas
(glandulas endocrinas) en oOrganos como, los testiculos, la corteza adrenal, ovarios y
placenta.

El colesterol es el precursor para todos los esteroides producidos en el cuerpo humano, este,
es transportado al interior de la mitocondria donde es transformado en pregnenolona,
seguido este ultimo viaja al citosol donde se llevan a cabo el resto de reacciones que
conllevan la sintesis de los esteroides.’

Las hormonas ayudan con el control del metabolismo, la inflamacion, funciones
inmunoldgicas, equilibrio de electrolitos, desarrollo de caracteristicas sexuales y la

capacidad de resistir enfermedades, entre otros.®

Seglin su naturaleza quimica, se encuentran clasificadas en 3 tipos de hormonas:
J Derivadas de aminoacidos: son aquellas que provienen de los aminoécidos
triptdfano y tirosina, por ejemplo: la tiroxina.’
* Hormonas peptidicas: son aquellas que se encuentran constituidas de
aminodacidos y sus receptores se encuentran en la membrana celular, ya que debido a

su estructura quimica no atraviesan la membrana. '
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e Hormonas lipidicas: son esteroides como la testosterona, dado su caracter
lipofilico atraviesan facilmente la bicapa lipidica de las membranas celulares y sus
receptores se encuentran en el interior de la célula.'!
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Figura. 1.2. Esteroidogénesis en los humanos."
1.1.1. Receptores nucleares (RN)

Un nimero considerable de moléculas pueden ingresar al nucleo

efectos sobre la expresion de ciertos genes porque al ingresar se encuentran con los

receptores nucleares, que al unirse a esas moléculas actian como factores de transcripcion

que activan o silencian la expresion génica.

reticulo endoplasmico
liso

celular y alli ejercer
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Los receptores nucleares no son siempre proteinas Unicas, ni su funcién es un proceso
directo si no que muchas veces se trata de complejos de multiples proteinas o que actian a
través de mediadores (correguladores, coexpresores y coactivadores). Estos receptores
pueden ser de tipo hormonal, de proteinas y de otras sustancias no hormonales, hasta el
momento se conocen alrededor de 50 receptores de tipo nuclear, los cuales son

considerados parte de una “superfamilia” y se clasifican en 6 subfamilias.!3!>

1.1.2. Mecanismos de accion de las hormonas esteroidales

Generalmente, muchos de los efectos celulares de los esteroides se encuentran mediados a
través del mecanismo gendémico clasico, donde se toman los esteroides de la circulacion a
las células y se unen a receptores especificos (nucleares), el complejo hormona-receptor se
dimeriza induciendo una disociacion de las proteinas de choque térmico (HSP), después
son translocados desde el citoplasma hasta el nicleo donde se reconocen los elementos de
respuesta de la hormona e inducen cambios en la expresion de los genes diana, que

expresaran proteinas que daran lugar a cambios en la funcion celular. '
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Figura. 1.3. Mecanismo de accion de los receptores nucleares por la via clasica. '’

Ademas de esta via, también se han descrito varias acciones de tipo no gendmica, donde los

canales ionicos, receptores esteroideos asociados a la membrana, receptores ligados a

8
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enzimas y proteinas citoplasmaticas activan cascadas de sefnalizacion intracelular que a su

vez activan segundos mensajeros.'®
1.1.1.1 Agonismo y Antagonismo

Dependiendo del receptor, del ligando y del tejido, los receptores nucleares pueden generar

diversos efectos de respuesta entre los cuales se encuentran:

e Agonistas: sucede cuando los ligandos naturales se unen a sus correspondientes
receptores nucleares, para activar la expresion génica y desencadenar los elementos
de respuesta que se verdn reflejados a nivel biologico. A los farmacos capaces de

reproducir estos elementos de respuesta se les conoce como Agonistas.

e Antagonistas: contrario a los agonistas, los antagonistas son aquellos ligandos que
no poseen ningun efecto, ni desencadenan elementos de respuesta al unirse al
receptor nuclear, siendo capaces de bloquear el efecto del agonista y establecer una
carrera competitiva por el mismo sitio activo del receptor. A los farmacos capaces

de actuar de manera competitiva con un agonista se les conoce como Antagonitas.'’

Agonistas

Ligando Molécula de
endégeno Complejo férmaco Complejo
ligando receptor (agonista) Farmaco-receptor

--------------------------------------

Antagonistas

Ligando —— Antagonista
endogeno Ligando-receptor

......

Figura. 1.4. Agonismo y antagonismo.”’
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1.2.  Generalidades sobre el cancer

Seglin la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) el cancer es un proceso de crecimiento
y diseminacion descontrolado de células anormales en el cuerpo.?!

Las células normales se multiplican cuando el cuerpo las necesita y mueren cuando
envejecen, se dafian o cuando el cuerpo ya no las requiere. Durante los primeros afios de
vida, el cuerpo genera células con més rapidez que en la etapa adulta, llegado a esta etapa el
cuerpo solo genera nuevas células para reemplazar a las que se encuentran desgastadas o

estan muriendo.

El cancer parece ocurrir cuando el material genético de una célula se altera, evitando que
estas c€lulas mueran como deberian, y estimulando que se reproduzcan de manera
descontrolada, transfiriéndole a sus células hijas el material genético danado, haciéndolas
resistentes a procesos de apoptosis (muerte celular programada). Debido a esto las células
anormales son capaces de crecer de manera rapida y generar masas conocidas como

tumores.

normal
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H — Muerte cehular
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\@\
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Primera Segunda Tercera Cuarta mutacion s :
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®®®

Figura. 1.5. Diferencia en la division celular de células normales y cancerigenas.1

Muchos canceres forman tumores sélidos en la mayoria de los casos, los cuales son masas

de tejido, solo algunos tipos, como la leucemia, rara vez forman un tumor.

10
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Los tumores de tipo cancerosos son aquellos donde las células anormales son capaces, no
solo de crecer de manera descontrolada, sino que también son capaces de propagarse ¢
invadir otros tejidos (metéstasis), algo que las células normales no pueden hacer, esto
define una célula como cancerosa, ya que es capaz de sobrevivir a la muerte programada e
invadir tejidos. Al contrario que los tumores de tipo maligno, los tumores benignos no se
extienden a otros tejidos cercanos.

Las células cancerosas difieren de las cé€lulas normales de muchas maneras que les
permiten crecer sin control y se vuelven invasivas. Una diferencia muy importante es que
las células cancerosas son menos especializadas, es decir, las células normales tienen
funciones muy especificas, mientras que las células cancerosas no; ademas, las células
cancerosas tienen la capacidad en influir en células normales, en moléculas y en generar

nuevos vasos sanguineos (angiogénesis).?
1.3.  Hiperplasia prostatica benigna (HPB) y Cancer de prostata (CP)

La prostata es una glandula que se encuentra presente solo en hombres, se encuentra
ubicada debajo de la vejiga y delante del recto. Su funcidn es generar el liquido que protege
y nutre a los espermatozoides en el semen.

El tamano de la prostata va cambiando con la edad, crece rapidamente en la pubertad,
estimulada por el aumento de las hormonas masculinas (androgenos), como la testosterona
(T) y la dihidrotestosterona (DHT).

Por lo general, la prdstata se mantiene del mismo tamafio en los adultos o crece lentamente,
conforme el hombre envejece la parte interna de la prostata sigue creciendo lo que puede
llevar a un padecimiento conocido como Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB). Debido a
el tamafno anormal de la prostata se presiona la uretra causando problemas para liberar la
orina. La HPB no es cdncer y no se convertird en cancer, pero puede ser un serio problema

para algunos hombres.?

En la prostata se encuentran varios tipos de células, pero casi todos los canceres se
desarrollan a partir de las células glandulares. El termino medico para este tipo de células es

Adenocarcinoma.

11



N
Ciencias

ANTECEDENTES ~ @Quimicas

Otros tipos de cancer también pueden comenzar en la glandula prostatica, incluyendo
sarcomas, carcinomas de células pequenas, y carcinomas de células de transicion. Pero
estos tipos de cancer de prdstata no son frecuentes.

Es de aclararse que el cancer de prostata, después del cancer de piel, es el cancer mas
comun en los hombres. Segun las Sociedad Americana del Cancer (SAC) cerca de 220.800
casos nuevos y 27.540 muertes fueron reportados en el 2015. Alrededor de 1 hombre de
cada 7 sera diagnosticado con cancer de prostata en su vida.?*

Agrandamiento
de prostata/HPB

Préstata normal Tumor

Prostata
cancer

Figura. 1.6. Préstata normal, préstata con hiperplasia prostatica benigna (HPB) y prostata

con cancer (CP).!

Los androgenos (T y DHT) estimulan los receptores androgénicos de la prostata y son
transportados dentro de células epiteliales, donde se convierte la T en DHT por efecto de
las isoenzimas Sa-reductasa (tipo 1 y 2). Cabe aclarar que en la prostata esta
biotransformacion es llevada a cabo por la isoforma tipo 2, ya que se encuentra en mayor
proporcion en los tejidos prostaticos.

La DHT es conocida como la forma activa de la T (con 30 veces mayor afinidad por el
RA), hasta el momento se conocen dos isoformas del receptor de androgenos RA-A y RA-

B, predominando la isoforma B en la prostata.

Es bien conocido que el mecanismo de accion del RA se lleva a cabo por la via clasica de
los receptores nucleares, en estos el receptor contiene un dominio de unién al ADN, el
dominio de unioén a la hormona y los dominios de activacion. La union de los androgenos
(T y DHT) desencadenan una cascada de sefializacion que incluye la fosforilacion del
receptor y su cambio conformacional, lo que disocia el complejo que forma con proteinas

citoplasmaticas conocidas como chaperonas (Hsp), migrando hacia el ntcleo. EI RA

12
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activado regula la expresion génica uniéndose a los elementos de respuesta androgénica
(ERA) presentes en la region promotora o amplificadora de los genes. Como ocurre con
otros receptores, el RA lleva a cabo la regulacion transcripcional en concierto con otras

proteinas nucleares que actuan como coactivadores o correpresores de la misma.?>>
1.3.1. La enzima So-reductasa

La enzima Sa-reductasa es la encargada de catalizar la reduccion reversible de la T a otro
4-eno-3-ceto esteroides tales como la DHT o 5-dihidro-3-ceto-esteroides utilizando como
cofactor para la reduccion el NADPH (forma reducida).

Hasta el momento se han encontrado 3 isoformas de la enzima: SaR1, 5aR2 y SaR3.

La isoenzima tipo 1 se encuentra principalmente en el higado, cerebro y el cuero cabelludo,
mientras que la isoforma tipo 2 se encuentra principalmente en la prostata, vesiculas
seminales y en la piel de los genitales, mientras que la isoforma tipo 3 ha sido
recientemente encontrada en tejidos de tipo no androgénicos (pancreas y cerebro) y en el

cancer prostata resistente a la castracion (CPRC).26%

OH

5a-Reductasa
(Tipo 1y 2)

O

O NADPH + H+ NADP+

Figura. 1.6. Transformacion de la T a DHT por efecto de las isoenzimas Sa-reductasa.

Las isoformas 1 y 2 comparten un 60 % de similitud entre ellas y se pueden distinguir

claramente por:
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Tabla 1.1. Diferencias entre las isoenzimas tipo 1y 2 de la So-reductasa®’
Isoforma 1 Isoforma 2
Peso molecular 29.5 kDa 28.4 kDa
Numero de aminoacidos 259 254
pH optimo Alcalino ~6-8.5 Acido ~5-5.5
Constantes cinéticas (Km) 1-5 uM 0.1-1 uM

) ) Proéstata, vesiculas seminales,
Higado, piel, cerebro,

Distribucion . , , utero, pecho, foliculo capilar,
ovarios, testiculos, prostata. o i
epididimo, placenta, testiculos.
Gen que la codifica SRD5A1 SRD5A2
Estado bioquimico Hidrofobica Hidrofobica

El mecanismo de accion de la enzima So-reductasa se da mediante la donacion directa de
un hidruro pro-S por parte del cofactor NADPH hacia la cara a, la cual es la menos
impedida de la T, una vez que ha sido activada la enona por la interaccion electrostatica
entre la enzima y la T, el enolato que se genera es estabilizado por la enzima y

subsecuentemente es protonado para generar la Sa-DHT (Fig. 1.7.).28%°

ke R + R
PADPR—I@{H PADPR—I\O/
N H NS
—_—
— e
0 AH O 8

ANMHwO

B—H .
Testosterona B Dihidrotestosterona

Figura. 1.7. Mecanismo de transformacién de T a DHT.”

Ninguna de las isoenzimas ha sido purificada a la fecha debido a que son proteinas de
membrana y su naturaleza es inestable, por lo que los inhibidores de estas han sido

disefiados basados en sustrato natural y sus caracteristicas quimicas.
1.3.2. Posibles factores de riesgo
A pesar de que no se entiende por completo las posibles causas del cancer de prostata,

existen varios factores que pueden aumentar el riesgo de padecer la enfermedad.®! Algunos
factores de riesgo son:
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e Edad.*?
e Raza’’

e Antecedentes familiares.>*
e Genes.”
e Alimentacion.>®

e Tabaquismo.’’
1.3.3. Deteccion temprana del cancer de prostata

La deteccion temprana del CP, la cual busca detectar a tiempo la presencia del cancer, se

basa en las pruebas que se realizan para encontrar la enfermedad. Estas pruebas son:

e Examen digito-rectal (DRE): el médico introduce un dedo cubierto con un
guante en el recto a fin de palpar cualquier abultamiento anormal en la prostata
que pudiese ser cancer. La glandula prostatica se encuentra inmediatamente
delante del recto y la mayoria de los canceres comienzan en la parte posterior de la
glandula.

e Prueba prostatica del antigeno especifico (PSA): el antigeno prostatico
especifico es una sustancia producida por las células de la glandula prostatica. El
PSA se encuentra en el semen, aunque también se puede encontrar en la sangre en
pequefias cantidades. En hombres sanos la concentracion de PSA es menor a 4
nanogramos por mililitro de sangre (ng/mL). A mayor cantidad de PSA en la

sangre, mayor es la probabilidad de padecer cancer.
1.3.4. Tratamientos comunes sobre el cancer de préostata
Existen varios tratamientos para los pacientes con cancer de prostata. Algunos de los
tratamientos son estandares, es decir, son los mas utilizados en la actualidad, algunos estan
en etapa de investigacion.

Algunos de los tratamientos son:

e Terapia expectante (espera en observacion) o vigilancia activa.*®

e Cirugia. *
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e Radioterapia.*

e Criocirugia (crioterapia).*!

e Quimioterapia.*?

e Tratamiento con vacunas. 3

e Terapia hormonal.**
1.3.4.1. Terapia hormonal: también llamada hormonoterapia, tratamiento hormonal

o terapia endocrina. Consiste en retardar o detener el crecimiento de tumores sensibles a
hormonas, que bloquean o interfieren con la produccion de hormonas en el cuerpo.
Aquellos tumores que no son sensibles a hormonas, conocido como hormono-

independientes no reaccionan a estas terapias.

En el cancer de prostata hormono-dependiente el tratamiento de terapia hormonal es
también conocido como ferapia de privacion de androgenos (ADT) o terapia supresora de
androgenos. El objetivo de este tratamiento es reducir los niveles de andrégenos o prevenir
que estas hormonas alcancen las células cancerosas de la prostata, que pueden estimular el
crecimiento del mismo.

Se puede emplear varios tipos de terapia hormonal para tratar el cancer de prostata:

e Orquiectomia: consiste en un procedimiento quirdrgico para extirpar uno o ambos
testiculos (castracion), disminuyendo la cantidad de androgenos (T y DHT). Al
eliminar esta fuente, la mayoria de los canceres de prostata dejan de crecer o se
reduce su tamafio por un tiempo.

e Analogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH): los
agonistas de la luliberina son proteinas sintéticas que se unen al receptor de esta
hormona en la glandula hip6fisis. Normalmente cuando los niveles de andrégenos
estdn bajos, la luliberina estimula a la glandula hipéfisis para que produzca
lutropina, la cual a su vez, estimula la produccion de androgenos por los testiculos.
El tratamiento con agonista se llama castracion quimica, porque puede bajar las
concentraciones andréogenos en el cuerpo al mismo grado que la orquiectomia. El
efecto de estos farmacos es reversible.

e Antagonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH): estos
actiian impidiendo que la luliberina se una a sus receptores en la glandula hipofisis,

lo cual, a su vez impide la secrecion de la lutropina, bajando los niveles de
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androgenos. A diferencia que los agonistas, los antagonistas no causan una
exacerbacion del tumor.

o [Estrégenos: aunque los estrogenos tienen también la capacidad de inhibir la
produccion de androgenos por los testiculos, en la actualidad rara vez se usan para
el tratamiento del cancer de préstata debido a sus efectos secundarios.

Es importante mencionar que todos estos tratamientos causan efectos secundarios tales

como bochornos, deterioro de la funcion sexual y pérdida del apetito sexual.

e Antiandrogenos: son farmacos que compiten con los andrdégenos para unirse a su
receptor. Son capaces de bloquear la capacidad del cuerpo para utilizar cualquier
androgeno. Aun después de la orquiectomia o durante el tratamiento con andlogos
de LHRH, las glandulas suprarrenales continian produciendo pequefias cantidades
de andrégenos. Ya que los antiandrégenos no bloquean la produccion total de
androgenos, se usan en combinacion de otros tratamientos.

Existen tratamientos que bloquean la produccién de androgenos en todo el cuerpo, sin
embargo ni la castracion quimica ni la quirargica bloquean a las glandulas suprarrenales o
las células cancerosas de la préstata para que no produzca andréogenos, aun cuando las
cantidades de androgenos son pequenas, esas cantidades pueden ser suficientes para
sostener el crecimiento de algunos tipos de canceres de prostata.

Los farmacos que impiden que las glandulas suprarrenales (asi como los testiculos y las
células cancerosas de la prostata) produzcan androgenos, se conocen como inhibidores
sintéticos, los cuales pueden bajar las concentraciones de testosterona en el cuerpo. Estos
farmacos bloquean la produccion de testosterona al inhibir la enzima llamada CYP17. Esta
enzima, la cual se encuentra en el tejido tisular, en tejido suprarrenal y en el tejido de los
tumores de prostata, tiene como funcion central permitir al cuerpo la produccion de
testosterona a partir del colesterol.

El primer inhibidor del CYP17 fue el Ketoconazol, el cual aun es empleado en tratamientos
contra el céncer resistente a castracion, presenta un efecto de amplio espectro, es decir, no
es especifico, ya que al mismo tiempo inhibe al citocromo P450, como el CYP34A vy el

CYP24A1, generando hepatoxicidad, toxicidad gastrointestinal e insuficiencia renal.*
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Existen dos tipos de de antiandrégenos, los de tipo esteroidal y los de tipo no esteroidal.
Los medicamentos de tipo no esteroidal, como la Flutamida (Eulexin®), la enzalutamida
(Xtandi’®), la Bicalutamida (Casodex®) y la Nilutamida (Nilandron®), se encuentran

aprobados en los Estados Unidos y se administran via oral como pildoras de uso diario.

Tabla 1.2. Antiandrdégenos de tipo no esteroidal

No esteroidales

0 q ¢
OZN:@\ o F\/_\ H - HN—C—E;cuz—soz—QF OZN:©\ j\
FiC HJYCH;, D}/kj \g Q""%N ©\CF ' FyC N TNH »
CH, — F"I';_F | 0? L, :
Flutamida Enzalutamida Bicalutamida Nilutamida

Entre los medicamentos de tipo esteroidal se encuentran la Ciproterona, Mifepristona,
Finasterida (Proscar®) y Dutasterida (Avodart®).

Tabla 1.3. Antiandrégenos de tipo esteroidal

Esteroidales

CH

; 3
N
NP N on
‘\“:o_/ ,./\H[]:\-""""
H
mef,: /
a
0;’:J\/ = “\/’T

i

Acetato de
ciproterona

Mifepristona Finasterida Dutasterida

La Finasterida y la Dutasterida son utilizados como inhibidores de la enzima 5o-reductasa para
tratar la hiperplasia. La Finasterida es conocida por ser capaz de inhibir de manera selectiva la
isoforma tipo 2 de la enzima y se ha encontrado que tiene una disminucion de los niveles de DHT
en suero de un 85% y en prostata en un 90%, la DHT remanente es sintetizada por accién de la
1soforma 1. Por otro lado, la Dutasterida es un inhibidor no selectivo de ambas isoenzimas, siendo
capaz de disminuir los niveles de DHT en suero en un 95%. Entre los efectos secundarios causados
por estos dos medicamentos son disfuncion eréctil, disminuciéon de la libido, impotencia sexual,

entre otros.46

Cabe aclarar que la Finasterida actda cémo inhibidor competitivo y su mecanismo de

accion, a diferencia de la T, ya no se lleva a cabo la transferencia de protén en el residuo de
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la enzima (letra B) al carbanién, lo que promueve la formacién de un aducto entre el
NADPH y el anillo lactdmico.

e R + R
PADPR—-N E H PADPR-NZ (|
\ .~\\\‘|-|\‘ \
=
I\/'[ r fi
0”7 "N A~H 0”7 N
H &H
Finasterida Dihidrofinasterida

D — 28_

B—H B—H

Figura. 1.8. Mecanismo de transformacién de Finasterida a Dihidrofinasterida.3

Entre los farmacos mds recientes para terapia hormonal se encuentra la
Abiraterona (Zytiga®), un farmaco recientemente aprobado por la FDA. La
abiraterona es un inhibidor selectivo de la enzima CYP17, éste es capaz de
disminuir los niveles de estradiol, DHT y androstenediona. Gracias a esto es
posiblemente el antiandrégeno con més éxito en el mercado. Debido a su baja
biodisponibilidad, la abiraterona se comercializa como el profarmaco, el cual se

encuentra metilado en el carbono 3 (acetato de abiraterona).#

HO

Figura. 1.9. Abiraterona.

Debido a que los métodos de tratamiento utilizados hoy en dia presentan efectos
colaterales indeseados, en la actualidad hay una continua btsqueda de nuevas
estructuras quimicas (naturales o sintéticas) que sean capaces de mitigar estos

efectos y presenten mayor actividad antiandrogénica y mejor selectividad.
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En la literatura se describen numerosos ejemplos de compuestos sintéticos usados
en el tratamiento de tumores cancerigenos, ya sean de tipo hormono-dependiente o
independiente.48->3

La resistencia a estas terapias y los efectos secundarios causados por la terapia
hormonal convencional impide lograr un tratamiento eficaz y exitoso. Debido a
esto en nuestro grupo de investigaciéon se han desarrollado diferentes tipos de
derivados hormonales basados en el esqueleto del pregnano o del androstano, los
cuales han mostrado una importante actividad biolégica sobre diferentes lineas
celulares de cancer (PC-3: prostata independiente de andrégenos, MCF7: mama,
SK-LU-1: pulmén, LNCaP: proéstata dependiente de andrégenos) y como
inhibidores de las isoenzimas tipo 1 y 2 de la 5a-reductasa, ademads, varios de los
compuestos obtenidos mostraron una notable disminuciéon en el peso de la
prostata, las vesiculas seminales y el didmetro de la mancha pigmentada al ser
evaluados in vivo sobre hamsteres de la cepa Syriam Golden previamente tratados

con T, convirtiéndolos en potenciales agentes antiandrogénicos. 54-62
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2. HIPOTESIS

Considerando que en el transcurso de los ultimos afios en nuestro grupo de investigacion se
han sintetizado un gran nimero de derivados del pregnano y se han obtenido potentes
inhibidores de las isoenzimas 5 a-reductasa tipo 1 y 2, con potencial actividad en el
tratamiento de la HPB y el CP, se espera que los compuestos sintetizados en este proyecto
presenten una buena actividad inhibitoria debido a que el grupo éster en C-3 y la funcion
azol en C-21 le conferiran un mejor efecto lipofilico a la molécula y facilitara su paso a
través de las membranas celulares.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo general

Sintetizar nuevos derivados del acetato de 16-dehidropregnenolona con un grupo éster de
tipo lineal o aliciclico en C-3 y una funcion azol en C-21 (1,2,4-triazol o 1H-imidazol),
esperando que estas nuevas moléculas presenten una alta actividad inhibitoria sobre las
isoenzimas Sa-reductasa y diferentes lineas celulares de cancer para determinar su

efectividad como posibles agentes antiandrogénicos o antineoplasicos.
3.2.  Objetivos especificos
e Sintetizar y caracterizar nuevos derivados esteroidales basados en el esqueleto del

pregnano con un grupo éster de tipo lineal o aliciclico en C-3 y una funcién azol 1,2,4-
triazol o 1H-imidazol) en C-21.

R=
N
T) NF) R'= a) CH3-
SN b) CH;CH,-
4 ¢) CH;CH,CH,-
) N \ d) CH;CH,CH,CH,-
43 ] ¢) CH;CH,CH,CH,CH,-
N
H

o ot
R')ko h) & ) O

e Evaluar in vitro:
- Elporcentaje de inhibicion del crecimiento sobre lineas celulares de cancer (PC-3:
prostata independiente de andrégenos, MCF7: mama, SK-LU-1: pulmoén).
- La concentracion inhibitoria 50 (Clso) para las isoenzimas 1 y 2 de la Sa-
reductasa.
- La posible union de los compuestos sintetizados al receptor de androgenos (RA).
e [Evaluar in vivo el efecto de los compuestos sobre el peso de la prostata, las vesiculas

seminales y didmetro de la mancha pigmentada en hamsteres castrados.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este proyecto se dividio en tres partes:

La primera parte consistio6 en la sintesis, purificacion, caracterizacion fisica,
espectroscopica y espectrométrica de los compuestos finales e intermediarios de cada una
de las rutas sintéticas implementadas.

La segunda parte consistio en la evaluacion bioldgica de los derivados del pregnano, la cual
se llevo a cabo mediante pruebas in vitro, por medio de la evaluacion citotdéxica sobre
diferentes lineas celulares de cancer (PC-3: prostata, MCF7: mama, SK-LU-1: pulmon), La
determinacion de la Clso sobre las enzimas So-reductasa tipo 1 y II, la afinidad de los

compuestos finales por el receptor de andrégenos (en RA de rata).

Ademas como un trabajo complementario a estas pruebas se realizd la determinacion de las
Cly y Clso, para los dos compuestos con mejor actividad sobre las lineas cancerosas
humanas, y en base a estos resultados se tomo el compuesto con mayor efecto
antiproliferativo y se evaluod sobre diferentes genes involucrados en la proliferacion y la
apoptosis celular (ciclina D1, Ciclina E1, EGAIl, Ki-67, BIM y survivina). También se
realizaron estudios de transactivacion génica (transfeccion) sobre la linea de cancer
cérvico-uterino HeLa con el receptor de progesterona (RP) y de androgenos (RA) y un
estudio de induccion génica sobre el gen CYP24A1 para evaluar el efecto sobre receptor de

vitamina D (RVD) sobre la linea celular de cancer de prostata PC-3.

Finalmente la tercera parte consistid en las evaluaciones in vivo las cuales se realizaron
sobre hamsteres de la cepa Syriam Golden previamente castrados, para determinar el efecto
antiandrogénico de los compuestos sintetizados, evaluando el peso de la prostata, vesiculas

seminales y el didametro de la mancha pigmentada (6rgano flanco).
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Desarrollo quimico

Tabla 4.1. Compuestos finales

N
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Quimicas

Se realiz6 la sintesis quimica de los siguientes derivados del pregnano.

/N /N
NO |
& ¢
0 0
R'—O R'—O
T7, T8 (a—j) 17, 18 (a—j)
R R
8) H- 7) H-
a) CH3;CO- a) CH;CO-

b) CH3;CH,CO-

b) CH3;CH,CO-

c) CH3CH2CH2CO-

C) CH3CH2CH2CO-

d) CH;CH;CH:CH,CO-

d) CH;CH;CH,;CH,CO-

e) CH3CH2CH2CH2CH2CO-

e) CH3CH2CH2CH2CH2CO-

f) VCO-

f) VCO-

CO-

uf

CO-

uf

) g
—CO- »—CO-
h) h)
CO- CO-
i) : i) :
OCO- O—CO-
D D

como de los compuestos intermediarios.

Cada uno con su respectiva caracterizacion espectroscopica, tanto de los compuestos finales
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Las materias primas utilizadas se obtuvieron comercialmente en grado reactivo, con una
previa recristalizacion del acetato de 16-dehidropregnenolona en metanol, con el fin de
eliminar impurezas.

Para determinar el avance y la pureza de los productos de cada reaccion se usd la
cromatografia en capa fina (CCF) en cromatoplacas de vidrio recubiertas de gel de silice
marca Aldrich® con 0.2 mm de espesor y diferentes sistemas de elucion, utilizando una
solucion de CoCly al 2% en H>SO4/H>O (1:4) y lampara de luz UV (A=254 nm) para
visualizar las manchas. De igual forma se determino el punto de fusién de cada uno de los
compuestos con un aparato Fisher-Johns (no corregidos).

La purificacion por cromatografia abierta en columna se realizo con una fase estacionaria
de gel de silice 60 (Aldrich®) o con Florisil 200 (Aldrich®)

La evaporacion de los disolventes se realizd en un rotaevaporador marca IKA modelo RV-
10 Basic.

Para la caracterizacion de los compuestos se tuvieron en cuenta los siguientes equipos de
analisis espectroscopico y espectrométrico:

e Para la Espectrofotometria de absorcion en el Infrarrojo (IR) un espectrofotometro
FT-IR/FT-FIR Perkin Elmer spectrum 400, utilizando la técnica de Reflectancia por

ATR. Las unidades se reportan en cm™.

e Para el analisis de espectrofotometria de absorcion en el Ultravioleta (UV) se utilizo
un equipo UV- VIS Perkin Elmer modelo Lambda 2, utilizando como disolvente

metanol.

e Para la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 'H) y
Carbono (RMN '3C) se utilizaron equipos Inova Varian VRX-300S (400 MHZ) y
Inova Varian 300S (75 MHz), utilizando cloroformo deuterado (CDCI3) como
disolvente y donde el 0 es el desplazamiento (d) del tetrametilsilano (TMS). Para
ambos andlisis las constantes de acoplamiento (J) estdin dadas en Hz. La
multiplicidad de las senales se expresan como s=simple, d=sefial doble, dd= sefial
doble de doble, ddd=senal doble de doble de doble, sa=sefal simple ancha, t=sefial

triple, m =sefial multiplete.
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e Para el andlisis espectrométrico de masas se utilizd6 un equipo Thermo-Electron
modelo DFS (Double Focus Sector) con un analizador masico de doble sector
(magnético y eléctrico, geometria inversa), empleando la técnica FAB™ (bombardeo
de atomos rapidos, FAB por sus siglas en ingles), utilizando una matriz interna de
alcohol m-nitrobencilico que fue irradiada con 4tomos de cesio a temperatura menor
de 50 °C, detectando los iones positivos, el ion molécular se indica como M" y m/z

como la masa/carga.
4.1.1. Rutas sintéticas

La ruta sintética propuesta inicialmente fue la siguiente.

b) CH;CO-
¢) CH;CH,CO-

d) CH;CH,CH,CO-

¢) CH;CH,CH,CH,CO-

f) CH;CH,CH,CH,CH,CO-

Esquema 4.1. Ruta sintética propuesta inicialmente.
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Debido a que la ruta anterior no fue viable se propuso la siguiente ruta para la sintesis de
los compuestos 8, 9a—e

RUTA 1

R= a) CHj-
b) CH;CH,-
¢) CH;CH,CH,-
d) CH;CH,CH,CH,-
¢) CH;CH,CH,CH,CH,-

(I) H,0,/OH, (I)]TBDMS, imidazol/DFM; (IIT) NaOH, C4HsI(OAc),/MeOH, (IV) SOC,, Py/CH,Cly;
(V) C,H;N3, K,CO4/DMF; (VI) HCl/acetona; (VIT) CrCly/Ac. Acético, (VIIL, b-¢) R-COOH, DCC, 4-DMAP/CHCly; (VIII a)
CH,COOCOCH,/Py.

Esquema 4.2. Ruta sintética implementada para obtener los primeros compuestos finales.

Debido a que en el momento de realizar la sintesis de la siguiente serie de compuestos se
termind el grupo protector utilizado en el paso II (cloruro de tert-butil(dimetil)sililo), se
propuso otra ruta de sintesis.
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RUTA 2

R'= a) CHy-
b) CH;CH,-
¢) CH;CH,CH,-
d) CH;CH,CH,CH,-
¢) CH;CH,CH,CH,CH,-

n>—
2 I:( O/
E}

h)

(I) H,0,/OH, (IT) DHP, PTS/CH,Cly; (1) NaOH, C¢HsI(OAc),/MeOH, (IV) SOCI, Py/CH,Cly; (Va) 1,2,4-triazol,
K,CO3/DMF; (Vb) 1H-imidazol, Cs,CO3/DMF; (VI) CrCl,, HCl /Ac. Acético, (VII, b-¢) R-COOH, DCC, 4-
DMAP/CHCl;; (VII a) CH;COOCOCH;3/Py.

Esquema 4.3. Ruta sintética implementada para obtener los demas compuestos finales.

En esta ruta se reduce el nimero de pasos de reaccidon y se cambia el grupo protector
utilizado en el paso II por el 3,4-Dihidro-2H-pirano.
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4.1.2. Propiedades fisicas y espectroscopicas de la 3-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona

0y

Debido a que la materia prima no es pura, se realizd una recristalizacion en metanol,

obteniéndose un polvo cristalino de color blanco que presenté las siguientes propiedades.

Formula molecular: C23H3,0;3
Peso molecular (u.m.a.): 356.24
Punto de fusion (° C): 170-172

UV (nm): 237.96 (Carbonilo a- insaturado en C-20), 206.07 (Funcion éster en C-3).

IR (cm™): 2942.70 (C-H de CH, y CH3), 2865.06 (C-H de CH> y CH3), 1728.30 (C=0O de
éster en C-3), 1660.22 (C=0 de a-f insaturado en C-20), 1583.66 (C=C conjugado en C-
16), 1364.87 (CHs y CH»), 1232.47 (C-O-C en C-3), 1035.44 (C-O-C en C-3).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0,92 (s, H-18, 3H), 1.06 (s, H-19, 3H), 2.03 (s, H en
CHj5 del éster, 3H), 2.26 (s, H-21, 1H), 4.6 (m, H-3, 1H), 5.38 (d, /= 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.71
(d, J/=1.2 Hz, H-16, 1H).

RMN BC (100 MHz, CDCls) § ppm: 15.72 (C-18), 19.23 (C-19), 20.64 (C-11), 21,42 (CH;
del éster), 27.73 (C-21), 30.16 (C-8), 31,54 (C-7), 34.61 (C-12), 36.87 (C-10), 38.15 (C-1),
46.08 (C-13), 50.39 (C-9), 56.36 (C-14), 73.86 (C-3), 121.98 (C-6), 140.27 (C-5), 144.37
(C-16), 155.35 (C-17), 170.52 (C=0 del éster), 196.80 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 357 pico base.
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4.1.3. Sintesis de 16a,17a-epoxi-3p-hidroxipregn-5-en-20-ona (2)

NaOH/H202
CH;0H HO

En un matraz bola de 100 mL se disolvio 1,0 g (2.8 mmol) del esteroide 1 en metanol
caliente (66 mL), se agregd NaOH 4N (2 mL, 8 mmol) y H>O> al 30 % (4 mL, 135 mmol),
la mezcla se dejo en agitacion por 4 horas a temperatura ambiente.

Terminada la reaccidon se secd el metanol a presion reducida en un rotaevaporador, se lavo
con agua, se filtr, se dejo secar obteniéndose un so6lido blanco cristalino con un
rendimiento del 72%. No se separaron isdémeros o y B del epdxido, estando en mayor
proporcion el isomero o. A continuacion, se muestran las sefiales caracteristicas del
compuesto 2.

Formula molecular: C>1H3003
Peso molecular (u.m.a.): 330.46
Punto de fusion (° C): 197-200

IR (cm™): 3343 (-OH en C-3), 2936 (C-H de CH, y CH3), 1690 (C=0 de C-20), 1634 (C=C
en C-5), 1045 (C-O-C del epdxido en C-16), 1054 (C-O de -OH en C-3).

RMN 'H (400 MHz, CDCL3) & ppm: 1.00 (s, H-18, 3H), 1.03 (s, H-19, 3H), 2.01 (s, H-21,
1H), 3.47 (m, H-3, 1H), 3.66 (s, H-16, 1H), 3.50 (s, -OH, 1H), 5.30 (d, J/=5.3 Hz, H-6, 1H).
RMN 13C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 15.38 (C-18), 19.30 (C-19), 27.51 (C-21), 60.55 (C-
16), 71.16 (C-17), 71.75 (C-3), 121.11 (C-6), 141.28 (C-5), 205.07 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 331 pico base.

