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RESUMEN

Las enfermedades prostaticas, principalmente la hiperplasia prostatica
benigna y el cancer de prostata son enfermedades andrégenc dependientes que
tienen una gran importancia en la salud del hombre que alcanza una edad
madura; el tratamiento para el cancer de prostata suele ser drastico como la
orquiectomia bilateral y aunque en ocasiones es una solucion definitiva, para
muchos individuos es inaceptable, por la gran variedad de alteraciones fisicas y
psiquicas que este tratamiento desencadena, por lo que hoy, en la lucha por
brindar al enfermo una mejor alternativa terapéutica se esta trabajando con
antagonistas sintéticos del receptor de andrégencs, asi como con inhibidores de
la enzima 5a-reductasa, con la finalidad de brindar una mejor calidad de vida al

paciente que padece estas enfermedades.

Los compuestos antiandrogénicos y los inhibidores de la Sa-reductasa, son
pocos en el mercado y tienen diferentes mecanismos de accién. Algunos muestran
efectos secundarios muy severos, asi como altos costos que reducen su utilidad
clinica. Entre los efectos nocivos se encuentran: La pérdida de la libido, la

impotencia, anormalidades en el semen y la atrofia celular.

En este estudio se demostro la actividad antiandrogénica de 15 esteroides
de nueva sintesis, ordenados en diferentes series de acuerdo a la naturaleza de
su estructura. Estos fueron estudiados in vifro e in vivo comgo inhibidores de la
actividad de la enzima 5a-reductasa y como inhibidores competitivos del receptor
de andrégenos, también fueron probados en modelos biolégicos como

antiandrégenos.
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INTRODUCCION

La testosterona y otros andrégenos, ademas de las acciones durante el desarrollo
fetal ejercen un efecto inhibidor sobre la secrecién de la hormona luteinizante (LH),
desarrollan y conservan los caracteres sexuales secundarios masculinos, ejercen
un efecto importante proteinico-anabélico promotor del crecimiento y, junto con la
hormona foliculo estimutante (FSH), estimulan la espermatogenesis (Ganong,
2002).

Las propiedades farmacoldgicas de los andrégenos estan profundamente influidas
por dos aspectos de su metabolismo, en primer lugar, la testosterona, la hormona
secretada por los testiculos, se metaboliza hasta generar otros esteroides con
actividad hormonal en los tejidos periféricos, como la 5a-dihidrotestosterona, y
metabolitos estrogénicos. En segundo lugar la testosterona (T) y la
dihidrotestosterona (DHT) actian por medio de un receptor comun, en tanto que
los metabolitos estrogénicos lo hacen mediante el receptor de estrogenos
(Harman, 1996).

Los receptores androgénicos juegan un papel preponderante en el desarrollo
sexual y fisiologia a través de sefales hormonales (Summerfield, 1995). Existe
bastante evidencia de que las células que responden a las hormonas
androgénicas contienen proteinas receptoras capaces de unirse indistintamente a

testosterona o su metabolito 5a-reducido, la dihidrotestosterona (Wilson, 1976).

Los receptores de andrégenos se encuentran presentes en las células de la
prostata y una vez que se unen al andrégeno, el complejo hormona-receptor se
transporta al ndcleoc en donde se une a los elementos de respuesta hormonal
presentes en el DNA y en esta forma se traduce el mensaje contenido en los
genes (Steinspair, 1991). Los antagonistas de andrégenos ofrecen una alternativa
potencialmente dtil para el tratamiento de enfermedades andrégeno dependientes

como son el cancer de prostata, la hiperplasia prostatica benigna, el sindrome de
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ovarios poliquisticos, el hirsutismo en mujeres, el acné, la seborrea, la alopecia

androgénica y la pubertad precoz (Cabeza, 2006; Bratoeff, 2004).
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ANTECEDENTES

Funcion biologica y mecanismo de accion de los andrégenos

Las funciones reproductoras del vardn pueden dividirse en tres eventos
principales: primero la espermatogenésis, segundo, la realizaciéon del acto sexual
masculino y tercero, el efecto de las hommonas sexuales sobre el organismo
(Guyton, 19897).

Los testiculos secretan varias hormonas sexuales masculinas, que reciben
el nombre de andrdégenos y que son la testosterona (T) 1, la dihidrotestosterona
(DHT) 2, Figura 1, la androstenedicna y la androstandiona. La concentracién de
testosterona en el plasma es superior a la de las otras hormonas que se
producen en el testiculo por lo que es la hormona testicular mas importante
(Raynaud, 2002); la mayoria, de Ila testosterona es convertida en

dihidrotestesterona (DHT), en los tejidos diana (Armory y Bremner , 2003)

La testosterona (T) se forma en las células intersticiales de Leydig, que se
encuentran situadas en los intersticios que quedan entre los tubulos seminiferos y
que constituyen aproximadamente el 20 % de masa de los testiculos en el adulte
(Ahmad y Warren, 1983; Wang y Stocco, 20058).

Existe secrecion de andrégencs en otros tejidos diferentes al testiculo, por
ejemplo, las glandulas suprarrenales, que secretan por lo menos cinco
androgenos diferentes. Dichos andrégenos se secretan en cantidades pequefias
por lo que no tienen una actividad masculinizante importante en el aduito
(Hofbauer y Khosla, 1999).

11
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Figura 1. Compuestos inhibidores de la 5So-reductasa: 1 testosterona, 2

dihidrotestosterona, 3 finasterida, 4 dutasterida, 5 4MA (Cabeza, 2004).
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Los androgenos son compuestos esteroidales que se sintetizan a partir del
colesterol o directamente desde el acetil coenzima A, tanto en ios testiculos como
en las glandulas suprarrenales, Figura 2. Aproximadamente el 97% de la
testosterona secretada al plasma, se une débiimente a la albumina sérica pero
con mayer afinidad a una globulina unidora de las hormonas sexuales que es
producida por el higado. Este complejo circula por la sangre entre 30 minutos y
una hora. El mecanismo de accién de las hormonas esteroidales comienza cuando
éstas migran desde la circulacidén sanguinea hacia las células diana a través de ia
membrana celular (Bratoeff, 2005). Mas tarde, la testosterona se fija en los tejidos
diana o se degrada a productos inactivos en el higado y posteriormente se

excreta (Levedhal y Samuels, 1950).
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Figura 2. Representacion esquematica de las principales vias de sintesis de

esteroides en la glandula suprarrenal. (Modificado de Luu-The, 2005)
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Gran parte de la T que se fija a los tejidos se convierte en el interior de las
células en DHT, especialmente en ciertos drganos diana como la glandula
prostatica en el aduito, la piel y los genitales externos en el feto varon. Algunas
acciones de la T dependen de esta conversion, mientras otras son independientes
de ella (Hirosumi, 1995; Gustafsson, 1974).

La T que no se fija a los tejidos se convierte con rapidez en andrégenos
inactivos como la androsterona y la dihidroepiandrosterona, principalmente en el
higado. Estos esteroides son simultaneamente conjugados a glucurénidos o
sulfatos y mas tarde se excretan por el intestino con la bilis o por la orina a través

de los rifones (Ganong, 2002).

Funciones de la testosterona

La T es la hormona responsable de las caracteristicas distintivas del
cuerpo masculino. Incluso durante la vida fetal los testiculos son estimulados por
la gonadotropina coridnica para producir cantidades moderadas de testosterona.
Tras la pubertad, la reanudacidn de la secrecion de testosterona hace que el pene,
el escroto, y los testiculos aumenten unas ocho veces de tamarfio antes de los
veinte anos de edad. Ademas, la testosterona provoca que se desarrollen los
caracteres sexuales secundarios del varon, comenzando en la pubertad y
terminando en la madurez. Estos caracteres sexuales secundarios, distinguen al
varon de la mujer de vanas maneras: Distribucién de vello corporal y del cabello, la
voz, la piel, la sintesis de proteinas y desarrollo muscular, el crecimiento 6seo y la
retencion de calcio, el metabolismo basal, la estimulacion de la médula ésea como
hematopoyético, el equilibrio electrolitico e hidrico y el sistema nervioso (Hajszan
T, 2008).

Los androgenos juegan un papel crucial en el desarrollo, mantenimiento y

regulacion del fenotipo masculino y fisiologia reproductiva. La accién de los

androgenos es mediada por el receptor de androgenos (RA) (Gobinet, Poujol y

14
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Sultan, 2002) el cual es un miembro de la sUper familia de receptores nucleares
(RN); esta superfamilia incluye receptores a glucocorticoides, mineralocorticoides,
receptores a progesterona, estrogenos y retinoides (Zhu, 2001). Los RN se unen
al DNA y activan factores de trascripcidon que codifican varios mRNA que se
traducen en la sintesis de las proteinas necesarias para diferentes procesos
biolégicos como crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular (Gobinet, 2002;
Lee y Chang, 2003; Steinsapir, 1991).

Las hormonas esteroidales (testosterona, estrégenos, progesterona, cortisol
y aldosterona), producidas por la corteza suprarrenal y las gonadas, debido a su
naturaleza hidrofébica no se disuelven faciimente en la sangre por lo que son
transportadas por proteinas especificas, desde el punto de su liberacién hasta los
tejidos en donde ejerceran su accion (tejidos diana). Estas hormonas atraviesan la
membrana plasmatica por difusion simple, se metabolizan y se unen a proteinas
receptoras especificas presentes en el citoplasma y nucleo. Estas proteinas
receptoras, se encuentran en concentraciones entre 10,000 y 100,000 moléculas
por célula y se unen a su respectivo esteroide de forma reversible pero con alta
afinidad (Steinsapir, 1998).

