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Resumen y Abstract IX

Resumen

Con la finalidad de contribuir al descubrimiento de farmacos para el tratamiento de
desérdenes dependientes de andrégenos enddgenos, como el cancer de prostata (CP) y
la hiperplasia prostatica benigna (HPB), que a su vez son problemas de salud publica en
el entorno nacional y mundial, dada su alta morbilidad y mortalidad en los hombres
maduros, en el presente trabajo se determind la actividad in vivo de los compuestos de
origen liguénico: esferoforina (1) y acido atrarico (2), mismos que presentaron actividad in

vitro sobre blancos involucrados en la biosintesis y/o accién de androgenos enddgenos.

Los compuestos 1y 2 se obtuvieron a partir de los liquenes Bunodophoron melanocarpum
y Stereocaulon strictum, respectivamente, empleando técnicas fitoquimicas
convencionales. Su identidad se confirmé mediante la determinacion de sus datos
espectroscopicos de RMN !H y *C comparando con los reportados en la literatura. La
determinacién de la actividad in vivo sobre la biosintesis y/o accion de androgenos
enddgenos se llevé a cabo mediante el ensayo Hershberger en ratas macho Wistar
adultas. Los animales se sometieron a gonadectomia bajo anestesia de ketamina (75
mg/kg peso corporal (pc) y xilacina (10 mg/kg pc) via intraperitoneal diez dias antes del
experimento. Luego, se dividieron al azar en 5 grupos de 7 individuos. Tres grupos fueron
los controles y se administraron con aceite vegetal (AV) (200 pL, vehiculo); testosterona
propionato (TP) (0.4 mg/kg pc disuelto en vehiculo) y TP (0.4 mg/kg pc) + finasterida (F)
(control positivo) (1 mg/kg pc, disuelto en vehiculo) via subcutanea (SC). Del cuarto al
quinto grupo, los compuestos de prueba (2 mg/kg pc disueltos en vehiculo (200 uL)) + TP
(0.4 mg /kg pc) se administraron diariamente (10 dias) via SC. Al dia siguiente de la ultima
administracién, los animales se sacrificaron, se extirparon sus 6rganos dependientes
(prostata, vesiculas seminales, musculo bulbocavernoso, glandulas de Cowper y glande)
y no dependientes (higado, rifiones y glandulas suprarrenales) de andrégenos y se
pesaron, expresando estos datos como mg de 6rgano por 100 g de peso corporal.

Adicionalmente, las préstatas fueron sometidas a analisis histopatolégico semi-cuantitativo
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por histoscore para observar algunas caracteristicas que podrian suponer un posible
efecto antiandrogénico en dicho 6rgano.

Considerando que 1y 2 comparando con F y AV, no disminuyeron de manera significativa
(p < 0.05) el peso de los 6rganos dependientes de andrégenos enddgenos, no presentaron
efecto antiandrogénico in vivo a la dosis evaluada. Tampoco presentaron efecto in vivo
sobre el peso y morfologia de los érganos no dependientes de andrégenos, indicando de
manera preliminar que no poseen efecto toxico evidente a corto plazo. A nivel histoldgico,
el tejido prostatico de los animales tratados con TP presento caracteristicas hiperplasicas
(en un 100 %) mientras que el tratado con TP + F presentd menor porcentaje de éstas (50
%), indicando un efecto protector de este fArmaco ante la induccién de hiperplasia por
dicho andrégeno. El tejido tratado con TP + 1 o TP + 2 también presentdé menor porcentaje
de caracteristicas hiperplasicas (40 y 60 %) infiriendo un efecto protector in vivo (en un 60
y 40 %, respectivamente) de estos compuestos. La esferoforina y el acido atrarico son
candidatos para estudios mas profundos que permitan desarrollarlos como farmacos para

el posible tratamiento de desdrdenes dependientes de andrégenos endbgenos.

Palabras clave: sustancias liquénicas, antiandrégenos, prostata.
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Abstract

With the objective to contribute the discovering of drugs to treat the disorders endogen
androgen-dependent like prostate cancer (CP) and prostatic benign hyperplasia, which are
public health problem worldwide and in Colombia because their high morbidity and mortality
in mature men, in this investigation the in vivo activity of the lichen origin compounds
sphaerophorin (1) and atraric acid (2) was evaluated. These compounds have been active
in vitro on targets involved in the biosynthesis and action of endogen androgens.

The compounds 1y 2 were obtained from the lichens Bunodophoron melanocarpum and
Stereocaulon strictum using phytochemical techniques. Their identity was confirmed by
their spectroscopic RMN °H and '3C data that was compared with the literature. The in vivo
activity on the biosynthesis and action of endogen androgens was determined by
Hershberger bioassay using male Wistar rats. The animals were castrated under
anesthesia (Ketamine 75 mg/kg and xilacine 10 mg/kg) intraperitoneal ten days before the
experiment. Then, the rats were distributed randomly in 5 groups of 7 individuals each one.
Three groups were the controls: vegetal oil (AV) (200 uL, vehicle); testosterone propionate
(TP) (0.4 mg/kg dissolved in the vehicle); and TP (0.4 mg/kg) + finasteride (F) (positive
control) (1 mg/kg dissolved in 200 pL of vehicle) subcutaneously. The fourth and fifth groups
had the test compounds (both 2 mg/kg dissolved in 200 uL of vehicle) + TP (0.4 mg/kg) that
were administrated once daily for 10 days subcutaneously. The day after the last
administration, the animals were sacrificed and their organs androgen dependents
(prostate, seminal vesicles, bulbocavernosus muscle, Cowper glands and glans) and no
androgen dependents (adrenal glands, kidneys, and liver) were obtained and weight. This
data was expressed as mg of organ per 100 grams of corporal weight. Additionally, the
prostates were analyzed semiquantitatively using histoscore to observe some
characteristics that could be a possible antiandrogenic effect in that organ.

Considering that 1 and 2 did not decrease significatively (p<0.05) the weight of the

androgen-dependent organs, can be concluded the compounds did not have
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antiandrogenic effect in vivo at the evaluated dose. They also had no in vivo effect on the
non-androgen-dependent organs showing no toxic effect preliminarily at short term.

Histologically, the prostatic tissue treated with TP was hyperplasic (100%) meanwhile the
TP + F had a lower hyperplasic proportion showing that this drug has a protective effect on
hyperplasia inducted by this androgen. The tissue treated with TP + 1 or TP + 2 also showed
a lower proportion of the hyperplasic characteristics (40 and 60% respectively) showing a
protective effect in vivo. The sphaeorphorin and the atraric acid are candidates to continue
deeper studies that let develop them as drugs to the possible treatment of androgen-

dependent diseases.

Keywords: lichen origin compounds, antiandrogens, prostate.
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Planteamiento del problemay justificacion

Las enfermedades dependientes de androgenos enddgenos, entre ellas el cancer de
prostata (CP) y la hiperplasia prostética benigna (HPB), constituyen problemas de salud
publica dada su elevada incidencia y prevalencia en los hombres maduros. El CP es el
mas prevalente a nivel mundial, seguido del colorrectal, constituyéndose en la segunda
causa de muerte debida a cancer entre los hombres maduros (Kelly et al., 2018). Se estima
gue para el afio 2030 se presenten 1.7 millones de nuevos casos a nivel mundial, con una

mortalidad cercana a los 499 mil individuos (Poveda-Matiz et al., 2014).

En Colombia, el CP también es el mas prevalente en dichos individuos, seguido del de
estdmago (Globocan, 2021a). Sus casos se han cuadruplicado entre los afios 1990y 2013
aumentando su incidencia a 13200 casos nuevos por afio (Global Burden of Disease
Cancer Collaboration et al., 2015), por ello, el Instituto Nacional de Cancerologia lo ha
incluido dentro de las lineas prioritarias de investigacion en lo relacionado a su etiologia,
patologia, control del riesgo, deteccion precoz, diagndstico y tratamiento (Ministerio de
Salud y Proteccion Social, 2012). Asimismo, el Ministerio de Salud y Proteccion Social lo
ha incluido en el Plan Nacional de Deteccion Temprana, enfocando sus esfuerzos a su
diagnédstico en estadios tempranos, mejorando asi, su prondstico (Instituto Nacional de

Cancerologia, 2017; Ministerio de Salud y Proteccién Social, 2012).

Por su parte, la hiperplasia prostética benigna (HPB), definida como el crecimiento
excesivo del tejido prostatico por un aumento en el nUmero de sus células (Caro-Zapata et
al., 2018; Instituto Nacional del Cancer, 2011a), también constituye un problema de salud
publica dada su alta prevalencia en los hombres maduros (40 % en la poblacion masculina
durante la quinta década de vida y hasta un 90 % durante la novena década de vida) (Lim,

2017; Sociedad Colombiana de Urologia, 2014). Cabe mencionar que respecto a este
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padecimiento, no se cuenta con una clara descripcion de su epidemiologia a nivel mundial
ni nacional y sus datos de incidencia pueden estar mal estimados debido a que su
diagnédstico se inicia por los sintomas del tracto urinario inferior que provoca en los
individuos, mismos que podrian incluir condiciones de la vejiga diferentes a la HPB
(Arlandis Guzman et al., 2009). A pesar de ello, se estima su prevalencia mundial del 26.2

% en hombres mayores de los 45 afios de edad (Caro-Zapata et al., 2018; Lee et al., 2017).

Entre las opciones terapéuticas mas utilizadas para el tratamiento del CP localizado y de
la HPB sintomética, la cirugia de extirpacion de la préstata completa o de parte de ella es
la mas recurrida (Daniyal et al., 2014), la cual, al ser una terapia invasiva, afecta la calidad
de vida de los pacientes, dados los problemas postoperatorios que se pueden presentar,
entre ellos, disfuncidon eréctil, limitacion de la actividad fisica intensa e incontinencia
urinaria (Catafio y Morales, 2009). Por ello, el tratamiento farmacoldgico ha adquirido
importancia porque ayuda a disminuir el tamafio prostatico sin necesidad de cirugia
(Fitzpatrick y Artibani, 2006).

Considerando que el CP y la HPB son enfermedades dependientes de andrégenos
enddgenos, su tratamiento se ha enfocado a modular la biosintesis y/o accion de dichas
hormonas (Daniyal et al., 2014; Fitzpatrick y Artibani, 2006; Helsen et al., 2014). Los
principales andrégenos en el hombre son la testosterona (T) y su metabolito reducido
dihidrotestosterona (DHT), siendo la T, la forma circulante principal (ca. 95 %). Esta
hormona es secretada principalmente por las células Leydig de los testiculos en respuesta
a la estimulacion de la hormona luteinizante (LH), mientras que una pequefia cantidad, es
producida por la corteza suprarrenal y el higado. A su vez, la DHT es biosintetizada a partir
de T, en tejidos que expresan a la enzima esteroide 5a-reductasa (EC 1.3.99.5) (5aR),
como la préstata (Swerdloff et al., 2017).

Tanto T como DHT ejercen sus efectos fisioldgicos por activacion del receptor de
androgenos (RA), un receptor nuclear de hormona esteroidal inducible por ligando (Gao et
al., 2005), permitiendo regular las funciones de los érganos dependientes de andro6genos
mediante mecanismos gendémicos y/o no genémicos. Las acciones gendémicas de los
andrdgenos se constituyen en el mecanismo de accién "clasico”, donde la union de estos
ligandos al receptor provoca que éste asuma una conformacién especial que conduce a la
activacion o inactivacion de la transcripcion génica que se traduce en respuestas

intracelulares como la proliferacion celular (Gao et al., 2005). Por ello, el antagonismo del
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RA constituye un blanco farmacolégico para el tratamiento del CP (Lamb y Neal, 2013) ya
gue reprime la proliferacion celular. Por otro lado, el mecanismo de accién no genémico es
definido como aquellas respuestas que se generan independiente a la activacion de
segundos mensajeros, a la concentracion de calcio intracelular y otros receptores como

PI3K y adenilato ciclasa (Bottino y Lanari, 2010; Shtivelman et al., 2014).

A pesar de que ambos andrégenos interactian con el RA, la DHT es mas afin por éste,
ademas de que posee mayor potencia para regular la expresion génica y la proliferacion
celular, siendo considerada como la responsable del agrandamiento prostatico (Vickman
et al., 2020). Una sobreexpresion de la 5aR (como ocurre en el tejido prostatico
hiperplasico en comparacién con el normal) da como resultado cantidades elevadas de
DHT disponibles para exacerbar el crecimiento de la préstata, por lo cual la inhibicién de
dicha enzima es una herramienta valiosa para reducir la proliferacion y el crecimiento
prostatico en la HPB (Edwards, 2008; Vickman et al., 2020).

Dado que el CP depende del agonismo causado tanto por T como DHT sobre el RA, su
tratamiento farmacoldgico se ha enfocado al empleo de agentes que modifiquen la
biosintesis de T (mediante el agonismo o0 antagonismo del receptor de la hormona
liberadora de gonadotropina a nivel del eje hipotalamo hipofisiario gonadal) o que impidan
la unién tanto de T como DHT por el RA (Helsen et al., 2014; Stein et al., 2014; Sternberg
et al.,, 2014; Gamat y McNeel, 2017). Estas estrategias conocidas como terapia de
privacion de andrégenos (TPA) o castracién quimica, puede llevarse a cabo también de
manera quirdrgica mediante extirpacion de los testiculos (Gillessen et al., 2015), sin
embargo, como es poco aceptada por los pacientes, adquiere relevancia el tratamiento

farmacologico (Gamat y McNeel, 2017).

A pesar de que la mayoria de los pacientes con CP responden inicialmente a la terapia de
privacion de andrdégenos, con el tiempo pueden progresar a un CP resistente a la
castracion (CRPC) (Crona et al., 2015; Uemura et al., 2007; K. Wang et al., 2014) cuyos
posibles mecanismos de resistencia incluyen la hiperactividad del RA a través de la
sobreexpresion de cofactores o mutaciones somaticas promiscuas especificas que
permiten que una variedad de otras hormonas esteroidales y antiandrogenos clasicos
como el acetato de ciproterona, flutamida y bicalutamida, actiien como ligandos activos
(Crona et al., 2015). Cabe mencionar que a la fecha, se ha desarrollado a la enzalutamida

(MDV-3100) como farmaco novedoso que puede ser usado en el tratamiento de CRPC
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porque antagoniza al RA mutado (Beer et al., 2014). Sin embargo, todavia queda la
necesidad de contar con un arsenal de farmacos mayor que presenten nuevos
mecanismos de accidén que puedan eludir estos mecanismos de resistencia mediados por

el RA a fin de mejorar la supervivencia de los pacientes (Centenera et al., 2018).

Como se menciond, dado que la HPB es una enfermedad que depende principalmente de
la DHT, una de las estrategias farmacoldgicas para su tratamiento se ha enfocado en el
uso de farmacos que disminuyan su biosintesis, mediante la inhibicién de la 5aR (Bratoeff
et al., 1997), constituyéndose en uno de los blancos estratégicos para conseguirlo (Sarma
y Wei, 2012; Uemura et al., 2007). A la fecha se conocen varios grupos quimicos de
inhibidores de esta enzima (Aggarwal et al., 2010), siendo los de mayor eficacia clinica los
4-azaesteroides a los que pertenecen la finasterida y la dutasterida (Kurup et al., 2000)
gue si bien, han resultado muy efectivos en el tratamiento de la HPB, también han
mostrado efectos adversos de tipo hormonal entre ellos, impotencia sexual, ginecomastia
y disfuncion eréctil (Pérez Guerra et al., 2011). Adicionalmente, se han empleado como
agentes quimiopreventivos de CP fuera de indicacion (off-label) generando alerta por parte
de las agencias regulatorias de medicamentos porque su uso continuo puede aumentar el
riesgo de desarrollar CP agresivo y cancer de mama masculino (Cappeta y Stengel, 2013;
FDA, 2011).

Dados los inconvenientes que el manejo quirtrgico y farmacolégico de la HPB y el CP
presentan, la busqueda de nuevas entidades quimicas bioactivas que puedan modular la
biosintesis y/o accion de andrégenos enddgenos incluyendo mecanismos potencialmente
novedosos, se encuentra justificada, porque permitiria contribuir a un manejo alternativo

seguro y eficaz de estas patologias (Centenera et al., 2018; Chowdhury et al., 2019).

En esta busqueda, la biodiversidad colombiana adquiere un rol relevante a nivel mundial
como fuente prometedora de nuevas entidades quimicas bioactivas, dada su alta
abundancia de recursos naturales vegetales, animales y de origen flngico (Bernal et al.,
2016). De particular interés para este trabajo son los recursos de origen flngico, a los
cuales pertenecen los hongos liquenizados, también llamados liquenes, que son
organismos resultantes de la asociacion simbiética entre un hongo llamado micobionte, un
alga y/o cianobacteria llamado fotobionte y en ocasiones una levadura como tercer
componente (Pennisi, 2016). Resultado de dicha asociacién, se origina un organismo

anatémica, morfologica y fisiologicamente diferente de los organismos que lo componen
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(Nash, 2008), el cual es capaz de prosperar bajo condiciones ambientales extremas en
alta radiacion solar, temperatura, desecacién o humedad; salinidad y contaminacion
ambiental, entre otros, donde sus constituyentes individuales no podrian sobrevivir por si
mismos (Parasyri et al., 2018; Valencia-Islas et al., 2007). Esto se ha asociado, a que bajo
tales condiciones, estos organismos biosintetizan metabolitos secundarios Unicos con
propiedades biologicas que les permiten protegerse o adaptarse a dichas condiciones
extremas, constituyéndose asi en una fuente original de compuestos bioactivos (Rankovi¢
et al.,, 2015) que podrian convertirse en farmacos. Adicionalmente, considerando que
Colombia ocupa el segundo lugar mundial en biodiversidad de liquenes, a pesar de la baja
exploracién botanica hecha en el pais (Bernal et al., 2016), se incrementa la posibilidad de
encontrar sustancias novedosas con diversas propiedades farmacéuticas, entre ellas

terapéuticas y cosmeéticas.

