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INTRODUCCIDN

E] estradiol s la hormona sexual femenina que participa
en diversos eventos metabolicos, fundamentalmente en el area
de la biologia de la reproduccion. Pertsnece al grupo gene-
rice de los westercides, cuyo sustrato quimice comun es el
ciclopunteno perhidrofenantrennoy on 1922 Allen y Doisy (1)
axtrasn y purifican parcialmente un potente sstrogeno del
liquido folicular. E1 tual Butsnandt {2} ,y Doisy (3), lo
purifican, al que denominacian estrina vy foliculina
respectivamente. Bin smbargo esta molescula seria 1llamada
sutrona en 1930 por Collip. Browne (4) aisla wl estriol de}
tajido placentario y no a8 sino hasta mediados de los 30s
que #] esstradiol fue identificado por Mac Corquodale {(3). A
partir de esta fecha innumsrables estudios se han llevado a
cabo con la molacula del westradiocl ¢) mas potente de los

tres sstrogenos.

Fosteriormente Miescher (&7}, modifico quimicamente la
molecula del E2 al esterificar acldos grascsg @n uno o  ambos
grupos hidrolxilos, estos nuevos compuestos poseen un efecto
biclogico mas prolongado que la bhormons scola. Junkman  (8)
encontro una relacion directa entre la loungitud de la cadena

y la duracion del efecto sstrogenice obtenido.

En 1977 Hochberg (9-11) aisla de suprarrenales de bovino
un derivado 1lipoldico estercidal del cual forman parte

esteres de preghenplona, tambien identiflco un compuesntio que



parte importante de dicho derivado lipridico, esteras de
estradiaol los cuales fueron aislados en difarentos espacies

animales incluyendo al humanoc {12-1%5).

El hecho de chtenwr un sfecto prolongado a1 esterificar
acitios grasos al sstradiol lo pressnta como un topico suma
ments atrayante desde &l punto de vists farmacologico, asi
comt un medio para tratar de resolver ®l mecanismo de accien

ests derivado respOnsable da wste efecto.

OBJETIVOB

En osta tesis se plantean los siguisntes obietivos:

1.~ Sintetizar gquimicamente la serie de easteres de estra-
diol con cada uno de lose -1qu}.ntnl acidos grasosi

Estearico Dieico y Palmitico.

a) Mohowsterses sen C-3
t) Monoesteres en T-17

) PMlesteres

2.=- Evaluar la pureza de los compuestos ocbtenidos utilizando

los siguientes parametros:

2} Resonancia Magnetica Nuclear



b} Espectroscopia en Infrarojo
) Empectrotcopia en Ultravioleta
d} Cromatografia en Placa Fina

®) Punto de Fusion

X,- Evaluar la accion biologica estrogenica, da los esteres
sintetizados utilizando el modelo animal de
aeiparimentacion de la rata ovariectomizada de acuerdo a

Ios siguientes parametros:

a} Efscto organotrofico
b) efecto Antigonadotropico

c) Concetracliches Flasmaticas de Estradiol

MATERIAL Y METODOS:
Sintesis quimicay

ﬁl utilizaron los siguientes reactivos; estradipl-i7R-
{1,2,5 (10)~estratrien-3,178 diocl), westrona {1,3,5,(10)-
~estratrien-3 ol) comprados a Byntex Mexico. los acidos
Arancnc: palmi{tfcn  {acido hevadecanoico 1&630), estearico
{(acido octadecancico 1810) vy olelco (atido cis-9-octade—
cencico 18:11) se obtuvieron de Bigma Co. {(St. Lowis Mo. USA)
El benzoato de estradiol vy el enantato de gstradiol fuercn
dunados pur Aplicaciones Farmaceuticas de Menico. L1 clarure

de tionilo fue ohsequiado por Bayer de Maxico.



Los puntos de fusion de los esterss de estradiol soli-
dos fueron determinados an un aparato Fisher-John&. LOE @s—
pectros Bn infrarojo se obtuvieron en un asspectrometro de
infrarogjo S599B Perkin Elmer. El espectro de resonanclia mag-—
netica nuclear fue cbtenido en un espectrometro EM3%0 y el
barrido dw ultravicleta se obtuve de un sspectrometro

ultravioleta SP Unicam 1H0O.

El procedimients general para la sintesis quimica del
cloruro del acido consistioc en un sistema seco de 5 L da
cloruro de tionilo destilado al cual se le adiciono 1 g dael
acido graso corrsapondiante praviamente di;uultc en benceno

aeco, La mezrcla sw pusp & reflujar por un lapso de 28 hrs. vy

el micedente tanto del clururo de tionilo como del banceno
fueron evaporados bajo condiciones de presion reductora.
Posteriormente el clorurc del acido fus purificado por des-
tilacion al vacioj ®! esquema general de la sintssis quimica

s mupstra en la figura 1,

El estradiol-17B fue ssterificado con cada uno ds los
acidog gramoe corrsspondientes an ambps hidroxilos libres
para pbtensr el di ester de la siguisnte manerai: 200 mg de
estradiol=-i7B fueron digueltos en 10 ml. de piridina anhidra
vy agrecgadns a un matraz que contenia el cloruro del acido vy
la mezcla fue agitada por un tisempo de 20 h, de acuerdo a la
technica descrita previamente (16).

