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An orchestra is a group of individuals harmoniously loyal to their
higher control and playing with a common purpose towards a
common end -the best possible interpretation of the piece of music in
front of them. In the endocrine system is a group of individual organs,
with much more complicated relationships and with controls which
although complex, are yet unified, working with a common purpose
toward a common end- the maintenance of homeostasis in the body.

Sir Douglas Hubble (1960) “The Fourth Langdon Brown Lecture on
the Endocrine Orchestra’.

“L’ essentiel est invisible pour les yeux”
(Saint-Exupéry A. 1900-1944)
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1. Resumen

La enzima 5a Reductasa de tipo 2 (5a0R-2) se asocia con enfermedades
androgénicas que aquejan al género masculino de edad avanzada, en las que
se encuentran el cancer de préstata y la hiperplasia prostatica benigna (HPB).
Ambas son consecuencia de la acumulacion de la dihidrotestosterona (DHT),
metabolito reducido que se forma a partir de la Testosterona (T) por accién de la
50-R. Esta acumulacion genera la division celular de las células epiteliales y
estromales de la glandula prostatica, provocando un crecimiento de ésta, que
puede llevar a complicaciones en el aparato urogenital o al desarrollo de un
carcinoma metastasico.

En la actualidad existen algunos farmacos en el mercado como la
finasterida y la dutasterida que disminuyen los sintomas de estas patologias,
pero que generan en el paciente efectos secundarios como disfuncién eréctil,
ginecomastia, trastornos de la eyaculacion y depresion, entre otros. El
mecanismo de accién de estos farmacos es via la inhibicién de la actividad de la
enzima 5a-R.

Varios estudios han demostrado que algunos derivados de pregnano
tienen una actividad en el efecto antiproliferativo en diferentes lineas celulares de
cancer y en la inhibicién de la 5a-R.

Dadas las consideraciones anteriores, el objetivo de este estudio es el de
contribuir a la busqueda de un tratamiento farmacéutico analizando el efecto in
vivo e in vitro de nuevos compuestos esteroidales, que puedan disminuir los
efectos colaterales antes mencionados.

Por lo que se determiné la actividad biolégica de diferentes derivados del
pregnano S3C-S7C, FBC7, FCB 11, FCB16- FCB32, AM3- AM7, AM10, AM12,
JT1- JT6, PAC1-PAC3, PAC5, PACS8, PAC12, PAC13, PAC 17 y PAC 18, los
cuales fueron sintetizados por el grupo del Dr. Eugene Bratoeff de la Facultad de
Quimica de la UNAM.

Para demostrar la actividad in vitro de los esteroides como inhibidores de
la 5a-R2. Estos se agruparon tomando en cuenta los grupos funcionales para
lograr una relacion entre su estructura y su actividad.

Posteriormente, se incubaron con diferentes concentraciones, se les
agrego 2 nM de T marcada con tritio y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH). La reaccion se inicié afiadiendo una alicuota de la fraccion membranal
de préstata humana con actividad de 5a-R-2.




Los compuestos resultantes de la reaccibn se extrajeron con
diclorometano, aplicando el extracto obtenido a partir de este proceso, a una
placa cromatografica que mas tarde se eluyé con una mezcla de solventes. Los
compuestos radiactivos formados, se identificaron utilizando el Bioscan y
comparandolos con su estandar de referencia.

Los resultados indicaron que los esteroides S3C-S7C son inactivos sobre
la actividad de la 5a-R2, por lo que se observo formacion de DHT.

Mientras que FCB25- FCB32, JT3, AM3- AM7, AM10 y AM12 fueron
activos como inhibidores de la actividad de la 5aR-2.

De éstos compuestos activos in vitro, se escogieron 9 (FCB16- FCB24)
para determinar su actividad farmacolégica en hamsteres gonadectomizados y
tratados con T. Se mantuvieron tres grupos de comparacion: el primero tratado
unicamente con el vehiculo, el segundo con T y el tercero con T + finasterida.

Los hamsteres se sacrificaron a los 6 dias de tratamiento y se midieron el
diametro de los érganos del flanco y ademas, se pesaron la prostata y las
vesiculas seminales. Se demostré que los compuestos FCB16- FCB22 y FCB24,
fueron activos in vivo y no mostraron toxicidad durante el tiempo de tratamiento.

Estos datos indican que FCB16 - FCB22 podrian tener potencial
terapéutico, para las enfermedades andrégeno-dependientes, ya que son activos
tanto in vivo como in vitro.

Con base en los resultados obtenidos se podria concluir que los derivados
del pregnano con un grupo ceto en el C-3 pueden ser una clave para la
interaccion con la 5a-R2, asi como el doble enlace en el C-4 que es esencial
para competir con el sustrato natural (la T) y el radical en C-17 que es importante
para potenciar la actividad de inhibicion y para darles una mayor vida media en el
organismo.




2. Introduccion

La T juega un rol importante en el desarrollo de la HPB y cancer de prostata. El
principal metabolito de la T es la DHT, un andrégeno que tiene mayor afinidad
por el receptor que la misma T y otros andrégenos presentes en la prostata. La
DHT estimula la proliferacion de las células estromales y epiteliales de esta
glandula (Yik et al., 2004).

El cancer de prostata es el segundo con mas incidencias en el mundo
después del cancer de pulmén; se han estimado en mas de un 30% en 100,000
casos y una mortalidad menor del 10% (GLOBOCAN, 2012). En México es la
causa mas frecuente de mortalidad por tumores malignos con un 16% de
incidencia (IMSS, 2013).

La HPB es un cambio patoldgico asociado a la edad y a la funcién del
musculo detrusor, que ocurre en la prostata por una interrupcion en el equilibrio
normal entre los androgenos y factores de crecimiento que estimulan la
proliferacion de las células estromales y epiteliales de este tejido (Campbell-
Walsh, 2008), que provoca principalmente un alargamiento que puede llevar a
una obstruccion uretral (Rij y Gilling, 2015). Su desarrollo y progresion depende
de la presencia de andrégenos (Zhu y Sun, 2005). Los tratamientos actuales
sueles tener efectos secundarios no deseados (Campbell-Walsh, 2008; Clark et
al., 2004; Roehrborn et al., 2002; Smith, 2009).

La mayor parte de la DHT presente en la préstata se forma a partir de la
de T por accion de la 5a-R (Mendoza, 2008). El desarrollo de nuevos inhibidores
de las enzimas que participan en las vias de sintesis de las hormonas esteroides
y los antagonistas de los receptores a las hormonas esteroides podria mejorar
las terapias actuales contra el cancer (Silva-Ortiz et al., 2015), por lo que, el
objetivo de este trabajo es determinar el efecto in vivo e in vitro de nuevos

compuestos esteroidales con tales efectos.



http://press.endocrine.org/action/doSearch?text1=Clark%2C+Richard+V&field1=Contrib

3. Marco Teorico

3.1 Andrégenos

Los andrégenos promueven el balance positivo de nitrogeno, Ca?*, Na*, K* y
retencion de H20. Estos efectos son mas pronunciados en mujeres y nifios que

en varones adultos normales (Mendoza, 2008).

Pueden actuar a nivel de la membrana celular produciendo respuestas
rapidas que se han caracterizado como mecanismos no genémicos. De esta
forma, son capaces de estimular una cascada de eventos que desencadenan
segundos mensajeros ampliamente descritos: por estimulo de las quinasas
conocidas con las siglas MAPK (proteina quinasas activadas por mitdgenos),
mediante la activacion de la tirosina quinasa; la estimulacion de produccion de
AMPc (adenosin monofosfato ciclico), PKA (proteina quinasa A) y PKC (proteina
quinasa C) que activaran la transcripcién del receptor nuclear para andrégenos,
eventos relacionados con la uniéon a proteinas G que incrementan los niveles
intracelulares de calcio. La elevacion de calcio unido a la calmodulina, induce la
activacion de la cascada de transduccion de sefiales, incluyendo MAPK, PKA vy
PKC (Mendoza, 2008).

Los androgenos se unen a un RA que esta presente en el citoplasma de
los tejidos diana para estas hormonas esteroidales. EI complejo RA formado se
transloca al nucleo celular, en donde se une al elemento de respuesta a
andrégenos que se encuentra en el ADN (respuesta genémica). Una proteina
activadora de la ARN-polimerasa presente en el nucleo se adhiere al complejo
antes dicho y se transcribe el ARNm de los genes indicados por esta sefal. El
ARNm asi codificado se transcribe en los ribosomas citoplasmaticos para la
formacion de proteinas que regulan las respuestas fisioldgicas y los procesos de
desarrollo dirigidos por los andrégenos (Mendoza, 2008).




3.1.1. Regulacidn de la secrecion de andrdgenos

La actividad androgénica encabezada por la T es producido principalmente en
las células de Leydig en los testiculos y se lleva a cabo via eje hipotalamo-

hipd&fisis- gonadal (Dorantes et al., 2012; Wang et al., 2013).

En menor cantidad se secretan en la corteza suprarrenal dando lugar a la
esteroidogénesis (sintesis de las hormonas esteroideas responsables de la
diferenciacion y la maduracién sexuales). Su secrecion se encuentra bajo control

de la hormona adrenocorticotrépica hipofisiaria (Mendoza, 2008).

La secrecion de andrégenos es necesaria para el desarrollo del fenotipo
masculino, asi como, la iniciacién y el mantenimiento de la espermatogénesis
(generaciéon de los gametos masculinos) (Dorantes et al., 2012; Wang et al.,
2013).

3.2 Eje hipotadlamo- hipdfisis- gonadal

El hipotalamo constituye un centro integrador esencial para la supervivencia de
un organismo. Cada parte del sistema nerviosos central comunica con el
hipotalamo y esta sujeta a su influencia. Ademas, comunica con los érganos
periféricos mediante sefiales enviadas por via sanguinea y responde a sus
estimulos aferentes (Arce, 2006). Se localiza entre el quiasma o6ptico, el tallo
infundibular y los cuerpos mamilares; se situa en un plano dorsal respecto a
estas estructuras. Su organizacion anatdomica se puede dividir en tres areas
longitudinales y a su vez, en cuatro niveles o grupos nucleares dispuestos a lo
largo del eje rostro-caudal del hipotalamo; estas divisiones longitudinales
corresponde a las zonas conocidas como periventricular, medial y lateral (Arce,
2006; Yen et al., 2002).

Al interior del hipotalamo se encuentran el sistema vascular de la lamina

terminal, la eminencia media y el I6bulo posterior. Otras dos regiones, el area
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postrema y el 6rgano subfornical, que tienen conexiones con los dérganos
periféricos. Las neuronas hipotalamicas ejercen esta regulacién mediante la
liberacion de péptidos que alcanzan vasos y entran en la circulacion sistémica. El
tallo infundibular es esencial para esta regulacion; a través de éste, los axones
de las neuronas hipotalamicas alcanzan el Iébulo posterior de la hipdfisis,
mientras que los vasos sanguineos infundibulares abarcan el I6bulo anterior de la
hipdfisis (Arce, 2006; Yen et al., 2002).

Una gran variedad de neuronas parvocelulares constituyen parte del
nucleo paraventricular y del nucleo arqueado. Estas neuronas son capaces de
producir péptidos como la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH),

entre otras hormonas (Figura 1) (Arce, 2006; Yen et al., 2002).

/ ( Hipotalamo

Neurona parvicelular localizacion:
NPV (TRH, CRH, somatostatina)
Arc (GHRH, GnRH, dopamina)

Neurona magnocelular
localizacidn: NSO, NPV
(AVP, OXI)

Hormonas
liberadas

Hipdfisis,
I6bulo posterior

Hormonas trépicas
(ACTH, TSH, GH, |
LLH, FSH, prolactina) |

mamaria

£ o
20

Hipdfisis anterior
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Figura 1. Eje hipotalamo-hipdfisis-6rganos blanco. Neuronas del hipotalamo y hormonas
secretadas. NPV, Nucleo paraventricular; TRH, Hormona liberadora de tirotropina; CRH,
Hormona liberadora de Corticotropina; Arc, Nucleo arcuato; GHRH, Hormona liberadora
de gonadotropinas; NSO, Nucleo supradptico; ACTH; Hormona adrenocorticotropa; TSH;
Hormona liberadora de somatotropina; GH, Hormona del crecimiento; LH, Hormona

leutenizante; FSH, Hormona foliculo estimulante (Tomada de Conti, 2010).

La hipdfisis o glandula pituitaria esta situada en una depresién de la cara superior
del hueso esfenoides denominada silla turca o fosa hipofisiaria. En humanos, la
hipdfisis se divide en dos porciones: adenohipdfisis y neurohipdfisis. La primera
constituye el 80% del total de la glandula y se divide a su vez en dos partes
denominadas pars distalis y pars tuberalis. El conjunto del infundibulo y la
porcién superior de la pars tuberalis conforma el tallo hipofisiario que constituye
la unién anatémica entre la hipdfisis y el hipotalamo. La mayor parte de los
nucleos hipotalamicos implicados en el control de la secrecién de hormonas
adenohipofisiarias se localizan en la region supradptica y en el hipotalamo medio.
Los axones de estas neuronas proyectan sobre la eminencia media donde

liberan las hormonas hipofisiotropicas (Arce, 2006).