Los estudios cientificos, han confirmado que las sustancias aisladas de liquenes son una
fuente idénea para la obtencién de farmacos para el tratamiento de la HPB y CP (Cardile
et al., 2016; Russo et al., 2006). En estudios llevados a cabo en el Grupo de Investigacion
en Quimica Medicinal de la Universidad Nacional de Colombia, donde se enmarca el
presente trabajo, se predijo por métodos in silico que algunas sustancias liquénicas
presentan mayor afinidad por el RA que sus ligandos endoégenos T y DHT (Molano-
Merchén y Valencia-Islas, 2013), encontrandose también un mecanismo de interaccion
novedoso que consiste en unirse a la funcion de activacion dependiente del ligando (AF2)
en vez de hacerlo sobre dominio de union al ligando (LBD) que constituye el sitio bloqueado
por los farmacos antiandrogénicos tradicionales (Cardile et al., 2016). Adicionalmente otros
investigadores (Papaioannou et al., 2009) determinaron que el compuesto de origen
liguénico &cido atrérico, posee efecto antiandrogénico in vitro frenando el crecimiento
celular y la expresion del gen del antigeno prostatico especifico en adenocarcinoma de
préstata que expresa al RA, sin afectar el crecimiento de aquel que carece del mismo (PC3
o0 CV1). En estudios recientes de nuestro grupo, se ha confirmado que las sustancias de
origen liquénico son inhibidores in vitro de enzimas involucradas en la biosintesis de
androgenos, encontrandose que la esferoforina y el acido atrarico inhiben a la enzima 5aR
de origen humano, siendo ligeramente menos potentes que el farmaco finasterida
(Polania-Patifio, 2020) mientras que el &cido atrarico y la atranorina inhiben a la enzima
aromatasa encargada de biotransformar a los andrégenos en estrégenos, siendo ambos

compuestos ligeramente menos potentes que el farmaco anastrazol (Polania-Patifio,
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2020). Lo anterior convierte a dichas sustancias en candidatos idoneos para evaluarlos in
vivo a fin de considerarlos como posibles farmacos para el tratamiento de desoérdenes
dependientes de un exceso de andrégenos o de estrégenos. Cabe mencionar que a la
fecha se carece de estudios que hayan evaluado la actividad de dichas sustancias in vivo.
Con base en estas consideraciones, en el presente trabajo, se determind la actividad
moduladora de la accién y/o biosintesis de andrégenos enddgenos de las sustancias de
origen liquénico &cido atrarico y esferoforina en un modelo preclinico. Lo anterior, con la
finalidad de valorarlos como posibles farmacos para el tratamiento de patologias
dependientes de hormonas masculinas entre ellas el CP y la HPB.
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Hipotesis

Considerando que en estudios in vitro los compuestos de origen liquénico acido atrarico y
esferoforina inhibieron enzimas involucradas en la biosintesis de andrégenos y/o
antagonizaron al receptor de dichas hormonas, es altamente probable que presenten
actividad in vivo, constituyéndose en compuestos candidatos para el desarrollo de
farmacos que sirvan en el tratamiento de desérdenes dependientes de andrégenos

enddgenos como el cancer de préstata y la hiperplasia prostética benigna.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar mediante el ensayo Hershberger el efecto (anti)-androgénico in vivo de algunas
sustancias liquénicas con actividad inhibidora in vitro de la enzima 5a-reductasa o
antagonismo por el receptor de andrégenos, con la finalidad de contribuir al descubrimiento
de alternativas farmacol6gicas potencialmente mejoradas para el tratamiento de

desérdenes dependientes de andrégenos endbgenos.

Objetivos especificos

. Obtener las sustancias objeto de estudio a partir de fracciones enriquecidas,

confirmando su identidad tras comparacién con patrones.

. Evaluar actividad (anti)-androgénica in vivo de las sustancias purificadas, mediante
ensayo Hershberger en ratas, comparando su efecto frente a sustancias activas con dicha

actividad.

. Establecer posibles relaciones entre la estructura y la actividad (anti)-androgénica

presentadas por las sustancias evaluadas.
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1. Marco teérico y antecedentes

1.1 Los andrégenos enddgenos testosterona vy
dihidrotestosteronay su rol biologico

Los androégenos son sustancias endogenas de naturaleza esteroidal, que se encargan de
proporcionar las caracteristicas masculinas a los varones a través de la activacion del
receptor de androgenos (RA) en los tejidos blanco (Schiffer et al.,, 2018; Walters vy
Handelsman, 2018). También cumplen funciones reproductivas en las mujeres como el
deseo sexual, y son precursores de los estrogenos mediante su aromatizacion por la
enzima aromatasa (Schiffer et al., 2018; Walters y Handelsman, 2018). Los andrégenos
principales en el hombre son la testosterona (T) y su metabolito reducido, diez veces mas
potente a nivel de RA, dihidrotestosterona (DHT), mientras que en la mujer, el principal
andrdgeno es la testosterona (Walters y Handelsman, 2018).

Los andrégenos no sélo regulan funciones sexuales sino también comportamentales a lo
largo de la vida de hombres y mujeres, estando presentes desde la etapa prenatal donde
permiten el desarrollo de los tejidos reproductivos (Davey y Grossmann, 2016; Gleicher et
al., 2016). Asi, T tiene efecto sobre multiples tejidos, por ejemplo, estimula el crecimiento
del muasculo esquelético, aumenta la densidad mineral Osea, suprime al sistema
inmunoldgico e incrementa la produccion de la hormona adiponectina que promueve el
metabolismo de las grasas (Handelsman et al., 2018; Manieri et al., 2019; Roved et al.,
2017). Por su parte, la DHT posee efectos androgénicos similares a los de la testosterona,
entre ellos, el aumento de la sintesis de Oxido nitrico en endotelio, la inhibicién de la
produccion de citoquinas proinflamatorias y la estimulacién de la eritropoyesis (Sakhri y
Gooren, 2007; Swerdloff et al., 2017).
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En el hombre, tanto T como DHT promueven el desarrollo prostatico, de los genitales
externos y de los demas o6rganos masculinos (Pej¢i¢ et al., 2017). En los hombres
maduros, los niveles sanguineos de T son hasta 10 veces mayores que los de DHT, en
contraste con los niveles intra-prostaticos que son aproximadamente 5 veces mayores.
Especialmente en el estroma prostatico, se alcanzan hasta 10 veces las concentraciones
de DHT respecto al epitelio. De este modo, la proliferacion celular se desencadena
principalmente en el estroma, como respuesta al efecto de la DHT sobre el RA (Friedrich
et al., 2008; Pejci¢ et al., 2017).

En el hombre, la testosterona es producida desde la semana seis del embarazo por las
células de Leydig de los testiculos mientras que en la mujer, es biosintetizada en los
ovarios desde el primer trimestre de gestacién a partir de dehidroepiandrosterona vy
androstenediona (Burger, 2002; McEwan y Brinkmann, 2000). Ambos procesos
biosintéticos, estan mediados por el eje hipotdlamo hipofisiario gonadal (Figura 1), que
inicia en el hipotdlamo mediante la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropinas
(LHRH), acoplandose al receptor de LHRH en la hipdfisis, generando como respuesta la
secrecion de hormona leutinizante (LH), la cual ejerce su accion en las gonadas (en el caso
de la Figura 1, se explica el proceso que ocurre en el varon) mediante la activacion de su
receptor, estimulando asi la produccion de T a partir de colesterol (Figura 2) (Denmeade
e Isaacs, 2002; McEwan y Brinkmann, 2000).
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Figura 1. Eje hipotalamo-hipodfisis-gonada (Denmeade e Isaacs, 2002). LHRH = Hormona
liberadora de hormona gonadotropina; LHRH-R = Receptor de LHRH; LH = Hormona leutinizante;
LH-R = Receptor de LH; DHT = Dihidrotestosterona; RA = Receptor de andrégenos.

Una vez biosintetizada la T en las génadas (Figura 2), ésta llega al tejido blanco y difunde
al citoplasma de las células que lo conforman, donde es reducida a DHT por la enzima 5a-
reductasa (5aR). Lo anterior, como un mecanismo de amplificacion androgénica, pues
producto de dicha reduccién, la DHT es diez veces mas potente que T para interactuar con
el RA (McEwan y Brinkmann, 2000; McHenry et al., 2014). También en el estroma del tejido

blanco se lleva a cabo dicha reduccion (McEwan y Brinkmann, 2000).
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Figura 2. Biosintesis de hormonas esteroidales a partir de colesterol. (McHenry et al., 2014).
P450scc = citocromo P450 enzima de clivaje de cadena lateral de colesterol; P450C17-1 = citocromo
P450 esteroide 17a-monooxigenasa; HSD = hidroxiesteroide deshidrogenasa; SRD5A 1/2 = enzima
5a-reductasa 1 y/o 2; AKR1C2 = aldo-ceto reductasa familia 1 miembro C2.

El RA es una proteina de 919 aminoacidos que tiene 3 grandes dominios: el N-terminal
con funcién moduladora, el de union a ADN y el de union a ligando, ademas de una
pequefia regidn que conecta estos dos ultimos dominios llamada bisagra (Gao et al., 2005;
Rojas-Duran et al., 2011). Adicionalmente, dos funciones de transactivaciéon han sido
reportadas en este receptor nuclear: la AF1 que se encuentra en la region N-terminal y es

independiente del ligando, y la AF2, dependiente del mismo (Gao et al., 2005). El RA
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(Figura 3) se encuentra en el citoplasma celular asociado al complejo de proteinas
chaperonas de choque térmico (HSP70) a través de interacciones con el dominio de unién
al ligando. Tras el acoplamiento de su ligando enddgeno, ocurre una serie de cambios
conformacionales que disocian a las proteinas de choque térmico del RA, permitiendo la
dimerizacion de éste y su fosforilacion para ser translocado al nlcleo celular, en donde se
une a elementos de respuesta a andrégenos en el ADN (una secuencia de seis nucleétidos
5-TGTTCT-3’). Tras el reclutamiento de proteinas co-reguladoras de la transcripcién, que
involucran tanto coactivadores como correpresores, se inicia el proceso de expresion de

genes reguladores por el RA (Lamb y Neal, 2013; McEwan y Brinkmann, 2000).

De manera adicional, se ha identificado una via no genémica para la activacion de la
respuesta androgénica, presente en musculo esquelético, osteoblastos y células de cancer
de prostata, en la que el RA interactlia con otras proteinas citoplasméticas generando los
cambios conformacionales ya mencionados, activando sefializacion por cinasas o
modulacion de niveles intracelulares de calcio, participando asi en otros procesos, tales
como, el crecimiento de musculo esquelético y la formacién de hueso (Brooke et al., 2015;
Gao et al., 2005).
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Figura 3. Mecanismo de accion del receptor de andrégeno en célula prostatica (Harris et al.,
2009). SHBG = Globulina unida a hormona sexual; AR = Receptor de andrégenos;
HSP = Proteina de choque térmico; ARA70 = Receptor de andrdgenos asociado a proteina 70; GTA
= Factores transcripcionales basales; PSA = antigeno prostatico especifico.
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1.2 Cancer de prostata

1.2.1 Etiologiay fisiopatologia

El cancer de préstata (CP) es definido como el crecimiento descontrolado de células
mutadas de la préstata (Wang et al., 2018). Es originado en las células luminales de la
préstata. En esta enfermedad, el receptor de andrégenos es estudiado, debido a que se
ha encontrado hiperactividad del mismo tanto en CP primario como metastasico (Culig y
Santer, 2014; Goldstein et al., 2010; Grozescu y Popa, 2017; Wang et al., 2014). Dentro
de sus factores de riesgo se encuentran la edad, la raza, geografia, los antecedentes
familiares y los cambios genéticos (American Cancer Society, 2017; Poveda-Matiz et al.,
2014).

En lo relacionado con la raza, se ha evidenciado que es de mayor prevalencia en hombres
de raza negra y en aquellos con ascendencia africana, presentando mayor indice de
mortalidad respecto a otros grupos étnicos. En relacion a la geografia, la epidemiologia del
CP muestra que tiene mayor prevalencia en Norteamérica, noroeste de Europa, Australia
e Islas del Caribe, muy probablemente asociado a que son regiones donde hay mayor
acceso a los servicios de salud para realizar su deteccién temprana, mientras que la
prevalencia es menor en regiones de Africa, Asia, Centroamérica y Sudamérica, en donde

existen deficiencias en su deteccion (American Cancer Society, 2017; Rebbeck, 2017).

Con relacion a su fisiopatologia, el CP es un cancer dependiente de andrégenos (Davidson
y Morgentaler, 2016). Por un lado, los estudios han demostrado que altos niveles
plasmaticos de T y DHT generan el desarrollo de CP por activacion del RA, induciendo la
proliferacion celular descontrolada en el tejido prostatico (Klap et al., 2015). A su vez, se
sugiere que los niveles de andrégenos dentro del tejido prostatico son independientes de
la concentracién en el plasma (Culig y Santer, 2014; Davidson y Morgentaler, 2016; Klap
et al., 2015), por lo tanto, no se cuenta con informacién concluyente de que los niveles
plasmaticos de andrégenos sean responsables del desarrollo de CP. Sin embargo, es
importante mantener bajos los niveles dentro del tejido prostatico, puesto que son estos

los responsables del crecimiento exacerbado del érgano.
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El CP inicia su progresion a través de la formacion de neoplasia intraepitelial prostatica,
secundaria a la accion de testosterona y DHT sobre el RA, la cual, puede avanzar hasta
alto grado (Crawford et al., 2015). Posteriormente se genera adenocarcinoma, que se
caracteriza por una incursion del epitelio al estroma que puede producir metastasis. Por
ello, regular la accién los androgenos a nivel prostatico es de gran importancia, ya que
estan relacionados con su crecimiento siendo el objetivo en el tratamiento del CP (Crawford
et al., 2015; Gamat y McNeel, 2017; Wang et al., 2018).

El RA en el CP presenta hipersensibilidad, lo que se traduce en gque es activado aun en
bajas concentraciones de Ty DHT. De este modo, la expresion génica del RA en las células
del CP genera un incremento de la expresion de este receptor (Culig y Santer, 2014; Gao
et al., 2005). Actualmente se estan realizando estudios acerca de la estimulacién de la
expresion génica del RA por coactivadores sin que se presente proliferacion, mecanismo
posiblemente alterado en el CP, generando desregulacion de procesos de apoptosis y
favoreciendo la aparicién de células tumorales (Culig y Santer, 2014). Asimismo, se han
encontrado algunas mutaciones del RA en CP, como por ejemplo la mutacién Thr877Ala
(la treonina en la posicién 877 cambia por una alanina) que incrementan la afinidad del RA
a esteroides estrogénicos y progestagenos estimulando la proliferacion celular. Han sido
encontradas mutaciones en el RA en aproximadamente un tercio de los pacientes tratados
con flutamida, al igual que en algunos pacientes con bicalutamida (Culig y Santer, 2014),
evidenciando una problemética a nivel del RA con las terapias actuales, las cuales son

ineficaces.

Los cambios morfolégicos en los adenocarcinomas de cancer de prOstata son
evidenciables a través de histopatologia (Figura 4), permitiendo asi clasificar los tumores
como benignos y malignos, siendo los primeros definidos como hiperplasias con
comportamiento similar a adenomas, es decir, con diferenciacién celular, mientras que los
malignos surgen a partir del epitelio y pierden su diferenciacién celular, lo cual es conocido
como anaplasia (Organizacién Mundial de la Salud, 1980). De este modo se realiza una
clasificacion del estado del tumor considerando sus acinos (estructuras que realizan la
secrecion de fosfatasa &cida prostatica), estroma y diferenciacion glandular. Estas
caracteristicas son evaluadas a través de la escala de Gleason que clasifica la agresividad
del tumor y establece un prondstico para el paciente (Gleason, 1992; Organizacion Mundial
de la Salud, 1980; Wang et al., 2018).
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Figura 4. Histologia de adenocarcinoma de préstata (Organizacion Mundial de la Salud,
1980). a) Tumor prostatico primario; b) adenocarcinoma con ligera hiperplasia; ¢) adenocarcinoma
de patrén de acinos pequefios con ligera anaplasia; d) adenocarcinoma de patrén de acinos grandes
con ligera anaplasia.

A través de histologia se puede diferenciar hiperplasia prostéatica benigna (HPB), neoplasia
prostatica intraepitelial (PIN) y cancer de préstata (CP) (Figura 5). En la Figura 5 se
pueden observar 6 posibles escenarios: en a) se observa BPH, PIN, CP; en b) PIN, BPH;

en c) CP; end) PINy CP; en e) se indica con la flecha donde hay PIN; en f) CP y PIN.

De este modo, se evidencia que un mismo tejido prostatico puede tener alterados los
procesos de proliferacion y diferenciacion, dando lugar a la coexistencia de desdrdenes
dependientes de andrégenos, generando mayor dificultad para establecer un tratamiento
(Grozescu y Popa, 2017).
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Figura 5. Histologia de adenocarcinoma, hiperplasia y neoplasia prostatica intraepitelial
(Grozescu y Popa, 2017). N = tejido normal; PBH = Hiperplasia prostéatica benigna; PIN = neoplasia
prostatica intraepitelial; CaP = Cancer de prostata. Imagenes a), b), c) y d) tienen tincién de
hematoxilina-eosina, mientras e) y f) muestran analisis inmunohistogquimicos.

1.2.2 Epidemiologia

El CP es el mas comun a nivel mundial y es la segunda causa de muerte debida a cancer
entre los hombres, en donde el 6 % de los nuevos casos detectados son metastasicos y
aproximadamente el 40 % de los pacientes diagnosticados con la enfermedad localizada
eventualmente desarrollaran metastasis (Globocan, 2021b; Kelly et al., 2018). Se estima
gue para el afio 2030 se presentaran 1.7 millones de nuevos casos de CP a nivel mundial,

con una mortalidad cercana a los 499 mil individuos (Poveda-Matiz et al., 2014).

