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1. RESUMEN

Dentro del programa sintesis y evaluacion bicldgica de efectos de
esteroides es de particular interés evaluar los efectos producidos por los
estrogenos. Este grupe de esteroides estan involucrados en la diferenciacion, el
mantenimiento de las caracteristicas sexuales y la reproduccién, actuando a
través de mecanismos gendmicos en los que regulan la franscripcion y la
proliferacidn celular y efectos que implican una accion a nivel membranal que se

produce en un periodo corio y que son de latencia muy breve.

Los estrégenos se ufilizan frecuentemente como componentes de
anticonceptivos orales, en la terapia sustitutiva, asi como agentes antitumorales
en el tratamiento de cancer prostatico. Sin embargo, se ha sefialado que su uso
puede aumentar el riesgo de trombosis venosa y arterial asi como la posibilidad
de infarto al miocardio. Estos efecltos adversos se han relacionado con la dosis

administrada y la potencia estrogénica.

Estudios experimentales, han descrito que la administracion de dosis
grandes de estrogenos naturales y sintéticos producen efectos bifasicos y
procoagwantes en Ja coagulacién sanguinea de los roedores. En contraste con
estas observaciones se ha descrito que los 17B-aminoestrégenos producen
efectos anticoagulantes de duracién prolongada. Trabajos recientes, sefialan que
solo los 17p-amingestrégenos producen actividad anticoagulénte en roedores y no

otros esteroides con grupos amino en el C17 mostrando selectividad en su accion.

La obtencion y evaluacion bioldgica de nuevos 17p-amincestrogenos es de
interés para llevar a cabo estudios de relacidon estructura quimica-actividad-
biologica que permitan la proposicion de estructuras nuevas para la obtencion de
farmacos mas selectivos y eficaces que puedan ser utilizados como estrégenos

alternativos sin producir efectos trombogénicos.

GUZMAN LEON GABRIELA 4
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Los objetivos de este trabajo fueron: 1) La preparacion de los amino-estrégenos
analogos de 17p estradiol: clorhidrato de 17B-(5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10)-
estratrien-3-ol, diclorhidrato 17p-(N-N'dietitaminoetil)-amino-3,5(10)-estratrien-3-ol
y diclorhidrato 17p-(N-N'dietilaminoetil)-amino-3,5( 10)-estratrien-3-metil éter. 2)
Evaluar la actividad biologica de los clorhidratos mencionados anteriormente,

sabre la coagulacion sanguinea y su efecto estrogénico en el raton CD1.

GUZMAN LEON GABRIELA S
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Il. INTRODUCCION

1. Antecedentes.

Los compuestos descritos como esteroides estan ampliamente distribuidos
en el reino vegetal y animal e incluyen: esteroles, &cidos biliares, agliconas
cardiotdnicas, sapogeninas, alcaloides esteroidales, provitamina D,y hormonas

esteroidales (1).

El término “ hormona” ( del griego hormao, excitar), fué dado por Starling en
1805 para nombrar a los agentes guimicos producidos por las glandulas de
secrecion interna que son liberados a la circulacion para regular los procesos
metabdlicos de diversas células. Estos producen su efecto a un punto distante de
su fuente de produccién {1).

Las hormonas esteroidales comprenden: estrégenos, androgenos,
progestadgenos, mineralocorticoides y glucocorticoides. Los tres primeros son
frecuentemente llamados “hormonas sexuales” cuya funcién principal es el
desarrolle y mantenimiento de las caracteristicas sexuales y la reproduccion. Los
ghlicocorticoides v mineralocorticoides, se asocian con el metabolismo de

carbohidratos y de iones inorganicos respectivamente (2).

Los estrégenos son esteroides C-18 que difieren de los andrégenos en gue
carecen del grupo metilo en C-10 y en contraste con todés los otros esteroides su
anillo A es aromatico, lo cual es una caracteristica importante para la actividad
estrogénica. Se producen en las células de la granulosa de los foliculos ovaricos,
cuerpo liteo y placenta y en pequenas cantidades, por [a corteza suprarrenal v los
testiculos. Estan involucrados en la diferenciacion, el mantenimiento de las

caracteristicas sexuales y la reproduccion, actuando a través de mecanismos
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gendmicos en los que regulan la transcripcién y la proliferacién celular. También
pueden actuar a nivel membranal produciendo efectos no génomicos que se

observan en un periodo corto y que son de latencia muy breve (3).

