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DESCRIPCION
Antiandrégenos "suaves" localmente activos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos antiandrogénicos que se pueden administrar para el tratamiento del
exceso de andrégenos en la piel y, como consecuencia, para el tratamiento del acné, la calvicie o el hirsutismo en un
sujeto o paciente.

Antecedentes de lainvencion

La accion androgénica es el resultado de una secuencia fisiolégicamente compleja controlada, en Ultima instancia,
por vias opuestas de biosintesis y catabolismo de esteroides. Durante décadas se ha supuesto que el producto
secretor de los testiculos, la testosterona, es el andrégeno predominante, pero ahora se ha reconocido ampliamente
que este esteroide de Cig s un precursor androgénico, el producto de vias esteroidogénicas incompletas que con-
ducen a las ultimas sefiales hormonales. En un conjunto de estudios fisioldgicos y patoldgicos se ha demostrado que
la testosterona, secretada por los testiculos y los ovarios (o sintetizada periféricamente a partir de la androstenodio-
na secretada por los ovarios) y en primates, por la glandula suprarrenal, es convertida por los tejidos diana en el
andrégeno activo, la 5a-dihidrotestosterona (DHT) (1,2). La enzima 5a-reductasa de tipo 2 produce el andrégeno
activo convirtiendo la testosterona, una A4-3-cetona, en el correspondiente esteroide 5a-reducido. La testosterona y
la androstenodiona circulantes también sirven como precursores de los estrogenos mediante su conversion en es-
tradiol (E2) y estrona por accion de la enzima aromatasa presente en muchos tejidos, especialmente en grasos (3).
Por tanto, con independencia del sexo, estos C1o-A*-3-cetoesteroides secretados se convierten periféricamente en
sefales divergentes para 2 miembros diferentes de la familia de los receptores nucleares de hormonas esteroideas.
Debido a la secrecidn en los ovarios, los estroégenos se asocian generalmente a las mujeres y, debido a la secrecion
testicular, los andrégenos se asocian a los varones. En realidad, cada uno desempefia un papel principal en ambos
sexos. Como ejemplo, la necesidad de estrégenos en la maduracion y mineralizacion ésea en varones se demostro
en un vardn resistente a estrégenos que tenia un receptor alfa de estrogenos (ER) mutado (4). Se sabe que los
androgenos desemperfian importantes papeles fisiol6gicos en mujeres y un sindrome de deficiencia androgénica en
mujeres se reconoce como un importante sindrome clinico que implica defectos en el remodelado 6seo, la funcién
sexual y la calidad de vida (5).

Aunqgue hay obvios requisitos fisiol6gicos importantes de andrégenos en mujeres y varones, existe una serie de
sindromes en los que se produce superproduccion patoloégica de andrégenos, bien en érganos esteroidogénicos
bien en tejidos diana. Quiza, el mejor conocido es el sindrome adrenogenital, principalmente la deficiencia de 21-
hidroxilasa, que conduce a una sobreproducciéon de andrégenos por la glandula suprarrenal. Algunas formas de este
sindrome solo se expresan sutilmente (no clasico), lo que conduce a formas mas leves de la androgeneizacion de
inicio tardio (hirsutismo, acné) (6). El trastorno mas prevalente del exceso de andrégenos en mujeres es el sindrome
de ovarios poliquisticos (PCOS), que afecta a mas del 5% de las mujeres en edad reproductora (7). La intervencion
farmacoldgica varia en funcion del trastorno. El sindrome adrenogenital se trata con dexametasona, que reduce la
secrecién de ACTH, de modo que controla la sintesis suprarrenal de andrégenos (8). En mujeres, segun la fuente de
los andrégenos, el hiperandrogenismo a menudo responde a los anticonceptivos orales que reducen la LH y, de este
modo, reduce la estimulacién de la secrecion de andrégenos por los ovarios y el componente estrogénico de los
anticonceptivos aumenta los niveles de globulina de unién a hormonas sexuales, lo que disminuye los niveles de
testosterona biodisponibles. El hirsutismo significativo a menudo se trata con antiandrégenos, tales como acetato de
ciproterona, espironolactona o flutamida: el acetato de ciproterona es una progestina y un antiandrégeno que dismi-
nuye los niveles de gonadotropinas, por tanto los andrégenos circulantes, e inhibe la accién androgénica a nivel del
receptor (9); la espironolactona es un antagonista de mineralocorticoides que también es un antagonista del receptor
de androgenos; la flutamida es un antagonista androgénico puro (10). Ademas de los antiandrégenos, se dispone de
finasterida, el inhibidor especifico de la “activacion metabdlica” de la testosterona (11). Este compuesto actia sobre
la enzima 5a-reductasa de tipo 2, bloqueando la conversién periférica de testosterona en DHT en la mayoria de los
organos diana de los andrégenos.

Aungue la disponibilidad de este amplio conjunto de agentes terapéuticos hace posible tratar la mayoria de las for-
mas de sindromes hiperandrogénicos, esta terapia sistémica no carece de inconvenientes. Por ejemplo, en varones,
la terapia antiandrogénica con finasterida (Proscar) es habitual en el tratamiento de la hipertrofia prostatica benigna,
para evitar la progresion a cancer de préstata. Aunque Proscar es eficaz en la disminucion de la incidencia del
cancer de prostata de grado bajo, en realidad aumenta la incidencia de los canceres de prostata de grado alto (12).
Esto plantea el problema del uso de terapia antiandrogénica para prevenir un trastorno tan grave como el cancer de
préstata. También se ha cuestionado el uso de finasterida para el tratamiento de un problema mucho menos grave;
la finasterida, en una formulacion denominada Propecia, también se usa para el tratamiento de la calvicie. Aunque
Propecia aporta una dosis mas baja de finasterida que Proscar, tiene el mismo efecto sobre los niveles de DHT y
testosterona en plasma y prostata (13). Esto ha planteado la posibilidad de que este gran nimero de varones jéve-
nes que tomarian Propecia durante la mayor parte de sus vidas para el tratamiento de la alopecia podrian tener un
mayor riesgo de cancer de prostata de grado alto (14). Como se ha tratado anteriormente, interferir con la accion de
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los andrégenos tiene ramificaciones clinicas tanto para las mujeres como para los varones, ya que las mujeres tam-
bién tienen procesos dependientes de andrdgenos. Esto se ilustra mediante terapia de sustituciéon de andrégenos
gue se ha convertido en un tratamiento recomendado para mujeres con niveles bajos de andrégenos (15). Por tanto,
producir un sindrome de deficiencia de andrégenos mediante inhibicion farmacoldgica de la accion de los andrége-
nos conlleva riesgos significativos para la salud, tanto de varones como de mujeres.

Aunque es evidente que es eficaz la inhibicion de la accién de los andrégenos para tratar el acné y la calvicie en
varones y mujeres, y el hirsutismo en mujeres, puede conllevar graves riesgos. No obstante, este riesgo puede no
ser necesario, ya que todas esas enfermedades se localizan en la piel, un 6rgano que se puede tratar directamente
en lugar de sistémicamente. El antagonismo androgénico sistémico no es necesario si el antagonista se puede apli-
car a la piel y quedar contenido en la misma. Aunque la piel es un 6rgano que responde a los farmacos aplicados
por via tépica, también es permeable a una amplia variedad de farmacos. Por tanto, muchos farmacos, por ejemplo
estrégenos, Yy la nicotina, que se aplican con parches cutaneos entran en el cuerpo, circulan por la sangre y actian
de forma sistémica (16,17). Un antiandrogeno desarrollado para actuar localmente, Gnicamente en la piel, sin accion
sistémica, aliviaria este problema. Es el objeto de esta solicitud el disefio y la sintesis de un antagonista de andrége-
nos localmente activo para ser aplicado a la piel en el tratamiento de acné, alopecia, seborrea, asi como hirsutismo.

Objetos de lainvencién

Es un objeto de la invencidn proporcionar nuevos compuestos y composiciones farmacéuticas para usar en el trata-
miento de acné, alopecia (calvicie), seborrea (especialmente en mujeres) e hirsutismo.

No es otro objeto de la invencidn proporcionar métodos para tratar uno o mas de acné, calvicie, seborrea e hirsutis-
mo usando compuestos y composiciones de acuerdo con la presente invencion.

Es otro objeto mas de la presente invencién proporcionar huevos compuestos y composiciones que se puedan usar
de forma profilactica para reducir la probabilidad de la aparicién o recurrencia de acné, calvicie, seborrea e hirsutis-
mo.

Uno cualquiera de estos y/u otros objetos de la presente invencion se pueden deducir facilmente a partir de la si-
guiente descripcion de la invencion.