En Colombia el CP también fue el de mayor incidencia en el 2020 en hombres de todas
las edades seguido por el de estbmago, colorrectal, pulmén y linfoma no Hodgkin (Figura
6), mientras que en mujeres de todas las edades el de mayor incidencia para el mismo afio
fue el de seno, seguido por el colorrectal, cuello uterino y tiroides (Figura 6) (Globocan,
2021a). En relacion con la prevalencia, el CP también ocupa el primer lugar en los hombres
seguido por estémago (Bravo et al., 2018). Segun los datos de Globocan del 2020, en los
ultimos cinco afios Colombia presenta para CP una prevalencia de 49000 casos, en el afio
2020 una incidencia de 14460 casos nuevos, y una mortalidad de 3846 casos para el
mismo afio (Globocan, 2021a).
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Incidencia de cancer en hombres y mujeres en Colombia en el aiio 2020

Otros canceres
18 896 (35.7%)

Préstata
14 460 (27.4%)

Estomago

Otros canceres
21013 (34.8%)

Seno
15 509 (25.7%)

Colorrectal
5823 (9.6%)

Vejiga 4989 (9.4%)

1473 (2.8%)
Leucemia
1834 (3.5%)

Endometrio
2 635 (4.4%)
Colorrectal Pulmén

4 960 (9.4%) 2 966 (4.9%)

4742 (7.9%)

Linfoma no Hodgkin Pulmé Est Tiroid
ulmén stomago iroides

2 344 (4.4%)
(@.4%) 3910 (7.4%) 3225 (5.3%) 4442 (7.4%)

Total : 52 866 Total : 60 355
HOMBRES MUJERES
Figura 6. Incidencia de cancer en hombres y mujeres en Colombia en el afio 2020 (Globocan,

2021a).

Se proyecta que la poblacién colombiana paso de 40.3 millones en el 2000 a 50.9 millones
en el 2020. La distribucion etaria en Colombia es en gran proporcion joven, entre los afios
2002 y 2014 al menos el 80 % era menor de 55 afios. Asi mismo, para el afio 2050 se
estima que la poblacién mayor de 65 afios pasara del 8 al 17.5 %, lo que se traduce en
una mayor cantidad de habitantes con dicho factor de riesgo en el pais (Bravo et al., 2018;
Instituto Nacional de Cancerologia, 2017; Poveda-Matiz et al., 2014), implicando que la

incidencia de la patologia puede aumentar en Colombia en los proximos afios.

1.2.3 Diagnostico

Dado que no todos los pacientes presentan sintomatologia asociada a CP, por ejemplo,
miccion frecuente, hematuria o flujo miccional interrumpido, entre otros, adicional a que un
inicio de tratamiento temprano mejora el prondstico, es importante realizar su deteccion
temprana (Cuzick et al., 2014). Para ello, se realiza la medicion del antigeno prostatico
especifico (PSA por sus siglas en inglés), la palpacién digital rectal de la prostata y el
ultrasonido transrectal (Cuzick et al., 2014). En aquellos pacientes que presentan sintomas

Cuello uterino
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clinicos como disuria, nicturia, reduccion del calibre del chorro, hematuria, entre otros, es
importante descartar otros problemas de salud relacionados, como hiperplasia prostatica
benigna (HPB). Finalmente, a través de biopsia prostatica se confirma el diagnostico
(Cuzick et al., 2014).

El PSA es un marcador biolégico usado en el ambito médico, donde se esperan valores
inferiores a 4.0 ng/mL en hombres mayores de 50 afios, mientras que en hombres entre
20y 50 afos los valores normales oscilan entre 2.0 y 3.5 ng/mL (Dunn, 2017). Sin embargo,
se ha demostrado que algunos pacientes con CP muestran valores normales del antigeno
mientras que otros pueden tener valores fuera del rango sin padecerlo. Por ello, el PSA es
usado solamente como biomarcador de alerta, de modo que si se llegan a encontrar
valores anormales se hace necesaria la realizacién de una biopsia para descartar CP
(Cuzick et al., 2014; Dunn, 2017). Actualmente se estan buscando otros biomarcadores

sanguineos que permitan mejorar su deteccion (Cuzick et al., 2014).

El ultrasonido transrectal y el tacto digital rectal son técnicas diagndsticas ampliamente
usadas a nivel mundial para la deteccion de CP con baja aceptacion por parte del paciente
contribuyendo asi a la baja deteccién de dicho cancer (Grozescu y Popa, 2017). El tacto
digital rectal es una técnica que requiere entrenamiento, por lo que, si bien puede ser
empleada frecuentemente, no implica un diagndstico adecuado, siendo no recomendado

como Unica estrategia diagnostica, sino combinada con el PSA (Naji et al., 2018).

Colombia carece de diagndstico temprano del CP, debido a que, si bien el modelo de
atencion en salud considera a la medicina preventiva como un aspecto importante, la
deteccién no es considerada como clave, al menos no en el CP. Por ello, las politicas
nacionales actuales del Ministerio de Salud y Proteccién Social buscan impactar en la
deteccion temprana de esta patologia, permitiendo asi, mejorar el prondstico de los
pacientes (Instituto Nacional de Cancerologia, 2017; Instituto Nacional de Cancerologia y

Sociedad Colombiana de Urologia, 2013; Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2012).
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1.2.4 Tratamiento

El tratamiento principal para el CP tanto en etapa inicial como metastasica consiste en la
denominada terapia de privacién de androgenos (ADT, del inglés “Androgen deprivation
therapy”) (Helsen et al., 2014; Recouvreux et al., 2017; Stein et al., 2014) que incluye a la
radiacion, la orquiectomia y el tratamiento farmacologico (Tabla 1) (Gamaty McNeel, 2017,
Rove y Crawford, 2014; Stein et al., 2014). Lo anterior ocasiona la disminucion del tamafio
del adenocarcinoma prostatico que es dependiente de andrégenos (Gamat y McNeel,
2017; Rove y Crawford, 2014).

La castracion genera una respuesta adecuada al inicio del tratamiento del CP, sin
embargo, puede generar resistencia a lo largo del tiempo, constituyéndose en el
denominado cancer de préstata resistente a la castracion (CPRC), insensible a los
andrégenos o independiente de androgenos que se produce debido a que la ADT puede
inducir a que los tumores muten el RA, autorregulando de este modo su activacion
independientemente de la presencia de T y DHT (Gamat y McNeel, 2017; Stein et al.,
2014).

En el afio 2013 el Instituto Nacional de Cancerologia y la Sociedad Colombiana de Urologia
desarrollaron la guia de préactica clinica para el manejo de CP (Instituto Nacional de
Cancerologia y Sociedad Colombiana de Urologia, 2013), la cual proporciona
recomendaciones a los profesionales de salud para el manejo de dicha patologia. Dicha
guia involucra la clasificacion del estado del cancer, de modo que, si el paciente presenta
menos de 10 afios de expectativa de vida y es asintomatico, se realiza vigilancia pasiva y
se toman decisiones conforme progrese la enfermedad, mientras que, si el paciente tiene
10 o mas afios de expectativa de vida, segun clasificacién de Gleason y los niveles de
antigeno prostatico que presente, se consideran opciones de tratamiento como la
radioterapia, la prostatectomia total o parcial, la terapia hormonal o la quimioterapia

(Instituto Nacional de Cancerologia y Sociedad Colombiana de Urologia, 2013).

Los farmacos agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas fueron disefiados
como anélogos de dicha hormona, con modificaciones en los residuos de aminoacidos en
posiciones 6 y 10 de su estructura, dando como resultado una afinidad mayor y estabilidad
metabdlica como en el caso de la goserelina y leuprorelida. Sin embargo, estos presentan
como inconveniente, tiempos de vida media cortos (5 horas para goserelina) dada su

naturaleza peptidica labil. Actualmente se cuenta con poca evidencia clinica que compare
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entre los miembros del mismo grupo terapéutico la eficacia, seguridad, tolerabilidad, y
efecto en calidad de vida de los pacientes, por lo que no se han establecido claramente

ventajas y desventajas entre ellos, dificultando asi su prescripcion (Bolton y Lynch, 2018).

Tabla 1. Farmacos usados en terapia de privacion de andrégenos (Gamat y McNeel, 2017).

Grupo
farmacolégico

Mecanismo de accién /
Efecto fisiolégico

Ejemplo

Agonistas de la
hormona
liberadora de
gonadotropinas
(LHRH).

Se unen al receptor de
LHRH en la glandula

pituitaria y lo
desensibiliza por
constante estimulacion,
disminuyendo la

liberacibn de hormona
luteinizante y reduciendo
la produccion de
testosterona.

S
ST
e

[e]
leuprolida

Hz

Antagonistas de
LHRH.

Antagonizan (bloquea)
al receptor LHRH en la
glandula pituitaria,
disminuyendo la
liberacion de la hormona
luteinizante y reduciendo
la produccion de
testosterona.

Inhibidores del
citocromo P450
17 hidroxilasa-
20-liasa
(Cyp17A1).

Inhiben al CYP17A1 que
es una enzima clave en
la biosintesis de
testosterona, impidiendo
la formacién de 17a-
hidroxipregnenolona,
precursor de
testosterona.

Inductores de
degradacion del
receptor de

Induce la degradacion
del receptor de
androgenos al actuar

union a T y DHT en el
receptor.

androgenos como antagonista puro
(RA). 9 puro.

galeterona
Antagonistas del | Antagoniza al RA 9@
RA. uniéndose al sitio de N

0 ~0°

N
Ho © M FF

flutamida
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Los antagonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (LHRH) surgieron en el afio
1999 como una alternativa para el manejo del CP avanzado y metastasico. Actlan
uniéndose de manera reversible al receptor de LHRH en la glandula pituitaria evitando que
los ligandos end6genos (gonadotropinas) se unan a €l para activarlo y ejercer su efecto.
Actualmente se han solucionado problemas con los antagonistas de primera generacion,
los cuales generaban respuestas alérgicas por induccion de liberacion de histamina. Los
antagonistas mas novedosos presentan ventajas respecto a los agonistas de esta hormona
debido a su rapido efecto (inferior a 72 h) en la supresion de la produccion de andrégenos

en la préstata (Salciccia et al., 2016).

Los inhibidores del citocromo P450 17 hidroxilasa-20-liasa (Cypl7Al) inhiben a dicha
enzima, responsable de la biosintesis de testosterona a partir de 17a-hidroxipregnenolona
(Figura 2) (Detti et al., 2017). Desde el afio 1980, el Unico fArmaco que se consideraba
con dicha actividad era el antifungico ketoconazol, sin embargo, debido a su alta toxicidad
fue poco usado para tal fin (Gupta et al., 2014). En el afio 2011 se aprobé a la abiraterona,
un inhibidor irreversible de la enzima, siendo efectiva en pacientes con cancer de prostata
resistente a castracion y con mejor perfil de seguridad respecto a ketoconazol (Detti et al.,
2017; McKay et al., 2017).

Dentro de los farmacos degradadores del RA se encuentra la galeterona, molécula que
presenta varios mecanismos de accién, pues por un lado, inhibe a la Cypl17ALl, por otro,
antagoniza al RA y ademas produce su degradacion (McKay et al., 2017). A pesar de no
estar bien establecido su mecanismo de accion, prevalece la teoria de que genera cambios
estructurales que conducen a la degradacion del receptor (McKay et al., 2017; Yu et al.,
2014).

Los farmacos antagonistas del dominio N-terminal, actian sobre la funcion de activacion
AF1, la cual se encuentra en este dominio y es clave en la actividad transcripcional. Esta
funcién de activacion es de particular interés puesto que es independiente de la presencia
de ligando (Yang et al., 2016). Se ha desarrollado una serie moléculas con dicha actividad,
gue se encuentran en fase de investigacion bajo los cédigos de fabricante EPI-001 y EPI-
002, siendo este ultimo, un estereocisdmero del primero. Sin embargo, esta serie de
moléculas ha presentado bajos perfiles de seguridad ya que inducen mutaciones en el RA,
impidiendo que continden a otras fases de investigacion. Actualmente se encuentra EPI-

506 en estudios fase 1y 2 en Estados Unidos y Canadé (Yang et al., 2016).
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Debido al interés en el presente trabajo en los antagonistas del RA (antiandrégenos), se
profundiza en estos compuestos. Los antiandrogenos fueron desarrollados inicialmente
como analogos estructurales esteroidales. A partir de esta estrategia surgieron farmacos
como la ciproterona y la medroxiprogesterona, que han sido poco usados a nivel clinico
debido a su perfil de seguridad, pues interfieren con la libido y ocasionan problemas
cardiovasculares, sumado a que tienen baja eficacia (Helsen et al., 2014). Dado que no
son antiandrégenos puros, sino que ademas son agonistas parciales de glucocorticoides,
generan efectos adicionales de inmunosupresién e incremento de acidos grasos en plasma

(Helsen et al., 2014; Lempiéinen et al., 2017; McEwan y Brinkmann, 2000).

Los primeros antiandrogenos no esteroidales surgieron en el afio 1989 como opcién
terapéutica para el manejo de CP avanzado y metastasico. Este grupo de farmacos se
usan en combinacién con agonistas y antagonistas de LHRH para mejorar la efectividad
de la terapia. Los antiandrogenos no esteroidales han sido desarrollados en varias
generaciones: los de primera, derivados de la flutamida, dando lugar a bicalutamida y
nilutamida; y los de segunda generacién como la enzalutamida (Figura 7). La diferencia
en los mecanismos de accion de los farmacos pertenecientes a estas generaciones, radica
en que los farmacos de primera generacion como bicalutamida tras unirse al RA forman
un complejo no funcional, evitando asi la activacién génica; mientras que los farmacos de
segunda generacion, ademas de unirse también impiden la translocacion nuclear
(Schalken y Fitzpatrick, 2016; Helsen et al., 2014; Tan et al., 2015).
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Figura 7. Antiandrégenos no esteroidales (Helsen et al., 2014).
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Actualmente se estan desarrollando terapias selectivas que favorezcan tanto la efectividad
como la seguridad, por lo que han surgido nuevas moléculas denominadas moduladores
selectivos del receptor de andrégeno, conocido por sus siglas en inglés SARMs (Selective
Androgen Receptor Modulators) (Bhasin y Jasuja, 2009; Narayanan et al., 2018). Dichos
compuestos pueden ejercer tanto agonismo como antagonismo del RA dependiendo del
tejido donde se encuentre; por ejemplo, la molécula LGD2226, es un agonista del RA en
hueso y musculo, mientras que es un antagonista a nivel prostatico, debido a que
antagoniza el efecto de la DHT, molécula amplificadora del efecto androgénico
principalmente en prdstata, mientras que a nivel 6seo y muscular la accién no esta dada

principalmente por DHT sino por T (Narayanan et al., 2018).

El CP puede ser manejado mediante monoterapia, sin embargo, la evidencia cientifica ha
mostrado que terapias combinadas pueden mejorar la eficacia del tratamiento (Gillessen
et al., 2015). Por ello, farmacos con diferentes mecanismos de accién (Figura 8) pueden
ser usados concomitantemente, asi como también ser combinados con radioterapia,
orquiectomia, entre otros. Por ejemplo, en pacientes con CP se recomienda la
orquiectomia y el uso de antagonistas del RA, o también se sugiere la combinacion de
agonistas de LHRH y antagonistas del RA, mientras que en el CP metastasico se prefiere
orquiectomia con uso de agonistas o antagonistas de LHRH (Gillessen et al., 2015).
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Figura 8. Mecanismos de accion de farmacos usados para tratamiento de CP (Denmeade e
Isaacs, 2002). LHRH = Hormona liberadora de hormona gonadotropina; LH = Hormona leutinizante;
DHT = Dihidrotestosterona; RA = Receptor de andrégenos.
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1.3 Hiperplasia prostatica benigna

1.3.1 Etiologiay fisiopatologia

El Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos define la hiperplasia prostatica benigna
(HPB) como “una afeccion benigna (no cancerosa) en la que el crecimiento excesivo del
tejido de la préstata presiona la uretra y la vejiga, y bloquea asi el flujo de la orina” (Figura
9) (Instituto Nacional del Cancer, 2011a). Tiene como caracteristicas crecimiento excesivo,
adenomatoso y no maligno de la glandula prostatica periuretral (Santanay Wong, 2004).

Agrandamiento
de prostata/HPB

Prostata normal

B

Figura 9. Préstata normal e hiperplasia prostatica benigna (Instituto Nacional del Cancer,
2011a).

Si bien el crecimiento de la prostata es un proceso fisiolégico normal en la edad adulta,
algunos autores sugieren que la HPB es causada por la reactivacion del crecimiento
embriogénico en el estroma adulto (Ricke et al., 2011), influenciado principalmente por el
RA 'y su activacion por el metabolito DHT, que promueve la expansion tisular (Bechis et al.,
2014).

Existen otros factores que estimulan dicha proliferacion, tales como el factor de crecimiento
de fibroblastos, el factor de crecimiento epitelial, factor de crecimiento de keratinocitos,
entre otros, los cuales se ven aumentados por la DHT (McLaren et al., 2011). Ademas, se

ha propuesto que el envejecimiento conlleva a cambios en los niveles de andrégenos y
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estrdgenos, al igual que un incremento de estrés oxidativo y la pérdida de la capacidad de

regulacién del ciclo celular (Bechis et al., 2014).

Se ha planteado que la HPB y el CP comparten la inflamacion cronica como mecanismo
patolégico en comun, debido a que la inflamacion desencadena la hiperplasia produciendo
un estado cronico de regeneracion tisular, el cual ha sido evidenciado en modelos animales
(McLaren et al., 2011). Aungque se desconoce su mecanismo exacto, se ha evidenciado
gue la interleukina-1 estimula el crecimiento de la préstata durante su desarrollo, y este
proceso se repite en la prostata del adulto, promoviendo la proliferacion celular como

respuesta a la inflamacién (McLaren et al., 2011).

La proliferacion celular prostatica es principalmente llevada a cabo por la DHT, generada
a su vez como producto de la reduccion de T por la enzima 5aR (EC 1.3.99.5) (Bechis et
al., 2014). Esta enzima presenta 3 isoformas conocidas hasta el momento (Tabla 2),
siendo de interés las isoformas 1 y 2 para la HPB las cuales presentan diferencias en la
distribucién en tejidos, afinidad por sus inhibidores y diferentes pH éptimos para ejercer su

actividad catalitica (Wang et al., 2014).

Tabla 2. Propiedades de las isoenzimas 5a-reductasa.(Azzouni et al., 2012; Wang et al.,
2014).
Propiedad 5a-Reductasa 1 5a-Reductasa 2 5a-Reductasa 3
Tamafio

(aminoacidos)

259

254

318

Distribucién en
tejidos

Higado, piel no genital,
cuero cabelludo,
glandulas sebéceas,

cerebro, ovario, préstata,

Préstata, epididimo,
vesiculas seminales,
Utero, piel genital,
senos, foliculo capilar,

Cerebro, higado,
préstata, epididimo

testiculos placenta, testiculos
Nombre del gen SRD5A1 SRD5A2 SRD5A3
Localizacion del 5p15 2p23 Aq12
cromosoma
pH éptimo 6.0-8.5 5.0-55 6.0-7.0
Inhibidor Dutasterida Dutasterida, Sin informacién

finasterida
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1.3.2 Diagnastico

El diagnéstico de la HPB se realiza basado en la sintomatologia del paciente, que puede
ser clasificada en dos grandes grupos: sintomas obstructivos, entre los que se encuentra
disminucion del calibre y de la fuerza del chorro miccional, intermitencia del chorro, disuria,
miccién incompleta, goteo terminal y retencién de orina; asi como también, sintomas
irritativos, como la poliaquiuria, nicturia, sensacion de vaciado incompleto e incontinencia
(Edwards, 2008; Lozano, 2003). A pesar de estos sintomas, el estado clinico del paciente
no siempre esta relacionado con el tamafio real de la préstata, pudiéndose encontrar tanto
individuos con sintomas graves de obstruccion y con prostatas pequefias, como otros sin

sintomatologia y con préstatas grandes (Lozano, 2003).