La adenohipofisis esta conectada con el hipotalamo por medio de un
complejo sistema vascular denominado sistema portal hipotalamo hipofisiario.
Este sistema consta de dos plexos capilares conectados entre si por los
denominados vasos portales largos que recorren el tallo hipofisiario en sentido
descendente. En el sistema porta hipotalamo-hipofisiario el flujo de sangre es de
hipotalamo a la hipdfisis (Arce, 2006)

Esta disposicidon permite que los factores liberados en la eminencia media
lleguen con facilidad a las células adenohipofisiarias. EI denominado plexo

primario se distribuye alrededor de la eminencia media, su funcidn es recoger las
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hormonas liberadoras por las terminales nerviosas que proyectan sobre esta
region hipotalamica. Los capilares de este plexo primario confluyen hasta formar
los vasos portales largos, que al llegar a la parte inferior del tallo hipofisiario, se
ramifican dando origen a la segunda red de capilares (el plexo secundario). El
plexo secundario se distribuye en la parte distal de la adenohipodfisis, permitiendo
que los factores hipotalamicos se unan a sus receptores de membrana
localizados en las células adenohipofisiarias. El plexo secundario es el
encargado de recoger las hormonas producidas en la adenohipdfisis para

transportarlas a la circulacion general (Arce, 2006).

La GnRH se une a sus receptores de membrana localizados en las células
gonadotropas de la adenohipdfisis y estimula la secreciéon de las gonadotropinas
[hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona luteinizante (LH)]. Estas
son liberadas a la circulacion y al llegar a los testiculos se unen a sus receptores
de membrana donde regulan la funcién de los testiculos (Conti, 2010; Mendoza,
2008; Yen et al., 2002).

Los testiculos tienen forma cilindrica, se extienden desde la membrana
basal hasta la superficie luminal del tubulo seminifero. Entre las células de Sertoli
adyacentes se establecen uniones herméticas que dividen la pared del tubulo en
dos compartimentos que albergan células meidticamente activas cerca de la
superficie luminal o espermatogonias en las proximidades de la membrana basal
(Figura 2) (Patton y Thibodeau, 2013).
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Figura 2. Corte transversal del testiculo (Tomada de Smith, 2009).

Las uniones herméticas entre las células de Sertoli forman la barrera
hematotesticular. Esta estructura aisla las células espermaticas en desarrollo que
presentan antigenos de superficie activos distintos de los de las células
somaticas del organismo en el sistema inmunitario. Si dichos antigenos escapan
del epitelio del tubulo y pasan a la circulacion sanguinea atravesando la
membrana basal puede registrarse una reaccion autoinmunitaria (Patton y
Thibodeau, 2013).

En el curso de la vida fetal, junto a la hipdfisis y a las gonadas, las
neuronas hipotalamicas constituyen un eje funcional, activo aun después del
nacimiento hasta los primeros afios de vida (uno o tres afios). En este punto, el
sistema va hacia una fase de pausa funcional que muestra una actividad
reducida (Conti, 2010).

La FSH estimula la sintesis de proteinas especificas de union a
androgenos y la espermatogénesis en las células de Sertoli, mientras que la LH
en las células de Leydig, la secrecion de la testosterona por aumento de la
sintesis de monofosfato de adenosina ciclico, que resulta del enlace del receptor
con LH y la activacion de la proteina G (Conti, 2010; Mendoza, 2008). Esta
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activacion determina un incremento de la sintesis de colesterol y activacion de la

proteincinasa A, con conversion del colesterol en pregnelonona (Conti, 2010).

Cuando se alcanzan ciertas concentraciones de T en la sangre, ocurre un
proceso de retroalimentacion negativa de la secrecion de LH por la
adenohipofisis (Conti, 2010; Mendoza, 2008), como consecuencia de esto
disminuye la liberacion de LH. Cuando las concentraciones de T regresan a los
valores normales, la GnRH vuelve a estimular a la adenohipdfisis completandose
el ciclo (Patton y Thibodeau, 2013).

Por otra parte, el aumento de las concentraciones de inhibina en la
sangre, disminuye la secrecion de GnRH por el hipotalamo y por consecuencia
disminuye también la secrecidon de FSH, reduciéndose asi la produccion de
espermatozoides. La inhibina es una hormona producida por las células de
Sertoli de los testiculos (Figura 3) (Patton y Thibodeau, 2013).

Las células de Sertoli sintetizan estrégenos, que estan presentes en el
liquido de los tubulos seminiferos y también es posible medirlas en el plasma
sanguineo. Sus funciones son la regulacion de la espermatogénesis, la inhibicion
de la retroalimentacion de FSH y LH y el favorecimiento de la conducta sexual
(Patton y Thibodeau, 2013).
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Figura 3. Eje hipotalamo- hipdfisis- testiculo (Tomada y modificada de Conti, 2010).

3.3 Andrégenos suprarrenales

Las glandulas suprarrenales, ubicadas encima del polo superior del riidn, se
presentan en forma de piramide y estan formadas por dos unidades distintas
desde el punto de vista morfolégico y funcional: la corteza y la médula. En la
corteza se reconocen tres zonas, que del exterior al interior son: la glomerular, la
fasciculada y la reticular. La zona exterior delgada (glomerular) se caracteriza por
células pequefas con cursos tortuosos hasta organizarse en forma de
glomérulos; en la zona subyacente a la anterior (fascicular), las células de

dimensiones mayores con respecto a las anteriores, toman un aspecto bastante
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regular; estan dispuestas en columnas lineales y en sentido perpendicular con
respecto a la capsula. En la zona mas interna (reticular) las células se organizan
en cordones Yy tienen la tipica disposicion de red (Smith, 2009; Ross y Pawlina,
2008). Por su parte, las células de la médula suprarrenal estan organizadas en
grupos ovoides y cordones anastomados cortos sintetizan adrenalina y

noradrenalina (Ross y Pawlina, 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Anatomia de las glandulas suprarrenales (Tomada de Conti, 2010).

Las hormonas esteroides son factores de transcripcién que se forman en tejidos
especificos; se dividen para su estudio en dos tipos: las hormonas sexuales y
progestacionales, y las hormonas suprarrenales. Todas ellas se sintetizan a partir
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del colesterol y requieren de la formacién de un intermediario, la AS-

pregnenolona para su sintesis en los tejidos diana (Devlin, 2004).

La estructura de las moléculas esteroides se integra a partir de varias
uniones isoprenoides dando como resultado la formacién del anillo
ciclopentanoperhidrofenantreno (Figura 5). Esta estructura es quimicamente
muy estable y las células de los mamiferos no pueden catabolizarlo. La
conversion de hormonas activas en formas menos activas o inactivas implica la
alteracion de los sustituyentes presentes en el esqueleto esteroidal mas que de

la alteracion de esta estructura anular en si (Devlin, 2004).

Figura 5. Anillo ciclopentanoperhidrofenantreno (Tomada y modificada de Smith, 2009).

El colesterol proveniente de la dieta se une a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) presentes en la sangre y mas tarde este complejo colesterol-LDL se une a
los receptores presentes en células glandulares. Estas células expresan los
enzimas encargadas de sintetizar las hormonas esteroides a partir del colesterol
o de la Acetil-CoA (Koolman y Réhn, 2004).

Las vias metabdlicas por las que se producen las hormonas esteroides
son reacciones de hidroxilacion catalizadas por monooxigenasas especificas,
hidroxilasas, de la familia citocromo P450. Ademas se producen hidrogenaciones
y deshidrogenaciones dependientes del NADPH o del NADP* asi como
reacciones de rompimiento de cadena e isomerizaciones. Los estrégenos son los

unicos que poseen un anillo A aromatico. La sintesis de este anillo es catalizada

18




por la enzima aromatasa; reaccion en la que se pierde el grupo metilo angular
(en el carbono 19) (Koolman y Réhn, 2004).

Un producto intermedio en la biosintesis de las hormonas esteroides es la
Ad-pregnenolona, que salvo por su cadena lateral acortada y oxidada es idéntica
al colesterol. La pregnenolona se forma en tres pasos por hidroxilaciones y un
rompimiento en la cadena lateral. La deshidratacion del grupo hidroxilo en el C-3
y el desplazamiento del doble enlace de C-5 a C-4 producen el gestageno

progesterona (Devlin, 2004).

En la sintesis del androgeno testosterona a partir de la progesterona, se
separa totalmente la cadena lateral. La ya mencionada aromatizacion del anillo A

produce finalmente el estradiol (Figura 6) (Koolman y Réhn, 2004).
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3.4 Testosterona y Dihidrotestosterona

La T es responsable de la libido el cual es un impulso o deseo sexual mediado
por hormonas, que implica la coordinacion y regulacion de una serie eventos que

pueden calificarse de variada forma (Conti, 2010).

El efecto de la T se ve mediado por el RA, el cual es codificado por el gen
NR3CA4. Este receptor es una proteina que se localiza en el nucleo y citoplasma
de las células de Leydig, en las mioides peritubulares, en el musculo liso de

arteriolas y en el endotelio vascular (Herakec et al., 2008).

La interaccion de la T con su RA tiene la funcién de mantener la barrera
hematotesticular durante la espermatogénesis asi como la de facilitar la adhesion
de las espermatidas a las células de Sertoli y la liberacién espermatica (Herakec
et al., 2008).

La concentracion de T en la vena espermatica es de 40 a 50 ug/100 mL,
unas 75 veces mas, que el nivel detectado en el suero venoso periférico; de unos
600 ng/100 mL. Otros andrégenos también salen por la vena espermatica,
androstanodiol, androstanodiona (3 pg/100mL), dehidroespiandrosterona
(7pug/100mL) y DHT (0,4 pg/100mL). Las concentraciones de estos andrégenos
son muy inferiores en la vena espermatica, respecto de la concentracion de T,

con valores menores al 15% de esta ultima (Campbell-Walsh, 2008).

El total de T que ingresa en el plasma se denomina tasa de produccion de
T sanguinea y en los seres humanos es de 6 o 7mg/dia (Campbell-Walsh, 2008).

La concentracion promedio de T en el varén adulto es de unos 611+£186
ng/100 mL con un rango normal de 300 a 1000 que equivale a 10,4 a 34,7
nmol/L. Las concentraciones de esta hormona en el suero no muestran relacién
importante con la edad entre 25 y 70 anos. Se sabe que la concentracion

plasmatica de T tiene amplias variaciones en una persona durante un dia
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cualquiera y refleja variaciones episodicas y diurnas en la tasa de produccion de

este andrégeno (Campbell-Walsh, 2008).

El 2% del total de T sérica no esta ligada en el plasma; lo que corresponde
a una concentracion de unos 15 ng/100 mL o menos de 1 nM. Esta T libre esta
disponible para su captacién por el higado y los intestinos, sobre todo para
formar 17-cetosteroides. Los androgenos metabdlicos luego son secretados
como 17-cetosteroides por la orina como conjugados hidrosolubles de

glucordnido o sulfato (Campbell-Walsh, 2008).

Si bien la T es el principal andréogeno plasmatico que induce el crecimiento
de la glandula prostatica y otros tejidos sexuales accesorios, también funciona
como prohormona, dado que la forma mas activa del andrégeno en la préstata no
es la T sino la DHT(Campbell et al., 2008; Smith, 2009).

La concentracion de DHT en el plasma de varones normales es baja, de
56+20 ng/100 mL, en comparacion con la T que es 11 veces mayor (Campbell-
Walsh, 2008).

Se ha observado durante la embriogénesis que la T es capaz de influir en
la transformacién en sentido masculino de los conductos de Wolff, la presencia

de DHT es necesaria para la virilizacion de los genitales externos (Conti, 2010).

En el varén se observan picos neonatales de testosterona entre los 2 y los
3 meses de edad. Durante este periodo las concentraciones de testosterona en
el suero aumentan hasta 60 veces los prepuberes normales (Campbell-Walsh,
2008).

El envejecimiento del varén se asocia a la disminucién de la funcién
testicular, con la disminucion de la concentracidn de testosterona plasmatica y
del numero de células de Leydig. Paralelamente, se observa el incremento en la
concentracion de LH y FSH plasmatica, lo que indica la presencia de factores
testiculares que afectan la produccion de esta hormona. Este proceso no ocurre
en todos los hombres y en los que se produce, existe una variabilidad
interindividual (Cruz, 2012).
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La baja concentraciéon plasmatica de T y su estrecha unién a proteinas del
plasma disminuyen su importancia directa como andrégeno circulante que influye
sobre el crecimiento de la préstata y la vesicula seminal. Pero al ser catalizado a
DHT se es la principal forma de andrégeno hallado dentro de la glandula
prostatica (5 ng/g de peso neto de tejido) y es cinco veces superior a la T
(Campbell-Walsh, 2008). (Figura 7) (Mendoza, 2008).
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‘ Pregnenolona |—" Hidroxipregnenolona alfa ,, E_'| Deshidroepiandrosterona |
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[Dihidrotestoste rona ] | Testosterona J

Figura 7. Formacion de la DHT a partir de la T por la 5aR (Tomada de Conti, 2010).