Los estrégenos que se producen en mayor cantidad en el humano son:
estradiol, estrona, y estriol (Figura 1). El estradiol es el principal preducto de
secrecién del ovario durante la primera parte del cicic menstrual, Después de la
ovulacion, estrogenos y progestagenos son sintetizados por las células de la
granulosa y el cuerpo amarillo. El estricl es el principal producto metabdlico del
estradiol y se produce en grandes cantidades en la placenta durante el embarazo
(2, 3).

Las hormonas estrogénicas son los principales agentes responsables de
los cambios que ocurren en la pubertad en las nifias y el mantenimiento de las
caracteristicas sexuales en la mujer adulta. En la pubertad estimulan el desarrollo
de la vagina, Utero y trompas de falopio, producen crecimiento de los conductos
en las glandulas mamarias, son responsables del crecimiento acelerado y del
cierre de las epifisis de los huesos largos. Acttan junto con los progestagenos
produciendo los cambios en los érganos genitales que tienen lugar durante el ciclo

menstrual y el embarazo (2, 3).

El principal uso terapéutico de los estrégenos es como componentes de
anticonceptivos orales, en terapia sustitutiva en la menopausia. También son
utiles para el tratamiento del acné, hirsutismo, la osteoporosis senil, y fa supresion
de la lactancia después el parto y como agentes antitumorales en el céncer
prostatico (1-3). Sin embargo, se ha sefialado que su uso, en forma prolongada,
puede aumentar el riesgo de trombosis venosa y arterial y la posibilidad de infarto
al miocardio. Estos efectos adversos se han asociado con ia dosis administrada y

la potencia estrogénica (4-18).
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Estradiol Estrona

Estriol

FIGURA 1: Hormonas estrogénicas que se producen en mayor
proporcion en el humano.
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Estudios clinicos y experimentales han sefialado que los estrogenos
favorecen la coagulabilidad sanguinea, ya que producen aumento en las
concentraciones circulantes de los factores de coagulacion i, VI, IX, y X (10,
14). También producen aumentos en la concentracion de fibrindgeno (11), de
ptasminégeno (175 y aumento en la actividad fibrinolitica (13,16). Factores
asociados con efectos trombogénicos. Ademas pueden producir disminucion del
tono vascular favoreciendo la estasis y retardar el flujo sanguineo factores que

favorecen la trombosis (18).

La administracion intraperitoneal de dosis grandes de estrégenos producen
efectos bifasicos sobre la coaguiacion sanguinea en roedores (19). En la primera
fase se observa un efecto anticoagulante de duracion breve (3-7.5 horas) seguida
de la fase de hipercoagulabilidad de mayor duracion (varios dias). Si la
administracion se lleva a cabo por via subcuténea solo se observa el efecto

hipercoagulante.

En contraste con los efectos descritos anteriormente, Rubio y cols. (20)
encontraron gue compuestos semejantes al estradiol en los que el hidroxilo en la
posicion 17 se sustituye por un grupo amino monosustituido, producen en
roedores efectos anticoagulantes dosis-dependientes y de duracién prolongada
(21-24).

Los efectos anticoagulantes de los 17B-aminoestrégenos son selectivos,
estudios en los que se han comparado 17p-aminoestrogenos y 178-
aminoandrégenos con el mismo sustituyente en C-17 han mostrado que los

ultimos no son capaces de producir efectos anticoagutantes en roedores (25).

GUZMAN LEON GABRIELA 9
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2. Justificacién

Uno de los problemas que se presentan cuando se evaldan los efeclos que
producen los esteroides, en sistemas biolégicos in vivo o in vitro es su alta
liposolubifidad. Cuando los 17f-aminoestrégenos se administran en dosis altas su
sofubilidad es baja, esto dificulta su absorcién y la evaluacion de sus efectos
bioldgicos. Estos compuestos tienen caracteristicas béasicas y su solubilidad en
agua puede aumentarse mediante la preparacion de sus clorhidratos. La

formacién de clorhidratos de 17 B-aminoestrogenos facilita su administracion.

Los 17p-aminoestrogencs producen efectos anticoagulantes en los
roedores sin embargo, sus clorhidratos no han sido evaluados y se desconoce ia
influencia de este cambio de las propiedades fisicoquimicas del farmaco sobre la

actividad biclégica sefialada.