Durante la consulta médica se deben descartar otras patologias con sintomatologia clinica
similar a la HPB, como por ejemplo hiperreflexia del masculo detrusor, infeccion urinaria,
litiasis vesical y cancer de préstata (Lozano, 2003). Por ello, se realiza palpacién abdominal
para detectar volimenes residuales de orina, palpacion digital rectal para evaluar la
morfologia de la préstata y ecografia abdominal para estimar su volumen y morfologia
(Edwards, 2008; Sociedad Colombiana de Urologia, 2014).

1.3.3 Tratamiento

El tratamiento enfocado a mejorar la calidad de vida del paciente, puede ser tanto
quirargico como farmacolégico (Sociedad Colombiana de Urologia, 2014). EI manejo
quirtrgico de la HPB esta indicado en pacientes con un nimero elevado de molestias, y
comprende la reseccion transuretral de la préostata (RTUP), en la cual se remueve tejido
de la zona transicional con el fin de disminuir la obstruccién de la uretra y mejorar los
sintomas urinarios. Se recomienda para prostatas con tamafio entre 30 y 80 mL. La
remocion tisular se realiza usando resectoscopios especiales y asas cortantes (Figura 10)
(Sociedad Colombiana de Urologia, 2014).
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Reseccion trasuretral de la préstata (RTUP)
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Figura 10. Reseccidn transuretral de la préstata (Instituto Nacional del Cancer, 2011b).

La RTUP presenta mejoria clinica entre 8 y 22 afios. La mortalidad por este procedimiento
es menor al 0.25 %, evidenciando que es un procedimiento seguro a nivel perioperatorio.
Sin embargo, pueden presentarse complicaciones tales como incontinencia urinaria,
retencién urinaria e infecciones, estenosis del cuello vesical y estrechez a nivel de la uretra,
asi como también alteracion de la funcién sexual (Inzunza et al., 2018; Sociedad
Colombiana de Urologia, 2014). Existen alternativas quirdrgicas como la prostatectomia
abierta, la termoterapia transuretral con microondas, la ablacion transuretral de prostata
con aguja, tratamientos con laser, endoprotesis prostatica (Stent), entre otros, que no son
usados comunmente debido a la baja seguridad en su procedimiento, presentando
complicaciones como infecciones urinarias, alteraciones en la calidad del esperma, y hasta
dafio uretral (Jin et al., 2017; Sociedad Colombiana de Urologia, 2014).

El manejo farmacologico de HPB recomendado por la Sociedad Colombiana de Urologia
se basa en los agentes antagonistas de los receptores a1 adrenérgicos, los agentes
inhibidores de la enzima 5aR y en los agentes inhibidores de 5-fosfodiesterasa (Tabla 3).
Sin embargo, a pesar de que dichos tratamientos presenten efectos fisioldgicos deseados,
aliviando la sintomatologia y disminucion del progreso de la enfermedad, también
presentan desventajas y efectos adversos (Tabla 3), dificultando el establecimiento de una

terapia crénica definitiva (Sociedad Colombiana de Urologia, 2014).
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Aunque se han identificado numerosas dianas terapéuticas que permiten tratar a esta
enfermedad, el hecho de que este padecimiento dependa del andrégeno DHT ha permitido
considerar a los inhibidores de la enzima 5aR como los agentes de predileccion en
pacientes con HPB y sindrome obstructivo urinario bajo, ademas de su propiedad de
disminuir hemorragia tras RTUP. Por ello, tanto la finasterida como la dutasterida (Tabla
3) son farmacos de eleccién para el alivio de esta patologia (Bechis et al., 2014; Instituto

Nacional de Cancerologia y Sociedad Colombiana de Urologia, 2013; Qian et al., 2015).
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Tabla 3. Grupos farmacologicos para manejo de HPB (Sociedad Colombiana de Urologia, 2014).
Mecanismo Ejemplo Efecto fisiolégico Ventaja Desventajas Efectos
de accién benéfico adversos mas
frecuentes
o o Disminuciéon  del  tono
Antagonistas P H\/\ prostatico regulado por | Reducen riesgo de | Tienen poco | Astenia,
al- HzN m Hg I adreno receptores 1a, | retencién urinaria a | efecto sobre la | mareo,
adrenérgicos H,CO ? SN aliviando sintomas | corto plazo salida de la vejiga | hipotension
alfuzosina obstructivos de la uretra.
Reducen riesgo de - Disfuncién
- .~ _.— | Efectos clinicos
L . retencion  urinaria ; sexual,
Induccion de apoptosis de evidentes entre 6 | . "7
- . o aguda a largo plazo. disminucion de
Inhibidores de células prostéticas, > y 12 meses. _
! . ~ Disminuyen la libido, falta
la enzima 5a- disminuyendo su tamafo. ; Efectos -
o . hemorragia : de eyaculacion
reductasa Disminuye antigeno secundaria a ciruaia secundarios disminucion
prostatico 9 relacionados con | Y,

transuretral de la
préstata

funcién sexual

del volumen
seminal

Antagonistas
del receptor
muscarinico

Mejora sintomatologia de
vejiga hiperreactiva

Mejora
sintomatologia  de
vejiga hiperreactiva

No hay evidencia
de efectividad a
largo plazo. No
deben ser usados
en pacientes con
obstruccion  del
tracto urinario

Sequedad de la
boca,
estrefiimiento,
infeccién de
vias
respiratorias
altas, mareo

Inhibidores de
5-
fosfodiesterasa

o}
o—/

tadalafilo

Disminucion  del tono
muscular en uretra,
vasodilatador pélvico,
aliviando sintomas
obstructivos

Reduce sintomas de
moderados a
Severos,

independientemente
de disfuncion sexual

No existe
evidencia
concluyente a
largo plazo de
efecto sobre la
progresién de la
HPB

Cefalea, dolor
de espalda
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1.4 Hongos liquenizados

Los hongos liquenizados también llamados liquenes, son organismos que resultan de la
asociacion simbiética entre un fotobionte, el cual puede ser un alga verde o cianobacteria;
un micobionte, el cual es un hongo generalmente ascomiceto y en poca proporcion
basidiomiceto; y una levadura (Pennisi, 2016; Spribille et al., 2016). Como resultado de
esta interacciébn se genera un organismo llamado talo, que presenta caracteristicas
propias, es decir, es diferente de los constituyentes vistos individualmente (Nash, 2008).
Dentro de esta asociacion, cada uno de los componentes cumple una funcion, en la que el
hongo funciona como soporte del alga o la cianobacteria, mientras que el fotobionte se
encarga de proveer alimento al hongo. El micobionte, ademés es el encargado de controlar
la division del fotobionte, debido a que es el encargado de liberar sustancias que regulan
este proceso (Nash, 2008). Debido a estas interacciones, los liquenes generan
mecanismos de defensa, entre ellos, la biosintesis de metabolitos secundarios (Calcott et
al., 2018), los cuales les permiten vivir en una amplia variedad de ecosistemas, incluyendo
alta humedad, desecacién, alta intensidad de radiacibn UV y altos niveles de
contaminacion ambiental donde otros organismos incluyendo los propios constituyentes

del hongo liquenizado no lo lograrian (Raggio et al., 2011; Valencia-Islas et al., 2007).

Anatomicamente, el hongo liquenizado cuyo talo es heterémero, estd compuesto por
cuatro capas (Figura 11): la denominada cortex o corteza superior, conformada por el
hongo; una capa donde se ubica el fotobionte; una médula compuesta por el hongo y el
coértex inferior que contiene tejido de soporte encargado de adherirse a superficies (Nash,
2008; Rikkinen, 2007).
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Figura 11. Esquema de la seccion transversal de un hongo liquenizado (Cummings, 2002).

Si bien los liquenes no han sido bien estudiados en regiones tropicales, se conoce que
poseen capacidad de colonizar habitats en los que no se encuentra vegetacion, generando
consigo que se acumulen particulas minerales que se desprenden del suelo, las cuales se
juntan con partes de liquenes muertos, permitiendo el crecimiento tanto de plantas
vasculares pequefias como plantas superiores (Asplund y Wardle, 2017). Asimismo,
conservan la humedad ambiental debido a que tienen alta capacidad de retencion de agua,

permitiendo el crecimiento de plantas y hongos (Nash, 2008).

En Colombia, se estiman cerca de 3600 especies, de las cuales solo se han catalogado
cerca de 1674 (Bernal et al., 2016; Liicking et al., 2019). Una gran cantidad de liquenes se
encuentran ubicados en ecosistemas de paramo en Colombia, en los que mas de 264
especies se han identificado. Estos ecosistemas son de gran interés de estudio dado que
son ambientes Unicos, puesto que presentan alta variacion de temperaturas durante el dia

y alta radiacion ultravioleta (Liicking et al., 2019).

1.4.1 Sustancias de origen liquénico

La interaccion simbidtica en los liquenes permite la produccion de metabolitos secundarios
conocidos como metabolitos liquénicos o sustancias liquénicas, las cuales se depositan en
el talo (Vaillant, 2014). Se ha encontrado que cada especie liquénica tiene determinada
cantidad de metabolitos secundarios, pudiendo corresponder entre el 0.1 y el 10 % del

peso seco, y su produccion varia dependiendo de factores ambientales, tales como
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radiacion UV, altitud, variaciones de temperatura durante el dia, entre otros (Calcott et al.,
2018; Rankovi¢ et al., 2015). Se han identificado mas de 800 metabolitos secundarios, de
los cuales la mayoria son exclusivos de este tipo de organismos, mientras que la minoria

son producidos por hongos o plantas superiores (Rankovic¢ et al., 2015).

Dentro de las vias que permiten la biosintesis de las sustancias liquénicas, se destaca la
del acetato-polimalonato (Figura 12), que permite la obtencion de &cidos organicos como
el acido protoliquesterinico, derivados de &cidos benzoicos como el &cido atréarico,
dépsidos como el acido confluéntico, depsidonas como el &cido lobérico y dibenzofuranos

como el acido usnico (Calcott et al., 2018).
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Figura 12. Biosintesis de sustancias liquénicas mediante la ruta del acetato-polimalonato
(Calcott et al., 2018).

Cabe mencionar, que a partir de los derivados orselinato se pueden producir los dépsidos,
en donde estan presentes 2 unidades de los diferentes acidos organicos unidas por medio
de un enlace tipo éster. Adicionalmente, las depsidonas son formadas a partir de los

dépsidos tras reordenamiento molecular, dando como resultado una eterificacion que une



a los 2 anillos aromaticos dando un ciclo de 7 miembros (Calcott et al., 2018). También se
pueden producir compuestos dibenzofuranos, por ejemplo, el acido porfirilico y el &cido
Usnico partiendo de la fluoroacetofenona. Sin embargo, este tipo de compuestos son

raramente encontrados (Calcott et al., 2018).

Otro tipo de compuestos que se pueden encontrar son los difeniléteres, como la buelolida;
bifenilos como la contortina; xantonas como la tiomelina; antraquinonas como el acido
norosolinico; naftaguinonas como la haemaventosina y cromonas como la galapagina. De
este modo, se mencionan algunos compuestos que son muestra de la gran diversidad
estructural que se puede producir en este tipo de organismos simbiéticos (Calcott et al.,
2018).

Debido a la capacidad de la ruta acetato-polimalonato de generar tal diversidad estructural
(Figura 13), se considera la via mas importante en la biosintesis de metabolitos

secundarios en los liquenes.

OH O CH; O OH
CH; O c|) o OH
HO OH 0% H CH; O
Atranorina
o H (Dépsido) Acido protocetarico
(Depsidona)
HO (e}

0.
RGP
OH (6]

Acido porfirilico
(Dibenzofurano)

Figura 13. Clases estructurales de metabolitos secundarios biosintetizados por la ruta del
acetato-polimalonato (Calcott et al., 2018).
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1.4.2 Sustancias de origen liguénico como fuente potencial de
farmacos para tratar problemas de la prostata
Los metabolitos secundarios de liguenes en estudios in vitro e in vivo han demostrado
poseer propiedades antibacterianas, antioxidantes, citotéxicas, antiinflamatorias,
antivirales,  citoprotectoras, antienvejecimiento, fotoprotectoras, entre otras,
convirtiéndolos en fuentes potenciales de moléculas activas para productos farmacéuticos
(Goyal et al., 2016; Mohammadi et al., 2020; Rankovi¢ et al., 2015). Asimismo, en la
medicina ayurvédica se ha empleado la preparacion denominada Speman® (Marya et al.,
1995) para el tratamiento de HPB y sintomas del tracto urinario bajo. Asi como en la
fitomedicina, el extracto de la corteza del ciruelo africano (Pygeum africanum)
(Papaioannou et al., 2009) se ha empleado con el mismo fin. Cabe mencionar, que ambos
preparados poseen como uno de sus tantos constituyentes al acido atrarico, sustancia de
origen liquénico, que posee efecto antagonista del receptor de andrégenos in vitro
(Papaioannou et al., 2009). Por lo tanto, se podria atribuir la actividad bioldgica de dichos

preparados, a nivel de la préstata, a esta sustancia.

Entre las sustancias de origen liquénico que presentan potencial como farmacos para tratar
problemas de la préstata, algunos han presentado actividad citotoxica, antiproliferativa y

proapoptética in vitro sobre lineas celulares de cancer de préstata (Tabla 4).

Tabla 4. Propiedades antiproliferativas y proapoptéticas de sustancias liquénicas sobre la prostata.

Compuesto Actividad Referencia
Antiproliferativo de
células de

CH; O CHs
o OH adenocarcinoma de
préstata metastésico
o h : Galanty et al.,
HO OH “CH umano no dependiente
| 3 , 2017

_ CH, © de androgenos (PC-3) y

o

_ linea celular de céncer
atranorina de prostata insensible a
androgenos (DU-145)

RS o CH,
‘ OH
H3C
ﬁko oH Antiproliferativo de | Russoetal.,
o CH, \ células PC-3 2012
\ CH; O
CH3

acido difractaico




Tabla 4 (continuacién).
liquénicas sobre la préstata.

Propiedades antiproliferativas y proapoptéticas

de sustancias

acido escuamatico

Compuesto Actividad Referencia
CH
CHy O s o
cl | SCH
° Antiproliferativo contra Russo et al.,
Ho c linea celular DU-145 2012
(6]
CH3
CH,
vicanicina
O.__o
H3C{CH2 —
12 'S Antiproliferativo contra Russo et al.,
HO / CH, linea celular DU-145 2012
acido protoliquesterinico
Antiproliferativo de ZBO%Z;_] I?itn?l'e,t
células PC-3 y DU-145 al., 2015
acido Usnico
CHy; O
o CH
0]
H;C—0 oH ~
OH Proapoptotico de linea Russo et al.,
celular DU-145 2006
CHy
esferoforina
CHy ©O T
| EN
Cl CHy L. ;
o Proapoptotico de linea Russo et al.,
celular DU-145 2006
HO (o)
CHj
07 H
panarina
H OH O
| CH,4
o™ 0 Antiproliferativo de linea | Rankovic et al.,
e . OH celular DU-145 2015
3V 3
o} CHa |
CH; O
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Tabla 4 (continuacién). Propiedades antiproliferativas y proapoptéticas de sustancias
liquénicas sobre la préstata.

Compuesto Actividad Referencia
Me Proapoptotico de células
de adenocarcinoma de
COOMe prostata humano
sensibles a andrégenos
y DU-145 por inhibicion

Papaioannou et

HO OH de la expresion de al., 2009
Hsp70 (proteinas
Me chaperonas de choque
acido atrarico L.
térmico)
OH (o]
OH O /@i&or{
OH O /@fLo CHy Antiproliferativo de Russo et al.,
/@f% cHy células PC-3 y DU-145 2012
HO CH,

acido giroférico

OH
oH T)H3C H
o CH, Antiproliferativo de Rankovi¢ et al.,
HsC on H células PC-3 2015
07 H

thamnoliadépsido A
OH |c|>
H

H
CHj
o” o] L . . -
OH Antiproliferativo de linea | Rankovi¢ et al.,
HiCL 3C I celular DU-145 2015
o] CH,
CHy O

acido baemicésico

De manera adicional, se ha demostrado el potencial de las sustancias liquénicas para
afectar la biosintesis y/o accion de andrégenos enddgenos, mediante antagonismo hacia
el receptor de andr6genos y/o la inhibicion de enzimas involucradas en su biosintesis y
metabolismo, lo cual seria benéfico para tratar enfermedades de la préstata que dependen
de dichas hormonas. En la tabla 5, se muestran las sustancias liquénicas que han

presentado dicha propiedad en estudios in vitro y/o in silico.



Tabla 5. Sustancias liquénicas con

potencial para afectar la biosintesis y/o accion de

androgenos.
Compuesto Actividad Referencia
Me
COOMe Antagonista del receptor de
andrégenos (RA), impidiendo la | Papaioannou et
expresion génica producida por la al., 2009;
HO OH expresion del RA. También es un | Polania-Patifio,
inhibidor de la enzima 5a- 2020
Me reductasa
acido atréarico
O
HyC—t/
Inhibidor de la enzima 5a- Fonsecay

reductasa

Valencia, 2018

esferoforina

acido Usnico
CHy O
o OH
O
H,C—0 OH 7
OH Inhibidor de la enzima 5a- Polania-Patifio,
reductasa 2020
CHs




58 Determinacion de la actividad in vivo sobre la biosintesis y accion de andrégenos
enddgenos de sustancias liquénicas seleccionadas

2. Materiales y métodos

2.1 Lugares de realizacion

Las actividades de obtencion de compuestos fueron llevadas a cabo en el laboratorio 319
del Departamento de Farmacia (450 — 319), mientras que la evaluacién biolégica in vivo

se llevd a cabo en el Bioterio de este (450 — 401).