Dihidrotestosterona y Sa- reductasa

La DHT es un potente andrégeno que induce la formacion de los genitales
externos en la etapa fetal del individuo, asi como el desarrollo del tejido prostatico.
Dicho esteroide se forma a partir de la T en los tejidos diana debido a la presencia
de la enzima 5ca-reductasa (Summerfield, 1995). La 5a-reductasa es una enzima
NADPH dependiente (Cabeza, 2006) y esta constituida de 254 a 260 aminoacidos
en su mayoria hidrofébicos, con un peso molecular de 28,000 a 29,000 y se

encuentra localizada en la membrana nuclear (Rusell y Wilson, 1994).

Existen dos isoenzimas de 5ua- reductasa, la tipo 1y la tipo 2, la isoenzima

tipo 1 presenta su actividad éptima a un pH de 7 a 8.5, mientras que la isoenzima

15
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de tipo 2 a un pH de 5, esta propiedad in vifro ha sido utilizada en estudios de
laboratorio para diferenciar la actividad de ambas enzimas en diferentes pH y
tejidos (Stuart, 2001; Rusell y Wilson, 1994).

Los genes para las dos isoenzimas de S«- reductasa contienen 5 exones
separados por cuatro secuencias invertidas. La posicion de los intrones es
esencialmente idéntica en los dos genes. Los genes estan localizados en dos
cromosomas diferentes, el gen que codifica para la isoenzima 1 (SRD5AT) se
encuentra localizado en la porcidn distal corta del cromosoma 5 (banda p15),
mientras que el gen de la isoenzima 2 (SRD5AZ2) esta localizado en la banda p23

del cromosoma 2.

Existen diferencias en los tejidos en donde se encuentran las diferentes

isoenzimas, como se puede apreciar en la Tabla 1:

Tabla 1. Tejidos que presentan actividad de 5a-reductasa de tipos 1y 2 en los

humanos
Tejido Tipo 1 Tipo2 | Método de deteccion
o Prostata, epididimo, vesiculas - ++ mRNA

seminales, escroto.
o Testiculo, ovario, adrenales, - < | mRNA
cerebro, rinén.
o Higado + % mRNA
e Piel ++ - mRNA

(Russell D. W. y Wilson J. D. Ann Reviews, 63 (1994) 25-61)
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Se ha visto que individuos con deficiencia de 5a-reductasa presentan
genitales internos normales (epididimo, vesiculas seminales, vasos deferentes),
mientras que los genitales externos se observan semejantes a los de una hembra,
ademas estos sujetos en la vida adulta no presentan calvicie ni acné. El
conocimiento de que la DHT induce el crecimiento de la prostata se basa en el
hecho de que los individuos con esta deficiencia presentan una prostata pequena
lo que ha estimulado el desarrollo de farmacos con efecto inhibidor de esta enzima
para tratar padecimientos andrdégeno-dependientes como son: la hipertrofia
prostatica benigna, el cancer de prostata, la calvicie y el acné, entre otras por lo
que la 5a-reductasa, juega un papel muy importante en el desarrollo masculino,

asi como en su fisiologia y sus padecimientos (Thigpen, 1992; Wilson, 1893).

Los inhibidores de la 5a-reductasa mas estudiados son los 4-aza esteroides
(Figura 1) como: la finasterida 3, la dutasterida 4 (Machetti y Guarna, 2002) y el
compuesto conocido como 4MA 5 (Liang, 1984). Estos compuestos tienen muy
baja afinidad por el receptor de andrégenos por lo que no es de esperarse que
presenten efectos no deseados como la impotencia, la disminucién de la libido, la
disminucién del tamario de los genitales, la debilidad muscular, disminucién de la
densidad 6sea e incremento de tejido adiposo (Levy, 2008). Sin embargo el 4MA
Figura 1, es un farmaco que se ha visto que inhibe otros tipos de enzimas que
metabolizan esteroides como la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa y que ademas
causa hepatotoxicidad, por lo que no ha podido ser utilizado (Brandt y Levy,
1989). Por otra parte, la finasterida que es un farmaco inhibidor irreversible de la
S5a-reductasa de tipo 2 junto con la dutastenda que es un inhibidor de las 5a-
reductasas tanto tipo 1 como tipo 2 son los Unicos farmacos aprobados por la FDA
de los Estados Unidos de Norteamérica (Rusell y Wilson, 1994). A pesar de que
son farmacos muy estudiados, se ha visto que en algunas personas presentan
efectos colaterales como la disminucion de la libido. En la Figura 3, se presenta el

mecanismo de accion de la finasterida.
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Figura 3. Panel a: Mecanismo de accién de andrégenos. Panel b: efecto de la

finasterida. (Modificado de http:/iwww.urme rochester. edu/changarlab/images/ARmechanism. JPG).

El receptor de andrégenos

Existe gran evidencia de que las celulas responsivas a andrégenos
contienen proteinas receptoras capaces de unirse a testosterona o a su metabolito
S5a-reducido, la DHT; sin embargo permanece poco claro el hecho del por qué los
receptores de andrégenos se unen con mayor afinidad a la DHT que a la
testosterona (T) en tegjidos como la préstata y el epididimo, mientras que en otros
drganos como el testiculo, la T se une con mayor afinidad al receptor que la DHT.
Para contestar a esta pregunta se han propuesto dos mecanismos: la afinidad del
receptor y la concentracion intracelular del andrégeno para unirse al receptor
(Wilson y French, 1976).

El RA es codificado por un solo gene que se encuentra en la region 11-12 g
del cromosoma X. El RA es una proteina que esta constituida de 917 a 919
aminoacidos y sélo existe una isoforma en los mamiferos, como ya se dijo, el RA

se encuentra involucrado en una variedad de funciones como el desarrollo y la

s
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maduracion sexual. Como todos los receptores que pertenecen a la super familia
de RN, el RA contiene varios dominios, un dominio de unién al DNA, un dominio
de unién al ligante, un dominio amino terminal y un dominio carboxi-terminal
(Chen, 2004; Shaffer, 2004).

El dominio N-terminal, esta implicado en la activacién transcripcional y
requiere de un coregulador, que puede ser un coactivador o un correpresor. La
region que contiene el sitio de activacion transcriptacional se encuentra constituida
por una cadena de 51 a 211 aminoacidos. El dominio de union al DNA, esta
constituido por una cadena de 66 aminoacidos y presenta cuatro dedos de zinc los
cuales se unen a la cadena de DNA. Este dominio se encuentra conservado en los

diferentes receptores a esteroides (Gobinet, 2002; Shaffer, 2004).

Los andrégenos se encuentran libres dentro de las células, la accién de
éstos esta mediada por el RA el cual, normalmente se une ala T o a la DHT con
una alta afinidad (0.1 nM), con una capacidad limitada de unién y se encuentra en
el citoplasma. En presencia dei andrégeno, el RA experimenta un cambio en su
conformacién, cuyo resuitado es la formacién de un homodimero (Janne y Bardin,
1984). El complejo hormona receptor interactua entonces con el elemento de
respuesta hormonal especifico presente en el DNA vy activa la trascripcién de los
genes especificos, Figura 4. Esta interaccion resulta en la formacién de proteinas

y la subsecuente alteracion en la funcion celular (Fix, 2004; Cabeza, 2004).

Estudios recientes en biologia molecular, han llevado a la identificacion de
muchos coreguladores (coactivadores y correpresores), que interactian con las
proteinas receptoras y juegan un papel importante en la activacion
transcriptacionat (Heinlein y Chang, 2002). Los coactivadores son proteinas que
mejoran la actividad transcriptacional, éstos pueden servir como un puente o un
adaptador molecular, asi como, reclutando proteinas adicionales; existe una lista
grande y creciente de coactivadores que se actualiza continuamente. Los

correpresores tienen como funcion una regulacion negativa o represiva de la
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actividad transcriptacional, también existe una lista importante de estos (Dotzlaw,
2003; Ishizuka, 2005).

RA con DHT
& J (Dimcr-izado)

Testosterona

-

DHT

P
—

RA (Inactivo)

Elemento de
uesta hormonal

Figura 4. Mecanismo de accion de la DHT en las celulas blanco.

Muchos receptores nucleares, incluyendo los de esteroides sexuales vy
adrenocorticoides, son recuperados de las celulas como grandes heterocomplejos
que contienen proteinas de choque térmico (hsps por sus siglas en inglés) e
inmunofilinas (Georget, 2002; Yong, 2007). Algunos de los componentes del
heterocomplejo del receptor son proteinas con funcidn de chaperonas (hsp80 y
hsp70), la funcién de estas proteinas es critica pues facilitan el plegamiento del
dominio de unién a la hormona, para producir una conformacién de unién al
andrégeno de alta afinidad. La disociacién de las proteinas receptoras de las
chaperonas genera un sitio de unidn al ligante y ésta es la forma activa del
receptor (William y Toft, 1997).
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Tanto la T como la DHT se unen aparentemente con la misma constante de
disociacién al RA (Kd 0.1-0.3 nM); sin embargo, la DHT es un andrégenc mas
efectivo que la T, en parte porque se disocia mas lentamente del RA. La velocidad
de disociacion de la DHT es aproximadamente fres veces menorque lade la T,
mientras que ambas tienen una afinidad de unién similar y de ahi sus diferencias
en la actividad (Robel, 1983).

Una gran variedad de moléculas pueden antagonizar la accion biolégica de
los androgenos. Ejemplo de estos compuestos son estercides como los
estrégenos, progestinas y derivados de andrégenos o derivados de compuestos
no esteroidales como la flutamida y el compuesto RU 23908. Uno de los
mecanismos por los cuales los antiandrégenos pueden ejercer su accién es la
interaccién directa con el sitio de union del receptor citosolico. EI complejo
antagonista-receptor formado durante la interaccion es estructuralmente incapaz
de mostrar efecto hormonal. Antiandrégenos esteroidales como la ciproterona o
la espironolactona, son de hecho, capaces de competir por el sitio de unién de los
androgenos como la testosterona o su metabolito 5o~ reducido (Cabeza, 2005;
Steinsapir, 1991).