Con este fin se prepararon: el clorhidrato de 17p-(5-Hidroxi-1-pentilamino)-
1,3,5,(10)-estratrien-3-al (4a), el diclorhidrato 17p-(N-N'dietilaminocetil}-amino-
3,5(10)-estratrien-3-ol (4b)( Figura 2).

Por otra parte con el objeto de conocer ef papel que desemperia el hidroxilo
en posicién 3 del anillo aromatico del estrégeno sobre la actividad anticoagulante,
se prepar6 el derivado metilado de 4b, el diclorhidrato 17p-(N-N'dietiiaminoetil)-

amine-3,5(10)-estratrien-3-metil éter (4c).

Los clorhidratos de los 17 B-aminoestrégenos posiblemente conserven sus
efectos anticoagulantes y estrogénicos, sin embargo por ser compuestos
ionizados se infiere que este efecto podria ser de menor magnitud que el

observado en los compuestos 3a y 3b.

GUZMAN LEON GABRIELA 10
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3. Objetivos.

1. Llevar a cabo la sintesis de amino-estrégenos analogos de 17§ estradiok:
clorhidrato de 17p-(5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10}-estratrien-3-ol (4a),
diclorhidrato  17p-(N-N'dietilaminoetil)-amino-3,5(10)-estratrien-3-ol {(4b) vy
diclorhidrato 17p-(N-N'dietilaminoetil)-amino-3,5(10)-estratrien-3-metil éter

{4¢), que se muestran en la figura 2.

2. Evaluar la actividad biologica de los clorhidratos 4a, 4b y 4c comparando
sus efectos sobre la coagulacion sanguinea en el raton CD1 con el

producido por sus bases libres 3a, 3by 3c.

3. Evaluar el efecto estrogénico de los clorhidratos 4a, 4b y 4¢ en raton
hembra adulta ovariectomizada y ratéon hembra infantil CD1, comparando

sus efectos con los producidos por el 173-estradiol.

GUZMAN LEON GABRIELA 1
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e P —————

2a R =(CH,)sOH

2b R =(CHy),N(Et),
R1 =H

2¢ R =(CHy)N(Et),
R1 =CH3

NaBH4
EtOH

H
NN—R

4a R =(CHy)sOH 3a R =(CHy);0H

4b R =(CH):N(Et) 3b R =(CHy),N(Et),
R1 =H Rq =H

4c R =(CHy):N(Et), 3¢ R =(CH,);N(Et),
Ry = CH3 R1 = CH3

Figura 2: Obtencidn y estructuras de los aminoestrégenos sintetizados.

GUZMAN LEON GASRIELA
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

1. Métodos Quimicos.

Todos los solventes y reactivos utilizados fueron grado analitico y fueron
empleados sin purificacion. La estrona fué obtenida de los laboratorios Syntex
S.A., 5-amino-1-pentanol, N,N'-dietiletilendiamina y borohidruro de sodio de
Aldrich. La pureza de los productos fué establecida por espectroscopia (IR, RMN-
H, y EM) y el seguimiento de las reacciones se realizé empleando cromatografia
en capa fina con placas de 3 por 5 cm de gel de silice 60 Merck F-254, utilizando
como revelador yodo. Los puntos de fusion de los compuestos fueron
determinados en un aparato Electrothermal de capilares y no estan corregidos.
Los espectros de infrarojo (IR) fueron obtenidos en pastilas de bromuro de
potasio usando un espectrofotometro Nicolet FT-55X. Los espectros de
resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN-H) fueron registrados mediante
un espectrofotémetro Varian-Gemini de 200 MHz, en CDCI, -DMSOdg y estan
reportados en partes por millon (ppm), usando como referencia interna
tetrametilsilano. Los espectros de masas fueron obtenidos en un
espectrofotometro  Hewlett-Packard 5985-B por impacto electronico  con

introduccién directa de la muestra a 70 ev.

17p-(5-Hidroxi-1-pentilimino)-1,3,5(10)-17(20)-estratetraen-3-ol) (2a).