2.2 Obtencion de los compuestos

2.2.1 Procedimientos experimentales generales

La cromatografia en columna abierta (CC) se realizé sobre sobre gel de silice 60 (0.063-
0.200 mm, Merck) o en Sephadex LH-20 (Sigma). EI monitoreo se llevé a cabo mediante
cromatografia en capa delgada (CCD) en cromatofolios de aluminio (gel de silice 60 F2sa,
0.25 mm, Merck) empleando luz ultravioleta (A 254 nm), yodo bisublimado o solucién de
acido sulftrico acuoso (10 %) con posterior calentamiento (100 °C) como agentes
reveladores. La pureza de los compuestos se comprob6 por homogeneidad cromatogréfica
mediante CCD en al menos cinco sistemas de elucion diferentes. Los puntos de fusion se
determinaron en un aparato Blichi SMP-20 y no estan corregidos. Los espectros de
infrarrojo (IR) se tomaron en pastilla de bromuro de potasio (KBr), en espectrofotometro
infrarrojo compacto y procesados mediante IRsolution. Los espectros de resonancia
magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en un espectrometro Briker Avance 400-M,
empleando como referencia tetrametilsilano (TMS) y como disolventes deuterados: CDCls

(99.8 atom % D), procesando con el programa Mestre-C® v.3.7 4.



Los reactivos empleados fueron grado analitico (R.A.): acido acético (AcOH, 99.0 %),
cloroformo (CHCIs, 99.0 %), acetato de etilo (AcOEt, 99.5 %), n-hexano (n-hex, 95.0 %),
diclorometano (CHz2Clz, 99.0 %), metanol (MeOH, 99.5 %).

2.2.2 Consideraciones éticas

Las fracciones y compuestos estudiados en este trabajo se encuentran cobijados por los
Contratos de Acceso a Recurso Genético y sus Productos Derivados No.
248 (“Contribucion al estudio fitoquimico y a la validacion del uso tradicional de algunas
plantas medicinales y liquenes seleccionados”) en el marco del articulo 252 de la Ley 1753
de 2015 de amnistia. El acido atrérico se obtuvo del liquen Stereocaulon strictum (COL
539476) mientras que la esferoforina de Bunodophoron melanocarpum. (COL 591810).

2.2.3 Obtencion de esferoforina

El liquen pulverizado Bunodophoron melanocarpum (135.0 g) fue extraido por maceracion
estatica y dinamica hasta agotamiento empleando acetona. Durante este proceso precipitd
un sélido que fue filtrado al vacio dando lugar a una fraccion enriquecida en esferoforina

(750 mgq). El extracto resultante fue concentrado a presion reducida en rota evaporador.

La fraccién enriguecida en esferoforina (750 mg), fue sometida a CC sobre gel de silice
(75 g), eluyendo por gradiente de polaridad con mezclas de n-hex:AcOEt:AcOH (100:0:0
— 0:98:2) obteniéndose 117 fracciones (10 mL), que fueron agrupadas en 6 fracciones
combinadas (Tabla 6).

Tabla 6. Cromatografia en columna sobre gel de silice de fraccién enriquecida en
esferoforina.

Fase moévil Proporcién (%) | Fracciones combinadas | Clave | Peso (mg)
n-hex 100 1-14 FE1 0.0
15-47 FE2 211.7
Hex:AcOEt:AcOH 88:10:2
48 — 69 FE3 6.4
Hex:AcOEt:AcOH 78:20:2 70 -96 FE4 307.4
97 - 114 FE5 169.1
AcOEt:AcOH 98:2
115-117 FE6 36.2
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La fraccién combinada FE2 (211.7 mg) se recristalizd6 de CH2Clz obteniéndose un soélido
(FEZ2s, 174.3 mg) que se unio con mayor cantidad de fraccion enriquecida en esferoforina
(312.2 mg) que siguio precipitando a partir del extracto. El sélido resultante de esta union
(486.5 mg) se purifico por CC en Sephadex LH-20 (5.211 g) eluyendo con mezcla de
Me,CO:CH2Cl2:MeOH (45:45:10) obteniéndose 20 fracciones (10 mL) (Tabla 7) que se
reunieron en tres fracciones combinadas de acuerdo con su perfil cromatogréafico en CCD
(n-Hex:AcOEt:AcOH (34:6:1)).

Tabla 7. Cromatografia en columna sobre Sephadex LH-20 de la fraccion FE2s.
Fase movil Proporcion (%) | Fracciones combinadas | Clave | Peso (mg)
1-4 FE2s1 60.5
Me2CO:CH2Cl2:MeOH 45:45:10 5-10 FE2s2 335.6
11-20 FE2s3 83.4

La fraccion combinada FE2s2 (335.6 mg) (Tabla 7) se recristalizé de CH2Cl> dando lugar
a un sélido amorfo color blanco (268.5 mg) soluble en Me,CO y CHCI; correspondiente a

esferoforina.

2.2.4 Obtencion del acido atrarico

Una fraccion del liguen Stereocaulon strictum (75 mg) enriquecida en &cido atrarico, fue
sometida a CC abierta en Sephadex LH-20 (5.211 g) eluyendo con CHCI; (100 %) dando
lugar a 17 fracciones (12 mL) (Tabla 8) que se reunieron en tres fracciones combinadas
(F4-1 a F4-3) de acuerdo con su perfil cromatografico en CCD (CHCIs). En la fraccién
combinada F4-2 se obtuvo un sélido cristalino (52.5 mg) soluble en Me,CO y CHCls;

correspondiente al acido atrarico.

Tabla 8. Cromatografia en columna sobre Sephadex LH-20 de la fraccién F4.
Lo Fracciones
Fase movil combinadas Clave Peso (mgQ)

1-3 F4-1 10.3
4-10

CHCls F4-2 52.5
11 -13

14 - 17 F4-3 9.8




2.2.5 Extraccién y purificacién de finasterida

La finasterida fue extraida de tabletas comerciales (American Generics, contenido por cada
tableta: 1 mg, registro sanitario 2018M-0007836-R1), a través de la metodologia descrita
por Trapani et al. (2002). Para ello, las tabletas fueron pulverizadas en mortero y el polvo
obtenido (1.803 g) se ubic6 como punto de aplicacion en una CC de gel de silice (50 g)
gue se eluy6 con AcOEt (100 %). Este proceso condujo a la obtencion de 25 fracciones (5
mL) (Tabla 9) que se reunieron en tres fracciones combinadas. La fraccién combinada EF2
contuvo a la finasterida pura (42.0 mg).

Tabla 9. Cromatografia en columna sobre gel de silice de las tabletas de finasterida
Lo - Fracciones
Fase moévil Proporcién combinadas Clave Peso (mg)
1-6 EF1 35.0
AcOEt 100% 7-13 EF2 42.0
14-25 EF3 1723.3

2.3 Determinacion del efecto in vivo sobre la biosintesis

y/o accion de androgenos endbégenos de las
sustancias liguénicas mediante el ensayo
Hershberger

2.3.1 Animales de experimentacion

Ratas Wistar macho (7 a 10 semanas de edad), obtenidas del bioterio del Departamento
de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia. Los animales fueron dejados en
periodos de 12 horas luz / 12 horas oscuridad y se mantuvieron con agua y comida
(LabDiet®) ad libitum. Previo a las orquiectomias (12 h), los animales fueron privados de

alimento.
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2.3.2 Consideraciones éticas

Para este estudio, se siguieron los protocolos aprobados por el Comité de cuidado y uso
institucional que se cifien a Directrices Internacionales en Investigacion en Salud para
Bioensayos con Animales (Normas Técnicas, Administrativas y Cientificas para
Investigacion en Salud, establecidas en resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud), al igual que a las guias de bioensayos de actividad antiandrogénica in vivo (OECD,
2009). Este trabajo cont6 con aval del comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia, a través del acta 02-2018 (Anexo A).

2.3.3 Materiales

Para las orquiectomias se emple6 ketamina (Over®) y xilacina (Setén®, Calier) como
anestésico e inductor de anestesia, respectivamente; hojas de bisturi numero 20
(Nubenco), suturas internas absorbibles de acido poliglicélico (Natural Master®, registro
sanitario 2014DM-0011453) y suturas externas no absorbibles de polipropileno
monofilamento (Natural Master®, registro sanitario 2014DM-0011453). Como
antiinflamatorio se administré ketoprofeno (Kenogan®, Vecol). La curacién diaria de la
herida se realizé con gasa estéril (AlfaSafe®, registro sanitario 2015DM-0003258-R1) y
solucion de yodopovidona (MK®, registro sanitario 2016M-00080-R3). Para el sacrificio de
los animales se us6 pentobarbital s6dico (Euthanex®, composicién: pentobarbital sédico

390 mg/mL y difenilhidantoina sédica 50 mg/mL).

2.3.4 Orquiectomias

Los animales fueron anestesiados con ketamina (75 mg/kg peso corporal, via
intraperitoneal) y xilacina (10 mg/kg peso corporal, via intraperitoneal). La castracion se
realiz6 mediante incision de la bolsa escrotal con bisturi. Tras finalizar el procedimiento, a
los animales se les administré ketoprofeno (5 mg/kg, via intramuscular) y se suministré
calor por medios fisicos durante 8 horas para evitar muerte por hipotermia. Durante los
siguientes 10 dias se realiz6 limpieza de la herida con gasa estéril y yodopovidona solucion

a fin de permitir la recuperacion de estos.



2.3.5 Administracién de los tratamientos

Los animales de experimentacion fueron distribuidos en 5 grupos de siete individuos cada
uno manteniendo homogeneidad de peso corporal entre los grupos (Tabla 10) (OECD,
2009). Por limitacidn en la disponibilidad de animales no se pudo incluir una séptima réplica
para el grupo del vehiculo (aceite vegetal). A los animales se les administraron los
tratamientos via subcutanea durante 10 dias, a partir del dia 11, es decir, un dia posterior

a la orquiectomia.

Las dosis diarias de la esferoforina (2 mg/kg) y del &cido atrarico (2 mg/kg) a ser evaluadas
se establecieron tomando como base las dosis en las cuales otras sustancias han
evidenciado efecto antiandrogénico in vivo (Bratoeff et al., 2010, 2007; Cabeza et al., 2008;
Rodriguez Socha, 2014).

Tabla 10. Grupos de experimentacion para la evaluacion de la actividad antiandrogénica in
vivo de la esferoforina y el acido atrérico.
Grupo Tratamiento

1 Testosterona propionato 0.4 mg/kg + esferoforina 2 mg/kg

2 Testosterona propionato 0.4 mg/kg + acido atrarico 2 mg/kg

3 Testosterona propionato 0.4 mg/kg

4 Aceite vegetal 1 mL/kg

5 Testosterona propionato 0.4 mg/kg + finasterida 1 mg/kg

2.3.6 Necropsias

Después de 24 horas de haber sido administrada la ultima dosis, los animales fueron
sacrificados por administracion de pentobarbital sédico (150 mg/kg, via intraperitoneal),
con posterior confirmacién por dislocacion cervical. Acto seguido, se procedio a realizar la

necropsia y extirpacion de érganos dependientes de andrégenos de la siguiente manera:

El glande se extrajo mediante la retraccion del prepucio del animal cortando con tijeras
quirdrgicas. Las vesiculas seminales, mediante incision horizontal con tijeras quirargicas
en la parte inferior de la caja toracica, y dos incisiones verticales hasta el nivel de los
muslos. Tras remover la piel se realizaron incisiones profundas para extirpar el tejido

abdominal que una vez retirado, permitié la remocion de estos érganos. La préstata quedé
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expuesta tras extraer las vesiculas seminales y fue retirada junto con la vejiga. Para
separar estos dos 6érganos se emplearon pinzas de diseccion. El musculo bulbocavernoso
se obtuvo mediante un corte con tijeras quirdrgicas en la zona proximal al colon, cortando
a su vez intestino grueso, permitiendo la remocién del masculo junto con las glandulas de

Cowper que se separaron del tejido conectivo mediante uso de pinzas.

Adicionalmente, se extirparon otros 6rganos no dependientes de andrégenos como las

glandulas suprarrenales, riflones e higado.

Los 6rganos extirpados se lavaron con suero fisiolégico y se les retird el tejido conectivo y
grasa que podria alterar su pesaje. Luego se secaron e inmediatamente se pesaron dentro
de la tapa de una caja Petri. Las glandulas seminales fueron vaciadas por extrusion para
evitar que el contenido seminal influyera en la medida del peso. Una vez pesados, los
organos se almacenaron en nevera (entre 2 y 9 °C) en frascos colectores de orina usando

formol bufferado (10%) para su conservacion.

2.4 Analisis histopatoldgico de las préostatas

Una parte de los I6bulos ventrales de las prostatas tratadas en cada grupo de
experimentacién se fij6 en formalina bufferada (10%). Luego, se deshidraté por
concentraciones ascendentes de alcohol isopropilico y se someti6 a un proceso de
imbibicion e inclusiébn en parafina. Corte de estos tejidos (4 micras de espesor) se
colorearon con hematoxilina/eosina para ser analizados por un patélogo, quién realizd
lectura ciega (minimo 10 campos por muestra a 20x) y valoracion semicuantitativa de los
hallazgos, asi como también, una valoracion cuantitativa objetiva por histoscore (Elberry
et al. 2011) puntuando los cambios descritos en la Tabla 11. La observacion fue realizada
empleando un microscopio Nikon Eclipse E 100, usando objetivos de alto (40x) y bajo
poder (10x), con un objetivo ocular 10x, en el laboratorio PAW Patologia Veterinaria. Cabe
mencionar que el sistema de puntuacion empleado en este estudio se presenta en

unidades arbitrarias a fin de hacer una evaluacion objetiva.



Tabla 11.

Aspectos histopatologicos evaluados a los tejidos prostaticos ventrales tratados con

sustancias liquénicas o controles y puntuacion asignada (unidades arbitrarias).

Aspecto

| Puntuaciéon

Magnificacion de bajo poder (10x)

Forma luminal

regular (1); vellosa (3); papillar (4); cribriforme (5)

Forma acinar

tubular (1); ramificada (3); irregular (5)

Forma interacinar

amplia o moderada (1); glandulas unidas, cercanas (5)

Estroma

escaso (1); abundante (3); fibrosis/severa hiperplasia del musculo
liso (5)

Magnificacién de alto poder (40x)

Forma del epitelio

aplanado (1); cuboidal (1); cilindrico (3); hexagonal (5)

Numero de capas

mono-simple (1); oligoestratificado, 2-4 (3); pluriestratificado > 5 (5)
Si > 1, entonces se adiciona: focal (3); difuso (5)

Alineamiento

Si hay acumulacién de células epiteliales, agregue (3)

Si hay brotes de células epiteliales en el estroma agregue (5)

Si se encuentran grupos periacinares de células epiteliales agregue
3)

Si se encuentran grupos aislados de células epiteliales fuera de los
acinos, agregue (5)

Distribucién de la lesion

unilobar: aislada (2); maltiple (6)
bilobar: aislada (4); multiple (8)

Forma nuclear

redondeada, regular (1); irregular (5) pequefio (2), grande (2),
pequefio y grande en el mismo acino (4)

Mitosis por campo

ausentes (0); aisladas, 1-2 (2); abundantes, 3-5 (5); excesivas, > 5
(10)

Membrana basal

intacta (1); interrumpida (5) delgada (1); gruesa (5)

Puntaje inflamatorio adicional

Inflamacion

sin inflamacion: 0O; infiltrado de células inflamatorias dispersas sin
nodulos: 1; linfoide no confluente: 2; grandes areas inflamatorias
con confluencia: 3
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2.5 Analisis estadistico

Los datos experimentales del peso de cada érgano se homogeneizaron calculando el
indice 6rgano somatico mediante la ecuacion:
Peso del 6rgano (g)

R N 100
ndice del 6rgano (1) Peso corporal final (g) i

Posteriormente, estos indices se analizaron estadisticamente a fin de determinar el efecto
de las sustancias evaluadas sobre los 6rganos. Primeramente se calcularon los
coeficientes de variacion (CV) de los indices para cada 6rgano a fin de establecer si se
encontraban dentro de los rangos de variacion permitidos por el protocolo (40 para préstata
y vesiculas seminales, 20 para el musculo bulbocavernoso, 35 para las glandulas de
Cowper y 17 para el glande) (OECD, 2009). Luego, se aplicé la prueba de Shapiro-Wilk
para establecer si los datos seguian una distribucion normal, y posteriormente se
determiné si existian diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
tratamientos por analisis de varianza (ANOVA) de una via y se hizo comparacion del efecto

entre los diferentes grupos de experimentacion por prueba de Tukey.



3. Resultados y discusién

Los deso6rdenes dependientes de androgenos enddgenos, entre ellos el cancer de prostata
(CP) y la hiperplasia prostatica benigna (HPB) son problemas de salud publica en el
entorno nacional y mundial dada su elevada morbilidad y mortalidad (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2013). Por lo tanto, se han incluido dentro las lineas prioritarias
de investigacion a fin de mejorar su deteccion, tratamiento y prondstico en la poblacién
masculina (Instituto Nacional de Cancerologia, 2017). El CP es el mas prevalente a nivel
mundial constituyéndose en la segunda causa de muerte debida a cancer entre los
hombres maduros (Kelly et al., 2018) mientras que la HPB es una de las primeras causas
de atencidn en consulta externa de los adultos mayores, llegando a ocasionar discapacidad
en esta poblacion debido a las manifestaciones clinicas atribuidas al crecimiento prostatico
(Cuzick et al., 2014).

Tomando como base que dichas enfermedades son dependientes de andrégenos y los
inconvenientes que su manejo quirdrgico y farmacoldgico presenta, dados sus efectos
secundarios no deseados, la blusqueda de nuevos principios bioactivos que puedan
modular la biosintesis y/o accién de dichas hormonas y que incluyan mecanismos
potencialmente novedosos, se encuentra justificada porque permitiria contribuir a su

manejo alternativo seguro y eficaz (Centenera et al., 2018; Chowdhury et al., 2019).