Breve descripcion de lainvencion

La Figura 1 muestra la union al receptor de andrégenos (AR) del compuesto 18-éster y su correspondiente carboxila-
to. El potencial antiandrogénico del compuesto 18 &cido y su éster etilico en comparacion con la clasica bicalutamida
antiandrogénica no esteroidea se caracterizaron determinando 1): su afinidad por el AR en el citosol de préstata de
rata (véase el apartado métodos); midiendo su competicién por la unién de [3H]50(-DHT. El citosol se incub6 con
[3H]5a-DHT 1 nM durante una noche en presencia de los 3 compuestos y DHT. Después, el esteroide libre fue ad-
sorbido por carbén y se midio por recuento la radiactividad unida al receptor. Como se puede ver en esta figura, el
compuesto 18-éster etilico compite por la unién a AR con una RBA de aproximadamente 6%, esto se compara con -
2% para la bicalutamida (Casodex). Los resultados muestran que el compuesto esterificado exhibe una actividad
antiandrogénica significativa, mientras que el correspondiente carboxilato no se une al receptor de andrégenos, lo
que conduce a la conclusion de que el éster es la especie activa mientras que la desesterificacion al carboxilato libre
da como resultado inactividad.

La Figura 2 muestra el efecto del compuesto 18-éster etilico sobre la estimulacion con DHT de las células transfec-
tadas con AR y un gen indicador de ARE-luciferasa. La accién antiandrogénica del compuesto 18-éster y el carboxi-
lato se midié en cultivos primarios de osteoblastos derivados de huesos parietales de feto de rata transfectados con
AR humanos y un gen indicador unido a ARE-luciferasa como se ha indicado previamente. Centrella, et al., Mol.
Endocrinol., 18:1120-1130, 2004. Las células se trataron con DHT 0,1 nM o con vehiculo solo como control (DMSO
0,1%) o DHT con uno de los siguientes: 18-éster etilico, 18-carboxilato o Casodex (bicalutamida). Los analogos no
esteroideos se afiadieron de forma simultdnea con el DHT. Veinticuatro horas después, se analizé en las células la
actividad de luciferasa.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos de acuerdo con la estructura quimica:
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en la que * significa un centro quiral y R es un grupo alquilo de C1-Cg opcionalmente sustituido (con alquilo o fluoro-
alquilo de C1-C3), preferentemente un grupo etilo.

CO,RP

v

En determinados aspectos preferidos de la presente invencion relacionados con el compuesto no esteroideo ante-
rior, el compuesto es:

O,N,

FiC

en donde R® es un grupo alquilo de C;-Cs opcionalmente sustituido (con alquilo o fluoroalquilo de C;-Cs), preferen-
temente un grupo etilo.

La presente invencién se refiere también a composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién que
comprenden una cantidad eficaz de al menos un compuesto como se ha descrito anteriormente en combinacién con
un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, las composiciones farmacéuticas
de acuerdo con la presente invencion se formulan en forma de dosificacién tdpica para la administracion al paciente.

Un tratamiento terapéutico comprende administrar uno o mas de los compuestos activos de acuerdo con la presente
invencion a un paciente que necesite la terapia para el tratamiento de acné, alopecia (calvicie), seborrea o hirsutis-
mo. Aspectos profilacticos de la presente invencién también se contemplan en la presente invencion y se incorporan
en el uso para tratamiento. Un aspecto profilactico particularmente preferido de la presente invencién se refiere al
uso de los presentes compuestos para reducir la probabilidad de acné, calvicie, seborrea o hirsutismo.

Descripcion detallada de lainvencién
Los siguientes términos se usaran a lo largo de la memoria descriptiva para describir la presente invencion.

El término “paciente” se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir a un animal, preferentemente un ser
humano, al que se proporciona el tratamiento, incluido el tratamiento profilactico, con los compuestos de acuerdo
con la presente invencion. Para el tratamiento de la sintomatologia, afecciones o estados de enfermedad especificos
de un animal determinado, tal como un paciente humano, el término paciente hace referencia a dicho animal deter-
minado. En la mayoria de los casos en la presente invencion, el paciente es un ser humano con acné, algun grado
de calvicie (incluyendo calvicie completa) o hirsutismo.

La expresion “cantidad eficaz” se usa a lo largo de la memoria descriptiva para describir concentraciones o cantida-
des de compuestos de acuerdo con la presente invencion que se pueden usar para producir un cambio favorable en
la sintomatologia, enfermedad o afeccion tratada, ya sea dicho cambio una disminucién o inversion de los efectos de
la sintomatologia o estado de enfermedad dependiendo del estado de enfermedad o afeccion tratada. En la presente
invencion, en aspectos preferidos, una cantidad eficaz es dicha cantidad que se usa para tratar la afecciéon que se va
a tratar, es decir acné, calvicie, seborrea o hirsutismo. Una cantidad eficaz para los fines de tratamiento de una o
mas de las afecciones anteriores incluye el momento y el modo en que se administra un compuesto activo a un
paciente.

El término “compuesto” como se usa en el contexto de la presente memoria, a menos que se indique lo contrario,
hace referencia a cualquier compuesto quimico especifico descrito en la presente memoria. Dentro de su uso en el
contexto, el término generalmente hace referencia a un Unico compuesto pero, en determinados casos, puede hacer
también referencia a estereoisémeros y/o isdmeros opticos (incluyendo mezclas racémicas), asi como a enantiome-
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ros especificos 0 mezclas enantioméricamente enriquecidas de los compuestos descritos. El uso del simbolo * signi-
fica que el atomo de carbono mas cercano a dicho simbolo es un centro quiral. Cuando esta indicado un centro
quiral, la presente invencion esta dirigida a todos los isémeros configuracionales alrededor del centro quiral, inclu-
yendo mezclas enantioméricas y/o racémicas especificas (de proporcion variable) de los compuestos.

El término “alquilo” se usa a lo largo de la presente memoria descriptiva para describir un radical hidrocarbonado que
contiene entre una y trece unidades de carbono, una y diez unidades de carbono, cinco y diez unidades de carbono,
cuatro y nueve unidades de carbono, una y cinco unidades de carbono, unay cuatro unidades de carbono, una, dos,
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce y trece. Grupos alquilo para uso en la presente inven-
cion incluyen grupos de cadena lineal y ramificada y grupos cicloalquilo, tales como metilo, etilo, propilo, i-propilo,
butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, neo-pentilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, etc. Los grupos alquilo pueden
estar no sustituidos o sustituidos con grupos alquilo de C1-Cs.

El término “heterociclo” se usa para describir un anillo de cinco o seis miembros que contiene al menos un grupo
nitrégeno y, opcionalmente, hasta dos heteroatomos (O, S, N) més dentro del anillo. Heterociclos para uso en la
presente invencion pueden incluir, en determinadas realizaciones y dentro del contexto, heteroarilos (heterociclos
gue contienen insaturacion). Los heterociclos preferidos para uso en la presente invencién incluyen piperidina, pira-
zina y morfolina, entre otros.

El término “sustituido” se usa para describir un sustituyente en un atomo de carbono en compuestos de acuerdo con
la presente invencion. En general, en el contexto, un sustituyente es un grupo halégeno (F, Cl, Br, 1) o un grupo
alquilo de C;-C3 que en si mismo puede estar opcionalmente sustituido con uno o méas grupos fltor (p. €j., CFs,
CF,CFs3).

El término “acné” se usa para describir una afeccién de la piel que produce la inflamacion localizada de la piel como
resultado de la hiperactividad de las glandulas sebaceas en la base de los foliculos pilosos. El aché se produce
cuando las glandulas sebaceas se activan en la pubertad, momento en el cual estas glandulas son estimuladas por
las hormonas masculinas que se producen en las glandulas suprarrenales de chicos y chicas. Las glandulas seba-
ceas, que estan situadas justo debajo de la piel, producen y secretan aceite continuamente a través de orificios en la
piel. El aceite lubrica y protege la piel. En determinadas circunstancias, las células que estan cerca de los orificios de
las glandulas sebéaceas bloquean los orificios. Esto da lugar a una acumulacion de aceite debajo de la piel. Las bac-
terias, omnipresentes en la piel, se sacian con el aceite, se multiplican y hacen que los tejidos adyacentes se infla-
men. Si la inflamacién est4 justo cerca de la superficie, se produce una pustula; si estd mas profunda, una papula
(grano); si esta todavia mas profunda se produce un quiste. Si el aceite se abre camino hasta la superficie, el resul-
tado es una “espinilla”. Si el aceite se oxida (es decir, reacciona con el oxigeno del aire), el aceite cambia de color de
blanco a negro y el resultado es un “punto negro”.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencion se pueden usar para resolver, reducir o controlar el acné. Los
compuestos de la presente invencion funcionan reduciendo la produccion de sebo (mezcla compleja de aceite, gra-
sas y colesterol producida por las glandulas sebaceas) y/o reduciendo la formacién de comedones. Un comedén se
describe dermatoldgicamente como un poro obstruido de particulas sebaceas (aceite) y piel muerta que estan atas-
cadas en el orificio de un foliculo piloso, estos pueden ser espinillas, puntos negros o comedones solares.