La mezcla de la reaccion fue lavada con dos porcionas de 50

nl de hewano y filtrada ﬁara remover 21 precipitado, asi el

a



FIGURA 1
1) FORMACION DEL DIESTER DE ESTRADIOL
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filtrado fue evaporado y purificado en una columna de wilica
gel B-40 (Merch Mexico} #n un sistema de ool venten

Banceno/Hexano S50 (v/v.)

La sintusis de los 17 monbestores de estradiol fue rea-—
lizada mediante la hidrolis suave de 200 mg del diester de
'eﬁtradlnl correspondiente disuelto en 50 ml de metanol, con
100 mp de bicarbonato de sodin. El analisis por cromatogra-
fia en placa fina (TLC) demostro que la hidrolisis complata
del diaster sa llevo a cabe en una hora, el producto fue
recpgido &n 250 mL de eter etilico, lavado, secado y evapo-

rado.

La sintesis de Ios monossterss de #stradicol en ol
hidroxilo del carbon 3 Fum realizada con el siguiente
procedimientor 200 mg de estroha fueron adicionados al clo-
rurno del acido para gensrar =1 monpester de estrona, siguien
do la tecnica descrita anteriormante, una ve:r gue el ester
de estrona fue obtenido, wal grupo cetona del carbon 17 es
rndh:ido por medio de la adicion de horchidruro de sodico
diauslto =n metano! a una temperatura de 4°C. La reaccion
fue sgguida por TLC la cunl indico uvna reduccion completa
despues de = minutos, para sliminar el excesa de borohidruro
de sodit> se agregaron 10 mL de acido acetico, la mezcla fue
diluida con agua y l1os monoasteres de estradipl en C-3 ue
extrajeron en 250 mL de eter etilico, fueron purificados v

cromatografiados en una columha da silica gel.



Ensaye blologicos

Ratas  adultas copa Wiskar con pese promedin sntre
L00-2750 g fupron ovarirctomizadas hilateralmente wh pes
antes de utilizaree e los  experimentos, loe aninales
u:tuv'inron.ba.ia condiciones da iluminacion con ciclos de juz
ohecuridad y temperatura controlada, (97001900} h, vy Z0=C
rowpectivamente, astuvieron groevigstas de alimento y  agua

ad libitum y se dejaron en ayunas 24 hrs, antes de

sacrificarlas.

Lom animales recibiarpn una de los compuestos on
una #pla fnyeccion por  via subcutanea wutilizando aceite da

ricine como wehizulo en wunr  velumen dAe 125 ul.

Ernn un primgr opsayo se evaluaron dos diaesteres, astra-
diol dipalnitato ¥ estradind gicleako, asi romo
sutradiol~J-benzoato y satradial~i?-snantato como controles
dtilizando { umol ctomo doeis  uhica de cada uno de lon

campuestos y tiempos de estudia de 3,5,12 y 15 dias

postericores ]l tratamiento.

En =) segqundo ensayo  biologlico se probaron los nDueve
rammiasates aintntirandon. T Nisctarne (Fateadianl Minalmirarmn
EDP, Extradiol Diclexte EDOD y Estradlol Diestearato EDS),
3 monoeSteres en C-3 (Eatradiol-3-palmitato EMP-3, Estradio)
~I-qlostn GEHO-3 v Eutradiol-3-estearate EMS-3) ¥ A
monaust &res an o-17 (Estradiol-17-palmitato EMP-17.

Estradiol~17-oluato EMD~37 y Estradicl~17-ustearato EMS-17)



~

asil como 3 ponpuesios de refarencia 2 esteres comerciales
(Estradiol 3-benzaato EB-3 y Estradicl i7-enantato EE-17) vy
Fatradiol—-178 EZ.

S dividieron los gnimales &n 4 grupos de la siguiente
mangrai Diesteres, monoesteres en C-3, monoasteres en C-17 y
controlea. Los tiempos de estudio en que fueron evaluvados
los efectos organctrofico y antigonadotropico ast como las
concentraciones plasmaticas de E2Z fuesron 0,5,10,20,30 y &0
dias ponteriores a la administracion de cada farmsco. Los
sueros fueron almacenados a -20°C hasta que se realizaron

las daterminaciones horsonales.