Gran cantidad de fuentes naturales principalmente de origen vegetal han sido exploradas
en este sentido, mostrando mecanismos de accién relacionados con estas enfermedades,
por ejemplo, accién vasodilatadora de la uretra mediante antagonismo de receptores a1-
adrenérgicos; efecto antiinflamatorio; accion antagonista del receptor de andrégenos o

efecto modulador selectivo del receptor de estrogenos, entre otros (Applegate et al., 2018;
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Papaioannou et al., 2009), haciendo viable su empleo como tratamientos alternativos de
estas enfermedades.

De manera adicional, algunos registros de la medicina tradicional en conjunto con estudios
cientificos (Papaioannou et al.,2009; Molano-Merchan y Valencia-Islas, 2013; Polania-
Patifio, 2020), han permitido confirmar a los liquenes u hongos liguenizados como una
fuente original idbnea de compuestos para tratar estas enfermedades, cuyos mecanismos
de accion serian potencialmente novedosos (Molano-Merchan y Valencia-Islas, 2013;
Papaioannou et al., 2009). En este sentido, se ha encontrado que la sustancia de origen
liquénico acido atrarico posee efecto antiandrogénico in vitro sobre células de
adenocarcinoma prostético que expresan al RA, siendo selectivo para antagonizar a dicho
receptor (Papaioannou et al., 2009). Adicionalmente, en estudios llevados a cabo por
nuestro grupo de investigacion se confirm6 que dicho compuesto en conjunto con el
dépsido esferoforina, son inhibidores in vitro de la 5aR humana, enzima involucrada en la
biosintesis de andrégenos potentes como la DHT (Polania-Patifio, 2020). Ademas se
encontrd, que el acido atrarico inhibe a la aromatasa de origen murino, enzima encargada
de biotransformar andrégenos en estrégenos, hormonas que también estan involucradas

en el desarrollo de las enfermedades prostéticas (Polania-Patifio, 2020).

Considerando que a la fecha se carecen de estudios que hayan evaluado la actividad de
dichas sustancias in vivo, en el presente trabajo se determind el efecto que estos
compuestos de origen liquénico puedan ejercer para modular la accién y/o biosintesis de
andrégenos endogenos en el modelo preclinico de Hershberger. Lo anterior, con la
finalidad de valorarlos como posibles farmacos para el tratamiento de patologias
dependientes de hormonas masculinas entre ellas el CP y la HPB, que como se menciond,

son problemas de salud publica en el entorno nacional y mundial.

3.1 Obtencion de las sustancias liquénicas objeto de
estudio

Los compuestos objeto de estudio, esferoforina y acido atrarico, fueron aislados y
purificados por métodos fitoquimicos convencionales a partir de su fuente natural o de una

fraccion enriquecida (Tabla 12) tal y como se describe en la seccidon experimental.



Tabla 12. Compuestos de origen liguénico objeto de estudio

Compuesto Fuente
CH; O
o OH
o
=
H,C—O OH d

OH
Bunodophoron melanocarpum

CH,
esferoforina (1)
CHj ”
H CH
o” ®
Fraccion enriguecida de
HO OH Stereocaulon strictum
CHj

acido atrarico (2)

3.1.1 Confirmaciéon de laidentidad de las sustancias liquénicas

Los compuestos aislados y purificados fueron sometidos a la determinacion de sus datos
espectroscopicos de RMN 'H y 3C en modalidad uni- y bi-dimensional, a fin de llevar a
cabo la corroboracion de su identidad comparando con los reportados en la literatura
(Huneck y Yoshimura, 1996; Quilhot et al., 1989; Perico-Franco et.al., 2015a; Argtello,
2019).

3.1.2 Esferoforina (1)

En el espectro de absorcion al IR de 1 (Figura 21, Anexo B) se pueden apreciar bandas
que indican la presencia de grupos hidroxilo (3421 cm'), aromaticidad (3186, 1577 y 1446
cm?) y grupos éster (1654, 1238*%, 1141* cm™?) y &cido carboxilico (1608, 1207*, 1141*

cm?) (*pueden ser intercambiables entre si).

Mediante el espectro de RMN de 'H de 1 (Tabla 13; Figura 22, Anexo B) se pueden ver

sefiales para tres metilos de los cuales uno es un metoxilo (6 3.86, 3H, s), uno se encuentra
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sobre anillo aromético (& 2,75, 3H, s) y el otro es terminal de una cadena alifatica (6 0.98,
3H, t). También se evidencian sefales para cuatro hidrégenos aromaticos (6 6.77, 1H, s;
6.67, 1H, s; 6.40, sy 6.39, 1H, s), un metileno unido a un anillo aromatico (6 3.01, t) y cinco
metilenos de cadena alifatica (& 1.65, 2H, qy 1.40-1.30, 8H, m).

En el espectro de RMN de *C de 1 (Tabla 13; Figura 23, Anexo B) se encontraron sefiales
para veintitrés carbonos que mediante ayuda del espectro HMQC Figura 24, Anexo B)
permitieron establecer que se trataban de: un metoxilo (& 55.4 ppm), dos metilos (& 24.6
(C-8) y 14.1 (C-77)), un carbonilo de éster (6 169.6 (C-7)), seis carbonos de metileno
(636.6(C-17),31.8(C-5"), 31.7 (C-27), 29.1 (C-3"), 29.7 (C-4”) y 22.6 (C-6")), un carbonilo
de acido carboxilico (& 174.9) y doce carbonos aroméaticos de los cuales, cuatro estan
oxigenados (6166.5 (C-2), 155.0 (C-4’), 164.9 (C-4) y 165.2 (C-2)), cuatro sin sustituir
(6 116.3 (C-5’), 112.0 (C-5), 109.0 (C-3’) y 98.9 (C-3)) y cuatro son cuaternarios
(06 150.0 (C-6"), 143.5 (C-6), 108.6 (C-1") y 104.2 (C-1)).

Basado en las correlaciones H—C del espectro bidimensional HMBC de 1 (Tabla 13;
Figura 14; Figura 25, Anexo B): a) H-3 (8 6.40) con C-2 (5 166.5), C-5 (0 112.0) y C-4 (d
164.9); b) H-8 (8 2.75) con los carbonos C-6 (6 143.4), C-5 (6 111.7) y C-1 (8 104.2) y ¢)
O-Me (6 3.84) con C-4 (5 164.9), se concluyd que el anillo A del dépsido presenta una
estructura tipo orcinol, con uno de los hidroxilos metilado. Por otra parte, mediante las
correlaciones d) H-3' (& 6.77) con C-1' (& 108.6), C-2° (d 165.2), C-4'(d 155.0) y
C-5 (d 116.0); e) H-1"(d 3.01) con C-6 (6 149.9), C-5 (d 116.0) vy
C-1’ (6 108.7); y f) H-7” (5 0.98) con C-6” (6 22.4) y C-5” (& 31.4), se determind que el
anillo B del dépsido también presentaba un patrén de orcinol sustituido por una cadena
alifatica de siete atomos de carbono. De este modo, se establecié que 1 es la esferoforina,
un dépsido biosintetizado por la ruta metabdlica del acetato polimalonato, reportado para
el género Bunodophoron (Culberson, 1972) y cuyos datos espectroscopicos son

consistentes con los de la literatura (Huneck y Yoshimura, 1996).



Tabla 13.

Datos de Resonancia Magnética Nuclear para la esferoforina (1).

L . Su (ppm), integracién, m. HMBC
Posicion | 8c Experimental® Reportado® H-o C

1 104.2 - - -

2 166.5 - - -

3 98.9 6.40, 1H, s 6.40, 1H, s 2,54

4 164.9 - - -

5 112.0 6.39, 1H, s 6.40, 1H, s 1,3, 4

6 143.5 - - -

7 169.6 - - -

8 24.6 2.75,3H, s 2.61,3H,s 1,56

1 108.6 - - -

2 165.2 - - -

3 109.0 6.77,1H, s 6.74,1H, s 1,2,4,5

4 155.0 - - -

5 116.3 6.67,1H, s 6.60, 1H, s 17,4,1

6’ 150.0 - - -

7 174.9 - - -

1" 36.6 | 3.01, 2H, t (J = 7.68 Hz) 3.05, 2H, t 1,5,6

2" 31.7 [ 1.65,2H,q(J = 7.26 Hz) -

3" 29.1 1.39,2H, m -

4’ 29.7 1.31,2H,m 1.20 - 1.50, 10H, m 2”5

5” 31.8 1.30,2H, m 7’

6” 22.6 1.40,2H, m -

77 14.1 | 0.98,3H,t(J=6.3H2) 0.80—1.00,3H, m 5”,6”

CHs-O 55.4 3.86,3H, s 4

@ Tomado en CDCls (*H; 400 MHz y 13C 100 MHz). ® Tom

(Huneck & Yoshimura, 1996). *Asignacion confirmada por HMBC.

Figura 14. Correlaciones HMBC (H—C) clave en la determinacion estructural de la

esferoforina (1).

ado en CDCIs (5

47\6“CH3)

0.3 MHz)
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3.1.3 Acido atrérico (2)

En el espectro de absorcién al IR de 2 (Figura 26, Anexo B) se pueden apreciar bandas
gue indican la presencia de grupos hidroxilo (3406 cm™), aromaticidad (3082, 1639, 1600
y 1423 cm™) y grupos éster (1739, 1273, 1195 cm™?).

El espectro de RMN H (CDCls, 400 MHz) del compuesto 2 (Tabla 14; Figura 27, Anexo
B), presentd sefiales para hidrogenos de dos grupos metilos ubicados sobre el anillo
aromatico (6 2.10, 3H, s, C-8 y 2.45, 3H, s, C-9) y uno de éster (6 3.92, 3H, s). También
present6 una sefal para un hidrégeno aromatico (6 6.21, 1H, s, H-5) y una para un
hidrégeno de grupo hidroxilo (6 12.03, s, C-4) formando un puente de hidrégeno deducido

a partir del valor de su desplazamiento quimico a campo bajo (C-2).

Su espectro de RMN C (Tabla 14; Figura 28, Anexo B) presentd sefiales para diez
atomos de carbono, que mediante ayuda del espectro HMQC (Figura 29, Anexo B)
permitieron establecer que: uno correspondié a un carbonilo de éster (6 172.6 (C-7), dos,
a metilos sobre anillo aromatico (0 7.6 (C-8) y 24.1 (C-9)); uno a un metil éster (5 51.8) y
seis, a carbonos de naturaleza aromatica (6 105.2 (C-1), 163.2 (C-2), 108.6 (C-3), 158.1
(C-4),110.6 (C-5) y 140.1 (C-6)) de los cuales, dos estan oxigenados (6 158.1 (C-4) y 163.1
(C-2)). Cabe mencionar que los datos experimentales coinciden con los encontrados en la
literatura para el acido atrarico (Huneck y Yoshimura, 1996), un compuesto fendlico simple
con patrén de B-orcinol muy comun en liquenes. Sin embargo, se observé discrepancia en
la asignacion de sefiales para los carbonos oxigenados C-2 y C-4 cuyos valores son
inversos a los reportados (Tabla 14). Mediante el espectro bidimensional HMBC de 2
(Figura 30, Anexo B), que permite establecer las correlaciones H—C a dos y tres enlaces
de distancia, se determiné inequivocamente que las sefales en & 163.2 y 158.1,
corresponden a los carbonos aromaticos base de hidroxilo C-2 y C-4, respectivamente,
dadas las correlaciones presentadas entre el H del hidroxilo sobre C-2 (& 12.04) con los
carbonos C-1 (8 105.2), C-3 (0 108.5) y C-2 (0 163.2) y entre el hidrégeno del metino

aromatico H-5 con el carbono base de hidroxilo C-4.



Tabla 14. Datos de Resonancia Magnética Nuclear para el acido atrarico (2).

m HMBC
Posicién Ge (ppm) inteZHr;z?én), m. H->C
Experimental® | Reportado® | Experimental® | Reportado® | Experimental

1 105.2 105.2 - - -

2 163.2* 158.0 12.03 (s, 1H) | 12.04 (s, 1H) 1,2,3
3 108.6 108.5 - - -
4 158.1* 163.1 5.41 (s, 1H) 5.23 (s, 1H) -

5 110.6 110.5 6.21 (s, 1H) 6.20 (s, 1H) 1,3, 4,9

6 140.1 140.2 - - -
7 172.6 172.6 - - -

8 7.6 7.6 2.10 (s, 3H) 2.10 (s, 3H) 2,3,4

9 24.1 24.1 2.45 (s, 3H) 2.45 (s, 3H) 1,5,6
OCHs 51.8 51.8 3.92 (s, 3H) 3.92 (s, 3H) 7

@Tomado en CDClIs (*H; 400 MHz y 13C 100 MHz). ® Tomado en CDCls (50.3 MHz) (Huneck &
Yoshimura, 1996). *Asignacién confirmada por HMBC.

Figura 15.  Correlaciones HMBC (H—C) clave en la determinacion estructural del &cido
atrarico (2).
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3.2 Determinacion del efecto in vivo sobre la biosintesis
y/o accion de andrégenos endbégenos de las
sustancias liquénicas purificadas

La actividad biolégica in vivo de los compuestos liquénicos purificados se realiz6 mediante
el ensayo Hershberger en ratas Wistar macho adultas (OECD, 2009). Cabe mencionar que
este ensayo permite evaluar la capacidad de una sustancia para alterar los mecanismos
de biosintesis y accion de andrégenos enddgenos. Se fundamenta en que posterior a la
extirpacioén de la principal fuente endégena de andrégenos, en este caso los testiculos, los
o6rganos dependientes de dichas hormonas se veran afectados en su crecimiento, peso y
tamafo. Es asi como los animales al ser castrados dejan de producir andr6genos en un
95 % (ya que el 5 % se debe a biosintesis suprarrenal), por lo que se hace necesaria la
administracién de una dosis estandar de testosterona propionato a fin de ocasionar un
crecimiento homogéneo de los 6rganos dependientes de andrégenos en los individuos del
ensayo (OECD, 2009). Este ensayo se originé en 1930, y ha sido ampliamente usado para
la evaluacion de moléculas con propiedades androgénicas y antiandrogénicas. Surgio
como una metodologia in vivo para evaluar disruptores endocrinos. El ensayo Hershberger
fue validado y sus resultados fueron publicados en el afio 2008, en la que se analizaron
estudios  dosis-respuesta testosterona  propionato y flutamida, variabilidad

interlaboratorios, entre otros aspectos (OECD, 2009; Timm, 2008).

Debido a que el crecimiento de los érganos que dependen de andrégenos en el macho:
glande, préstata, musculo bulbocavernoso, glandulas de Cowper y vesiculas seminales,
es rapido tras la administracion de testosterona propionato, el punto final del ensayo
permite obtener resultados significativos (OECD, 2009). Asimismo, se determina el peso
de odrganos independientes de andrégenos, como por ejemplo, las glandulas
suprarrenales, rifiones e higado, con el fin de evidenciar posibles cambios morfolégicos
macroscopicos como respuesta a la accion de las sustancias a evaluar, que pudieran
sugerir algun grado de toxicidad (Gray et al., 2005; OECD, 2009).

En este sentido, tras realizar la castracion quirdrgica de los animales y permitir su
recuperacion, se llevé a cabo la administracion diaria (por 10 dias) de las sustancias a
evaluar en presencia de una dosis fija de testosterona propionato, tal como fue descrito en
la metodologia (2.3.5 Administracion de los tratamientos). Veinticuatro horas después

del dltimo tratamiento, se realiz6 la necropsia de los animales a fin de extraerles los



organos mencionados (Figura 16), mismos que fueron pesados y para el caso de la
préstata, conservados para su posterior andlisis histopatolégico. A fin de establecer el
efecto de los diferentes tratamientos sobre los érganos dependientes de androgenos, los
datos de los pesos de los 6rganos fueron estandarizados con el peso corporal del animal,
a fin de obtener el indice 6rgano somatico, que fue procesado estadisticamente.
Primeramente, se determiné el coeficiente de variacion (CV) para los indices de cada
organo (Anexo C) evidenciando que el glande del grupo tratado con el &cido atrarico
(grupo 2) y del aceite vegetal (grupo 4), asi como también el musculo bulbocavernoso del
grupo tratado con &cido atrarico (grupo 2) se encontraba fuera de rango de variaciéon
permitido, por lo cual, la informacién estadistica inferida a partir de este grupo en relacion
con el glande no puede ser aseverada (OECD, 2009). Acto seguido, se determiné que
todos los grupos (Anexo D) presentaron normalidad en los datos (estadistico de Shapiro-
Wilk) (Owens William et al., 2006).

Glandulas suprarrenal;s: i

e ¢

Rifiones

Vesiculas
seminales

' Préstata

FEL ‘ Glandulas de

Figura 16. Organos extraidos tras necropsia en ensayo Hershberger. Organos dependientes
de andrégenos enddgenos: glande, prostata, musculo bulbocavernoso, glandulas de Cowper y
vesiculas seminales. Organos no dependientes de andrégenos: higado, glandulas suprarrenales y
rifiones.



76 Determinacion de la actividad in vivo sobre la biosintesis y accion de andrégenos
enddgenos de sustancias liquénicas seleccionadas

El analisis estadistico de las medias de los indices 6rgano soméaticos (representado
mediante diagrama de cajas y bigotes) (Figura 17), permitid6 evidenciar qué para los
organos dependientes de androgenos: prostata, vesiculas seminales, musculo
bulbocarvernoso, glandulas de Cowper y glande, la media del grupo tratado con
testosterona propionato (TP) (0.135 £ 0.013, 0.1277 + 0.0068, 0.269 = 0.013, 0.0218 +
0.0016, 0.0312 £ 0.0016) es estadisticamente diferente y de mayor valor, a la del grupo
tratado como blanco o control negativo (0.0536 = 0.0072, 0.0271+ 0.0034, 0.1030 + 0.0083,
0.00556 + 0.00064, 0.0198 + 0.0014) (vehiculo de aceite vegetal cuyos animales carecen
de fuente endbégena y exégena de andrégenos) permitiendo corroborar el efecto
androgénico (entendido como un aumento del tamafio y peso del mismo) in vivo de esta

hormona.

Por su parte, la media del grupo tratado con finasterida (control positivo) (0.0671 + 0.0084,
0.057 + 0.011) es estadisticamente diferente y de menor valor, a la del grupo tratado con
TP (0.135 = 0.013, 0.1277 + 0.0068) para la préstata y las vesiculas seminales,
asemejandose a su vez, a la media del grupo tratado como blanco o control negativo
(0.053 £+ 0.016, 0.0271 £ 0.0076) permitiendo corroborar el efecto antiandrogénico

(entendido como la disminucién del tamafio y peso) in vivo de dicho farmaco.