A continuacion se describe la sintesis y caracterizacion de los compuestos intermediarios y

finales obtenidos por la ruta 1.
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4.1.4. Sintesis de 3p-{[tert-butil(dimetil)sililjoxi}-16a,17a-epoxipregn-5-en-20-ona (3

en ruta 1)
o
O (CH3);C(CH5),CSiCl
S NH
o : {2
)J\ H N >
DMF
(@)

En un matraz bola de 100 mL se disolvié 1,0 g (3.02 mmol) del esteroide 2, 0.75 g (5.51
mmol) de TBDMS y 0.48 g (7.71 mmol) de imidazol, en DMF seco (15 mL), la solucion
restante se dejo en agitacion por 2 h a temperatura ambiente, terminada la reaccion, se
evapord la DMF al vacio y el producto final se lavo con agua obteniendo un sélido blanco

con un rendimiento del 87%.

Férmula molecular: C>7H4403Si
Peso molecular (u.m.a.): 444.30
Punto de fusion (° C): 118-120

IR (cm™): 2928 (C-H de CH, y CH3), 1698 (C=O de C-20), 1642 (C=C en C-5), 1083 (C-
O-C del epoxido en C-16).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0.05 (CH; del grupo protector ), 0.88 (CH3 del grupo
protector), 1.00 (s, H-18, 3H), 1.03 (s, H-19, 3H), 2.02 (s, H-21, 1H), 3.47 (m, H-3, 1H),
5,29 (d, H-6, J=5.3 Hz, 1H ), 3.67 (s, H-16, 1H).

RMN BC (100 MHz, CDCls) § ppm: -4.33 (CH3 del grupo protector), 15.40 (C-18), 19.32
(C-19), 26.08 (CH3 del grupo protector), 27.70 (C-21), 60.57 (C-16), 71.11 (C-17), 72.55
(C-3), 120.43 (C-6), 141.93 (C-5), 205.08 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 445 pico base.
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4.1.5. Sintesis de 3p-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-20,20-dimetoxi-160,17a-epoxipregn-
5-en-21-0l (4 en ruta 1)

C()Hsl(OAC)Z

NaOH/MeOH \Si/
CH2C12 4\'/ \O

En un matraz de 500 mL se disolvieron, 1 g (2.25 mmol) del esteroide 3, 1.2 g (3.72 mmol)
de (diacetoxiyodo)benceno y 1 g de hidroxido de sodio (25 mmol), en 10 mL de
diclorometano y 20 mL de metanol, la mezcla se dejo en agitacion 18 h a temperatura
ambiente, terminada la reaccion, se evapord el disolvente al vacio y el solido obtenido se
purifico por columna cromatografica de gel de silice utilizando hexano:acetato de etilo
(9:1), finalmente se obtuvo un s6lido blanco con un rendimiento del 84%.

Férmula molecular: Cx9Hs005Si
Peso molecular (u.m.a.): 506.78
Punto de fusion (° C): 215-218

IR (cm™): 3297 (OH en C-21), 2936 (C-H de CH> y CH3), 1666 (C=C en C-5), 1070 (C-O-
C del epoxido en C-16), 1033 (C-O en C-20).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0.05 (CH3 del grupo protector ), 0.88 (CHs del grupo
protector ), 1.01 (s, H-18, 3H), 1.25 (s, H-19, 3H), 3.26 (s, OCH3 en C-20, 3H), 3.29 (s,
OCHj3en C-20, 3H), 3.69 (s, H-16, 1H), 3.44 (m, H-3, 1H), 5,30 (m, H-6, 1H).

RMN BC (100 MHz, CDCl3) § ppm: -4.75 (CH3 del grupo protector), 15.30 (C-18), 19.66
(C-19), 26.08 (CHs del grupo protector), 49.51(OCH3 en C-20), 49.69 (OCH3 en C-20)
58.60 (C-21), 62.78 (C-16), 69.78 (C-17), 72.50 (C-3), 101.99 (C-20), 120.74 (C-6), 141.86
(C-5).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 507 pico base.
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4.1.6. Sintesis de 3B-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-21-cloro-20,20-dimetoxi-160.,17c-
epoxipregn-5-eno (5 en ruta 1)

z >
\/ \/
il ik
4 5

En un matraz de 100 mL se pesaron 0.5 g (0.98 mmol) del esteroide 4, se adicionaron 4 mL
de diclorometano seco (previamente se dejo en agitacion con hidruro de calcio), 0.5 mL de
piridina y 10 gotas de cloruro de tionilo recién destilado, todo en atmosfera de nitrogeno y
en bafio de hielo, luego la mezcla se dejo en agitacion por 20 min a temperatura ambiente.
Para detener la reaccion se adicionaron 50 mL de cloroformo y se lavo dos veces con acido
clorhidrico acuoso al 10%, después con una solucion saturada de bicarbonato de sodio
acuoso y finalmente con agua. La fase organica se seco con sulfato de sodio y el disolvente
se evapord al vacio, el producto crudo fue recristalizado en metanol obteniendo un sélido

blanco con un rendimiento del 80%.

Formula molecular: C2oH49ClO4S1
Peso molecular (u.m.a.): 525.23
Punto de fusion (° C): 150-155

IR (cm™): 2930 (C-H de CH» y CH3), 1668 (C=C en C-5), 1088 (C-O-C del epoxido en C-
16), 1033 (C-O en C-20), 774 (C-Cl en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0.06 (CHj del grupo protector ), 0.89 (CHs del grupo
protector ), 1.00 (s, H-18, 3H), 1.02 (s, H-19, 3H), 3.25 (s, OCH3 en C-20, 3H), 3.30 (s,
OCHj3 en C-20, 3H), 3.46 (m, H-3, 1H), 3.68 (s, H-16, 1H), 3.95-4.09 (ABq, H-21, J= 14.5
Hz, 2H), 5.29 (d, H-6, J=5.3 Hz, 1H).

RMN BC (100 MHz, CDCls) § ppm: -4.42 (CH3 del grupo protector), 15.62 (C-18), 19.50
(C-19), 26.09 (CHj3 del grupo protector), 49.47 (OCH3 en C-20), 49.51 (OCHj3 en C-20),
59.15 (C-21), 60.23 (C-16), 69.18 (C-17), 72.64 (C-3), 101.64 (C-20), 120.87 (C-6), 141.80
(C-5).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 526 pico base.
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4.1.7. Sintesis de 3p-{[tert-butil(dimetil)sililjoxi}-20,20-dimetoxi-160,17c-epoxi-21-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-eno (6 en ruta 1)

1a
Y
N 2a

1,2,4-triazol, K,COj3

>
DMF \ /

\ 'Si\O
En un matraz bola de 25 mL se colocaron 0.5 g (0.95 mmol) del esteroide S con 0.035 mg

(0.5 mmol) de 1,2,4-triazol y 0.131 mg (0.95 mmol) de carbonato de potasio (K2CO3),
disueltos en 3 mL dimetilformamida (DMF), la mezcla se calenté a 90 °C bajo atmosfera

de nitrogeno por 4 h. cumplido este tiempo la mezcla de reaccion se adiciond lentamente
sobre una mezcla agua-hielo-sal con agitacion vigorosa, hasta formar un precipitado de
color amarillo, se filtré y se purifico por columna cromatogréfica con fluorisil, obteniendo

un solido de color blanco y con un rendimiento del 71%.

Formula molecular: C31Hs1N304Si
Peso molecular (u.m.a.): 557.84
Punto de fusion (° C): 188-190

UV (nm): 204.85 (Triazol en C-21).

IR (cm™): 2929 (C-H de CH, y CH3), 1616 (C=C en C-5), 1086 (C-O-C del epoxido en C-
16), 1058 (C-O en C-20), 1250 (C-N en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0.05 (CH3 del grupo protector ), 0.88 (CHs del grupo
protector ), 1.00 (s, H-18, 3H), 1.24 (s, H-19, 3H), 3.24 (s, OCH3 en C-20, 3H), 3.29 (s,
OCHj; en C-20, 3H), 3.50 (m, H-3, 1H), 3.68 (s, H-16, 1H), 3.69-3.87 (ABq, H-21, J=17.6
Hz, 2H), 5.31 (d, H-6, J=5.3 Hz, 1H), 7.47 (s, H-Het 1a, 1H), 7.64 (s,H-Het 2a, 1H).

RMN BC (100 MHz, CDCls) § ppm: -4.43 (CH3 del grupo protector), 15.61 (C-18), 19.47
(C-19), 26.08 (CH3 del grupo protector), 49.77 (OCH3 en C-20), 49.79 (OCHj3 en C-20),
59.06 (C-21), 60.26 (C-16), 69.18 (C-17), 72.64 (C-3), 101.64 (C-20), 121.08 (C-6), 121.60
(C-Het 2a), 141.44 (C-Het 1a), 142.25 (C-5).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 558 pico base.
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4.1.8. Sintesis de 16a,17a-epoxi-3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-en-20-
ona (7 en ruta 1)

HCI 36%

Acetona

En un matraz bola de 25 mL se disolvieron 0.5 g (0.89 mmol) del esteroide 6 en 1.5 mL de
acetona con 2 gotas de HCI al 36% y se dej6 agitar a temperatura ambiente por 1 h.
Terminada la reaccion el disolvente fue removido bajo presion reducida y el producto crudo
fue recristalizado en metanol para obtener un producto solido de color blanco, con un

rendimiento del 77%.

Formula molecular: C>3H31N303
Peso molecular (u.m.a.): 397.51
Punto de fusion (° C): 155-157

UV (nm): 205.03 (Triazol en C-21).

IR (cm™): 3346 (OH en C-3), 2928 (C-H de CH> y CH3), 1724 (C=0 en C-20), 1601 (C=C
en C-5), 1090 (C-O-C del epoxido en C-16), 1051 (C-O de -OH en C-3), 1274 (C-N en C-
21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0.91 (s, H-18, 3H), 1.22 (s, H-19, 3H), 3.24 (m, H-3,
1H), 3.51 (s, -OH, 1H), 3.68 (s, H-16, 1H), 4.04-4.22 (ABq, H-21, J= 17.6 Hz, 2H), 5.37
(d, H-6, J=5.2 Hz, 1H), 7.50 (s, H-Het 1a, 1H), 7.70 (s,H-Het 2a, 1H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) § ppm: 15.32 (C-18), 19.56 (C-19), 62.62 (C-21), 65.80 (C-
16), 71.74 (C-3), 121.04 (C-6), 121.20 (C-Het 2a), 131.20 (C-Het 1a), 141.24 (C-5).
EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 398 pico base.
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4.1.9. Sintesis de 3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-dien-20-ona (8 en
ruta 1, T7 en ruta 2)

CrClz

Acido Acético

>

HO

En un matraz bola de 25 mL se disolvieron 0.5 g (1.25 mmol) del esteroide 7 y 0.4 g de
cloruro de cromo II (3.25 mmol) en 20 mL de 4cido acético, la mezcla se dejo agitar a
temperatura ambiente por 30 min, después de este tiempo la mezcla de reaccion se adiciond
sobre 150 mL de agua con hielo, el precipitado se filtré y se lavo varias veces con agua fria.
| producto crudo fue purificado en columna cromatografica con fluorisil usando hexano-

acetato de etilo (9:1) obteniendo un producto sélido de color blanco, con un rendimiento
del 77%.

Este mismo compuesto se obtiene por la ruta 2, con un nimero menor de pasos de reaccion.

Formula molecular: C23H31N30;
Peso molecular (u.m.a.): 381.51
Punto de fusion (° C): 120-122

UV (nm): 205.03 (Triazol en C-21), 242.64 (Cetona a.,B-insaturada en C-20).

IR (cm™): 3355 (OH en C-3), 2927 (C-H de CHz y CH3), 1709 (C=0 en C-20), 1670 (C=C
en C-5), 1051 (C-O de -OH en C-3), 1276 (C-N en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 0.90 (s, H-18, 3H), 1.20 (s, H-19, 3H), 3.25 (m, H-3,
1H), 3.52 (s, -OH, 1H), 4.05—4.23 (ABq, H-21, J=17.6 Hz, 2H), 5.34 (d, H-6, J=5.2 Hz,
1H), 6.74 (s, H-16, 1H), 7.50 (s, H-Het 1a, 1H), 7.70 (s,H-Het 2a, 1H).

RMN BC (100 MHz, CDCl3) § ppm: 15.32 (C-18), 20.01 (C-19), 62.15 (C-21), 71.78(C-
3), 121.04 (C-6), 141.43 (C-5), 141.38 (C-16), 141.47 (C-Het la), 144.83 (C-Het 2a),
151.61 (C-17), 196.66 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 382 pico base.
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4.1.10. Sintesis de acetato de 20-oxo-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3f-ilo
(9a en ruta 1)

En un matraz bola de 25 mL se disolvieron 0.1 g (2.62 mmol) del esteroide 8 en 0.4 mL de
piridina y 0.4 mL de anhidrido acético, se dejo agitar a temperatura ambiente por 1 h en
atmosfera de nitrogeno. Después una solucion de agua sal fue adicionada y el precipitado se
filtro y lavo varias veces (3x100 mL) con agua fria, hasta obtener un s6lido de color blanco

hueso con un rendimiento del 90 %.

4.1.11. Sintesis de los derivados esterificados de 20-oxo-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-3p-ilo (9b—e en ruta 1)

\ 1a
3 //—'j
N_ 2a
N
RCOOH
DCC, DMAP
R= b) CH;CH,CO-
CHCl, ¢) CH;CH,CH,CO-
d) CH,CH,CH,CH,CO-
¢) CH;CH,CH,CH,CH,CO-

En un matraz bola de 50 mL se disolvieron 0.1 g (2.62 mmol) del esteroide 8§, DCC 0.110 g
(0.524 mmol) y DMAP 0.064 g (0.524 mmol) en 3 mL de cloroformo con el
correspondiente acido (0.6 mmol), la mezcla resultante se dejo en agitacion a temperatura
ambiente por 3 h culminada la reaccion se adicionaron 150 mL de acetato de etilo para
precipitar la diciclohexilurea (DCU), se dejo reposar toda la noche en el refrigerador y
posteriormente se filtrd. La fase organica se lavo tres veces con una solucion de HCI (10

%), después con una solucion saturada de bicarbonato de sodio y finalmente con agua
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destilada, se secd con sulfato de sodio anhidro y se elimino el disolvente en un

rotaevaporador. El éster crudo fue recristalizado en cloroformo- metanol (1:1) obteniendo

un s6lido de color blanco amarillento

Tabla 4.2. Propiedades fisicas, espectroscopicas y espectrométricas (9b—e en ruta 1)

Propiedades Valor /Aspecto
fisicas
a b c d e
Formula C25H33N303 Ca6H35N303 C27H27N305 CasH39N303 C2oH41N303
molecular
Peso molecular 423.54 437.57 451.60 465.62 479.65
(u.m.a)
Punto de fusion 119-121 185-187 201-205 195-197 197-199
O
Rendimiento 90% 85% 80% 78% 73%

Aspecto fisico Soélido blanco ~ Sélido blanco  Soélido blanco ~ Solido blanco

Sélido blanco

hueso hueso hueso hueso hueso
Propiedades espectroscopicas y espectrométricas
UV (nm)
Asignacion a b c d e
Triazol en C-21 206.90 207.71 206.48 205.36 205.81
Cetona o,B-insaturada 243.32 237.00 241.34 240.01 243.98
en C-20
IR (cm™)
CH de -CH; y CH» 2927 2927 2927 2927 2927
C=0 ester en C-3 1731 1728 1732 1731 1725
C=0 de cetona a,f3- 1624 1624 1624 1625 1625
insaturada
C=C olefina 1570 1571 1575 1570 1571
C-Nen C-21 1270 1270 1270 1275 1270
C-O de éster 1087 1087 1087 1087 1087
RMN 'H (ppm)
H-18 1.15 (s, 3H) 0.90 (s, 3H) 1.03(s,3H) 1.03(s,3H) 1.23 (s, 3H)
H-19 1.30 (s, 3H) 1.30 (s, 3H) 1.20(s,3H) 1.20(s,3H) 1.30 (s, 3H)
H-3 3.25 (m, 1H) 3.25 (m, 1H) 325 (m, 1H) 3.25(m, 1H) 3.25 (m, 1H)
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Asignacion a b c d e
CH3 del éster 2.03 (s, 3H) 1.03 (t, 3H) 0.9 (t, 3H) 0.98 (t, 3H) 1.0 (t, 3H)
H-21 4.05-4.23 4.05-4.23 4.05-4.23 4.05-4.23 4.05-4.23
(ABq,2H,J= (ABq,2H,J=  ABq,2H,J= (ABq,2H,J= (ABq,2H, J=
17.6 Hz) 17.6 Hz) 17.6 Hz) 17.6 Hz) 17.6 Hz)
H-6 5.34 (d, 1H, 5.34 (d, 1H, 534, 1H, 5.34(d,1H, 5.33(d, lH,
J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz)
H-16 6.74 (s, 1H) 6.74 (s, 1H) 6.74 (s, IH)  6.74 (s, IH)  6.74 (s, 1H)
la 8.01 (s, 1H) 8.02 (s, 1H) 7.70 (s, IH)  7.50 (s, IH)  7.50 (s, 1H)
2a 8.30 (s, 1H) 8.30 (s, 1H) 8.01(s, 1H)  7.82(s,1H)  7.80 (s, 1H)
RMN "C (ppm)
C-18 15.30 10.3 12.32 10.31 12.30
C-19 19.40 12.03 15.21 15.4 15.4
C-21 65.50 66.30 67.01 67.31 67.30
C-3 73.61 73.61 73.61 73.59 73.62
C-6 121.97 121.97 121.97 121.97 121.97
C-5 141.24 141.24 142.2 142.25 142.3
C-16 129.62 129.62 129.62 129.60 129.62
C-17 156.57 156.57 156.57 156.56 156.57
C-20 201.02 201.02 201.02 200.02 200.02
la 140.02 140.05 140.02 140.02 140.02
2a 148.32 148.32 148.32 148.32 148.32
C=0 éster 173.46 173.48 173.48 173.46 173.46
EM-FAB (m/z)
[M+H]" pico base 424 438 452 466 480
pérdida de RCOOH 364 364 364 364 364
[M+H]"-83, pérdida de 341 355 369 383 397
[
L
CHj
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4.1.12. Sintesis de 3p-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-en-20-ona (3

en ruta 2)

En un matraz bola de 500 mL se disolvieron 1 g (2.42 mmol) del esteroide 2 y 0.1 mg
(0.058 mmol) de acido p-toluensulfonico monohidrato en 30 mL de 3,4-dihidro-2H-piran y
40 mL de diclorometano, se dejé agitar a temperatura ambiente por 2 h, culminada la
reaccion, se removid el disolvente usando rotaevaporador y el producto obtenido se

recristalizdo en metanol, obteniéndose un solido de color blanco, con rendimiento del 71 %.

Formula molecular: CosH3304
Peso molecular (u.m.a.): 414.57
Punto de fusion (° C): 114-116

IR (cm™): 2935 (C-H de CH, y CH3), 1703 (C=O de C-20), 1667 (C=C en C-5), 1075 (C-
O-C del epdxido en C-16), 1024 (C-O-C en C-3).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 1.00 (s, H-18, 3H), 1.02 (s, H-19, 3H), 2.01 (s, H-21,
1H), 3.47 (m, H-3, 1H), 4.69 (t, CH de grupo protector, 1H), 5,31 (d, H-6, /=5.3 Hz, IH ),
3.66 (s, H-16, 1H).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) § ppm: 15.37 (C-18), 19.28 (C-19), 27.65 (C-21), 62.96 (C-
16), 75.99 (C-17), 76.06 (C-3), 97.04 (CH de grupo protector), 120.92 (C-6), 141.38 (C-5),
205.06 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 415 pico base.
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4.1.13. Sintesis de 20,20-dimetoxi-33-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-
epoxipregn-5-en-21-ol (4 en ruta 2)

~

NaOH

C¢H;5I(OACQ),
—
MeOH

En un matraz de 500 mL se disolvieron, 1 g (2.11 mmol) del esteroide 3, 1.2 g (3.72 mmol)
de (diacetoxiyodo)benceno y 1 g de hidréxido de sodio (25 mmol), en 10 mL de
dicloronetano y 21 mL de metanol, la mezcla se dejo en agitacion 3 h a temperatura
ambiente, terminada la reaccion se evaporo el disolvente al vacio y el solido obtenido se
purifico por columna cromatografica de gel de silice utilizando hexano:acetona (95:5),
finalmente se obtuvo un s6lido blanco con un rendimiento del 65%.

Foérmula molecular: CosH4406
Peso molecular (u.m.a.): 476.64
Punto de fusion (° C): 139-141

IR (cm™): 3504 (OH en C-21), 2937 (C-H de CH> y CH3), 1669 (C=C en C-5), 1083 (C-O-
C del epdxido en C-16), 1030 (C-O-C en C-3).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § ppm: 1.00 (s, H-18, 3H), 1.24 (s, H-19, 3H), 3.25 (s, OCH;
en C-20, 3H), 3.28 (s, OCH3z en C-20, 3H), 3.43 (m, H-3, 1H), 3.48 (d, H-21, J=3.1 Hz,
2H), 4.69 (t, CH de grupo protector, 1H), 5,32 (d, H-6, J/=5.3 Hz, 1H ), 3.67 (s, H-16, 1H).
RMN 3C (100 MHz, CDCl3) § ppm: 15.27 (C-18), 19.41 (C-19), 50.45 (OCH3 en C-20),
50.41(OCHj3 en C-20), 53.02 (C-21), 62.69 (C-16), 76.02 (C-17), 76.08 (C-3), 97.13 (CH de
grupo protector), 101.95 (C-20), 121.22 (C-6), 141.29 (C-5), 205.06 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 477 pico base.
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4.1.14. Sintesis de 21-cloro-20,20-dimetoxi-3p-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-
epoxipregn-5-eno (5 en ruta 2)

~

5

En un matraz de 25 mL se pesaron 500 mg (1.01 mmol) del esteroide 4 y se dejaron secar
en la estufa por 1 h, se disolvieron en 4 mL de diclorometano seco (se dejo en agitacion con
hidruro de calcio), la mezcla se coloco en bafio de hielo y se adicionaron 0.5 mL de piridina
y 5 gotas de cloruro de tionilo (recién destilado), todo el procedimiento se realizd en
atmosfera de nitrogeno. La mezcla resultante se dejo en agitacién por 20 min a temperatura
ambiente. Para terminar la reaccion, se vertid la mezcla en 50 mL de cloroformo, el cual se
retir6 después por vacio, obteniéndose un producto de color amarillo, el cual fue
recristalizado en metanol hasta obtener un producto de color blanco amarillento y con un

rendimiento del 80%.

Foérmula molecular: CosH43ClOs
Peso molecular (u.m.a.): 495.09
Punto de fusion (° C): 101-103

IR (cm™): 2932 (C-H de CH» y CH3), 1670 (C=C en C-5), 1065 (C-O-C del epoxido en C-
16), 1039 (C-O en C-20), 755 (C-Cl en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) § ppm: 1.01 (s, H-18, 3H), 1.23 (s, H-19, 3H), 3.25 (s, OCH3
en C-20, 3H), 3.28 (s, OCH3 en C-20, 3H), 3.43 (m, H-3, 1H), 4.03-4.18 (ABq, H-21, J=
14.5 Hz, 2H), 5.32 (d, H-6, J=5.3 Hz, 1H), 3.67 (s, H-16, 1H), 4.69 (t, CH de grupo
protector, 1H).

RMN "C (100 MHz, CDCl3) & ppm: 15.26 (C-18), 19.50 (C-19), 50.45 (OCH3 en C-20),
50.41 (OCHs en C-20), 59.51 (C-21), 68.30 (C-16), 76.02 (C-17), 76.08 (C-3), 101.95 (C-
20), 121.22 (C-6), 141.29 (C-5).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 496 pico base.
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4.1.15. Sintesis de 20,20-dimetoxi-16a,170-epoxi-3p-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-21-
(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-eno (T6 en ruta 2)

1,2,4-triazol, K,CO3

“ (L
DMF

El procedimiento es el mismo reportado en la Seccion 3.1.7. Se obtuvo un so6lido de color

blanco con un rendimiento de 73%.

Féormula molecular: C30H45N305
Peso molecular (u.m.a.): 527.69
Punto de fusion (° C): 124-125

UV (nm): 205.20 (Triazol en C-21)

IR (cm™): 2934 (C-H de CHz y CH3), 1666 (C=C en C-5), 1075 (C-O-C del epoxido en C-
16), 1028 (C-O en C-20), 1275 (C-N en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) § ppm: 0.87 (s, H-18, 3H), 0.98 (s, H-19, 3H), 3.26 (s, OCH;
en C-20, 3H), 3.28 (s, OCHj3 en C-20, 3H), 3.46 (m, H-3, 1H), 3.85-4.00 (ABq, H-21, J=
17.6 Hz, 2H), 5.32 (d, H-6, J=5.3 Hz, 1H), 3.68 (s, H-16, 1H), 4.70 (t, CH de grupo
protector, 1H), 7.90 (s, H-Het 1a, 1H), 8.27 (s, H-Het, 2a, 1H) .

RMN B3C (100 MHz, CDCl3) § ppm: 15.20 (C-18), 19.43 (C-19), 49.66 (C-16), 58.52 (C-
21), 50.45 (OCH3 en C-20), 50.41 (OCHj3 en C-20), 76.04 (C-3), 101.93 (C-20), 121.16 (C-
6), 121.23 (C-Het 2a), 141.31 (C-5), 141.48 (C-Het 1a).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 528 pico base.
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4.1.16. Sintesis de 3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-dien-20-ona (T7 en
ruta 2)

1a
7N
N |

CrCl,, HCI

Acido acético

En un matraz bola de 25 mL se pesaron 0.1 g (0.19 mmol) del esteroide T-6, 0.08 g de
cloruro de cromo II (0.65 mmol), 4 mL de acido acético y dos gotas de HCI al 36 %, se
dejo agitar a temperatura ambiente por 20 min, la mezcla de reaccion fue vertida sobre 150
mL de agua con hielo, el precipitado obtenido se lavo varias veces con agua fria.
Finalmente el producto obtenido se purific6 por columna cromatografia de gel de silice
usando hexano: acetona (9:1), obteniendo un s6lido de color blanco con un rendimiento del
77%.

Los datos de caracterizacion para el compuesto T7 se encuentran en la Seccion 4.1.9. ya

que es el mismo compuesto obtenido por dos rutas diferentes.

4.1.17. Sintesis de los derivados esterificados de 20-oxo-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-3p-ilo (T8f—j en ruta 2)

RCOOH
DCC, DMAP

CHCl,

T8 (£ -j) h)

Se repitid el mismo procedimiento utilizado en la metodologia descrita en la Seccién
4.1.11.
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Tabla 4.3. Propiedades fisicas, espectroscopicas y espectrométricas (T8f—j en ruta 2)

Propiedades Valor /Aspecto
fisicas
f g h i j
Formula C27H35N305 CsH37N505 C29H29N303 C30H41N303 C31H43N305
molecular
Peso molecular 449.58 463.61 477.63 491.66 505.69
(u.m.a)
Punto de fusion 131-134 136-138 118-120 95-98 122-124
O
Rendimiento 50% 56% 58% 55% 51%

Aspecto fisico Solido blanco  Soélido blanco  Soélido blanco  Soélido blanco  Sélido blanco

hueso hueso hueso hueso hueso

Propiedades espectroscopicas y espectrométricas

UV (nm)
Triazol en C-21 204.19 204.60 204.27 204.50 204.51
Cetona o,p-insaturada 238.90 239.14 239.66 239.65 239.00
en C-20
Asignacion f g h i j
IR (cm™)
CH de -CH3 y CH: 2928 2930 2928 2930 2927
C=0 ester en C-3 1722 1723 1724 1724 1726
C=0 de cetona a,p- 1625 1625 1625 1683 1625
insaturada
C=C olefina 1575 1575 1574 1585 1578
C-Nen C-21 1270 1270 1270 1275 1270
C-O de éster 1088 1087 1087 1076 1087
RMN 'H (ppm)
H-18 0.90 (s, 3H) 0.98 (s, 3H) 0.96 (s,3H)  0.96 (s,3H)  0.90 (s, 3H)
H-19 1.30 (s, 3H) 1.01 (s, 3H) 1.20(s,3H) 1.30(s,3H) 1.30(s, 3H)
H-3 3.45 (m, 1H) 345 (m, 1H) 3.48 (m, 1H) 3.78 (m, 1H) 3.43(m, 1H)
CH3 del éster 1.83 (m, 1H) 230 (m, 1H)  2.30 (m, 1H) 2.30 (m, 1H) 3.30 (m, 1H)
H-21 4.82-5.00 4.84-5.02 4.86—5.04 4.86-5.04 4.86-5.04
(ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H,

J=17.6 Hz) J=17.6 Hz) J=17.6 Hz) J=17.6 Hz) J=17.6 Hz)
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Asignacion f g h i j
H-6 5.35(d, 1H, 5.35(d, 1H, 535(, 1H, 535(d,1H, 5.35(d, 1H,
J=5.3 Hz) J=5.3 Hz) J=5.9 Hz) J=5.9 Hz) J=5.8 Hz)
H-16 6.74 (s, 1H) 6.74 (s, 1H) 6.74 (s, IH)  6.74 (s, IH)  6.74 (s, 1H)
la 7.70 (s, 1H) 7.80 (s, 1H) 7.70 (s, 1IH)  7.70 (s, 1H)  7.70 (s, 1H)
2a 8.01 (s, 1H) 8.20 (s, 1H) 8.01(s, 1H)  8.01(s, 1H)  7.98 (s, 1H)
RMN "“C (ppm)
C-18 14.01 12.18 15.0 15.80 15.87
C-19 15.31 15.86 19.25 19.25 19.31
CH del éster 13.6 30.10 30.10 30.10 30.11
C-21 63.2 65.5 65.10 65.50 65.50
C-3 73.55 73.55 74.45 73.52 72.05
C-6 121.03 121.93 121.92 121.92 121.07
C-5 141.52 141.53 141.23 141.50 141.50
C-16 121.10 121.96 - 140.1 140.3
C-17 157.13 157.21 157.29 - 157.36
C-20 190.89 190.92 190.96 199.37 191.05
la 144.04 143.98 144.0 143.92 143.94
2a 152.15 152.15 152.17 152.20 152.20
C=0 ¢éster 174.44 174.96 176.37 175.57 176.58
EM-FAB (m/z)
[M+H]" pico base 450 464 478 492 506
pérdida de RCOOH 364 364 364 364 364
[M+H]"-83, pérdida de 367 381 395 409 523
N
N
CHg

A continuaciébn se describe la sintesis y caracterizacion de los compuestos

intermediarios y finales que contienen un grupo imidazol en el carbono 21, todos estos

compuestos fueron obtenidos por la ruta 2.
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4.1.18. Sintesis de 20,20-dimetoxi-16a,170-epoxi-3p-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-21-
(1H-imidazol-1-il)pregn-5-eno (16 en ruta 2)

2a

1H-imidazol, Cs,CO;
>
DMF

El procedimiento es el mismo reportado en la Seccion 3.1.7. usando 0.04 g (0.61mmol) de

1H-imidazol y 0.40 g (1.21 mmol) de carbonato de cesio.
Se obtuvo un so6lido de color blanco con un rendimiento de 78%.

Formula molecular: C31H46N>O5
Peso molecular (u.m.a.): 526.70
Punto de fusion (° C): 90-92

UV (nm): 205.20 (Imidazol en C-21).

IR (cm™): 2935 (C-H de CH, y CH3), 1667 (C=C en C-5), 1075 (C-O-C del epoxido en C-
16), 1028 (C-O en C-20), 1285 (C-N en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) § ppm: 1.00 (s, H-18, 3H), 1.28 (s, H-19, 3H), 3.23 (s, OCH;
en C-20, 3H), 3.28 (s, OCH3 en C-20, 3H), 3.44 (m, H-3, 1H), 3.90-4.07 (ABq, H-21,
J=16.8 Hz, 2H), 5.35 (d, H-6, J=5.4 Hz, 1H), 3.67 (s, H-16, 1H), 4.71 (t, CH de grupo
protector, 1H), 7.12 (s, H-Het, 2a, 1H), 7.71 (s, H-Het 1a, 1H), 8.09 (s, H-Het 3a, 1H).
RMN 3C (100 MHz, CDCl3) § ppm: 15.30 (C-18), 19.90 (C-19), 50.01 (C-16), 55.55 (C-
21), 50.45 (OCHj3 en C-20), 50.41 (OCH;3 en C-20), 76.10 (C-3), 97.09 (CH de grupo
protector), 101.97 (C-20), 121.23 (C-6), 141.29 (C-Het 2a), 141.31 (C-5), 144.89 (C-Het
la), 151.55 (C-Het 3a).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 525 pico base.
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4.1.19. Sintesis de 3p-hidroxi-21-(1H-imidazol-1-il)pregna-5,16-dien-20-ona (I7 ruta 2)

16/ N
234:1» 3a

CrCl, HCI1
Acido Acetico

El procedimiento es el mismo reportado en la Seccion 4.1.16. Obteniendo un producto
solido de color blanco, con un rendimiento del 73%.

Formula molecular: C24H3:N>0>
Peso molecular (u.m.a.): 380.52
Punto de fusion (° C): 179-181

UV (nm): 205.05 (Imidazol en C-21), 238.94 (Cetona a.,,-insaturada en C-20).

IR (cm™): 3439 (OH en C-3), 2930 (C-H de CH> y CH3), 1707 (C=0 en C-20), 1668 (C=C
en C-5), 1051 (C-O de OH en C-3), 1277 (C-N en C-21).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm: 0.95 (s, H-18, 3H), 1.30 (s, H-19, 3H), 3.52 (m, H-3,
1H), 3.66 (s, OH, 1H), 4.05—4.22 (ABq, H-21, J= 16.8 Hz, 2H), 5.32 (d, H-6, J=5.2 Hz,
1H), 6.74 (s, H-16, 1H), 7.04 (s, H-Het 2a, 1H), 7.35 (s, H-Het 1a, 1H), 7.78 (s, H-Het, 3a,
1H) .

RMN 3C (100 MHz, CDCl;) § ppm: 15.30 (C-18), 19.90 (C-19), 61.30 (C-21), 71.69 (C-
3), 121.01 (C-6), 141.21 (C-6), 141.24 (C-Het 2a), 144.30 (C-16), 144.89 (C-Het la),
151.55 (C-Het 3a), 206.09 (C-20).

EM-FAB (6eV) m/z [M+H]": 381 pico base.
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4.1.20. Sintesis de los derivados esterificados de 20-o0x0-21-(1H-imidazol-1-il)pregna-
5,16-dien-3p-ilo (I8a—j en ruta 2)

[ ’:‘ R= a) CH,CO-
3 b) CH;CH,CO-
N ¢) CH,CH,CH,CO-
d) CH,CH,CH,CH,CO-
¢) CH;CH,CH,CH,CH,CO-
a) CH;COOCOCH;
Py n > N O/
4> 1
b) RCOOH
DCC, DMAP g) I:(
CHC13 R-— 0
17 O G

Se repitid el mismo procedimiento utilizado en la metodologia descrita en la Seccion
3.1.10. para la obtencion del derivado I8a y la descrita en la Seccion 3.1.11. para los demas

derivados.