El término "calvicie” o “alopecia” se usa para describir una afeccion en la que el pelo del cuero cabelludo de un hom-
bre o una mujer es deficiente o inexistente. Aunque los presentes compuestos se pueden usar para tratar todas las
formas de pérdida de cabello o calvicie, incluyendo &reas relativamente pequefias de pérdida de cabello, los presen-
tes compuestos son particularmente eficaces en el tratamiento de la “calvicie patron” masculina y femenina.

El término “seborrea” se usa para describir una afeccion que da como resultado una piel excesivamente oleosa. Se
debe a una produccion hiperactiva de sebo (material oleoso que contiene aceites, grasas y colesterol) de las glandu-
las sebaceas y puede afectar tanto a varones como a hembras. Aunque la mayoria de las personas con seborrea no
tienen otros problemas de salud, en ocasiones es un signo de la enfermedad de Parkinson o acromegalia subyacen-
tes. En la seborrea, la piel se siente desagradable y parece ensuciarse rapidamente. La cara aparece brillante. El
magquillaje puede correrse o apelmazarse. La seborrea también puede dar como resultado acné o dermatitis sebo-
rreica.

El término “hirsutismo” se usa para describir la presencia de un crecimiento excesivo de pelo terminal en zonas de-
pendientes de andrégenos en el cuerpo de una mujer (como labios, barbilla, pecho, abdomen o espalda). Tiene que
distinguirse de la hipertricosis, que normalmente es de naturaleza familiar y esta asociada con una disfuncién endo-
crina, tal como una disfuncion tiroidea, o con medicamentos tales como fenitoina o minoxidilo.

El hirsutismo puede ser un signo de un trastorno médico significativo. El hirsutismo se produce por un incremento de
la accion de los andrégenos sobre los foliculos pilosos. Esto puede ser el resultado de un incremento de los niveles
de andrégenos circulantes o un incremento de la sensibilidad de los foliculos pilosos a niveles séricos normales de
andrégenos. Los foliculos empiezan a desarrollar pelo grueso y pigmentado (pelo terminal) frente al vello fino y no
pigmentado (pelo vello) que normalmente se ve en estas zonas.
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Las causas del hirsutismo incluyen una produccion excesiva de andrégenos por las glandulas suprarrenales o los
ovarios; el incremento de la sensibilidad de los foliculos pilosos a los andrégenos (que puede deberse a una activi-
dad exagerada de la 5a-reductasa periférica y anomalias funcionales en los receptores de andrégenos. El hirsutismo
a menudo es también una fuente de molestias psicolégicas y la mayoria de las mujeres que buscan tratamiento para
el hirsutismo lo hacen por motivos estéticos. Se ha observado que la presente invencion no se limita al tratamiento
del hirsutismo Unicamente en mujeres, sino asi mismo en hombres que deseen dicho enfoque estético al pelo exce-
sivo.

Un aspecto terapéutico preferido de acuerdo con la presente invencion se refiere a compuestos para tratar o resolver
el acné (reducir el acné y permitir una limpieza significativa de la piel), la calvicie (alopecia, incluyendo la estimula-
cion del crecimiento del pelo en zonas en las que el crecimiento del pelo ha disminuido o incluso se ha detenido), la
seborrea (reducir la produccion del sebo y hacer que la piel sea estéticamente mas agradable) y el hirsutismo (prin-
cipalmente, aungque no exclusivamente, en mujeres).

Los métodos terapéuticos incluyen la administracion de cantidades eficaces de uno o0 mas compuestos de acuerdo
con la presente invencion para tratar o reducir la probabilidad de aparicion o reaparicion del acné, la calvicie, la se-
borrea y/o el hirsutismo.

Las composiciones farmacéuticas basadas en estos nuevos compuestos quimicos comprenden los compuestos
descritos anteriormente en una cantidad eficaz para el tratamiento o profilaxis de la sintomatologia de la menopausia
0 una afeccion o estado de enfermedad relacionada, incluyendo cancer de mama sensible a estrogenos, opcional-
mente en combinacién con un aditivo, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones far-
maceéuticas en forma de dosificacion oral son particularmente preferidas y también se prefieren las formas de dosifi-
cacion topica para liberacion local de los compuestos activos, en cremas, geles y lociones. Se contempla el uso en
este aspecto de la presente invencién de cantidades eficaces de los compuestos de acuerdo con la presente inven-
cion para uso en forma de dosificacion farmacéutica, en particular una forma de dosificacion topica, en combinacion
con vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las modificaciones del compuesto activo pueden afectar a la solubilidad y la velocidad del metabolismo de la espe-
cie activa, de modo que proporcione control sobre la liberacién de la especie activa. Ademas, las modificaciones
pueden afectar a la actividad del compuesto, aumentando en algunos casos la actividad sobre la del compuesto
precursor. Esto se puede evaluar facilmente preparando el derivado y analizando su actividad de acuerdo con méto-
dos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Los compuestos de la presente invencién se pueden incorporar a formulaciones para todas las vias de administra-
cion, incluyendo, por ejemplo, las vias oral y parenteral, incluyendo las vias intravenosa, intramuscular, intraperito-
neal, intrabucal, transdérmica y en forma de supositorio. Claramente se prefieren las formas de dosificacién topicas
e incluyen cremas, lociones, geles y supositorios que se pueden administrar en sitios especificos de la piel para
liberar compuestos en la piel para que ejerzan el efecto farmacéutico. Los compuestos de la presente invencion se
usan preferentemente por via topica como antiandrogenos locales.

Las composiciones farmacéuticas basadas en estos nuevos compuestos quimicos comprenden los compuestos
descritos anteriormente en una cantidad eficaz para tratamiento, alivio y/o resolucion de la sintomatologia de las
afecciones o estados morbosos que se han descrito anteriormente en la presente memoria, incluyendo especialmen-
te acné, calvicie, seborrea y/o hirsutismo, opcionalmente en combinacién con un aditivo, vehiculo y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Un experto en la técnica reconocera que una cantidad eficaz de uno o mas compues-
tos de acuerdo con la presente invencion variara con la afeccién o sintomatologia que se ha de tratar o prevenir, su
gravedad, el régimen de tratamiento que se ha de usar, la farmacocinética del agente usado, asi como el paciente
que se va a tratar.

En el aspecto farmacéutico de acuerdo con la presente invencion, el compuesto de acuerdo con la presente inven-
cion se formula preferentemente mezclado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En general, es preferible
administrar la composicion farmacéutica en forma de administracion topica, especialmente como crema, locion, gel,
liquido o supositorio, pero se pueden contemplar otras vias de administracion en determinados casos, por ejemplo
por via parenteral, intravenosa, intramuscular, transdérmica, bucal, subcutanea u otra via. Por supuesto, un experto
en la técnica puede modificar las formulaciones dentro de las ensefianzas de la memoria descriptiva para proporcio-
nar numerosas formulaciones para una via de administracion concreta, si se desea, sin hacer que las composiciones
de la presente invencién sean inestables o sin comprometer su actividad terapéutica, observando que los grupos
éster pueden ser algo labiles. En concreto, la modificacion de los presentes compuestos para hacerlos mas solubles
en agua o en otro vehiculo, por ejemplo, se puede conseguir por pequefias modificaciones que conocen bien los
expertos en la técnica. También es bien conocido por los expertos en la técnica modificar la via de administracion y
el régimen de dosificacién de un compuesto concreto con el fin de manejar la actividad y la duracion de la actividad
de los presentes compuestos para un efecto beneficioso maximo para el paciente.

La cantidad de compuesto incluido en las formulaciones terapéuticamente activas de acuerdo con la presente inven-
cion es una cantidad eficaz para tratar el sintoma o afeccion. En sus realizaciones mas preferidas, los presentes
compuestos se administran por via topica para tratar, aliviar o resolver el acné, la calvicie, la seborrea y/o el hirsu-
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tismo o para reducir la probabilidad de aparicion o reaparicion de estas afecciones. En general, una cantidad terap-
éuticamente eficaz del compuesto actualmente preferido en forma de dosificacion normalmente varia desde ligera-
mente menos de aproximadamente 0,0005 mg/kg hasta aproximadamente 0,1 g/kg, preferentemente de aproxima-
damente 0,01 mg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg del paciente o considerablemente més dependiendo del com-
puesto usado, la afeccién o la sintomatologia tratada y la via de administracion, aunque en la presente invencion se
pueden contemplar excepciones a este intervalo de dosificacion y estan dentro de las ensefianzas de la presente
invencién. En el caso especifico de las formulaciones tépicas aplicadas a la piel de un paciente, que es la via de
administracion preferida, la dosis topica entra dentro de los intervalos anteriores y son dosis tipicas (que se pueden
administrar una o mas veces al dia) las que varian de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 500 mg o mas, de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500 mg, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 250 mg, de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 1 a aproximadamente 500 mg, de aproxi-
madamente 0,5 a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 1 a aproximadamente 225 mg, de aproximada-
mente 0,25 a aproximadamente 200 mg, de aproximadamente 0,0125 a aproximadamente 250 mg del principio
activo, dependiendo de la actividad del compuesto y del tamafio de la zona de la piel a la que se han a aplicar los
compuestos.