3.5 Enzima 5a- Reductasa

La enzima 5a-R estd presente en muchos tejidos, incluyendo la préstata, las
neuronas del hipotalamo anterior y los huesos. Esta enzima cataliza la
conversion de T a DHT (Yik et al., 2004).

Las isoenzimas de la 5a-R son proteinas microsomales dependientes del
NADPH que reducen el doble enlace presente entre la posicion C-4 y C-5 de los
esteroides de 19 y 21 carbonos (Beato, 1989). Tanto en humanos como en

animales, existen dos tipos de isoenzimas de la 5a-R, la de tipo 1 (codificada por
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el gene SRD4A1) y la de tipo 2 (codificada por el gene SRD5A2). Las mutaciones
presentes en el gene que codifica para la isoenzima tipo 2 disminuyen la
actividad enzimatica lo que puede causar la presencia pseudohermafroditismo

en varones desde el nacimiento (Zhu y Sun, 2005).

La isoenzima tipo 2 tiene su actividad maxima a un pH acido, cuando se
realizan ensayos enzimaticos, mientras que el tipo 1 muestra un pH 6ptimo

alcalino (Anderson et al., 1991).

Al nacer, la isoenzima de tipo 1 se detecta en higado y piel no genital, y
esta presente durante toda la vida; sin embargo su expresion en tejidos
embriogénicos es baja. En los adultos, se expresa en la piel no genital, higado y
ciertas regiones del cerebro; mientras que su presencia es baja en la préstata,
piel genital, epididimo, vesicula seminal, testiculo, adrenales y rindn (Thigpen et
al., 1993).

La isoenzima de tipo 2 se expresa en tejidos externos genitales tempranos
en la gestacion. En los adultos, esta expresion en prostata, piel genital,
epididimo, vesicula seminal e higado es relativamente alta, y baja en otros
tejidos. También aparece expresada en el ovario y foliculos del cabello (Eicheler
etal., 1994).

Recientemente con el desarrollo del analisis de perfil de expresion génica
de amplificacion de genoma, se identificd un tercer isotipo de la enzima 5a-R en
las células de cancer de prostata hormono-refractario (‘HRPC” por sus siglas en
inglés). Esta enzima también convierte la T a DHT en células de HRPC en una
forma similar que la enzima tipo 1. Su funcién se ha descrito como una enzima
ubiquitinizadora; esta presente en tejidos humanos como el pancreas, cerebro,
lineas celulares de cancer de prostata, piel y tejido adiposo (Aggarwal et al.,
2010)

En la prostata humana, ambas isoenzimas (tipo 1y 2) se han identificado
tanto en las células epiteliales como en las estromales. También estan presentes

en algunas patologias andrégeno-dependientes como en la HPB (Silva-Ortiz et
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al., 2015), y en células tumorales de prostata; tanto benignas como malignas
(Zhu y Sun, 2005).

3.6 Glandula prostatica

Es un tdbulo alveolar que se localiza inmediatamente por debajo de la vejiga y
que tienen forma de rosquilla (Figura 8). El hecho de que la uretra pase a través
del pequeno orificio del centro de la prostata tiene una notable significacion
clinica en el caso de la HPB. Secreta un liquido acuoso, de aspecto lechoso y
ligeramente acido que constituye el 30% del volumen del liquido seminal. El
citrato que se encuentra en el liquido prostatico sirve como nutriente para los
espermatozoides. Otros componentes son enzimas como la hialuronidasa y el
antigeno prostatico. El liquido prostatico desempefia una importante funcion en la
activacion, la viabilidad y la motilidad de los espermatozoides (Patton y
Thibodeau, 2013).
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Figura 8. Aparato reproductor masculino (Tomada de Smith, 2009).
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3.B.1 Tipos de células prostaticas

El epitelio prostatico humano se compone de dos tipos principales de células, las
células epiteliales y las células del estroma. EI compartimiento epitelial de la
préstata consiste en ceélulas madre, células epiteliales basales, células
amplificadoras transitorias, células neuroendocrinas y células epiteliales
secretoras Iluminares con diferenciacion terminal. Por su arquitectura, el
compartimiento estromal tiene funcién de sostén estructural y consiste sobre todo
de tejido conectivo, células musculares lisas y fibroblastos (Campbell-Walsh,
2008).

El estroma no celular y el tejido conjuntivo de la prostata componen lo que
se denomina la sustancia basal y la matriz extracelular que desempefian un
papel importante en la funcion y la enfermedad de la préstata. Durante mucho
tiempo se ha reconocido que la matriz extracelular es uno de los componentes
importantes inductivos durante el desarrollo normal de muchos tipos diferentes

de células en la préstata (Campbell-Walsh, 2008).

El desarrollo y el mantenimiento de la anatomia normal zonal de la
prostata tienen lugar a través de la morfogénesis tisular dependiente de
androgeno y es regulada en los procesos que incluyen la diferenciacion, la
proliferacion y la apoptosis de las células epiteliales. La comunicacién a través de
numerosas interacciones extracelulares esta dirigida al citoesqueleto intracelular
y luego a la matriz nuclear, la cual en ultima instancia regula diversas funciones
celulares de transcripcion que controlan el tamafio y la forma de la célula, la
motilidad celular, el recambio y la proliferacion, asi como la diferenciacion de las

células epiteliales (Campbell-Walsh, 2008).
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3.6.2 Implicaciones de la 3o-R en la prstata

Las glandulas sexuales accesorias difieren en su origen embrionario y el tipo de

esteroides que inducen su crecimiento (Campbell-Walsh, 2008).

Los conductos de Wolf se transforman en vesiculas seminales, epididimo,
conducto deferente ampolla y conducto eyaculador, y el crecimiento de este
grupo de glandulas es estimulado por la T fetal y no por la DHT. El crecimiento
de las glandulas sexuales accesorias deriva de la 132 semana. La prostata recién
aparece y empieza a formarse a partir del seno urogenital durante el tercer mes
del desarrollo fetal y es dirigido sobre todo por la DHT. Esta ultima es producida
por conversion metabdlica de la T fetal por accion de la 5a-R que se localiza del

seno urogenital (Campbell-Walsh, 2008).

Se forman cinco brotes epiteliales apareados sobre el lado posterior del
seno urogenital, a ambos lados del coliculo seminal, y luego invaden el
mesénquima para formar la prostata. Los pares de brotes superiores forman la
zona interna de la prostata y parecen tener origen mesodérmico; los brotes
inferiores forman la zona externa de la préstata y en apariencia tienen origen
endodérmico. Estas dos zonas evolucionan como circulos concéntricos alrededor
de la uretra. Los largos conductos ramificados ubicados en el exterior de esta
zona forman la gruesa capa externa de la glandula prostatica. La porcion central
de la prostata contiene glandulas mucosas y submucosas y los conductos
eyaculadores asi como los pequeios remanentes del conducto de Mdller; el
origen del pequefo utriculo prostatico. La préstata esta bien diferenciada hacia el
cuarto mes del desarrollo. Forma acinos y conductos colectores por ramificacion
de la uretra; el crecimiento tiene lugar en las puntas, a medida que los conductos

se extienden y se ramifican durante el desarrollo (Campbell-Walsh, 2008).

Hacia los tres meses y medio de desarrollo fetal (14 semanas), la prostata
ha desarrollado unas 70 estructuras de conductos, rodeadas por componentes

del estroma que se originan a partir de los mesénquimas mesonéfrico y
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paramesonefrico. A las 5 semanas de desarrollo comienza a aparecer una
extensa metaplasia de células pavimentosas y de las secreciones
correspondientes después del nacimiento conduce a la disminucion del tamafo
de la préstata fetal a los 3 meses de vida. Durante el desarrollo intrauterino el
feto depende de los andrégenos formados por las células de Leydig que se
activan durante el segundo mes de gestacion y alcanzan un pico al cuarto mes
(Campbell-Walsh, 2008).

Durante el desarrollo a partir del seno urogenital hay una estrecha
interaccién reciproca entre los componentes tisulares del estroma y epiteliales. El
epitelio y el mesénquima producen DHT a partir de T. Para el desarrollo
adecuado de esta glandula se requieren los RA del mesénquima (Campbell-
Walsh, 2008).

Se ha sugerido que tiene lugar una accion reciproca, por la cual la DHT es
generada en las células epiteliales y se difunde al RA en los nucleos del estroma
de las células mesenquimaticas, las cuales luego producen un factor de
induccion desconocido que impulsa la morfogénesis de las células epiteliales. Se
cree que esto ocurre en parte debido a la induccion, por DHT, de factores de
crecimiento solubles especificos tales como el factor de crecimiento epidérmico,
el factor de queranocitos, los factores de crecimiento simil a la insulina, el factor
de crecimiento de fibroblastos y los factores de crecimiento transformador,
ademas de alteraciones de los componentes insolubles de la matriz extracelular
que se encuentran en la interfaz de las células del estroma y epiteliales
(Campbell-Walsh, 2008).

Al nacer, la mayoria de los acinos prostaticos estan revestidos por epitelio
que se caracteriza por una extensa metaplasia pavimentosa. Se cree que la
estimulacién del desarrollo posnatal esta bajo el control de esteroides maternos
residuales tales como los estrégenos y hay una fase de involucion prostatica
posnatal que se observa durante los primeros 5 meses posteriores al nacimiento
(Figura 9) (Campbell-Walsh, 2008).

28




5 semanas

Uréter

Tubérculo
de Muller

12 semanas 6 meses

Seno /7”// EX
urogenital , Al ;
tubular

e i
~
Mesénquima \

en diferenciacion

Prostatd

Yemas
epiteliales
prostéaticas

Figura 9. Diferenciacion del seno urogenital en los hombre (Tomada de Smith, 2009).

3.6.3 Factores de crecimiento en la prdstata

Los factores de crecimiento (Cuadro 1) se fijan a receptores especificos que son
proteinas transmembrana, en donde la porcion intracelular del receptor posee
actividad enzimatica que es activada por la unién del receptor al factor de
crecimiento. Una vez fijados, estos factores de crecimiento pueden formar
dimeros u oligdbmeros, o de otro modo alterar su topologia de manera que
estimulan la internalizacion o un conjunto de sefales de segundos mensajeros
que inician una cascada de efectos posteriores (Figura 10). Estas sefales
incluyen la activacion de proteincinas (tipo A y C), fosfolipasas de membrana
(tipo A, B o C) que convierten los lipidos en sefales y vias de proteina como
Ras, Rho o Rac (Campbell-Walsh, 2008).
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La T juega un rol importante en el desarrollo de la HPB y cancer de prostata. El
principal andrégeno prostatico es la DHT e induce la hiperproliferacién de las
células estromales y epiteliales en la prostata. Las complejas interacciones entre
las citocinas y los factores de crecimiento de diversas fuentes, quiza células
inflamatorias infiltradas, pueden ser una de las causas del desarrollo de estas

enfermedades (Aggarwal et al., 2010).
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Cuadro 1. Propiedades de los factores de crecimiento (Tomada de Campbell-Walsh, 2008)

EGF

TGF-0x

TGF-B

MIS

I6F

PDGF

Factor de crecimiento de fibroblastos bésico (factor de
crecimiento prostético, factor de crecimiento endote-
lial, factor de angiogénesis tumoral, factor osteoblds-

tico)
Oncogén nt-2 relacionado

Factor de crecimiento epidérmico; urogastrona
Factor de crecimiento transformador o

30% similar a EGF, no relacionado con TGF-3

Factor de crecimiento de transformador

Dos genes (1 + 2), tres combinaciones, TGF-B1, TGF-B2,

TGF-B3

Sustancia inhibidora de los conductos de Miiller

Factor de crecimiento simil insulina 1y 2
Familia de somatomedinas

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

155 aminoacidos
17,6 kD

27 kD

Cadena Onica de 67 kD

5,6 kD

25 kDa

Dimero de 140 kD con dos uni-
dades idénticas de 70 kD

Cadena Gnica de 7,5 kD

Dimero de 30 kD

Presente en la prostata normal

Elevado en la hiperplasia prostatica benigna

En tejidos de origen mesodérmico, elementos cz.
estroma

La expresidn en exceso produce hiperplasia epits-
lial prostatica, pero no hiperplasia glandular en
ratones transgénicos ]

Controvertido en prostata humana normal, pero
elevado en cancer

Frecuente en la prostata ventral de rata

" Concentraciones bajas en la prostata humana

La expresidn en exceso en ratones transgénicos
causa hiperplasia epitelial

Inhibidor de crecimiento epitelial

Estimula el crecimiento de fibroblastos

TGF-B2 elevado en hiperplasia prostatica benigna

Relacionado con MIS y con inhibina y activina

Causa represidn de los conductos de Miitler

Relacionado con proinsulina

Mitogeno para las células del tejido conjuntivo
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Figura 10. Se muestra los tipos de interacciones entre el estroma y el epitelio sobre la
transferencia y la regulacion de informacion dentro de la prostata. La T y los factores de
crecimiento interactuan sobre el estroma y las células epiteliales y entre ellas. La
produccion de los factores es estimulada o inhibida por los andrégenos. Los factores
pueden actuar sobre la misma células o diferentes. Se forma 6xido nitrico (NO) en las
células nerviosas epiteliales y prostaticas: neuroendocrinas, secretoras y basales. IGF,
Factor de crecimiento simil insulina 1 y 2; IGFBP, Factor de crecimiento simil insulina
unido a proteina; PSA, Antigeno prostatico especifico; EGF, Factor de crecimiento
epidérmico; TGF, Factor de crecimiento transformador; FGF, Factor de crecimiento de
fibroblastos; KGF, Factor de crecimiento de queranocitos; BFGF, Factor de crecimiento
de fibroblastos basico. (Tomada de Campbell-Walsh, 2008).
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3.7 Hiperplasia prostatica benigna

El alargamiento de la prostata puede llevar a una obstruccién uretral (Rij y Gilling,
2015) y debido a esto, tiene una considerable morbilidad. Evidencias histologicas
informan que esta enfermedad la padecen un 50% de hombres a los 50 afios y
un 90% de ellos a los 80 afos. Su desarrollo es dependiente de andrégenos ya

gue no ocurre en hombres castrados en la pubertad (Zhu y Sun, 2005).