Una mezcla de 1.5 g (5.5 mmoles) de estrona, 1 g {9.69 m mol) de 5-amino-1-
pentanol y 10 ml de éter isopropilico se calentaron hasta disolucion. Se evaporé el
disolvente y se calentd a 80-85° C por 4 horas. La mezcla de reaccion se dejé
enfriar a temperatura ambiente, se formé un sélido blanco, que se triturd con 20
ml de acetona. El producto obtenido se filtré y seco al vacio. Se obtuvieron {1.920
gr, 98% de rendimiento) con: p.f. 178-180° C. IR, v max 3330-3105 {OH), 1665

GUZMAN LEON GABRIELA 13
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(C=N), 1610 (anillo aromatico), cm~1 RMN-H, & 0.87 (s, 3H, 18-CH3 ), 1.25-2.53
(m), 2.83 (m, 2H, 16-CHp), 3.27 (m, 2H, CHp-N=), 3.68 (t, J=5 Hz, 2H, CH»-0OH)
8.58 (d, J=2.5 Hz, 1H, H-4), 6.64 (dd, J=8.5 Hz y J=2.5 Hz, 1H, H-2) 7.1 {d, J=8.5
Hz, 1H, H-1).

17p-{5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol (3a).

El producto 2a (1 g, 4.5 mmoles) se disolvié en 20 ml etanol, y se agregaron 1.0 ¢
de borohidruro de sodio en porciones durante 30 minutos. La mezcla de reaccion
se calent6 a reflujo 30 minutos y posteriormente se dej6 reaccionar a temperatura
ambiente durante 20 horas. Se agregaron a la reaccion 100 mi de agua y se
enfrid con un bafio de hielo, el precipitado formado se filtré, lavé con agua y secod
al vacio. Se obtuvieron 0.96C g (96% de rendimiento del amino-estrégeno 3a),
El producto fué recristalizado de éter isopropilico-metancl y presenta las
siguientes caracteristicas: p.f. 164-165° C. IR, vmax 3400-3240 {OH y NH), 1605
(anillo aromatico) em-1 RMN-H, § 0.72 (s, 3H, 18-CH3), 1.18-2.32 (m), 2.64 (m,
2H,-OH y NH) 2.78 (m, 3H,-N-CHp y 17-CH}, 3.63 (1, J=6.40 Hz, 2H, CHoOHj),
6.57 (d, J=2.6 Hz, 1H, H-4), 6.64 (dd, J=8.5 z y 2.6=Hz, 1H, H-2), 7.11 (d, J=8.5
Hz, 1H, H-1). EM m/z 357 (M 18%), 284 (29%), 142 (100%).

Clorhidrato de 173-(5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol {4a).

El producto 3a 1g ( 4.5 mmoles) se disolvié en 20 ml de acetato de etilo y se
adicionaron 0.5 ml de HC! concentrado. Precipité un producto que se lavé con
acetato de etilo (3 x 5 ml). El precipitado se filtré y seco at vacio, produciendo un
rendimiento cuantitativo del clorhidrato. Se recristalizé de acetato de etilo-metanol
y presentd las siguientes caracteristicas: p.f. 257-258° C. IR, v max 3340-3220
(OH y NH), 2420 (NH) 1615 (aniilo aromatico) cm-1.

17B-(N-N’-dietilaminoetil)-imino-1,3,5(10)-estratetraen-3-ol (2b).
Una mezcla de 2.0 g (7.4 mmoles) de estrona, y 2 ml (14.2 mmol) de N,N'-

GUZMAN LEON GABRIELA 14
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dietiletilendiamina fueron calentados por 24 horas a 80-85°C. La mezcla de
reaccion, un aceite café, se enfrié a temperatura ambiente y fué tratado con é&ter
isopropilico (10 ml x 2). El sélido blanco obtenido fué cristalizado de metanol-éter
isopropllico, filtrado y secado al vacio produciendo 2.45 g. (6.6 mmol, rendimiento
del 89%) de producto 2b con punto de fusién 158-160°C. IR {KBr): 3320 (OH),
1675 (C=N), 1610 (anillo aromatico) cm-1.1H-NMR (CDCIa-DMSOdB): 0.85 (s,
3H,18-CH,), 1.04 (t, 6H, J=7 Hz,CH,CH,),1.22-2.53 (m), 2.56 (q, 4H, J=THz
CH,CH,), 2.68 (t, 2H, J=8 Hz, CH,-N), 2.80 (m, 2H,16-CH,), 3.34 (m, 2H, CH2-N=),
6.56 (d, J= 2.4 Hz, 1H, H-4), 6.61 (dd, J=8.4Hz y 2.4 Hz,1H, H-2), 7.09 (d, J=8.4
Hz,1H, H-1).