Los reactivos parsa =1 radioinmunpanalisis de gonadotro-
- pinas fueron provietos por el Programa de distribucion hormo
nal de pituitaria do rata NIAMDD (Baltimore HA. USA), las
hermonas Lutsinizante LH ¥ Foliculo sstimulante Fsﬁ fueron
dptermipadas por la tecnica de radioinpmuncanalisis de doble
anticuerpo de acuerdo o los protpcolos de NIAMDD. El
estradipl-17b fue daeterminado an suerc por
radioinmunoanalisis especifico con antisuero proviste por la
Organizacion Mundial de la Salud OMS (programa de roackivos)
(17)s Los ddterminacionegs Jde radiociividou tdico'w bieClivs  wl)
ur aparato Packard Tri-Carb 300 vy auto Gama %00 (Packard
Instrumnntgl. Los Coeficientes do variacion intra e inter
onsayn para LH fugron de 6.3% y B8.%%4, para FEH 4,04 vy 7.5% vy
para E2 7.8% y B8.3%. -



La etapa estral en todas las ratas fue determinada por

citologlia vaginal exfuliativa.
RESUL.TADOS:

Bintesis Quimica:

Varips setodos fusron smpleados para evaluar la pureza o
identidad de 10w derivados asteroidales sintetizados. Las
propisdades fisicas y quimicas de los sateres de astradiol
son pressntadas en law tablas 1 a 3. Los datos cobtepidos en
la resonancia sagnetica nuclear (nmr) suestra un corrimiento
wimico del triplets correspondishte al hidrogeno dael C-17
de 3.8 a p.v ppom para wl EDFP v EDO y de 3.8 a 4.6 para #]
EDS, tabla 1., Bimilarmente los protones aromaticos sufrisron
un torrimisnto de 6.7-7.4 & 7.0-7.6 ppm en todos low

dienteres.

La diestearificacion fus determinada por espectroscopla
on infrarojo  (ir) corrchorande la aussancis de bandas de
absorcion a 3500 y 3250 ce~* gue corresponden a 1os grupos
hidroxilos del estradiaol-17B. La pureza de los diesteres fue
evaluada tabien en base a los datos de puntpn de fusion

tm.p.) ¥y TLE.

Las carscteristicas fisico-quimicas de los monosstarss
@n C-17 susstran con @l analisis de nmr un corrimiento hacia
#] campo quimico bajo del hidrogeno en C-17 como se

wsperaria al estorificarse un acido graso en C-17 y e! no



torrimiento de los protones aromaticos en &1 espectro de
nmr, canfirmandose asl la esterificacion en el hidroxilo 17.
La espectroscopia en infrarodo mostro la banda de absorcion
a 3400 cm™* la tual demuestra que solo un hidr-cmilo
parmanece. Los datos de nmry l.r., m.p. TLE y U.¥. =moh

presantados en !a tahla 2.

tLa tabla I muestran los resul tados ocbtenidos cuando los
‘uatrndinl-;'wmnnncnt-r-- =00 ansayados para valorar su pureza
la resonantia ssgnéticea nuclesar msuestra la permanencia dea .
unh triplete & 3.8 ppm indicando la presencia de un grupo hi-
droxilo an C—17, @l corrimiento de los protones aromaticom
e 4.7-7.0 a 6.B-7.3 ppm indicando que |'1 astaroldes fue
wsterificado en posicion del C-3. El espectro #n infrarojo
mostro que molo un hidroxilo habla quedado 1ibre al presen-
tar la banda de absorcion correspondiente a un alcohol, de

3‘00 a 3500 cm™t .

10



TABLA 1

FROPIEDADES PIBLICAS ¥ ESPECTRUSCOPICAN DEL DIPALMITATO
DIOLEATO Y DIESTEMATC DE ESTRADIOL ¥ DEL 17-8 ESTRADIOL®

METOOG  DIPALNITATO  DIOLEATG PRt DISETREARATG DF 17-8 ESTRADIOL
DR XSTRADIOL BSTRADIOL ZSTRALIOL
sn cncl, an mcx, an CbCl: an COCl,fOMeD
BaE. L3 om, 528,38 Ol | 1.3 0a, 44, 23 0) | 128 (m, 50 it, 200,08 0,31, Co18, He
(o) l.a} Sat bk Wy cas g ¢, Jo7.5 Hy, ae 8] 5or.d N1 IR e, 17,5 H, 1 n.’
H, €- [
:;2"" 1M, ©3 | 548 a4 0 vimiic [6.76c6.08 (a2, C-2E45 (A, 3 W, G- ant

2.3 (4,.157.5 #
1 Syt e

F.0-7.25 (v, 2H, €2
mcu“‘ "

Flin Ox1,

3000, 190
1540, 1755
1730, 11%0

o
78, 9

ad
7.5 (d, $a7.5 H,, 3 W,
ciHy

Pelist X
100, 240

1140, 1130
M50, 1220, 1170

n-n

Lok alxbolos en NMR rapreswntan: ¢, singulet; 4, daublet)
t. ttl?l-t: m, multiplet.