Contribuye al desarrollo de sintomas del tracto urinario inferior debido a la
disfuncion del detrusor inducida por la obstruccion, junto con alteracion de la
funcidn del sistema nervioso y la vejiga relacionadas con el envejecimiento
(Campbell et al., 2008), lo que afecta su llenado (frecuencia, urgencia, nocturia) y
vaciado (disminucion de la frecuencia del chorro miccional, uso de prensa
abdominal, chorro intermitente, residuo elevado) (Cruz, 2012). El cuadro
sintomatico asociado en general se conoce con el nombre de prostatismo
(Campbell-Walsh, 2008).

Existe una estrecha relacién de los sintomas del tracto urinario con la
disfuncion sexual que no ha quedado dilucidado fisiolégicamente, pero se ha
sugerido que estén implicadas con el éxido nitrico, la hiperactividad autonémica,

la actividad rho- cinasa y la arteriosclerosis pélvica (Cruz, 2012).

La HPB se caracteriza por el aumento de las células epiteliales y del
estroma en el area periuretal de la prostata. En condiciones normales la
neoformacion de glandulas epiteliales solo se observa durante el desarrollo fetal
y es la base del concepto del despertar del potencial inductivo de las células del
estroma. Es posible que el aumento sea consecuencia de la proliferacion de las
células epiteliales del estroma, o de una alteracion del proceso de muerte celular
programada que conduce a una acumulaciéon de células, donde participan
androgenos, estrégenos y neurotransmisores; sea de forma aislada o mediante

acciones conjuntas (Campbell-Walsh, 2008).

Aunque los androgenos y los factores de crecimiento estimulan la

proliferacion celular en modelos de experimentacion, el papel de la proliferacion
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celular en el desarrollo de la HPB del ser humano aun no se ha dilucidado por
completo. Los androgenos no sélo son necesarios para los procesos de
proliferacion y diferenciacion celulares normales de la prostata sino que ademas

inhiben en forma activa el proceso de muerte celular (Campbell-Walsh, 2008).

La HPB puede considerarse una enfermedad de las células troncales. Se
presume que rara vez se dividen en la prostata pero cuando ello sucede daran
origen a un segundo tipo de célula de proliferacion transitoria capaz de sintetizar
DNA vy proliferar, lo que mantendria constante la cantidad de células en la
prostata. Una vez que las células proliferativas maduran mediante un proceso de
diferenciacion terminal se mantienen viables durante un lapso determinado y
luego experimentan un proceso de muerte celular programada. El proceso de
envejecimiento bloquearia este proceso de maduracion con una reduccién de la
progresion hacia el estadio de diferenciacion terminal y la disminucién resultante

de la tasa de muerte celular global (Campbell-Walsh, 2008).

La velocidad del aumento de volumen glandulo estromal de la prostata es
variable en cada persona, lo mismo que la relacién entre volumen prostatico y
obstruccion (Michel y Vrydag, 2006).

Un mayor volumen glandular en general se asocia a un mayor nivel de
obstruccidn, pero no existe una relacion matematica entre ambas entidades. Por
otro lado, tradicionalmente se ha pensado que la existencia de crecimiento
prostatico en si, no esta relacionada a la presencia de sintomas y que las
molestias relacionadas a este fendmeno estarian en su mayoria ocasionadas por
la presencia de obstruccion, lo cual se ha puesto en duda cada vez con mayor
énfasis. Vale la pena destacar que la expresion de RAa tanto prostaticos como
del cuello vesical y otras ubicaciones se encuentra aumentada en pacientes con
HPB, complementando la teoria anatémica con un factor bioquimico activo
(Michel y Vrydag, 2006).

Se debe hacer una anamnesis detallada para identificar causas distintas
de disfuncion miccional o comorbilidades que pueden complicar el tratamiento;

tacto rectal (Figura 11), asi como examen neurolégico focalizado, analisis de
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orina, determinacién del nivel sérico de creatinina, nivel sérico de antigeno
prostatico especifico (Campbell-Walsh, 2008; Smith, 2009).

Figura 11. Diagndstico diferencial de los ganglios prostaticos. A) Un area inflamada se
levanta sobre la superficie de la glandula, la induracién disminuye en forma gradual en
su periferia. B) El nodulo canceroso no se levanta; existe un cambio abrupto de la
consistencia de los bordes (Tomada de Smith, 2009).

El antigeno prostatico especifico (PSA) es una glucoproteina producida por el
epitelio prostatico en forma exclusiva, lo que lo ha distinguido como marcador no
invasivo, sensible y especifico de enfermedad de la glandula prostatica,
incluyendo el cancer prostatico, sin embargo la HPB asi como la prostatitis
también elevan el nivel del antigeno (Campbell-Walsh; 2008; Smith, 2009). Su
medicién esta indicada en pacientes mayores de 40 afos (con antecedentes
familiares directos de cancer de prostata y en todos aquellos mayores de 45
afnos) con HPB para el diagnéstico diferencial del cancer prostatico (Campbell-
Walsh, 2008).
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3.7.1 Tratamiento

J.7.1.1 Con blogqueantes o - adrenérgico

Se basa en la hipétesis de que la fisiopatologia de esta afeccion se debe en
parte a la obstruccion del tracto de salida vesical mediada por RA a1 que estan

asociados con el musculo liso (Campbell-Walsh, 2008; Smith 2009).

Pueden clasificarse segun la actividad por los distintos RAa vy la vida
media de eliminacion. La eficacia de la fenoxibenzamina y la prazozina son
similares, pero la segunda es mejor tolerada, lo cual implica que la eficacia y la
toxicidad son mediadas por RAa1 y RAa2 (Campbell-Walsh, 2008; Smith, 2009).

Estan implicados en multitud de procesos fisioldgicos, incluyendo la
contraccion del musculo liso vascular, el control de la frecuencia e intensidad de
la contraccion cardiaca y el metabolismo hepatico. En el tracto urinario inferior
media la contracciéon del musculo liso prostatico, la cual contribuye a la parte
dinamica de la obstruccion infravesical de los enfermos con HPB. La contraccion
de estas fibras produce una disminucion de la luz de salida de la vejiga, aparte
del producido por el aumento del tamafio de la préstata. El mecanismo de accion
de los RAa es el antagonismo competitivo de estos receptores en el cuello
vesical y el tejido prostatico, lo cual produce una relajacion de este tejido y una

menor resistencia a la salida de la orina (Cruz, 2012).

Son un tratamiento eficaz para la HPB, pero se han documentados efectos
secundarios mas frecuentes debidos a su uso como: mareo, cefalea, cansancio,
hipotensién ortostatica (incapacidad del cuerpo para regular la presion arterial
rapidamente), rinitis y disfuncién sexual (eyaculacién retrégrada) (Cruz, 2012).
Hoy en dia los mas utilizados son tamusolina, alfuzosina, terazosina y
doxazosina, pero también se encuentran en uso nadtopidil, prazosina, silodosina,
etc. (Cruz, 2012).
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J3.7.1.2 Inhibidores de 5o R

Actualmente, se estan comercializados dos inhibidores de la 5a-R para el
tratamiento de la HPB: finasterida y dutasterida. Actuan mediante la inhibicion de
la conversion de la T en DHT, de modo que disminuyen el volumen prostatico y
son responsables de mejorar el componente estatico de la obstruccion
infravesical. Finasterida inhibe la 5aR-2, que causa una reduccion de los niveles
de DHT intraprostaticos en el 90% y los niveles plasmaticos en el 70%. Esta
disminucioén en los niveles de DHT produce la disminucion del volumen prostatico

al inducir la apoptosis y atrofia del tejido epitelial prostatico (Cruz, 2012).

La dutasterida se caracteriza por ser un inhibidor 60 veces mas potente de
la 5aR-1 manteniendo la misma capacidad de bloqueo de la de tipo 2. Las
concentraciones de DHT plasmaticas, en el caso de dutasterida, se reducen en
mas del 90%, y la disminucion del volumen prostatico total es de casi 30% (Cruz,
2012). Los efectos colaterales son disfuncion eréctil, disminucién de la libido,

ginecomastia y trastornos en la eyaculacién (Chang et al., 2002; Smith, 2009).

J.7.1.3 Tratamiento combinado

La combinacion de a bloqueantes con la inhibicion de la 5aR inducen una mejora
en la respuesta de los sintomas del tracto urinario pero existe el riesgo de
presentar un mayor porcentaje de disfunciones sexuales, sobre todo de
disfuncion eyaculatoria (Cruz, 2012). Los pacientes que mas se benefician son
aquellos en los cuales es muy grande el riesgo basal de progresion, por lo
general, los que tienen glandulas grandes y valores altos de PSA (Smith, 2009).

J.7.1.4 Fitoterapia

El papel de la fitoterapia en la HPB no esta muy definido. Existen en el mercado
cerca de 30 compuestos distintos, entre ellos: la corteza Pygenum africanum, las
raices de Echinacea purpurea y de Hypoxis rooperi, el extracto de polen y las
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hojas de alamo tembloroso, pero no se conoce aun el mecanismo de accion a
través del cual actuan (Smith, 2009). El compuesto mas utilizado es el extracto
de Serenoa Repens y parece actuar a través de la inhibicion de la 5aR, el
bloqueo androgénico intraprostatico, tiene actividad agonista sobre los RA, altera
el metabolismo del colesterol, inhibe la proliferacion celular, tiene efecto
antiinflamatorio, y ejerce un leve efecto en la disfuncion eréctil (Cruz, 2012). La
eficacia y seguridad de estos agentes no han sido probadas en estudios

multicéntricos, aleatoria, doble ciego, controlados por placebo (Smith, 2009).

J.7.1.5 Ablacion transuretral de la prostata con aguja

Usa un catéter uretral disefiado especialmente que se introduce en la uretra. De
la punta del catéter se despliegan agujas con radiofrecuencia intersticial que
perforan la mucosa de la uretra prostatica. El uso de la radiofrecuencia para
calentar el tejido da por resultado necrosis coagulativa. Se presenta una mejoria

subjetiva y objetiva en la miccion (Smith, 2009).

3.7.1.6 Ldseres

Se realiza con una guia de ultrasonido transrectal. El dispositivo de la
prostactectomia transuretral inducida por laser se coloca en la uretra y el
ultrasonido transrectal se usa para dirigir el dispositivo mientras se recorre
lentamente desde el cuello vesical al vértice generando necrosis de coagulacion.
Se utilizan dos fuentes principales de energia Nd: YAG y Holmium: YAG. (Smith,
2009)

La utilizacion del laser Holmium tiene como consecuencia una disfunciéon

eyaculatoria superior al 33% (Cruz, 2008).
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J3.7.1.8 Prostatectomia transuretral

Tanto la intervencion quirdrgica como la aparicion de retencion urinaria aguda
representan dos hitos centrales en la progresion de la HBP. No obstante, hay
diferencias claras entre ambos parametros. La retencion urinaria es un indicador
que exige tratamiento y la cirugia representa una de las modalidades

terapéuticas utilizadas con frecuencia (Campbell-Walsh, 2008).

La edad, el vaciamiento vesical incompleto y las modificaciones de la
magnitud y la fuerza del chorro miccional se asocian de manera independiente
con el riesgo de prostatectomia, al igual que la deteccion de un aumento del
tamafio (Campbell-Walsh, 2008).

No se relaciona con un empeoramiento en la disfuncion eréctil, ni se ha
demostrado que exista una disminucion del deseo sexual ni de la calidad de la
vida sexual. Lo que si es conocido y aceptado es que el porcentaje de pacientes

con eyaculacion retrograda es superior al 80% (Cruz, 2012).