Tabla 4.4. Propiedades fisicas, espectroscopicas y espectrométricas (I8a—8e en ruta 2)

Propiedades Valor /Aspecto
fisicas
a b c d e
Formula C26H34N203 C27H36N203 CasH3sN203 C20H40N203 C30H42N203
molecular
Peso molecular 422.55 436.58 450.61 464.63 478.66
(u.m.a)
Punto de fusion 105-108 180-182 184-187 172-175 169-11
(((®))
Rendimiento 90% 68% 60% 55% 53%

Aspecto fisico Soélido blanco ~ Solido blanco ~ Soélido blanco ~ Solido blanco ~ Sdlido blanco

hueso hueso hueso hueso hueso

Propiedades espectroscépicas y espectrométricas

UV (nm)
Asignacion a b c d e
Imidazol en C-21 205.20 204.64 204.91 205.08 204.43
Cetona o,p-insaturada 239.50 240.01 239.87 243.09 239.32

en C-20
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Asignacion a b c d e
IR (cm™)
CH de -CH; y CH» 2937 2927 2929 2929 2931
C=0 ester en C-3 1729 1731 1729 1729 1730
C=0 de cetona a,p- 1688 1623 1624 1625 1625
insaturada
C=C olefina 1593 1568 1574 1574 1575
C-Nen C-21 1236 1270 1270 1270 1270
C-O de éster 1031 1087 1088 1087 1087
RMN 'H (ppm)
H-18 1.10 (s, 3H) 0.90 (s, 3H) 1.10(s,3H) 1.01(s,3H) 0.90 (s, 3H)
H-19 1.30 (s, 3H) 1.20 (s, 3H) 1.30(s,3H) 1.29(s,3H) 1.02 (s, 3H)
H-3 390 (m, 1H) 3.90(m, 1H) 3.90 (m, 1H) 3.90 (m, 1H) 3.90 (m, 1H)
CH3 del éster 2.03(m, 1H) 1.10(m, 1H) 1.00 (m, IH) 0.90 (m, 1H) 0.67 (m, 1H)
H-21 4.63-4.80 4.63-4.80 4.63-4.80 4.63-4.80 4.63-4.80
(ABq, 2H, J (ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H,
J=16.8 Hz) J=16.8 Hz) J=16.8 Hz) J=16.8 Hz) J=16.8 Hz)
Asignacion a b c d e
H-6 5.35(d, 1H, 5.35(d, 1H, 535(, 1H, 5.35(d,1H, 5.36(d, IH,
J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz)
H-16 6.73 (s, 1H) 6.73 (s, 1H) 6.73 (s, IH)  6.73 (s, 1H)  6.73 (s, 1H)
la 7.32 (s, 1H) 7.32 (s, 1H) 732 (s, 1H) 7.32(s, 1H)  7.32 (s, 1H)
2a 7.04 (s, 1H) 7.04 (s, 1H) 7.04 (s, IH) 7.04(s, 1H)  7.04 (s, 1H)
3a 7.69 (s, 1H) 7.69 (s, 1H) 7.69 (s, IH)  7.69 (s, 1H)  7.69 (s, 1H)
RMN “C (ppm)
C-18 15.40 15.30 15.01 15.30 15.30
C-19 20.30 21.30 23.40 24.50 22.13
CH del éster 21.0 11.30 12.30 12.01 11.36
C-21 65.60 65.35 65.30 63.40 62.31
C-3 74.07 71.54 71.54 71.54 71.54
C-6 121.96 121.01 121.01 121.01 121.01
C-5 140.10 141.21 141.21 141.21 141.21
C-16 147.20 147.80 148.44 148.45 148.19
C-17 156.00 157.09 157.12 155.12 155.71
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Asignacion a b c d e
C-20 199.27 206.09 206.09 206.09 206.08
la 144.21 144.21 144.89 144.89 144.89
2a 140.03 141.30 141.26 141.22 141.22
3a 152.04 151.55 151.55 151.55 151.55
C=0 éster 170.67 196.64 196.64 196.64 196.64
EM-FAB (m/z)
[M+H]" pico base 423 437 451 465 479
pérdida de RCOOH 363 363 363 363 363
[M+H]"-82, pérdida de 341 355 369 397 341

N
Q
C

Hj
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Tabla 4.5. Propiedades fisicas, espectroscopicas y espectrométricas (I8f—j en ruta 2)

Propiedades Valor /Aspecto
fisicas
f g h i j
Formula CasH36N203 C2oH38N105 C30H40N203 C31H4N205 C32HaaN2Os
molecular
Peso molecular 448.59 462.62 476.65 490.67 504.70
(u.m.a)
Punto de fusion 187-189 101-103 91-93 193-195 180-182
O
Rendimiento 55% 57% 45% 55% 53%
Aspecto fisico Solido blanco  Soélido blanco  Soélido blanco  Soélido blanco  Sélido blanco
hueso hueso hueso hueso hueso
Propiedades espectroscopicas y espectrométricas
UV (nm)
Asignacion f g h i j
Imidazol en C-21 204.89 204.67 204.27 204.80 204.22
Cetona o,B-insaturada 240.01 240.05 239.66 240.02 240.05
en C-20
IR (cm™)
CH de -CH3 y CH: 2926 2928 2928 2929 2917
C=0 ester en C-3 1726 1723 1724 1726 1725
C=0 de cetona a,p- 1624 1624 1625 1624 1626
insaturada
C=C olefina 1570 1572 1574 1591 1564
C-Nen C-21 1270 1270 1270 1270 1260
C-O de éster 1086 1087 1087 1080 1115
RMN 'H (ppm)
H-18 1.25 (s, 3H) 0.80 (s, 3H) 1.10 (s, 3H)  1.24(s,3H) 1.01 (s, 3H)
H-19 1.30 (s, 3H) 0.90 (s, 3H) 1.30 (s, 3H) 1.40(s,3H) 1.20 (s, 3H)
H-3 347 (m, IH) 390 (m, IH) 3.47(m, 1H) 3.45(m, 1H) 3.49 (m, 1H)
CH del éster 1.65(m, IH) 229 (m, IH)  2.31 (m, IH) 2.30 (m, 1H) 2.30 (m, 1H)
H-21 4.62-4.80 4.63-4,80 4.63-4,80 4.63-4.80 4.63-4.80
(ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H, (ABq, 2H,
J=16.8 Hz) J=16.8 Hz) J=16.8 Hz) J=16.8 Hz) J=16.8 Hz)

52




N

Ciencias
DESARROLLO EXPERIMENTAL Quimicas
Asignacion f g h i j
H-6 5.35(d, 1H, 5.35(d, 1H, 535(d, 1H, 5.35(d,1H, 5.35(d, 1H,
J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz) J=5.2 Hz)
H-16 6.72 (s, 1H) 6.73 (s, 1H) 6.73 (s, IH)  6.73 (s, 1H)  6.75 (s, 1H)
la 7.35 (s, 1H) 7.34 (s, 1H) 732 (s, 1H)  7.35(s, 1H)  7.35(s, 1H)
2a 7.11 (s, 1H) 7.04 (s, 1H) 7.04 (s, 1H)  7.10(s, 1H)  7.10 (s, 1H)
3a 7.51 (s, 1H) 7.69 (s, 1H) 7.69 (s, IH)  7.51(s, 1H)  7.51 (s, 1H)
RMN "“C (ppm)
C-18 13.25 13.40 13.01 20.01 19.40
C-19 15.00 19.01 19.00 21.00 20.00
CH del éster 10.1 30.21 30.10 30.10 30.11
C-21 62.45 62.32 62.30 62.21 62.10
C-3 73.82 73.54 73.54 73.91 73.91
C-6 119.23 121.91 121.91 121.02 121.02
C-5 140.60 140.25 140.15 141.27 141.27
C-16 147.21 144.00 144.00 141.45 144.50
C-17 --- --- --- 157.09 154.51
C-20 204.08 199.36 199.36 200.87 200.87
la 147.22 128.83 128.83 144.89 144.52
2a 139.99 124.60 124.60 141.21 121.12
3a 157.00 156.99 156.99 154.41 157.09
C=0 éster 174.44 175.09 175.09 170.66 170.66
EM-FAB (m/z)
[M+H]" pico base 449 463 477 491 505
pérdida de RCOOH 363 363 363 363 363
[M+H]"-82, pérdida de 367 381 395 409 423

N
L3
i

3
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4.2. Desarrollo parte biologica

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

Material biologico

75 hamsteres machos de la cepa Syrian Golden con peso promedio entre 200-250 g.
Tejido de prostata humana conservado a -70 °C proporcionado por el Departamento
de patologia del Hospital General de la ciudad de México.

Equipos

Ultracentrifuga marca Beckman modelo Optima L-70K.
Centrifuga marca Beckman modelo Allegra 6R.
Analizador de centelleo Packard modelo Tri-Carb 2100 TR.

Placas cromatograficas de gel silice 60 GF254 en soporte de aluminio (20x20 cm,
Merck).

Incubadora marca Julabo modelo SW22.

Sustancias

Testosterona [*H] (T[H?]) actividad especifica 85-105 Ci/mmol suministrado por
NEM Life Science Products, Inc. (Boston, MA).

Mibolerona [*H] actividad especifica 70-87 Ci/mmol suministrado por NEN Perkin
Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA).

Androstenediona [*H] (A*A [°H]) actividad especifica 24,9 Ci/mmol suministrado
por NEN Perkin Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA).

Ensayo in vitro (inhibicién de la enzima 5a-reductasa)

El ensayo para la determinacion del porcentaje de inhibicion de la enzima Sa-reductasa se

dividi6 en 2 partes; La primera parte consistio en la extraccion de la enzima Sa-reductasa y
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la segunda en las pruebas para determinar la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de los

compuestos evaluados.

4.2.4.1. Extraccion y asilamiento de la enzima Sa-reductasa (Tipo 1)

Dos ratas adultas (8 meses de edad), obtenidas en la Universidad Autonoma Metropolitana
en Xochimilco, fueron pesadas y dejadas en abstinencia de comida toda la noche para
disminuir los niveles de glucogeno antes de que se extirparan sus higados para utilizarlos
como fuente de la Sa-R1. Los higados (30 g) se cortaron y homogeneizaron en un volumen
de la solucion tampon A (20 mM de fosfato de sodio, 0.32 M de sacarosa. 0.1 mM
ditiotreitol, pH=6.5), este procedimiento se llevo a cabo a 4 °C segun lo establecido por el
protocolo.

Después, la suspension del tejido homogeneizado fue centrifugada (13.200 rpm, 20 min,
0°C), el sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de malla de nylon y se centrifugo
nuevamente (10.000 rpm, 60 min, 4 °C); el pellet microsomal fue resuspendido en 5
volumenes de la solucion buffer A con un homogeneizador. Finalmente se determino la
cantidad de proteina por el método de Bradford.

La suspension fue re-centrifugada (13.200 rpm, 20 min, 4 °C) y el pellet fue resuspendido
en la solucion buffer A para dar una concentracion final de 20 mg de proteina/mL. El pellet
microsomal se almacend a -70 °C mientras se prepararon las muestras esteroidales para su

posterior evaluacion.

4.2.4.2. Extraccion y aislamiento de la enzima Sa-reductasa (Tipo 2)

La prostata de cadaver humano se cortd y homogeneizé utilizando una solucion A (20 mM
de fosfato de sodio, 0.32 M de sacarosa. 0.1 mM ditiotreitol, pH=6.5). Este homogeneizado
se centrifugd a 1500 rpm durante 20 minutos. El pellet formado se separd y se lavo 3 veces
con el medio A, nuevamente se centrifugd a 4400 rpm durante 10 min. Finalmente el pellet
se resuspendid en el medio A y se almacend a -70 °C. Se determiné el contenido de
proteinas por el método de Bradford utilizando como referencia albumina sérica bovina.

Para hacer el andlisis sobre la prostata de hamsteres se sacrificaron 50 machos con
aproximadamente 72 horas de castracion. Se separaron la prostata y las vesiculas seminales.
Se limpiaron los tejidos perfectamente de grasa y se pesaron por separado. Los tejidos se
homogeneizaron con una mezcla que contenia: 20 nM de HCl-tris, 1.5 mM EDTA, 20 mM
de molibdato de sodio y 10% de glicerol, con relacion al peso del tejido (v/p 3:1). La
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homogenizacion se centrifugd a 14000 rpm, durante 1 hora a 2 °C. Posteriormente se
separ6 el precipitado, se suspendid en tres volumenes del medio A en relacion con el peso
del tejido obtenido inicialmente y se determind el contenido de proteinas tanto en la
fraccidbn microsomal como en la citosdlica, por el método de Bradford, y fue usada como
fuente de la 5a-R2

4.2.4.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de la enzima Sa-

reductasa

Para cada uno de los compuestos sintetizados, se prepararon una serie de tubos en los
cuales se utilizaron 6 series de tubos de ensayo con concentraciones desde 101 — 10
disueltos en metanol y conteniendo T [*H] a una concentracion final de 2 nM, asi mismo se
incluyeron los tubos controles a los que se adicioné T [*H] a la misma concentraciéon de 2
nM. Los tubos se colocaron en bafo agua y atmosfera de nitrogeno hasta evaporar
totalmente el disolvente; enseguida se anadid 720 uL de bufer de fosfatos (40 mM),
pH=6.5, 80uL de fraccion microsomal (de higado de rata para la 5a-R1 y de prostata de
cadaver humano para la 50-R2), que contenia 360 pg/mL de proteina. Posteriormente se
adicionaron 100 puL de DTT (1ImM) y 100 uL. de NADPH (2mM) con los que se dio inicio
a la reaccion.

Los tubos se agitaron en un vortex y se incubaron a 37 °C por una hora; finalizado este
tiempo se agregd 1 mL de diclorometano para detener la reaccion y se agitd nuevamente.
Se extrajo la fase orgénica en la que se encontraba la DHT [*H] realizando tres extracciones
mas y una vez reunidos los extractos, el disolvente se evapord en un bafio de agua. El
solido formado se resuspendié con 0.5 mL de metanol y se aplico gota a gota en una placa
cromatografia para separar la DHT [°H] formada; el procedimiento se repitid 5 veces;
adicionalmente se aplicaron los estdndares de testosterona y DHT en cada extremo de la
placa. Se eluy6 3 veces en un sistema de elucion cloroformo-acetona 9:1.

Para la visualizacion de los estandares, las placas se observaron bajo 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] (Rf=0.64), después, los pedazos de
silice se colocaron en viales en donde se les adicion6é 5 mL de liquido de centelleo Ultima
Gold (Packard) y finalmente se leyod la reactividad producida por la DHT [*H] en el
analizador de centelleo. La actividad de la enzima se calculd en base a los controles que se

incubaron en presencia inicamente de T [°H]. Cada experimento se realizo por duplicado.
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Los resultados obtenidos para este ensayo mostraron que la actividad de la T+Finasterida
dio como ICso de 63x10° M para la enzima extraida del higado de las ratas (50-R1) y para

la enzima prostatica humana un valor de 8.5x10° M (50-R2).
4.2.4.4. Determinacion de la union al receptor de androgenos en prostata de rata

Con el fin de determinar la union de los compuestos sintetizados frente al receptor de
androgenos las prostatas de 50 ratas adultas (8 meses de edad, 500 g de peso aprox.) fueron
removidas, pesadas y empapadas de TEMD (40 mM de tris-HCI, 3 mM de EDTA y 20 nM
de molibdato de sodio, 0.5 mM de ditiotreitol, 10 % de glicerol, pH= 8) antes de su uso.
Todos los procedimientos se realizaron a 0 °C.

Los tejidos se homogeneizaron en un volumen de solucion buffer TEMD mas inhibidores
de proteasas (2 mM PMSF, 10 pg/mL antipaina, 5 mM leupeptina) en un bafio de hielo con
un homogeneizador. Los homogeneizados se centrifugaron (14.000 rpm, 60 min) y se
obtuvo la fraccion citosolica a partir del liquido sobrenadante de la prostata de las ratas. El
homogenizado descrito anteriormente se almacen6 a -70 °C y la proteina (6 mg de proteina
en 200uL) fue determinada por el método de Bradford.

Este estudio se realizo a partir de la prostata de las ratas debido a que la glandula prostatica
es mas grande que en los hamsteres y no se ha encontrado una diferencia entre el RA de

rata y del hamster.
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Tabla 4.6. Valores de Clsp para las isoenzimas 50-R y el porcentaje de unién al receptor de
andrégenos (I7a—I7e en ruta 2)
S5a-R 1 50-R 2 Union al

ESTRUCTURA Compuesto R ICso [nM] | ICso [uM] | RA (%)
T+Finasterida - - 630 0.0085 NA
7
(0] N
Q;S:/g T7 - NA NA NA
HO
T8a _CH; NA 100 NA
T8b -C,Hs 88 NA NA
T8&c -CsH7 NA NA NA
N//\JN T8d -C4Ho 320 NA NA
o N T8e -CsHiy 100x10°’ NA NA
TS8f [>— NA 118 NA
T8g O— NA NA NA
(0}
A T8h O— NA NA NA
TS (- NA NA NA
T (- NA 98.4 NA
(/\N
g
o N
ﬁé:g 17 - NA 118.8 NA
HO
18a -CH; NA 122 NA
18h -C,Hs NA NA NA
18c -C3H, NA NA NA
a2 18d -CaHy NA NA NA
o N I8¢ “CsHiy NA NA NA
I8f [>— NA 0.711 NA
18g - NA 0.0764 NA
(0]
18h = NA 0.035 NA
R)J\O
18i (- NA 0.0293 NA
18] (- NA NA NA

NA: No activo

58



N
Ciencias

DESARROLLO EXPERIMENTAL Quimicas

4.2.5. Ensayo in vivo (determinacion de actividad antiandrogénica)

El efecto antiandrogénico se determino empleando hamsteres de la cepa Syrian Golden
(100-200g de peso) castrados, para esto se utilizaron 25 grupos de 3 animales por
experimento, estos fueron gonadectomizados 30 dias antes del experimento,
manteniéndolos a una temperatura controlada de 22 °C y periodos de luz-oscuridad por 12
h, con suministro de agua y comida ad [ibitum. Posteriormente, se administraron

subcutaneamente las muestras por 6 dias como se explica a continuacion:

e Grupo control 1: 200 pL de aceite de sésamo (vehiculo).

e Grupo control 2: 200 pg de testosterona en 200 puL de aceite de sésamo.

e Grupo control 3: 200 pg de testosterona mas 200 pg de Finasterida en 200 uL de
aceite de sésamo.

e Grupos experimentales (4-22): 200 pg de testosterona en 200 uL de aceite de
sésamo mas 400 ug de los compuestos T7, T8a—j, 17, 18a—j.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para el peso de la prostata, peso de las
vesiculas seminales y el didmetro de los nodulos pigmentados.
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Tabla 4.7. Resultados de pruebas in vivo.
Dlilaﬁzel:cohge Peso de la Peso de las
ESTRUCTURA Compuesto R . , vesiculas
pigmentada prostata (mg) .
(mm) seminales (mg)
Control - - 2.03 +£0.63 50.4+9.9 96.11 £12.5
Testosterona - - 5.65+1.12 98 +32.6 200.6 = 55
T+Finasterida - - 3.57+0.89 69.6 £21.2 161.4 +£44.5
/N
N\ J
o N
/(jé:@) T7 - 3.05+1.53 89 £16 163.33 +41.36
HO
T8a -CH3 2.9+0.85 87.65£21.78 | 216.075+ 67.23
T88b -C,H;s 2.79+1.42 89.55+£21.07 157.08 £ 32.61
I~ T8¢ -CsH7 2.71 £0.68 81.3 +57 138.9 £45
N\/ | T8d -C4Ho 3.71+£0.98 82.30+21.85 180.03 +39.47
o | T8e -CsHi; 2.8 +£0.35 86.9+19.5 200 + 56.7
T8f D— 2.88+0.77 107.48 +£22.8 180.03 + 39.47
o T8g O— | 214225 100 + 40 130+ 58
o T8h O— | 28+10 97 + 30 120 + 25
TS (- 3403 88 + 10 150 + 15
TS; (} 445+041 | 78241855 | 203.98+47.8
(/\N
g
o N
/(j;S:g 17 - 3.08 +£0.21 111.08 £ 13.16 | 213.75+16.05
HO
I8a -CH; 3.06 £0.08 85.80+19.41 200.50 + 32.79
I8b -C,H;s 1.80+0.38 88.40+16.10 231.70£25.08
. I8c -CsH5 1.98+0.8 83.43+8.46 217.45+59.28
fj 18d -C4Ho 2.94+0.99 80.93+6.06 198.33+£22.20
o [ I8e -CsHiy 3.36+0.40 71.85+6.06 198.33+£22.20
I8f >— 3.4+0.47 77.1£17 160.9+15.8
o 18g O— | 3.0:045 74.3+18 145.2+32.1
RJ\O I8h E>~ 4.0+£0.4 65.1£15.8 143.7+£50.66
18i { 2.440.3 54.3+4.9% 143.68+50.7
18] @ 2.8+0.5 78.8+10.3 143.6+29.89
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4.2.6. Ensayo in vitro, citotoxicidad en lineas celulares cancerosas humanas
Para analizar los compuestos T7, T8a-f, 17 y I8a-f se utilizaron 3 lineas celulares

cancerosas humanas:

e PC-3: Prostata
e MCF7: Mama
e SK-LU-1: Pulmdn

Estas fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI).
Las células se cultivaron en medio RPIM-1640 enriquecido con 10% de suero fetal bovino.
2 mM L-glutamina, 100 UI/mL penicilina G, 100 pg/mL sulfato de estreptomicina, 0.25
ug/mL de anfotericina B y 1% de aminoacidos no esenciales, se incubaron a 37°C en
atmosfera himeda con 5% de CO..

Posteriormente se tomo6 100 uL de la linea celular correspondiente, el contenido de células
por pozo varia entre 5000 y 10000 dependiendo de la linea celular, se incubd por 24 h. se
prepard una solucion stock en dimetilsulfoxido (DMSO) de cada compuesto a evaluar,
dicha solucion se adicion6 a cada pozo de las lineas celulares en 100 pL de medio de
cultivo siendo la concentracion final de cada compuesto de 50 uM y se incubd por 48 h.
(plato experimental). Adicionalmente se prepard otro pozo al cual se adiciond tnicamente
medio de cultivo este, Gltimo se incubd por 1 hora (plato basal); ambas incubaciones se
llevaron a cab6 a 37 °C en atmdsfera con 5% de CO2 y 100% de humedad relativa.
Finalizado el tiempo correspondiente se realizé la fijacion de los cultivos celulares in situ
por la adicion de 50 pL de acido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) frio, se incubd por 60 m.
a 4°C, se desecho el sobrenadante y se hicieron 5 lavados con agua desionizada y se dejo
secar por 24 h. Posteriormente se realizo el tefiido adicionando 100 pL de sulforodamida B
(SRB) (0.4% p/v en 1% &cido acético) a cada pozo, se incubd por 30 m. a temperatura
ambiente, posteriormente se hicieron lavados con una solucion de 4cido acético al 1% y se
dejo secar por 24 h. las células fijadas se resuspendieron utilizando 10 mM de buffer Tris,
pH=10 en agitaciéon por 5 min. Finalmente se determiné la densidad oOptica a 515 nm
utilizando un lector de ELISA.
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Tabla 4.8. Porcentaje de inhibicién de la proliferacion sobre diferentes lineas celulares de

cancer

ESTRUCTURA Compuesto R PC-3 MCF7 SK-LU-1
Ketoconazol - - 88.48 £3.9 95.16 4.8 7339+ 1.6
16-DHP : - 21.4£11.5 25.541.2 12.8+3.5
(0] N
T7 - 6134023 89+ 16 88.9+5.5
HO
T8a CH; | 562+13 59.4+23 748+ 1.5
T8b -C;H; NA 59+22 8.8+0.7
. T8¢ CH; | 92+16 25.6+2.7 15.6+ 1.8
N T8d CiHy, | 382422 38.5+0.9 202+2.8
o ) T8e CsHy, | 169+1.8 144402 6.4+17
TSf >— NA NA NA
o T8g - NA NA NA
o T8h O— NA NA NA
TS (- NA NA NA
T8 (- NA NA NA
(/\N
g
0 N
Q;Sjg 17 ; 96.2+ 1.3 89.4+2.3 748+ 1.5
HO
18a CH; | 79.6+8.7 77.9+0.8 96.7 + 1.3
18b CHs | 226452 0 16.8 < 1.0
I8¢ -C:H5 0 0 25.2+0.1
N 18d CHy | 23.7+29 513+83 392482
o | I8¢ CHy,;, | 172%36 28.1+4.9 28.5+7.4
18f [>— ND ND ND
o I8¢ - ND ND ND
o 18h O ND ND ND
18i (- ND ND ND
18 (- ND ND ND

NA: No activo

ND: no determinado
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4.2.7. Determinacion de la Clyoy la Clso en lineas celulares de cancer de los
compuestos T8 e 17

Se determind la Clso de los dos compuestos cabeza de serie (T7, I7) sobre las tres lineas
celulares utilizando el método de proliferacion con el Kit XTT (Roche®). Las células PC-3
fueron incubadas en medio RPMI 1640, las MCF7 en DMEM-HG y las SK-LU-1 en
DMEM-F12, todos los medio suplementados y sin rojo fenol. El efecto antiproliferativo de
los compuestos fue evaluado a diferentes concentraciones. Para esto se cultivaron 1000
células por pozo, en placas de 96 pozos, cada muestra se realizd por sextuplicado. Después
de 24 h. el medio de cultivo fue removido y se adicionaron los compuestos a diferentes
concentraciones (1x1071%-1x10* M), se utilizo etanol (0.1 % v/v) como vehiculo (V). Las
células se dejaron incubar a 37 °C por 4 dias (el plato control solo fue incubado por 4 h.)
después de este tiempo se realizd la adicion del XTT segiin lo recomendado por el
fabricante y se realiz6 la lectura de los platos a 492 nm en un lector de microplatos. Cada
uno de los experimentos se realizo por triplicado, los datos obtenidos fueron normalizados
utilizando el vehiculo como el 100% de proliferacion. Los resultados fueron analizados
utilizando el software para graficar Origin 5, usando un anélisis de regresion no-lineal con
una curva sigmoidal basado en la curva de dosis-respuesta. El andlisis estadistico se llevo a
cabo por medio del software Sigma Plot 12.0 utilizando un Andlisis de Varianza con un

solo factor (Anova) considerando las diferencias significativas con *P < 0.01 vs. V.

4.2.8. Determinacion de la expresion génica del compuesto 17

Debido a que el compuesto I7 presentd mejores resultados de inhibicion sobre las tres
lineas celulares, se realizd un estudio sobre diferentes genes implicados en el proceso de la

proliferacion y la apoptosis celular, para determinar un posible mecanismo de accion.

Tabla 4.9. Genes estudiados relacionados con la proliferacion y la apoptosis

Proliferacion Apoptosis
e Ciclina DI (CCNDI)
e Ciclina E1 (CCNE1) e BIM
e Ki-67 e Survivina
e Canal de potasio Eter-4-go-go (EAG1)
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Las células de cancer fueron cultivadas e incubadas en presencia de diferentes
concentraciones del compuesto 17 (1x107°-1x10"* M) utilizando etanol como vehiculo (V),
en cajas de 25 cm? por 24 horas. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo fue aspirado
y el RNA total fue extraido utilizando 500 pL del reactivo de Trizol, el cual fue colectado
en tubos de 1.5 mL y centrifugado (13200 rpm, 4 °C, 20 min) con 200 pL de cloroformo,
generando una fase acuosa que contenia el RNA y una fase organica, obtenida la fase
acuosa se adicionaron 500 pL de isopropanol para precipitar el RNA, se centrifugd
nuevamente, se descarto el sobrenadante y al precipitado obtenido se le afiadi6 1 mL de
etanol al 75 % y se dejo centrifugar, se desechd el sobrenadante y el precipitado se dejo
secar y finalmente se anadio 25 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) para
disolver el RNA. La cantidad y la pureza del RNA obtenido se cuantifico utilizando un
espectrofotometro calibrado entre 260-280 nm de absorbancia.

Cuantificada la proteina se realizo la transcripcion inversa (obtencion del ADN
complementario) usando 1 pg de ARN total y un sistema transcriptor RT (Roche®), el cual
consistia en la transcriptasa reversa (RT) y el oligo-dT, utilizando un termociclador Perkin-
Elmer 9600 programado de la siguiente manera: 65 °C por 10 min, 55 °C por 30 min y 85
°C por 5 min.

Obtenido el ADNCc se realizo la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)
utilizando el estuche comercial Light Cycler Tagman Master (Roche®) y un termociclador
LightCycler® 2.0, el protocolo utilizado fue el siguiente: Taq ADN activacion de
polimerasa y desnaturalizacion inicial del ADNc a 95 °C por 10 min,
45 ciclos de amplificacion, cada ciclo consistié en 10s. 295 °C,30sa 60 °Cy1s.a72°C.
Finalmente 10 s. de enfriamiento

Las expresiones génicas fueron normalizadas utilizando el gen B-actina como control
interno, los iniciadores y las sondas para cada gen se fueron disefiados con Universal Probe

Library Assay Desing Center de Roche.
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Tabla 4.10. Sondas y cebadores utilizados para la qPCR.

Gen Sentido Antisentido No. de

Sonda
CCNDI/NM 053056.2 gaagatcgtcgecacctg Gacctectectegescttet 67
CCNEI/NM 0012381 ggccaaaatcgacaggac Gggtctgcacagactgeat 36
Ki-67/X65550.1 ggtgtgcagaaaatccaaaga Actgtccctatgacttctggttg 73
EAG1/AF078741.1 cctggaggtgatccaagatg ccaaacacgtctccttttcc 49
BIM/ AY305716.1 gctgtggaggctgaatce tcggetgettggtaattatte 63
Survivin/AB154416.1 geccagtgtttettetgett aaccggacgaatgcttttta 11
CYP24A1/NM 0007823 catcatggccatcaaaacaa gecagctcgactggagtgac 88
B-actin/NM_001101.3 ccaaccgcgagaagatga ccagaggcgtacagggatag 64
agccacatcgctgagacac gcccaatacgaccaaatcc 60

GAPDH/AF261085.1

Como trabajo complementario se decidid determinar si el compuesto I7 presentaba
interaccion con el receptor de vitamina D (VDR), evaluando su capacidad para inducir el
gen CYP24A1 el cual esta directamente relacionado con este receptor.

Las células de PC-3 fueron utilizadas para realizar este ensayo, las cuales fueron incubadas
a diferentes concentraciones del compuesto (1x107° —1x107% M) y en presencia y ausencia
de Calcitriol (1x1078 M). Se utiliz6 el gen GAPDH como control interno.

Todos los resultados obtenidos fueron analizados en el programa Sigma Plot 12.0,
determinando los resultados representativos (P < 0.01) basados en una curva dosis-

respuesta determinada por un ANOV A de un solo factor.

4.2.9. Evaluacion del compuesto I7 sobre los receptores de androgeno y progesterona
en células HeLa

Con la intenciéon de determinar si el compuesto I7 presenta una interaccion con los

receptores de androégenos o progesterona, se realizd un estudio de transfeccion

65




N
Ciencias

DESARROLLO EXPERIMENTAL Quimicas

sobre la linea celular HelLa (cdncer cérvico-uterino), la cual carece de receptores,
facilitando la induccion de un vector (receptor) a la célula para su estudio.

Las células HeLa fueron sembradas un dia antes de la transfeccion en platos de 6 pozos en
medio DMEM-HG libre de rojo fenol suplementado con SFB al 5%, 100 U/mL de
penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina y se incubaron a 37 °C en atm 5 % CO». Al dia
siguiente las cé€lulas fueron visualizadas al microscopio para verificar que la confluencia
fuera de 30-50%. Las transfecciones se realizaron por triplicado usando el Kit de
(QIAGEN®), 1.0 pg del vector de expresion pLEN-hPRB para el receptor de progesterona
y pSVhAR.BHEXE para el receptor de androgenos y 0.5 pg de PRE-E1b-CAT el cual
funciona como pldsmido reportero, este contiene un oligonucle6tido con un elemento de
respuesta y un adenovirus  EIbTATA fusionado con el gen de cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT). 24 h. después, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones del compuesto I7 solo o en combinacion con progesterona o So-DHT, o
sus respectivos antagonistas RU486 y Flutamida. Los platos fueron incubados por 24 h.
utilizando etanol como vehiculo (V). Finalmente la actividad CAT fue determinada usando
5 pg de proteina, 10 pg de butiril coenzima-A, 2x10° cpm de extracto de xileno
[*H]cloranfenicol en tris-HC10.25 M, pH=S8.

El plasmido reportero y los vectores de expresion génica fueron amablemente donados por
el Dr A.J. Cooney (Baylor College of Medicine).

4.3. Estudios Docking para los compuestos T7 e I7 sobre RP, RAy RVD

Con el fin de determinar las posibles interacciones moleculares entre los compuestos T7 e
I7 y los receptores estudiados in vitro (RP, RA, RVD) se realizd un estudio de
acoplamiento molecular. Teniendo en cuenta el origen estructural de estos compuestos, se
utilizaron el receptor de progesterona (PR: NR3C3), el receptor de androgenos (AR:
NR3C4) y el receptor de vitamina D (VDR, NR111).

La estructura cristalina de rayos x de los tres receptores fueron obtenidos de la Data Bank
Protein (DBP) con los siguientes codigos: 3D90 para PR, 1XQ3 para AR y 1S19 para
VDR, cada uno cocristalizado en su sitio activo con 13-B-etil-17-alfa-etinil-17f3-
hydroxygon-4-en-3-ona®, (17B)-17-hidroxi-17-metilestra-4,9,11-trien-3-ona® y

165

Cacipotriol™, respectivamente.
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Las optimizaciones de las geometrias de cada uno de los compuestos fueron realizadas por
el método de mecanica molecular utilizando el campo de fuerza MMFF94x con el
programa Spartan 10, filtrando los conformeros con menor energia de cada uno de los
compuestos. Los sustituyentes de los ligandos fueron seleccionados utilizando MGL Tools
1.5.4 y el estudio de acoplamiento se realiz6 utilizando AutoDock 4.2 y Glide 5.7.6-¢7

Para realizar el docking usando Glide, los ligandos y sus receptores fueron preparados
utilizando el programa computacional Maestro v9.8.%

Se realizo una caja tridimensional de 70Ax70Ax70A, espaciada con 0.375A, conteniendo
en el centro el aminoacido GLN725 en PR, GLN711 en AR y SER278 en VDR, Los
parametros usados fueron: numero de GA (25), poblacion (150), energia de las
evaluaciones (2,500,000) y un nimero maximo de individuos de evaluacion (27,000). El
mejor modelo de acoplamiento fue seleccionado basado en la menor energia de enlace.

Todas las figuras fueron preparadas con el programa PyMOL.%

67



N
Ciencias

ANALISIS DE RESULTADOS Quimicas

5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1.Parte quimica

De acuerdo a las rutas sintéticas planteadas en este trabajo se utilizdé como materia prima el
3B-acetoxipregna-5,16-dien-20-ona (1), ya que es comercial, de costo accesible y ademas
es tomado como punto de partida en muchas sintesis de compuestos esteroidales con
aplicacion en los tratamientos hormonales.

Gracias a estudios realizados previamente en nuestro grupo de investigacion, se obtuvieron
los datos de la caracterizacion de esta materia prima por sus propiedades fisicas y

espectroscopicas.

160,17a-epoxi-33-hidroxipregna-16-en-20-ona (2)

El compuesto epoxidado se obtuvo empleando NaOH, metanol y peréxido de hidrogeno, se
empleo esta reaccion debido a su quimioselectividad, ya que a pesar de que el esteroide
presenta dos enlaces dobles ambos presentan diferentes propiedades electronicas. La
estructura de este compuesto se confirmo de la siguiente manera:

La espectroscopia de IR presento dos bandas importantes, una ancha e intensa en 3343 cm’!
correspondiente al estiramiento de O-H en C-3 y otra banda a los 1045 cm’
correspondiente al estiramiento de C-O-C del epoxido en C-16. En el espectro de RMN de
'H se observaron tres sefiales simples correspondientes a los metilos en C-18 (1.00), C-19
(1.03) y C-21 (2.03), ademas una senal simple a 3.66 ppm correspondiente al proton que se
encuentra en C-16, debido a que este protdn se encuentra en un angulo de 90° con respecto
a sus vecinos, las sefiales no se desdoblan y se ve como un singulete confirmando la
presencia del epoxido entre C-16 y C-17. Otra sefial a 3.50 ppm confirmé la presencia del
O-H en C-3 La espectroscopia de RMN de '3C exhibi6 las sefiales de C-16 (60.55) y C-17
(71.16) corroborando la presencia del epoxido, también se observo la sefial del carbono
unido al grupo OH en C-3 (71.75). Mediante el método de FAB se confirmo el ion
molecular [M+H]" a 331 m/z.

El mecanismo propuesto para la obtencion del compuesto 2 consiste en la formacion del
anion hidroperoxido (HOO"), el cual realiza una adicion 1,4 tipo Michael sobre la cetona
o,pB-insaturada, deslocalizando los electrones entre el oxigeno del carbonilo
(enolato) y el carbono o (carbanion). Posteriormente, se lleva a cabo un ataque
nucleofilico (Sn2) del enolato sobre el oxigeno del peroxido generando la formacion del

anillo de oxirano. Es importante destacar que el ataque nucleofilico se lleva a cabo por la
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cara o del anillo D del esteroide, ya que la cara  se encuentra impedida estéricamente por

el metilo angular de C-18, dando como producto mayoritario el epoxido a.

o Q -

CHs i X CH 02
o3 CH ° CH, ) CHs
—_—> """O\ llllllo\
1S on | OH “OH |
HO—O’\)}"\@
H ~OH

Esquema 5.1. Mecanismo de reaccion para la epoxidacion y obtencion del compuesto 2.