Debido a que, para el caso de las sustancias liquénicas, las medias (esferoforina (0.143 +
0.0345, 0.119 + 0.012) y 4cido atrarico (0.125 + 0,024, 0.119 + 0.026) se superponen con
la del grupo tratado con TP (0.135 + 0.035, 0.128 + 0.018) para la préstata y las vesiculas
seminales, se infiriere que no presentan efecto androgénico ni antiandrogénico in vivo

sobre estos Grganos a la dosis evaluada (0.2 mg/kg peso) en este estudio.
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Efecto (anti)-androgénico in vivo de las sustancias de origen liquénico esferoforina
(1) y &cido atrérico (2) en rata. TP: testosterona propionato, AV: aceite vegetal (vehiculo), F:
finasterida. Diagrama de cajas y bigotes.

Adicionalmente, como se aprecia en la Figura 17, la esferoforina (1), el acido atrarico (2)

y la finasterida no presentaron efecto antiandrogénico in vivo sobre el masculo

bulbocavernoso, las glandulas de Cowper y el glande a la dosis evaluada, ya que las
medias de los indices para estos érganos sometidos a dichos tratamientos no presentaron

diferencias estadisticamente significativas entre si: 1 (0.241 + 0.029, 0.0218 + 0.0033,
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0.0287 + 0.0034); 2 (0.220 + 0.013, 0.0221 + 0.0049, 0.0304 + 0.0070) y finasterida (0.27
+0.19, 0.0207 £+ 0.0024, 0.0247 + 0.0037).

Considerando que los datos experimentales presentaron normalidad, adicionalmente al
analisis de medias de indices de 6rganos mediante el diagrama de cajas y bigotes, se llevd
a cabo un ANOVA de una via (Anexo E) encontrando que existen diferencias
estadisticamente significativas al menos para un grupo de tratamiento: prostata (p valor =
9,61 x 10°7), vesiculas seminales (p valor = 1,97 x 10'''), musculo bulbocavernoso (p
valor = 3,95 x 10), glandulas de Cowper (p valor = 4,27 x 10°7), glande (p valor = 5.99 x
10°4). A fin de establecer que grupos de tratamiento presentaban dichas diferencias, se
empled la prueba de Tukey (Anexo F) permitiendo establecer que las medias de los
indices érgano sométicos para las prostatas y las vesiculas seminales de los animales
tratados con 1 o con 2 no presentaban diferencias estadisticamente significativas
comparando con el tratado con TP (p > 0.05), sin embargo, si presentaron diferencias
estadisticamente significativas comparando con el grupo tratado con finasterida (p < 0.05).
Con base en estos hallazgos, se determin6 que ni 1 ni 2 presentan efecto antiandrogénico
in vivo a la dosis evaluada sobre dichos 6rganos pues se esperaba que presentaran un
comportamiento similar (sin diferencias estadisticamente significativas) al presentado por

el farmaco finasterida empleado como control positivo de este estudio.

Tomando como base los resultados derivados de estos analisis, se determiné que ni la
esferoforina ni el acido atrarico presentaron efecto antiandrogénico in vivo sobre los
6rganos dependientes de andrégenos: préstata, glandulas de Cowper, vesiculas
seminales, musculo bulbocavernoso y glande. Por su parte, el farmaco finasterida,
present6 efecto antiandrogénico solo sobre la préstata y las vesiculas seminales. Cabe
mencionar que el ensayo Hershberger establece que una molécula posee actividad
antiandrogénica si se presenta alteracion de al menos dos de los cinco tejidos
dependientes de androgenos (OECD, 2009). Por lo tanto, se puede considerar que el

modelo fue vélido desde el punto de vista de los controles empleados en este estudio.

En el caso de los érganos no dependientes de androgenos: glandulas suprarrenales,
rifiones e higado (Figura 18) no se observaron diferencias en las medias de los indices
organo somaticos sometidos a los diferentes tratamientos indicando que éstos no poseen
efecto in vivo sobre dichos 6rganos. Considerando que los datos experimentales para los

organos no dependientes de androgenos presentaron normalidad también, se realiz6 un



ANOVA de una via (Anexo E) encontrando que no existen diferencias estadisticamente
significativas para ningun grupo de tratamiento: rifiones (p valor = 0.158), glandulas
suprarrenales (p valor = 0.326), higado (p valor = 0.329). Cabe mencionar que no se
present6 alteracion morfolégica macroscopica en estos oOrganos por efecto de los

tratamientos.
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Figura 18. Efecto in vivo de las sustancias de origen liquénico esferoforina (1) y &cido atrarico

(2) sobre 6rganos de rata no dependientes de andrégenos. TP: testosterona propionato, AV: aceite
vegetal (vehiculo), F: finasterida. Diagrama de cajas y bigotes

Considerando que los indices érgano somaticos para los 6rganos dependientes de
andrégenos cumplieron con el criterio de normalidad y que sus coeficientes de variacion
se encontraron dentro del rango permitido por las guias aprobadas del ensayo (OECD,

2009), se puede descartar que la carencia de efecto in vivo por parte de las sustancias
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liguénicas se deba a fallas experimentales. En este sentido, seria conveniente realizar
ensayos adicionales empleando dosis mas elevadas y otras vias de administracion a fin
de descartar por completo la carencia de actividad in vivo de estos compuestos liquénicos.
Lo anterior, considerando que estos compuestos poseen efecto inhibidor de la enzima 5a-
reductasa en ensayos in vitro. Cabe mencionar que la guia del ensayo recomienda realizar
ensayos de las sustancias objeto de estudio a dosis superiores en caso de que se haya
partido de una dosis fija, cuando existan dudas respecto a su efecto antiandrogénico in
vivo (OECD, 2009). De igual modo, se hacen necesarios estudios de toxicidad aguda como
criterio para establecer una dosis maxima en una curva dosis-respuesta, en donde se parta
de la dosis ya evaluada como limite inferior. En el caso del presente estudio, se optd por
la dosis de 2 mg/kg de peso para su ensayo, tomando como criterio que a esta dosis
diversas sustancias, particularmente de origen sintético con naturaleza esteroidal ha
mostrado actividad in vivo en el ensayo Hershberger. Sin embargo, en otros estudios se
puede evidenciar el empleo de dosis mucho mayores cuando se trata de productos de
origen natural al igual que otras vias de administracion (Botelho-Lourenco et al., 2012;
Kennel et al., 2004; Murata et al., 2013). No se construyé una curva dosis vs respuesta
dada la carencia de animales al momento del estudio. La OECD no establece una dosis
minima para realizar la evaluaciéon de las sustancias de estudio, Unicamente considera
dosis maxima basada en los estudios de toxicidad aguda y crénica, cuando se tenga

conocimiento de la dosis minima téxica.

Dado el efecto antiandrogénico in vitro mostrado por la esferoforina y el &cido atrarico en
estudios previos (Polania-Patifio, 2020), se esperaba que presentaran actividad in vivo en
este estudio. Sin embargo, debido a que el modelo Hershberger establece como punto
final del ensayo, el peso del érgano dependiente de andrégenos sin realizarse medicién
del compuesto ensayado en tejidos o en plasma, no se puede aseverar que dichos
compuestos carezcan de accién in vivo, pues existen variables farmacocinéticas que
pueden afectar la cantidad de farmaco que llega al tejido diana para ejercer su efecto. Por
ejemplo, los compuestos pueden haber sufrido degradacién enzimatica o baja absorcién
via subcutanea; volimenes de distribucion bajos, entre otras causas, que influirian
negativamente en su biodisponibilidad. De cualquier modo, se recomienda evaluar dosis
mas altas de estos compuestos y otras vias de administracion a fin de descartar su efecto

antiandrogénico in vivo.



3.3 Analisis  histopatologicos de prostatas para
determinar posible efecto protector in vivo de las
sustancias liqguénicas al efecto de laadministracion de
andrégenos

Considerando que la esferoforina y el &cido atrarico no presentaron un efecto
antiandrogénico in vivo en el ensayo Hershberger a la dosis evaluada (2 mg / Kg peso),
porgue no disminuyeron el peso de los 6rganos dependientes de andrégenos, y con la
finalidad de poder determinar si a nivel histologico se podrian haber generado algunos
cambios que podrian suponer un posible efecto antiandrogénico o protector del tejido sobre
la préstata, se llevo a cabo el andlisis histopatolégico de dichos tejidos de los animales
sometidos a los diferentes tratamientos.

Los hallazgos histopatol6gicos permitieron determinar de manera semicuantitativa (Tabla
15 y Figura 19 A-C) que el tejido en el grupo al que se le administré Unicamente aceite
vegetal (vehiculo) no present6 caracteristicas histolégicas de tejido hiperplasico con
hipertrofia celular ni aumento de eosinofilia, ni tampoco presencia de células descamadas.
Este tejido es cilindrico, de altura media-baja y regular con células sobre lamina basal
delgada homogénea; presenta tincion baséfila pélida. Sus células no han perdido su
polaridad y sus nucleos son redondeados y regulares. Los alveolos presentan de 2 a 6
capas de tejido fiboromuscular con patrén histol6gico normal y acinos regulares, ademas de

gue no presenta células descamadas.

El grupo tratado sélo con testosterona propionato present6 el tejido con mayor hiperplasia
(de un 90 a 100 % del tejido): es hexagonal, de altura media e irregular, ausencia de
revestimiento epitelial en algunos focos e irregularidad de lamina basal, ademéas de
presentar numerosas células descamadas. Presenta tincion basdfila viva. Sus células
presentan polaridad moderada con nucleos irregulares con cromatina laxa y nucléolos
prominentes, ademas de figuras mitéticas aisladas. Los alveolos presentan escaso tejido
fibromuscular con patrén histolégico normal y acinos regulares y numerosas células
descamadas (Tabla 15 y Figura 19 D-F). Cabe mencionar, que los hallazgos
histopatoldgicos en los tejidos prostaticos hiperplasicos se caracterizan por mayor nimero
de células con morfologia variable, algunas de ellas con nucleos ovoides elongados, y

también hay presencia de células altas, columnares y muco-secretoras en los acinos
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prostaticos (Antunez et al., 2011; Roehrborn, 2008). El tejido restante de este grupo (10 a
0 %) fue tejido normal (no hiperplasico).
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Tabla 15. Hallazgos histopatoldgicos en tejido prostatico de rata sometido a diferentes tratamientos in vivo. Andlisis semicuantitativo.
Tratamiento AV T F 1 2
% tejido normal 100 0alo 50 60 40
Caracteristica
Hexagonal, de altura
Cilindrico, media e irregular.
de altura media-baja y Ausencia de
Tipo regular con células revestimiento epitelial en Cilindrico Cilindrico Cilindrico
sobre lamina basal algunos focos e
delgada homogénea irregularidad de lamina
basal
Vacuolizacion Leve ND* Moderada Moderada Moderada
Epitelio Tincidn basdéfila Palida Viva Palida Palida Palida
glandular | % tejido hiperplasico
con hipertrofia celular 0 90 a 100 50 20 60
moderada y aumento
de eosinofilia
Moderada. Nacleos
Ausente. irregulares con cromatina
Pérdida de polaridad Células con nucleos 9 .
laxa y nucléolos Leve Leve Leve
celular redondeados y . :
prominentes. Figuras
regulares oo :
mitéticas aisladas
Contenido proteiniceo + + + + +
Ausentes en Ausentes en Ausentes en
tejido normal. | tejido normal. | tejido normal.
Células descamadas Ausentes Numerosas Numerosas Numerosas Numerosas
en en en
Alveolos . L . L . -
hiperplasico hiperplasico hiperplasico
2a6 la3entejido | 1a3entejido | 1a3entejido
Capas de tejido con patrén histolégico normal normal normal
. . Escaso
fibromuscular normal y acinos Escaso en laZ2en Escaso en
regulares hiperplasico hiperplasico hiperplasico

*ND = No determinado
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Tratamiento Imagenes

aceite vegetal

testosterona

propionato

finasterida

G) Objetivo 10x H) Obijetivo 40x 1) Objetivo 100x
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Tratamiento

Imagenes

esferoforina (1)

acido atrarico (2)

M) Obijetivo 10x N) Obijetivo 40x O) Obijetivo 100x

Figura 19. Hallazgos histopatoldgicos en tejidos prostaticos de rata sometidos a diferentes tratamientos in vivo. A-C: aceite vegetal. D-F:
testosterona propionato. G-I: Finasterida. J-L: esferoforina. M-O: acido atrarico.
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En relaciébn con los otros tratamientos, el tejido prostatico de los animales tratados
concomitantemente con finasterida y TP, presenté un patron histopatolégico con
caracteristicas mixtas entre el tratado solamente con el vehiculo (aceite vegetal) y el
tratado con TP (tejido con méaxima induccién de hiperplasia), debido a que solo cerca de
la mitad del éste (50 %) presento hiperplasia y el restante (50 %) fue tejido normal (no
hiperplasico). Cabe mencionar, que el tejido hiperplasico de estos animales presento las
caracteristicas histopatolégicas del tejido tratado con TP y el tejido no hiperplasico mantuvo
los rasgos histopatologicos del tratado con aceite vegetal (no hiperplasico) (Tabla 15y
Figura 19 G-I), lo cual permite inferir las propiedades protectoras de la finasterida frente a
la generacion de hiperplasia prostatica inducida por testosterona, lo cual respaldaria su

efecto antiandrogénico in vivo.

Por su parte, el tejido prostatico de los animales tratados concomitantemente con TP y
cada una de las sustancias liquénicas esferoforina (1) y acido atrarico (2), presentaron un
patron histopatoldgico similar al presentado por la finasterida, en el sentido de que no todo
el tejido prostatico de estos animales presentd la induccién de hiperplasia por testosterona.
El tejido prostatico de los animales tratados con TP mas esferoforina (Tabla 15y Figura
19 J-L) presentd un 40 % de hiperplasia y el restante (60 %) de tejido normal (no
hiperplasico) mientras que el tratado con TP mas el acido atrarico (Tabla 15y Figura 19
M-0O), presentd un 60 % de hiperplasia y el restante (40 %) fue tejido normal. Lo anterior
permitiria inferir que estos compuestos, presentan un caracter protector frente a la
induccién de hiperplasia por parte de la testosterona administrada concomitantemente con

dichos compuestos.

De manera adicional, se puntué la forma de los acinos, el estroma, el epitelio, el nimero
de capas de tejido fibromuscular, etc. en los tejidos prostaticos, a fin de encontrar
semejanzas o diferencias entre los tratamientos (Elberry et al., 2011; Engelstein et al.,
1996) (Tabla 11). Como se puede apreciar en la Tabla 16, el tejido prostatico de los
animales tratados ya sea con esferoforina (1) o acido atrarico (2) en presencia de
propionato de testosterona, poseen una puntuacion de caracteristicas similares tanto al
grupo tratado con el vehiculo (control negativo) como a tratado con finasterida (control
positivo), lo que permitiria inferir que dichas sustancias poseen un efecto protector frente

a la induccion de hiperplasia por parte de la testosterona.



Cabe mencionar que ninguno de los tejidos analizados presenté inflamacion incluyendo el
grupo tratado con TP. Por lo que no se puede aseverar que la capacidad antiinflamatoria
gue ha presentado el 4cido atrarico en estudios previos (Mun et al., 2020) pueda influir en
los hallazgos de este estudio.

Tabla 16. Puntuacion (histoscore) de caracteristicas presentes en tejidos prostaticos de rata
sometidos a diferentes tratamientos in vivo.

Tratamiento Puntuacién promedio
Vehiculo (aceite vegetal) 10.8+ 34
Testosterona propionato 442 +2.8

Finasterida 21.2+4.0

Esferoforina 16.6 £ 2.6

Acido atrarico 248+2.1

Cabe mencionar que, por primera vez en este estudio, se reportan datos in vivo del efecto

de este tipo de compuestos liquénicos sobre la prostata.

3.4 Relacion entre la estructura quimica de las sustancias
liguénicas estudiadas y su efecto protector in vivo
ante la induccion de hiperplasia en tejido prostatico
por administracion de testosterona

Considerando que la esferoforina (1) (en un 60 %) y el acido atrarico (2) (en un 40 %)
presentaron un efecto protector in vivo ante la induccién de hiperplasia en el tejido
prostatico por administracion del andrégeno testosterona, y relacionando dicho efecto con
su estructura quimica, se puede apreciar que ambos compuestos son aromaticos y que 1
es un dépsido con patrén de orcinol mientras que 2 es un compuesto monoaromatico con
patron de B-orcinol (Figura 20). Por lo tanto, se podria suponer que el hecho de que sean
compuestos aromaticos seria benéfico para la actividad protectora in vivo. Sin embargo,
considerando qué en este estudio, la finasterida que a su vez es un compuesto de

naturaleza no aromatica sino esteroidal, también presentd efecto protector frente a la
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induccién de hiperplasia prostatica por parte de TP, no permite confirmar lo anterior.
Respecto a los patrones estructurales presentados en 1y 2 y relacionandolos con el efecto
protector encontrado, el patrén de orcinol (presente en 1), seria mas benéfico para dicha
actividad protectora. Sin embargo, teniendo en cuenta que el &cido atrarico (Clso= 17.27
0.12 nM) resulto ser un inhibidor de la 5a-reductasa in vitro mas potente que la esferoforina
(Clso=50.28 + 0.58 nM) (Polania, 2020) no se puede relacionar su efecto protector con el
patron estructural presentado. Considerando que la esferoforina es una sustancia mas
lipofilica (Figura 20) vs el acido atrérico, esta propiedad seria benéfica para para atravesar
membranas lipidicas y llegar a la préstata para ejercer su accion protectora explicando
porgue in vivo, la esferoforina presenté mayor efecto protector.

Estudios previos han mostrado que tanto la esferoforina como el acido atrarico poseen
actividad antioxidante in vitro (Arglello-Galindo, 2019; Perico-Franco, 2011), lo cual
permitiria suponer que dichas sustancias podrian estar ejerciendo diversos mecanismos

de accién para proteger al tejido prostético.

Dado que no se cuenta con datos de mas sustancias evaluadas en este estudio, se
recomienda profundizar en esta area a fin de poder establecer una relaciéon entre la

estructura quimica de las sustancias y la actividad protectora presentada.