Para preparar las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion, preferentemente se mezcla
intimamente una cantidad eficaz de uno o méas de los compuestos de acuerdo con la presente invenciéon con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable de acuerdo con técnicas de mezclamiento farmacéutico convencionales para
producir una dosis. Un vehiculo puede tomar una amplia variedad de formas segun la forma de preparacion deseada
para la administracion, por ejemplo topica, oral o parenteral, preferentemente tdpica. En la preparacion de composi-
ciones farmacéuticas en la forma de dosificacion tépica preferida, se puede usar cualquiera de los medios farmacéu-
ticos habituales, incluidos espesantes, emolientes, emulsionantes, etc., para producir cremas, geles, balsamos,
pomadas y similares, para administracion tépica al paciente. Como alternativa se puede usar un parche para admi-
nistracion transdérmica.

En el caso de las formas de dosificacion oral, preparaciones orales liquidas, tales como suspensiones, elixires y
soluciones, se pueden usar vehiculos y aditivos adecuados incluyendo agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes
aromatizantes, conservantes, agentes colorantes y similares. Para las preparaciones orales sélidas, tales como
polvos, comprimidos, capsulas, y para preparaciones sdlidas, tales como supositorios, se pueden usar vehiculos y
aditivos adecuados, incluyendo almidones, vehiculos azlcares, tales como dextrosa, manitol, lactosa, y vehiculos
relacionados, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes, agentes disgregantes y similares. Si se
desea, los comprimidos o capsulas pueden recubrirse con recubrimiento entérico o de liberacion prolongada median-
te técnicas estandares.

Para las formulaciones parenterales, el vehiculo comprendera normalmente agua estéril o solucién acuosa de cloru-
ro sadico, aunque se pueden afiadir otros ingredientes incluyendo auxiliares de dispersion. Por supuesto, cuando se
va a usar agua estéril y se ha de mantener la esterilidad, las composiciones y vehiculos también deben esterilizarse.
También se pueden preparar suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear vehiculos liquidos, agen-
tes de puesta en suspension adecuados y similares.

Los presentes compuestos se pueden usar para tratar como pacientes animales y, en particular mamiferos, espe-
cialmente incluyendo seres humanos. Los pacientes se pueden tratar administrando al paciente una cantidad eficaz
de uno o mas de los compuestos de acuerdo con la presente invencion, opcionalmente en un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable, solo o en combinacion con otros agentes farmacéuticos conocidos, en funcién de la
afeccion o sintomatologia que se va a tratar. Este tratamiento también se puede administrar junto con otras terapias
convencionales, incluyendo la administracion de otros agentes antiacné y otros agentes para el tratamiento y/o profi-
laxis de alopecia, hirsutismo y/o seborrea.

El compuesto activo esta incluido en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable en una cantidad suficien-
te para administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente eficaz para la indicacion deseada sin causar efec-
tos téxicos en el paciente tratado.

El compuesto se administra de modo conveniente en cualquier forma de dosificacién unitaria adecuada en una can-
tidad eficaz incluyendo, aunque sin limitacion, una que contenga menos de 1 mg (preferentemente al menos 1 mg) a
500 mg o mas (normalmente muy por debajo del limite superior), preferentemente de 5 a 300 mg de ingrediente
activo por forma de dosificacion unitaria. Normalmente es conveniente una forma de dosificacion tépica, incluyendo
una dosificacion por medio de un parche transdérmico que varie de aproximadamente 1 a aproximadamente 500
mg, de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 250 mg, de aproximadamente 7,5 mg a aproximadamente 100
mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 50 mg, o cualquier cantidad entre cualquiera de los intervalos
anteriores.

La concentracion de compuesto activo en la composicién del farmaco dependera de las tasas de absorcion, distribu-
cion, inactivacion y excrecion del farmaco, asi como de otros factores conocidos por los expertos en la técnica. Cabe
destacar que los valores de las dosificaciones también variaran con la gravedad de la afeccién o sintomatologia a
tratar. Debe entenderse ademas que, para cualquier sujeto concreto, los regimenes de dosificacion especificos de-
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ben ajustarse en el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que adminis-
tra o supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de concentracion indicados en la presen-
te memoria descriptiva son Unicamente ilustrativos y no estan destinados a limitar el alcance o la préactica de la com-
posicion reivindicada. El ingrediente activo puede administrarse de una vez o puede dividirse en un nimero de dosis
mas pequefias para ser administradas a intervalos variables de tiempo. En su aspecto mas preferido de la presente
invencion, es decir en la administracién topica de compuestos de acuerdo con la presente invencion al paciente que
se va a tratar, el principio activo puede administrarse de forma tan infrecuente como de una vez cada varios dias a
varias veces al dia, dependiendo de la actividad de los compuestos y otros factores bien conocidos en la técnica.

Las composiciones orales, si se usan, generalmente incluiran un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Se pue-
den encerrar en capsulas de gelatina (duras o blandas) o comprimirse en comprimidos. Para el fin de la administra-
cion terapéutica oral, al compuesto activo se puede incorporar excipientes y usar en forma de comprimidos, trociscos
0 capsulas. Se pueden incluir como parte de la composicion agentes aglutinantes y/o materiales coadyuvantes far-
macéuticamente compatibles.

El compuesto activo también se puede administrar como componente de un elixir, suspension, jarabe, oblea, goma
masticable o similares. Un jarabe puede contener, ademas de los compuestos activos, sacarosa y/o jarabe de maiz
como agente edulcorante y ciertos conservantes, pigmentos y colorantes y saborizantes.

El compuesto activo también se puede mezclar con otros materiales activos que no alteran la accién deseada o con
materiales que complementan la accion deseada, tal como otros agentes hormonales, y, en otros casos, dependien-
do de la terapia o diana deseada, otros compuestos farmacéuticamente activos.

Las soluciones o suspensiones usadas principalmente para aplicacion tépica y, en algunos casos, parenteral, in-
tradérmica o subcutanea, pueden incluir los componentes siguientes: un diluyente estéril, tal como agua para solu-
ciones inyectables, solucién salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéti-
cos; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metilparabenes; antioxidantes, tales como &cido ascér-
bico o bisulfito sodico; agentes quelantes, tales como acido etilendiaminotetraacético; tampones, tales como aceta-
tos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la tonicidad, tales como cloruro sédico o dextrosa. La preparacion
parenteral se puede introducir en ampollas, jeringuillas desechables o viales multidosis de vidrio o de plastico. Si se
administran por via intravenosa, los vehiculos preferidos incluyen, por ejemplo, solucién salina fisiol6gica o solucién
salina tamponada con fosfato (PBS). En el caso de las composiciones farmacéuticas preferidas en formas de dosifi-
cacion topicas, se pueden usar como formas de administracién vaginal cremas, geles y/o lociones viscosas. Las
cremas, geles, lociones y supositorios se pueden formular usando procedimientos farmacéuticos convencionales.

En una realizacion, los compuestos activos se pueden preparar con vehiculos que protegeran al compuesto frente a
la rdpida eliminacion del cuerpo, tal como una formulacion de liberaciéon controlada, incluyendo implantes y sistemas
de administracién microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como co-
polimero de etileno y acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, coldgeno, poliortoésteres y acido polilacti-
co, entre otros. Los métodos para la preparacion de dichas formulaciones son bien conocidos y facilmente evidentes
para los expertos en la técnica.

Las suspensiones de liposomas también pueden ser vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas se pueden
preparar de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las formulaciones en lipo-
somas se pueden preparar disolviendo lipido(s) adecuado(s) en un disolvente inorganico que después se evapora,
dejando una pelicula fina de lipido seco sobre la superficie del envase. Después, en el envase se introduce una
solucién acuosa del compuesto activo. Después, el envase se agita a mano para liberar el material lipidico de los
laterales del envase y para dispersar los agregados lipidicos, de modo que se forme la suspension de liposomas. En
este aspecto de la presente invencion también se pueden usar otros métodos de preparacion bien conocidos por los
expertos en la técnica.