La obtencion de los siguientes intermediarios y compuestos finales se realizo implementado
la Ruta 1 (Esquema 4.2.).

3B-{[tert-butil(dimetil)sililjoxi}-16a,17a-epoxipregn-5-en-20-ona (3 en ruta 1)

El compuesto 3 se obtuvo protegiendo el grupo hidroxilo en C-3 del compuesto 2 con
cloruro de tert-butil(dimetil)sililo y usando como base imidazol (catalizador nucleofilico).
En este mecanismo Corey’’ asumié que la reaccion se lleva a cabo formando un agente
reactivo (N-tert-butildimetilsilimidazol), mientras que el disolvente DMF actia como
catalizador de la reacciéon.”! La estructura de 3 se confirmo asi:

En el espectro de IR se observo la desaparicion de la banda correspondiente al alcohol en
C-3. La espectroscopia de RMN de 'H exhibio las sefiales correspondientes a los protones
de los metilos del grupo protector (0.05 y 0.88 ppm), ademéas los carbonos este grupo se
observaron en el espectro de °C a -4.33 y 26.08 ppm. La espectrometria de masas por el
método de FAB comprobo6 la identidad de este compuesto al observarse su ion molecular
[M+H]" en 445 m/z.

El mecanismo propuesto para esta reaccion es el siguiente:
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Esquema 5.2. Mecanismo de reaccion para la proteccion en C-3 y obtencion del compuesto 3.

3p-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-20,20-dimethoxi-160,17a-epoxipregn-5-en-21-0l (4 en
ruta 1)

La sintesis para la obtencion del compuesto 4 se realizd mediante la oxidaciéon en C-21
utilizando un derivado de yodo (III) hipervalente conocido como diacetoxiyodobenceno
(DIB) como agente oxidante, hidroxido de sodio y metanol como disolvente. La obtencion
del compuesto 4 se comprobo:

Observado la ausencia de la banda correspondiente a la cetona en C-20 y la aparicion de
dos bandas a 3297 y 1033 cm™! correspondientes los estiramientos del grupo O-H y C-O de
un alcohol. En RMN de 'H se observé la aparicion de dos sefiales simples a 3.26 y 3.29
ppm correspondientes a los protones de los metoxilos del a-hidroxicetal en C-20. Ademas
se observd una sefial doble a 3.68 ppm (J=3.6 Hz, 2H) correspondiente a los protones en
C-21. La espectroscopia de RMN '*C confirmé la formacion del cetal mediante la aparicion
de dos senales a 49.52 y 49.69 ppm correspondientes a los carbonos de los metoxilos en C-
20, ademas se observo el desplazamiento de la sefial de C-20 (205.08 ppm) de campo bajo a

campo alto (101.99 ppm). Se observo el ion molecular [M+H]" en 507 m/z.

El mecanismo de reaccion propuesto empieza con la formacion del enolato de la o,p-
epoxicetona en C-20 debido a la basicidad del medio, seguido por un ataque nucleofilico
(Sn2) sobre el yodo, debido a la fuerte electrofilia que posee este elemento. Posteriormente
un grupo metoxilo ataca el carbonilo de C-20 generando un anién hemicetalico; seguido
por un ataque nucleofilico (Sn2) del oxigeno cargado negativamente sobre el carbono
electrofilico de C-21 formando un anillo de oxirano y el grupo yodobenceno (PhI) como
grupo saliente. Finalmente, la apertura del anillo se lleva a cabo por el ataque nucleofilico

(Sx2) de un grupo metoxilo al C-20 produciendo el a-hidroxicetal.”
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Esquema 5.3. Mecanismo de reaccion para la oxidaciéon en C-21 y obtencion de 4.

3p-{[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-21-cloro-20,20-dimetoxi-16a,17a-epoxipregn-5-eno (5
en ruta 1)
El compuesto 5 se obtuvo mediante la cloracion en C-21 utilizando cloruro de tionilo y

piridina como base. La obtencidon del compuesto 5 se comprobd:

Observando la ausencia de la banda correspondiente al hidroxilo en C-21 y la aparicion de
una banda a 774 cm™ correspondiente al grupo C-Cl. La espectroscopia de RMN 'H mostro
el desdoblamiento de las sefiales asignadas a los protones en C-21 como un sistema ABq
que abarca de 3.95 a 4.09 (J=14.5 Hz) sugiriendo un acoplamiento geminal de dos protones
no equivalentes (diasterotdpicos) debido al cambio quimico en el ambiente. Por medio de la
RMN de *C se observo el desdoblamiento de la sefial correspondiente a C-21 unido al
cloro en 59.20 y 59.15 ppm. La espectrometria de masas confirm6 la estructura del
compuesto 5 al observarse el ion molecular [M+H]" en 526 m/z .

En el mecanismo propuesto la reaccidon empieza cuando los electrones del oxigeno atacan
al azufre del cloruro de tionilo generando el correspondiente clorosulfito de alquilo, un
compuesto que posee un buen grupo saliente. El ataque nucleofilico (Snz2) de ion cloruro al
C-21 origina el respectivo alquil cloruro. Esta reaccion requiere de base suave como

piridina en el medio para neutralizar el cloruro de hidrogeno generado:
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Esquema 5.4. Mecanismo de reaccion para la cloracion en C-21 y obtencion de 5.

3B-{[tert-butil(dimetil)silil] oxi}-20,20-dimetoxi-16a,17a-epoxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregn-5-eno (6 en ruta 1)

La obtencion del compuesto 6, se realizé utilizando 1,2,4-triazol, carbonato de cesio y DMF.
La estructura fue corroborada de la siguiente manera:

Se observd una banda en el UV a 204.8 nm confirmando la presencia del triazol en C-21.
En el espectro IR se observd la aparicion de una banda a 1250 cm™ correspondiente al
grupo C-N. La espectroscopia de RMN 'H mostro dos nuevas sefiales simples a campo bajo
(7.47 y 7.64 ppm) correspondientes los protones del triazol, también se observaron los
protones de C-21 en 3.69-3.87 (ABq, H-21, J=17.6 Hz, 2H), confirmando nuevamente que
los protones en este carbono son de tipo diasterotopicos. En RMN de !*C se observaron dos
sefales a 141.44 y 121.60 ppm correspondientes a los carbonos del triazol.

La espectrometria de masas confirmo la estructura del compuesto 6 al observarse el ion
molecular [M+H]" en 558 m/z.

Este mecanismo de reaccion involucra una reaccion de tipo (Sw2):
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Esquema 5.5. Mecanismo de reaccion para la adicion del triazol en C-21 y obtencion de 6.

160,17a-epoxi-33-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)pregn-5-en-20-ona (7 en ruta 1)

La obtencion del compuesto 7 se llevd a cabo por medio de una hidrolisis acida con HCl
concentrado a temperatura ambiente. La estructura de este compuesto se corrobor6 de la
siguiente manera:

Mediante el espectro de UV se observo la banda correspondiente al triazol (205.0 nm). En
el espectro de IR se observo una banda a 1274 cm™ correspondiente al grupo C-N, también
se observo la aparicion de una banda ancha y fuerte a 3346 cm™! confirmando la presencia

' se encontr6 una banda muy intensa

del grupo O-H en C-3, ademas a 1724 cm’
correspondiente a la regeneracion de la cetona en C-20. En RMN de 'H se observo la
desaparicion de las sefiales correspondientes al grupo protector y a los protones de los
metoxilos en C-20; la aparicion de una sefial simple a 3.51 ppm (O-H) confirmo la
desproteccion exitosa en C-3. La espectroscopia de RMN '3C confirmé regeneracion del
carbonilo en C-20 con el desplazamiento de esta sefial de campo alto (101.64 ppm) a campo
bajo (206.08 ppm). La espectrometria de masas confirmé el compuesto 7 con su ion
molecular [M+H]" en 398 m/z.

El mecanismo propuesto para la obtencion de 7 es el siguiente:
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Esquema 5.6. Mecanismo de reaccion para la desproteccion en C-3 y eliminacion del cetal en
C-20 para la obtencion del compuesto 7.

3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-dien-20-ona (8 ruta 1, T7 ruta 2)
El primer compuesto final se obtuvo realizando la eliminacion del epoxido en C-16
utilizando sales de cromo (CrCl,, Cr(AcO)2), las cuales son bastante ttiles en la

transformacion de una P-epoxicetonas a cetonas o,f-insaturadas esteroidales, a través

de la formacion de una P-hidroxicetona (con estereoquimica a). Esta reacciéon fue
publicada por Cole en 1954. 73

La obtencién del compuesto T7 se corrobord mediante la aparicion de una banda en el
espectro de UV a 242.64 nm correspondiente a la regeneracion de la cetona o, p-insaturada
en C-20, ademés en el espectro de IR se observo una banda a 1709 cm™ correspondiente al
carbonilo conjugado en C-20. La espectroscopia de RMN 'H mostré el desplazamiento de
la senal del proton en C-16 de campo alto (3.68 ppm) a campo bajo (6.74 ppm),
confirmando la formacion del enlace vinilico. En el espectro de RMN 3C se observo la
ausencia de las sefiales correspondientes a los carbonos del epoxido (65.80 y 69.18 ppm) y
la aparicion de dos nuevas sefiales de carbonos vinilicos: C-17 (151.61 ppm) y C-16
(141.38 ppm). La espectrometria de masas confirmd la obtencion del compuesto T7 con su
ion molecular [M+H]" en 382 m/z.
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El mecanismo de reaccion propuesto para la eliminacion del epoxido fue propuesto por Kochi’' en
1968 via radicales libres. Sin embargo el mecanismo propuesto para esta reaccion es via radicales
libres de tipo 6rganometalica.

Esquema 5.7. Mecanismo de eliminacion del epéxido en C-16 y obtencion de TS8.

Para la obtencion de los demas derivados esteroidales implementando la ruta 2, las
reacciones son similares, sin embargo, los mecanismos para la proteccion del hidroxilo en
C-3 y la eliminacion del epoxido en C-16 son diferentes.

A continuacion se presentan los resultados para los compuestos obtenidos por la ruta 2.

3pB-(Tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-en-20-ona (3 en ruta 2)
El compuesto 3 se obtuvo realizando una proteccion del hidroxilo en C-3 utilizando 3,4-
dihydro-2H-pyran como grupo protector. La estructura del compuesto 3 se verificd de la

siguiente manera:

En el espectro de IR se observé una banda a 1024 cm™ correspondiente al éter en C-3. En la
espectroscopia de RMN 'H la aparicion una sefial triple correspondiente al grupo CH del
grupo protector en C-3 a 4.69 ppm y la pérdida de la sefial simple a 3.50 ppm confirmo la
proteccion del grupo hidroxilo en C-3. En RMN "*C se observd una sefial 97.04
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correspondiente al CH del grupo protector. Finalmente, la espectrometria de masas
confirmé la obtencidon del compuesto 3, ion molecular [MH]" a 415 m/z.

El mecanismo de reaccion propuesto inicia con la protonacion regioselectiva del doble
enlace del anillo de dihidropirano generando un carbocation que deslocaliza la carga
positiva sobre el oxigeno del grupo protector, seguido del ataque nucleofilico por parte de
los electrones del oxigeno del esteroide, esta reaccion entre ambos finalmente conduce a la

obtencion del alcohol protegido y la regeneracion del acido catalizador (PTS).
2
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Esquema 5.8. Mecanismo de proteccion en C-3 y obtencion del compuesto 3 en ruta 2.

20,20-dimetoxi-3p-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-en-21-ol (4 en
ruta 2)

El compuesto 4 se obtuvo utilizando el mismo método descrito en la seccién 4.1.5., con la
ventaja de que al cambiar el grupo protector, se mejoro la solubilidad del compuesto y por
consiguiente la reaccion se completé en menor tiempo. Este compuesto se caracterizé de la
siguiente manera:

En el espectro de IR se observo una banda a 3504 cm™ correspondiente al grupo OH en C-
21 y la desaparicion de la banda a 1703 ¢m™ confirmando la formacion del cetal en C-20.
En RMN 'H una sefial triple a 4.69 ppm confirmo la presencia del grupo protector, dos
seflales en 3.25 y 3.28 ppm, correspondiente confirmaron la formacion del cetal en C-20.
En RMN de *C se observé una sefial en 97.13 ppm correspondiente al CH del grupo
protector. También se observaron las sefales correspondientes a los metoxilos de los
cetales en C-20 (3.25 y 3.28 ppm). La espectrometria de masas por el método del FAB

confirmd la estructura de 4 con un ion molecular [MH]" a 477 m/z.
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21-cloro-20,20-dimetoxi-3p-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-

eno (5 en ruta 2)

El compuesto 5 se obtuvo implementando el mismo procedimiento descrito en la secciéon
4.1.6. La estructura de este compuesto se confirmo mediante la aparicion de una banda en
el espectro de IR a 755 cm™ correspondiente al enlace CI-C en C-21. En la espectrocopia
de RMN 'H se observo la sefal triple del grupo protector (4.69 ppm) y las sefales
correspondiente a los metilos del cetal en C-20 (3.25 y 3.28 ppm). Ademads se observo el
desdoblamiento de las sefales asignadas a los protones en C-21 como un sistema ABq
desde 3.89 hasta 4.18 (J=14.5 Hz). En RMN de "°C se observ¢ la sefial correspondiente a
C-21 en 59.51 ppm. La espectrometria de masas confirm6 la estructura del compuesto S

con su ion molecular [MH]" a 496 m/z.

20,20-dimetoxi-16a,17a-epoxi-3p-(tetrahidro-2 H-piran-2-iloxi)-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregn-5-eno (T6 en ruta 2)

El compuesto T6 se obtuvo siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.1.9. La
obtencion de este compuesto se confirm6 observando una banda en el UV a 205.20 nm
confirmando la adicion del triazol en C-21. En el espectro de IR una banda a 1275 cm’!
correspondiente al grupo C-N confirmo la adicion del triazol. En RMN de 'H la aparicion
de dos sefiales simples a campo bajo (7.90 y 8.27 ppm) nuevamente confirmo la adicion del
triazol en C-21. En la espectroscopia de RMN '3C se observo la aparicion de dos sefiales a
141.48 y 121.23 ppm correspondientes a los carbonos del triazol en C21. La espectrometria

de masas confirm¢ la estructura del compuesto T6, ion molecular [MH]" en 528 m/z.

3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-dien-20-ona (T7 en ruta 2)

La obtencion del T7 compuesto se llevo a cabo realizando la desproteccion, eliminacion del
epoxido y del cetal en C-20, las tres reacciones en un solo paso. La caracterizacion de este
compuesto se encuentra previamente descrita.

El mecanismo de reaccidon propuesto para la desproteccion en C-3 se muestra a

continuacion;
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Esquema 5.9. Mecanismo de desproteccion en C-3 y obtencion del compuesto T7 en ruta 2.

20,20-dimetoxi-160,17a-epoxi-3f-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-21-(1H-imidazol-1-
il)pregn-5-eno (16 en ruta 2)

Los compuestos esteroidales con imidazol en C-21 se obtuvieron a partir del 21-cloro-
20,20-dimetoxi-3B-(tetrahidro-2 H-piran-2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-eno (5 en ruta 2), el
primer derivado (I6), el se obtuvo implementando el mismo procedimiento descrito en la
seccion 3.1.7. La caracterizacion de este compuesto se realizdé de la siguiente manera: Se
observo una banda en el espectro UV a 205.20 nm correspondiente al imidazol en C-21. La
aparicion de una banda a 1285 cm™ en el IR confirmo la presencia del grupo C-N del
imidazol. La espectroscopia de  RMN 'H mostro la aparicion de tres sefiales simples en
7.71, 7.12 y 8.09 ppm correspondientes a los tres protones del imidazol en C-21. De igual
forma el espectro de RMN '3C presento tres sefiales a 144.89, 141.29 y 151.55 ppm de los
carbonos del imidazol. Finalmente la estructura del compuesto 16 se confirmo por medio de

su ion molecular [MH]" en 525 m/z.

3p-hidroxi-21-(1H-imidazol-1-il)pregna-5,16-dien-20-ona (I7 ruta 2)

La obtencion del primer compuesto derivado con imidazol se llevo de la misma forma que
los derivados con triazol en C-21. La estructura del compuesto 17 se verificd al observar
una banda en UV a 328.94 nm correspondiente a la cetona o,B-insaturada en C-20. La
espectroscopia de IR confirmo la estructura por la aparicion de tres bandas importantes, una
banda a 3439 cm™' (OH), una banda a 1277 cm™! (C-N) y otra en 1707 cm™ (C=0). En
RMN de 'H se observé una sefial simple a 3.66 ppm del hidroxilo en C-3, en 7.35, 7.04 y

7.78 ppm se observaron las sefiales correspondientes a los tres protones del imidazol en C-
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1, ademas se observo el desplazamiento de la sefial del protén en C-16 de campo alto (3.68
ppm) a campo bajo (6.74 ppm) confirmando la eliminaciéon del epdxido y posterior
formaciéon del doble enlace. En RMN '3C se observaron las sefiales de los carbonos del
imidazol a 144.89, 141.24 y 151.55 ppm, en 206.09 ppm se observo la senal del carbonilo
en C-20. La espectrometria de masas por el método de FAB confirm6 la estructura del
compuesto I7, ion molecular [MH]" en 381 m/z.

Finalmente los derivados con triazol (T8a—j) e imidazol (I8a—j) en C-21 con diferentes
esteres de tipo lineal o aliciclico se obtuvieron mediante la reaccion de acetilacion en C-3
(T9a e I8a) y una reaccion de esterificacion de Steglich.”

La reaccion de Steglich se llevo a cabo empleando DCC y DMAP como agente acoplante y
catalizador, respectivamente. La obtencion de los compuestos se determind observando las

sefales mas representativas de cada éster sintetizado:

En UV se observaron las bandas caracteristicas de los azoles en C-21 y una banda
aproximada a 240.0 nm correspondiente a la cetona o,B-insaturada en C-20. La
espectrocopia de IR mostro una banda a 1730 cm™ aproximadamente, correspondiente al
éster en C-3. En RMN de 'H se observé la aparicion de las sefiales correspondientes a los
grupos CHa- y CHs- de los ésteres, de igual forma en RMN de '3C se observo la sefial
caracteristica del carbonilo correspondiente al éster en C-3 a 173.0 ppm aproximadamente.
La espectrometria de masas se confirmd las estructuras de cada uno de los compuestos

sintetizados por medio de sus iones moleculares [MH]" en el m/z correspondientes.

El mecanismo propuesto para la reaccion de esterificacion consiste en la activacion del
acido carboxilico a través de la conversion de una O-acilisourea, a partir de DCC, después
la DMAP al ser mas nucleofilica que el alcohol reacciona con esta O-acilisourea generando
una amida reactiva, la cual es fuertemente electrofilica, debido a esto el alcohol realiza un
ataque nucleofilico en el acilo dando como resultado la formacion de un éster, se elimina el

agente acoplante como DCU (diciclohexilurea) y la DMAP como grupo saliente.
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Esquema 5.10. Mecanismo de acetilacion en C-3.

El mecanismo propuesto para la obtencion de los esteres por el método de Steglich es el siguiente:

e

0 . /O 9 HN O HN

°N o ||) |

R)J\o(\&'; —_— R)J\O/—\ﬁ —_— RJ\O/C\\N O-acilisourea
Il
O S O

HsC”™ “CH,
DCU ©

Esquema 5.11. Mecanismo de para la esterificacién en C-3 por el método de Steglich.
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5.2.Parte biologica

Se determind la actividad in vitro de los compuestos sintetizados por medio de la
determinacion de la Clso de las isoenzimas Sa-reductasa tipo 1y 2 (Tabla 4.15).

Los resultados obtenidos mostraron que el compuesto T8b presentd una actividad
inhibitoria 7 veces mejor sobre la enzima 5a-R1 que la Finasterida, siendo selectivo para
esta enzima. De igual forma el compuesto T8d presentd una mejor inhibicion (320 nm)
sobre esta misma enzima. Los demds compuestos con triazol en C-21 no presentaron
actividad representativa sobre ambas isoenzimas. Los compuestos con imidazol en C-21 no
tuvieron ningun efecto sobre la enzima 5a-R1, sin embargo, los que contienen un éster
aliciclico en C-3 (I7f, I7g, I7h e I7i) mostraron una clara tendencia a inhibir Ginicamente a
la 5a-R2, aunque ningin compuesto logré mejorar la Clso de la Finasterida sobre esta
enzima. Ninguno de los compuestos evaluados presentd actividad sobre el receptor de
androgenos proveniente de prostata de rata.

Con el fin de determinar la actividad antiandrogénica de los compuestos finales se
realizaron pruebas in vivo sobre hamsteres castrados de la cepa Syrian Golden. Estas
pruebas se llevaron a cabo en el Instituto de pruebas biologicas en el Laboratorio de
Hormonas del Departamento de Sistemas Biologicos en la Universidad Auténoma
Metropolitana sede Xochimilco (UAM-Xochimilco). Se realiz6 la evaluacion del didmetro
de los nodulos pigmentado o manchas pigmentadas, las cuales permiten determinar la
actividad androgénica de los derivados obtenidos, estos 6érganos flancos que se encuentran
ubicados en la piel del dorso de los hamsteres, aumentan su tamafio al tratar al roedor
castrado con testosterona ya que son androgeno-dependientes. La 5aR1 se encuentra
expresada en estos 6rganos.

Otro de los ensayos realizados fue la determinacion del peso de las vesiculas seminales y la
prostata, en ambos 6rganos se encuentra mas cominmente expresada la SaR2, pero en las
vesiculas es un 30% menor que en la prostata. Al igual que en los nddulos pigmentados, en
las vesiculas seminales y en la prostata el tamafio aumenta al administrar testosterona, pero
se reduce notablemente al ser co-administrada con la Finasterida, el farmaco de preferencia
en el mercado.

A continuacion se muestran las graficas de los resultados obtenidos en este ensayo (Tabla
4.16), en estos se observa que algunos de los compuestos logran reducir el tamafio de la prostata, las
vesiculas seminales y las manchas pigmentadas al ser co-administrados con latestosterona, pero

desafortunadamente ninguno logré reducir el peso o el diametro como la Finasterida.
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Diametro de la mancha pigmentada

Diametro (mm)
w IS

N
M

C T T+FT7 T8aT8bT8cT8dT8e T8f T8i T8j 17 I8a I8b I18c 18d 18e I8f 18g 18h 18i 18j

Tratamiento

Figura 5.1. Actividad de los compuestos sobre diametro de la mancha pigmentada

Peso de la Prostata y las Vesiculas Seminales B Prostata

3 Vesiculas Seminales

300

250 -

Peso (mg)

C T T+F T7 T8a T8b T8c T8d T8e T8f T8g T8h T8i T8j 17 1I8a 18b I8c I8d I8e I8f I8g I8h I8i 18]

Tratamiento

Figura 5.2. Actividad de los compuestos (T7, T82a-8j) sobre el peso de la prostata y las

vesiculas seminales
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Por otra parte se determino el porcentaje de la inhibicion del crecimiento sobre diferentes
lineas celulares de cancer (PC-3: carcinoma prostatico de células pequenias, MCF7:
adenocarcinoma mamario, SK-LU-1: cancer de pulmoén de células no pequefas) a una sola
concentracion (50 pm) de los compuestos (T7, T8a-j, I7 e 18a-e). Este ensayo se llevo a
cabo en la unidad de pruebas biologicas en el Instituto de Quimica, UNAM,
implementando el método de coloracion de la Sulforrodamida B, utilizando Ketoconazol
(K) como control positivo y 16-DHP para comparar la actividad de los nuevos derivados

con su materia prima (Tabla 4.17).

Inhibicion de la proliferacion en lineas celulares de cancer FE——
-8 120 - [ ] MCF7
5 [ SK-LU-1
o p-{
g 100 m =
oy
2 i
g s
o F E z N
<
o 60 T
\©
o p{
= 40
o)
oy
<
g 2
S ﬁ W [
X o il fi

K 16-DHP T7 T8a T8b T8 T8d T8e 17 I8a 18b I8¢ 18d I8e

Figura 5.3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de algunos compuestos sobre
lineas celulares de cancer

Los compuestos T7, T8a, 17 e I8¢ presentaron los mejores resultados comparados con el
control positivo. Cabe aclarar que los compuestos que contienen triazol en C-21 y un éster
aliciclico en C-3 no presentaron ningun tipo de actividad (T8f-j) y que solo los compuestos
que contienen ésteres lineales pequefios presentaron una actividad por encima del 60%,
dejando claro que el tamafio del éster es de suma importancia para inhibir la proliferacion
de estas lineas celulares. Se cree que la forma en la que se acomodan los compuestos en los

sitios activos de las células es la principal causa de esta actividad.
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Respecto a los derivados que contienen imidazol en C-21 se observo una tendencia similar
al de los derivados con triazol, solo los ésteres pequefios presentaron un alta inhibicion de
la proliferacion, corroborando la importancia de que el éster en C-3 sea pequefio.

Hasta este momento no se ha encontrado una diferencia significativa al usar triazol (3
nitrogenos) o imidazol (2 nitrégenos) en C-21.

Desafortunadamente por razones de fuerza mayor los derivados con ésteres aliciclicos en
C-3 e imidazol en C-21 no pudieron ser evaluados sobre estas lineas celulares. Debido a
esto y con el fin de complementar el trabajo sobre lineas celulares se realizaron las curvas
de proliferacion a diferentes concentraciones de los compuestos T7 e 17, logrando

determinar las Clxo y Clso de cada uno sobre las tres lineas celulares de cancer.

A B m PC-3

120 1~ 120 - e MCF7
] A SK-LU-1

100 4 100 A

2 1 Q

< 80 A S 80 -

2 60 A g 60

T 40 T 40 4

& ] =
20 A 20 1

vV 10 9 8 7 6 5 4 vV 10 9 8 7 6 5 4
-[Log/Molar] -[Log/Molar]

Figura 5.4. Curvas de proliferaciéon celular de los compuestos T7 (A) y 17 (B)

Tabla 5.1. Cly y Clso para los compuestos T8 y 17 sobre lineas celulares de cancer

Compuesto I PC-3 MCF7 SK-LU-1
(mol/L) (mol/L) (mol/L)

T7 20 3.1x107 4.1x107 1.1x10*

50 1.7 %107 3.6x107* 23x107*

17 20 43 %107 4.1x10° 1.3x107*

50 2.0x%x10° 1.9x10° 1.8x107*

Ambos derivados presentaron curvas de inhibicion similares, a una mayor concentracion de
los compuestos la proliferacion disminuye, es decir que ambos compuestos inhiben el

crecimiento celular de forma dependiente a la concentracion. Esta tendencia se not6 con
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mejor claridad sobre la linea celular PC-3; sin embargo, ésta presentd una mayor
sensibilidad frente al compuesto 17, viéndose reflejado al tener un menor Clso (2.0 x 107°
M), de igual manera, a pesar de que las lineas celulares MCF7 y SK-LU-1 fueron mas
resistentes frente al estimulo con ambos compuestos, ambas presentaron una mejor
respuesta a la inhibicion a la proliferacion con el compuesto I7. Quedando claro que los
compuestos T7 e I7 son capaces de inhibir la proliferacion de estas lineas celulares de
cancer exitosamente y mostrando una respuesta de la siguiente manera: PC-3 > MCF7 >
SKLU-1.

Considerando que el compuesto 17 presentd la mejor dosis-respuesta sobre las 3 lineas
celulares de cancer estudiadas, se determiné el efecto de este compuesto sobre diferentes
genes de proliferacion y apoptosis (CCND1, CCNEI, Ki-67, EAG1, BIM y Survivina) con
el fin de proponer un posible mecanismo por el cual se estuviera inhibiendo la proliferacion
de las células cancerigenas. Para esto se evalu6 cada uno de los genes posteriormente
mencionados sobre cada una de las lineas de cancer utilizando el método de la transcripcion
inversa por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR). La
respuesta positiva frente al estimulo con el compuesto 17 para la expresion de cada gen se

debe ver de la siguiente manera.

Proliferacion Apoptosis
- Ki-67 () - BCL )
- EAG-1({) - Bax (1
- CCNDI (¥) - Survivina (1)
- CCNEI ()

Los resultados obtenidos mostraron que el compuesto 17 tuvo un fuerte estimulo sobre los
genes de proliferacion correspondientes a las ciclinas (CCND1 y CCNE1) sobre las lineas
PC-3 y MCF7.
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Figura 5.5. Respuesta de los genes CCND1 y CCNE]1 a diferentes concentraciones del
compuesto 17 sobre las lineas celulares de cancer PC-3 y MCF7

Como se puede observar la respuesta en la expresion génica de las ciclinas disminuye de
manera dependiente a la concentracion en ambas lineas de cancer PC-3 y MCF7; sin
embargo, no se observéd ningln efecto significativo sobre los genes Ki-67, EAG-1 y BIM.

Esta respuesta generada por el estimulo del compuesto I7 nos brinda una idea de un posible
mecanismo de accion para la inhibicion de la proliferacion ya que las ciclinas son una

familia de proteinas directamente involucradas en el ciclo celular, éstas varian su
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concentracion a lo largo de este ciclo. Las ciclinas forman complejos con enzimas quinasas
dependientes de ciclinas (Cdks) y asi, forman el factor promotor de la maduracion (MPF).
Los MPF activan otras proteinas a través del proceso de fosforilacion, a su vez estas
proteinas fosforiladas son responsables de eventos especificos durante las diferentes etapas
del ciclo celular, tales como la formacion de microtibulos y la remodelacion de la
cromatina.

La ciclina DI es una proteina codificada en humanos por el gen CCNDI un regulador
positivo en la transicion de la fase G1-S, la CCND1 aumenta su concentracion al final de
fase G1 promueve la entrada a la fase S, su sobreexpresion estd implicada en la progresion
de algunos tumores. Igualmente se ha informado que la regulacion a la alta de CCNDI
podria estar relacionado con la evolucion de las enfermedades androgeno-independiente,

como el cancer de prostata.’s”’

Figura 5.6. Expresion de las ciclinas en las diferentes fases del ciclo celular.

De igual forma, la proteina Ciclina E1 codificada por el gen CCNEI, esta estrechamente
relacionada con varias vias de regulacion las cuales son de gran importancia para el control
del crecimiento celular y con frecuencia se encuentran alteradas en las células cancerosas.
La CCNEI1 en conjunto con su subunidad de quinasa (Cdk2) regula los procesos esenciales
entre el limite de la fase S y la fase G1 del ciclo celular, su concentracion es indetectable en
las fases GO y G1, pero se eleva bruscamente durante el tiempo que precede a la fase S.7°-%°
Sobre la base de estos resultados se sugiere que el compuesto 17 evita la acumulacion y la
actividad de la quinasa dependiente de ciclina 4 (Cdk4) /CCND1 y la hiperfosforilacion de

la proteina retinoblastoma.
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También se observd una respuesta positiva sobre el gen Survivina implicado en la apoptosis
celular, sin embargo esta respuesta solo se observo sobre la linea de cancer PC-3 y a muy

altas concentraciones.
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Figura 5.7. Respuesta del gen Survivina a diferentes concentraciones del compuesto 17
Sobre la linea celular SK-LU-1 no se observo expresion de ninguno de los genes evaluados.

Finalmente, como trabajo complementario de las pruebas in vitro y con el fin de responder
la duda de si el compuesto 17 presenta actividad como agonista o antagonista sobre el
receptor de androgenos o de progesterona, se realizé un estudio de transactivacion sobre las
c¢lulas HeLa, las cuales carecen de receptores nucleares, permitiendo una evaluacion libre
de posibles falsos positivos.

Para el estudio de agonismo sobre el receptor de androgenos se utilizé la 5a-DHT, ya que
presenta una afinidad 3 veces mayor que la T. También se utilizo Flutamida (FLUT) ya que
es el antiandrogeno mas conocido e implementado en el mercado. En la figura A, se
observd la union exitosa de la Sa-DHT al receptor y la no union del compuesto 17 y la
FLUT.

Mientras que en el estudio de antagonismo (B), la mezcla de la 5a-DHT+FLUT mostré una
pequefia disminucion de la respuesta CAT, dejando claro que la FLUT es capaz de bloquear
la unién de la 5a-DHT a ¢l RA. La mezcla de la 5a-DHT+I7 no presentd ninglin efecto
representativo, permitiendo concluir que la ruta de accion de este compuesto no es por
medio del RA.

En el estudio del agonismo del compuesto 17 sobre el RP, se utilizo la progesterona (Pas), ya
que es la encargada de activar al RP de manera natural. También se utilizo la mifeprestona,

también conocida como RU486 por sus propiedades como antiprogestageno. En la figura C
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se observo la union exitosa de la P; al RP, mientras que ninguno de los otros dos

compuestos evaluados presentd una respuesta, mostrando su no efecto como agonistas de

este receptor. Sin embargo, al observar la figura D, se logré determinar que el compuesto 17

logra competir parcialmente con el RU486 a altas concentraciones, bloqueando la respuesta

de la P4 sobre el RP, indicando un efecto antiprogestagenico y por consiguiente una idea

clara de su posible mecanismo de accion esteroidal, clasificando estos derivados de la 16-

DHP como antagonistas del RP, descartando asi el RA.
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Figura 5.8. Estudio de agonismo o antagonismo del compuesto 17 sobre el receptor de

androgenos y/o progesterona
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Debido a que desafortunadamente no se contaba con el plasmido del RVD para realizar la
transactivacion sobre las células HeLa, con el fin de determinar si el compuesto 17 tenia
algun tipo de efecto sobre este receptor se evalud el gen CYP24A1 sobre la linea celular de
cancer PC-3. Este gen esta directamente relacionado con la actividad del RVD. Sin
embargo, no se observod ninguna respuesta, descartando el RVD como posible mecanismo

de accion.
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Figura 5.9. Expresion del gen CYP24A1 a diferentes concentraciones de 17 cobre la linea
celular PC-3

Debido a la importancia bioldgica que presentaron los derivados T7 e I7 en los resultados
obtenidos en las pruebas in vitro se realizd un docking, con el fin de racionalizar y
visualizar a nivel molecular la importancia de sus caracteristicas estructurales similares la
progesterona y al mismo tiempo a algunos derivados androgénicos. Para esto se realizaron
los acoplamientos moleculares de los compuestos sobre los receptores de progesterona,
androgenos y vitamina D, comparados con las energias de union de los sustratos naturales
de cada receptor. Los resultados obtenidos mostraron que la P4, 5a-DHT Yy el calcitriol
(forma activa de la vitamina D), como era de esperar, tuvieron una alta afinidad por sus
receptores presentado los cliister size mas altos, asi como el programa Glide fue una mejor
herramienta para determinar las energias de union de estos ligandos naturales. Los
compuestos T7 e I7 presentaron energias similares con los receptores; sin embargo, sus

cluster size fueron mas bajos en comparacidon con la P4, 50-DHT y el calcitriol.
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A continuaciéon se muestran las energias de enlace obtenidas y los cluster size utilizando

dos herramientas diferentes para corroborar las energias obtenidas.

Tabla 5.2. Energias de union y cluster size de los compuestos T7 e 17 sobre RP, RA y RVD

Glide Glide Glide
Compuesto Score AIXOG?OCk Cluster | Score Alitglzo:k Cluster |  Score A‘Xglzo‘:k Cluster
AGum | (ecatimoly | 76 | AGua | qecnnon | Size | A | oo | size
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)

P, -12.2 -9.42° 17 -5.8 -6.94? 5 -8.1 -9.08? 11
5a-DHT -5.8 -6.86° 4 -10.8 -8.99° 21 -7.5 -8.68" 11
Calcitriol -5.2 -6.25° 3 5.1 -6.21° 3 -13.3 -9.91° 17

T7 -7.3 -8.45 7 -5.4 -6.37? 9 -9.8 -10.63?%

17 -7.4 -7.47 6 -7.4 -8.232 8 -8.5 -9.61%

4 Menor energia confomacional para cada compuesto.

A continuacidon se muestran las figuras obtenidas por medio del programa PyMol, en estas

se puede observar que los compuestos inducen cambios confromacionales sobre el RP
(Figuras C y D) bloqueando las interacciones de la P4 con el &cido GLN725 en la cadena B

(Figura A). Por otra parte ningin compuesto logréo unirse de forma adecuada al RA

(Figuras F y G), mientras que curiosamente los andlisis implementando el RVD

demostraron que ambos compuestos se acoplan en el dominio de union (Figuras [ y J) con

interacciones muy similares que el calcitriol (Figura H).
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Figura 5.10. Interacciones moleculares de los compuestos T7 e I7 con los receptores

hormonales. RP: A) Progesterona, B) progesterona en ambas caras del RP, C) T7yD) 17 enla
cara B del RP; RA: E) 5a-DHT, F) T7 y G) 17; RVD: H) Calcitriol, I) T7 y J) 17. En A, B, D
y G se observan los ligandos naturales.
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Finalmente se calcularon los coeficientes de particion teodricos expresados como Log P de
los compuestos finales para compararlos con la Finasterida y la 16-DHP, debido a que parte
de la hipotesis de este trabajo se baso en la idea de que los ésteres en C-3 y los azoles en C-

21 le brindarian liposolubilidad a los compuestos sintetizados.