.3 7 f, 1
138 s tm,

Peliet &Br

W40, 0
1230, 1080

tn oK
286, I

173272




TARLA 2

PROPIEDADED PISLCAY Y ERPECTROSOOPICAS DEL 17-PALMITATO.
17-CLEATO ¥ 17-ESTEARATO DE ESTRADIOL ¥ DEL 17-B ESTRAGIOL

HETODG 17-PALMITATG

17=-0LENTO DE

3I7-ESTEARATO DX

17-8 ERTEARICL

T,
(ppm}

.1,
ey

W,

{0

DR ESTRADIOL  ESTRADIOL ESTRADIOL
on cocl . an cocy, en cocl, en COC1, /K80
) y
L3 (m, 16 H, 13 {2,256 {w, 2, 13 3.2 (m, 30 K. 15 (G0} | 0.0 {u, 3 H, C-I&, Me
D e | ST 88 S
R R R AR

6 (m, 2 B, C-1,
wd C-4

1.2 (4, der.8 0,
VR 1 H)

Pallat KEr

M), 2010, 1880
1719,1830,1358
1R85, 1100, 3000

mon,
s

wu

8.7 (8, 1§, C-2, snd
XN T

. + 3ot
PR S

Pellnt Wy
D0, 1920, 1040
1008, 2708,1008
1495,1208,1250
1130

in OXF,
I84-250

$2-83

a:(i 4 H, ¥inllice | C-A

%3 'SZ 2, C7, w

1.4 (4, e=1.5H_, I M,
c-1 1) ¥

Peller TOr

3430,2910,2060
1700,1200,1250
1740,1180,3010

o,
=133

T4-75

.45 (@, 2 H, C2 ind
7.3 (4, 3=7.5H, 1N,
1 mu 3 it

Pelliet IBr

3500,3150
Frs
14,1050

nO1,
T-200

PSRN

sinholty sn el MMR: 8, singulet; 4, doublat,'t, triplety =, multiplet



TABLA 2

FROFIRDADES FISICAS Y EEPECTROSCOFICAS DEL PALMITATO-3,
OLEATO-} ¥ BETEARATO-) DE EETRADIOL ¥ DEL 17-p ESTRADIOL.

WETODO FALMITATO-) de OLEATD-3 ds ESTEARATO~3 DR 17=f ESTRAA~
ESTRADIOL ZETEADIOL EETRADIOL ploL
- cncl., en cpcly oty ebcl.’ an cnc"_l,lnlu'
BT L3 (e, 38 4, 13 G1) 1.35 (a, 22 H, 11 (01 12 1.8 \
o) 38 (E, eTiS 1, 3l vy Jer$ H, e 1-1.i i g'i't':‘ ; "s
X a7,
8.8 €1, C-4 1) s.ss (- 4 H, vinylics a.n IH, 2 c-u 1M, &
51 c. 5. St 1N, s 4T vimy s('i 13,8 H. 0 g!u'éi. T
€1 . 885 5-. 1H; ¢ z. -4 H) €2, £-4
l‘) =15 1H, 1.5, !- ]
H‘ 1H, C-
tem, -
fom=3Y Pellet KEr Filn G40} Palletr Br Pellet BT
3513,2080 3475,2950 3400,2940 3300,
L0 1909,1740 850,160 2500, 1080
T 1530140 i 1350)1080
»
it 70,1350 10,1180
. .
L in OK, in AT, in OX1, in 8Ky
m.axau 110,04 177,270,347 200
. -
5 s il 55-57 11311

sn-om.u Wi e, SINGULET) &, DOUBLEY) ¢, TRIPLET; =y BULTIPLET
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Ensayo Blologico:

En la primera etapa de svaluacion bliologica solo e
inyectaron dDI- compugstos sintotirzadaow, =1 EDP vy el EDO
utilizando come compueston de referencia el EB vy EE
tgstradiol -3-benzoato y satradiol~17-anantato), todos los
farmacos ea aplicaron a una dosis de 1 umol como dosis unica
poer via subcutanea y la respussts estrogenica fue svaluada &

los 3,5,1i2 y i5 dias despues del tratamiento.

8s utilizaran ratas hesbras sin ovarliectonizar vy ratas
ovarisctomizadas sin tratamiento aui como roatas
ovarisctomizadss & las gque se les sdministro exclusivamente
el vehiculo, todo sste grupp animales +Fus utilizadeo como

grupo control,

Los mfectos organctropicos de Jos esteres sstudisados se
muestran wn las figuras 2 v 3, el efecto agudo encontrado an
el grupo de animales gue recibio EB con respecto a)l diametro
¥ PeR0 uterino aw svidente, mientram gue el EE mostro tener
‘up efecto sostenido con los minl;ms pAramatros. Los grupos
que recibieron EDF y EDO no  tuvieron diferencias signifi-

cativas entre si con releacion al efecto organotropico.