Estudios muy elaborados han demostrado que existe un espacio hidrofébico
en la molécula del receptor de androgenos que es muy conservado entre los
receptores de esteroides y que no es de facil acceso, es decir las moléculas que
pueden entrar en este espacio deben ser hidrofébicas en el centro para unirse por
fuerzas de Van der Walls a la profeina de unién y formar puentes de hidréogeno en
los extremos. El contenido de aminoacidos hidrofébicos de la molécula receptora
muestra una clara complementacién con las propiedades apolares de los ligantes
y los pocos residuos de aminoacidos polares aseguran el anclaje y la selectividad

por el ligando en los extremos (Gobinet, 2002).
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Efecto de androgenos en los tejidos

Organos del flanco del hamster

Los érganos del flanco (Figura 5), son glandulas sebdceas localizadas en
la region proximal de la cadera en la parte dorsal del hamster, se ven dos
manchas bilaterales pigmentadas color café obscuro. Estas glandulas se
encuentran menos desarrolladas en las hembras que en los machos y su funcion
principal es el marcaje de territorio ya que son animales muy territoriales (Heuze,
2007). En los machos maduros son prominentes y manifiestan cambios durante la
excitacion sexual (Quesenberr y Carpenter, 2004); miden 8 mm de diametro,
mientras que en las hembras miden 2 mm (Cabeza y Miranda, 1997). Su
estructura esta formada por complejos pilosebaceos andrégeno-dependientes.
Después de la castracidon en los machos el diametro de la mancha y su
pigmentacién disminuye hasta el tamafno que se encuentra en las hembras,
mientras que la inyeccion diaria de T recupera el diametro de la mancha a su
tamano original en machos castrados con anterioridad, demostrando que son
glandulas androgeno-dependientes. Los érganos del flanco tienen la capacidad de
convertir T a DHT y se utilizan para probar la actividad de nuevos compuestos
antiandrogeénicos (Flores, 2003; Bratoeff, 2005).

Figura 5. Organos del flanco del hamster.

2
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Los organos del flanco son altamente sensibles al estimulo de andrégenos,
los componentes sensitivos a los andrégenos incluyen a los melanocitos,
glandulas sebaceas y foliculos pilosos. Por esta razén estos animales han sido
utilizados como modelos biolégicos en una gran variedad de experimentos para
probar la actividad androgénica y antiandrogénica de nuevos compuestos. Otra
ventaja de este modelo es que se pueden administrar tratamientos de manera
tépica a un solo 6rgano dejando el de lado contralateral como control (Hsia vy
Voigt, 1974; Liao, 2001).

Prostata

La prostata es una glandula sexual exocrina, localizada en la base de la
vejiga rodeando la uretra, su funcidon es secretar enzimas y compuestos que
constituyen aproximadamente 15% del volumen del liquido seminal. El desarrollo y
la funcién de la prostata es estrictamente dependiente de los andrégenos. Una
falta de andrégenos o un defecto en su metabolismo durante el desarrollo puede
resultar en una falta de desarrollo prostatico. En el adulto, ia orquiectomia
quirdrgica o quimica resulta en una pérdida de la actividad secretoria vy
eventualmente una involucion de la prostata y pérdida de la masa prostatica
(Prescott y Tindall, 1998).

Como se ha mencionado con anterioridad existen dos andrégenos naturales
muy potentes, T y DHT, estos se encuentran presentes en todos los mamiferos
incluyendo al hombre. La T que es la hormona primaria sintetizada y secretada por
los testiculos tiene cierta preferencia por alguncs tejidos incluyendo el prostatico,

en donde la T es convertida a DHT por la enzima S5a-reductasa.

La prostata es un tejido ductal-acinar cuyo desarrollo y crecimiento inicia en
la etapa fetal del individuo y se completa cuando éste alcanza su madurez sexual.
El desarrollo de la prostata a las diez semanas de la vida fetal del humano

requiere de muchos procesos celulares coordinados e involucra mltiples genes y
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acciones hormonales, la DHT juega un papel esencial en el desarrollo y

crecimiento de esta glandula (Zhu, 2005).

Vesiculas seminales

Los primeros estudics anatdmicos de las vesiculas seminales indicaron
erroneamente que los espermatozoides se almacenan en ellas, de ahi el nombre,
sin embargo, estas estructuras son sélo glandulas secretoras, no areas de

almacenamiento.

Cada vesicula seminal es un tubulo tortuoso, lobulado, revestido de un
epitelio secretor que secreta un material mucoide rico en fructosa, acido citrico y
otras sustancias nutritivas, asi como grandes cantidades de prostaglandinas y
fibrinogeno. Durante el proceso de emisién, cada vesicula seminal vacia su
contenido al conducto eyaculador poco tiempo después de que el conducto

deferente vacie los espermatozoides en el momento de la eyaculacién.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades prostaticas, principalmente hiperplasia prostatica
benigna y cancer de prostata son enfermedades androgeno dependientes que
tienen una gran importancia en la salud del hombre que alcanza una edad
madura; el tratamiento para el cancer de prostata suele ser drastico como la
orquiectomia bilateral y aunque en ocasiones es una solucién definitiva, para
muchos individuos es inaceptable, por la gran variedad de alteraciones fisicas y
psiquicas que este tratamiento desencadena, por lo que hoy, en la lucha por
brindar al enfermo una mejor alternativa terapéutica se esta trabajando con
antagonistas sintéticos del receptor de andrégenos, asi como con inhibidores de
la 5a-reductasa, con la finalidad de brindar una mejor calidad de vida al paciente

gue padece estas enfermedades.

Los compuestos antiandrogénicos y los inhibidores de la 5a-reductasa, son
pocos en el mercado y tienen diferentes mecanismos de acciéon. Algunos
muestran efectos secundarios muy severos, asi como altos costos que reducen su
utilidad clinica. Entre los efectos nocivos se encuentran anormalidades
hormonales tales como: Pérdida de la libido, impotencia, anormalidades en el
semen y atrofia celular (Biffgnandi, 1887). Por lo que en este trabajo se pretende
probar compuestos esteroidales de nueva sintesis para determinar si tienen

actividad antiandrogénica.
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HIPOTESIS

Los esteroides de nueva sintesis pueden tener la capacidad de unién con
los receptores de androégenos presentes en la fraccion citosélica de la prostata de
las ratas y posiblemente inhiban la actividad de la enzima 5a- reductasa, que se
encuentra en la fraccion membranal de la prostata de cadaveres humanos, quizas

tambien tengan actividad antiandrogenica in vivo.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar la actividad antiandrogénica de algunos compuestos de nueva

sintesis, mediante pruebas in vifro e in vivo en diferentes modelos biolégicos.

Objetivos especificos

Determinar la capacidad de los esteroides de nueva sintesis sintetizados
por el grupo del Dr. Eugene Bratoeff en la Facultad de Quimica de la UNAM, de
inhibir la actividad de la enzima 5a-reductasa, presente en la fraccion membranal

de préstata de cadaveres humanos.

Determinar la unién maxima {Bmax) y la constante de disociacion (Kd) del
receptor de andrégenos presente en el citosol, obtenido a partir de prostata de

ratas castradas, a la [H*] mibolerona.

Determinar la afinidad relativa de unién de los esteroides de nueva
sintesis con el receptor de andrégenos, que se encuentra en el citosol obtenido a

partir de prostatas de ratas castradas.

Determinar el efecto in vivo de los nuevos esteroides sobre el peso de la
prostata, peso de las vesiculas seminales y el diametro de la mancha pigmentada
de los é6rganos del flanco de hamsters tratados con testosterona o

dihidrotestosterona y/o los esteroides de nueva sintesis.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos quimicos

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico, testosterona [H*] (T [H*])
con una actividad especifica de 95 Ci/mmol y mibolerona [H* (MB[H®] } con
actividad especifica de 70-87 Ci/mmol; ambas se obtuvieron de los laboratorios
Perkin-Elmer Life and Analytical Sciences (Boston MA.). La testosterona (T), la
dihidrotestosterona (DHT) y mibolerona (Mb) radicinertes de laboratorios
Steraloids (Wilton, NH, USA). La finasterida (F) se obtuvo por la extraccién de
tabletas de Proscar (Merk, Sharp & Dohme). EI NADPH, DTT, el carbén activado

y el dextrano fueron subministrados por Sigma Chemicals Co. (St. Louis MO.).

Material quimico

Los nuevos esteroides a probar fueron sintetizados por el grupo del Dr.
Eugene Bratoeff en la Facultad de Quimica de la UNAM y se presentan en la
tabla 2.

Material biologico

La actividad de 5a-reductasa, se determiné utilizando préstata de cadaver
humano, la cual fue gentilmente donada por el Dr. Avissai Alcantara, Jefe del
Depto. de Patologia del Hospital General de México (SS) en el DF. La prdstata de
cadaver humano se conservo en congelacion hasta su procesamiento. El tejido se
descongeld, se corté finamente con tijera y se homogeneizo, utilizando un
homogeneizador Ultraturrax IKA T-18 Basic (IKA Lbs, Wilmington, CA, USA) en
solucion amortiguadora de fosfatos, medioc A conteniendo sacarosa a una
concentracién 0.32 M, ditiotreitol 0.1 mM y solucién amortiguadora de fosfatos 20

mM a un pH de 6.5; el homogeneizado se centrifugd a 1500x g (3,400 rpm)
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utilizando un rotor SW 27 y una ultracentrifuga Modelo Optima (Beckman Coutler,

USA) para cbtener la fraccidn membranal en donde se encuentra la enzima.