Tabla 5.3. Valores tedricos de Log P para los derivados esteroidales sintetizados

ESTRUCTURA Compuesto R Log P
Finasterida - - 3.15
16-DHP - - 3.32
i
o N

/Céjg) T7 - 2.58

HO
T8a -CH; 2.81
T8b -C,Hs 3.47
T8¢ -C3H7 3.88
N//\IN T8d -C4H9 4.3
. N T8e “CsH, 4.72
TS8f >— 3.53
T8g - 3.95

(0}
A T8h O— 437
T8 { 479
TS (- 5.
0.

Qgg 17 - 2.23

HO'
I8a -CH, 2.46
18b -C,Hs 3.11
I8¢ _C3H; 3.53
Q) 18d -C4Hy 3.95
o N I8¢ -CsHy, 437
I8f [>— 3.18
3 18g - 3.6
R0 18h O— 4.02
18i { 4.43
18] - 4.85
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Estos resultados muestran que los compuestos T7, T8a, I7 e I8a presentan valores de Log
P menores que la Finasterida pudiendo explicar su alta actividad en lineas celulares ya que
al ser menos liposolubles permiten una mejor solubilidad en el vehiculo utilizado para estas
pruebas y por consiguiente una mayor concentracion para las evaluaciones. También se
observo que al aumentar el tamafo del éster el Log P aumento; sin embargo, la actividad
disminuyd notablemente, esto se puede deber que al aumentar su tamafio, su capacidad para
penetrar membranas bioldgicas disminuye a pesar de su alto coeficiente de particion, otra
explicacion es que al aumentar su tamafio no logran acomodarse de manera correcta en el

sitio activo de los receptores.
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CONCLUSIONES

Se realiz6 la sintesis de 22 nuevos derivados del acetato de 16-dehidropregnenolona, con
un grupo triazol o imidazol en C-21 y ésteres lineales o aliciclicos en C-3 con rendimientos
regulares y bajos para ambas rutas de sintesis implementadas.

En la segunda ruta la purificacion del compuesto clorado solo fue posible por métodos de
recristalizacion, con rendimientos muy bajos por lo cual se decidid realizar la siguiente
reaccion in situ obteniendo mejores rendimientos.

Se evaluaron los 12 derivados que contienen ésteres lineales en lineas celulares cancerosas,
donde se observé que 4 de estos compuestos (T7, T8a, 17, I8a) presentan una alta
actividad antiproliferativa de las 3 lineas estudiadas, los demas compuestos tuvieron una
actividad despreciable, permitiéndonos demostrar que la presencia de ésteres pequefios en

C-3 es esencial para la inhibicion de la proliferacion sobre lineas celulares de cancer.

Los derivados T8b y T8d presentaron una actividad mejor (88 nm y 320 nm) que el
farmaco del mercado Finasterida (630 nm) en la inhibicién sobre la enzima Sa-reductasa

de tipo 1.

Todos los compuestos sintetizados fueron sometidos a pruebas in vivo para determinar su
posible actividad antiandrogénica. En base a los resultados obtenidos se determind que

ninguno presentd actividad como potenciales agentes antiandrogénicos.

El compuesto 17 presentd actividad antagonista a la progesterona sobre su receptor,
ademds de una alta actividad sobre los genes CCNDI1 y CCNEI, ambos directamente
relacionados con los procesos proliferativos sobre las lineas celulares de cancer PC-3 y
MCF7, presentando una mejor tendencia a la inhibicion sobre la linea PC-3, convirtiendo a
este compuesto como un candidato ideal para futuros estudios en tratamientos de canceres

hormono-independiente.
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20,20-dimetoxi-16a.,17a-epoxipregn-5-eno (5 en ruta 1)
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Espectro A.9. Espectro de RMN 'H de 3B-{[tert-butil(dimetil)sililJoxi}-20,20-dimetoxi-

16a,17a-epoxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-eno (6 en ruta 1)
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Espectro A.10. Espectro de RMN *C de 3B- {[tert-butil(dimetil)silil]oxi}-20,20-dimetoxi-

16a,17a-epoxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-eno (6 en ruta 1)
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Espectro A.11. Espectro de RMN 'H de 16a,170-epoxi-3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)pregn-5-en-20-ona (7 en ruta 1)
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Espectro A.12. Espectro de RMN *C de 160,170-epoxi-3p-hidroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)pregn-5-en-20-ona (7 en ruta 1)
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Espectro A.13. Espectro de RMN 'H de 3B-hydroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-

dien-20-ona (8 en ruta 1, T7 en ruta 2)
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Espectro A.14. Espectro de RMN "*C de 3B-hydroxi-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregna-

5,16-dien-20-ona (8 enruta 1, T7 en ruta 2)
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Espectro A.15. Espectro de RMN 'H del acetato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-33-ilo (T8a en ruta 1)
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Espectro A.16. Espectro de RMN !3C del acetato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8a en ruta 1)
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Espectro A.17. Espectro de RMN 'H del propionato de 20-0x0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-

il)pregna-5,16-dien-33-ilo (T8b en ruta 1)

/N
N\/ ‘

~
R
i
I}
—
o
o e}
2] o~ 2
< © ™
- o ~
Il
~ o
o
=
~ <
wn 1
g £ ||
o :
o g b
8 -
~
. . ‘ Lol Al

230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 S0 40 30 20 10

...................................................

I-7000
16500
16000
15500
:500@
4500

4000

:3000
-'2500
2000
1500
1000

1500

Espectro A.18. Espectro de RMN "*C del propionato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-

il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8b en ruta 1)
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Espectro A.19. Espectro de RMN 'H del butirato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-

il)pregna-5,16-dien-33-ilo (T8c en ruta 1)
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Espectro A.20. Espectro de RMN '*C del butirato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-

il)pregna-5,16-dien-3pB-ilo (T8c en ruta 1)
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Espectro A.21. Espectro de RMN 'H del pentanoato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-33-ilo (T8d en ruta 1)
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Espectro A.22. Espectro de RMN 3C del pentanoato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8d en ruta 1)

112



Q
\ Ciencias
ANEXOS Quimicas

HyC” = o 0 =
&
™M
[t
“ 83
8 2 17
~ ~

L 6.74
—_—
=3.25
--
T
=
_—

Espectro A.23. Espectro de RMN 'H del hexanoato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-33-ilo (T8e en ruta 1)
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Espectro A.24. Espectro de RMN !3C del hexanoato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8¢ en ruta 1)
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Espectro A.25. Espectro de RMN 'H de 3B-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,17a-

epoxipregn-5-en-20-ona (3 en ruta 2)
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Espectro A.26. Espectro de RMN "*C de 3B-(tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)-16a,170-

epoxipregn-5-en-20-ona (3 en ruta 2)
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Espectro A.27. Espectro de RMN 'H del 20,20-dimetoxi-3p-(tetrahidro-2 H-piran-2-iloxi)-

160,17a-epoxipregn-5-en-21-ol (4 en ruta 2)
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Espectro A.28. Espectro de RMN !3C del 20,20-dimetoxi-3B-(tetrahidro-2 H-piran-2-iloxi)-

16a,17a-epoxipregn-5-en-21-o0l (4 en ruta 2)
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Espectro A.29. Espectro de RMN 'H del 21-cloro-20,20-dimetoxi-3p-(tetrahidro-2 H-piran-

2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-eno (5 en ruta 2)
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Espectro A.30. Espectro de RMN '3C del 21-cloro-20,20-dimetoxi-3p-(tetrahidro-2H-

piran-2-iloxi)-16a,17a-epoxipregn-5-eno (5 en ruta 2)
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Espectro A.31. Espectro de RMN 'H del 20,20-dimetoxi-16a,17a-epoxi-3p-(tetrahidro-

2H-piran-2-iloxi)-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-eno (T6 en ruta 2)
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Espectro A.32. Espectro de RMN '3C del 20,20-dimethoxi-16a,17a-epoxi-3B-(tetrahidro-
2H-piran-2-iloxi)-21-(1H-1,2,4-triazol-1-il)pregn-5-eno (T6 en ruta 2)
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Espectro A.33. Espectro de RMN 'H del ciclopropanocarboxilato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8f)
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Espectro A.34. Espectro de RMN *C del ciclopropanocarboxilato de 20-oxo0-21-(1H-
1,2,4-triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8f)
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Espectro A.35. Espectro de RMN 'H del ciclobutanocarboxilato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-

triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8g)

Espectro A.36. Espectro de RMN !3C del ciclobutanocarboxilato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-

triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3p-ilo (T8g)
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Espectro A.37. Espectro de RMN'H del ciclopentanocarboxilato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8h)
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Espectro A.38. Espectro de RMN '3C del ciclopentanocarboxilato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3f3-ilo (T8h)
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Espectro A.39. Espectro de RMN 'H del ciclohexanocarboxilato de 20-ox0-21-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T81)
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Espectro A.40. Espectro de RMN !3C del ciclohexanocarboxilato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-
triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3f-ilo (T81)
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Espectro A.41. Espectro de RMN 'H del cicloheptanocarboxilato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-

triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3B-ilo (T8))
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Espectro A.42. Espectro de RMN '*C del cicloheptanocarboxilato de 20-oxo0-21-(1H-1,2,4-

triazol-1-il)pregna-5,16-dien-3p-ilo (T&§j)
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Espectro A.43. Espectro de RMN 'H del 20,20-dimetoxi-16a,17a-epoxy-3p-(tetrahidro-

2H-piran-2-iloxi)-21-(1H-imidazol-1-il)pregn-5-eno (16 en ruta 2)
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Espectro A.44. Espectro de RMN '3C del 20,20-dimetoxi-16a,17a-epoxy-3p-(tetrahidro-

2H-piran-2-iloxi)-21-(1H-imidazol-1-il)pregn-5-eno (16 en ruta 2)
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Espectro A.45. Espectro de RMN 'H del 3B-hidroxi-21-(1H-imidazol-1-il)pregna-5,16-
dien-20-ona (17 ruta 2)
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Espectro A.46. Espectro de RMN "*C del 3B-hidroxi-21-(1H-imidazol-1-il)pregna-5,16-
dien-20-ona (17 ruta 2)
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Espectro A.47. Espectro de RMN 'H del acetato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-
oxopregna-5,16-dien-3f-ilo (I8a)
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Espectro A.48. Espectro de RMN °C del acetato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-
oxopregna-5,16-dien-3[3-ilo (I8a)
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Espectro A.49. Espectro de RMN 1H del propionato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-

oxopregna-5,16-dien-3-ilo (I8b)
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Espectro A.50. Espectro de RMN '°C del propionato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-

oxopregna-5,16-dien-3[3-ilo (I8b)
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Espectro A.51. Espectro de RMN 'H del butirato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-

oxopregna-5,16-dien-3f-ilo (I8c)
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Espectro A.52. Espectro de RMN °C del butirato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-

oxopregna-5,16-dien-3p-ilo (I8c)
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Espectro A.53. Espectro de RMN 'H del pentanoato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-
oxopregna-5,16-dien-3(3-ilo (I8d)
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Espectro A.55. Espectro de RMN 'H del hexanoato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-

oxopregna-5,16-dien-3f-ilo (I8e)
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Espectro A.57. Espectro de RMN 'H del ciclopropanocarboxilato de 21-(1H-imidazol-
1-il)-20-oxopregna-5,16-dien-3{3-ilo (I8f)
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Espectro A.58. Espectro de RMN *C del ciclopropanocarboxilato de 21-(1H-
imidazol-1-il)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-ilo (18f)
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Espectro A.59. Espectro de RMN 'H del ciclobutanocarboxilato de 21-(1H-imidazol-1-
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Espectro A.60. Espectro de RMN *C del ciclobutanocarboxilato de 21-(1H-imidazol-

1-il)-20-oxopregna-5,16-dien-33-ilo (I8g)
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Espectro A.63. Espectro de RMN 'H del ciclohexanocarboxilato de 21-(1H-imidazol-1-
il)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-ilo (I8i)

%0 180 i 160 150 1% 130 120 110 100 %0 (1] 0 00 50 40
11 (ppm)

Espectro A.64. RMN de "C del ciclohexanocarboxilato de 21-(1H-imidazol-1-il)-20-
oxopregna-5,16-dien-3[3-ilo (I8i)
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-73.91

30 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9% 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)
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Testosterone (T) plays a crucial role in prostate growth. In androgen-dependent tissues T is reduced to
dihydrotestosterone (DHT) because of the presence of the Sx-reductase enzyme. This androgen is more
active than T, since it has a higher affinity for the androgen receptor (AR). When this mechanism is
altered, androgen-dependent diseases, including prostate cancer, could result.

The aim of this study was to synthesize several 16-dehydropregnenclone acetate derivatives contain-
ing a tnazole nngat C-21 and a linear or alicyclic ester moiety at C-3 of the steroidal skeleton. These ster-
oids were designed as potential inhibitors of the activity of both types (1 and 2) of Sx-reductase. The
cytotoxic activity of these compounds was also evaluated on a panel of PC-3, MCF7, and SK-LU-1 human
cancer cell lines.

The results from this study showed that with the exception of steroids 20-ox0-21-{1H-1,2 4-triazole-1-
yl)pregna-5,16-dien-3p-yl-propionate  and 20-ox0-21-{1H-1,24-triazole-1-yl jpregna-5,1 6-dien-3 p-yl-
pentanoate, the compounds exhibit a lower inhibitory activity for both isoenzymes of 5x-reductase than
finasteride. Furthermore the 3f-hydroxy-2|l{ 1H-1,2 4-triazole-1-yl)pregna-5,16-dien-20-one and 20-
oxo-2141H-1,2 4-triazole-1-yl jpregna-5,1 6-dien-3 i-yl-acetate derivatives display 8% cytotoxic activity
on the SK-LU-1 cell line.

These results also indicated that the trazole derivatives, which have a hydroxyl or acetoxy group at C-
3, could have an anticancer effect, whereas the derivatives with a alicyclic ester group at C-3 do not show
biological activity.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

to specific receptors. The complex comprising the steroid receptor
has a direct interaction with DNA, altering gene expression. The

Steroids are transcription factors that regulate gene expression; result of this process induces growth and differentiation of its
these messengers are able to cross the plasma membrane and bind target rissues, so any alteration in this mechanism can cause
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deregulation of the expression, resulting in the modificaton of
several signaling pathways and therefore of functions."”
It is known that in some metastatic tumors such as lung adeno-

il.com

highly expressed.” This gene is amember of the CYP450 superfam-
ily, which codes for 24 hydroxylase enzyme.” It is also recognized
that the expression of glyoxalase enzyme genes is regulated by
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Figure 1. 16-Dehydropregnenole acetate (1), Ketoconazole (10}, Finasteride (11)
and Mibalerone (12}

testosterone (T) and that altered expression of genes encoding this
glyoxalase is present in various types of cancerous tumors of the
prostate.” Furthermore, androgens also induce the development
of benign prostatic hyperplasia (BPH). Both cancer and BPH have
also been associated with an increase of dihydrotestosterone
(DHT) in this gland.” T is converted to DHT by the action of 5a-
reductase (5%-R) isoenzymes. There are three 5o-reductase isoen-
zymes in prostate tissue. Type 1 52-R (5x-R1) is expressed in the
prostate epithelial cells and is related to the development of pros-
tate cancer.” Type 2 5u-R (52-R2) is associated with benign pro-
static hyperplasia (BPH)', and type 3 5-R (5-R3) is found in
the brain and pancreas, and is related to hormone-refractory pros-
tate cancer (HRPC)™ Each is encoded by a different gene; these
have been characterized in several species.”

Therefore the development of new inhibitors of enzymes
involved in the synthetic routes of steroidal hormones and antag-
onists of steroidal receptors could improve current anticancer
therapies.”'”

The cytotoxic effect of dehydroepiandrosterone derivatives
with a triazole moiety and an aromatic ester at C-3 was demon-
strated by our group.” These derivatives displayed high cytotoxic
activity in cell lines PC-3, MCF7 and SK-LU-1. We also demon-
strated that several progesterone derivatives inhibited the activity
of both types (1 and 2) of 5a-R These steroids also showed a high
pharmacological activity inhibiting prostate growth.'®

Based on these results we decided to study the synthesis and
biological activity of a series of 21-(1H-1,24-triazole-1-y1}-5,16-
pregnadiene-20-one-3p-yl derivatives (9a-j). Their biological
activity was evaluated by measuring their antiproliferative effect
in a panel of human cancer cell lines; PC-3 (prostate), MCF7
(breast) and SK-LU-1 (lung). In addition we also evaluated their
effect as inhibitors of the activity of 5x-R1 and 5x-R2 and their
binding capacity to the androgen receptor (AR). The pharmacolog-
ical effect of these pregnane derivatives was evaluated in an animal
model.

In the cancer cell lines tested, ketoconazole 10 (Fig. 1) was used
as a positdve control. This compound is an antimycotic drug and an
agent that inhibits cytochrome P450 enzymes, which are required
for the synthesis of androgens.'’

2. Material and methods
2.1. Chemical and radioactive materials

2.1.1. Reagents

Solvents were purchased from commercial sources and used
without further purification. Melting points were determined on
a Fisher Johns melting point apparatus and are uncorrected. IR
spectra were recorded on a Perkin-Elmer 200 spectrometer. The
UV lamp (254 nm) was from UVP. 'H and "*C NMR were taken

on a Varian VRX-400 spectrometer operating at 400 ('H) and 100
(**C) MHz with TMS as internal standard (é=0) in CDCly (the
abbreviations of signal patterns are as follows: s, singlet; d, dou-
blet, t, riplet; m, multiplet). High resolution mass spectra (HRMS)
were obtained with a Thermo DFS spectrometer by direct infusion
and using FAB" ionization mode.

(1,2)5,7-"H) Testosterone [*H] T specific activity: 95 Ci/mmol
and Mibolerone (17a-methyl-*H) [*H] MIB 10 specific activity
70-87 Ci/mmol were provided by Perkin Elmer Life and Analytical
Sciences (Boston, MA).

Radioinert T, 5x-DHT and MIB were supplied by Steraloids (Wil-
ton, NH, USA ). Sigma Chemical Co. (5t Louis, MO) provided NADPH.
Finasteride was obtained by extraction from Proscar® (Merck,
Sharp & Dohme). The tablets were crushed, extracted with chloro-
form and the solvent was eliminated in vacuum:; the crude product
was purified by silica gel 60 (63-200 pm) column chromatography
(Sigma- Aldrich) with ethyl acetate as eluant. The melting point of
the isolated finasteride (252-254 *C) was identical to that reported
in the literature.

The ketoconazole used as a reference compound was purchased
from Sigma Life Sciences.

2.1.2. Synthesis of derivates of the 16-dehydropregznenolone
acetate (8, 9a-j)

The synthetic pathway for the preparation of compounds 8 and
9a-j are outlined in Figure 2. These steroids were prepared from
the commerdally available 16-dehydropregnenclone acetate (1).
The synthesis of these novel compounds is described below.

2.1.2.1. Synthesis of 16a,17x-epoxy-3fi-hydroxypregn-5-en-20-
one 2. A solution the steroid 1 (1 g 2.82 mmol), sodium
hydroxide 4N (2 mL, 8 mmol) and H0- 30 % (4 mL, 135 mmol)
in hot methanol (66 mL) was stirred at room temperature for 4 h.
After this time the methanol was evaporated and the product
was washed with water, obtaining a white solid.

Yield 0.665 g (72%), mp 197-199*C, IR (KBr) cm': 3457, 1692,
1642 and 1042, '"H RMN (400 MHz, CDCly) 4: 1.00 (s, H-18, 3H),
1.03 (s, H-19, 3H), 2.01 (s, H-21, 3H), 2.29 (s, H-16, 1H), 3.47 (m,
J=3.4Hz, H-3, 1H), 3.66 (s, OH, 1H), 5.32 (t, f=5.3 Hz, H-6, 1H).
HC RMN (100 MHz, CDCl5) 4: 15.38 (C-18), 19.30 (C-19), 27.51
(C-21), 60.55 (C-16), 71.16 (C-17), 71.75 (C-3), 121.13 (C-6),
141.27 (C-5), 205.07 (C-20). HRMS caled for CyHyg05 330.2195,
found 330.2187.

21.22. Synthesis of  3p-{[tert-butyl{dimethyl)silyljoxy}-
164,172-epoxypregn-5-en-20-one 3. To a solution of steroid
2 (1g 3.02mmol), t-butyl dimethylsilylbchloride (0.75g
551 mmol) and imidazole (0.488g, 7.17 mmol) in dry DMF
(15 mL) were added. The solution was stirred at room temperature
for 2 h. When the reaction was finished, the DFM was evaporated
at vacuum and the product was washed with water, obtaining a
white solid.

Yield 1.17 g (87%), mp 118-120°C, IR (KBr) cm ': 2035, 1704,
1642, 1698 and 1083. "H RMN (400 MHz, CDCl;) 4: —0.051 (s,
CH3 of protector group, 6H), 0,048 (s, CH; of protector group,
9H), 0.88 (s, H-18, 3H), 1.00 (s, H-19, 3H), 2.02 (s, H-21, 3H), 2.25
(s, H-16, 1H), 3.47 (m, | =3.4Hz, H-3, 1H), 529 (1H, d, ] = 5.2 Hz,
H-6),. "*CRMN (100 MHz, CDCl) &: —4.33 (CH; of protector group)
15.40 (C-18), 19.32 (C-19), 27.70 (C-21), 26.08 (CH; of protector
group), 60.57 (C-16), 71.11 (C-17), 7255 (C-3), 12043 (C6),
141.93 (C-5), 205.08 (C-20). HRMS caled for Ca7H440451 444.3060,
found 444.3052.

2.1.2.3. Synthesis of 3p-{[tert-butyl{dimethyl)silyl]oxy}-20,20-
dimethoxy-16ax, 17a-epoxypregn-5-en-21-ol 4. To a solu-
ton of steroid 3 (1g, 2.2 mmol), (diacetoxyiodo) benzene (1.2 g,
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R= a; CH3- f
b; CH3CHg- a:
€; CHyCH,CH,- h

d; CchHzCHzCHz—
& CH3CH,CH CHCHy-

Figure 2. Reagents and conditions: (i} H;0,, NaOH 4 N; (i) TBDMS, imidazole, DMF; (iii) NaOH, CgHs [0Ac);, MeOH ; (iv) S0C, Py, CHoCly; (v) 1,2 4-triazole, K 005, 80 *C,5 h;
(wi) HCL, acetone; (vii) Crlly, Ac. Acetic; (viii a) acetic anhydride, Py; (viii b-e) R-COOH, DCC, DMAP, CHCls.

3.72 mmol) and sodium hydroxide (1 g, 25 mmol) in methanol
(21 mL) and dichloromethane (10 mL) were added, and stirred at
room temperature overnight. The solvent was evaporated under
reduced pressure, Finally the purification was made with a basic
aluminum column chromatography using mixture of hexane and
ethyl acetate (95:5).

Yield 0.959 g (84 %), mp 215-218 °C, IR(KBr) cm™': 3597, 2930,
1666, 1070 and 1033, "H RMN (400 MHz, CDCl3) é: —0.051 (s, CHs
of protector group, 6H), 0.048 (s, CH; of protector group, 9H), 0.88
(s, H-18, 3H), 1.01 (s, H-19, 3H), 2.25 (s, H-16, 1H), 3.29 (5, OCH,,
6H), 3.44 (m, | = 3.6, H-3, 1H), 3.69 (s, OH, 1H), 530(d, J = 5.3 Hz,
H-6, 1H). '*C RMN (100 MHz, CDCl5) 6: ~4.33 (CH; of protector
group), 15.30 (C-18), 19.66 (C-19), 26.08 (CH; of protector group),
4951 (OCH,), 62.73 (C-21), 69.78 (C-16), 72.50 (C-3), 101.99 (C-
20), 120.74 (C-6), 141.86 (C-5). HRMS calcd for CogHsOsSi
506.3428, found 506.3423.

21.24. Synthesis of 3p-{[tert-butyl{dimethyl)silyl]oxy}-21-
chloro-20,20-dimethoxy-16x,17 x-epoxypregn-5-ene 5. To
a cold solution of steroid 4 (1 g, 1.97 mmol) in a mixture of dry
dicholoromethane (8 mL) and pyridine (1 mL) thionyl chloride
(0.25 mL) was added dropwise under nitrogen atmosphere and
stirred at room temperature for 30 min. Chloroform (100 mL)
was added and it was washed two times with 10% aqueous
hydrochloric acid, aqueous sodium bicarbonate and water. It was
dried over sodium sulfate and the solvent was evaporated in vac-
uum. The crude product was recrystallized from methanol.

Yield 0.830 g (80%), mp 150-152 °C, IR (KBr) cm ': 2930, 1668,
1088 and 1033. "H RMN (400 MHz, CDCly) é: —0.051 (s, CH; of pro-
tector group, 6H), 0.048 (s, CH; of protector group, 9H), 0.88 (s, H-
18, 3H), 1.00 (s, H-19, 3H), 2.24 (s, H-16, 1H), 3.24 (s, OCHs, GH),
3.46 (m, | = 3.4 Hz, H-3, 1H), 4.01 (s, 2H, H-21), 5.28 (d, [ = 5.2 Hz,
H-6, 1H). '*C RMN (100 MHz, CDCl5) 4: —4.33 (CH; of protector
group), 15.99 (C-18), 18.83 (C-19), 26.08 (CHs of protector group),

49.87 (OCH3), 5957 (C-21), 69.50 (C-16), 72.96 (C-3), 101.96 (C-
20), 121.18 (C-6), 142.08 {C-5). HRMS calcd for CagHagClO4SI
524.3089, found 524.3093.

2.1.25. Synthesis of 3f-{[tert-butyl{dimethyl)silyl joxy)}-20,20-
dimethoxy-162,17x-epoxy-21-(1H-1,2 4- riazol-1-yl) pregn-5-
ene 6. A mixture of 1,24-triazole (0.069 g, 1.0 mmol), KzC04
(0.263 g, 1.90 mmol) and the corresponding compound 5 (1 g
1.90 mmool) dissolved indry DMF (5 mL) was heated at 90 °C under
Ny atmosphere for 4 h. Cold water was added and the resulting
solid was filtered. The compound was purified by a column chro-
matography with forisil.

Yield 0.753 g (71%), mp 188-190 °C, IR (KBr) cm ': 2929, 1616,
1086 and 1058. 'H RMN (400 MHz, CDCly) &: —0.051 (s, CH; of pro-
tector group, 6H), 0.048 (s, CH; of protector group, 9H), 0.88 (s, H-
18, 3H), 1.00 (s, H-19, 3H), 2.30 (s, H-16, 1H), 3.24 (s, OCH3, 6H,),
3.48 (m, [ = 3.3 Hg, H-3, 1H), 4.01 (s, 2H, H-21), 529 (d, J = 5.3 Hz,
H-6, 1H,), 747 (s, H-Het, 1H), 7.84 (s, H-Het, 1H). "C RMN
(100 MHz, CDCl4) é: —4.84 (CH; of protector group),15.20 (C-18),
18.03 (C-19), 26.08 (CH; of protector group), 49.40 (OCH;), 60.14
(C-21), 68.99 (C-16), 71.99 (C-17), 7265 (C-3), 101.77 (C-20),
121.08 (C-6), 121.60 (C-Her), 141.44 (C-Het.), 142.25 (C-5). HRMS
caled for CyyHsyN30,Si 557.3649, found 557.3645.

2.1.2.6. Synthesis of 162%,17x-epoxy-3-hydroxy-21-(1H-1,24-
triazol-1-yl)pregn-5-en-20-one 7. This compound was pre-
pared from compound 6 (0.5 g 0.89 mmol). The hydrolysis was
carried out in acetone (1.5mL) with 36% chlorhydrc acid
(1.3 mlL), at room temperature 1h. The solvent was evaporated
under reduced pressure and the crude product was recrystallized
from methanol.

Yield 0275 g (77%), mp 155-157 °C, IR (KBr) cm ': 3346, 2928,
1724, 1378, 1274 and 1051. '"H RMN (400 MHz, CDCly) 4: 0.90
(s, H-18, 3H), 1.20 (s, H-19, 3H), 3.24 (m, J = 3.5, H-3, 1H), 3.51
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(s, OH, 1H), 3.68 (s, H-16, 1H), 4.18 (5, 2H, H-21),5.33(d, ] = 5.3 Hz,
H-6, 1H), 751 (s, H-Het, 1H), 7.70 (s, H-Het, 1H). "*C RMN
(100 MHz, CDCl;) 4: 1532 (C-18), 1956 (C-19), 62.26 {C-21),
71.74 (C-3), 121.04 (C-6), 121.2 (C-Het.), 131.2 (C-HeL), 141.24
(C-5), 206,08 (C-20). HRMS calcd for Cy3Hs; N304 397.2365, found
397.2369.

21.27. Synthesis of 3p-hydroxy-21-(1H-1,2 4-triazol-1-y1)
pregna-5,16-dien-20-one 8. A solution of steroid 7 (0.5 g
1.25 mmol) and chromous chloride {0.4 g, 3.25 mmol) in acetic
acid (20 mL) was stirred at room temperature for 30 min. The mix-
ture was diluted with cold water (150 mL) and the precipitate was
filtered and dried. The product was purified by silica gel column
chromatography using a mixture of hexane and ethyl acetate
(9:1). From this compound, compounds (9a-j) were derived.

Yield 0.370¢g (77%), mp 120-122, IR (KBr) cm ': 3355, 2027,
1709, 1670, 1276 and 1051. "H RMN (CDCl;) 4: 0.90 (s, H-18,
3H), 1.20 (s, H-19, 3H), 3.25 (m, J= 3.5 Hz, H-3, 1H), 3.52 (s, OH,
1H), 4.18 (s, 2H, H-21), 534 (d, ] = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, H-16,
1H), 7.50 (s, H-Het., 1H), 7.70 (s, H-Het., TH). "*C RMN (100 MHz,
CDClL) é: 1532 (C-18), 20.01 (C-19), 62.15 (C-21), 71.78 (C-3),
121.04 (C-6), 141.23 (C-5), 141.38 (C-16), 141.47 (C-Het.), 144.83
(C-Het.), 196.66 (C-20). HRMS calcd For CasHyNs05 381.2416,
found 381.2420.

2.1.2.8. Preparation of 20-o0x0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)pregna-
5,16-dien-3f-yl acetate 9a. The synthesis of this compound
was conducted from a solution of steroid 8 (0.1 g, 2.62 mmol), pyr-
idine (0.4 mL)and acetic anhydride (0.4 mL). The resulting solution
was stirred at room temperature for 1 h. A solution of water and
salt was added and the precipitated was filtered. The compound
was washed with water 3 times.

Yield 0.10 g (90%), mp 119-121°C, IR (KBr) cm~': 2927, 1731,
1270 and 1087. "H RMN (40 MHz, CDCl5) 4: 1.15 (s, H-18, 3H),
1.30 (s, H-19, 3H), 2.03 (t, ester-H-2', 3H), 3.25 {(m, = 3.2 Hz, H-
3, 1H), 4.19 (s, 2H, H-21), 5.34 (d, J = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s,
J=6.7, C-16, 1H), 8.01 (s, H-Het., 1H), 830 (s, H-Het,, 1H). *C
RMN (100 MHz, CDCl5) 4: 15.30 (C-18), 19.40 (C-19), 21.3 (C-2' of
ester), 65.50 (C-21), 73.61 (C-3), 121.97 (C-6), 129.62 (C-16),
14002 (C-Het.), 141.24 (C-5), 14832 (C-Her), 156.57 (C-17),
173.46 (ester carbonyl), 201.02 (C-20). HRMS caled for
Cz5H33N305 423.2522, found 4232525,

2.1.29. General procedure for obtention of 20-0x0-21-(1H-1,2 4-
triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3f-ylpropionate (9b) to 20-oxo-
21-(1H-1,24-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3f-ylcyclohep-
tanecarboxylate (9j). To a solution of steroid 8 (0,1g
0.262 mmol), DCC (0.110 g 0524 mmol) and DMAP (0.064 g,
0.524 mmol) in chloroform (3 mL) the corresponding acid
(0.6 mmeol) was stirred at room temperature for 2 h. Ethyl acetate
(8 mL) was added and the precipitated dicyclohexyl urea was fil-
tered. The organic phase was washed three imes with 10% ague-
ous hydrochloric acid, 5% aqueous sodium bicarbonate, water
and was dried over anhydrous sodium sulfate. The crude ester
was recrystallized from chloroform-methanol.

2.1.29.1. 20-Oxo0-21-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3 -
yl-propionate 9b. Yield 0.097 g (85%), mp 119-121°C, IR (KBr)
cm':2927, 1728, 1571, 1270 and 1087. "H RMN (400 MHz, CDCl;)
& 0.90 (s, H-18, 3H), 1.03 (s, H-19, 3H), 1.3 (t, H-3’ of ester, 3H), 2.1
(q, H-2' of ester, 2H), 3.25 (m, J=3.2, H-3, 1H), 4.19 (s, 2H, H-21),
5.34 (d, | = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, J = 6.7 Hz, C-16, 1H), 8.02 (s,
H-Het., 1H), 8.30 (s, H-Het, 1H). "*C RMN (100 MHz, CDCly) &
8.30 (C-3' of ester), 10.3 (C-18), 12.03 (C-19), 73.61 (C-3), 121.97
(C-6), 129.62 (C-16), 140.02 {C-Het.), 141.24 (C-5), 14832 (C-
Het), 156.57 (C-17), 17348 (ester carbonyl), 201.02 (C-20). HRMS
caled for CogHas N3O+ 437.2678, found 437.2673.

2.1.29.2. 20-Oxo-21-{1H-1,24-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3 -
yl-butirate 9¢.  Yield 0.095g (B0%), mp 202-205°C, IR (KBr)
cm':2927,1732,1575, 1270 and 1087. "H RMN {400 MHz, CDCl;)
4:090(t, ester-H-4', 3H), 1.03 (s, H-18, 3H), 1.20 (s, H-19,3H),2.20
(q, ester-H-3', 2H), 3.25 (m, J = 3.2 Hz, H-3, 1H), 420 (s, 2H, H-21),
5.34 (d,] = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, [ = 6.7 Hz, C-16, 1H), 7.51 (s, H-
Het, 1H), 7.84 (s, H-Het., 1H). "*C RMN (100 MHz, CDCl;) 4: 10.1
(C-3' of ester), 12.32 (C-18), 15.20 (C-19), 186 (C-4' of ester),
67.01 (C-21), 73.61 (C-3), 121.97 (C-6), 129.62 (C-16), 140.02 (C-
Her), 142. 2 (C-5), 148.32 (C-Het.), 156.57 (C-17), 173.48 (ester
carbonyl), 201.02 {C-20). HRMS caled for CxyH4N504 4512835,
found 451.2830.

2.1.29.3. 20-Oxo-21-{1H-1,2 4-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3 -
yl-pentanoate 9d. Yield 0.095 g (78%), mp 195-197 °C, IR (KBr)
em™':2927,1731,1570, 1275 and 1087, "H RMN (400 MHz, CDCls)
4: 0.98 (t, ester-H-5', 3H), 1.03 (s, H-18, 3H), 1.20 (s, H-19,3H), 2.4
(q, ester-H-4', 2H), 3.25 (m, ] = 3.2 Hz, H-3, 1H), 4.20 (s, 2H, H-21),
5.34 (d,] = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, [ = 6.7 Hz, C-16, 1H), 7.51 (s, H-
Het, 1H), 782 (s, H-Het, 1H). ™C RMN (100 MHz, CDCl;) é: 9.82
(C-5 of ester), 10.1 (C-4 of ester), 10.31 {C-18), 15.4 (C-19),
67.31 (C-21), 73.59 (C-3), 121.97 (C-6), 129.62 (C-16), 140.02 (C-
Her), 142.25 (C-5), 148.32 (C-Het), 156.57 (C-17), 173.46 (ester
carbonyl), 200,02 {C-20). HRMS calcd for CogHisN305 465.2991
found 465.2993.