3.8 Cancer de proéstata

El cancer de préstata es un tumor maligno que empieza a crecer en la glandula
prostatica y que en sus etapas iniciales no presenta sintomas especificos. Mas
del 65% de todos los canceres de prostata se diagnostican en hombres de mas
de 65 anos (IMSS, 2013).Es el segundo con mas incidencias en el mundo
después del cancer de pulmén, se han estimado mas de un 30% por 100,000
casos y una mortalidad menor del 10% (GLOBOCAN, 2012). En México, es la
causa mas frecuente de mortalidad por tumores malignos con un 16% de
incidencia. Los datos mas recientes publicados por el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) indican una tasa de mortalidad de 13 defunciones por
cada 100,000 hombres (IMSS, 2013).

La evolucion natural del cancer de prostata varia desde la enfermedad

indolente asintomatica durante toda la vida del paciente hasta el cancer de alto
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grado de agresividad que da metastasis rapidamente y lleva a la muerte con gran

sufrimiento.

El factores de riesgo asociados a esta patologia son la historia familiar,
genética, andrégenos, eje del factor de crecimiento simil a la insulina, dieta,
acidos grasos, vitaminas antioxidantes (D), calcio, carotenoides y fitoestrogenos
(Roos y Foster, 2007); actividad sexual, vasectomia temprana, tabaquismo,

obesidad, consumo de alcohol (Campbell-Walsh, 2008).

El tacto rectal y la ecografia de la préstata aportan informacién acerca de
la extension del tumor primario. Los valores séricos de PSA, incluido el nivel
total, la tasa de cambio, la densidad, el porcentaje de sus isoformas libres o en
complejo (Campbell-Walsh, 2008; Smith, 2009).

3.8.1 Tratamientos

J2.8.1.1 Prostatectomia radical

Es una operacion técnicamente complicada, y por ello se han buscado
tratamientos mas simples para los estadios tempranos de la enfermedad. Sin
embargo, ningun tratamiento ha reemplazado a la prostatectomia radical y sigue
siendo el procedimiento de referencia porque la hormonoterapia y la
quimioterapia nunca son curativas y no se pueden erradicar todas las células
cancerosas mediante la radiacion u otras formas de energia fisica, aun si el
tumor esta contenido dentro de la glandula (Campbell-Walsh, 2008). La
preservacion de uno ambos haces neurovasculares favorece el mantenimiento
de la funcién eréctil en los hombres que son funcionales y sexualmente activos,
pero si existe extension extracapsular o preservacion del fasciculo neurovascular

puede aumentar la probabilidad de que el tumor vuelva a aparecer (Smith, 2009).

40




J.8.1.2 Radioterapia

Consiste en el uso de haces de radiacibn gamma (generalmente fotones)
dirigidos a la préstata y los tejidos circundantes a través de multiples campos.
Para atenuar el dafio de la vejiga y el recto por radiacion, se ha desarrollado la
radioterapia con forma tridimensional, en la que una computadora altera los
haces de radiacién focalizando la dosis de radiacion hacia la region de la
glandula prostatica. La forma mas avanzada de forma tridimensional, la
radioterapia modulada por intensidad, permite localizar la dosis de radiacion a

campos geométricamente complejo (Campbell-Walsh, 2008).

La mayoria de los pacientes en los que falla la radioterapia,
independientemente del sitio de recurrencia, se maneja en la actualidad la
privacion de androgenos. Aquellos con recurrencia local solo pueden ser
candidatos para la braquiterapia, criocirugia o prostatectomia radical. La
morbilidad puede ser tan alta con estas formas de tratamiento como son sus

recaidas consecuentes (Smith, 2009).

J.8.1.3 Braquiterapia

Consiste en la implantacion de fuentes radiactivas (semillas o agujas)
directamente en la glandula prostatica y en los tejidos circundantes, para llevar
dosis elevadas de radiacién al tumor sin afectar, en la medida posible, la vejiga y
el recto (Campbell et al., 2008).

J.8.1.4 Hormonoterapia primaria

El tratamiento primario de supresion androgénica puede ser apropiado en
pacientes mayores o con comorbilidades importantes que impiden un tratamiento

curativo, o en pacientes que no desean un tratamiento curativo. Son escasos los
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datos publicados de pacientes a los que se tratdé con hormonoterapia por cancer

de prostata clinicamente localizado (Campbell-Walsh, 2008).

Nunca es curativa, en muchos pacientes puede haber remisién a largo
plazo. La orquiectomia bilateral y la administracion de estrogenos han sido
reemplazadas por analogos de la hormona liberadora de LH (LHRH). Los
antiandrégenos producen menos disfuncion sexual y osteoporosis, pero tienen
un mayor riesgo de complicaciones cardiovasculares. Ejemplos de estos
farmacos son el acetato de ciproterona como molécula esteroidal y la flutamida y

bicalutamida como no esteroidales (Campbell-Walsh, 2008).

Sin embargo, existen terapias de inhibicién de la sintesis de androgenos
con analogos de la LHRH. Este tipo de terapias se conoce como castracion
quimica y se aplica como terapia anti cancer para evitar la castracion quirurgica
(Campbell-Walsh, 2008; Eisenberger et al., 1998; Stricker, 2001). Otro tipo de
aplicacion de esta terapia es en los individuos acusados de violacidén, en donde
este tipo de analogos disminuyen la concentracién de T en sangre y por lo tanto,
también la libido (Mendoza, 2008; Velazquez et al., 2008). Entre estos analogos
se encuentran: buserelina, goserelina, leuprolerina y triptorelina (Eisenberger et
al., 1998; Velazquez et al., 2008).

El desarrollo de nuevos inhibidores de las enzimas que participan en las
vias de sintesis de las hormonas esteroidales y los antagonistas de los RA

podria mejorar las terapias actuales contra el cancer (Silva-Ortiz et al., 2015).

3.9 Estudios previos en inhibidores de 5a-R

Los tratamientos mencionados anteriormente (Figura 12) producen severos
efectos colaterales, entre los que se encuentran la disminucion de la libido,
eyaculacion retrograda, aumento de la depresion, afecciones hepaticas,
osteoporosis, colesterol, complicaciones vasculares, regresion de cancer,;
algunas tienen vias de accion desconocidas y métodos invasivos (Campbell-
Walsh, 2008; Clark et al., 2004; Roehrborn et al., 2002; Smith, 2009), por lo que
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la busqueda de mejores terapias sigue siendo un reto para los investigadores en

quimica medicinal.

La inhibicion de la conversiéon de T a DHT ha sido otro blanco terapéutico
al que se le ha apostado en investigacion (Castro-Magana et al., 1996). La
inhibicion de la actividad de la 5a-R ha producido algunas ventajas terapéuticas,
pero hasta la fecha solamente dos farmacos de sintesis han sido aprobados por
la U S Food and Drug Administration en los Estados Unidos: la dutasterida y la
finasterida; ambos inhibidores selectivos de las isoenzimas de la 5a-R como ya
se menciono antes. Sin embargo, como estos tratamientos tienen que ser a largo
plazo también son capaces de producir efectos colaterales importantes (Clark et
al., 2004; Mendoza, 2008; Roehrborn et al, 2002), lo que hace necesario
identificar nuevos compuestos mas potentes para poder disminuir el tiempo de

tratamiento (Velazquez et al., 2008).
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Figura 12. Vias inhibidas durante el tratamiento de la HPB y cancer de préstata. DES,
Dietilestilbestrol; LHRH, Hormona liberadora de hormona leutenizante; ACTH, Hormona
adrenocorticotropica; LH, Hormona leutenizante; DHT, Dihidrotestosterona; RA receptro
de andrégenos. Las lineas punteadas indican en lugar dénde va a ser inhibida la via; X
la anulacién de la cascada por el tratamiento. (Modificada de Ross y Foster, 2007).
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Tanto los estrégenos como la progesterona presentan actividad antiandrogénica,
los estrogenos inhiben la secrecion de gonadotropinas y la progesterona inhibe la

actividad de la 5a-R en los 6rganos blanco (Mendoza, 2008).

Los inhibidores de la 5a-R son utilizados en el tratamiento de la HPB y
ayuda en la reduccion de la DHT en el suero, al incrementar las concentraciones
de T y estradiol. Sus inhibidores disminuyen el nivel de DHT en prostata, la
contraccion prostatica y el crecimiento prostatico (Castro-Magana et al., 1996). El
uso de los inhibidores de esta enzima para el tratamiento de diversas patologias

va en aumento (Kruep et al., 2013).

Tres diferentes tipos de inhibidores pueden identificarse por mecanismos
cinéticos de reducciéon de T: inhibidores tipo A que son competitivos con el
cofactor (NADPH) y el substrato (T) e interactuan dejando libre a la enzima;
inhibidores tipo B los cuales son competitivos con el substrato y el ajuste del
complejo enzima- NADPH, y el inhibidor tipo C que tiene un mecanismo no

competitivo en el ajuste enzima- NADP* contra el sustrato (Li et al., 1995).

Los primeros inhibidores han sido disenados por modificacion de la
estructura de sustratos naturales, incluyendo la sustitucion de un atomo de
carbono de los anillos de los esteroidales por un heteroatomo tal como el

nitrégeno, formando asi azaesteroidales (Alauddin y Martin-Smith, 1962).

Los estudios de inhibidores enzimaticos de la enzima 5a-R se han
realizado a partir de la técnica TLC (cromatografia de capa fina) (Arellano et al.,
2011; Braetoff et al, 2008; Hiroshi et al., 1995; Silva-Ortiz et al., 2017), que ha
sido utilizada para la separacién cualitativa para mezclas simples (Jork et al.,
1990). La TLC es una técnica instrumental que ha adquirido gran importancia
para el andlisis de productos farmacéuticos, y de indole muy diversa, ya que
reune ventajas de la cromatografia en papel, y alguna de las de la cromatografia
liquida en columna (Valls y del Castillo, 2002).

La disposicion experimental es muy similar a la primera con la diferencia

que en el de papel, como soporte de la fase estacionaria, se utiliza una capa fina
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de un material absorbente tal como el gel de silice. Interviene un proceso de
absorcion sobre el soporte sélido. Consiste en colocar en una placa, de 20x20
cm, una gota de solucion de la muestra que se analiza y una vez que se seca, se
sitia en una camara de vidrio bien cerrada (Figura 13), que contienen el
eluyente, el cual fluye a través de la placa de silice, pasando entre sus fibras por
capilaridad (Jork et al, 1990; Valls y del Castillo, 2002).

Puede considerarse que cada fibrilla de la placa, junto con la humedad
retenida por la misma, constituye una célula elemental. La separacion se produce
por el reparto de las sustancias de la muestra entre la humedad retenida por las
células y el liquido eluyente que las atraviesa. El agua retenida constituye la fase
estacionaria, y el eluyente, que ahora se llama liquido de desarrollo constituye la
fase movil. Las sustancias muy solubles en el liquido de desarrollo ahora se
moveran libremente con éste, en cambio las que son solubles en agua, son
fuertemente retenidas por las células elementales (Jork et al, 1990; Valls y del
Castillo, 2002).

Figura 14. Camara de doble canal empleada en la elucion (Tomada de Valls y del
Castillo, 2002).

Antes de aplicar las muestras, se traza con un lapiz una linea recta paralela a
uno de los extremos de la tira de la placa y a unos centimetros del mismo. Sobre
esta linea se aplican las distintas muestras a distancias iguales, mediante un
capilar o micropipeta, la cantidad 6ptima a aplicar es de unos 2-5 mm?3 de una

solucién diluida, realizando la aplicaciéon en varias etapas cuando se precisen
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volumenes mayores, de forma que las manchas que se obtienen no tengan un
diametro superior a 5mm (Figura 15). Existen microjeringas de volumen
variables que permiten la aplicacion de volumenes variables de muestra. La
aplicacion se realiza por desplazamiento y no por accion del capilar como en el
caso anterior, se lleva la aguja del nanoaplicador a una distancia tal que el
volumen demuestra entra en contacto con la superficie del absorbente evitando
dafnarla. Las manchas se llevan a sequedad evaporando el disolvente con una

corriente de aire tibio (Valls y del Castillo, 2002).

Figura 15. Aplicacion de las muestras en la placa (Modificada de Valls y del Castillo,
2002).

La afinidad relativa se expresa en cromatografia por el valor de retencion (Rf),
que representa la relacion entre la distancia recorrida por la sustancia y la
recorrida por el frente del eluyente. Una vez que el eluyente ha recorrido la
distancia suficiente, se saca la placa de la cubeta y se seca. Se revelan las
distintas manchas obtenidas por diferentes procedimientos quimicos, tales como
la pulverizacion de una sustancia fluorescente sobre la placa, o a través de luz
ultravioleta (Valls y del Castillo, 2002)

El laboratorio de hormonas de la Universidad Auténoma Metropolitana
unidad Xochimilco ha empleado el uso del Bioscaner AR-2000 (Silva-Ortiz et al,
2017), que puede ser de gran utilidad en el analisis de ['®F] FDG puro, 3H y “C,
en placas TLC, geles o bloques. En nuestro estudio se utilizé la T [?H]. El sistema

contiene un contador digital directo y todos los radioisétopos incluidos en la
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emisién de cationes. El equipo utiliza gas proporcional al conteo, que puede

detectar todos los isotopos emitidos beta y gamma (Ecket y Ziegler, 2000).