17B-(N-N’ dietilaminoetil)-amino-1,3,5(10)-estratrien-3-ol (3b).

A una solucion de 2b, (1.2 g, 3.3 mmol) en etanol {20 ml), fué afadido borohidrurc
de sodio (1.0 g, 26.4 mmol} en pequefias porciones durante 30 minutos. La
mezcla de reaccion fué calentada a reflujo por 30 minutos y posteriormente se
mantuvo con agitacion a temperatura ambiente toda !a noche. Se anadio agua
(100 ml) a la mezcla de reaccion, y fué enfriada en un bafo de hielo. El
precipitado obtenido fué filtrado, lavado con agua.y secado al aire. El producto fué
recristalizado de metanol-éter isopropilico para obtener 3b como un sélido blanco
{0.98 g, 82%) con punto de fusion 162-164°C. IR (KBr): 3400 (OH), 3220 (NH),
1605 (anillo aromatico) cm -1."H-RMN (CDCL-DMSQd,): 0.74 (s, 3H,18 CH,), 1.01
(t, 6H, J=7Hz CH,CH,),1.18-2.32 (m), 2.52 (g, 4H, J=7 Hz CH,CH,), 2.57-2.86 {m,
4H, -NH-CH, y CH;-N), 6.54 (d, J =2.7 Hz, 1H, H-4), 6.61 (dd, J= 8.4 Hz y 2.7
Hz,1H, H-2), 7.09 (d, J = 8.4 Hz,1H, H-1). MS: m/z 370 { M+ ,0.1%), 284 (M+ -86,
3%), 86 (100%).

Diclorhidrato de 17p-(N-N’ dietilaminoetif)-amino-1,3,5(10)-estratrien-3-ol {4bj},
El diclorhidrato correspondiente (4b) fué obtenido al disolver 3b {0.74 g, 2 mmol)
en 10 ml de acetato de etilo, y afadir 0.5 ml de HCI concentrado. El sélido

forrnado fué filtrado y recristalizado de metanol-acetato de etilo, obteniéndose un

GUZMAN LEON GABRIELA 15
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rendimiento cuantitativo del mismo con las siguientes caracteristicas: p.f. 268-
270°C. IR {KBr): 3580-3120 (OH y NH}, 2650, 2460 (NH+),1615 (anillo aromatico)
cm-1. MS: mfz 154, 136,137 (100%), 289 (41%), 307 (89%), 371 {29%), 391(6%),
M* 443 (2%).

Dictorhidrato de 17p-(N-N’' dietilaminoetil}-amino-1,3,5(10)-estratrien-3-metit
éter (4c).

Una mezcla de 0.786 g (2 mmoles) de 3 metoxiestrona, y 1 ml (7 mmol) de N,N'-
dietiletilendiamina fueron calentados por 24 horas a 80-85°C. La mezcla de
reaccion, un aceite café, fué enfriado a temperatura ambiente y secado al vacio
durante 30 minuios, el producto 2¢ no fue posible aislarlo ya que se descomponia
rapidamente, esta mezcla se lavd con éter isopropilico. El residuo crudo se
disolvié en etanol (20 ml), fué afiadido borohidruro de sodio (1.0 g, 26.4 mmol) en
pequefias porciones durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se calentd a
reflujo por 30 minutos, se mantuvo con agitacion a temperatura ambiente toda la
noche. Posteriormente se enfrid la reaccién y afiadié agua (100 ml). El producto
obtenido se extrajo con acetato de efilo (3 x 20 ml). Los extractos organicos se
juntaron y fueron lavados con agua, secados sobre suifato de sodio anhidro y el
disolvente fué evaporado a presion reducida. El diclorhidrato correspondiente (4¢)
fué obtenido al disolver 3c en 20 mi de acetato de etilo, y afiadir 0.5 ml de HCI
concentrado. El sélido formado (0.604g 1.5 mmol) se filtré y recristalizé de
metanol-acetato de etilo dos veces. Se obtuvo un rendimiento global de 4a a 4c
del 92%. 4c presentd las siguientes caracteristicas: p.f. 223-224 °C. IR (KBr):
3700 (NH), 2575, 2453 (NH"),1607 (anillo aromético) cm -1.'"H-RMN (CDClI;-
DMSOd,): 1.07 (s, 3H,18 CH,), 1.47 (m, 12H),1.75(m, 2H), 2.12-2.33 {m, &H),
2.53-2.64 {m, 1H), 2.87 (m, 9H), 3.0-6.6 (m, 8H), 3.76 (s, 3H, 3-OCH,), 4.01 (s,
2H), .61 (d, J =2.7 Hz, tH, H-4), 6.70 (dd, J=84 Hzy 2.7 Hz,1H, H-2), 7.17 {d, J
=8 4 Hz,1H, H-1). MS: m/z 384 (M*-2HCI, 0.1%), 86 (100}.