2.1.29.4. 20-Oxo-21-(1H-1,24-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3 -
yl-hexanoate 9e.  Yield 0.098 g (73%), mp 197-199°C, IR (KBr)
em™':2927,1725,1571, 1270 and 1087, "H RMN (400 MHz, CDCl;)
4: 1.0 (t, ester-H-6', 3H), 1.23 (s, H-18, 3H), 1.30 (s, H-19, 3H), 2.32
(q, ester-H-5, 2H), 3.25 (m, J = 3.2 Hz, H-3, 1H), 420 (s, 2H, H-21),
5.33 (d,] = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, [= 6.7 Hz, C-16, 1H), 7.51 (s, H-
Het, 1H), 7.80 (s, H-Het, 1H). "C RMN (100 MHz, CDCl;) 4: 9.80
(C-6"), 1230 (C-18), 1542 (C-19), 67.30 (C-21), 73.62 (C-3)
121.97 (C-6), 129.62 (C-16), 140.02 (C-Het.), 142.31(C-5), 148.32
(C-Het.), 156.57 (C-17), 17346 (ester carbonyl), 20002 {C-20).
HRMS caled for CooHag N304 479.3148 for found 479.3141.

2.1.29.5. 20-0xo0-21-(1H-1,2 4-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-35-
yl-cydopropanecarboxylate 9f  Yield 0.059g, (50%), mp 131-
134°C, IR (KBr) cm': 2928, 1722, 1625, 1575, 1270 and 1172.
'H RMN (400 MHz, CDCls) 4: 090 (s, H-18, 3H), 1.31 (s, H-19,
3H), 1.83 (m, ester-H-1', 1H), 3.45 (m, J=3.5Hz, H-3, 1H), 4.90
(s, 2H, H-21), 5.35 (d, | = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, | = 6.7 Hz, C-16,
1H), 7.70 (s, H-Het, 1H), 8.01 (s, H-Het., 1H). '3C RMN (100 MHz,
CDCl;) é: 13,6 (C-1' of ester), 14.53 (C-18), 15.23 (C-19), 63.2 (C-
21), 73.55 (C-3), 121.03 (C-6), 121.1 (C-16), 141.52 (C-5), 144.04
(C-Het.), 152.15 (C-Hetr), 157.13 (C-17), 174.44 (ester carbonyl),
190.89 (C-20). HRMS caled for CopHysN4O4 4492678 found
449 2672,

2.1.29.6. 20-Oxo-21-(1H-1,24-trinzol-1-yl)pregna-5,16-dien-3 -
yl-cydobutanecarboxylate 9g  Yield 0.068g, (56%), mp 136-
138°C, R (KBr) cm ': 2930, 1723, 1625, 1575, 1270 and 1167.
'H RMN (400 MHz, CDCly) 4: 0.98 (s, H-18, 3H), 1.01 (s, H-19,
3H), 2.30 (m, ester-H-1', 1H), 3.45 (m, J=3.4Hz, H-3, 1H), 4.90
(s, 2H, H-21), 5.36 (d, J=5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (m, | = 6.7 Hz, C-
16, 1H), 780 (s, H-Het, 1H), 82 (s, H-Het, 1H). "*C RMN
(100 MHz, CDCl5) é: 12.18 (C-18), 15.86(C-19), 30.10 (C1’ of ester),
65.51 (C-21), 73.55(C-3), 121.93 (C-6), 121.96 (C-16), 141.53 (C-5),
143.98 (C-Het.), 152.15 {C-Het), 157.21 (C-17.), 174.96 (ester car-
bonyl), 190.92 (C-20). HRMS calcd for CagHyy N304 463.2835 found
463.2837.

2.1.29.7. 20-Ox0-21-{1H-1,24-triazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3 -
vl-cyclopentanecarboxylate 9h. Yield 0.073 g, (58%), mp 118-
120°C, IR (KBr) cm ': 2928, 1724, 1625, 1574, 1270 and 1168.
'H RMN {400 MHz, CDCl) & 096 (s, H-18, 3H), 1.20 (s, H-19,
3H), 2.31 (m, ester-H-1, 1H), 3.48 (m, [ =3.4 Hz, H-3, 1H), 4.90
(s, 2H, H-21), 5.36 (d, ] =5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (m, | =6.7 Hz, C-
16, 1H), 7.70 (s, H-Het, 1H), 801 (s, H-Het, 1H). “C RMN
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(100 MHz, CDCls) é: 15.87 (C-18), 19.25(C-19),30.10 (C1’ of ester),
65.10(C-21), 7445 (C-3),121.92 (C-6), 140.01 (C-16), 141.23 (C-5),
144.0 (C-Het.), 152.17 (C-Het.), 157.29 (C-17), 176.37 (ester car-
bonyl), 190.96 (C-20). HRMS calcd for CagHaaN+05 477.2991 found
477.2997.

2.1.29.8. 20-0x0-21-(1H-1.2,4- riazol-1-yl)pregna-5,16-dien-34-
yl-cydohexanecarboxylate 94, Yield 0.071g, (55%), mp 115-
118°C, R (KBr) cm ': 2930, 1724, 1627, 1585, 1275 and 1166.
'H RMN (400 MHz, CDCly) & 0.96 (s, H-18, 3H), 1.31 (s, H-19,
3H), 2.30 (m, ester-H-1', 1H), 3.78 (m, J=3.7 Hz, H-3, 1H), 4.90
(s, 2H, H-21), 5.36 (d, ] = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 {m, ] = 6.7 Hz, C-
16, 1H), 7.70 (s, H-aromatic, 1H), 8.01 (s, H-aromatic, 1H). "*C
RMN (100 MHz, CDCls) 4: 15.80 (C-18), 19.25 (C-19), 30.10 (C1
of ester), 65.50 (C-21), 73.52 (C-3), 121.92 (C-6), 140.10 (C-16),
141.50 (C-5), 143.92 (C-Het.), 152.20 (C-Het.), 175.57 {ester car-
bonyl), 199.37 (C-20). HRMS calcd for CsoH4 N304 491.3148 for
found 491.3144.

2.1.29.9. 20-Ox0-21-(1H-1,2,4- mriazol-1-yl)pregna-5,16-dien-3f-
yl-cydoheptanecarboxylate 9. Yield 0.068g (51%), mp 197-
199 *C, IR (KBr) cm~': 2932, 1726, 1629, 1583, 1270 and 1160.
'"H RMN (400 MHz, CDCls) 4: 0,90 (s, H-18, 3H), 1.33 (s, H-19,
3H), 2.20 (m, ester-H-1', 1H), 3.48 (m, ] =3.4 Hz, H-3, 1H), 4.90
(s, 2H, H-21), 5.35 (d, J= 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.73 (m, J= 6.7 Hz, C-
16, 1H), 7.70 (s, H-aromatic, 1H), 7.98 (s, H-aromatic, TH). "*C
RMN (100 MHz, CDCl3) 4: 15.87 (C-18), 19.31 (C-19), 30.71 (CT*
of ester), 65.50 (C-21), 72.05 (C-3), 121.07 (C-6), 14030 (C-16),
141.50 {C-5), 143.94 (C-Het.), 152.20 (C-Het.), 176.58 (ester car-
bonyl), 191.05 (C-20). HRMS calcd for C3yHaaN+04 505.3304, found
505.3310.

2.2, Animal and human tissues

2.2.1. Type 1 5%-R isoenzyme isolated from rat liver

Two adult (8-month old) rats were obtained by the Metropoli-
tan University in Xochimilco from Animal Care Facility, Mexico.
All procedures with animals were approved by the Institutional
Care and Use Committee of UAM.

The adult rats weighing 500 g had been fasted overnight to
decrease glycogen levels before their livers were extirpated for
use as a source of 52-R1."? To prepare microsomes, the livers
(30 g) were minced in one volume of buffer A (20 mM sodium
phosphate, pH 6.5, containing 032 M sucrose, 0.1 mM DTT
(Sigma-Aldrich, Mexico City, Mexico) with an IKA-A11 basic tissue
mill (IKA Laboratory Equipment, Mexico City, Mexico). Unless
otherwise specified, the following procedures were carried out at
4°C

The tissue was homogenized and the suspension was cen-
rifuged (13,200 rpm; 20 min; 0°C) (Beckman L70K ultracen-
rifuge). The pellet was discarded. The supernatant was filtered
through a nylon mesh filter (pore size 11 pm, distributed by
OEM-Membrane Solution, Dallas TX) and cenmrifuged again
(10,000 rpm; 60 min, 4°C); the microsomal pellet was resus-
pended in five volumes of buffer A with a homogenizer. The pro-
tein amount was measured by the Bradford method.”

The suspension was re-centrifuged (13,200 rpm; 20 min, 4 *C)
and the pellet was resuspended in buffer A to give a final concen-
ration of 20 mg protein/mL. The microsomal suspension was
stored at —70 *C prior to the preparation of the sample steroid.

222 Type 2 5a R isoenzyme isolated from human prostate
Four hours after a 53-year-old patient had died of a heart attadk,
his normal prostate was extirpated in the Pathology Department of
the General Hospital in Mexico City. The Ethical Committee of the
General Hospital in Mexico City approved this protocol.
The tissue was rinsed and immediately chilled in ice-cold
150 mM NaCl and stored at —20 °C. The frozen human prostate

was thawed on ice, rinsed, and minced in buffer A {20 mM sodium
phosphate, pH 6.5, containing 0.32 M sucrose, 0.1 mM DTT; Sigma-
Aldrich, Mexico City, Mexico) with an IKA® A11 basic tissue mill
(IKA Laboratory Equipment, Mexico City, Mexico). Unless other-
wise specified, the following procedures were carried out at 4 *C.

Human prostate was used in this experiment because this tis-
sue is an abundant source of 52-R2, but not of Sx-R1; the AR study
in this model is very complex.

The human prostate tissue was homogenized in two volumes of
buffer A with a tissue homogenizer Ultra-Turrax IKA, T18 basic
(Wilmington, NC). The homogenates were centrifuged (1500g;
60 min)'” in a SW 60 Ti rotor (Beckman Instruments, Palo Alto,
CA). The pellets were resuspended in buffer A, and stored at

70°C. This suspension had a final concentration of 5 mg pro-
tein/mL, as determined by the Bradford method, and was used as
source of 5x-R2 isozyme.

2.2.3. Rat prostate cytosol as source of AR

In order to evaluate the binding of steroids 8 and 9a-j to the
androgen receptor, the prostates of 50 adult rats (8 months old;
500 g) were removed, blotted, weighed and soaked in cold TEMD
(40 mM tris-HCl, 3 mM EDTA and 20 mM sodium molybdate,
dithiothreitol 0.5 mM, 10% glycerol at pH 8) before use. All proce-
dures were carried out in an ice bath at 0°C.

The tissues were homogenized with a tissue homogenizer
(Teckmar, Cincinnati, OH) in one volume of buffer TEMD plus pro-
tease inhibitors (2mM PMSF, 10 pg/mL antipain, 5mM leu-
peptin)'* in an ice bath with a tissue homogenizer; subsequently
the homogenates were centrifuged (14,000 rpm, 60min)"” 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. The protein
(6 mg of protein in 200 pL) was determined by the Bradford
Method.

In this study we used rats because the prostate gland is bigger
than that of the hamster and there is no difference in the binding
activity of the AR between rat and hamster cytosol.'®

2.2 4. Characteristics of cell lines

The following panel of cells was used in this study: PC-3
(human prostate cancer cell line), MCF7 (human breast cancer cell
line), and SK-LU-1 (human lung cancer cell line), supplied by the
Mational Cancer Institute (USA).

2.2.5. In vivo experiments

For the experiments in vivo, 80 adult male golden hamsters
(2.5 months old; 150-200 g) were used. After gonadectomies had
been performed on the hamsters under isoflurane anesthesia, the
castrated hamsters were allowed to recover for 30days prior to
experimentation. The castrated hamsters and the remaining eight
intact hamsters were housed in a room with controlled tempera-
ture (22°C) and light-dark periods of 12 h; the hamsters were
fed with food and water ad libitum. Thirty days post gonadectomy,
the hamsters were separated into nine groups consisting of four
animals per group. The hamsters were treated for six days, and
thereafter sacrificed with C0,."" This experiment was carried out
twice under the same conditions.

2.3. Biological activity of the new compounds

2.3.1. In vitro experiments

The effect of steroids 8 and 9a-j, (Fig. 2) on the activity of Sx-R1
and 54-R2 was evaluated under the same in vitro conditions that
we described previously.'

We give a brief description of some of the details of the tech-
nique to evaluate the 50% inhibitory concentration (ICsp) of 8 and
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9a-j required to inhibit the activity of 5a-R isozymes. Different
concentrations (1 = 10" to 10 * M) of each of the steroid deriva-
tives were added to tubes containing the culture medium.'” The
transformation of T to DHT in the presence of 8 and 9a-j was cal-
culated from radicactive compounds present in each of the lanes of
the chromatographic plate, taking into account the entire radioac-
tivity present in the rest of the plate. These data were plotted using
SigmaPlot software 12 inhibition curves.'®

2.3.2. Competitive studies in AR

The binding capacity of steroids 8 and 9a-j to the AR was deter-
mined using the same technigue that was described previously by
our group” and the ICs;, of each compound was calculated accord-
ing to the plots of concentration versus percentage of binding,
using SigmaPlot 12.

2.3.3. In vivo experiments

2.3.3.1. Weight of the prostate, seminal vesicles and diameter of
the pigmented spot. For six consecutive days, each of the
steroid derivatives 8, 9a-e (2 mgfkg body weight (BW)) dissolved
in 200 pL of sesame oil, together with 1 mg/kg (BW) of testos-
terone, was administered by subcutaneous (SC) injection to a
group of gonadectomized hamsters (four animals per derivative).
Three groups of gonadectomized animals were kept as control;
the first group was injected SC with 200 pL sesame oil, the second
group with 1 mg (kg (BW) of testosterone, and the third group with
1mg T plus 1 mg/kg (BW) of finasteride also prepared in sesame
oil. Additionally, one group of four intact hamsters was used as
the intact control After reatment, the animals were sacrificed
with CO-. The diameters of the flank organs were measured using
avernier caliper; the prostate and seminal vesicles of each hamster
were dissected and weighed. Two separate experiments were per-
formed for each group of steroid treated hamsters. The results
were analyzed by using one-way analysis of variance and Dun-
nett's method t compare means, using JMP IN 5.1 software
(JMP, Statistical Discovery, Cary, NC, USA).

2.3 4. Cytotoxicity assay

Cytotoxic activity of steroids 8 and 9a-j on three different cell
lines; PC-3, MCF7, and SK-LU-1, was evaluated as reported
previously.'®'7

The percentage of cell growth inhibitdon was calculated accord-
ing to the following expression:

100 — (simple absorption) « 100
(vehicle absorption)

Cell growth inhibition (%) =

3. Results
3.1. Chemistry

In this synthesis the strategy for the preparation of 8 and 9a-j
(Fig. 2) was the following: we used the commercially available
16-dehydropregnenolone acetate (1) treated with hydrogen perox-
ide and sodium hydroxide 4 N to form the 160, 17p-epoxy com-
pound 2. The protection in C-3 with tert-butyldimethylsilyl
chloride and imidazole in DMF afforded the compound 3. The oxi-
dation of 3 with (diacetoxyiodo) benzene, sodium hydroxide and
methanol generated the compound with the alcohol in C-21 4. This
compound treated with thionyl chloride yielded the chlorinated
compound 5. 6 was prepared using potassium carbonate and
1,2,4-triazole in DMF and warmed at 80°C for 5 h. Compound 6
upon treatment with hydrochloric acid in acetone afforded the
compound 7. The 16f,17f-epoxy elimination of 7 was performed
with chromium chloride (II) in acetic acid giving compound 8.
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Finally compounds 9b-j were obtained from 8 by using the Stegl-
ish esterification method,'® Their esters were obtained with a high
and regular yields (51-90%). The synthesis of 9a was done with
acetic anhydride and pyridine (77% yield). All compounds were iso-
lated and the melting points showed a maximum of two degrees
difference. The desired compounds and intermediates were char-
acterized by IR, "H NMR, "*C NMR and mass spectrometry.

3.2. Effect of steroids 8 and 9a-j as inhibitors of the activity of
54-R isozymes

The in viro effect of steroids 8, 9a-j and finasteride (11 in
Fig. 1) required for inhibiting 5x-R1 and 5%-R2 activity for 50%
(ICsp value) are shown in Table 1.

These results indicate that 9b and 9d with ICsg values for 5a-R1
of 88 nM and 320 nM respectively (Table 1) have higher inhibitory
activity (lower ICsp values) than finasteride (ICso = 630). However,
the rest of these compounds do not show this inhibitory activity
by 53-R1.

The data in Table 1 also show that 9a and 9f inhibited the activ-
ity of 5u-R2 with 1Csy values of 100 and 118 pM, respectively.
These ICsy values are higher than that of finasteride (0.0085 puM),
which is the steroid we used as a reference control. Thus 9a and
9f are less potent than finasteride for inhibiting the activity of
58R-2.

3.3. Competitive studies

These studies show that 8 and 9a-j did not displace the triium-
labeled MIB (12 in Fig. 1) of AR in the trial. However, the unlabeled
MIB used as reference control shifted the labeled MIB from AR, giv-
ing an ICs, value of binding to the AR of 1 nM. MIB is a very potent
agonist of AR; this is the reason we used this steroid as a reference
control.

3.4. Cytotoxic activity on cancer cell lines

The percentage of antiproliferative effect produced by steroids
8, 9a-j on the growth of human cancer cell lines PC-3 (prostate),
MCF7 (breast) and SK-LU-1 (lung) is shown in Table 1, Ketocona-
zole was used in this study as a reference standard because it is
known that this compound has an antiproliferative effect in cancer
cell lines.

The data in Table 1 also show that compounds 8 and 9a have
lower antiproliferative activity on PC-3 and MCF7 (61.3%, 56.2%,
62.1% and 59.4%, respectively) than in SK-LU-1 cells. Furthermore
these compounds have a high inhibitory activity on this last cell
line (88.9% and 74.8%, respectively). However steroids 9b-9j dis-
played a lower cytotoxic activity than ketoconazole; this low cyto-
toxic activity could be due to its low solubility in DMSO, which
could prevent availability in the cell culture medium,

3.5. Pharmacological results

After castration, the weight of the hamster prostate and seminal
vesicles decreased (p < 0.05) compared to the normal glands, as did
the diameter of the pigmented spot. Treatment with vehicle alone
did not change these conditions. However, injections of 1 mg/kg of
T for 6days significantly increased (p < 0.05) the diameter of the
pigmented spot as well as the weight of the prostate and seminal
vesicles (Table 2). When T (1 mg/kg) and finasteride were injected
mgether, the diameter of the flank organs and the weight of the
prostate and seminal vesides decreased significantly (p < 0.05)
compared to that of T-treated animals (Table 2). This reduction
of the weight of these glands and diameter of the pigmented spot
was comparable to that produced by finasteride 11 (Table 2).
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Table 1
Biological activity of novel derived compounds on human @ancer cell line growth inhibition at 50 g, 1C5 value for 53-R isoenzymes and AR binding assay
Structure Compound R PC-3 MCF7 SK-LU-1 53-R1 1Cso nM 50-R2 105 pM RBA AR %
Ketomnazole 10 - BE48+£39 95.16 £+ 48 733+ 16 N ND ND
Finasteride mn - MNA NA NA 630 00085 MNA
8 - G613 £03 62.1:08 88.9+55 MNA MNA MNA
Sa -CHs 56213 594223 748115 MNA 100 MNA
9b -C;H= NA 59+22 8.8+07 88 NA NA
e -C3H7 92+16 25.6+27 156+ 18 MA MNA MNA
o -C;Hy 382222 38509 202+28 20 MNA MNA
o ~CsHy, 169 £ 1.8 14.4£02 64417 100x10° NA NA
o [>— NA NA NA NA 18 NA
o9 l:[/ NA NA NA NA NA NA
Sh E:}— MNA NA NA MNA NA NA
9 Q’ MNA NA NA MNA MNA MNA
] U MA MA MNA MA agx 10 MA

Table 2

Diameter of the pigmented spot of the flank organs; weight of the prostate and seminal vesicles glands + standard deviation from castrated hamsters receiving differsnt

treatments for 6 days

Treatment  Diameter of the pigmented spot (mm ) £ standard error Weight of prostate (mg) £ standard ervor Weight of seminal vesicles (mg) £ standard error

Control 203+ 63 504+99 96114125
T 565£1.1 98 £ 326 20062 55
T+F 357+09 696+212 161.4+ 445
T+8 305+£15 890 £16 16333414
T+%9% 29+£09 B8765+218 216075+ 672
T+ 9 279+14 BO55+210 15708+ 326
T+59¢ 271207 813 £57 1389245
T+9d 371£10 8230219 180,03 £395
T+9 28+04 B869+195 200+ 56.7
T+9 288+08 10748 +228 180.3 £ 395
T+9g 214+25 100 £ 40 130 £ 58
T+ 9 28£10 97 £30 120%25
T+9 3+03 BE+£10 150£15
T+9% 445404 782+185 203.98 +478

The control animals were treated with vehicle only.

The results of this experiment (Table 2) show the effect of ster-
oids 8, 9a-j on the size of the pigmented spot of the flank organs as
well as the weight of prostate and seminal vesicles. The Dunnett
test, which compares the mean obtained in the pharmacological
experiments, indicated that no significant differences exist
berween the response obtained with T-treatment and T plus 8,
Da-j.

4. Discussion

In this study we demonstrated that derivatives 8 and 9a-j were
less potent for inhibition of the activity of 54-R2 than other 16-
pregnenolone acetate and 16-pregnandiene acetate derivatives
previously studied,” This low activity in viro (8 and 9a-j) fully
explains the lack of pharmacological effect of these steroids
observed in these experiments.

However 9b and 9d were more potent for inhibition of 5uR1
than the previously reported derivatives." Compounds 9b and
9d have ester groups with an even number of carbon atoms in their

structure, which may favor union with 5u-R1. This is important
because some types of prostate tumor cells, such as LnCaP, prolif-
erate due to the presence of 5a-R1 specifically, so these com-
pounds may have therapeutic potential for this type of condition.”

The structure of the two isozymes of 5%-R has not been eluci-
dated because they are membrane proteins, which makes them
very difficult to purify in their functional form." For this reason
its crystal structure is unknown and docking and SAR studies
remain in the theoretical stage *'%-"®

Data obtained in this study demonstrated that steroid 8 with a
trizole moiety at C-21 showed high cytotoxic activity on the cell
line SK-LU-1 (lung cancer). In a previous study it has been reported
that DHEA derivatives to which triazole groups were added at C-17
were able to inhibit the growth of the same three cell lines used in
this study.” But these derivatives of DHEA® also had antiprolifera-
tive action on cell lines PC-3 and MCF7. The triazole group added
to the synthesized pregnane derivatives increased their solubility
in the culture medium of cells studied ” In addition, the ester group
attached at C-3 of these derivatives enhances the value of log P
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and therefore its permeability through the cell membrane. When
the antiproloferative effect produced by steroid derivatives
with imidazole or a pyrazole ring is compared with triazole it is
observed that the antiproliferative effect increases miazole ring.”'
Other 21-triazolyl derivatives of pregnenclone have displayed a
potent antitumor activity. For example the compound 21{4-[(4-
methoxyp henoxy Jmethyl ]-1H-1,2 3-triazol-1-y1}-3-hydroxypregn-5-
en-20-one synthesized by the group of Banday, which was very
active to inhibit the growth of DU-145 and PC-3 cell lines.””

These data indicate that the hydroxylated derivative of preg-
nenolone at C-3 and with a triazole group at C-21 synthesized
and studied in this work displays antiproliferative specificity on
the SK-LU-1 cells, which could be considered an advantage for its
therapeutic use. This activity could be atributed to the presence
of a free OH group at C-3 (8), which forms hydrogen bonds with
different molecules in the cells.
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Pregnane derivatives are studied as agents for the treatment of different hormone-dependent diseases.
The biological importance of these steroids s based on their potential use against cancer. In this study, we
report the synthesis, characterization and biological activity of two pregnane derivatives with a triazole
(3p-hydroxy-21-(1H-1,2 4-triazol- 1 -yl )pregna-5,16-dien-20-one; T=0H ) or imidazole (3 B-hydroxy-21-
( 1H-imidazol-1-yl)pregna-5,16-dien-20-one; I-OH ) moieties at C-21. These derivatives were synthesized
from 16-dehydropregnenolone acetate. The activity on cell proliferation of the compounds was measured
onthree human cancer cells lines: prostate cancer { PC-3), breast cancer (MCF7 ) and lung cancer { SK-LU-
1). The cytotoxic and antiproliferative effects of T=0H and I-DH were assessed by using SBR and XTT
methods, respectively, The gene expressions were evaluated by real time PCR. In addition, results were

Keywords:

Pregnane derivatives
Prostate cncer
Breast aocer

Lung cancer complemented by docking studies and transactivation assays usingan expression vector to progesterone
Cyclin D1 and androgen receptor,
Cyclin E1 Results show that the two compounds inhibited the three cell lines proliferation ina dose-dependent

manner. Compound I=0H downregulated the gene expression of the cyclins D1 and E1 in PC-3 and
MFC7 cells; however, effect upon Ki-67, EAG1, BIM or survivin genes was not observed. Docking studies
show poor interaction with the steroid receptors. Nevertheless, the transactivation assays show a weak
antagonist effect of I-0H on progesterone receptor but not androgenic or antiandrogenic actions.

In conclusion, the synthesized compounds inhibited cell proliferation as well as genes key to cell cycle
of PC-3 and MCF7 cell lines. Therefore, these compounds could be considered a good starting point for the
development of novel therapeutic altematives to treat Cancer.

@ 2016 Elsevier Ltd. All Aights reserved.

1. Introduction

It is well known that the steroids play a pivotal role in several
processes, such as the differentiation, development, growth, as
well as physiological and reproductive functions in the human
body. Steroid hormones are molecules that share as structural

Abbreviations: AR, androgen receptor; PR, progesterone rece ptor; VDR, vitamin
D receptor; Py, progesterone,
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E-mail addresses: barrera 1912@gmaileom, vidadav@hotmail.com (D. Barrera).
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http:/dx doi.org/ 101001 61 sbmb. 2016.02.013
0960-0760/® 2016 Elsevier Lid. All rights reserved.

feature a tetracyclic nucleus formed by three ciclohexanes and one
cyclopentane. They differ by the oxidation state, the chains and
functional groups attached to this four-ring structure which
change their chemical functions and biologic specificity [1].
Generally, many of the cellular effects of steroids are mediated
via the classical genomic mechanism, where the steroids are taken
from circulation to cells and bind to specific receptors, two
hormone-receptor complexes dimerize and are translocated from
cytoplasm to nucleus to recognize the hormone-response ele-
ments and induce changes in the transcriptional expression of
target genes [2]. In addition, several non-genomic actions have
been described. In this respect, ion channels, membrane-associat-
ed steroid receptors, enzyme-linked receptors and cytoplasmic
proteins activate intracellular signaling cascades that in turn
activate second messengers [3]. In fact, the steroid effects may
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occur using one or both mechanisms in a tissue-dependent
manner.

Indeed, the literature describes numerous examples of the
natural and synthetic compounds used for the treatment of both
sex hormone-dependent and independent cancer tumors [4-9].
However, the resistance to therapies impedes the successful
reatment Consequently, the design of compounds with a specific
activity for each molecular target should be performed.

In this sense, the replacement of one or more carbon atoms in a
steroid molecule by nitrogen atoms affects the chemical properties
of the steroid and changes its biological activity. Since 1980's,
azasteroids had received much attention for the development of
new compounds that are being used for the treatment of hormone-
dependent diseases such as adenocarcinomas, offering an impor-
tant strategy for tumor control [10]. Actually, many drugs used in
the treatment of a number of androgen-independent, androgen-,
estrogen-, and other steroid-dependent diseases, have in its
structure a heterocyclic group. Some interesting compounds in
the pharmaceutical market are for example aminoglutethimide
and its derivatives; esters of 4-pyridineacetic acid; bis-chloro-
phenyl-pyrimidine analogues; as well as imidazole and triazole
derivatives, such as ketoconazole, liarozole, fadrozole, CGS 18320
B, vorozole and CGS 20267 [11].

In particular, pharmacological studies have displayed that some
pregnane derivatives have a variety of bioactivities, such as
cytotoxicity and immunoregulation among others, whereas some
synthetic steroids have been previously described as regulators of
apoptosis or implicated in cellular proliferation [12-17]. In this
study, we synthesized two steroidal derivatives from 16-dehy-
dropregnenolone acetate with triazole (3@ -hydroxy-21-{1H-1,2 4-
triazol-1-yl) pregna-5,16-dien-20-one; T-OH) or imidazole (3f3-
hydroxy-21-1H-imidazol-1-yl) pregna-5,16-dien-20-one; 1-0H)
moieties at C-21 (Fig. 1). The compounds were tested in vifro to
determine the effect on cell growth, and upon gene expression of
proliferative and apoptotic proteins using a panel of human cancer
cell lines: PC-3 (prostate), MCF7 (breast) and SK-LU-1 (lung).

In order to rationalize and visualize at the molecular level the
important features of these pregnane derivatives and their
implication in ligand-protein interaction we used docking tools
to calculate the thermochemical parameters between T-OH and I-
OH versus progesterone, androgen and vitamin D receptors (PR, AR
and VDR, respectively). Additionally, transactivation assays were
performed with I1-OH compound to determine its agonistic or
antagonistic actions.

2. Materials and methods
2.1. Reagenis

Reagents and solvents were purchased from commercial
sources. Melting points (uncorrected) were determined on a

Fisher Johns melting point apparatus (Fisher Johns, Mexico City,
Mexico). Infrared spectra (IR) were recorded on a Perkin-Elmer

200 spectrometer (Perkin-Elmer Life and Analytical Science,
Shelton CT, USA). 'H and *C NMR were taken on a Varian VRX-
400 spectrometer (MR resources NC, USA) operating at 400 ('H)
and 100 (**C) MHz with tetramethylsilane (TMS) as internal
standard(8 =0) in CDCl; (the abbreviations of signal patterns are as
follows: s, singlet; d, doublet, t, triplet; m, multiplet). High
resolution mass spectra (HRMS) were obtained with a Thermo DFS
spectrometer by direct infusion and using FAB" ionization mode
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA USA).

16-dehydropregnenclone acetate, progesterone (P,), RU486,
Sw-dihydrotestosterone (5a-DHT), flutamide (FLUT) and sulfo-
rhodamine B (SRB) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA), Ketoconazol was purchased from Sigma Life Science (St
Lois, MO, USA). Cell culture medium (DMEM and RPMI) was
obtained from Gibco-Invitrogen. TRIzol and oligonucleotides for
real time polymerase chain reaction (gPCR) were from Invitrogen
(CA, USA). The probes, capillaries, the TagMan Master reagents, the
Transcriptor First Strand cDMA synthesis kit, the cell proliferation
assay (XTT) were purchased from Roche (Roche Applied Science,
IN, USA). The 3| H]chloramphenicol (specific activity 38.9Ci/mmol)
was purchased from DuPont MEN Research products (Perkin-
Elmer, Boston, MA) and radioactivity was determined in a Beckman
LS6500 scintillation system (Beckman Instruments, CA) using
Biodegradable Counting Scintillant (Amersham, CA) as counting
solution.

2.2, Synthesis of 16-Dehydropregnenolone derivates (T-OH and I-
OH)

The synthetic pathways for the preparation of T-OH and I-OH
are outlined in Fig. 2. These compounds were prepared from the
commercially available 16-dehydropregnenolone acetate (1) as
follows:

2.2.1. 16w, 17w-Epoxy-35-hydroxypre gn-5-en-20-one (2)

A solution of steroid 1 (1g, 2.82 mmol), sodium hydroxide 4 N
(2mL, 8 mmol) and H305 30% (4 mL, 135 mmol) in hot methanol
(66 mL) was stirred at room temperature for 4 h. After this time the
methanol was evaporated and the product was washed with water
and air dried to give a white solid.

Yield 0.665 g (72%), m.p. 197-199-C, IR (KBr) cm': 3457, 1692,
1642 and 1042, 'H RMN (400 MHz, CDCl5) &: 1.00 (s, H-18, 3H),1.03
(5, H-19,3H),2.01 (s, H-21, 3H), 3.47 (m,J=3.4Hz, H-3,1H), 3.50(s,
OH, 1H), 3.66 (s, H-16, 1H), 5.32 (t, /=53 Hz, H-6, 1H). 13C RMN
(100 MHz, CDCl3) &: 15.38 (C-18),19.30(C-19), 2751 (C-21), 60.55
(C-16), 7116 (C-17), 71.75 (C-3), 12113 (C-6), 141.27 (C-5), 205.07
(C-20). HRMS cal. for CzyH3p05 330.2195, found 330.2187,

2.22. 38-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy )-16¢,17a-epoxypre gn-5-
en-20-one (3)

A solution of steroid 2 (1 g 2.42 mmol), 3,4-dihydro-2H-pyran
(30mL) and p-toluensulfonic acid monohydrate (0100 mg,
0.058 mmol) in dichloromethane (40mL), was stirred at room

T-OH

Fig. L Molecular structures of T-0H and 1-0H.
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HO'

1-OH

Fig 2. Synthesis of two 16-dehydropregnenolone acetate derivates.

temperature for 1h. Then, the solvent was removed with the
rotaevaporator and the product was recrystallized from methanol.

Yield 0.88 g (71%), m.p. 114-116°C, IR (KBr) cm ': 2935, 1703,
1438 and 1024. "H RMN (400 MHz, CDCl5) &: 1.00 (s,H-19, 3H), 1.02
(s, H-19, 3H), 2.01 (s, H-21, 3H), 3.47 (m, | = 3.4 Hz, H-3, 1H), 3.66 (s,
H-16, 1H), 3.89 (d, H-5' of protector group, 2H), 4.69 (t, H-1' of
protector group, TH), 531 (1H, d, J=5.3Hz H-6). “C RMN
(100 MHz, CDC5) &: 15.37 (C-18), 19.28 (C-19), 27.65 (C-21),
60.63 (C-5 of protector group ), 62,96 (C-16), 75,99 (C-17), 76.06 (C-
3),120.92 (C-6),141.38 (C-5), 205.06 (C-20). HRMS cal. for CagHa504
4142770, found 414.2774.

2.2.3. 20,20-Dimethoxy-3 -(tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy )-
16¢e, 17c-epoxy pregn-5-en-21-ol (4)

A solution of steroid 3 (1 g,2.11 mmol), (diacetoxyiodo ) benzene
(12g 3.72mmol) and sodium hydroxide (1g 25mmol) in
methanol (21 mL) and dichloromethane (10mL) was stirred at
room temperature for 3 h The solvent was evaporated under
reduced pressure, and the residue was purified by a column
chromatography packed with basic aluminum oxide eluted with a
mixture of hexane and acetone (95:5).

Yield 0.751 g (65%), m.p. 139-141 °C, IR (KBr) cm': 3504, 2937,
1083 and 1030. "H RMN (400 MHz, CDCl5) &: 1.00 (s, H-18, 3H), 1.24
(s, H-19, 3H), 3.25 (s, OCHs, 6H), 3.43 (m, [ =3.4, H-3, 1H), 3.44 (s,
OH, 1H), 3.48 (s, H-21, 2H), 3.67 (s, H-16, 1H), 3.89 (d, H-5 of
protector group, 2H), 4.69 (t, H-1' of protector group, 1H), 5.32 (d,
J=5.3 Hz,H-6, 1TH). C RMN (100 MHz, CDQ) &: 15.27 (C-18),19.41
(C-19), (CH; of protector group), 50.49 (OCH;), 60.63 (C-5 of
protector group), 62.69 (C-16), 63.02 (C-21), 76.08 (C-3), 76.02 (C-

17), 9713 (C-20), 101.95 (C-1' of protector group), 121.22 (C-6),
141.29 (C-5). HRMS cal. for CzgHa40s 476.3138, found 476.3134.