El equipo AR-2000 (Figura 16) despliega el efecto de cada ensayo
enzimatico con los metabolitos obtenidos en la reacciéon T, DHT, androstendiol o
androstendiona, en graficos densitométricos (Figura 17) con base al Rf
mediante el software Bioscan V3, por lo que son usados como estandares en la
aplicaciéon de cada placa de TLC (Braetoff et al., 2008). Asimismo, permite la
cuantificacion de bajos niveles del analito disminuyendo los limites de deteccion

para los distintos compuestos de la placa (Valls y del Castillo, 2002).
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Figura 16. Bioscaner AR-2000. Figura 17. Andlisis densitométrico

El modelo animal que se ha usado en ensayos dependientes de andrégenos ha
sido el hamster (Vermoken et al; 1980; Braetoff et al., 2008; Arellano et al., 2011;
Silva-Ortiz et al, 2017), debido al estudio de Vermorken y colaboradores (1980),
quienes describieron el efecto antiandrogénico de varios compuestos, evaluando
los 6rganos del flanco como un tejido andrégeno dependiente de estos animales.
Este es un par de nddulos pigmentados que consiste en grupos de glandulas
sebaceas grandes, cubiertas por la epidermis y que contienen pelos gruesos
formando un complejo pilosebaceo. Se localizan en la superficie dorsal de la piel
del hamster (Figura 18) (Takayasu y Adachi, 1972).

47




En hamsteres hembra el diametro del punto pigmentado mide 2mm,
mientras que en los machos es de 8mm. Estos nodulos se contraen después de
la castracion hasta que se asemejan a los nédulos de las hembras. Sin embargo,
las inyecciones diarias o las aplicaciones tépicas de T o DHT restauran su
tamafo original (Takayasu y Adachi, 1972). Estas glandulas pueden metabolizar
la T a DHT tanto en animales intactos como gonadectomizados ya que la enzima
5a-R esta presente en este tejido. Ademas se ha utilizado como modelo para
estudiar el metabolismo de los lipidos y la fisiologia, para compuestos que

podrian usarse como inhibidores de la produccion de sebo (Cabeza et al., 2012).

Figura 18. Organos del flanco en hamster dorado.

Recientes estudios han demostrado que algunos derivados de pregnano
tienen una actividad en el efecto antiproliferativo de diferentes lineas celulares de
cancer y la inhibicion de la 5a-R (Silva et al., 2015; Silva et al., 2017).

Con base a esto, se emplearon compuestos de nueva sintesis producidos
por el grupo del Dr. Eugene Bratoeff de la Facultad de Quimica de la Universidad

Nacional Autébnoma de México.

La serie S3C- S7C, AM, FCB, JT y PAC (Tablas 1-9) fue propuesta por
su efecto probado en el laboratorio de hormonas de la Universidad Autbnoma de
México unidad Xochimilco donde se habia observado el efecto inhibitorio en la

actividad de la 5aR-1 y algunos habian tenido resultados esperados en RA. Al
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probarse en el presente trabajo no tuvieron efecto en la 5aR-2, por lo que no

fueron probados in vivo como se habia pensado.

Al observar el efecto inhibitorios sobre actividad de la 5aR-2 probado en

el presente escrito de los compuestos FCB16-FCB24 (Tablas 2-3).

Con la finalidad de comprender las interacciones moleculares entre los
esteroides de nueva sintesis y su diana bioldgica (5a-R2), los compuestos se

agruparon con base en el grupo funcional presente en el C-17 (Tablas 1-9).
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Tabla 1. Compuestos esteroidales S3C —S7C.

Nombre Clave Peso Punto Estructura
molecular de
(g/mol) fusion
(°c)
17-(9H-carbazol-9-il)-16- S3C 533 238-240 ! .
formilandrosta-5,16-dien- °/<
3-il I
ciclopropanecarboxilato v
17-(9H-carbazol-9-il)-16- sac 547 247-250 f P
formilandrosta-5,16 dien- . <,
3-il L
ciclobutanecarboxilato U
17-(9H-carbazol-9-il)-16- S5C 561 240-242 " Y
formilandrosta-5,16-dien- ; “
3-il o
ciclopentanecarboxilato G/
17-(9H-carbazol-9-il)-16- S6C 575 235-237 \ i
formilandrosta-5,16-dien- ¢ K
3-il O
ciclohexanecarboxilato
17-(9H-carbazol-9-il)-16- S7C 589 210-212 W

formilandrosta-5,16-dien-
3-il
cicloheptanecarboxilato
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Tabla 2. Compuestos esteroidales FCB16-FCB21, FCB24.

Clave Peso Punto de Estructura
molecular fusion
(g/mol) (°C)

FCB-16 421.57 93-95

FCB-17 421.57 189-190
FCB-18 409.53 225-226
FCB-19 409.53 119-121
FCB-20 425.99 139-141
FCB-21 425.99 209-212
FCB-24 435.59 212-214
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Tabla 3. Compuestos esteroidales FCB22, FCB25-FCB29.

Clave Peso Punto de Estructura
molecular fusion
(g/mol) (°C)

FCB-22 395.53 199-201
FCB-25 405.57 204-205
FCB-26 423.56 196-198
FCB-27 440.01 176-177
FCB-28 406.56 195-196
FCB-29 541.56 80-82
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Tabla 4. Compuestos esteroidales FCB23, FCB30, FCB31, AM7, AM10, AM12 y JT3.

Clave Peso Punto de Estructura
molecular fusion
(g/mol) (°C)

FCB-23 417.58 234-235
FCB-30 412.59 195-197
FCB-31 478.64 223-225
AM-7 410.5 182-184
AM-10 452.6 143-145
AM-12 342.5 206-208
JT-3 496.25 244-246
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Clave

FCB-32

AM-3

AM-4

AM-5

Tabla 5. Compuestos esteroidales FCB32, AM3-AM6.

Peso
molecular

(g/mol)

316.42

398.5

412.6

426.6

440.6

Punto de

fusion

(°C)

235-238

150-152

120-122

121-123

115-117

Estructura
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Tabla 6. Compuestos esteroidales PAC1-PAC3, PAC5 y PACS.

Clave Peso Punto de Estructura
molecular fusion
(g/mol) (°C)
PAC-1 500.63 208-210
PAC-2 484.63 279-181
PAC-3 470.60 253-237
PAC-5 505.04 236-238
PAC-8 495.61 208-210
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Tabla 7. Compuestos esteroidales PAC12, PAC13, PAC17 y PAC18.

Clave Peso Punto de Estructura
molecular fusion
(g/mol) (°C)

PAC-12 569.73 284-286 O O

PAC-13 587.72 272-275 O O

PAC-17 594.74 276-278 O O

PAC-18 614.73 278-279 O O
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Clave

JT-1

JT-2

IT-4

JT-5

JT-6

Tabla 8. Compuestos esteroidales JT1, JT2, JT4-JT6.

Peso
molecular

(g/mol)

516.5

496.25

471.25

439.25

501.26

Punto de
fusion

(°C)

239-241

256-258

240-241

261-263

242-244
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Tabla 9. Compuestos esteroidales FCB7 y FCB11.

Clave Peso Punto de Estructura
molecular fusion
(g/mol) (°C)
FCB-7 572.69 258-259
FCB-11 435.59 231-233
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4. Planteamiento del problema

El cancer de préstata y la HPB son enfermedades que aquejan al género
masculino en edad adulta con una alta incidencia en México y en el mundo.
Durante muchos afos se han investigado los blancos terapéuticos que puedan
ser utilizados para curar estos padecimientos. Hasta la fecha se han desarrollado
varios tipos de farmacos que han ayudado a resolver muchos de los sintomas
que se presentan en estas enfermedades con el propdsito de evitar la
intervencion quirdrgica. Sin embargo, estos tratamientos ademas de que
producen severos efectos colaterales, no previenen la metastasis en los casos
de cancer de prostata por lo que la busqueda de mejores terapias sigue siendo

un reto para los investigadores en quimica medicinal.

5. Hipoétesis

Si compuestos esteroidales son derivados del pregnano S3C- S7C, AM, FCB, JT
y PAC van a lograr la inhibicion de la enzima 5aR- 2, por lo que no se producira
DHT en los experimentos in vitro y se observara un efecto in vivo, del peso de la
préstata y de las vesiculas seminales, asi como la reduccion del diametro de los

organos del flanco.

6. Objetivo General

Evaluar el efecto in vivo e in vitro de los compuestos esteroidales que inhiben la
enzima 5a-R2 sobre la expresion de DHT en cromatrografia de capa fina, en la
disminucién del peso de la prostata y de las vesiculas seminales, asi como el

diametro de los 6rganos del flanco.
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6. 1 Objetivos particulares

6.1.1 Obtener a partir de prostata humana A-15-048, la fraccion membranal como

fuente de la enzima 5a0-R2.
6.1.2 Estandarizar la conversion de T a DHT en condiciones in vitro.

6.1.3 Evaluar el efecto de cada uno de los compuestos esteroidales S3C- S7C,
AM, FCB, JT y PAC sobre la expresion de DHT en TCL.

6.1.4 Comparar el efecto in vivo de los esteroidales FCB16-FCB32 en diferentes
grupos de hamsteres castrados y tratados con T en el diametro de los 6rganos

del flanco, el peso de la préstata y las vesiculas seminales.

1. Materiales y métodos

7.1 Disefo de estudio

El estudio se dividié en dos partes:

1. Determinacion in vitro de la inhibicion de la actividad de enzima 5a-R2 por los
compuestos S3C- S7C, AM, FCB, JT y PAC (Tabla 1-9).

2. Determinacion in vivo del efecto de los compuestos FCB16- FCB32 (Tablas 2-
4).

7.1.1 Determinacion in vitro de la inhibicién de la actividad de enzima 5a-
reductasa de tipo 2 por los compuestos S3C- S7C, AM, FCB, JT y PAC (Tabla 1-
9)

El estudio comprendidé una serie de experimentos in vitro en los que se evaluo la
actividad de los 5 compuestos esteroidales de la Tabla 1 como inhibidores de la
conversion de T a DHT.

Variables: en cada ensayo se utilizaron 5 concentraciones diferentes de cada
uno de los compuesto esteroidales que se muestran en la Tabla 1, con dos

repeticiones y controles.
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Las técnicas empleadas: fueron de caracter cuantitativo; las determinaciones de
T convertida a DHT se cuantificaron utilizando un Bioescaner (BIOSCAN AR-
2000).

Homogenizado de prostata humana

Para eso fue necesaria la obtencién de un homogenizado de préstata humana,
donde se obtuvo la actividad de la enzima 50-R2. La préstata humana se obtuvo
de individuos post-morten que ingresaron para autopsia al Depto. de Patologia
del Hospital General de la Secretaria de Salud. Este estudio fue aprobado por el
Comité de Etica del mismo Hospital. El tejido fue colocado en frio a -4°C en una
solucion salina (NaCl 0.15M) inmediatamente al ser extraido, para evitar la

pérdida de actividad enzimatica.

Una vez que el tejido se recibid, se criopreservé a -70°C en el congelador
(REVCO Technologies ULT1386-3-A). A las 24 horas se descongeld en bafio de
agua fria en un vaso de precipitados de 1000mL, dejando aproximadamente un
30% de congelaciéon de la misma. Se desechd la solucion salina en la cual
estaba contenida. Se elimind la grasa y tejido conjuntivo utilizando un equipo de

diseccion.

Se peso la prostata colocando una caja de petri con hielo en una balanza

granataria (Triple Beam Balance OHAUS 5Ib 20z).

Se agregd un volumen de buffer (Medio A pH 6.5, fosfato de sodio 20 mM,
pH 6,5 sacarosa 0,32 M) igual al doble de valor del peso de la préstata. Se
anadié DTT al 0.1 mM (DL-Ditiotereitol Sigma-Aldrich, Inc) el cual se pesé en una
balanza analitica (6A200 OHAUS).

Se homogenizé varias veces utilizando un homogeneizador (Ultra Tukay
lka T18Basic). El homogenizado se (Optima L-70K Ultracentrifuge) a 4000rpm a
una temperatura de 0°C por una hora.
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El centrifugado desplazé dos fases una liquida y una sélida. La fase solida

se criopreservé en microviales eppendorf.

Determinacion de proteinas por el Método Bradford

Para la determinacion de las proteinas en el homogenizado se utilizé el Método
Bradford (Bradford, 1986). Se preparé una solucion con 10 mg de azul de
Coomasie (Sigma Aldrich Inc. USA) que se peso en la balanza analitica (6A200
OHAUS). Posteriormente se diluy6é en 5 mL de etanol (Baker®) al 95%, 10 mL de

acido fosforico (Baker®), y se aforé en 100 mL de agua destilada.