Los compuestos de acuerdo con la presente invencién se pueden preparar facilmente usando métodos quimicos
sintéticos que son bien conocidos en la técnica. Estas sintesis se ilustran en el presente texto y en los esquemas
siguientes. Aunque la presentacion es de quimica ilustrativa, se reconoce que un experto en la técnica puede usar
las ensefianzas de la presente invenciéon o modificar los procedimientos divulgados de otro modo en la presente
memoria de un modo que permita la practica habitual de la presente invenciéon. Se pueden sintetizar facilmente
compuestos analogos adaptando la metodologia especifica descrita y aplicando métodos de quimica organica sinté-
tica bien conocidos en la técnica.
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Sintesis de compuestos de la estructura general IV:

La sintesis quiral del compuesto 4 anterior se muestra en el esquema 4 siguiente. Para el (S)-enantiomero, el grupo
acido carboxilico del (S)-citramalato de trans-2-fenilciclohexilo 19 (53) se reduce selectivamente (a) con BHs-THF
(54), dando el 1,3-diol 20, que se protege (b) en forma de benciliden-acetal usando PHCHO y TsOH a reflujo con
eliminacion de H,0, dando 21. La hidrdlisis (c) de 21 usando KOH en THE/H,0O (53) da el acido 22 que se acopla (d)
con 4-nitro-3-(trifluorometil)anilina, disponible comercialmente, a -20°C (después del tratamiento de 22 con SOCI; en
dimetilacetamida a -20°C) (49), dando 23. La eliminacion del grupo protector (e) con BCl3 (55), seguida de la oxida-
cion (f) del alcohol primario con PDC, como anteriormente, da 25. La esterificacion (g), como anteriormente, da 18.
El (R)-enantibmero se puede sintetizar por analogia a partir del material enantiomérico de partida.
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Actividad/Datos bioldgicos

Como parte del analisis de la actividad bioldgica, se analizan la union de los ésteres (preferentemente el éster etili-
co) y el acido carboxilico precursor al receptor de andrégenos (AR) y la actividad antiandrogénica in vitro en las
células transfectadas con el receptor de andrégenos/esterasa del receptor de androgenos (AR/ARE) (que se descri-
ben mas adelante). Para un buen antiandrégeno local, el éster debe mostrar una elevada afinidad por el AR y una
elevada actividad antiandrogénica, mientras que el acido carboxilico precursor debe ser muy débil o estar desprovis-
to de estas caracteristicas. Uno de los puntos fuertes de este estudio es que la tasa de hidrdlisis se puede modificar
cambiando la porcidn de alcohol del éster, por tanto, si un analogo parece tener acciones sistémicas mayores de o
que los inventores esperan, la tasa de hidrélisis se puede aumentar o viceversa. Por ejemplo, para los ésteres que
exhiben una buena unién a los receptores y buena actividad antiandrogénica, aunque el acido carboxilico esté des-
provisto de actividad, los inventores sintetizan una serie de ésteres con modificaciones estructurales de la porcién
alcohol del grupo éster, disefiada para aumentar o disminuir su hidrélisis por esterasa (por ejemplo, el éster de propi-
lo y fluoroetilo para una mayor hidrdlisis y ésteres estéricamente impedidos, tales como los ésteres de isopropilo y
neopentilo, o0 menor lipofilicidad, de metilo, para menor hidrolisis). Estos ésteres se analizan segun su tasa de hidré-
lisis en el ensayo de esterasa hepatica (mas adelante). En estos ésteres adicionales se analiza la unién a los AR y la
actividad antiandrogénica en las células transfectadas con AR/ARE. Dado que el ensayo de unién se realiza a 0—
2°C, la hidrdlisis por esterasa no es un factor significativo. No obstante, en el ensayo de las células transfectadas, se
produce hidrélisis enzimatica y la tasa de hidrdlisis del grupo éster influye sobre la actividad biol6gica. Por tanto,
después de la correccién por la unién al receptor, existe una correlacion entre la actividad bioldgica y la hidrdlisis
enzimatica; por ejemplo, compuestos con una unién al receptor similar exhiben una actividad biolégica diferente que
esta correlacionada con la tasa de hidrdlisis (estructura del éster). Esta correlacion permitira a los inventores elegir
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candidatos para el andlisis in vivo, ya que permite la optimizacion de la tasa de hidrélisis (estructura del éster) para
la accion “local". La estructura del éster se puede modificar para disminuir la tasa de hidrdlisis con el fin de maximi-
zar la accion local o aumentar la tasa de hidrélisis con el fin de minimizar la accion sistémica. En los posteriores
ensayos in vivo, el objeto es encontrar compuestos que muestren una buena actividad antiandrogénica local y una
minima accién sistémica, si hay alguna. Los resultados de estos estudios identifican al candidato inicial en cada
familia para estudios in vivo. El resultado de este estudio inicial indica la direccién (mayor o menor hidrélisis) que se
requiere y conduce al éster adecuado para la entidad clinica final.

Estos estudios demuestran la relacion entre la hidrélisis por esterasa y la actividad biolégica. Como se puede ver en
las Figuras 1y 2, el éster etilico 18 (esquema 4) fue menos potente en comparacion con Casodex de lo que se pre-
deciria en base a su unién a los AR. Esta aparente discordancia entre la union y la accion se puede explicar por la
hidrélisis por esterasa, que desactiva el éster 18-etilico pero no Casodex en las células cultivadas. Los inventores
han analizado esta hip6tesis comparando la tasa de hidrélisis de ésteres especificos en varias lineas celulares pre-
viamente transfectadas con gen indicador de AR-ARE o el ER y ERE. Los inventores han predicho que las células
que exhiben la mayor esterasa deberian tener la proporcion de actividad de Casodex/18-éster etilico méas alta, por
ejemplo la actividad més baja del éster analogo.

Materiales y métodos

Ensayos bioldgicos in vitro. Los analogos de éster descritos anteriormente se criban primeramente para determi-
nar su actividad antiandrogénica (asi como androgénica) determinando su afinidad por los AR y para determinar su
potencia para antagonizar la estimulacién androgénica de un gen indicador sensible a los andrégenos en células en
cultivo. Ademas, se determina la tasa a la cual estos anélogos son hidrolizados por esterasa(s). Las potenciales
reacciones cruzadas con otros sistemas receptores de esteroides (glucocorticoides y mineralocorticoides) se deter-
minan por el espectro de actividad de algunos de los precursores (espironolactona y mifepristona): midiendo su
union a los receptores de mineralocorticoides y glucocorticoides y su inhibicién de la accion de estos receptores en
las células transfectadas con construcciones de genes indicadores.

Andlisis de los receptores de andrégenos. Como cribado inicial de los compuestos de ensayo, el analisis de la
afinidad de unién a los AR se determina en citosol preparado a partir de préstatas de rata. El ensayo de union a
andrégenos se realiza como han descrito anteriormente los autores en las referenuas 37, 66, 67. Cada compuesto
de ensayo no radiactivo se analiza sobre 6 ordenes logaritmicos, 10" - 10° M, y se compara con 5a-
dlhldrotestosterona (DHT), R1881 y antiandrégenos conocidos, tal como hidroxiflutamida, para la competicion de la
union de [ H]R1881 (~ 2 nM) a los AR. Las glandulas de la préstata se obtienen de ratas Sprague-Dawley que han
sido castradas 48 horas antes del sacrificio. Las glandulas se ponen en suspension y se homogeneizan en tampon
TEGDMo (Tris 10 mM, Naz-EDTA 1,5 mM, glicerol al 10% (v/v, ditiotreitol 1,0 mM, molibdato sédico 25 mM a pH 7,4
a 4°C) enfriado con hielo a 1,5 mL/préstata y se centrifugan a 105.000 g durante 45 minutos a 4°C. El liquido sobre-
nadante (citosol) se congela en hielo seco y se conserva a -80°C hasta el ensayo. Para el analisis, se descongela el
citosol en hielo, se diluye con tampén TEGDMo y se incuba con los analogos de ensayo durante una noche en hielo.
Todos los materiales incubados contienen aceténido de triamcinolona 1M para prevenir la potencial unién al recep-
tor de progesterona. El radioligando unido se separa del libre por adsorcion con carbdn recubierto con dextrano y se
cuantifica mediante recuento. Las curvas de desplazamiento se analizan por un método de ajuste de curvas usando
el programa informatico Prism. Normalmente, cada esteroide se analiza por duplicado en 3 experimentos separados.