Tabla 2. Compuestos esteroides de nueva sintesis probados.
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Para determinar la actividad de unién de los nuevos compuestos (tablas 6-
9) al receptor de andrégenos, se utilizaron préstatas de ratas wistar (Raftus
norvegicus) castradas con 48 horas de anterioridad. El tejido prostatico de rata se
cortd finamente con tijeras, se transfirieron a tubos de ensaye con amortiguador
TEMD (TRIS-HCI a una concentracion de 20 nM, EDTA 1.5 mM, molibdato de
sodio 20 mM, ditiotreitol 0.25 mM vy glicerol al 10 % a un pH de 8) ademas de
inhibidores de proteasas antipaina 10mM y fenilmetilsulfonol-fluroruro (PMSF) 0.5
mM, en una relacién 1:1 v/v, se homogenizd y el homogenizado se centrifugd a

140,000 g por una hora a 4°C para obtener el sobrenadante (fraccion citosolica).

El protocolo fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Universidad Auténoma Metropolitana-Xochimilco
(CICUAL-UAM-X) y conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-Z00-062-1999.

Para los experimentos in vivo, se utiliz6 como biomodelo experimental al
hamster Sirio Dorado (Mesocricetus auratus); los animales se obtuvieron de la
Unidad de Produccion y Experimentacién de Animales de Laboratorio-Bioterio
(UPEAL-B),de la UAM-X dichas instalaciones cuentan con la certificacién de la
SAGARPA (BO0.02.03.02.01.28 1/07).

Se requiri6 de machos adultos de 150 a 200g gonadectomizados 30 dias
antes del experimento. El procedimiento quirlrgico se realizd bajo anestesia
general con pentobarbital sédico administrado por via intraperitoneal a dosis de 80
mg/kg de peso vivo (Field K. y Sibold A. 2000) y se vigild el postoperatorio de los
animales, administrando como terapia analgésica 50 mg de dipirona (Angesin,
Laboratonos Brovel) por via intramuscular durante dos dias. Como medida
antiséptica se administré por via tdpica aluminio micronizado (Aluspray,
Laboratorios Vétoquinol), directamente en la herida inmediatamente al finalizar la
cirugia.

Los animales se mantuvieron en condiciones micro y macroambientales

controladas con: fitros HEPA terminales en el cuarto de investigacion,
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temperatura de 22 °C +/- 2°C , humedad del 45% al 55 % y un fotoperiodo de 12
luz/12 oscuridad. Estos parametros son registrados diariamente cada dos horas
como se muestra en el anexo 1. Se alojaron en jaulas tipo microaisladores
estaticos de polisulfon con encamado de madera, previamente esterilizado. El
alimento suministrado fue 5001 de Purina Mills International (PMI) y agua tratada

por ozono, ambos se proporcionaron a libre demanda.

Determinacion in vitro de la acfividad de {a 5a-reductasa

La actividad de la 5Sa-reductasa presente en la fraccion membranal
obtenida se determiné incubando 80 1L del homogeneizado que contienen 237 pg
de proteina, determinada por el método de Bradford (Bradford, 1986) en presencia
de T [H’] 2nM, NADPH 2 mM vy ditiotreitol 1 mM en un mL de solucion
amortiguadora de fosfatos 40 mM a pH de 6.5. La incubacién se realizd en baiio
maria a una temperatura de 37 °C por una hora; transcurrido el tiempo de
incubacioén, la reaccién se detuvo con un mL de diclorometano. También se hizo
una incubacion control en las mismas condiciones descritas, pero sin la presencia

de tejido. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Los tubos conteniendo la mezcla de incubacion se agitaron con vortex por
un minuto y mas tarde se extrajo la fase organica para separar el material
marcado; el procedimiento de extraccion se repitidé 5 veces y la fase organica se

evaporé a sequedad.

El extracto se resuspendié en 5 ul de metancl y se aplicd a una placa
cromatografica de gel de silice con indicador, en base de aluminio (HPTLC-60F2s4,
Merck, Darmstadt, Alemania). En ambos lados de la placa, en carriles diferentes a
los de la muestra, se aplicaron 10 pug de T y DHT radioinertes, como estandares
de referencia. La placa se eluyé en cubas cromatogréficas, utilizando una mezcla

de disolventes de cloroformo-acetona 9:1, a temperatura ambiente hasta el frente

31



Determinacion de la aclividad antiandrogénica de esteroides de nueva sinlesis

Maestria en Ciencias Farmacéuticas

de la placa. El procedimiento se repitidé en tres ocasiones diferentes, permitiendo el
secado de la placa en cada ocasion. El estandar de T se identificé en la placa con
luz ultravioleta a 254 nm, mientras que [a DHT, se reveld con acido fosfomolibdico

(Merck) al 8% en metanol.

Determinacion in vitro de la concentracion de los nuevos esteroides que inhiben el
50% de la actividad de 5a-reductasa (ICsq)

La inhibicion de la actividad la 5Sa-reductasa, presente en la fraccion
membranal obtenida a partir de homogeneizados de la prostata de cadaver
humano (237 ug de proteina), por los compuestos de nueva sintesis (tablas 6-9),
se determind incubando el tejido en presencia de T [H’] 2nM, NADPH 2 mM vy
ditiotreitol 1 mM, asi como cantidades crecientes de los esteroides a probar, 1X10°
4.1X107 M, (tablas 6-9). La incubacién se realizé en las mismas condiciones que
se mencionaron antes. También se hizo una incubacion control en las mismas

condiciones descritas, todo se realizd por duplicado.

El extracto se resuspendid en 5 pul de metanol y se aplicd a placas
cromatograficas de gel de silice con indicador, en base de aluminio por el mismo
método. Los resultados obtenidos se graficaron para obtener la concentracion del

compuesto que inhibe el 50% de la actividad de 5a-reductasa (ICsp).

Determinacion in vitro de la actividad relativa de union (ARU) de los compuestos
de nueva sintesis al receptor de androgenos

Para determinar la concentracién de receptores de andrégenos presentes
en el citosol, se prepararon una serie de tubos con concentraciones crecientes de
mibolerona [H*] de 0.2 a 1.0 nM. En forma paralela se preparé otra serie de tubos
que contenian las mismas concentraciones de Mb[H?] mas un exceso de 200

veces mibolerona radioinerte con la finalidad de obtener la unién no especifica.
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Los experimentos se realizaron por duplicado. El disolvente se evapord a
sequedad y se agregaron 200 pl del citosol obtenido que contenian 5mg de

proteina. Los tubos se incubaron a 4°C por 18 horas.

Después de la incubacidn se agregdé sulfato de amonio hasta alcanzar una
concentracion del 35% en cada tubo y se incubaron de nuevo por 60 minutos a
4°C. Posteriomente los tubos se centrifugaron durante 80 minutos a 3500 rpm vy el
precipitado obtenido se disolvié en 0.5 ml de solucion amortiguadora TEMD. Mas
tarde a los tubos se les agregaron 0.5 mL de una mezcla de carbdn /dextran al 1%
y 0.1% en solucién amortiguadora TEMD respectivamente y se incubaron por 10
minutos a 4°C. La mezcla se centrifugd nuevamente a 3500 rpm por 5 minutos y
se tomaron alicuotas de 0.5 mL del sobrenadante que se agregaron a un vial que
contenia 10 mbL de liquido de centelleo y se contaron en un contador de centelleo

liquido.

Andlisis de competencia in vitro del receptor de androgenos

Para determinar si los compuestos sintetizados compiten por el receptor de
androégenos se prepararon tubos conteniendo 2nM de Mb H® mas concentraciones
crecientes de los esteroides a probar (1X107%- 4X107M), se agregd el citosol (5mg
de proteina) y se incubo por 18 horas a 4°C. Postenormente se siguid el mismo
procedimiento que se indicé antes para la determinaciéon de concentracidén de
receptores.

La actividad relativa de unién (ARU) se calculd a parir de la siguiente

i IC,, deMbH : ICs,= concentracion  del
formula. (Cabeza, 2004) ARU = ——— X100 esteroide que inhibe el
IC, del inhibidor 50% de unién al receptor

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en grupos de 4 individuos de
la siguiente forma: Tres grupos control, a los que se les administraron inyecciones

diarias por via subcutdnea durante 6 dias de: Vehiculo (aceite de sésamo) al
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primer grupo, 200ug de T al segundo grupo y 200 pg de T + 200 pg de finasterida
(F) al tercer grupo. A los grupos experimentales se les administraron 200 pgde T

+ 400 pL del compuesto de nueva sintesis (tablas 6-9).

Transcurridos los 6 dias de tratamiento, los animales se pesaron y se
sacrificaron con CO,, siguiendo el protocolo aprobado por el CICUAL-UAM-X y
conforme a la NOM-ZOQ-062-1999. Los animales se rasuraron en la parte dorsal
para dejar al descubierto los organos del flanco, los cuales se midieron con regla.
La préstata y las vesiculas seminales de los mismos hamsters se aislaron y se

pesaron.

Los resultados se sometieron a andlisis estadistico, utilizando la prueba de
ANOVA y comparando los promedios por la prueba de Tukey HDS. Para procesar

los datos se utilizé el programa JMP IN version 5.1.