OH O

Acido atrarico (2)

log P =222
7 CHy
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Figura 20. Estructura de patrones de orcinol y 3-orcinol y compuestos de origen liqguénico

objeto de estudio



90

Determinacion de la actividad in vivo sobre la biosintesis y accién de andrégenos €

Conclusiones

Se obtuvieron para su evaluacion in vivo a las sustancias de origen liquénico
esferoforina (1) y &cido atrarico (2), cuya identidad quimica se comprob6 mediante
andlisis y comparacion de sus datos espectroscopicos de RMN de *H y **C con los
reportados en la literatura.

La esferoforina (1) y el acido atrarico (2) no presentaron efecto antiandrogénico in
vivo en el ensayo Hershberger, a la dosis evaluada (2 mg/kg peso), ya que no
disminuyeron de manera significativa el peso de los 6rganos dependientes de
androégenos endogenos. Adicionalmente, tampoco presentaron efecto sobre
organos no dependientes de andrdgenos (higado, rifiones y glandulas
suprarrenales), ya que no se apreciaron cambios morfol6gicos en los mismos, lo
cual podria indicar de manera preliminar que no poseen efecto téxico evidente a
corto plazo.

La esferoforina (1) y el &cido atrarico (2) presentaron efecto protector del 60 y 40%,
respectivamente, ante la induccidon de hiperplasia prostatica por parte del
andrdégeno testosterona propionato, lo cual fue evidenciado a nivel histolégico.
Considerando las diversas actividades biol6gicas que estas sustancias han
presentado in vitro, se podria suponer que ejercen su efecto protector por diversos
mecanismos de accion incluyendo los relacionados con la alteracion de la
biosintesis y/o accién de andrégenos endégenos.

A pesar de que la esferoforina y el 4cido atrarico son compuestos aromaticos con
diferentes patrones estructurales, no se pudo establecer una relacion concreta
entre la estructura quimica y la actividad presentada por los mismos dada la
discrepancia entre sus datos in vitro e in vivo.

Los compuestos de origen liquénico acido atrarico y esferoforina son candidatos
para estudios mas profundos que permitan desarrollarlos como farmacos para el
posible tratamiento de desérdenes dependientes de androgenos endégenos entre

ellos, el cancer de préstata y la hiperplasia prostéatica benigna.



5.

Recomendaciones

Se recomienda realizar la evaluacion in vivo de los compuestos esferoforina (1) y
acido atrérico (2) a mayor dosis, con el fin de corroborar su efecto antiandrogénico
in vivo.

Se recomienda evaluar in vivo compuestos con caracteristicas estructurales
similares y que hayan presentado efectos in vitro para establecer una relacién entre

la estructura y la actividad de un modo mas preciso.
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Anexo C: Coeficientes de variacion de los

indices de los 6rganos

Coeficientes de variacion de los indices de los 6rganos

Organo Maximo | Aceite Testosterona | Esferoforina Aqdo Finasterida
referencia | vegetal atrarico
Préstata 40 30.0 26.0 24.0 19.2 12.7
Vesiculas 40 28.2 14.2 10.3 22.3 20.1
seminales
Musculo 20 18.1 12.1 12.0 20.1 17.1
Bulbocavernoso
Glandulas de 35 23.1 18.4 15.4 223 11.8
Cowper
Glande 17 17.6 13.7 11.7 23.1 14.9
Riflones - 4.9 55 49 13.1 45
Glandulas - 36.7 34.8 24.9 41.9 35.6
suprarrenales
Higado - 7.2 8.0 10.8 11.1 9.7




Anexo D: Test de Shapiro-Wilk

e Prostata
T AV F 1 2
estadistico  0.92263771 0.99484629 0.8556309 0.91443537 0.87365371
p-valor 0.4901626 0.99361251 0.13828428 0.42743595 0.19973522
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normalidad si si si si si
e Vesiculas seminales
T AV F 1 2
estadistico  0.92392147 0.89578654 0.90844501 0.95617213 0.87263113
p-valor 0.50046818 0.3870378 0.38521168 0.78530124 0.23689577
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normalidad si si si si si
e Mdsculo bulbocavernoso
T AV F 1 2
estadistico  0.90629781 0.97778538 0.91221581 0.92291582 0.91316102
p-valor 0.41249156 0.92243893 0.41142981 0.49238444 0.41819448
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normalidad si si si si si
e Glandulas de Cowper
T AV F 1 2
estadistico  0.84114457 0.93924937 0.83972118 0.95522519 0.96312798
p-valor 0.13323851 0.64975475 0.09876512 0.77687699 0.8450798
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normalidad si si si si si
e Glande
T AV F 1 2
estadistico  0.94014795 0.98059421 0.90013308 0.98727913 0.91973357
p-valor 0.64005291 0.95447297 0.33178783 0.98706627 0.46732512
Alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

normalidad si si

si

si

si
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e Rifiones
T AV F 1 2
estadistico  0.96014021 0.89679633 0.97806903 0.90045457 0.90731068
p-valor 0.81993662 0.35533981 0.94965177 0.33374272 0.37756653
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normalidad si si si si si

e Glandulas suprarrenales

T AV F 1 2
estadistico  0.84501954 0.93494416 0.92403066 0.84012565 0.95152175
p-valor 0.11060534 0.61878631 0.50135048 0.0996263 0.7435297
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
normalidad si si si si si

e Higado

T AV F 1 2
estadistico  0.92525605 0.96275698 0.90450631 0.93537778 0.9731952
p-valor 0.51131399 0.84071639 0.35914704 0.5975037 0.92046601
alfa 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

normalidad si si si si si
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Anexo E: Analisis de varianza (ANOVA)

o Préstata
RESUMEN Alfa 0.05
Suma Error
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza cuadrados estandar Inferior Superior
T 7 0.9479 0.1354 0.0012 0.0075 0.0100 0.1150 0.1559
AV 5 0.2680 0.0536 0.0003 0.0010 0.0118 0.0294 0.0778
F 7 0.4699 0.0671 0.0001 0.0004 0.0100 0.0467 0.0876
1 7 1.0059 0.1437 0.0012 0.0071 0.0100 0.1232 0.1641
7 0.8743 0.1249 0.0006 0.0035 0.0100 0.1044 0.1453
ANOVA
Origgn .de las Suma de Gr_ados de Promedio de los = p-valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0.04266689 4 0.0107 15.2912 9.6154E-07

Dentro de los 0.01953207 28 0.0007
grupos

Total 0.06219896 32 0.0019
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e Vesiculas seminales

RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza  Suma cuadrados Efror Inferior Superior
estandar
T 7 0.8938 0.1277 0.0003 0.0020 0.0063 0.1148 0.1405
AV 5 0.1354 0.0271 0.0001 0.0002 0.0074 0.0119 0.0423
7 0.3995 0.0571 0.0001 0.0008 0.0063 0.0442 0.0699
7 0.8362 0.1195 0.0002 0.0009 0.0063 0.1066 0.1323
6 0.7132 0.1189 0.0007 0.0035 0.0068 0.1050 0.1327
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los = _valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados b
Entre grupos 0.04809815 4 0.01202 43.83888 1.9707E-11

Dentro de los 0.00740581 27 0.00027
grupos

Total 0.05550396 31 0.00179
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e Mausculo bulbocavernoso

RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Suma Efror Inferior Superior
cuadrados estandar
T 6 1.6130 0.2688 0.0011 0.0053 0.0125 0.2431 0.2946
AV 5 0.5149 0.1030 0.0003 0.0014 0.0137 0.0748 0.1311
F 7 1.8962 0.2709 0.0021 0.0128 0.0116 0.2471 0.2947
1 7 1.6878 0.2411 0.0008 0.0050 0.0116 0.2173 0.2649
2 7 1.5362 0.2195 0.0002 0.0010 0.0116 0.1956 0.2433
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F _valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados P
Entre grupos 0.10267999 4 0.02567 27.23065 3.9494E-09
Dentro de los 0.02545256 27 0.00094
grupos
Total 0.12813255 31 0.00413
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e Glandulas de Cowper

RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Suma E/rror Inferior Superior
cuadrados estandar
T 6 0.1310 0.0218  1.6095E-05  8.0474E-05 0.0015 0.0188 0.0248
AV 4 0.0222 0.0056  1.6459E-06  4.9378E-06 0.0018 0.0019 0.0092
7 0.1448 0.0207 5.9171E-06  3.5502E-05 0.0014 0.0179 0.0235
7 0.1522 0.0217  1.1179E-05 6.7074E-05 0.0014 0.0190 0.0245
7 0.1549 0.0221  2.4414E-05 1.4648E-04 0.0014 0.0193 0.0249
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F _valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados P
Entre grupos 0.0009038 4 0.00023 17.56414 4.2734E-07
Dentra de los 0.00033447 26 0.00001
grupos
Total 0.00123827 30 0.00004
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e Glande
RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Suma Efror Inferior Superior
cuadrados estandar
T 7 0.2184 0.0312 1.8183E-05 0.0001 0.0017 0.0276 0.0348
AV 6 0.1190 0.0198 1.2258E-05 0.0001 0.0019 0.0160 0.0237
F 7 0.1730 0.0247  1.3489E-05 0.0001 0.0017 0.0212 0.0283
1 7 0.2007 0.0287  1.1217E-05 0.0001 0.0017 0.0251 0.0322
2 7 0.2128 0.0304  4.9209E-05 0.0003 0.0017 0.0268 0.0340
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F _valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados P
Entre grupos 0.00056775 4 0.00014 6.70528 5.9908E-04
Dentro de los 0.00061387 29 0.00002
grupos
Total 0.00118162 33 0.00004
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¢ Riflones
RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Suma E/rror Inferior Superior
cuadrados estandar
T 7 4.8082 0.6869 0.0014 0.0085 0.0147 0.6568 0.7170
AV 6 3.7887 0.6314 0.0010 0.0048 0.0159 0.5990 0.6639
7 4.6206 0.6601 0.0009 0.0052 0.0147 0.6300 0.6902
7 4.7152 0.6736 0.0011 0.0065 0.0147 0.6435 0.7037
7 4.6681 0.6669 0.0032 0.0189 0.0147 0.6368 0.6969
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F _valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados P
Entre grupos 0.01081496 4 0.00270 1.78697 1.5848
Dentro de los 0.04387788 29 0.00151

grupos
Total 0.05469284 33 0.00166
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e Glandulas suprarrenales:

RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Suma Efror Inferior Superior
cuadrados estandar
T 7 0.1229 0.0176  3.7245E-05  2.2347E-04 0.0019 0.0137 0.0214
AV 6 0.0992 0.0165 3.6803E-05 1.8401E-04 0.0020 0.0124 0.0207
F 7 0.1040 0.0149  2.7882E-05 1.6729E-04 0.0019 0.0110 0.0187
1 7 0.1255 0.0179  1.9990E-05 1.1994E-04 0.0019 0.0141 0.0218
2 7 0.0904 0.0129  4.3070E-06  2.5842E-05 0.0019 0.0091 0.0168
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F _valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados P
Entre grupos 0.00012063 4 0.00003 1.21370 3.2638
Dentro de los 0.00072056 29 0.00002
grupos
Total 0.00084118 33 0.00003
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e Higado
RESUMEN Alfa 0.05
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza Suma E/rror Inferior Superior
cuadrados estandar
T 7 32.5199 4.6457 0.1366 0.8194 0.1643 4.3096 4.9818
AV 6 25.5537 4.2590 0.0942 0.4710 0.1775 3.8959 4.6220
7 33.2951 4.7564 0.2132 1.2793 0.1643 4.4203 5.0926
7 31.3001 4.4714 0.2315 1.3892 0.1643 4.1353 4.8076
7 31.8442 4.5492 0.2540 1.5241 0.1643 4.2130 4.8853
ANOVA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los
. . F p-valor
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0.91285781 4 0.22821 1.20702 3.2909
Dentro de los 5.48311359 29 0.18907

grupos
Total 6.3959714 33 0.19382
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Anexo F: Prueba de Tukey
e Préstata
Prueba de Tukey alfa 0.05
Suma Grados de
Grupo Promedio n cuadrados libertad g-crit
T 0.13541 7 0.00745551
AV 0.05360 5 0.00103765
F 0.06712 7 0.00043278
1 0.14369 7 0.00714801
2 0.12489 7 0.00345812
33 0.01953207 28 412
Grupo 1 Grupo 2 Promedio E,rror g-stat Inferior Superior p-valor
estandar
T AV 0.0818 0.0109 7.4807 0.0368 0.1269 1.150E-04
T F 0.0683 0.0100 6.8407 0.0272 0.1094 3.886E-04
T 1 0.0083 0.0100 0.8299 -0.0328 0.0494 0.9760
T 2 0.0105 0.0100 1.0534 -0.0306 0.0516 0.9439
AV F 0.0135 0.0109 1.2361 -0.0315 0.0586 0.9040
AV 1 0.0901 0.0109 8.2383 0.0450 0.1351 2.728E-05
AV 2 0.0713 0.0109 6.5191 0.0262 0.1163 7.141E-04
F 1 0.0766 0.0100 7.6705 0.0354 0.1177 8.015E-05
F 2 0.0578 0.0100 5.7873 0.0166 0.0989 2.800E-03
1 2 0.0188 0.0100 1.8833 -0.0223 0.0599 0.6744
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e Vesiculas seminales

Prueba de Tukey alfa 0.05
Suma Grados de
Grupo Promedio n cuadrados libertad g-crit
T 0.12769 7 0.00196019
AV 0.02708 5 0.00023354
0.05707 7 0.00078661
1 0.11945 7 0.0009028
0.11886 6 0.00352268
32 0.00740581 27 4.13
Grupo 1 Grupo 2 Promedio E[ror g-stat Inferior Superior p-valor
estandar
T AV 0.1006 0.0069 14.6722 0.0723 0.1289 6.226E-10
T F 0.0706 0.0063 11.2817 0.0448 0.0965 1.362E-07
T 1 0.0082 0.0063 1.3163 -0.0176 0.0341 0.8824
T 2 0.0088 0.0065 1.3551 -0.0181 0.0357 0.8712
AV F 0.0300 0.0069 4.3734 0.0017 0.0583 3.400E-02
AV 1 0.0924 0.0069 13.4706 0.0641 0.1207 3.862E-09
AV 2 0.0918 0.0071 12.9428 0.0625 0.1211 8.863E-09
F 1 0.0624 0.0063 9.9654 0.0365 0.0882 1.343E-06
F 2 0.0618 0.0065 9.4841 0.0349 0.0887 3.179E-06
1 2 0.0006 0.0065 0.0904 -0.0263 0.0275 1.0000
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e Mausculo bulbocavernoso

Prueba de Tukey alfa 0.05
Suma Grados de
Grupo Promedio n cuadrados libertad g-crit
T 0.26883 6 0.0052893
AV 0.10297 5 0.00138773
0.27089 7 0.01281334
1 0.24111 7 0.00498278
0.21946 7 0.00097941
32 0.02545256 27 4.13
Grupo 1 Grupo 2 Promedio E[ror g-stat Inferior Superior p-valor
estandar
T AV 0.1659 0.0131 12.6164 0.1116 0.2202 1.495E-08
T F 0.0021 0.0121 0.1702 -0.0478 0.0519 0.9999
T 1 0.0277 0.0121 2.2954 -0.0222 0.0776 0.4962
T 2 0.0494 0.0121 4.0877 -0.0005 0.0993 0.0534
AV F 0.1679 0.0127 13.2089 0.1154 0.2204 5.818E-09
AV 1 0.1381 0.0127 10.8662 0.0856 0.1906 2.773E-07
AV 2 0.1165 0.0127 9.1632 0.0640 0.1690 5.684E-06
F 1 0.0298 0.0116 2.5663 -0.0181 0.0777 0.3862
F 2 0.0514 0.0116 4.4318 0.0035 0.0994 0.0309
1 2 0.0216 0.0116 1.8655 -0.0263 0.0696 0.6820
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e Glandulas de Cowper

Prueba de Tukey alfa 0.05
Suma Grados de
Grupo Promedio n cuadrados libertad g-crit
T 0.02183 6 8.0474E-05
AV 0.00556 4 4.9378E-06
F 0.02068 7 3.5502E-05
1 0.02175 7 6.7074E-05
2 0.02212 7 0.00014648
31 0.00033447 26 4.141
Grupo 1 Grupo 2 Promedio E[ror g-stat Inferior Superior p-valor
estandar
T AV 0.0163 0.0016 9.9409 0.0095 0.0231 1.728E-06
T F 0.0011 0.0014 0.8119 -0.0047 0.0070 0.9777
T 1 0.0001 0.0014 0.0567 -0.0058 0.0059 1.0000
T 2 0.0003 0.0014 0.2090 -0.0055 0.0061 0.9999
AV F 0.0151 0.0016 9.5171 0.0085 0.0217 3.623E-06
AV 1 0.0162 0.0016 10.1873 0.0096 0.0228 1.129E-06
AV 2 0.0166 0.0016 10.4232 0.0100 0.0232 7.535E-07
F 1 0.0011 0.0014 0.7860 -0.0045 0.0067 0.9802
F 2 0.0014 0.0014 1.0625 -0.0042 0.0071 0.9420
1 2 0.0004 0.0014 0.2765 -0.0052 0.0060 0.9997
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e Glande
Prueba de Tukey alfa 0.05
Suma Grados de
Grupo Promedio n cuadrados libertad g-crit
T 0.03120 7 0.0001091
AV 0.01984 6 6.1288E-05
F 0.02471 7 8.0931E-05
1 0.02867 7 6.73E-05
0.03040 7 0.00029525
34 0.00061387 29 4111
Grupo 1 Grupo 2 Promedio E[ror g-stat Inferior Superior p-valor
estandar
T AV 0.0114 0.0018 6.2791 0.0039 0.0188 1.055E-03
T F 0.0065 0.0017 3.7350 -0.0007 0.0136 0.0888
T 1 0.0025 0.0017 1.4563 -0.0046 0.0097 0.8395
T 2 0.0008 0.0017 0.4603 -0.0063 0.0079 0.9974
AV F 0.0049 0.0018 2.6907 -0.0026 0.0123 0.3386
AV 1 0.0088 0.0018 4.8800 0.0014 0.0163 1.383E-02
AV 2 0.0106 0.0018 5.8369 0.0031 0.0180 2.433E-03
F 1 0.0040 0.0017 2.2787 -0.0032 0.0111 0.5024
F 2 0.0057 0.0017 3.2747 -0.0015 0.0128 0.1689
1 2 0.0017 0.0017 0.9960 -0.0054 0.0089 0.9539