El aumento de las hormonas gonadotropicas =e hizo
presente comp ere de evsperarse al ceéstrar a los animales, vy
g7 utiliza 1a disminucion de las hormonas LH v FBH  comp

parametro de la respuecsta estrogenica al  sdeinisrar los

14



FESU HUMEDO UTERIND

;

Uterine weight (mg}

AR ROV L ROV MRS

LRSS L ECCUERNEN
SRR OGN
ARNNAANA R LAY

HFigura 2. Efecto organctropico peso humedo uterine drspues
di- una sula aplicacion por via subcutanga ({1 umol) de cada
compuirsto., Los rosultados estan gxpresados como el promedio
y au deaviacion estandar de 5 animales, a X,5,12 vy 15 dias
teses di=] tratamiento. {C) ratas control intactas,
{OVX) ratos ovariectomizadas sin tratamiento, (V) ratas que
recibisron colo el vehiculo, (EDP) Dipalmitato de estradiol
(EDO) Dinleato de estradiol.



DIAMETRO UTERING

Uterine  diometer {mm)

Tyt

< psssanse

C o e L EoP £00

Figura 3. Efecto organotropico diametro uterino despues de
una sola aplicacion por via subcutanea (1 umpl) de cada
compupsto. Los resuwltados estan expresados como &1 promedio
vy &u desviacion estandar de 5 animales, a 3,5,12 y 13 dias
Usspues del tratamiento.

15



darivadon esteroldales. B! efecto inhibitorioc asobre las
gonadntropinas fupr mas pronunclado cuando oe aplicaron los
digsteres EDP ¥y EDD con raeppecto a 1os osteres comercialoo

como 10 mupstra lia figura 4 .

lLas concentraciones sericas de estradiol indicaron una
rapida @ irragular absorcion de 1a hormona an ml caso de las
ratas tue recibieron EU=3, ¥ un retardo en la absprecion se
observo cuando el enantato de estradiol o los diesteres
{fueron aplicados, Con el EDF y EDO se nota una tenduncia a
incrementar la concentracion del F2 en forma paulatina pero
eastenida, encontrandose que la concentracion maxima de la
hormona corresponde al dia 12 despues de su asdministracion

comu s aprecia en la figura 59,

En la sequide  faoe de la ovaluacion biplogica so
utilizo 0.1 umol de cada une de los nueve compupstos ainte-
tizados ~A8i como loc de uso comecial, @l tiempo de eaestudio
ve amplio a %§,10,20,30 y &0 diac despuesn del tratamiento. El
efectu organotrppico, antigonadotropicec asi como el perfil
avrico del estradiol fue usado para ovaluar la ruspuesta

vatrogenica de larga duracion.

La tabla 4 munstra los resultados de la citologia vaginal
la accion prolongada e los C~17 monoesteres fue  evidento
con ésta paramztro, sueguida por los diesteres v monoestores
oen =3, ain embargo uno de  los compuestos de referoncia
concratamente ol enantato de esbradiol

Jrenpnto macha

17



CONCENTRACIONES SERICAS DE LH y F8H

180G ¢

..
»
o
o
e

»

o

Q
T

sorum LH-RP-1(ng /m1)
[ ]
o
o

IMr

-
[+
&
L)

serum FSH-RP-1 (ng /mi)

L o — A

o 3 0 2 s
Dias despums del tratamiento

Fiura 4. Efecto inhibiteorio de Benzoato de estraadiol EB,
epantato de  egtradiol EE, EDP yv €00 sobre gonadotropinas
hipofisiarias despues de adninistrar subcutaneamente una
‘dosiz de 1 umol de cada ester & ratas ovariectomizadas
evaluando el pfecte a los 3,5,12 y 15 dias despues de su
aplicacion.los valares wson el promedio y au desviacion
putandar de 5 animales. Los resultados de LH vy FSH en ratas
intactas sin tratamiento fueron de 74 £ 45 y 138 &+ 42 ng/ml
reapectivamente.