Determinacion del Log P

El calculo del parametro del logaritmo de P se obtuvo con el soporie del
Programa ACD/LABS version 9. Este valor se calculd con base en la estructura
molecular de los esteroides de nueva sintesis (Tabla 10) y describe la relacién
entre la lipofilicidad del farmaco representado por el log P y la concentracion
minima del famaco (log 1/C) necesaria para producir la actividad biologica. Un
valor alto de log P, indica una alta solubilidad del compuesto en las lipoproteinas
de la membrana celular con el correspondiente incremento de la actividad

biologica. Esta relacion es valida hasta valores maximos de log P de 5.
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RESULTADOS

Experimentos in vivo

Prueba del érgano del flanco

Después de la castracion, el diametro de la mancha pigmentada de los
organos del flanco de hamsters machos disminuyé en comparacion con la de los
machos intactos (p<0.005). El tratamiento con el vehiculo solo, no cambié esta
condicién mientras que el tratamiento con la inyeccion de 1mg/kg de T por 6 dias,
aumenté significativamente (p<0.008) el diametro de la mancha pigmentada.
Cuando la T y finasterida fueron administradas simultaneamente el diametrc de la
mancha pigmentada disminuyo y lo mismo ocurrié cuando se les administré T mas
los compuestos: A 20-23, CJ1-2 (Tabla 3), V 27-30 (Tabla4) T 32-35 (Tabla 5)

Peso de la prostata

Después de la castracién, el pesc de la prostata de los hamsters disminuyé
de manera significativa (p<0.005) comparada con los animales intactos, el grupo
de los animales castrados a los que se les administré Gnicamente vehiculo no
cambié esta condicién, mientras que para el grupo de animales a los que se fes
administré T a dosis de 1mg/kg durante 6 dias, el tamafo de la préstata aumenté
de manera significativa. Cuando T y finasterida fuercn administrados de manera
concomitante el peso de la prostata de los animales tratados disminuyé y lo mismo
ocurridé con los animales a los que se les administré T mas los compuestos A 20-
23, CJ1-2 (Tabla 3), V 27-30 (Tabla 4) T 32-35 (Tabla 5)

Peso de las vesiculas seminales

Después de la castracion, el peso de las vesiculas seminales disminuyd de

manera significativa (p<0.005) comparada con los animales intactos, el grupo de
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los animales castrados a los que se les administrd vehiculo no cambid esta
condicién, mientras que para el grupo de animales a los que se les administré T a
dosis de 1mg/kg durante 6 dias, el tamafo de las vesiculas seminales aumenté de
manera significativa. Cuando T vy finasterida fueron administrados de manera
concomitante el peso de las vesiculas seminales de los animales tratados
disminuyé y lo mismo ocurrié con los animales a los que se les administré T mas
los compuestos: A 20-23, CJ1-2 (Tabla 3), V 27-30 (Tabla 4) T 32-35 (Tabla 5).
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Tabla 3. Diametro de la mancha pigmentada, pesos de las prostatas y de las

vesiculas seminales

Control 29+0.92 46.3+8.7 119.8 £ 20
T 46+0.85 106.3 + 14 298.88 £ 29
T+F 316" 65.8+ 15" 230.7+£35"
T + A-20 3.5+¢11* 748+85” 2215125"
T+A-21 3.1+£0.59 636116 " 259.6 + 56
T+ A-22 28+1.2* 60.2+76"* 160 + 26 *
T+A-23 3.3+1.3* 56.27 + 18 * 156.1+£21.4™
T+ CJA1 2.8+0.8* 78.50+15.3 21520
T+ CJ-2 28+x11° 79.6 16.3 228 £28.5

+ desviacion estandar obtenidas de los hamsters castrados bajo diferentes

esquemas de tratamiento.

* valor de p<0.005.
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Tabla 4. Diametro de la mancha pigmentada, pesos de las prostatas y de las

vesiculas seminales

Control 1.75+0.89 41.5+17.6 153.97 + 24
T 4.0+0.92 100.6 £ 19 246.1 £ 29
T+F 2.0+£0.89 73£82" 2096 £17*
T+V-27 29+14 752+196" 213.13 £ 50
T+V-28 25+£13 75.9+£21* 2471+ 58.7
T+V-29 29+16 85.4+72 2041 £ 31
T+V-30 1.9+0.83 71.4+£19.2* 214.5 + 57
T+V-31 3.1x1.6 82.6+16.7 2052 +£35

t desviacion estandar obtenidas de los hamsters castrados bajo diferentes
esquemas de tratamiento.
* valor de p<0.005.
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Tabla 5. Diametro de la mancha pigmentada, pesos de las préstatas y de las

vesiculas seminales

Control 3.4+0.9 50.9+7.6 105.2 + 12

T 46+5 71.3+13.3 196.9 £ 30
T+F 33107* 39.9+9* 1325+ 17 *
T+7T-32 34+05* 60 + 1.5 162.6 + 28
T+7T-33 3+17* 60.5+ 7.6 * 173.4 £ 61.6
T+ T-34 2.9+15" 55.96 + 4 * 159.9 £ 13
T+7T-35 325+2* 66.4 % 11.5 1955 +25.3

+ desviacion estandar obtenidas de los hamsters castrados bajo diferentes
esquemas de tratamiento.
* valor de p<0.005.
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Experimentos in vitro

Actividad de 5a-reductasa

Los extractos de diclorometano sometidos a analisis cromatografico (TLC)
mostraron dos zonas radiactivas con una conducta identica a los estandares de T
y DHT, utilizados como referencia. El valor del factor de retencion (Rf) para T fue
de 0.56 y correspondid al 70% de la radiactividad en la placa, mientras que el Rf
para DHT fue de 0.67 y correspondié al 27% de la radiactividad total en la placa.
Este resultado se consideré como el 100% de la actividad de Sa-reductasa. De los
extractos obtenidos de las incubaciones utilizadas como control, se obtuvo un pico
radiactivo a un Rf de 0.56 (correspondiente al estandar de T). La radiactividad
correspondiente al estdndar de DHT en este mismo cromatograma (Rf 0.67)
correspondié al 1% del total de la radiactividad en la placa y fue considerado un

error del método, por lo cual se descontd de todos los cromatogramas.

Concenlracién de fos nuevos esteroides que inhiben el 50% de Ja actividad de 5a-

reductasa

Las concentraciones de los nuevos esteroides que inhiben el 50% de la
actividad de la Sa-reductasa (ICsp) se determinaron a partir de las graficas de
inhibicién de la actividad de la enzima producida por los diferentes compuestos.
Los valores de ICsq obtenidos para cada uno de ellos se muestran en la tablas 6-9.
Los compuestos que mostraron actividad de inhibicion de la Sa-reductasa fueron:
A-20y 22, CJ1y2,6V27-29,V-31, T-32 y 33 (Tablas 6-9).
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Tabla 6. Actividad de la finasterida y de los compuestos de nueva sintesis de la
serie A, como inhibidores de la enzima 5Sa-reductasa presente en homogenados

de prostata de cadaver humano.

Est_rﬁbtura - , ICso [M]
ﬂ,c,ﬁ:’i:‘:,_w o
| 8.5X10°
LD
Finastenda
(o]
2.5X10°
Q
V)tc’
Q
A-20
(¢]
955 )
Cfm >0
A-21
L .
N /Q § 3.1X10°®
D_c—u/l\%‘ :
-\I %0 NA
Oy

Los valores de ICso indican la concentracion de los esteroides de nueva
sintesis necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la 5o -reductasa.

*NA: sin actividad.
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Tabla 7. Actividad de los compuestos de nueva sintesis de la serie CJ, como
inhibidores de la enzima Sau-reductasa presente en homogenadcs de préstata de
cadaver humano.

5X10®

&1

1X10®

Los valores de ICso indican la concentracion de los esteroides de nueva sintesis

necesaria para inhibir el 50% de la actividad de fa 5o -reductasa.
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Tabla 8. Actividad de los compuestos de nueva sintesis de la serie V como
inhibidores de la enzima 5a-reductasa presente en homogenados de prostata de
cadaver humano.

Q /[ j ;
\\c/o

1.75X10°8
o\\c/o

1X107

o
G
Hy

cH I

,dﬁ NA
o\c/o

-
Hl

CH—HNO,

o
o
v-27
o
0
V-28
o
)
V-29
o
o
V-30
o
-5
4X10
o\\ o
i .

¥-31

Los valores de ICsp indican la concentracion de los esteroides de nueva
sintesis necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la 5a -reductasa.

*NA: sin actividad.
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Tabla 9. Actividad de los compuestos de nueva sintesis de la serie T, como
inhibidores de la enzima 5a-reductasa presente en homogenados de prostata de
cadaver humano.

Estructura _ ICso [M]
0 o 3.6X10-7
OWVQ
g
e T-32
3.7X10-7
o i NA
WO
o T-34
NA

a
(o]
o
o
0% 7 T-35

Los valores de ICso indican la concentracién de los esteroides de nueva
sintesis necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la 5a -reductasa.
*NA: sin actividad.
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Curva de saturacion del receptor de andrégenos presentes en el citosol de

prostata de ratas

Los resultados de la unidn maxima (Bmax) y la constante de disociacion
(Kd) del receptor de androgenos, obtenido a partir del citosol de prostatas de rata,
se muestran en la Figura 6. Se determind una Kd de 5.5X107"° M y una Bmax de

75 fm/g de proteina.

@ 9000

8 | Ensayo de union al receptor de
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Figura 6. Ensayo de union de receptores de androgenos presentes en prostata
de rata.
Unién total (UT), especifica (UE) y no especifica (UNE) de MB[H®] al receptor de

andrdégenos presente en el citosol obtenido a partir de préstatas de ratas. Los

datos tambien se expresan en la forma de Grafico de Scatchard.
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Afinidad relativa de union de los compuestos de nueva sintesis por los recepfores

de androgenos

La determinacion de la afinidad relativa de unién (ARU) de la mibolerona y
de los esteroides de la serie A al receptor de androgenos, se determind a partir del
valor de ICsg, obtenido de los graficos de los analisis por competencia del receptor

de los nuevos compuestos sintetizados, los valores se muestran en la tabla 10.