2.2.4. 21-Choloro-20,20-dimethoxy-3 B-(tetrahydro-2H- pyran-2-
yloxy }- 16c, 17ce-epoxy pregn-5-ene (5)

To a cold solution of steroid 4 (0.5g, 1.01 mmol) in a mixture of
dry dichloromethane {4mL) and pyridine (0.5 mL) was added
dropwise thionyl chloride (0.15 mL) under a nitrogen atmosphere,
and the mixture was stirred at room temperature for 20min.
Chloroform {50 mL) was added to stop the reaction and then it was
evaporated in vacuum. The crude product was recrystallized from
methanol.

Yield 0.418 g (80%), m.p.101-103 °C, IR (KBr) cm~ : 2932, 1670,
1065 and 1039. "H RMN (400 MHz, CDCl5) 8: 1.02 (s, H-18, 3H), 1.23
(s, H-19, 3H),3.25 (s, 0CH; 6H), 3.43 (m, J= 3.4, H-3,1H),3.48 (5, H-
21, 2H), 3.67 (s, H-16, 1H), 3.89 (d, H-5 of protector group, 2H ), 4.69
(t,H-1’ of protector group, 1H), 5.32 (d, J = 5.3 Hz, H-6, 1H). “C RMN
(100 MHg, CDA4) &: 15.26 (C-18), 1950 (C-19), 50.45 (OCH5), 59.51
(C-21), 68.30 (C-16), 76.08 (C-3), 60.63 (C-5' of protector group),
97.13 (C-20), 101.95 (C-1' of protector group), 121.22 (C-6), 141.29
(C-5). HRMS cal. for C25H,:ClO5 494.2799, found 494.2793.

2.2.5, 20,20-Dimethoxy-16c, 17 c-epoxy-3 8- tecrahy dro-2H-pyran-2-
yloxy }21-{ 1H-1,2 4-triazol-1-yl) pregn-5-ene (Ga)

A mixture of 1,24-miazole (0.031g, 0443 mmol), K00
(0123 g, 0.89mmol) and compound 5 (0.1 g, 0.202 mmol) was
dissolved in dry DMF (5 mL) and the solution was heated at 90°C
under nitrogen for 3 h. Cold water was added and the resulting
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solid was filtered. The compound was purified by a column
chromatography with florisil.

Yield 0.078 g (73%), m.p. 124-125°C, IR (KBr)cm ': 2934,1379,
1275 and 1026. '"H RMN (400 MHz, CDCl; ) &: 0.87 (s, H-18,3H),098
(s,H-19, 3H), 3.28 (s, OCH;, 6H), 3.46(m, ] = 3.4, H-3,1H), 3.48 (s, H-
21,2H),3.68 (s,H-16, 1H), 3.90 (d, H-5' of protector group, 2H),4.70
(t, H-1" of protector group, 1H), 5.32 (d, j= 5.3Hz, H-6, 1H), 7.98 (s,
H-Het., 1H), 8.27 (s, H-Het, TH). "*CRMN (100 MHz, CDCl;) &: 15.20
(C-18),19.43 (C-19), 49.66 (C-16), 50.47 (OCH;), 58 52 (C-21), 62.68
(C-5" of protector group), 76.04 (C-3), 9713 (C-20), 101.93 (C-1' of
protector group), 121.16 (C-6), 121.23 (C-Het.), 141.31 (C-5), 141.48
(C-Het.). HRMS cal. for CagHasN+0s 527.3359, found 527.3355.

2.26. 3p-Hydroxy-21-(1H-1,2,4-triazol-1-yl) pregna-5,16-dien-20-
one (T-OH )

Compound 6a (0.1g, 019mmol) was hydrolyzed and the
epoxide group at C-16 was eliminated at the same time with a
reaction carried out in acetic acid (4mlL), chromous chloride
(0.08 g, 0.65 mmol) and two drops of 36% hydrochloric acid at room
temperature for 20 min the mixture was diluted with cold water
(150 mL) and the precipitate was filtered and dried. The product
was purified by silica gel column chromatography using a mixture
of hexane and acetone (9:1).

Yield 0.370g (77%), m.p. 120-122 °C, IR (KBr) cm ':3355,2927,
1709, 1670, 1276 and 1051, "H RMN (CDCl5) &: 0.90 (s, H-18, 3H),
120 (s, H-19, 3H),3.25 (m, J= 3.5Hz, H-3,1H), 352 (s, OH, 1H), 418
(s, 2H, H-21),5.34(d, J= 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, H-16, 1H), 7.50 (s,
H-Het., 1H), 7.70(s, H-Het., TH). *C RMN (100 MHz, CDCl;) &: 15.32
(C-18), 20.01 (CG-19), 62.15 (C-21), 71.78 (C-3), 121.04 (C-6), 141.23
(C-5),141.38 (C-16), 141.47 (C-Het.), 144.83 (C-Het.), 196,66 (C-20).
HRMS cal. for C,;Hy, N;0, 381.2416, found 381.2400.

2.2.7. 21-(1H-Imid azol-1-y1)-20,20-dimethoxy-16a,17c-epoxy-3 5-
(tetrahydro-2H-pyran-2-yl}-pregn-5-ene (6b)

This compound was obtained by the procedure described in the
section 2.2.5 using 1H-imidazole (0.04 g, 0.61 mmol) and CszCO;
(0.40g, 1.21 mmol).

Yield 0.083 g (78%), m.p. 90-92°C, IR (KBr) cm ' 2935, 1377,
1258 and 1028. "H RMN (400 MHz, CDCl3) &: 1.00(s, H-18,3H),1.28
(s,H-19, 3H),3.28 (5, OCH;, 6H), 3.44 (m, = 3.4, H-3,1H), 3.67 (s, H-
16,1H),3.90(d, H-5' of protector group, 2H), 4.04 (s, H-21, 2H), 4.71
(t, H-1' of protector group, 1H), 5.35 (d, [ =53 Hz, H-6, 1H), 712 (d,
H-Het, 1H), 7.71 (d, H-Het, 1H), 8.27 (s, H-Het, 1H). *C RMN
(100 MHz, CDCl3) &: 15.30 (C-18),19.90 (C-19), 49.52 (C-16), 50.00
(DCHs), 55.5 (C-21), 63.02 (C-5 of protector group), 76.10 (C-3),
97.09 (C-17),101.97 (C-1' of protector group), 115.01 (C-20), 121.23
(C-6), 141.29 (C-Het.), 141.31 (C-5), 141.89 (C-Het.), 151.55 (C-Het.).
HRMS cal. for C5yHasMN205 526.3407, found 526.3411.

2.2.8. 3p-Hydroxy-21-{ 1H-imidazol-1-yl) pregna-5,16-dien-20-one
(1-0H)

The procedure to prepare this compound is the same as that
previously described in section 2.2.6.

Yield 0.053 g (73%), m.p. 179-181 °C, IR(KBr) cm': 3334, 2930,
1707,1668,1277 and 1051."H RMN (CD(Cl5) &: 0.95(s, H-18,3H),1.30
(s, H-19, 3H), 3.52 (m, | = 3.5 Hz, H-3, TH), 3.66 (s, OH, TH), 4.25 (s,
2H, H-21),5.32 (d, = 5.3 Hz, H-6, 1H), 6.74 (s, H-16, 1H), 7.04 {d, H-
Het, 1H), 7.35 (d, H-Het, 1H), 7.78 (s, H-Het, 1H). C RMN
(100 MHz, (D05) &: 15.30(C-18),19.9(C-19),61.31 (C-21), 71.69 (C-
3),121.01 (C-6), 141.21 (C-5), 144.30 (C-16), 141.24 (C-Het.), 144.89
(C-Het.), 151.55 (C-Het.), 154.40 (C-17), 206-09 {C-20). HRMS cal.
for C34H32N-0; 380.2464, found 380.2470.

Reagents and conditions: (i) H:0,, NaOH 4N, 4 h; (ii) DHP, p-
toluensulfonic acid, 2 h; (##i) NaOH, CgHsl(0Ac),, MeOH, 3 h; (iv)
SOCly, Py, CHxCly, 20min; (v) a) 1.2,4-triazole, KzCOs, 80°C, 5h; b)
1H-imidazole, K,C05, 80°C, 5 h; (vi) HCI, CrCl;, CH;COOH, 20 min.

2.3. Cell culture

PC-3, MCF7, SK-LU-1 and HeLa human cell lines were supplied
by Mational Cancer Institute (NCO), USA. These lines were
maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO-
95% air. Experimental procedures were performed with different
supplemented medium as described in each section.

2.4, Cell eytotoxic assay with SRB

The cytotoxicity of 16-dehydropregnenolone acetate and I-OH
was deter mined using the protein-binding dye SRB in microculture
assay at a single concentration for the studied compounds and
compared with Ketoconazole and T-0H previously reported [16].

The compounds were screened in vitro on PC-3, MCF7 and SK-
LU-1, these cells were cultured in RPMI-1640 medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 2 mM 1-glutamine, 100 units/
mL penicillin G sodium, 100 pg/mL streptomycin sulfate, 0.25 pg/
mL amphotericin B (Gibco™), and 1% of nonessential amino acids
(Gibco™). The viability of these cells exceeds 95% as determined
with trypan blue.

Cells were removed from the tissue culture flask and diluted
with fresh media. From this cell suspension, 100 pL containing
5000 cells per well, were seeded in 96-wells tissue culture plates
(Costar) and the material was incubated at 37°C for 24h.
Furthermore, another plate was prepared with culture medium
only and it was incubated for 1 h. Next, 100 pL of a solution of the
compounds obtained by diluting the stocks were added to each
well.

Cells were exposed for 48 h to the compounds at concentration
of 50 M. Then, the cells were fixed by the addition of cold 50%
aqueous trichloroacetic acid and the plates were incubated at 4°C
for 1 h, washed with tap H-0 and air-dried. The trichloroacetic-
acid-fixed cells were stained by the addition of 0.4% SRB as
described [15]. Free SRB solution was removed by washing with 1%
aqueous acetic acid. The samples were airdried, and the bound dye
was solubilized with 100 pL {10mM) of unbuffered Tris base. The
plates were placed on a vortex for 5 min, and the absorption was
determined at 515 nm using an ELISA plates reader (Bio-Tek,
Winooski, VT, USA). Cell growth inhibition was calculated
according to the following expression:

100 — (sample absortion)

vehicle absortion * 100

cell growth inhibition{%) =

Ketoconazole was used as control for this assay. This compound
is an antimycotic drug that has previously been described as an
agent that inhibits cytochrome P450 enzymes and has shown
cytotoxic activity in vitro studies [18-20].

2.5. Cell proliferation assay with XTT method

The PC-3 cells were incubated in RPMI 1640, MCF7 in DMEM-
HG and the SK-LU-1 in DMEM-F12 medium, all supplemented and
with phenol red. The proliferation was determined using the
colorimetric XTT assay Kit (Roche™). The T-OH and I-OH
proliferative effects were evaluated at different concentrations
and its inhibitory concentrations 20% and 50% (1C,, and 1C;,) were
determined.

For this assay, 1000 cells were seeded in 95-well tissue culture
plates by sextuplicate. After 24 h, culture medium was removed
and cells were incubated with T-OH or I-OH at different
concentrations (1 :x 107 '%-1 10~ *M). Ethanol {0.1% v/v) was used
as vehicle (V). The cells were incubated at 37°C for 4 h (control
plate ) or 4 days (evaluation plates ) using the colorimetric XTT assay
according to manufacturer's instructions. The absorbance at
492 nm was determined in a microplate reader (BioTek, Winooski,
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VT, USA). The ICzp and ICsp values were calculated by means of a
scientific graphing software (Origin 5, Originlab Corporation,
Northampton MA) using a non-linear regression analysis with
sigmoidal fitting based in a dose-response curve as described [21].

2.6. Gene expression analysis by gPCR

The cancer cells were incubated in the presence of different I-
OH concentrations (110 -1 <10 “M) or its vehicle.

Afterwards, medium was aspired and total RNA was extracted
using Trizol reagent and 1 pg was reverse transcribed using the
transcriptor RT system (Roche, Grmany).

The gPCR was carried out using the LightCycler Tagman Master
System and the LightCycler 2.0 Instrument from Roche (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). The following protocol was
used: Tag DNA polymerase activation and DNA denaturation at
95°C for 10 min, proceeded by 45 amplification cycles, each cycle
consisting of 10s at 95°C, 30s at 60°C, and 1s at 72°C.

The genes studied related with cell proliferation were cyclin D1
(CCND1), cyclin E1 (CCNE1), Ki-67 and the potassium channel
Ether-a-go-go (EAG1), while for apoptosis were BIM and survivin.
Additionally, in order to establish a possible binding of the
compounds to the VDR, the expression of CYP24A1 gene was
evaluated with different concentrations of I-OH {1x10 °-
1x10°°M), in absence and presence of calcitriol (1 x10 5M).
Expression levels were calculated after normalization to the
housekeeping gene B-actin (internal control). Probes and primers
were designed with the Universal Probe Library Assay Design
Center from Roche, and they are reported in Table 1.

Data obtained from gPCR were analyzed using the statistical
software Sigma Plot 12.0. The representative differences for dose-
response were determined by One-Way ANOVA followed by
appropriate post-hoc test (Holm-Sidak method for pair-wise
comparisons). Data were expressed as the mean +standard
deviation (5.D.) and the differences were considered statistically
significant at P<0.01.

2.7. Plasmid and transfection in Hela cell line

Hela cells were plated the day before transfections, at 6 well
plates in DMEM-HG medium without red phenol, supplemented
with 5% stripped FBS, 100U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin [22]. Transfections were performed in triplicate
using PonFech"" (QIAGEN Inc., Valencia, CA) following the
protocol provided by the manufacturer. The cells were co-
transfected with 1.0pg of the expression vector pLEN-hPRB or
pSVhAR.BHEXE containing the coding sequence ofthe PR-B and AR,
respectively; and 0.5 pg of reporter plasmid PRE-E1b-CAT which
contains an oligonucleotide with a progesteronefandrogen re-
sponse element upstream of the adenovirus E1bTATA box fused to
the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) gene [23]. Twenty-
four hours later, the cells were treated with different concen-
trations of I-OH alone, or in combination with Py and 5a-DHT, or

the antagonists RU486 and FLUT. The plates were incubated for
24 h at 37°Cin 5% CO; atmosphere. Ethanol was used as vehicle.
The CAT activity was determined using 5 pg of protein, 10 p.g of
butyryl coenzyme-A (Sigma), 2 x 10° cpm of xylene-extracted [*H]
chloramphenicol in 0.25M Tris-HO, pH 8.0. The reporter plasmid
and expression vectors used to transfect Hela cells were kindly
provided by Dr A. ]. Cooney {Baylor College of Medicine).

2.8 Docking studies

To characterize the molecular interactions between the
receptors and the synthetized compounds we performed a docking
study. Considering the structural origin of these compounds, the
progesterone receptor (PR: NR3C3) and androgen receptor (AR:
MNR3C4) were used as templates for the docking analysis.
Additionally, vitamin D receptor (VDR: NR111) was evaluated.

The X-ray crystal structure of PR, AR and VDR of Petit-Topin, He
and Moras complexes were used, these were obtained from
Protein Data Bank (PDB) codes: 3090, 1X0Q3 and 1519 respectively.
PR (A/B chains) was co-crystalized with 13-B-ethyl-17-alpha-
ethynyl- 173 -hydroxygon-4-en-3-one [24], AR was co-crystalized
with (17@)-17-hydroxy-17-methylestra-4,9,11-trien-3-one [25],
and the VDR was co-crystalized with calcipotriol at the active site
[26].

The geometry optimizations of these compounds were
submitted by Molecular Mechanics using the MMFFMx force-
field as implemented in the Spartan 10 program (Wave-function
Inc. Irvine, CA), this optimized the structure conformers and the
minimum energy of each compound were filtered. The torsional
root and branches of the ligands were chosen utilizing MGLTools
1.5.4. Docking calculations were performed with AutoDock 4.2 [27]
and Glide 5.7 softwares [28]. To perform Glide docking the ligands
and the receptors were prepared with Maestro v9.8. [29].

A three-dimensional grid bax of size 704 70A » 70A, with
0.375A spacing and centered at the amino acid GLN725 in PR,
GLN711 in the AR and SER278 in VDR was performed to establish
the possible interaction of the compounds with each receptor.

The parameters used in the docking study were: number of GA
runs (25), the population (150), the energy evaluations
(2,500,000), and the maximum number of top individuals that
automatically survive (27,000). The best binding mode of each
molecule was selected based on the lowest free binding energy. All
molecular graphics figures were prepared with PyMOL [30].

3. Results
3.1. Chemistry

The synthetic pathways for the preparation of T-OH and I-OH
are outline in Fig. 2. Commercially available 16-dehydropregne-
nolone acetate (1) was treated with hydrogen peroxide and sodium
hydroxide 4 N to form the 16@,173-epoxy compound 2 with a 71%
yield. The hydroxyl group at C-3 was protected with 3 4-dihydro-

Table 1

Probes and primers used to the gPCR
Gienfacaession number L-primer R-primer Probe number®
CCND1/NM_053056.2 gaagatcgicgoa oty gacctatociigesciict 67
CCNET/NM_0012381 geccaaaategacageac geptdgcacagactzcat 36
Ki-67/X65550.1 getgtgragaaaatom aaga adgboctatgadictge ity 73
EAGT/AFDTET41] cggagEtgatc@agaly Craaacacgtetodtio 49
BIM/AY305716.1 ectgtesapectzaatoc teggctecttge mattattc 63
Survivin/AB154 416.1 groecagtgtitettatgett aaccggacgaatgetittta 1
CYP24A1/NM_D0O7823 calCalggalcas aacaa ECAECiCgactEEagtEac 88
B-actin/NM_001101.3 CL3aCCErgagaagatga Ccragaggrgtacagggatag 64

* From the universal probe library (Roche).
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Fg 3. Effects of T-OH and 1-0H on prolifeaton of three different cancer cells lines. PC-3 (M), MCF7 (@) and SK-LU-1 (& }were incubated with different concentrations of T-
OH (A} and 1-0H (B) during 4daye Cell growth assays by the XTT eolosimetric method were performed. Results are the mean + 5D, of sextuplicate and represented at least
three different experiments. The vehicle (V) data were normalized to 100% for each experiment. *P< 001 ve, V.

2H-pyran and p-toluenesulfonic acid monohydrate in dichloro-
methane to provide compound 3 with a 65% yield.

The oxidation of 3 with (diacetoxyiodo) benzene and sodium
hydroxide in methanol generated the alcohol in C-21 thus
affording compound 4 with a regular yield of 65%

Treatment of 4 with thionyl chloride gave chlorinated
compound 5 (80%). Similarly, it has been reported others methods
to perform this same reaction [16,31].

Compound 6a with a triazole ring at C-21, and 6b, with an
imidazole ring at C-21, were prepared in 73% and 78% respectively
from 5 potassium carbonate or cesium carbonate and 1,2,4-trizole
or imidazole, respectively in DMF 80°C for 5h. The 163,17 B-epoxy
elimination and C-3 hydrolysis were carried out with chromium
chloride (11), hydrochloric acid and acetic acid affording T-OH and
I-OH with 77% and 73% yield, respectively.

All synthesized compounds were isolated and the melting
points showed a maximum of two degree difference. The desired
compounds and intermediates were characterized by IR, "H NMR,
13C NMR and mass spectrometry.

3.2, Cytotoxic and metabolic effect

In this study, using SRE method was determined the cytotoxic
effect of 16-dehyropregnenolone acetate and I-OH at 50 M
concentration and compared with Ketoconazole and T-OH
previously reported [16]. Similarly to Ketoconazole, I-OH showed
a high cytotoxic activity in the three cancer cells lines: PC-3,
MCF7 and SK-LU-1 compared with the precursor that had a weak
effect. Likewise, I-OH was more effective than T-OH in PC-3 and
MCF7 cells {data not shown).

Interestingly, using XTT method the compounds inhibited in a
concentration-dependent manner the cell cancer growth (Fig. 3).
As can be seeninTable 2, the IC;p and 1Gs, were calculated and the

order to inhibition by T-0H and I-OH was: PC-3 » MCF7 > SK-LU-1.
Nevertheless, PC-3 cells were more sensitive to I-OH antiprolifer-
ative effect compared with T-OH, whereas in MCF7 and SKLU-
1 cell lines, an equipotential effect was observed.

3.3. Effects of I-OH on different genes involved in proliferation or
apoprosis

Since I-0OH had better antiproliferative effect than T-OH gene
expression studies were performed with I-OH for CCND1, CCNE1,
Ki-67, EAG1, BIM, and survivin on three cell lines.

As depicted in Fig 4, the gene expression of CCND1 and
CCNE1 decreased in a concentration-dependent manner both in
PC-3 and MCF7 line cells whereas Ki-67, EAG1, BIM and survivin
gene expression was not affected significantly by 1-OH (data not
shown). In SK-LU-1 cell line a significant response on these genes
was not observed (data not shown).

3.4. Molecular docking

The biological importance of pregnane derivatives lies on their
structural similarities with P4, and, at the same time, with some
androgen derivatives, giving them progestogenic and androgenic

Table 2
Inhibitory conoentrations | 1Czg and 1Csa) values of T-0H and 1-40H on a panel @ncer
el lines studied.

Compound I PC-3 MCF7 SK-LU-1 {mol/L}
{mol/Ly {molfL)
T-OH 20 3ax1077 41 107 11 <104
50 L7x107°% 36x 104 23x10°°
I-OH 20 431077 41 %107 13 % 104
50 2.0 1075 19 % 10-% 18 = 104
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Fig. 4 Regulationof CCND1 and CCNET gene expression by 1<OH The PC-3 (A, B) and MCF7 (C, D) cells were incubated with different concaentrations of 1-0H. The mRNA was
extracted and the qPCRwas performed. Data are expressed as mean + SD.of three inde pendent experiments per triplicate. Values were normalized by B-actin mBNA used as
housekeeping gene. Data were normalized to 1 for vehicle-treated cells (Vi *P< 001 ws. V.

properties. In order to rationalize and visualize at molecular level
the importance of the structural features of T-OH and I-OH and
their implication in ligand-protein interaction, both compounds
were docked into PR, AR and VDR model. The VDR was included
because the synthesized compounds in this work also share a
geometry, hydrogen bonding, binding free energy and structural
chemical similitudes with the calcitriol (1,25-dihydroxyvitamin
D), the hormonally active form of vitamin D [32].

In Table 3 is presented the lowest binding energy and cluster
size conformation using AutoDock and Glide Score of the
compounds and the natural ligands of each receptor.

As expected, the binding energies for P4, 50-DHT and calcitriol
showed highly affinity for their specific receptors as previously was
reported [33,34] but not for the others compounds. Likewise, the
Glide was a more effective tool to visualize and compare the
binding energies between the natural ligands with its receptor.

Generally, T-OH and I-OH into PR, AR and VDR had similar
energy but minor clusters size compared with P4, 5¢-DHT and
calcitriol, respectively. The Fig. 5 shows the proposed binding
models for these binding energies. The results suggested that the
compounds induce conformational changes on PR and these
modifications possibly block P; interactions with the GLN725
amino acid in the B chain [25]. On the other hand, none compound
binds suitably in the binding pocket of the AR.

Interestingly, the analyses using VDR demonstrated that both
compounds were docked into the VDR ligand binding domain, with
similar interactions that the calcitriol. The interactions observed
are based in hydrogen bonds with TYR 143, HIS 305 and HIS
397 residues. Strong interactions are considered those with less
than 4 angstrém (A) between atoms, suggesting an interaction
with the VDR in live systems.

3.5. Transfection studies on HeLa cell line

To address the question as to whether I-OH elicits agonistic or
antagonistic actions comparable to those previously observed for
P; and 5ec-DHT or RU486 and FLUT respectively, we used in vitro
reporter gene assays. In general, results showed that I-OH did not
stimulate reporter gene transcription, which discarded the
progestagenic (Fiz 6A) and androgenic activity by I1-OH (data
not shown). However, I-OH partially inhibited the P, effect on the
transcriptional activity indicated an antiprogestagenic effect
(Fig. 6B) whereas no effect of I-OH was observed upon reporter
gene activation induced by 5w-DHT (data not shown). These
results indicated that I-OH did not act as antiandrogenic
compound.

Unfortunately, we do not have VDR plasmid, therefore gene
CYP24A1 expression was evaluated which is a gene highly induced

Table 3
Binding energies and cluster size of T-OH and 1-0H in the PR, AR and VDR model.
PR AR VDR
Compound  Glide score AutoDock Cluster  Glide score AutoDock Cluster  Glide score AutoDodk Cluster size
Alying (Kcalfmol)  AGygg (Kcalimol)  size Alyng (Kealimol)  AGys (Keal/mol)  size MGying (Kcalimol) Al (Kcalimol)
Py -122 —-9.42* 17 -58 -694° 5 -81 —9.28% 1
So-DHT =58 —6.86% 4 =108 -899* 21 =75 —8.68° n
Calcitriol -52 —6.25% 3 -5.1 -621% 3 -133 —9.91% 17
T-0OH =73 —8.45 7 -54 -637 a9 -98 -10.63% 8
1-0OH 74 —-7.47 () -74 —-B23* 8 -85 —9.61% 7

* Lowest energy conformation for each compou nd.
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Fig 5. Molecular docking studies that show binding interactions of T-OH and 1-OH with hormonal receptors. PR: A) P, B) Ps on chain A and chain Bof PR, C) T-OH and D) I-
OH on PR in B chain; AR: E) 5a-DHT, F) T-OH and G ) I-OH; VDR: H) Calcitriol, ) T-OH, |) I-OH. A, D and G were the natural ligand s used as controls to compare the energies
and the spatial distribution.

by calcitriol. However, I-OH was incapable to induce the mRNA of process to be used as anticancer treatment, and the steroids are not

this enzyme (data not shown). the exception [ 10-17,35-37). Particularly, Bratoeff E, et al., showed
that a synthetic compound from dehydroepiandrosterone with an
4. Discussion ester moiety at C-3 and an imidazole group at C-17 (16-formyl-17-

(1H-imidazol-1-yl) androsta-5,16-diene-33-yl) inhibited both the
Over the last years, a large number of molecules have been biological activity of Sa-reductase type 1 as well as cell
modified and synthetized as potential inhibitors of proliferative proliferation of the human prostate cancer cell line; PC-3 [15].
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Fig. 6. Antiprogestagenic activity of I-OH. Hela cells transfected were incubated in absence or presence of different concentrations of 1-OH, P; and RU486 (A). Cells were
treated with P4 (1< 107° M) alone or plus increased concentration of I-OH or RU486 (B). The results are the mean = 5.D. of the transactivation of PR-B of three independent

experiments per triplicate. *P< 001 vs. 0.

Similarly, Banday A. et al, reported a series of novel D-ring
substituted 1,2,3-triazolyl 20-keto pregnenane derivatives. Among
these compounds 21-{4-[(4-acetylphenoxy) methyl]-1H-1,23-
triazol-1-yl}-3-hydroxypregn-5-en-20-one was the most active,
especially against proliferation of DU-145 and PC-3 cell lines [17].
Recently, was reported the synthesis and biological activity of new
16-dehydropregnenolone derivatives with a triazole moiety at C-
21 [16]. Herein, we compared two compounds that contain each
one a triazole and imidazole moiety at C-21, respectively. As
expected, these compounds showed antiproliferative effects on
PC-3, MCF-7 and SK-LU-1 cancer cell lines. Interestingly, I-OH
compound had higher antiproliferative activity than T-OH,
showing a preferential inhibition upon PC-3 cells. These results
show that the imidazole moiety into the molecular structure of the
steroid improved its biological activity.

In additon, we demonstrated that CCND1 and CCNE1 gene
were downregulated by I-OH treatment in PC-3 and MCF7 cells.
These cyclins are key components of the core cell cycle machinery;
CCND1 is a key positive regulator of the G1-S phase transition and
its overexpression is implicated in genesis and progression of some
neoplasms [38]. Likewise, it has been reported that upregulation
CCND1 might be related to the evolution of androgen-independent
disease in prostate cancer [3940]. In the same way, the
CCNE1 protein is tightly related as an endpoint of several
regulatory pathways that are critical for growth control and
frequently are altered in cancer cells. CCNE1in conjunction with its
kinase subunit Cdk2 regulates essential processes at the G1-5-
phase boundary of the cell cycle. CCNE1 gene is undetectable in
GO and G1 phases of the cell cycle, but it rises sharply during of
time that precedes each entry into S phase [41,42].

On the basis of these findings, we suggest that I-OH avoids the
accumulation and activity of cyclin dependent kinase 4 (Cdk4)/

CCND1 complex, and hyperphosphorylation of the retinoblastoma
protein as well as affects the regulation of the progression through
the restriction point R at the end of the G1-phase to allow cells to
enter S-phase [43,44]. On the other hand, Ki-67, EAG1, BIM and
survivin genes were not significantly altered, which indicates that
these proteins are not involved in the antiproliferative effect by I-
OH. Collectively, this study proposes that I-OH affects directly the
cell cycle progression of both MCF7 and PC-3 cells. In the case of
SK-LU-1, none gene studied was significantly medified, thus others
molecular targets deserve further investigation to this cell type.

Lastly, to elucidate the potential interaction between T-OH and
I-OH with hormonal receptors we use molecular docking
simulations. Results suggest that these synthetic compounds bind
to the hormone binding pocket into PR and induce conformational
changes to interfere with natural agonist activity by competitive
binding and thus have antagonist action [45]. Indeed, the
experimental results from transfection assays with the PR in HeLa
cells showed weak antiprogestagenic properties by I-OH. The
functional significance of this is unknown but has been showed
that P, and some synthetic derivatives had a proliferative action in
some cancers and inducing the gene CCND1 expression. In fact, in
the progression from normal to malignant breast cells, the
expression of the two PR isoforms (A and B) is altered, and more
aggressive breast cancers are associated with a predominance of
either one of isoforms [4G]. Contrary to P;, some synthetic
pregnane derivates abolished the hyper-proliferative process and
downregulated the cyclins expressions. It is possible that T-OH
and I-OH act as antagonist of PR blocking cyclins activation during
cancer, which deserves further study.

Conversely, the transfection assays with the AR, I-OH did not
have androgenic or antiandrogenic effect compared with 5a-DHT
or FLUT respectively. These results demonstrated that effect of I-
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OH is AR-independent pathway and this corresponds with the
effect observed in the PC-3 cells that is lacking of AR and was the
most sensitive cell line for this treatment.

Considering, that the synthesized compounds also share
structural and chemical similitudes with the calcitriol, a hormone
with antiproliferative effects, that use VDR signaling to affect
target genes in multiple cancer cells. Additionally, we complete
docking study using the VDR. Although the cluster size is lower,
these values indicated a possible interaction with the pocket
domain into VDR Nonetheless, the experimental result showed
that I-OH was not able to induce the mRNA expression of CYP24A1,
a gene highly inducible by calcitriol via VDR, which discards totally,
that the antiproliferative effect uses the VDR pathway. Taken
together, these data are consistent with previous computer-based
quantitative structure-activity relationship studies of ligand-
receptor interactions [33,34].

It is worth to mention that antiproliferative activity of these
compounds canalso be attributed to the nature of the azole groups
[10,12,47]. These groups are highly soluble in water and are
classified as aromatic compounds because have a sextet of
w-electrons, these characteristics given to the azol group a higher
nucleophilic character |48 . Therefore, these groups allowed strong
hydrogen bonds formation of the steroidal compound with polar
active groups in the cells and as a result of this [49], a stronger
cytotoxic effect

On the other hand, it has been reported that a number
substituted imidazoles act as selective inhibitors of nitric oxide
synthase and Heme oxygenases, crucial enzymes that are involved
in the proliferative process [50,51]. Alternatively, the biological
activities of the imidazole pharmacophore are related to the
downregulation of intracellular Ca"™ and K' fluxes that as
consequence interference with translation initiation [50,52). This
last part showed some interesting possibilities that deserve more
research to understand its mechanism biological.

In summary, results presented herein show that the 16-
dehydropregnenolone derivatives were successfully synthesized
and had antiproliferative activity upon three cancer cell lines.
Interestingly, the PC-3 cells were more sensitive to -OH
antiproliferative effect. In addition, we also demonstrated that
I-0H downregulated the mRNA expression of two cyclins key to
cell cycle machinery both in PC-3 and MCF7, suggesting that
antiproliferative effect of T-OH and 1-OH involved the inhibition of
CCND1 and CCNE1 in these cells. On the other hand, the
experimental results demonstrated that I-OH had an antagonist
effect upon PR and discard completely the AR or VDR pathways as
possible action mechanism upon antiproliferative process. Never-
theless, the modification of structure steroidal by imidazole and
triazole moieties suggests that these compounds use alternative
routes to inhibit this process which deserve further investigation.
As a concluding remark, these steroidal molecules, could offer a
therapeutic alternative for patients with cancer.
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Abstract

The aim of this study was to synthesize several 16-dehydropregnenolone derivatives
containing an imidazole ring at C-21 and a different ester moiety at C-3 as inhibitors of 5u-
reductase 1 and 2 isoenzymes. Their binding capacity to the androgen receptor (AR) was
also studied.

Additionally, we evaluated their pharmacological effect in a castrated hamster
model and their cytotoxic activity on a panel Iof cancer cells (PC-3, MCF7. SK-LU-1).

The results showed that only the derivatives with an alicyclic ester at C-3 showed
5c-R2 enzyme inhibition activity. the most potent of them being 21-{1H-imidazol-1-y1)-20-
oxopregna-5.16-dien-3p-yl-cyclohexanecarboxylate with an ICsp of 29 nM. This is
important because prostatic benign hyperplasia is directly associated with the presence of
S5a-R2. However, all the derivatives failed to inhibit 5a-R1 or bind to the AR. These
alicyelic ester derivatives decreased the weight and size of androgen-dependent glands in
the hamster, indicating they are very active in vive and are not toxic. In addition. the 21-
(1H-imidazol-1-yl)-20-oxopregna-5.16-dien-3f-yl-acetate derivative showed the highest
cytotoxic activity on the three cancer cell lines studied.

Tt 1s therefore important in the synthesis of steroidal compounds to consider the size
of the ester moiety at C-3 of the steroid skeleton. which is key in obtaining biological

activity, as observed in this experiment.
Key words

16-dehydropregnenolone acetate derivatives, alicyelic ester moiety at C-3 of the steroidal

skeleton. 5-o-reductase, cytotoxic activity. cell lines: PC-3, MCF7, SK-LU-1.
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1. Introduction

Prostate cancer (PC) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are two of the major
conditions that currently affect the male population over 45 years old. PC is the second
leading cause of cancer death, and BPH is the second cause of surgery in some countries;
for example the United States [1]. Both diseases are directly related to an excess of

androgens in the body.

The main androgens produced by the body are testosterone (T) and
dihydrotestosterone (DHT). Testosterone, the best known androgen, is converted to DHT, a
more potent androgen, by the action of So-reductase isoenzymes. The activity of these
isoenzymes in androgen-dependent tissues has long been known: DHT is responsible for
sending a signal to induce prostate growth, which in pathological conditions produces the

development of both diseases [2]. The three So-reductase isoenzymes are expressed in

different human tissues [3]. Type 1 isoenzyme (Sa-R1) is expressed in prostate epithelial
cells and is directly related to prostate cancer. Type 2 (5w-R2) is associated with
development of benign prostatic hyperplasia [4] and is found mostly in the prostate,
seminal vesicles and genital skin. Type 3 (50-R3) is related to hormone-refractory prostate
cancer (HRPC) and is found in the brain and pancreas [5-6]. Unfortunately. these three
isoenzymes have not been purified and crystallized. due to their unstable nature, and as a
result. the 5o-R inhibitors have been designed based on structure-activity studies. Two of
these compounds are finasteride and dutasteride. Both are 4-azasteroids currently used in
CP and BPH with undesirable secondary antiandrogen effects such as impotence, muscle
growth impairment. and gynecomastia [7]. Also, their use for long periods can have a

potential hepatoxic effect [8]. Many different compounds are currently being studied with
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the aim of decreasing these unwanted effects and enhancing the therapeutic effect for a

successful prostate cancer treatment.

Nowadays a variety of many drugs used in the treatment of different steroid-
dependent and independent diseases, have a heterocyclic group in their structure, for
example the aminoglutethimide and its derivatives; esters of 4-pyridineacetic acid: bis-
chlorophenyl-pyrimidine analogues; as well as imidazole and triazole derivatives. such as,
liarozole. fadrozole. CGS 18320 B, vorozole and CGS 20267 [9-10]. In particular, various
biological studies have demonstrated that some pregnane 21 and 16-derivatives have
interesting activity, such as an antiproliferative effect. on different cancer cell lines and 5u-

reductase inhibition. [9-21].