CONCENTRACIONES DE ESTRADIOL HERTICH

& Group I -EB
© Group IEZ-EE
Q Qroup E-ECP
s Group Y- EDO

:

§

1

Serum estrodiot (pg/mi)
-1

8

o .3 & 12 15

ias despues del tratamiento

Figura %, concentraciones sericas de sastradiol despues  dJde
admfnlstrar cadn uno dae los  compunttos, los valoras dir las
ratan intactans sin tratomionto fueron de 11585 %= 41 pg/ml
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TABLR 4
PORCENTAJE DE DESCAMACION VAGINAL

Dias despuds del tratamiento

0 5 10 20 3o 60
Enp-3 0 100 100 100 80 60
£M0-3 0 100 100 100 85 55
EM5-3 0 100 100 100 80 €0
;17 0 100 100 100 100 %0
EM-17 0 100 100 100 100 ]
Ms-17 O 100 100 100 100 80
€o» 0 45 100 100 90 60
€00 0 40 80 100 100 85
zos 0 60 100 100 100 40
E2 0 100 40-50 0

1] 0 100 100 0 60 0
EE-17 0 100 100 100 96 90

Los tres primeros monodsteres corrésponden a los derivados esterificados
en el -3 los sigufentes tras Esterss son los moncésterss en C-17, los
tres sigufentes son Jos di#steres y los tres restantes son estradiol 17-8
Benzoato de estra-diul y enantato de estradiol.



similitud a la familia de los esteres en C-17 con este

paramatro,.

En la figura & se mupstran los resultedos de peso vy
diamatro uterino, contentreciones s#ricas de LH, FEH y E2
del grupo de animales que fue tratado con E2, EB-3 y EE-17.
Un efecto organotropico agudo makimo &% mostrado a los 2
vise despues de inpyectar e! EZ, con una inhibicion completa
de ambas gonadotropinas a los 5 dias, teniendo una, concen-
tracion maxima ( C man) para ET el primere y segundo ﬁla. en
el cusu da EP=3 y EE-17, en ganbio cuando we valoran
los w&fectos biologlicoue organicos tienen un madimo de
efoctividad wntre 3 y 10 dias para EB-3, vy hasta los 30
dias para EE-17, la inhibicion de gonadotropinas e mantiene
para @l benzoato de estradiol a los 20 dias y hacta lns 30
para ol enantato de estradiol, la C max doe E2 en suero es en
ml dia S para EB-3, mostrando dos picos maximos el EE-17 en

el jer v 20 dia .

Los monoesteres en posicion 17 muestran un  efecto
organatropico  y antigonadotropico dasde al So dia
incrementandoloe hasta el dia 30O para EMP y EMO que colncide
cun_la L maw dn E2 para ambos cunpupates. E1 EMB presenta uwn
patron diferente, mantoniendo el efecto erganico durante los
60 dias del estuedio, este compuesto presanta un efectao
inhibitorio mauimo de LH y FSH entre low 10 a T0 diag, vy una
C man para estradiol serico en el So dia, en tedes los

monpesteres en C-17. La Inhibicion de LH  se manticne por
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opasnir ST

todo el tiempo del experimento, sin embargo los valores de
FElt a los &0 dias despues del trataniento presentan mayores

concentraciones qus las inicialaes, figura 7.

El wmfecto de puso y diametro uterino, ILnhibicion deo
gonadotropinas aal como 1a € max para EZ2 serico, al
administrar los derivados do estradiol en 0-3 son makimue a
partir del S0 dia vy disminuyen su potencia v concentracion
entre los 20 y 30 dias daepues de haberse aplicado el

farmaco, Figura 8.

El perfil do accion da los diesterss de estradiol
muestra un afecto astrogenico organotroplce tardio, hacia el
tia 10 para EDP y EDS, y hasta et dia 20 par a EDO, con una
inhibicion gonadotropica efectiva del dia 10 al 20 para

aate grupt do compuestos apolaree. figura 9.
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CONCLUBIONES ¥ DISCUSION

En al primer exparimento fueron utilizados dos diesteres
de estradiol, EDP y EDO, ®valuandose la accion ultéoq-ni:a
de ambos. El1 tiempo de estudio se limito a solo 1S5 dias v la
concentracion del farmaco aplicado por via subcutanea fue da
1 umbl en una sola dosis. En estos experimentos, =l grupo
é- animaleons recibio 272 microgramos de astradiol ,mastrandoue
un mfecto organotropico y antigonadotropico afectivas
durante todo el tiempo del estudio, esta dosis as suy grande
si la comparamos con las concentraciones fisiologicas de
eatradiol plasmatico en 1la rata, las qgue oscilan santre
&0-120 pos/ml. (16,18~22) asi como con las dosis ﬁti}izadnu n
erperimetos para rectaurar el ciclo horsonal en la rata:

ovarieclonlcada que en de 20 ug (2X).
Dal segundo -xp-rlmuﬁto conviene resaltar lo sjguientas

l.; La pureza da los nuesve compugstos fus comprobada
satinfactoriamente. .

2.~ Los analisis a que fueron somptidos los derivados corro-
borarcn gue @atos correspondian a los produ&tuﬁ de sinte
sis esperados,

.=~ la renpuesta pstrogenica fus evaluada despuss R una do-
sis de 0.t umol, 10 veces menor que en el primer experi-
mento.