Los compuestos de las series: CJ, Vy T, no desplazaron a la mibolerona
[H®] a ninguna de las concentraciones probadas (2X10°-2X10°M) por lo que no se

unen al receptor de androgenos.
Valores de Log P

Los valores de Log P determinados como se muestran en la Tabla 10. Los
valores de ARU, tienen una clara correlaciéon con los valores de log P, asi por
ejemplo, el compuesto A-20 con un valor de Log P de 2.92 (baja lopofilicidad)
muestra un valor bajo de ARU asi como una actividad farmacologica también baja
(Tablas 3 y 10); mientras que A-23 que presenta un valor de log P de 4.17 (alta
lipofilicidad), estd asociado con un valor de ARU alto y una mayor actividad

antiandrogénica.
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‘Tabla 10. Afinidad relativa de union al receptor de andrégenos.

=

o
-_/’Q:Qﬂ 1 100 3.09
Nty o
Mibolerona
(0]
=
35 285
V)l 2.92
0]
Q
A-20

1.6 61.5

Di | | 3.33
0
[a}

e 0.54 >100

D 3.75
0.60 >100

O 417

Afinidad relativa de unién (ARU) de la mibolerona y de los esteroides de nueva
sintesis de la serie A, al receptor de andrdégenos presente en el citosol de las
prostatas de ratas castradas. El valor del ICs5 indica la concentracion necesaria de
los esteroides de nueva sintesis para bloquear el 50% de la unién de la
mibolerona (MB) con el receptor de androgenos.

ARU - IC,, Mb[H’]
I1C,, de los nuevos compuestos
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DISCUSION

En este estudio se demostr6 la presencia de receptores de andrégenos en
el citosol de la préstata de ratas castradas. Los resultados indican que el valor de
la unién maxima y la constante de disociaciéon son de 75 fm/g de proteina y de
55X10 M  respectivamente datos que coinciden con los informados por

Abdulmaged y colaboradores en 1986.

Por otro lado, se comprobé la presencia de la enzima 5a-reductasa en la
fraccibn membranal de la préstata humana, como ya bha sido informado

previamente por Hirosumi y colaboradores en 1595.

Los esteroides A-20 y A-22 inhibieron la actividad de la Sa-reductasa muy
debilmente (demostrado por sus valores de ICsg) mientras que los compuestos A-

21y 23, no tuvieron efecto sobre la enzima.

Los 4 compuestos de la serie A se unieron al receptor de andrégenos
presente en citosol de la prostata de rata, ya que desplazaron a la mibolerona

marcada radiactivamente.

Estos resultados indicaron que existe una correlacion muy alta entre el
caracter lipofitico de los esteroides de la serie A, medido por su valor de log P y su
actividad biolégica. Esta correlacion se basa en el concepto desarrollado por Fujita
y colaboradores en 1864, el cual asume que existe una relacién entre la energia
libre de un compuesto, su lipofilicidad y su actividad biolégica; asi por ejemplo, el
esteroide A-20 con un valor de Log P de 2.92 mostrdé un porcentaje de unién al
receptor muy bajo (2.85), mientras que cuando el valor de Log P de los estercides
de nueva sintesis aumentg, la unién al receptor de andrégenos se incrementd. El

compuesto A-23 con un Log P de 4.17 mostré una ARU>100%.
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La relacion entre el Log P y la ARU se puede explicar considerando la
existencia de un espacio hidrofdbico de unién al ligante dentro de la molécula
receptora, al cual es muy dificil penetrar (Gobinet, 2002 ). Se ha demostrado que
el contenido hidrofébico de este espacio tiene una clara complementacién con las
propiedades no polares de los ligantes, mientras que muy pocos de los residuos

hidrofilicos se unen selectivamente a éste (Gobinet, 2002).

Los resultados in vivo muestran claramente que los esteroides A20-A23 son
antagonistas del receptor de andrégenos presente en los tejidos utilizados como
modelos biolégicos, ya que disminuyen el diametro del érgano del flanco, el peso
de la prostata y el de las vesiculas seminales, por lo que estos compuestos
podrian ser de gran utilidad en el tratamiento de enfermedades androgeno
dependientes como la hiperplasia prostatica benigna, el acné y el cancer de la

prostata.

Los compuestos de la serie CJ (1 y 2), son derivados de la familia de los
17a-carbamatos. El esteroide CJ-1 tiene un atomo de bromo en su molécula,
mientras que el compuesto CJ-2 no contiene un grupo haldégeno. Aparentemente
la presencia del bromo en CJ-1 disminuye su actividad inhibitoria sobre la enzima
S5a-reductasa en comparacion con el compuesto CJ-2. Sin embargo, ta actividad in
vivo de ambos esteroides fue similar, los dos mostraron una tendencia a disminuir
los pesos de la prostata aunque este parametro no fue estadisticamente
significativo. Esta actividad se debe exclusivamente a la capacidad de estos
compuestos de inhibir a la 5a-reductasa pues se demostré que no se unen a los

receptores de andrégenos presentes en el citosol de la prostata de las ratas.

Por otra parte, el crecimiento de la mancha pigmentada del érgano del
flanco del hamster depende de la DHT y por lo tanto de la conversién de T en
DHT, proceso que es mediado por la 5So-reductasa presente en este tejido
(Takayasu y Adachi, 1970); este hecho explica la disminucién de la mancha

pigmentada en los hamsters tratados con CJ1, CJ2 y finasterida puesto que
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dichos compuestos inhibieron la actividad de la 5Sa-reductasa presente en este

tejido.

Es bien sabido el hechec de que los carbamatos tienen una vida media larga
y que son hidrolizados lentamente por el higado (Lednicer, 1998). Estas
propiedades pueden incrementar su actividad farmacolégica en comparacion con
los ésteres convencionales, por lo que estos compuestos son de gran interés en el
campo de la farmacia. Los inhibidores de la Sa-reductasa presentan menores
efectos colaterales que los compuestos que se unen al receptor, ya que permiten
la unién de la T no transformada en DHT al receptor y aunque la unién es mas

debil, hay ligera actividad androgénica.

Los compuestos de la serie V (27-31), con excepcién del compuesto V-30,
mostraron actividad como inhibidores de la enzima 5Sa- reductasa en ios
experimentos realizados, pero no se unieron a los receptores de andrégenos
presentes en el citosol obtenido a partir de préstata de rata. Sin embargo, los
experimentos in vivo mostraron que los compuestos de la serie V disminuyeron
de modo significativo el peso de las prostatas de los animales castrados y tratados

con T.

Por otra parte el compuesto V-30 disminuyé significativamente el diametro
del érgano del flanco, Io cual podria estar correlacionado con el hecho de que este
6rgano responde a la DHT y posee receptores de andrégencs (Adachi, 1974). Sin
embargo este compuesto no tuvo actividad como inhibidor de la Sa- reductasa y
tampoco se unié al receptor de andrégenos in vitro, por lo que la actividad
antiandrogénica in vivo observada, podria explicarse con base en que el
compuesto podria metabolizarse rapidamente y producir un metabolito activo que

disminuiria el peso de la préstata y el diametro de la mancha pigmentada.

Los compuestos de la serie T-32-33, mostraron actividad como inhibidores

de la enzima 5a-reductasa presente en homogenizados de prostata de cadaver

50



Determinacion de la actividad antiandrogénica de esteroides de nueva sinfesis
Maeslria en Ciencias Farmacéulicas

humano a pH 6; sin embargo no se unieron a los receptores de androégenos. Su
actividad antiandrogénica quedd demostrada en los experimentos in vivo al verse
disminuido el diametro del érgano del flanco en los animales tratados con T vy los
diferentes compuestos de la serie T, ademas de que los compuestos mencionados
tambien mostraron actividad antiandrogénica en la préstata de los animales

tratados, ya que disminuyeron el peso de |la prostata.

Por otra parte es notable el hecho de que los compuestos T-34 y T-35 que
careciendo de actividad de inhibicibn de Sa-reductasa y actividad de unidn al
receptor, si mostraron una clara actividad en los estudios in vivo, esta actividad
quizas pueda explicarse por un metabolismo rapido de los compuestos con la

subsecuente formacién de un metabolito con actividad antiandrogénica.
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CONCLUSIONES

En este estudio se demostré la actividad antiandrogénica de 15 esteroides
de nueva sintesis, ordenados en diferentes series de acuerdo a la naturaleza de

su estructura.

Los esteroides A-20 y A-22 inhibieron muy débilmente la actividad de la 5a-
reductasa, presente en la prostata de cadaveres, mientras que los compuestos A-
21 y A-23, no tuvieron efecto sobre la enzima. Los 4 compuestos de la serie A se
unieron al receptor de androgenos presente en el citosol de la prostata de rata y
disminuyeron el diametro del érgano del flanco, el peso de la prostata y el de las
vesiculas seminales, por lo que estos compuestos podrian ser de gran utilidad en
el tratamiento de enfermedades andrégeno dependientes como la hiperplasia

prostatica benigna, el acné y el cancer de la prostata.

Los carbamatos de la serie CJ (1 y 2), inhibieron in vitro la actividad de la
enzima 5a-reductasa e in vivo, disminuyeron los pesos de la préstata asi como el
diametro de la mancha pigmentada de los arganos del flanco de los hamsters
castrados y tratados con T. Esta actividad se debe exclusivamente a la capacidad
de estos compuestos de inhibir a la Sa-reductasa, ya que se demostré que no se
unen a los receptores de andrégenos presentes en el citosol de la préstata de las

ratas.