On this basis, we synthesized and determined the biological activity of a novel
series of 21-(1H-imidazole)-5-16-pregnadiene-20-one-2-yl derivatives (8a—j: see below) as
inhibitors of type 1 and 2 Su-reductase 1soenzymes. We determined their androgen receptor
(AR) binding capacity and their antiproliferative effect on the following cancer cell lines:
PC-3 (prostate). MCF7 (breast) and SK-LU-1 (lung). The pharmacological effect was

evaluated in a hamster model.

These experiments were designed to complement a previously reported study of a
molecule with a triazole group at C-21 on a pregnane skeleton [12, 15] and to compare the

importance of the azole group on the biological activity.
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2. Material and methods

2.1. Reagents

Reagents and solvents were purchased from commercial sources and were used
without further purification. Melting pomts (uncorrected) were determined on a Fisher
Johns melting point apparatus. Infrared spectra (IR) were recorded on a Perkin-Elmer 200
spectrometer (Perkin-Elmer Life and Analytical Science, Shelton CT. USA). 'H and C
NMR were taken on a Varian VRX-400 spectrometer (MR resources NC, USA) operating
at 400 ('H) and 100 (**C) MHz with tetramethylsilane (TMS) as internal standard (6=0) in
CDCI; (the abbreviations of signal patterns are as follows: s. singlet: d. doublet. t. triplet: m.
multiplet). High resolution mass spectra (HRMS) were obtained with a Thermo DFS
spectrometer by direct infusion and using the FABT ionization mode (Thermo Fisher

Scientific, San Jose, CA USA).

(1.2.6.7-°H) Testosterone [*H] T specific activity: 95 Ci/mmol and Mibolerone
7a-methyl-? specific activity 70-87 Ci/mmol were provide erkin
17a-methyl-3H) [*H] MIB 10 specific activity 70-87 Ci/mmol provided by Perki

Elmer Life and Analytical Sciences (Boston. MA).

Radioinert T. 50-DHT. and MIB were supplied by Steraloids (Wilton, NH. USA).
Sigma Chemical Co. (St. Louis. MO) provided NADPH. Finasteride 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 60 (63-200 pm) column chromatography (Sigma—Aldrich) with ethyl acetate
as eluent. The melting point of the isolated finasteride (252-254 °C) was identical to that

reported in the literature.
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16-deydropregnenolone acetate and ketoconazole used as a reference compound

were purchased from Sigma Life Sciences.

2.2, Synthesis of 16-dehydropregnenolone derivatives (8a—j )
Steroids 8a—j (Fig. 1) were prepared from the commercially available 16-

dehydropregnenoclone acetate (1) with the synthesis of their intermediate compounds being
previously reported by our group. [15] The synthetic pathways for the preparation of 8a—j

are briefly outlined in Fig. 1

R= a; CHa- f. D
b; CH;CH,- g D/
h; |i>7
€; CH3CH,CH,- :
i;
d; CH3CH,CH,CH,- O/

&: CH,CH,CH,CH,CH,- I <7

Figure. 1. Figure. 1. Reagents and conditions: (/) H,0,. NaOH 4N: (/i) DHP. p-
toluensulphonic acid: CH,Cly(#i) NaOH., CeHsI(OAc),. MeOH: (iv) SOCl,. Py, CH,Cly: (v)
1H-imidazole, Cs,C0O3. 80 °C. 5 h: (vi) HCL, CrCly,, CH3;COOH. 20 min.: (vii) a) acetic
anhiydride, Py: b-j) R-COOH. DCC, DMAP. CHCIL.
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Synthesis of 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl derivatives (8a—j in
Fig. 1)

2.21.1. Preparation of 21-(1H-imidazol-1-v])-20-oxopregna-5,16-dien-3p-v1-
acetate (8a in Fig. 1).

The synthesis of this compound was carried out starting with a solution of steroid 7 [15]
(0.1 g. 2.62 mmol) in pyridine (0.4 mL) and acetic anhydride (0.4 mL). This mixture was
stirred at room temperature for 1 h. After. a solution of water and salt was added and the
precipitate formed was filtered. The compound was washed with water 3 times.

Yield 0.10 g (90%), m.p. 105-108 °C, IR (KBr) em: 2937, 1729, 1236 and 1031. 'H NMR
{400 MHz, CDCl;) &: 1.10 (s, H-18, 3H). 1.30 (s, H-19. 3H). 2.03 (. ester-H-2". 3H). 3.90
(m.J=3.2Hz H-3, 1H). 4.65-4.87 (ABq. J= 16.4 Hz, H-21. 2H). 5.35 (d, J = 5.9 Hz. H-
6. 1H). 6.73 (s. J= 6.7, C-16, 1H), 7.04 (s, H-Het. 1H). 7.32 (5. H-Het. 1H), 7.69 (s. H-Het,
1H). 3C NMR (100 MHz. CDCl;) 5: 15.40 (C-18). 20.30 (C-19), 21.0 (C-2" of ester). 65.60
(C-21), 74.07 (C-3). 121.96 (C-6). 140.03 (C-Het). 140.10 (C-5). 144.21 (C-Het). 147.20
(C-16). 152.04 (C-Het). 156.00 (C-17). 170.67 (ester carbonyl). 199.27 (C-20). HRMS: m/z

[M+H]" calculated for 422.2569 CgH34N>03. found 422.2563.

2.2.1.2. Preparation of 21-(1H-imidazol-1-y])-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl-
propionate (8b) to 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-35,16-dien-3p-vl-
cycloheptanecarboxylate (8j)). To a solution of steroid 7 (0. 1 g. 0.262 mmeol). DCC (0.110
2. 0.524 mmol) and DMAP (0.064 g. 0.524 mmol) in chloroform (3 mL). the corresponding
acid (0.6 mmol) was added. The resulting solution was stirred at room temperature for 2 h.
Ethyl acetate (8 mL) was added and the precipitated dicyclohexyl urea formed was filtered.

The organic phase was washed three times with 10% aqueous hydrochloric acid. 5%
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aqueous sodium bicarbonate, and then water. This organic phase was then dried over
anhydrous sodm sulfate. The crude ester was recrystallized from a mixture of chloroform
and methanol.

Seven esters were obtained from this reaction: (35)-21-(1H-imidazol-1-yl}-20-0xopregna-
5.16-dien-3p-vl-propionate (8h): (35)-21-(1H-imidazol-1-yl)-20-oxopregna-5.16-dien-3p-
yl-butyrate (8c): (35)-21-(1H-imidazol-1-yl}-20-oxopregna-5.16-dien-3f-yl-pentanoate
(8d), (35)-21-(1H-imidazol-1-yl}-20-oxopregna-5.16-dien-3p-yl-hexanoate (8e). (35)-21-
{1H-imidazol-1-yl)-20-oxopregna-5.16-dien-3 f-yl-cyclopropanecarboxylate (8f), (3S)-21-
{1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl-cyclobutanecarboxylate (8g). (35)-21-
{1H-imidazol-1-yl)-20-oxopregna-5.16-dien-3 p-yl-cyclopentansearboxylate (8h), (35)-21-
{1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5.16-dien-3p-yl-cyclohexanecarboxylate (8i) and (35)-
21-(1H-imidazol-1-yl)-20-oxopregna-5.16-dien-3f-yl-cycloheptanecarboxylate (8j).
2.2.1.2.1. 21-(1H-imidazol-1-¥1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl-propionate (8b in
Fig. 1).

Yield 0.078 g (68%). m.p. 180-182 °C. IR (KBr) em!: 2927, 1731, 1568. 1270 and 1087.
'H NMR (400 MHz. CDCl3) 6: 0.90 (s, H-18, 3H). 1.20 (s. H-19, 3H). 1.10 (t. H-3" of ester.
3H). 3.90 (m. J= 3.6, H-3. 1H). 4.65-4.87 (ABq. J= 164 Hz. H-21, 2H). 5.35 (d. J=5.9
Hz. H-6. 1H). 6.73 (s.J = 6.7 Hz. C-16. 1H). 7.04 (s. H-Het. 1H). 7.32 (s. H-Het. 1H). 7.69
(s. H-Het. 1H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) &: 11.30 (C-3" of ester). 15.30 (C-18), 21.30
(C-19). 65.35 (C-21). 71.54 (C-3), 121.01 (C-6), 141.21 (C-5). 144.21 (H-Het). 147.80 (C-
16), 151.55 (C-Het), 157.09 (C-17). 194.64 (ester carbonyl). 206.09 (C-20). HRMS: m/z
[M+H]" caleulated for 436.2726 Ca7H3gN>03. found 436.2732.

2.2.1.2.2. 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl-butyrate (8c in Fig.

1).
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Yield 0.071 g (60%). m.p. 184-187 °C, IR (KBr) eml: 2929, 1729, 1574, 1270 and 1088.
'H NMR (400 MHz. CDCls) &: 1.00 (t. ester-H-4". 3H), 1.10 (s, H-18. 3H). 1.30 (s. H-19.
3H). 3.90 (m. J= 3.9 Hz. H-3. 1H), 4.65—4.87 (ABq. J~ 16.4 Hz, H-21. 2H). 5.35 (d. J=
5.9 Hz, H-6. 1H). 6.73 (s. J= 6.7 Hz, C-16. 1H). 7.04 (s. H-Het, 1H), 7.32 (s, H-Het. 1H),
7.69 (s. H-Het. 1H). 3C NMR (100 MHz. CDCl;) é: 12.30 (C-3' of ester). 15.01 (C-18).
23.40 (C-19). 65.30 (C-21), 71.54 (C-3), 121.01 (C-6). 141.21 (C-5). 141.26 (C-Het).
144,89 (C-Het). 148.44 (C-16), 151.55 (C-Het). 157.12 (C-17). 196.64 (ester carbonyl).
206.09 (C-20). HRMS: m/z [M+H]" calculated 450.2882 C,gH3gN>03. found 450.2878.
2.2.1.2.3. 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-35,16-dien-3p-yl-pentanoate (8d in
Fig. 1).

Yield 0.067 g (55%). m.p. 172-175 °C. IR (KBr) em-: 2929, 1729, 1574, 1270 and 1087.
IH NMR (400 MHz. CDCls) 6: 0.90 (t. ester-H-5". 3H). 1.01 (s. H-18. 3H). 1.29 (s, H-19.
3H). 3.90 (m. J= 3.2 Hz, H-3. 1H), 4.65-4.87 (ABq. /= 16.4 Hz. H-21. 2H). 535 (d. J=
5.9 Hz, H-6. 1H). 6.73 (s. J= 6.7 Hz. C-16. 1H). 7.04 (s, H-Het, 1H), 7.32 (s. H-Het. 1H).
7.69 (s. H-Het. 1H). 3C NMR (100 MHz. CDCl3) &: 12.01 (C-5' of ester). 15.30 (C-18).
24.50 (C-19). 63.40 (C-21). 71.54 (C-3), 121.01 (C-6). 141.22 (C-Het), 144.89 (C-Het),
148.45 (C-16), 151.55 (C-Het). 155.71 (C-17). 196.64 (ester carbonyl). 206.09 (C-20).

HRMS: m/z [M+H]" calculated for 464.3039 CyHyoN20; found 464.3033.
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2.2.1.2.4. 21-(1H-imidazol-1-y1)-200xopregna-5,16-dien-3p-vl-hexanoate (8e in

Fig. 1).
Yield 0.067 g. (53%). m.p. 169—171 °C. IR (KBr) emr': 2931. 1730, 1575. 1270 and 1087.

'H NMR (400 MHz. CDCl3) 6: 0.67 (t. ester-H-6", 3H). 0.90 (s. H-18. 3H). 1.02 (s. H-19.
3H). 3.90 (m. J= 3.9 Hz, H-3, 1H), 4.65-4.87 (ABq. J= 16.4 Hz, H-21, 2H), 536 (d. J=
5.8 Hz, H-6. 1H). 6.73 (s. J= 6.7 Hz, C-16, 1H). 7.04 (s, H-Het. 1H), 7.32 (s, H-Het. 1H),
7.69 (s, H-Het. 1H). 13C NMR (100 MHz. CDCl;) 6: 11.36 (C-6"), 15.30 (C-18). 22.13 (C-
19), 62.31 (C-21). 71.54 (C-3), 121.01 (C-6). 141.21 (C-5), 141.22 (C-Het). 144.89 (C-
Het), 148.19 (C-16)., 151.55 (C-Het), 155.71 (C-17). 196.64 (ester carbonyl), 206.08 (C-
20). HRMS: m/z [M+H]" calculated for 478.3195 for C3gHpN-O; found 478.3189.
2.2.1.2.5, 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-vl-

cyclopropanecarboxylate (8f in Fig. 1).

Yield 0.065 g. (55%). m.p. 187-189 °C. IR (KBr) em1: 2926. 1726, 1624. 1570, 1270 and
1086. 'H NMR (400 MHz. CDCl3) &: 1.25 (s. H-18. 3H). 1.30 (s. H-19. 3H). 1.65 (m. ester-
H-1". 1H). 3.47 (m. J= 3.5 Hz, H-3, 1H), 4.22-4.59 (ABq. J= 16.4 Hz. H-21, 2H), 5.35 (d.
J=154Hz H-6. 1H). 6.72 (s, J= 6.7 Hz, C-16. 1H), 7.11 (s. H-Het, 1H)., 7.35 (s. H-Het,
1H). 7.51 (s. H-Het, 1H). 1*C NMR (100 MHz. CDCl3) &: 10.10 (C-1" of ester). 13.253 (C-
18). 15.00 (C-19). 62.45 (C-21). 73.82 (C-3), 119.23 (C-6), 139.99 (C-Het), 147.21 (C-16).
147.22 (C-Het). 157.00 (C-Het), 157.03 (C-17). 174.44 (ester carbonyl). 204.08 (C-20).
HRMS: m/z [M+H]" calculated for 448.2726 for CagH3sN203, found 448.2730.

2.2.1.2.6. 21-(1H-imidazol-1-v1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl-
cyvclobutanecarboxylate (8g in Fig. 1).

Yield 0.069 g. (57%), m.p. 101-103 °C. IR (KBr) cm: 2928. 1723. 1624. 1572, 1270 and

1087. 'H NMR (400 MHz. CDCl3) 6: 0.80 (s. H-18, 3H). 1.10 (s, H-19, 3H), 2.29 (m. ester-
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H-1". 1H), 3.90 (m, J= 3.7 Hz, H-3, 1H). 4.65-4.87 (ABq. J= 16.4 Hz. H-21, 2H). 5.35 (d,
J=54Hz, H-6. 1H). 6.73 (m. J= 6.7 Hz, C-16, 1H). 7.04 (s, H-Het. 1H). 7.34 (s. H-Het,
1H), 7.69 (s, H-Het. 1H). 13C NMR (100 MHz. CDCl3) 6: 13.40 (C-18), 19.01 (C-19).
30.21 (C1' of ester). 62.32 (C-21). 73.54 (C-3). 121.91 (C-6). 124.60 (C-Het). 128.83 (C-
Het), 140.23 (C-5). 144.00 (C-16), 156.99 (C-Het)., 157.00 (C-Het), 175.09 (ester
carbonyl). 190.36 (C-20). HRMS: m/z [M+H]" calculated for 462.2882 for CHigN>O3

found 462.2886.
2.2.1.2.7. 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3-yl-

cyvclopentanecarboxylate (8h in Fig. 1).

Yield 0.056 g. (45%). m.p. 91-93 °C. IR (KBr) eml: 2028, 1724. 1625, 1574. 1270 and
1087. TH NMR (400 MHz, CDCl;) é: 1.10 (s, H-18. 3H). 1.30 (s. H-19, 3H). 2.31 (m. ester-
H-1", 1H). 3.47 (m, J= 3.4 Hz, H-3, 1H). 4.65-4.87 (ABq. J= 16.4 Hz. H-21, 2H). 5.33 (d.
J=354Hz H-6. 1H). 6.73 (m. J= 6.7 Hz, C-16, 1H). 7.04 (s. H-Het. 1H). 7.32 (s, H-Het,
1H). 7.69 (s. H-Het. 1H). 3C NMR (100 MHz. CDCl3) &: 13.01 (C-18). 19.00 (C-19).
30.10 (C1’ of ester), 62.30 (C-21). 73.54 (C-3). 121.91 (C-6). 124. 60 (C-Het), 128.83 (C-
Het), 140.15 (C-5), 140.15 (C-5). 144.00 (C-16), 156.99 (C-Het), 157.09 (C-aromatic),
175.09 (ester carbonyl), 199.36 (C-20). HRMS: m/z [M+H]" calculated for 476.3039 for

C4UH40N303_ found 476.3035.

164



)
Ciencias

PUBLICACIONES Quimicas

13

2.2,1.2.8. 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-yl-
cyclohexanecarboxylate (8i in Fig. 1).

Yield 0.071 g. (55%). m.p. 193-195 °C. IR (KBr) em™: 2929. 1726, 1624. 1591, 1270 and
1080. 'TH NMR (400 MHz, CDCl;) &: 1.24 (s, H-18, 3H), 1.40 (s. H-19, 3H). 2.30 (m. ester-
H-1". 1H). 3.45 (m. J= 3.7 Hz. H-3, 1H). 4.62-4.82 (ABq. J= 16.4 Hz, H-21, 2H). 5.35 (d.
J=154Hz H-6, 1H). 6.73 (m. J= 6.7 Hz, C-16. 1H), 7.10 (s. H-Het, 1H), 7.35 (s, H-Het,
1H). 7.51 (s. H-Het. 1H). 3C NMR (100 MHz. CDCl;) &: 20.01 (C-18). 21.00 (C-19).
30.10 (C1" of ester), 62.21 (C-21), 73.91 (C-3), 121.02 (C-6), 141.21 (C-Het), 141.27 (C-5),
141.45 (C-16). 144.89 (C-Het), 154.41 (C-Het). 157.09 (C-17), 170.66 (ester carbonyl),
200.87 (C-20). HRMS: m/z [M+H]" calculated for 490.3195 for C3HypN,O5 found
490.3199.

2.2.1.2.9. 21-(1H-imidazol-1-y1)-20-oxopregna-5,16-dien-3p-vl-
cycloheptanecarboxylate (8j in Fig. 1).

Yield 0.071 g. (53%). m.p. 180-182 °C, IR (KBr) em™: 2917. 1725, 1626. 1564. 1260 and
1115. 'TH NMR (400 MHz. CDCl3) &: 1.01 (s, H-18, 3H). 1.20 (s, H-19. 3H). 2.30 (m. ester-
H-1'. 1H). 3.49 (m, J= 3.4 Hz, H-3. 1H). 4.62—4.82 (ABq. J= 16.4 Hz. H-21. 2H). 5.35 (d.
J= 54 Hz H-6. 1H). 6.75 (m. J= 6.7 Hz, C-16, 1H). 7.10 (s. H-Het, 1H). 7.35 (s, H-Het,
1H), 7.51 (s. H-Het. 1H). 13C NMR (100 MHz. CDCl;) &: 19.40 (C-18). 20.00 (C-19).
30.11 (C1’ of ester), 62.10 (C-21). 73.91 (C-3). 121.02 (C-6). 121.12 (C-Het). 141, 27 (C-
5). 14450 (C-16), 144.52 (C-Het). 154.51 (C-17), 157.09 (C-Het), 170.66 (ester carbonyl),
200.87 (C-20). HRMS: m/z [M+H]" calculated for 504.3352 for Ci;HuN2O; found

504.3358.
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2.2. Animal and human tissues
2.2.1. Typel 5c-Risoenzyme isolated from rat liver

All procedures involving animals were approved by the Institutional Care and Use
Committee of the Metropolitan University of Mexico (UAM. Xochimileo).

Two adult (8-month old) rats were obtained by the Metropolitan University in
Xochimileo from Animal Care Facility. Mexico,

The adult rats weighing 500 g had been fasted overnight to decrease glycogen levels
before their livers were extirpated for use as a source of 5w-R1 [22]. To prepare
microsomes, the livers (30 g) were minced in one volume of buffer A (20 mM sodium
phosphate, pH 6.5, containing 0.32 M sucrose. 0.1 mM DTT: Sigma-Aldrich. Mexico City,
Mexico) with an TKA A1l basic tissue mill (TIKA Laboratory Equipment., Mexico City,
Mexico). Unless otherwise specified. the following procedures were carried out at 4 °C.

The tissue was homogenized and the suspension was centrifuged (13,200 rpm: 20
min; 0 °C) (Beckman L70 K ultracentrifuge). and the pellet was discarded. The supernatant
was filtered through a nylon mesh filter (pore size 11 lm. distributed by OEM-Membrane
Solution. Dallas TX) and centrifuged again (10.000 rpm: 60 min. 4 °C): the microsomal
pellet was suspended in five volumes of buffer A with a homogenizer. The protein
concentration was measured by the Bradford method [23].

The suspension was re-centrifuged (13,200 rpm: 20 min. 4 °C) and the pellet was
suspended in buffer A to give a final concentration of 20 mg protein/mL. The microsomal

suspension was stored at —70°C prior to the preparation of the sample steroid.

2,22, Tvpe 2 Sa-Risoenzyvme isolated from human prostate
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Four hours after a 53-year-old patient had died from myocardial infarction, his
normal prostate was extirpated in the Pathology Department of the Mexico City General
Hospital. The Ethical Committee of the General Hospital in Mexico City approved this
protocol.

Human prostate was used in this experiment because this tissue is an abundant
source of 5a-R2, but not of 5¢-R1: the AR study in this model is very complex.

The tissue was rinsed and immediately chilled in ice-cold 150 mM NaCl. and stored
at =20 °C. The frozen human prostate was thawed on ice, rinsed. and minced in buffer A
(20 mM sodium phosphate, pH 6.5, containing 0.32 M sucrose, 0.1 mM DTT: Sigma-
Aldrich. Mexico City, Mexico) with an IKA® A1l basic tissue mill (IKA Laboratory

Equipment, Mexico City. Mexico). Unless otherwise specified, the following procedures

were carried out at 4 °C. The human prostate tissue was homogenized in two volumes of
buffer A with a tissue homogenizer Ultra-Turrax IKA. T18 basic (Wilmington, NC). The
homogenates were centrifuged (1500g: 60 min) [24] in a SW 60 Ti rotor (Beckman
Instruments, Palo Alto, CA). The pellets were suspended in buffer A, and stored at —70°C.
This suspension had a final concentration of 5 mg protein/'mL., as determined by the
Bradford method [23] and was used as source of 50-R2 isozyme.
2.2.3. Rat prostate cytosol as source of AR

In this study we used rats because the prostate gland is bigger than that of the
hamster and there is no difference in the binding activity of the AR between rat and hamster
eytosol [25].

In order to evaluate the binding of steroids 8a—j to the androgen receptor. the

prostates of 50 adult rats (8 months old: 500 g) were removed. blotted. weighed and soaked
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m cold TEMD (40 mM tris—HCL 3 mM EDTA and 20 mM sodium molybdate,
dithiothreitol 0.5 mM. 10% glycerol at pH 8) before use. All procedures were carried out in
an ice bath at 0 °C. The tissues were homogenized with a tissue homogenizer (Teckmar,
Cincinnati, OH) in one volume of buffer TEMD plus protease mhibitors (2 mM PMSF, 10
lg/mL antipain. 5 mM leupeptin) [26] in an ice bath with a tissue homogenizer:;
subsequently the homogenates were centrifuged (14.000 rpm. 60 min) [24] 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.
The protein concentration (6 mg of protein in 200 IL) was determined by the Bradford
method.

2.2.4. In vive experiments

For the experiments in vive. adult male golden hamsters (2.5 months old; 150-200
g) were used. After gonadectomies had been performed on the hamsters under isoflurane
anesthesia, the castrated hamsters were allowed to recover for 30 days prior to
experimentation [25]. The castrated hamsters and a group of eight intact hamsters were
housed in a room with controlled temperature (22 °C) and light-dark periods of 12 h;: the
hamsters were fed with food and water ad libitum. Thirty days post gonadectomy, the
hamsters were separated into groups consisting of four animals per group. The hamsters
were treated for six days. and thereafter sacrificed with CO; [24]. This experiment was

carried out twice under the same conditions.
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2.2.5. Cell line characteristics
The panel of cells used in this study was: PC-3 (human prostate cancer cell line),
MCF7 (human breast cancer cell line). and SK-LU-1 (human lung cancer cell lines),

supplied by the National Cancer Institute (USA).

2.3. Biological activity of 8a—j compounds
2.3.1. In vitro experiments

The effect of steroids 8a—j (Fig. 1) on the activity of 50-R1 and 5¢-R2 was
evaluated by following the conversion of T to DHT, under the same conditions that we
deseribed previously [27].

The 50% inhibitory concentration (ICsp) of 8a—j was determined using a range of

concentrations (11071 to 1x107# M) of each derivative. The transformation of T to DHT in

the presence of 8a—j was calculated from radioactive compounds present in each sample,

observed in the lanes of the chromatographic plate. The data were plotted using SigmaPlot

software 12 inhibition curves [24].

2.3.2. In vive experiments

2.3.3.1. Weight of the prostate, seminal vesicles and diameter of the pigmented spot
For six consecutive days, each of the steroid derivatives 8a—j (2 mg/'kg body weight

(BW)) dissolved in 200 uL of sesame oil. together with 1 mg/kg (BW) of testosterone. was

administered by subcutaneous (SC) injection to a group of gonadectomized hamsters (four

animals per derivative). Three groups of gonadectomized animals were kept as control: the

first group was injected SC with 200 pL sesame oil, the second group with 1 mg'kg (BW)

of testosterone. and the third group with 1 mg T plus 1 mg'kg (BW) of finasteride also
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prepared in sesame oil. Additionally. one group of four intact hamsters was used as the
mtact control. On the seventh day. the animals were sacrificed with CO> and the diameters
of the flank organs were measured using a Vernier Caliper: the prostate and seminal
vesicles of each hamster were dissected and weighed.

Two separate experiments were performed for each group of steroid treated
hamsters. The results were analyzed using one-way analysis of variance and Dunnett’s
method to compare means, using JMP IN 5.1 software (JMP, Statistical Discovery, and
Cary. NC, USA).

2.3.3. Competitive studies on AR

The competitive studies of steroids 8a—j on AR were carried out using the same
procedure described by our group previously [28]. The ICsy of each compound was
calculated from plots of concentration versus percentage of binding using SigmaPlot 12.

Mibolerone (MIB) was used as a positive control.

2.3.4. Cytotoxicity assay
Cytotoxic activity of the steroid derivatives (8a—j) on three cancer cell lines (PC-3,
MCF7. and SK-LU-1) was evaluated. The procedure has been previously reported [29].

Cell growth inhibition was caleulated according to the following expression:

. — 100 - (sample absorbtion)
cell srowth inhibition (%) = x 100
° (%) vehicle absorbtion

170



N

Ciencias
PUBLICACIONES Quimicas
19

3. Results
3.1. Chemistry

The vield for the formation of 8a from the reaction involving acetic anhydride and
pyridine was 90%. while compounds 8b—j were obtained in meoderate yields of 45-68%
using the Steglish esterification method [30].

8b—j were 1solated and characterized by 'H NMR. 3C NMR and mass spectrometry.
Also, results obtained from the melting point determination of each compound showed a
maxunum two degree difference, indicating that these steroids were pure.

3.2. Effect of derivatives as inhibitors of the activity of 5a-R isoenzymes

Table 1 shows the ICsq values for derivatives 8a—j required to inhibit 50% of the

activity of Su-reductase isoenzymes.

These results showed that the chain derivative with the smallest ester at C-3 and
alieyclic derivatives also present at C-3 of the steroidal skeleton showed greater selectivity
as S-R2 inhibitors than the other derivatives studied. However their potency to inhibit this
enzyme was lower than that of finasteride (IC5p= 8.5 nM) in all cases, None of the prepared
compounds was able to inhibit the activity of the 5o-R1 enzyme.

3.3. Weight of the prostate, seminal vesicles and diameter of the pigmented spot

After castration. the weight of the hamster prostate and seminal vesicles decreased
(p < 0.05) compared to the normal weight of the respective glands. as did the diameter of
the pigmented spot. Treatment with wvehicle did not change these effects. However.
treatment with 1 mg'kg of T for 6 days significantly increased (p < 0.05) the weight of
prostate, seminal vesicles and diameter of the pigmented spot as well as the weight of the

prostate and seminal vesicles (Table 2). When T (1 mg/kg) and finasteride were injected
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together, the weight of the prostate, seminal vesicles and diameter of the flank organs
decreased significantly (p < 0.05) (Table 2). This reduction in the weight of these glands

and diameter of the pigmented spot was comparable to that produced by finasteride (Table

Table 2 shows that when T was administered together with finasteride or steroids
8g—j. the weight of the prostate and seminal vesicles decreased significantly (p < 0.05). In
addition, 8g—j showed a significant (p < 0.05) reduction in diameter of the pigmented spot.

The remainder of the compounds studied did not display any comparable effect (Table 2).

3.4. Competitive studies on AR

This study showed that compounds 8a—j did not displace the tritium-labeled MIB
from the AR. MIB is a very potent AR agonist and exhibited an ICsg value of 1 nM. Figure
2 below shows only the graphs of AR unbinding for compounds 8g—j to illustrate the
behavior of steroids that did not bind to this receptor.

These results show that the steroidal derivatives are not androgenic types and for

this reason cannot bind on the active site of the AR.
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3.5. Cytotoxic activity on cancer cell lines (PC-3, MCF7 and SK-LU-1)

The effect of the synthesized compounds (8a—j) on the growth of three cancer cell
lines: PC-3 (prostate), MCF7 (breast) and SK-LU-1 (lung). was determined using the SBR
assay method. The values of the antiproliferative effect are shown in Table 1. Ketoconazole
and 16-dehydropregenolone acetate were used as controls in this study.

Ketoconazole was used as a positive control. because 1its interesting cytotoxic activity in
vitro studies has been previously reported [16: 31-34]. Compounds 7 [12.15] and 8a
showed higher cytotoxic activity than 16-dehydropregenolone acetate in the three cancer
cell lines (Table 1). Furthermore, 8a showed higher toxicity than 8b—j in these three cancer
cell lines. This may be because these steroids do not dissolve well in the culture medium
containing a dimethyl sulfoxide (DMSO) concentration of 0.05%.This idea is supported by

the caleulated log P value for each one of these derivatives. (Table 1)
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Table 1. Biological activity of novel derivate compounds on growth inhibition in human cancer ecell lines at 50 pM. ICsy value on 50-R.
isoenzymes and AR binding assay.

50R1 RBA
LogP i
Structure Compound | R °2 | pc3 | MCE7 | SKLU-1 | 105 | 0R2 | AR
Cale ICs0 pM
M %
Ketoconazole - - - 88.48+£3.9 951648 73.39=1.6 -
Finasteride - - 4.00 NA NA NA 630 0.0085 NA
16.DHP 1 - 451 214+115 255512 128435  NA NA NA
&

7 — 311 96.2+1.3 89.4+2 3 74.8+1.5 NA 118.8 NA
8a -CH; 382 796+87 779£08 967+13 NA 122 NA
8b \CGHs 418 226452 0 168+1.0 NA NA NA
8c -CGiH;  4.74 0 0 25201 NA NA NA
8d -CsHy 524  237+£29 51.3£83 392+82 NA NA NA

Y Se -CsHpy 575 17.2+36 281249 28574 NA NA NA
JO‘}---’ 8f > 4.48 NA NA NA NA 0711 NA
- -"{}‘ 1

o [—'\l,J\T,ﬁ-r./’ 8g D/ 4.65 NA NA NA NA 00764 NA

Ivee
e $h [ 5.39 NA NA NA NA 0035  NA
8i T 5.90 NA NA NA NA 0.0293 NA
i (y e NA NA NA NA NA NA

Results are expressed as a percentage of inhibition =standard error. NA: This compound was not active.
* The LogP property was caleulated by Molinspiration (http:/www.molinspiration.com/).
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Table 2. Weight of prostate. seminal vesicle glands. and diameter of the pigmented spot of

the flank organs + standard deviation from castrated hamsters receiving different treatments

for 6 days.
Weight of Prostate :::i];::f Seminal I[:ga:::::; g::;
Treatment (mm)=standard
error (mm)+standard (mm)=standard
error error
Control 50.4+99 96.11+12.5 2,03 +0.63
T 98 =+ 12.6 200.6 £ 55 5.65+1.12
T+F 69.6 + 21.2 161.4 + 44.5 3.57+0.89
T+8a 85.80 = 19.41 200.50 = 32.79 3.06 = 0.08
T+8b 88.40+16.10 231.70+£25.08 1.80+0.38
T+8¢ 83.43+8.40 217.45+59.28 1.98+0.8
T+8d 80.93+6.00 198.33+22.20 2.94+0.99
T+8e 71.85+16.06 198.33+22.20 3.36x0.40
T+8f 77.1£17 160.9+15.8 3.4+0.47
T+8g 71.3+9% 145.2+32.1% 3.0+0.45%
T+8h 65.1+15.8% 143.7+50.66% 2.0+0.4%
T+8i 54.3+4.9% 143.68+50.7* 2.4+0.3%
T+8j 70.8+5.3 143.6+29.89= 2.8+0.5%

The control animals were treated with vehicle only.

* Statistically significant values.
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4. Discussion

Our research group previously synthesized several steroidal derivatives with an
ester moiety at C-3 and several azole derivatives. These steroids demonstrated high
antiproliferative activity on different cancer cell lines [28-29] and an inhibitory effect on
Sa-reductase type 1 and 2 activity [35].

Recently. we also demonstrated that the presence of a triazole group at C-21 with a
linear ester moiety at C-3 on the steroidal skeleton enhanced Sa-R1 inhibitory activity. In
addition. compound  20-oxo-21-(1H-1.2.4-triazole-1-yl)pregna-5.16-dien-3f-yl-acetate
presented a high cytotoxic effect on the SK-LU-1 cancer cell line. Banday et al. similarly
identified a series of novel D-ring substituted 1.2.3-triazolyl 20-keto pregnane derivatives

as antiproliferative agents on DU-145 and PC-3 cancer cell lines [19].

This report serves as an extension of our earlier study where it was demonstrated
that two pregnane derivatives with a triazole or imidazole moiety at C-21, inhibited the
three studied cancer cell lines proliferation: [15] particularly the 3p-hydroxy-21- (1H-
mmidazol-1-yl)pregna-5.16-dien-200ne; I-OH (7) showed a good PC3 cells antiproliferative
effect. However docking studies indicated this steroid is unable to binding to the pocket of
the AR, so that this activity cannot explained by this way. In order to understand the action
of imidazole derivatives in prostate tissue, here we report the in vivo and in vifro activity of
ten different novel 16-dehydropregnenolone derivatives with an imidazole group at C-21
and a linear or alicyclic ester moiety at C-3.

Although all these novel steroidal derivatives (8a—j) have an ester moiety at C-3,

they are noteworthy because they show a very different biological activity, allowing other
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possible therapeutic applications. Interestingly. only 8a shows higher activity on PC-3,
which is satisfactory as the intent was to obtain specific compounds for each type of cancer.

Furthermore, only derivatives with an alicyclic ester at C-3 demonstrated 5u-R2
inhibitory activity. with compounds 8h and 8i showing the highest inhibitory activity on
this isoenzyme. The pharmacological activity of the compounds was also demonstrated by
a decrease in weight and size of the androgen-dependent glands studied. However. these
derivatives with an aliphatic group at C-3 were unable to bind to the androgen receptor as
docking studies had predicted. [15] hence the pharmacological effect observed was due to
their activity as inhibitors of 5u-R2 activity. This is important because prostatic benign
hyperplasia is directly associated with the presence of 50-R2. [4. 7] In addition, the fact
that these compounds were not able to bind the androgen receptor increases their
therapeutic value by generating the possibility of only causing minor side effects. The
overall data suggests that the size of the ester moiety could be related to the cytotoxic effect
of these compounds.

The antiproliferative activity of these compounds can also be attributed to the nature
of the azole group [36-37. 10]. This group has a sextet of p-electrons, giving the azole a
higher nucleophilic character [38] that enables formation of a strong hydrogen bond
between the steroidal compound and active polar groups in the cells. Because of this. a
stronger cytotoxie effect is produced [39].

In conclusion. the results presented here imdicate that 16-dehydropregnenolone
derivatives were successfully synthesized. and presented an inhibitory effect on 50-R2. as
well as an important pharmacological effect that was non-cytotoxic in the treatment-time.

Furthermore. the compounds showed interesting cytotoxic activities on different cancer cell
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lines. especially on PC-3. an androgen-independent prostate cancer cell line [40-41].

showing therapeutic potential for cancer treatment.
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