Activacion de los genes androgénicos o antiandrogénicos. Los analogos sintetizados se analizan para determi-
nar las actividades androgénicas y antiandrogénicas en un bioensayo que usa células transfectadas con el receptor
de andrdgenos y un gen indicador sensible a andrégenos como se ha indicado anteriormente (37,67). La técnica es
similar a los estudios realizados anteriormente para la actividad antiestrogénica en células transfectadas con plasmi-
dos que contienen por separado ER y un elemento de respuesta a estrogenos fusionado con un gen indicador de la
luciferasa (34). Los AR (68) y ARE de rata se obtuvieron de los Drs. Centrella y McCarthy de Yale, que crearon el
plasmido indicador de la construccion 4XARE-luciferasa clonando cuatro elementos sensibles a andrégenos [5'-

GGTTCTTGGAGTACT-3'] derivados del promotor del gen de probasina de rata aguas arriba de un promotor m|n|mo
del RSV(69). Células COS a una confluencia del 50 70% se exponen al plasmido indicador 4XARE a 30 ng por cm?

y al plasmido de expresion de AR a 10 ng por cm?en medio suplementado con suero bovino fetal al 0,8% durante 16
horas. Después, los cultivos se suplementan para obtener una concentracion final de suero al 5% y se cultivan du-
rante un total de 48 horas Después, las células se tratan durante 24 horas con los analogos solos (agonista) o los
andlogos + DHT 10 M (antagonista). Ademas, se usan hidroxiflutamida y esplronolactona como controles en los
ensayos de agonistas y antagonistas. Los analogos se afiaden en un intervalo de 10 a10°Mm por duplicado y cada
experimento se duplica en 3 experimentos por separado. Después de incubacion, el medio se aclara, se lisa y se
analiza la actividad del gen indicador (luciferasa).

La diferencia entre la unién a los AR y la actividad antiandrogénica relativa determinada en este ensayo proporciona
informacién inicial y establece tendencias sobre cémo se debe madificar el grupo éster como se ha descrito ante-
riormente, en el efecto del apartado Modificacién del éster, con el fin de aumentar o disminuir la tasa de hidrolisis
enzimatica y, por tanto, maximizar la accién antiandrogénica local in vitro.
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Actividad de hidrélisis por esterasa. La tasa relativa de hidrélisis de cada compuesto éster, junto con el éster de
estrogeno E16-1,2 para comparacion, se determina usando microsomas hepaticos de rata en las condiciones pre-
viamente descritas (32). El higado obtenido de ratas Sprague-Dawley se lava con solucién salina tamponada con
fosfato y se homogeneiza en 3 volimenes de sacarosa 0,25 M fria y se centrifuga a 700 x g durante 10 minutos y
después a 10.000 x g durante 20 minutos. El liquido sobrenadante resultante se centrifuga a 105.000 x g durante 60
minutos. El sedimento resultante se pone en suspension en tampoén de fosfato 0,1 M a pH 7,4 y se lava de nuevo por
centrifugacién a 105.000 x g durante 60 minutos. El sedimento lavado se pone en suspension en Tris-HCI 0,1 M a
pH 8,0 a una concentracion de ~13 mg de proteina/mL y se congela a -80°C. Para el ensayo, los sedimentos se
descongelan y se diluyen con el mismo tampén. La mezcla de incubacién consiste en la preparacion enzimatica
microsomica, 0,28 mg de proteina/mL, los ésteres esteroides, 50 uM, afadidos en 10 pL de etanol, todo en un volu-
men final de 1 mL del tamp6n Tris a pH 8,0. Dado que los inventores esperan que las tasas de reaccion puedan ser
ampliamente diferentes para los diversos ésteres, los tiempos de incubacién se varian en consecuencia para obte-
ner una cinética lineal. En varios momentos adecuados se extraen partes alicuotas de 100 pL y la reaccién se inacti-
va por extraccion con disolvente organico (que normalmente contiene un patrén interno de absorcion de UV de movi-
lidad similar). El extracto se evapora y se analiza para determinar el producto de hidrdlisis por esterasa (el corres-
pondiente &cido carboxilico) con HPLC de fase inversa y deteccion por UV (todos los analogos con excepcion del
compuesto 33 absorben fuertemente en la regiéon UV). La hidrdlisis del compuesto 33 se analiza de forma similar, a
excepcion de que el patron interno es un carboxilato de esteroide y el producto de hidrolisis y el patron interno son
derivatizados con N-clorometil-4-nitroftalimida, antes de la HPLC y la deteccién por UV a 254 nm (70). La absorban-
cia de UV se convierte en moles de producto por comparacion con curvas estandares y se corrige para la recupera-
cion del patrén interno. La velocidad de la reaccién para cada éster, en nmol de producto/min/mL, se normaliza para
el patron del éster de estrégeno, El 6-1,2 como actividad hidrolitica relativa (RHA). Todos los compuestos se anali-
zan por duplicado en 3 experimentos por separado.

Actividad de hidrdlisis por esterasa en células transfectadas en cultivo. Los inventores esperan que diferentes
lineas celulares transfectadas con AR/ARE daran diferentes estimaciones de potencia antiandrogénica cuando los
analogos que contienen éster se compararon con bicalutamida (Casodex) y que esta relacion (éster/bicalutamida)
esté relacionada de forma inversa con la tasa de la hidrolisis por esterasa. Los inventores analizaran la potencia
antiandrogénica relativa en las células que se han usado previamente en transfecciones dobles con receptores hor-
monales y sus elementos de respuesta para estudiar la potencia hormonal, incluyendo COS, JAR, Sa0S-2, CV1y
osteoblastos primarios de rata (34,35,37,67). Son probables diferentes niveles de actividad de la esterasa, ya que
estas células proceden de diferentes tejidos y 4 especies diferentes (71). La relacion entre la potencia antiandrogé-
nica de los analogos de éster y la bicalutamida se compara con la actividad de esterasa de las células.

La actividad de esterasa se determina cinéticamente de modo directo para obtener la velocidad lineal en células
transfectadas que se incuban a varios intervalos de hasta, e incluyendo, los usados para la actividad biolégica (an-
drogénica) (normalmente 6 horas o durante una noche). Los productos de esterasa, los acidos carboxilicos, se ex-
traen de los medios y se miden por HPLC como se describe anteriormente en 2c. Para obtener material suficiente
para una medicion precisa, la incubacion se modifica aumentando el volumen hasta 10 mL y la concentracion del
analogo del éster hasta al menos 1 pM a 10 pM. Por tanto, a la concentrauon mas baja, 1 pM, un rendimiento que
varia de 10% a 30% produce de 10 a 30 nmoles del producto. Con las A*-3-cetonas, los inventores pueden detectar
con precision > 0,1 nmol y los productos aromaticos aproximadamente 10 veces menos. Por tanto, con este método
los inventores pueden medir facilmente los productos esperados en estos experimentos.

Reactividad cruzada con otros sistemas receptores. Dos de estas familias de analogos proceden de antihormo-
nas que muestran actividad con sistemas receptores de esteroides distintos del sistema AR. Estas incluyen los éste-
res 7-a-carboxialquilicos, analogos de espironolactona que también son antimineralocorticoide (72) y los ésteres 11
[3-carboxialquilicos, generalmente basados en la antiprogestina/antiglucocorticoide, mifepristona. Es improbable que
los analogos 1113 interactien con dichos sistemas de receptores, ya que los 11 (i-alcanos relacionados no lo hacen
(36). Dado que estos compuestos estan disefiados para actuar localmente, cualquier interaccion con estos otros
sistemas receptores puede no ser un aspecto importante. No obstante, proporcionard una amplia vision del espectro
de sus acciones bioldgicas.

Receptor de mlneralocort|c0|des La union a los mineralocorticoides se determina como los inventores han descri-
to (73) midiendo la unién de [ HJaldosterona a MR en el citosol de rifion obtenldo de ratas adrenalectomizadas en
presencia de RU 28362 200 nM (74). Como alternativa, se puede usar arsenito 10 (|SIC') M para eliminar la unién a
GR, dado que bloquea de forma selectiva y completa la unlon a GR de rata pero no a MR (75). El citosol preparado
de rifiones de ratas adrenalectomizadas se incuba con [ H]aldosterona 2 nM + aldosterona 200 nM no radiactiva +
concentraciones variables de los analogos en el intervalo de concentraciones de 10 a 10° M en tampén DMF-
TEDM durante 2 horas a 22°C. El tampén DMF-TEDM contiene: Tris-HClI 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1,5 mM,
NazMoO4 10 mM, pH 7,5, con el esteroide afiadido en DMF al 10% (concentracion final de DMF = 1 %). Después, el
esteroide libre es absorbido (sic) por carbdn en un bafio de hielo y se centrifuga. El liquido sobrenadante se decanta
y el esteroide unido se determina por recuento (76). La afinidad de unién relativa (RBA) en comparacién con la al-
dosterona se calcula usando el programa informatico de ajuste de curvas Prism.