4.- El tiempo de astu&tn gz amplio a &0 dias posterjores a

la administracion de cada compuesto

27 ™



En ambos pstudioe se utilliaron como controles, grupos de
animales tratados con estradiol-3-benzocato y estradiol~17-
cnantato, compuestos utilizados en forma comercial cuya do-
mis an  humanoo es de 10 mQg. ostos farmacos mostraron en
nuestro w#studioc gue el benzpato de estradicl es rapidamente
absorbido € hidrollizado puss su efecto organico y las
concentracionws maximas de E2 serico se encuentran alrededor
de los 5 primeros dias. Conssrvando un efecto estrogenico

prolongado entre los 10 y 20 dias dispuns de su aplicacion.

En w1 caso del snantato de sstradiocl, el ester e impor-
tante desde el punto de vista que ste derivado pertenece a
los de 1la familia gue ocurren naturalmante y cocuerda con su
afscto estrogenico de larga duracion msuy p-raatdd a los
lunn.utur.t. an E£-17, sintstizados y evaluados sn ests

estudio.

Cuando se analizo ¢! efscto antigonadotropico de todos
lon tompuwstos sintetizados la inhibicion de LH fue mas
pronunciada que para FS5H, =n 1los grupos de ratas que
racibieron E2, EP~-3 y EE~17 prasentaron niveles mas wlevados
que los de las ratas castradas sin  tratamiento , este
fannmano a8 debido prnbahl?m-ntu al efecto de retrowlimenta-
cionh positiva inicial que tienen lat primeras moleculas de
patradinl narscihidac an hipntalamo para producir posterior
mante ®1 efecto de retroalimentacion negativa del E2

(24-25) .



Fe interesante 1a oheervacion de gque o] estearate, como
monvester © dieaster produjo los efectos estroyguenicos mas

aquuos e los nuave rompuestns sintetizaros.

Cabe sanalar que la constante de asocliacion y disaciacion
del eslradiol con sus receptores  juega un papel muy  impor-
tante en el ofeclo que la hormona tenga en las celulas
blanco (27), «in embargo 58 CONBCE quer los eetwres
de estradiol no complten con 1los receptores a estradiol {(28)
Yy solo ia hormona libre v no los esteres de cadena  larga

praducen «! pfecto biologico.

En este campo todavia no st ha identificado la o las
enziman rasponsables ipvolueradas comn la actividad do
vsterasa, y ol mecanismo de hidrolinis no ha sido postul ado,
eln emhargn esta o estas enrlmas quedan comprendidas
en el grupeo de las hidrelasas correspondiendoles g1 numero 3
por la comision internacional de encimas, ¥y pusden asor
tubel asificadas an base a sy sustrato, en Allesterasas (29)
tues hidrolisa a cospuestos que son  sustratos alifaticos
lacidns grasns), ¥ N aryloslprasae cuando existe un
compenents arilico cono sustrato, un ejenplo saria el

henrnato dn estradiol .

Estuu}ns in vitro de la actividad wnzimatica hidrolitica
con «lgunos eatures gstoroidales sintoticow como tos  de
testosterona, noretistorona, dehidroepiandrosterona ¥
levonorgestrul han sido realizados {30-31), ustos autoroeus

proponen gque puedesn existir por lao menos Jos eistemer

ETA TEsis..mg
SALR oF |y suuafr'ffu




pnzipaticos, upy para  oaferos con acldos gQrasos de cadena
torta y otro para hidrolizar estercs con radical es
alifaticos due cedena larga, los resultados de la hidrolisis
do uwsteres de levonorgestrel no presentoaron wna relacion
entre 81 sfecto estrogenico ¥ la valocidad de hidrolisie de

dichos esteres.

Lo quae trasciende con resporto a estos estudios ee  que
todos geton asteres diferentes a los esteres de estradiol es
que #2 ehcusntran esteri ficados en 2l hidroxilo del
carbon 17 y en todes ellos se efoctuaron hidrolisis in vivo
e in vitro en animales de eiperiementacion lo que apoya que
aristen sietemas anzimatlcos Que rﬁcnnncnn nl pucleo guimico
y la posicion de 1la esterificacion de estos compuestos
asteroidales.