Los compuestos de la serie V (27-31), con excepcion del compuesto V-30,
mostraron actividad como inhibidores de la enzima Sa-reductasa en los
experimentos realizados; pero no se unieron a los receptores de andrégenos
presentes en el citosol obtenido a partir de préstata de rata. Sin embargoe, los
experimentos in vivo mostraron que los compuestos de la serie V disminuyeron el
peso de las prostatas de los animales castrados y tratados con T. Estos datos
indican que el efecto in vivo observado se debe a la accién de los compuestos

estudiados sobre la 5a-reductasa.
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Los compuestos de la serie T 32-33, mostraron actividad como inhibidores
de la enzima 5Sa-reductasa presente en homogenizados de préstata de cadaver
humano a pH 6. Sin embargo no se unieron a los receptores de androgenos. Estos
compuestos disminuyeron el diametro del o6rgano del flanco y el peso de la
prostata de los animales castrados y tratados con T y los diferentes compuestos
de la serie T, por lo que podrian ser utiles en el tratamiento de enfermedades

androgeno dependientes.

Los compuestos A-20, A-22, Cd-1, CJ-2, V-27, V-28, V-29, V-31, T-32 y T-
33 inhibieron la actividad de la Sa-reductasa. Por otra parte los esteroides A-20, A-
21, A-22 y A-23 se unieron al receptor de andrégenos habiéndose demostrado que
existe una clara correlacion entre la afinidad relativa de unién de los compuestos y

su valor de Log P.

A-20, A-22, A-23, CJ-2, T-32, T-33, T-34 Y T-35 tuvieron efecto
antiandrogénico sobre el didmetro de la mancha pigmentada de los hamsters
macho tratados, A-20, A-21, A-22, A-23, V-27, V-28, V-30, T-33 y T-34
disminuyeron el peso de la prostata de los animales tratados y A-20, A-22 y A-23

disminuyeron el peso de las vesiculas seminales.
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ANEXOS

Anexo 1. Registro de las condiciones ambientales para los animales utilizados.
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Steroids with a carbamate function at C-17, a novel class
of inhibitors for human and hamster steroid Sa-reductase
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Abstract

In order to study thebiological activity of the two novel stereidal carbamates desivatis ow: 8z and 8b, we determined the concentration of both
catapounds that inhibit the 0% of the sctivily of buman prosiate Sa-reductase cnzyme, a» well as the in vivo cifect of these compounds in the
weight of hamsicr prastale and flank organs diameter size. We deternined also, the capacity of these steroids 1o bind 1o the androgen recepeors
present in the rat prosiate cytosol Furthermore the activity of these compounds on the mENA expression of glycerol 3-phosphate acyl trans-
ferase (GPAT) in flank organs was analyzed by RT-PCR. Thig enzyme induces the triglycerides synthesis, which is increased by T in fiank organs.

The results from this study indicated that s1ieroids 84 and 8b inhibited the hiuman 5a-reduclage activity. Compound Bb. which contains a
bromine atom in the molecule. decreased the inhibitory effect of the human Sa-reductase activity, whercas steroid 8a, which lacks a halogen
atom did ot show any decrease in the activity of this enzyme. The competition studies demonstrated that 8a and 8b did not inhubit mibolerone
binding to the androgen receptor present in the rat prostte cytosol. However, the i vive activity of both steroids was similar; sleroids 8a and 8b
bad a tendency Lo decrease the weight of the kamster prostute although this parameter way not siatistically significant. These cosnpounds aiso
significantly redneed the dismeter of the pigmienled spat of hamster ank argans, which are androgen dependent skin’s pilose baceous siructures,

Steroids Ba and b, decreased the trmscription of mRNA envoding for GPAT in inact bamster's flank organs topically treated in a similar
way a5 in gonadectomized non-trealed animals, These results suggest that mRNA encoding for GPAT is indaced by DHT in this issue.
© 2007 Elsevier Lid. All rights reserved.

Kewords: Human prostate Sa-redoctase; Hamsler prosiate; Hamsier flank orgens; Andmgen recepton; 17-Carbamale steroids; Glycernl 3-phosphate acyl
ransferase; Triglyoerides synthesis
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Antiandrogens are widely used agents for the treatment of androgen dependent diseases as
irhibitors of androgen receptors (AR) action. Although the precise inechanism of antiandro-
gen action is not yet elucidated, recent studies indicate the involvernent of the structure of
the ligand in relation with the nuclear co-repressors. [n the present study, we investigated
the relationship between logP (the partition coefficient) of four pregnane derivatives 9a—9d
and their biological actwvity. For this purpose, we determined the relative binding affinity
[RBA) of steroids 9a-9d o androgen receptar (AR] cbtained from rat prostate cytosol using
labeled mibelerone (MIB) as ligand. The [Csg value of each compound was caleulated accord-
ing to the plots of concentratian versus percentage of binding. The i v effect of %a-%d
was determined on the weight of the prostate and seminal vesicles from castrated hamsters
eated with dihydrotestosterane.

The four compounds bind to the androgen receptor with different relative landing afiinity
[RBA}. Compound %d having a legP of 4.17 showed the highest RBA > 100% as compared to
compound 9a having a logP of 292 which exhibited a RBA of only 2.85%. These data show
a very good comrelation berween the lipephilicity of these compounds represented by log P
and the percentage of RBA.

The m vive experiments showed that all new compound 9a-9d reduced the weight of the
prestate gland as well as the seminal vesicles. Sternids 9¢ and 9d having « logP of 3.75 and
4.17, respectively, showed the highest antandrogenic effect.

% 2008 Elsevier [nc. All rights reserved.
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Novel 3-subsnituted
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In this study. we report the synthesis and biological evaluation of several new 3-substituted pregna-
4 15-dhene-620-dione denvatives (11a-11d). These compounds were prepared from the commercially
available 16-dehydropregnenclone acetate,

The biological effect of these steroids was deinonstrated 10 11 vivo and 1 viiro expenments. In the
it vive experiments, we measured the activity of the 11a-11d on the weight of the prostate gland of
ganadectonuzed hamsters treated with testosterone plus finasteride or with the new steroids, For the
studtes i vaire, we determined the [Csp values by measuning the steroid concentration that inhibits 50%
af the actvity of Swe-reductase present in human prostate, 1n order 1 study the mechanism of action of
11a-119, we also determined the capacity of these sreroids o bind 1o the androgen receptor (AR} present
in the rat prostate cytosol using labeled mibolerone as a traver,

The results from this work indicated that compounds 11a-11d significantly decreased the weight of the
prostate as compared ro testosterone treared animals and this reduction of the weight of the prostate was
comparable to that produced by the Anasteride,

On the other hand 11a-11d exhibited a high inhibieory actnary for the human Sc-reductase enzyme
with ICsp values of 1.4 < 1075, 1.8 1072, 1.0 % 10-8 and 4 » 10~7 respectively. However the iCsq value of
112118 > 10-73 was the only one lower than that of finastende {85 » 107, Nevertheless this compound
did not show a tngher potency n vevo as compared to rhat of compounds 11b-11d.

The compention analysis for the androgen recepror indicated that the [Ty value of non-labeled
mibolerone used 1n this experiment was 1 nM, whereas steroids 10, 11a-11d did not inhibit the labeled
mibolerene binding to the androgen receptor. On the other hand, stereid 10 did not show any actnines 1
vitro or i vivo, and for this reason these steroidal denvatives (11a- 11d) caniior be considered as prodrugs
of compound 10.

Inconclusion. the compounds contaming chlonne 114, bremine 11b.1odine 1catoms, and 116 {witheut
any substicuentin the ester molery)arC-3 praduce asigmiicant decrease of the prostate weight in castrated
animals treated with Tand inhibits the activiry of the Sa-teductase. Apparently the presence of the halogen
atoms in compounds 11a~11¢ enhances the inhibitory activity for the Se-reductase enzyme.

€ 2008 Elsevier Led. All rights reserved.
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Aromatic esters of progesterone as Sa-reductase and prostate growth
inhibitors
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ANAY PALACIOS? IVONNE HEUZE? & MARISA CABEZA?
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(Received 26 Fabruary 2008; aceepted 19 May 2008)

Abstract

The aim of chis study was o determine the hiological activicy of 4 steroidal derivatives (3a, 9b and 10a, 10b) prepared from the
commercially available 17a acetoxyprogesterone, where 9a, 9b, bave the A*-3-ox0 sructure and 10a and 10b an epoxy
group at C-4 and C-3.

These stcroids wers tested as inhibitors of Se-reducrase enzyvme, which is present in androgen-dependent rissues and
converts [estosterone Lo its more active reduced merabolite dihydrotestosterone.

The pharmacological effect of these steroids was demanstrared by the significant decrease of the weight of the prosmee gland
of gonadectomized hamsters wreated with testosterone plug finasteride or with sieroids 10a and 10b. For the studies ir wire the
1Cs, values were derermiined by measudng the steroid concenuaton that inhibits 50% of the activity of Sx-reductase. In thia
study we also determined the capacity of these stercids 1o bind o the androgen recepror presenr in the rat prostate cytosol.

The resulte from this work indicated that compounds %, 9h, 100, and 10b inhibited the Sa reductase actvity with [Cyg
vahres of 360, 370, 13 and 4.9 nM respectively. However these steroids did not bind to the androgen receptors since none
competed with labeled mibolerone. Steroid 10b, an epoxy steroidal derivarive containing bromine atom in the ester moiety,
was the most active inhibitor of Sa-reductase enzyme, present in human prostate homogenates with an 1Cy, value of 4.9nM
and also showed in vruo pharmacological acdvity since it decreased the weight of the prostate from hamsters treated with
Lestoserane in & similar way as finastedde.