Receptor de glucocorticoides: La unién a los GR se determina como han descrito los autores (76,77) en citosol
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hepéatico preparado a partir de ratas adrenalectomizadas. [3H]Dexametasona 2 nM y concentraciones variables de
102 a 10° M de los analogos no radiactivos de competencia (y dexametasona, etc.) se incuban con citosol en
tampon DMF-TEDM (anterior) a temperatura ambiente durante 2 horas (o durante una noche en un bafio de hielo).
El esteroide unido se determina en la fraccion del liquido sobrenadante tras la adsorcién con carbén y la RBA se
calcula como se ha descrito anteriormente.

Inhibicién de la activacion de genes por mineralocorticoides. Los inventores analizaron cualquiera de los analo-
gos que se unen al receptor de mineralocorticoides para determinar la acciéon mineralocorticoide o antimineralocorti-
coide en células transfectadas con el receptor de mineralocorticoides y un gen indicador sensible a mineralocorticoi-
des. El ensayo se realiza de un modo similar al procedimiento anterior con los AR, a excepcién de que se transfec-
tan células JAR con el receptor de mineralocorticoides humano y el gen indicador MMTV-Luc sensible a mineralocor-
ticoides como se ha descrito (78). Las células JAR se transfectan y se eligen facilmente, ya que estan desprovistas
del receptor de glucocorticoides (79) que evita resultados falsos a través de este sistema receptor. Estos vectores de
expresion en plasmidos han sido suministrados por el Dr. Ron Evans (80). Para analizar la accién agonista, las célu-
las transfectadas se cultivan en presencia de una amplia serie de los analogos de ensayo solos. Los controles se
cultivan con aldosterona con fines comparativos. Para analizar la accién antagonista, las células se tratan con aldos-
terona 1 nM mas los compuestos de ensayo. Los controles positivos se analizan con otros antagonistas, tal como
espironolactona. Después de incubacion, el medio se aclara, se lisa y se analiza la actividad del gen indicador (luci-
ferasa).

Inhibicién de la activacion de gen por glucocorticoides. Cualquiera de los analogos que se unen al receptor de
glucocorticoides se analiza para determinar la accion glucocorticoide y antiglucocorticoide. También se determina su
efecto sobre la estimulacion de la actividad de fosfatasa alcalina en células HelLa. La actividad de fosfatasa alcalina
enddgena en las células HelLa es un excelente marcador de la estimulacion de glucocorticoides (81). Ademas, las
células Hela estan desprovistas de receptores de mineralocorticoides (requieren transfeccion con este receptor con
el fin de responder a los mineralocorticoides (82)) y, por tanto, se evita una respuesta a través del receptor de mine-
ralocorticoides. Se ha usado estimulacion de fosfatasa alcalina en células HelLa para desarrollar un ensayo en placa
de 96 pocillos (79). Como se ha descrito, las células se cultivan durante 3 dias en presencia de un gran intervalo de
dosis de los analogos de ensayo solos para determinar la actividad agonista. Los controles se analizan con dexame-
tasona y cortisol con fines comparativos. Para analizar la accién antagonista, las células se tratan con dexametaso-
na 1 nM mas los compuestos de ensayo. Los controles positivos se analizan con otros antagonistas, tal como mife-
pristona (RU486). Después, las células se lavan, se congelan y se determina la actividad de fosfatasa alcalina como
se ha descrito previamente (83).

Accion androgénica y antiandrogénica sistémica y local in vivo en hamster. Dichos analogos de éster que
muestran las propiedades requeridas para una actividad antiandrogénica local (unién a AR, actividad antiandrogéni-
ca en células COS, hidrdlisis por esterasa) se analizan como antiandrégenos in vivo en el ensayo de la glandula
sebacea del hamster sirio. Las glandulas sebaceas sensibles a andrégenos se localizan en el lado interno del pa-
bellén auditivo y son Utiles para medir los compuestos androgénicos y antiandrogénicos que se aplican directamente
a la glandula (84). Es importante el hecho de que este ensayo se puede usar para medir la accion tanto sistémica
como local. El pabellén auditivo al que se aplica el compuesto de ensayo sirve para determinar la actividad local,
mientras que el drgano contralateral sirve para determinar la accion sistémica (85). Es evidente que mediante una
eleccion cuidadosa y limitada de las dosis, cualquier farmaco sistémico podria parecer un farmaco local o “suave”,
por ejemplo una dosis minimamente activa de un antiandrégeno aplicado directamente a la piel donde actda no
alcanzaria concentraciones suficientes en el cuerpo como para que pueda actuar de forma sistémica. Estos experi-
mentos evitan dicho tipo de efecto “local” de artefacto. En consecuencia, estos compuestos se aplican en un gran
intervalo de dosis, intentando determinar la cantidad que produce tanto un efecto local como sistémico (si existe). La
diferencia en el nivel de dosis que convierte un efecto antiandrogénico local en sistémico se compara con la de los
antiandrégenos sistémicos clasicos, flutamida, espironolactona, etc.

Este ensayo se realiza usando el procedimiento descrito anteriormente (85) en hamsteres hembras tratadas con
testosterona, que tiene la ventaja de antecedentes androgénicos consistentes. En hamsters sirios hembras de diez
semanas se inyecta s.c. diariamente 4 pg de propionato de testosterona en aceite de cacahuete. Los antiandrégenos
de ensayo (incluyendo flutamida y espironolactona) se aplican dos veces al dia en la superficie ventral del pabellén
auditivo derecho en 25 pL de acetona durante de 3 a 4 semanas. La actividad androgénica se analiza de un modo
similar en animales que no se tratan con propionato de testosterona. Después, se sacrifican los animales y cada
oreja se corta en la base proximal y la piel ventral de la oreja se separa manualmente del cartilago. La piel se tifie
con negro Sudan, se lava y se fija. Las muestras se cortan sagitalmente y el tamafio de cada glandula sebacea se
cuantifica microscépicamente usando un sistema informatico de analisis de imagen.

Los resultados de estos estudios acoplados con las tendencias estructurales obtenidas en el ensayo de esterasa y el
sistema de indicador antiandrogénico proporcionaran la informacién necesaria para sintetizar ésteres (véase el apar-
tado Efecto de la modificacién de éster) que producen una actividad “local” 6ptima.

Accion in vivo en rata. Los estudios sobre respuestas a corticoides indican que los compuestos que son promete-
dores en el ensayo con hamster tienen una actividad (anti)corticoides significativa y su accién in vivo en mineralocor-
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ticoides y glucocorticoides se analiza en ratas, el modelo clasico para el estudio de la accion de corticoides. Aunque
no habra dosis en la linea base de antiandrégenos en ratas con fines comparativos, sin embargo se permitira deter-
minar si estos compuestos producen efectos anticorticoides a dosis muy grandes. Este ensayo se realiza adminis-
trando primero los compuestos por inyeccién subcutanea para maximizar el efecto. Después, si es activo, el analogo
se aplica por via tépica con el fin de determinar el efecto del transito a través de la piel (accion de esterasa).

Actividad mineralocorticoide in vivo. Los compuestos principales analizados en el ensayo con hamster que de-
muestran union al receptor de mineralocorticoides y actividad mineralocorticoide o antimineralocorticoide en células
JAR transfectadas se analizan adicionalmente in vivo como describen Sekihara and Yazaki, J. Steroid Biochem. Mol.
Biol. 45:235-238, 1993. Se adrenalectomizan bilateralmente ratas machos de doce semanas y se les deja en ayunas
durante una noche. Al dia siguiente, a los animales se les inyectan por via intraperitoneal 3 mL de solucién salina y
0,2 pg de aldosterona. Ademas, a los animales se les inyectan por via subcutanea dosis graduadas de los compues-
tos (un gran intervalo cuya cantidad mas alta supera la concentracién mas alta usada en el ensayo de hamster ante-
rior). Las dosis que son activas también se aplican por via topica (en los dorsos rasurados) con el fin de determinar
si el paso a través de la piel aumenta la tasa de inactivacion. La accidn agonista se determina en animales que no
reciben aldosterona. Tres horas después se sacrifican las ratas y se aspira la orina de las vejigas. La concentracion
de Na" y K" se determina con un fotémetro de llama. Dependiendo del ensayo, la retencién de Na* se compara con
controles adrenalectomizados que reciben vehiculo solo y/o aldosterona. La espironolactona se analiza con fines
comparativos como antimineralocorticoide sistémico.