Se realizé una curva patrén a partir de proteina albumina (MERCK) con
concentraciones ascendentes de 0 pL (blanco) 25 L, 50 yL, 75 yL y 100 yL en
tubos de ensaye, con una repeticion por concentracion. Se le afiadié NaCl 0.15
M (Baker®) en concentraciones descendentes 10 OuL al blanco, 75 uL, 50 pyL y
25 L, respectivamente. Se le agregé 5 mL de solucién Azul de Coomasie
previamente preparado. Las concentraciones utilizadas se muestran en la Tabla
10. Cada preparacion fue agitada en vortex (Thermolyne) y se colocaron en
celdas (4MM Beckman Coulter).

Se realizo la lectura de absorbancia en el espectrofotometro (DU 730 Life

Science UV/VIS Spectrophotometer Beckman Coulter).

Tabla 10. Curva patrén de albumina

Tubo | Albumina (1mg/mL)  NaCl0.15M | Azul de Coomasie

Blanco @ @ - 100 uL 5mL
25 25 plL 75 pL 5mL
50 50 pL 50 uL 5 mL
75 75 plL 25 pL 5mL
100 100pL - 5 mL
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Diluciones problema

Se tomaron 20 pyL de proteina obtenida a partir de homogenizado de prdstata
humana criopreservado, con la precaucion de no tomar membranas que pudieran
interferir en la lectura. Cada dilucion se preparo en un tubo de ensaye con una
repeticion. Se agregaron 180 pL de NaCl 0.15 M (Baker®) para obtener una
dilucion 1:10 y se homogeniz6. Se tomaron 100 uL de esta preparacion y se
colocaron en un tubo nuevo con 5 mL de soluciéon azul de Coomasie. Se agitdé y
realizd su lectura en el espectrofotometro a 590 nM (DU 730 Life Science UV/VIS

Spectrophotometer Beckman Coulter).

Posteriormente se realizaron otras diluciones 1:20, 1:30 y 1:40 como se

muestra en la Tabla 11. Para corroborar |la cantidad de proteina obtenida.

Tabla 11. Diluciones problema

Dilucion | Proteina | NaCl 0.15 M @ Azul de Coomasie

1:20 20 pL 380 uL 5mL
1:30 20 pL 580 ul 5 mL
1:40 20 pL 780 L 5mL

Los datos obtenidos (ug de proteina en 20 pL) fueron utilizados durante los

siguientes ensayos.

Evaluacion de la actividad de la enzima 5a-R2 obtenida a partir de prostata

humana.

Preparacion de medio de incubacién

A diferentes tubos de ensaye con su repeticion, se les agregaron: 2 nM de
testosterona 1,2,6,7- H3 (T[H3]) disuelta en etanol y 50 pL de dimetilsulféxido
(DMSOQO) (Baker®). Se dejo evaporar el etanol y se les afiadieron para alcanzar
un mL de buffer de fosfatos 40 mM pH 6.5 (NaH2PO4 Baker®, Na2zHPO4 Baker®)
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conteniendo 1 mM de DTT (DL-ditiotreitol) (Sigma-Aldrich, Inc. USA) y 2 nM de
NADPH (B- Nicotinamida adenina dinucleotido 2'-fosfato reducido sal tetrasddica
hidrato) (Sigma-Aldrich, Inc. USA).

Incubacioén

Para empezar la reaccion, a los tubos con el contenido descrito en el parrafo
anterior se les afiadieron 75, 150 o 300 pg de proteina de la fraccion membranal
obtenida de la préstata humana, para evaluar la conversion de T a DHT. Los
tubos se incubaron a bafio maria (SW22 Julabo) a 37°C durante una hora. Se
detuvo la reaccion con 1 mL de diclorometano (Baker®) y se agité durante 1min

en vortex.

Extraccion

Los tubos se centrifugaron (Allegra GR Centrififuge Beckman Coulter) a 3700
rom durante 5 min y se obtuvieron dos fases. Se extrajo la inferior con pipetas
Pasteur y se depositdé en el fondo de un tubo cénico. Este procedimiento se
repiti6 5 veces mas. Se dejé evaporar el diclorometano (Baker®) a sequedad;

aproximadamente por 48 horas.

Aplicacion del extracto en la placa cromatografica

Después de evaporacion quedo un remanente de DMSO al cual se le agregaron
100 yL de metanol (Baker®), se agité y el liquido se tomdé con una jeringa (100
ML Syringe Analtech) para aplicarse en las cromatoplacas (TLC Silica gel 60 F2s4)
previamente marcadas, utilizando un aplicador Analtech.INC. Este procedimiento
se repitid 5 veces mas. En los carriles laterales de la misma cromatoplaca se
aplicaron manualmente con un capilar 5 ug/5uL de las siguientes soluciones
estandar: T (Sigma Aldrich Inc. USA), DHT (Steraloids Inc), androstendiol (Sigma

Aldrich Inc) y androstenediona (Steraloids Inc).
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Elucion de las cromatoplacas

La cromatografia se desarroll6 en un sistema de cloroformo: acetona (9:1)
utilizando una tanque para cromatografia de placa fina (CAMAG) previamente

saturada con la combinacion de solventes.

Identificacion de estandares no marcados

Las fracciones de las cromatoplacas que contenian los estandares no marcados
se separaron de las cromatoplacas y se revelaron de la siguiente manera: la T y
la androstenediona con la lampara UV (Mineralight lamp Moldel UVG-54 254 nM)
y la DHT y el androstanediol utilizando un aerosol preparado con acido
fosfomolibdico al 8% (Baker®), y aplicando calor (100 °C) en una estufa
(AMERICAN 5636). Mas tarde se determiné su Rf.

Obtencion de metabolitos radiomarcados formados

La cromatoplaca se colocé en un lector de radiactividad Bioescaner (Bioscan AR-
2000). Y a través del software Bioscan V3 se produjeron los graficos
densitométricos indicando el valor calculado del Rf para cada uno de los
metabolitos radiactivos obtenidos a partir de la T marcada con tritio. Este valor se
compard con el obtenido con los estandares no marcados con la finalidad de
identificarlos. La cantidad de DHT marcada obtenida a partir de la T [H®] indico la

actividad de la enzima 5a-R. Este valor se utilizé como el 100% de la conversion.

Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (CI50) para cada uno de los
compuestos sintetizados S3C- S7C, AM, FCB, JT y PAC

Se prepararon una serie de tubos con su repeticion de la misma forma que se
indicé anteriormente y se agregaron diferentes concentraciones [1X10-'-1X104
M] de los compuestos a estudiar S3C- S7C, AM, FCB, JT y PAC (Tabla 1-9). La
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reaccion se inicié agregando 300 pg de proteina con actividad de 5a-R. Ademas
se preparé un blanco de reactivos; sin proteina. Los tubos se incubaron,
extrajeron y los metabolitos formados se separaron, cuantificaron e identificaron

como se describid en las secciones anteriores.

Calculo de la Clso.

La concentracion media inhibitoria (Clso) se define como la concentracion del
inhibidor que reduce la velocidad de la reaccion a la mitad de la que existe en
ausencia del inhibidor. El valor de la Clso de los compuestos probados se calculd
a partir de los graficos de inhibicién construidos con apoyo del Programa SIGMA
PLOT version 12.

7.1.2 Determinacion in vivo del efecto de los compuestos FCB16 — FCB24
(Tablas 2-3)

El estudio comprende los experimentos in vivo en donde se evalud el efecto de
cada uno de los 9 compuestos esteroidales (FCB16 — FCB24) que mostraron
efecto in vitro en las Tablas 2-3 inhibiendo la DHT. Por lo cual fueron evaluados
sobre el peso de la prostata y de las vesiculas seminales de hamsteres

castrados y tratados con T.

Variables: fueron los tratamientos con los diferentes compuestos a estudiar que
se aplicaron a distintos grupos de hamsteres castrados y tratados con T. Se
utilizaron tres grupos control de 4 hamsteres cada uno: uno tratado por la via
subcutanea con 200 ug de T disueltos en 200 pL de aceite de sésamo; el
segundo sera tratado con T plus Finasterida; y el tercer grupo con T mas cada
uno de los 9 esteroidales que mostraron efecto in vitro mostrados en las Tablas

2-3, con 4 respectivas repeticiones.

Técnicas: fueron de caracter cuantitativo, ya que, fue necesario medir el peso de
la prostata y de las vesiculas seminales, asi como el tamafio de los érganos del
flanco presentes en la parte dorsal de los hamsteres.
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Evaluacion in vivo de los compuestos esteroidales

Se requirié un grupo de 4 hamsteres dorados (cada uno) de 3 meses de edad
que fueron sometidos a gonadectomia 30 dias antes de comenzar los
experimentos. Las cirugias se realizaron bajo anestesia con Pentobarbital sédico
50mg/kg de uso veterinario (Smithkline Norden, México). Los animales se
mantuvieron durante 30 dias en una habitacidn con temperatura controlada
(22°C) y periodos de luz-oscuridad de 12 h. Los alimentos (5001 Purina Lab

diet) y agua fueron proporcionados ad libitum.

Los experimentos que implican el uso de animales de laboratorio fueron
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Autonoma Metropolitana Plantel

Xochimilco.

Los tres grupos se mantuvieron como control; uno fue inyectado con 200yl
de aceite de sésamo (Cosmopolita), el segundo con 1 mg/kg de peso corporal de
T (Sigma Aldrich, Inc.) disuelto en 200uL de aceite de sésamo, y el tercero con 1

mg/kg de T y con 1mg/kg de Finasterida (Sigma Aldrich, Inc.).

Los tratamientos con los compuestos cuya actividad in vitro fue
comprobada (FCB16- FCB24) fueron inyectados junto con la T (1 mg/kg en 200
ML de aceite de sésamo) a 9 grupos diferentes de hamsteres gonadectomizados,

en una dosis de 2 mg/kg, disuelta en 200uL de aceite de sésamo.

Después del tratamiento, los animales fueron sacrificados en una camara
de COz2. Se procedidé a pesarlos y posteriormente se midié el diametro de los
organos flanco con un vernier. La prostata y las vesiculas seminales de cada

animal se diseccionaron y pesaron en la balanza analitica (6A200 OHAUS).

Se realiz6 la prueba de ANOVA del peso de la prostata, vesiculas y
didmetros de los 6rganos del flanco; y los promedios se compararon utilizando la

prueba de Dunnet con una p<0.05.
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8. Resultados

8.1 Efecto in vitro de los compuestos estudiados

El resultado de las pruebas biologicas realizadas con los compuestos de la serie
S3C-S7C de la Tabla 1, indica que no mostraron actividad biolégica sobre la
5aR-2 (Figura 19).

Lo

e canliiTccaslNtc aa
V’L“/(i?@ o (T

Cl 50 50R2=NA €l 50 5aR2=NA Cl 50 50R2= NA

S7C

Cl 50 50R2= NA Cl 50 5aR2=NA

NA: No activo

Figura 19. Valores de la Clso para los esteroides S3C-S7C

68




En la Figura 20 se muestra el valor de la Clso de los esteroides: FCB16-FCB21 y
FCB24. Entre ellos, EL FCB20 obtuvo el Clsy con 504.9 nM, mientras que el

FCB16 presentd un valor menor: 13.5 nM.

FCE-17

B gBS e

Cl =3 50R2=137.3 nM Cl = SaA2=40.% nM Cl 5 5aR2=13.5 nM

Cl 3 50R2=114.5 M Cl 3 50R2=59.2 nk

Cl 5 50R2=235.6 nM

Figura 20. Valores de la Clso de los esteroides FCB16-FCB21 y FCB24.
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La Figura 21 muestra el valor de la Clso de los esteroides FCB22, FCB25-
FCB29. Entre ellos el valor mayor fue el FCB28 con 54.2 nM, mientras que el

FCB26 presentd un valor menor: 8.05 nM.

Clsg 50R2=22.6 nM Clso 5aR2=8.45 nM Clsg 50R2=8.05 nM
FCB-27 FCB-28 FCB-29
a ¢

O ;g 0
)

Clsg 5aR2=20.3 nM Clso 50R2=54.2 nM

Clsg 50R2=21.08 nM

Figura 21. Valores de la Clso de los esteroides FCB22, FCB25-FCB29.

En la Figura 22 se muestra el valor de Clso de los esteroides: FCB32 y AM3 -
AMSG6. Entre ellos el valor mayor fue el AM6 con 370 nM, mientras que el AM3

presenté un valor menor fue el 21.31 nM.

FCB-32 AM-3 AM-4

Cl = 50R2=100.7 ph

Cl =0 3aR2=370 nM

Figura 22. Valores de la Clso de los compuestos FCB32 y AM3-AM6.
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En la Figura 23 se observa el valor de la Clso de los compuestos: FCB23,
FCB30, FCB31, AM7, AM10, AM12 y JT3. Entre ellos el valor mayor fue el
AM10 con un valor de 2300 nM, mientras el que presentd un valor menor fue el
FCB31 con un Clso de 29.7 nM.