Keywords: Hwnan prostate, aromaric progesierone esters, andragen recepror, Sa-reductass irdribitors, Se-redicrase, inhibition
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acation of placebo buceal films. Cn,, was observed 10
L 87.56 mIU/L and 52.31 miU/L for Iasulin 5.c. Injection
.-#d buccal films respectively. A prolonged T, of 4 hours
“iwas observed for buceal films as compared to | hour for
“insulin  s.c.  Injection.  Relative bioavailability was
calculated to be 26.02 %% for buccal {ilm 2s compared to
s.c. injection. The buccal fAlms were successful n
delivering slucose responsive doses (>15 -50 mlIU/L)
throughout ihe peried of study, as compared to S.C
adminisiration, where the serum insulin levels swere
observed to fall below 5 mil/L, (basal serum insulin
levels essenual for therapewic effect) after 3 hrs.
Conclusions: Buccoadhesive films were successfully
prepared and charactenzed in vvo. The results indicared
that the buccal films were able 10 deliver glucose
responsive doses of insulin over a profonged period of time
as compared lo the insulin subcutaneous Injection.

Pharmaceutical Chemistry
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* .. Steroids with a carbamate lunction at C-17, a novel
class of inhibitors for human and hamster steroid

———Sg-reduciaser——————

Marisa Cabers”™, Eugene Bratoeft®, Teresita Sainz®. Ivonute
Heuze®, Sergio Recillas®, Victor Pérez®, Cdsar Rodriguer®,
Tania Segura®. Juan Gonzales® and Elena Ramirez’.
Departmett of Biological Systems and Animal Production
Merrooolitan  University-Xochimilco®™. Mexico D. F.
Mexico. Department of Pharmacy, Faculry of Chemistry®,
Natienal University of Mexico Cirv, Mexico D. F.. Mexico

Purpose: The gim of this srudy is to determine the effect
ol the two novel sreroida! carbamares derivatives: 8a and
8b as inhibiters of So-reductase enzyme and the capaciry
of ihese steroids to bind androgen receptor. as well as the
in viva clfesi of these compounds in the weight of hamster
prostate and flank organs diameter size. We determined
also. the topical activity of these compounds on the mRNA
e ression of glyceral 3-phosphate acyl transferase
« AT in fank organs. Methods: In order 1o study the
piolozicai acuvity of the two novel steroids. we
detzrmnined the concentration of both compounds that
inhibit the 30% o7 the activity of human prosrate Sa-
reducrase cozvme, as well as the i veva effect of these
compounds 1 the weight of hamster prosiate and flank
organs diameter size. We determined also, the capacity of
these steroids to bind to the androgen receptor present in
the rar prosiate cvtosol using labeled mibolerone as tracer.
Furthermore the tapical activity of these compounds on the
mRNA expression of GPAT m flank organs from inract
and gonadectomized hamsters was analyzed by RT-PCR.
This enzyme induces the triglycerides synthesis, which Is
increased by testosterone (T) in flank organs. Resulis:
Resufrs from rhis smdy indicated thar steroids 8a and 8b
inhibited the activity of human 3aereductase with an 1Cgy
of 1X10® M and 5X10° M respectively. The competition
studies demonstrated that $a and 8b did not bind to the

androgen receptor present in the ral prosiae cg_;lo:;ai.
However. the in vive activity ol both steroids was simiar:
steroids 8a and §b had a tendency to decrease the weight of
the hamster prostate although this parameter was not
statistically  significant.  These  compounds  lso
significantly reduced 1he diameter o the pigmented spot of
hamster flank organs, which are androgen dependent
skin's pilosebaceous structures. Topical trearment for 15
days with 8a and 8b 1o intact hamster's flank organs
significantly decreased the mRNA expression of GPAT. 0
similar levels of he gonadectomized confrol with respect
to those anmals that were vehicle weated (intact).
Conclusion: Stercids Sa and 8b which are inhibitors of
Sot‘reductase in the human prosfate and hamster’s flank
organs decreased the manscription of mMRNA encoding for
GPAT in tact hamster's flank organs topically rreated in
a similar way as in gonadectomized nen treated animals.
These results suggest that mRNA encoding for GPAT is
induced by DHT i this tissue.

Figurel, Structure of the stercids studied
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36. 35-8is-arvimethyvlene-4-piperidone derivatives: A
novel class of potent anticancer agents

Chiandrani Mukherjee, Erik DeClercq,' James P. Stables
and Amitabh tha*. Deparrment of Chemisiry, Acadia
University. Wolfville, NS. Canada. ‘Rega instirute of
Medical Research. Leuven. Belgium. “Nations] Institute of
Neurologicat Disorder and Stroke. Bethesda. MD. USA

PURPOSE: The efficacy of an anticancer drug refies on
its ability 10 select between malignant and normal cells. A
number of ap-unsaturated ketones were designed as thiol
alkyiators with licle or no affinity for hydroxy and amino
eroups found in nucleic acids. Inhibition of tumour growrh
is the result uf the O=C-C=CH svstem alkvlating
sulfhydryi-rich key enzymes (e.g. topoisomerase [V a) in
cancer cells by rapid and selective Michael addition
Hence, development of a.f-unsaturated ketones as

9 (CSPS SYMPOSIUM 2007
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIANDROGENICA DE ESTEROIDES DE
NUEVA SINTESIS. Recillas Morales S', Heuze de Icaza Y!, Bratoeff Tittef E2, Ramirez
Lépez E2, Cabrera Contreras O?, Cruz Hemandez A2, Cabeza Salinas M. "Universidad
Autonoma Metropolitana-Xochimilco, 2Universidad Nacional Auténoma de México.

Se determing la actividad antiandrogénica in vivo @ in vitro, de los compuestos de
nueva sintesis 9a-9d. Para los estudios in vivo, se utilizaron hamsteres machos
castrados; los animales se inyectaron con dihidrotestosterona (DHT) mas cada uno de
los esteroides a probar. Después del tratamiento, los animales fueron sacrificados y
las proslatas y las vesiculas seminales pesadas. Se midié también el diametro de los
organos del flanco. Para los estudios in vitro se ulilizo el citosol obtenido de prostalas
de ratas castradas, como fuente del receptor de andrégenos (RA). El iCsp, se obtuvo a
partir de las curvas de inhibicidn graficadas a partir la concentracién contra el
porcentaje de union al RA. Los experimentos in vivo indicaron que los compuestos 9a-
9d inyectados conjuntamente con la DHT, disminuyeron de una marnera
estadisticamente significativa el peso de las prostatas y de las vesiculas seminales de
los hamsteres tratados en comparacién con el control tratado Unicamente con DHT.
Los compuestos 9b-9d también disminuyeron el diametro de los organos del flanco.
Los experimentos in vitro mostraron que los compuestos 9a-9d se unieron a los
receptores de andrégenos con una afinidad relativa de unién (RBA) del 2.85%, 61.5%,
>100% y >100%, respectivamente.
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In vivo and in vitro effect of novel 4, 16-pregnadiene-6, 20-dione derivatives,
as 5-alpha reductase inhibitors

Marsa Cabeza', Eugene Bratoeff® Vicior Péa-ez Orrelas . Serga Recillag’ wanne Heuze!

' Deparrent of Bialogical Systems ana A~mal Produntion Metrapoiran Uriversty-Xockmica, Mexce D F Menco
* Deganment of Pnarmacy. Faculty of Cremistry, hatizna! Uriversty of Mexico City, Meuco O, F.. Mexco.

mansad corea 1he LA M

In this study, we report the syrthesis and biologcal evawation of several new 3-substituted pregna-4, 1€ diene 6
20 dore dervawves {11a 11d). These campuunds were prégared fiem the cormmercaly ava lahle 16 dehydropregne
nalone acetate, The bioiogical effect of these sieroids was demonstrated in i wiva ard i wifro expenments. i the i viin
expenments, we maasurea the activty of 1the 11a-11d an the weight of the prastate gland of gonadectamized rasrstars
reated with iesiosterone plus finastende ar with the new steroids For the studies i vilro, we determired 1ne 1G, | vaues
by measunng the sterod concentration that nmibita 50% o the actmity of ba-reduciase present in prostate from human
cagaver. Ir arder to study the mechanism of action of 11a 11d, we also determed the capac:ty of thase storcids 1o bina
1o the ardroger recentar. The -caults fram this wark ndicatea that campeuras 11a 11d significantly cecreaseg tna
wa ght af the prostate as compared to 1estostierane irea’ed hamstars. On the ather bard 11a-11d exnibitog a mgn
nbizeny actwnty ‘or the human Sa-reductase enzyme Howaver tha IC., vaua ¢f 11a was the only ane iower tman tna:
of finaster oe Neverthelzss this compound aidr's show a higher poteney 0 wivo as compared 1o that of compounds
11b-11a The compettion aralysis for the ardroger receoior inaicated that the IC, | value of non abeled ribaierons
Jsed in this axpenmant was | 1M, whereas steroxds 10, 11a 1 1e did netinmbin the tabaled mibelerone hinding to the
androgen receptor. In canclusion, the compounds comaning cnlcrine 11a cromine 116, iedine 11¢ atoms. and 11
fwithaut dny substituent o the eater mately) a1 C-3 produce a s.amlcant decrease of the prastate weighl in Gast-ated
anma s treated with T and inhibits 1he actvily of the Sureductase. Apparenlly the presence of tne raloger ato™s n
corgounds 1%a 11¢ enharces the nnibitory actvity for the Sccreguctase enzyme
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