Actividad glucocorticoide in vivo. Los compuestos principales analizados en el ensayo con hamster que demues-
tran union al receptor de glucocorticoides y actividad glucocorticoide o antiglucocorticoide en células HelLa transfec-
tadas se analizan in vivo para determinar la induccién de la tirosina-aminotransferasa usando el modelo previamente
descrito por Petrazzuoli, et all., Endocrinology, 127, 555-559, 1990. Se adrenalectomizan bilateralmente ratas ma-
chos de doce semanas y se les dejo en ayunas durante una noche. Al dia siguiente, a los animales se les inyectan
por via subcutanea 2,2 mg de corticosterona (elegida como glucocorticoide débil) y se administran dosis graduadas
de los analogos en un gran intervalo (como antes) por via subcutanea dos veces al dia. Todas las dosis que son
activas también se aplican por via tépica sobre los dorsos rasurados con el fin de determinar el efecto del transito a
través de la piel. La accion agonista se determina en animales que no reciben corticosterona. Se sacrifica los anima-
les 12 horas después y se extraen los higados, se lavan, se homogeneizan, se centrifugan a 31.000 x g. La actividad
de tirosina-aminotransferasa se determina en la fraccion soluble monitorizando la conversion de acido p-
hidroxifenilpiravico en p-hidroxibenzaldehido a 331 nM como han descrito anteriormente Rosner and Hochberg,
Endocrinology, 91, 626-632, 1972. Dependiendo del ensayo, la actividad enzimatica se compara con la de controles
adrenalectomizados que reciben vehiculo solo y/o corticosterona. La mifepristona se analiza con fines comparativos
como antiglucocorticoide sistémico.

Efectos antihormonales en la rata fuzzy. El problema en el ensayo con ratas es que no es posible interpretar los
resultados de los ensayos con corticoides con respecto al ensayo de antiandrégenos considerando la diferencia en
cuanto a la especie (haAmster y rata). Una posibilidad probable es que podria no haber actividad corticoide en absolu-
to (ni agonista ni antagonista) y, entonces, esta cuestion es irrelevante. No obstante, si hay una ligera actividad (an-
ti)corticoide a dosis muy altas, existe la necesidad de comparar la dosis de corticoide con la dosis requerida para la
accion antiandrogénica “local”. Esto podria conseguirse realizando todos los ensayos en la rata “fuzzy" (WF/PmWp-
"fz"). Esta rata es un mutante genético entre ratas albinas sin pelo y peludas y esta disponible comercialmente (Har-
lan Sprague Dawley). La rata fuzzy se usa para estudiar la absorcidn percutdnea de farmacos y es especialmente
util como modelo de acné inducido por andrégenos. Sus glandulas sebaceas son sexualmente dimorficas, con una
piel clara normal en hembras, mientras que los machos exhiben l6bulos glandulares hiperplasicos y sus dorsos con-
tiene un grueso recubrimiento seborreico pardo. Esto es dependiente de andrégenos, es reversible por castracion y
se restablece en machos castrados con testosterona (89). En este modelo se ha demostrado que la finasterida apli-
cada topicamente a dosis que son localmente eficaces también tiene un efecto sistémico significativo (prostata) (89).
La fisiologia de la rata ‘fuzzy”, incluida la glandula suprarrenal, parece ser similar a la de la rata normal (90). Este
animal ha sido util para estudiar los antiandrégenos aplicados tépicamente (89) y permitira la medicion simultanea de
los efectos antiandrégenos locales (piel) y sistémicos (préstata) junto con cualquier accién anticorticoide (Na‘*/K* en
orina y tirosina-aminotransferasa hepatica).

Ratas fuzzy de veinticinco dias intactas o castradas se tratan por administracion topica de varias dosis (el intervalo
se determina en los experimentos anteriores) de compuestos de acuerdo con la presente invencion disueltos en un
vehiculo de propilenglicol, etanol y H,O. Como se ha descrito, el analogo en 0,5 mL de solucién se aplica una vez al
dia a una zona de 4 x 4 cm de la parte inferior, 5 dias a la semana (89). En los animales castrados se inyectan una
vez al dia 200 pg de testosterona en aceite de sésamo. Un grupo control castrado no se tratara con testosterona.
Con fines comparativos, las concentraciones ajustadas segun la dosis de espironolactona también se administraran
tépicamente. Los animales se alojan por separado para evitar que se laman el area tratada. Después de 8 semanas
de tratamiento, los animales se adrenalectomiza y, al dia siguiente, se tratan con corticosterona o aldosterona como
se ha descrito anteriormente, ademas de antiandrégenos. Tras 3 horas (mineralocorticoides) o 12 horas (glucocorti-
coides) se sacrifica los animales y se analiza la orina para determinar Na*/K" y el higado para determinar la tirosina-
aminotransferasa, como se ha descrito anteriormente. En una subpoblacién, se determina la actividad agonista de
corticoides en los animales a los que se han administrado los compuestos de ensayo pero a los que no se ha inyec-
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tado ninguno de los corticoides.

Para la accién antiandrogénica sistémica, se extraen la préstata y las vesiculas seminales y se pesan. En todos los
animales se evalua la actividad antiandrogénica “local” por inhibicion del crecimiento de la glandula sebacea induci-
do por andrégenos medido por el area de los lébulos glandulares. Pequefias muestras de piel perforada aleatoria-
mente en el area en la que se aplicaron los compuestos de ensayo se congelan y ldaminas de 40 pm de espesor se
cortan horizontalmente respecto a la superficie epidérmica (criostato Leica CM 3050S) y se introducen en pocillos
rellenos de agua. Se seleccionan los cortes que flotan libres que contienen los l6bulos glandulares sebaceos y se
tifien con solucién de osmio al 1% y de dicromato potasico al 2,5% durante 2 minutos. Después de lavar con agua
destilada, los cortes se montan sobre portaobjetos y el mas grande de los Iébulos glandulares tefiidos de oscuro en
cada imagen glandular se mide con un aparato de microimagenes asistido por ordenador (sistema informatico de
andlisis de imagenes Openlab de Improvision, Lexington, MA) que incluye la calibracién con un micrometro ocular
sobre el microscopio para analisis morfométrico (34). Todos estos analisis se realizan de forma ciega. Los compues-
tos antiandrogénicos producen una gran disminucion faciimente medible de los I6bulos.

Medicidn de la testosterona en plasma. Resultados conflictivos han indicado que la espironolactona puede ser un
inhibidor esteroidogénico, que actua especificamente en la 17a-hidroxilasa (91), aunque esto es controvertido y en
muchos estudios no se han encontrado efectos sobre los niveles de testosterona en plasma (9,92). Aunque la evi-
dencia parece indicar que no hay efectos sobre la sintesis de andrégenos, con independencia y dada esta incerti-
dumbre, se miden los niveles de testosterona en plasma en todas las ratas no castradas comparando todas las ratas
tratadas con los compuestos de ensayo con los controles que no reciben los analogos. Los niveles séricos de testos-
terona se miden por RIA como se ha descrito previamente (93) para ratas macho mediante extraccién del suero con
éter que contiene una cantidad traza de [3H]testosterona como patron interno. Después del andlisis del suero, los
resultados se corrigen para la recuperacién del [3H]-patrc’m interno determinado en una parte alicuota del extracto.

Requisito de antiandrégeno local. Como se ha mencionado anteriormente, si se produce un efecto sistémico con
los compuestos de la presente invencion, deberia haber una diferencia muy grande entre la dosis que produce un
efecto antiandrogénico local sobre la piel y un efecto sistémico en la préstata o en el pabellon auditivo contralateral.
De un modo similar, para que un analogo sea particularmente Util en la presente invencion, cualquier accién anticor-
ticoide sistémica debe producirse también Gnicamente con una dosis muy superior a la requerida para una accion
antiandrogénica local. En estos ensayos, los antiandrégenos sistémicos (espironolactona, flutamida) también se
analizaran mediante aplicacién en la piel. Los inventores definen un antiandrégeno como localmente activo o “suave”
como uno que no produce un efecto sistémico o uno en el que la diferencia en la dosis requerida para la accién local
frente a una accion sistémica supera con mucho esta diferencia con los antiandrégenos clasicos.

Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos de la invencién se describen en términos de los grupos de Markush,
los expertos en la técnica reconoceran que la invencion también se describe de este modo en términos de cualquier
miembro individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de acuerdo con la estructura quimica:
O,N
O
*
F;C N
H
H;C OH

en la que R® es un grupo alquilo de C;-Cs opcionalmente sustituido (con alquilo o fluoroalquilo de C;-Cs).

CO,RP

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que es

O,N

FiC N 3 COLRP
O

H CH;

en el que R’ es un grupo etilo.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R® es un grupo alquilo de C; o Cs
opcionalmente sustituido.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R® es un grupo alquilo de C;
opcionalmente sustituido.

5.  Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en combinacion con un vehiculo, aditivo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

6. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 5, en forma de dosificacién tépica.

7. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento del acné en un paciente.

8. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de la calvicie en un paciente.

9. Uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento del hirsutismo en un paciente.

10. Uso de una composicién de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento de la seborrea en un paciente.

11. Uso de una composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento del exceso de andrégenos en la piel de un paciente.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicho exceso de andrégenos da como resultado la
afeccion de acné, calvicie, hirsutismo o seborrea en la piel de dicho paciente.
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