Algunos reportes han demestrado que aplicando un
compuesto aesterolide sintetico como sl Mestrancl a humanog,
aote sufra modi ficaciones quimicans, generandose un
metabolito conjugada de este astoroide en 1a posicien [£-17
(32-;3!, €8 hace enfasis en el hidrokilo 17 pues es 8n este
carbon donde se encuentran loa derivados npaturales del
eatradiol {(15), la paterificacion e hidroliesis naturales,
parecen tengr -un papael importante en el transporte del
ecstradiol como derivado lipeidico hacia el interior de 1la
cwlula Blanco (34) dopde los mecanismos de bidrolisis
naturales tendran una participacion relevante para liberar
al pstradiol ya que estos esteres tienen tiempos de vida

media a nivel sanguineo tde ceien vy hasta descientas veces



mARYErES Gue para 8] estradiol wolo, an o) caso de la rata
(2% y de alvededor de diez veces on al bhumana (361, par lo
tanto lax celulas ademas de contar con las enzlias ooe
rdentd Fiquan 1a longitud de  Jas cedopas hidroparbonadas  de
It di ferentes acldps gQrasos  asl roma  la  saturacion o
itngaturacion dge estos, tendran que reconccer la posicion del
ratical esterificado. Ds  abt la importencie de ecte
macaniasmo en la hidrolisis de las diferentes familias de
eptergs de estradiol, Jos esteres en C~17 por ser de  origen
natwral se pruesantan como  cepmpuestos atractives  desde 81
gunto de vista farmecologice pretandiends tener con aston,
afectuz minimos indesables, a diterancia e los fue producen
otros Sompuestos sinteticos como ol ptinil estradieol

[~]

mestranol {32~3%y, oue B0 considerados asgtrogenos

potencialmente carcinbgenicos.

£5 evidante que la modiflcecion quimica de }a hormona,
¥a aua en el hipdrodile gdel C-17 o C-3, produce un efcein de
targa duracion, por 1o tanto 1a hidrolisie debe contar con
matani emns para liverar al estradiol cuande Ya harmona  se

encuantra esteriticada con aciedas grasos bn uno o ambos

hidroxilos, vya aoa con  acidag grEaus sakwradas o

Iinsaturados, vya que la vompusicion en 01 humano de  estoo

esteres de estradiol  es mayor coh  acidos grasos  saturanos

wumdz palmituto ¢ ostearato, que  correusponden al 50% do los

esieras de  eutradied 7. Aungue n1  papel figiologico vy

patouliogice de esids conpestns np  es Cclarg oy, st

participacion es evidente on  procecos patologicos. coma o)

o



cancer e mama (37) vy en problemas de ache v hirsutlismo

(38D,

Lose resultados on estos esperimentoe nos  permiten

obtenar las miguisntes conclusieones:

1 La epterificacion con acidos grasos de cadena larga
confiere un tiempo de accion estrogenica mas prolongado
al estradiol, que cuandp s2 administran esteres de cade—
nd corta o efstradiol e6lo.

11 La posicion en que es esterificade el acide graso influ-
ya gn e/l tiempo de duracion de la acclon de la
hormona. Los derivados en C-=17 muestran un efecto en el
nre:imieptn y diametro uterineo en los S primeros dias,
sin embargo las concentraciones de estradiol sericeo no
muestran niveles elevados de la hormana, suniriendo que
la biodisponibilidad del estradiol a partir del ester es
en cantidades suficientes como pars oemnerar la respupsta

vstrogenica.

111 Low manuastgres en C-3 y log diesteres mostraron un
efecto estrogenico de menor duracion, en pl caso del
EDS este diestster presento valour ws de E2 serico de
240 pg/mL dato de dificil esxplicacion ya que no corre-

laciona con asta concentracion tan alta de 1a hormeona



PERSFECTIVAE DEL TRABAJO:

Con los datos ovbtenides surgen varias preguntas:

a) Es la respuesta estrogenics do larga duracion conscouen—
cia de gue 1o mplecula se hage mas apolar con la
tangitud de la cadena hierncarbonada esterificada, v que
h 8u ver psta coarecleristica le peornlte liberarse en
forma paulatina y sostenida a traves del tiempo
depwndiendn dol sitio de administracion hasta su

caompleta distribucion en toda la economla?

b) Son los mecanismos de hidrolieis 108 que regulan las
copcentraciones de estradiol libre capaces da.gunarnr

una respuesta bicleogica?

¢) Cuantas epzimas 0 sistemas cnzimaticos exlsten para
hidrolizar a los di farentes esteres de estradiol, no
sole los derivados naturales sino a los sinteticos?

tenzimas que hidrolicen en C-3 ¥y por supuesto en C=17.)

Para contewelar estas preguntas oe pretende llevar a cabo la

cviguiente estrategiat

1o Ui lizer divergas dublih, viaes y esguenas de aplicacion
asi como diferenctes vehiculos y otras especies animales
neruw realizar estudiog farsococineticos con wsberes marcados

fsntopicamente.

£}
o



2.— Efectuar estudios in vitro & in vivb de hidrolisis de
nsteres de estradial con diferentes tejidos y an  diferentes
especies animales para localizar el lugar celular donde &o

encuantran la o Jas hidrolasas.

3.—Tratar de purificar la o las hidrolaras involucradas en

eate proceso metabolico.

34
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