FCB-23 FCB-30 FCB-31
[E =
Clsp 50R2=32.2 nM Clsp 50R2=35.3 nM Clsg SER2=20.7 ki

AM-T

Clsp 50R2=33.30 n

Clsa 50R2=44.37 M Clsg 50R2=2.3 pM

£

Clsa 50R2=241 nM

Figura 23. Valores de la Clso para cada uno de los compuestos FCB23, FCB30, FCB31, AM7,

AM10, AM12 y JT3.
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La Figura 24 muestra el valor de la Clso de los esteroides PAC1-PAC3, PACS5 y

PACS8. Ninguno de ellos fue activo para inhibir la actividad de la enzima 5aR-2.

PAC-1 PAC-2 PAC-3
g
Clsg 50R2=NA Clsg SOR2=NA Clsg SOR2=NA
PALC-5 PAC-E
{:l &
Clsg 50R2=NA Clsg SCRZ=NA

Figura 24. Valores de la Clso de los compuestos PAC1-PAC3, PAC5 y PACS.

La Figura 25 muestra el valor de la Clso de los esteroides PAC12, PAC13,
PAC17 y PAC18. Ninguno de ellos inhibié la actividad de la enzima 5aR-2.

PAC-17

€l o 50R2= NA

Figura 25. Valores de la Clso los esteroides PAC12, PAC13, PAC17 y PAC18.

72




En la Figura 26 se presenta el valor de la Clso de los esteroides JT1, JT2 y JT4 -

JT6. Ninguno de ellos muestra actividad inhibitoria sobre la enzima 5aR-2.

IT-1 IT-2 IT-4
o P
\J LA e
/(j* ..uﬁ_{ &_{
Clsa SoR2=NA Clgg SOR2=NA Clsa S0R2=NA
IT-5 IT-6

Clsg SOR2=NA Clsg SOR2=NA

Figura 26. Valores de la Clso de los compuestos JT1, JT2 y JT4 - JT6.

En la Figura 27 se presenta el valor de la Clso de los esteroides FCB7 y FCB11.

Ninguno de ellos tiene actividad inhibitoria sobre la enzima 5a-R2.

FCE-T

Figura 27.Valores de la Clso de los compuestos FCB7 y FCB11.
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8.2. Efecto in vivo en los 6rganos blanco de los compuestos esteroidales con

actividad in vitro.

En la Grafica 1 se muestra el efecto in vivo en el peso de la prostata por los

esteroides FCB16- FCB24 inyectados conjuntamente con la T a los hamsteres.

En el control gonadectomizado y tratado exclusivamente con vehiculo se
observd la disminucién del peso de la préstata en comparacion el de los
animales intactos (préstata: 18.0 vs. 20 mg). En los animales tratados con T
aumentd el peso de estas glandulas, mientras que en aquellos tratados con T y

Finasterida disminuyé el peso de dichas estructuras (Grafica 1).

En los animales tratados con T, los compuestos esteroidales o la
combinacion de ambos disminuyo el peso de la prostata, en comparacién con el

de los controles gonadectomizados y tratados unicamente con T.

Grafica 1. Efecto en el peso de la préstata en la mediat e.e.m de los hamsteres
tratados con los esteroides FCB16- FCB24. *Diferencia significativa comparado con
grupo de T; **Diferencia significativa comparado con el grupo de T+F (p<0.05).

Peso (me)
L in (=]
o BEs 883238 8
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En la Grafica 2 se muestra el efecto in vivo en las vesiculas seminales por los

compuestos FCB16- FCB24 inyectados conjuntamente con la T a los hamsteres.

En el control gonadectomizado y tratado exclusivamente con vehiculo se
observo la disminucion del peso de las vesiculas seminales en comparacion el
de los animales intactos (vesiculas seminales17.0 vs. 20 mg p<0.05). En los
animales tratados con T aumentd el peso de estas, mientras que en aquellos

tratados con T y Finasterida disminuyé el peso de dichas glandulas (Grafica 2).

En los animales tratados con T, los compuestos esteroidales o la
combinacion de ambos disminuyo el peso vesiculas seminales, en comparacion

con el de los controles gonadectomizados y tratados unicamente con T.
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Grafica 2. Efecto en el peso de las vesiculas seminales media+ e.e.m de los hamsteres
tratados con los esteroides FCB16- FCB24. *Diferencia significativa comparado con
grupo de T (p<0.05).
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En la Grafica 3 se muestra el efecto in vivo en el diametro de los 6rganos flanco
de los hamsteres tratados con los esteroides FCB16- FCB24 inyectados

conjuntamente conla T.

En el control gonadectomizado y tratado exclusivamente con vehiculo se
observd un tamafo similar en el diametro de los 6rganos flanco en comparacion
con los animales intactos (1.5 vs 1.8 cm p<0.05). El didametro de estos 6rganos
aumentd con el tratamiento con T, mientras que el tratamiento de T con

Finasterida disminuyo el diametro como se esperaba (Grafica 3).

En los animales tratados con T, los compuestos esteroidales FCB16- FCB22 y
FCB24 o la combinacion de ambos disminuy6 el diametro de los érganos flanco

en comparacion con el de los controles gonadectomizados y tratados con T

(Grafica 3).
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Grafica 3. Efecto en el diametro de los 6rganos flanco en la media + e.e.m de los
hamsteres tratados con los esteroides FCB16- FCB24. *Diferencia significativa
comparado con grupo de T (p<0.05).
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9. Discusion

De los compuestos 46 que fueron probados soélo 24 mostraron un efecto
inhibitorio in vitro sobre la actividad de la enzima 5a-R2. Los esteroides S3C-
S7C, PAC1-PAC3, PAC5, PACS8, PAC12, PAC 13, PAC17, PAC18, JT1, JT2,
JT4- JT6, FCB7 y FCB11 no fueron activos en estos ensayos enzimaticos.

La serie S3C-S7C muestran en su estructura un (metil-ciclo-[propano,
butano, pentano, hexano, heptano]-carboxilato) en el C-3 y grupo carbazol en el
C-20. Estos radicales al impiden estéricamente la interaccion del compuesto con
el sitio activo de la enzima. Sin embargo, hipotéticamente estos los compuestos
podrian tener un efecto in vivo, ya que en el plasma existe la presencia de
esterasas que podrian hidrolizar el grupo en el C-3.

Los valores de la Clso de los derivados del pregnano con un N-([3-
metoxifenilo, 2-metoxifenilo, 3-fluorofenilo, 2-fluorofenilo, 3-clorofenilo, 2-
clorofenilo]- acetamida) en el C-17, mostraron que el mas potente de ellos para
inhibir la actividad de la 5a-R2 es el FCB16, mientras que el menos potente para
inhibir esta enzima fue el FCB20. Sin embargo, los estudios in vivo indican que el
FCB16 tiene efecto unicamente en el peso de la prostata, ya que, el peso de las
vesiculas seminales aumentdé mas que el grupo control tratado con T y con
Finasterida y también tuvo efecto en la disminucién de los 6rganos del flanco, lo
que sugiere que el FCB16 de este grupo posee mas potencia terapéutica en la
glandula prostatica.

Los valores de la Clso de los compuestos derivados del pregnano con un
grupo substituido N-([piridin-2-il, 4-metoxibencil, bencil, 4-fluorobencil, 4-
clorobencil- piridin-2-ilmetil, 3-5-trifluorometil-bencil]-acetamida) en el C-17 del
nucleo del pregnano, mostraron que el mas potente para inhibir la actividad de la
5a-R2 es el FCB26, mientras que el menos potente fue el FCB28. De estos los
mas activos in vivo fueron FCB22 y FCB24, lo que indica que estos esteroides
poseen una mayor potencia terapéutica. Los demas compuestos de este grupo

podrian ser candidatos para estudios in vivo.
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Los compuestos que van de la serie FCB16- FCB32 presentan un grupo
ceto en el C-3 y un grupo radical mas grande en el C-17. Indica la importancia
del C-3 en la interaccion con el sitio activo de la enzima. Los dobles enlaces que
muestran en el C-3 y C- 4 podria ser un factor determinante en la actividad de la
enzima, como se ha propuesto para explicar la de accién de la Finasterida (Bull
et al., 1996). Estos autores proponen que el NADPH interactua con los dobles
enlaces del anillo A de la Finasterida hasta reducirlos por completo, ya que es
una inhibicion de tipo competitiva que incluye al cofactor podriamos esperar un
mecanismo similar para la inhibicidn de la enzima producida por los compuestos
FCB16- FCB32.

El mecanismo de accion de los inhibidores de la serie FCB, se consideran
también semejante al producido por la Dutasterida (Aggarwal et al., 2010), ya
que ambos contienen en el anillo A el grupo ceto en el C-3 y en el C-17, unido a
un N y un radical ciclico que en el caso de la Dutasterida es un trifluorobencilo,
ademas de ser un azaesteroide. EI compuesto FCB29 tiene una estructura

quimica similar a la Dutasterida.

Los valores de la Clso con un grupo éster (propilato butirato, petanoato,
hexanoato) en el C-17, mostraron que el mas potente de ellos para inhibir la
actividad de la 5a0-R2 es el AM3, mientras que el menos potente es el AM6.

Estos no fueron estudiados in vivo pero son candidatos para ser valorados.

Los valores de la Clso con un grupo variable en el C-17 (indolin-carbonilo,
tiazol-ilmetil, fluorofenil, ciclopropanocarboxilato, ciclohexanocarboxilato, triazol-
il), mostraron que el mas potente de ellos para inhibir la actividad de la 5a-R es el
FCB31, y el menos potente fue el AM10. Por lo que son candidatos para ser

valorados in vitro.

Todos los esteroides evaluados de la serie AM tienen un grupo ceto en el

C-3 y tienen un efecto inhibitorio de la enzima compitiendo efectivamente con la
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T, que también presenta un grupo ceto en este carbono. Estos compuestos
tienen diferentes radicales en C-17 lo que permite interactuar de manera
diferente con la enzima y potenciar el efecto de una mejor manera (Voig y Hsia,
1973).

Los valores de la Clso con un grupo pirazol en el C-17 no mostraron
actividad para inhibir la 5a-R2. Ninguno de los esteroides analizados de la serie
de compuestos PAC tuvo un resultado favorable, lo que fue correlacionado con
los resultados sin actividad sobre la 50-R2; donde el C-3 juega un papel
importante. Este carbono cuenta con una cetona unida a un benzoato; radicales

bastante grandes para competir con el sustrato natural.

Los valores de la Clso con un grupo triazol en el C-17 no mostraron
actividad para inhibir la 5a-R2, con excepcion del JT3 que si tienen un efecto
inhibitorio sobre la enzima. Por lo que es un candidato en la valoracién in vivo
para dilucidar su efecto. La serie de compuestos JT poseen un grupo grande
unido al C-3, ademas son compuestos pequefios y en algunos casos sin
radicales en este carbono y no presentan actividad bioldgica. Discos resultados
nos sugieren que la falta del grupo ceto en el C-3 los hace inactivos y
posiblemente la falta de un doble enlace en el C-4 hace que estos compuestos

interaccione en el grupo activo de la enzima.

Casi todos los compuestos utilizados en este estudio, con efecto
inhibitorio, presentan un doble enlace en el C-4 (excepto el JT3), el cual podria
ser esencial junto con un grupo ceto o un radical favorable en el C-3 para el
acoplamiento de la 5aR-2 y la inhibicion de su actividad. Esto se correlaciona con
los estudios realizados por Voig y Hsia (1973) mostraron que los compuestos con
la estructura A%, 3-ceto tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima,
debido a que por la naturaleza hidrofilica de ésta, puede unirse con el Anillo A de
la molécula esteroide. Ademas observaron que cuando el C-3 no tiene radicales
en sus enlaces puede inhibir la actividad compitiendo con la T.
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El unico compuesto de la serie JT con efecto es el JT-3. En este caso, el

metilo unido al C-3 parece aumentar su actividad.

Los compuestos FCB7 y FCB11 que contienen radicales mas grandes en

el C-17 no tuvieron actividad inhibitoria sobre la 5aR-2.
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10. Conclusiones

e Los compuestos FCB16- FCB22 y FCB24 podrian tener potencia
terapéutica para las enfermedades andrégeno dependientes, por mostrar

efectos inhibitorios sobre la enzima 5a-R2 in vivo e in vitro.

e Los esteroides FCB25- FCB32, JT3, AM3- AM7, AM10 y AM12 mostraron

efecto inhibitorio sobre 5a-R2 in vitro.

e EIl grupo ceto en el C-3 es clave para la interaccién de los compuestos

esteroidales con la 50-R2.

e El doble enlace en el C-4 es esencial para competir con el sustrato natural
de la 50-R2.

e Un radical adecuado en C-17 puede potenciar la actividad de inhibicion de

los compuestos.

81




11. Perspectivas

Los compuestos con actividad inhibitoria que no fueron evaluados
farmacolégicamente podrian ser probados con la finalidad de comprobar
que no sean profarmacos que al hidrolizarse en el organismo, muestren la
actividad deseada

Los compuestos valorados in vivo, FCB16- FCB24, podrian ser
estudiados en células correspondientes a una linea celular de cancer de
préstata LnCAP que es ampliamente utilizado y el cual se ha establecido
para estudios antiproliferativos, por lo cual se podria dilucidar su efecto en

el carcinoma de esta glandula.
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