GUZMAN LEON GABRIELA T



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

2. Métodos Farmacoldgicos.

Farmacos. Las substancias utilizadas en los experimentos: estradiol (3-hidroxi-
estra-1,3,5(10)trien-3,17p-diol, E,), fué obtenido de Syntex S.A. y el clorhidrato de
178-(5-Hidroxi-1-pentitamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol (4a), diclorhidrato 17p-~(N-
N'dietiiaminoetil}-amino-3,5(10)-estratrien-3-ol  (4b} y diclorhidrato  17p-(N-
N'dietilaminoetil)-amino-3,5(10)-estratrien-3-metil éter (4c), fueron preparados

como se describe en la primera seccién (24-26).

Animales. Los experimentos se llevaron a cabo en ratones macho de 25-30g,
hembra inmaduras de 20 dias de nacidas, con peso de 9-1 2g y ratones hembra
adulta de 25-30g de la cepa CD1 procedentes det bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Los ratones hembra adultas fueron ovariectomizadas (Ovx)
tres semanas antes de iniciar el estudio. A los animales Ovx se les fomaron
muestras de exudados vaginales para certificar la intervencién quirirgica antes de
iniciar el tratamiento. Los animales fueron mantenidos a temperatura constante de
20-22° en periodos de luz-obscuridad de 12h-12h y se alimentaron con nutricubos

de la marca Purina y agua ad libitum.

Disefio Experimental. Los animales fueron marcados de manera individual para
su identificacién, mediante pequefias muescas hechas en el borde de las orejas
siguiendo la clave empleada en el |aboratorio. En todos los experimentos un
minimo de seis animales por grupo fueron distribuidos para recibir diferentes
tratamientos. La distribucidn se realizd de acuerdo a un arreglo de cuadrados
latinos en base a su peso corporal. E,, 4a, 4b y 4¢ se administraron por via
subcutanea. En todos los experimentos los animales del grupo control recibieron

solamente ef disolvente.

Tiempo de coagulacion. Este fué estimado conforme al método reportado por

Mandoki, Rubio y cols. (19). La cola del animal se calenté en un bafio con agua a
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40°C por un minuto, para aumentar el flujo sanguineo, después, se seco la cola y
se cortd una pequefia parte en su extremo, con una hoja de afeitar. Se colectaron
25 pl de muestra de sangre en un tubo capilar para hematocrito, la sangre se hizo
fluir por gravedad entre dos marcas de 45 mm inclinando el tubo capilar
alternativamente entre un angulo de +80 y -60 con respecto al plano horizontal. El
cronémetro se puso en marcha cuando la sangre hizo contacto con el vidrio y se
pard cuando dejod de fiuir (punto final de 1a pruebay).

La determinacion del tiempo de coagulacion se llevd a cabo en forma
balanceada, de acuerdo a un arreglo de cuadrados latinos de manera que todos
los grupos fueran evaluados en el mismo intervalo de tiempo. Todos los
experimentos se realizaron en forma ciega, de forma que el experimentador
ignorara el grupo al cual pertenecia cada animal. En las determinaciones de las
curvas dosis-respuesta, los tiempos de coagulacion fueron medidos, 24 horas

después de la tltima inyeccién.

Actividad Estrogénica. La actividad estrogénica de 4a, 4b y 4c¢ fué evaluada por
el método de peso uterino de Evans, Varney y Koch (27). En cada bioensayo,
diferentes grupos de animales con un minimo de 6 por lote. Se distribuyeron en
base a un arreglo de cuadrados latinos, en estratos basados en e! peso corporal y
se asignaron a los diferentes tratamientos al azar. En todos los experimentos se
incluyd un grupo que recibi6 estradiol (E,) y otro grupo ai que solo se le administro
el vehicuto (V).

A los diferentes grupos se les administraron por via subcutanea, durante
tres dias consecutivos: 4a, 4b y 4c¢c en las dosis mostradas en las tablas
correspondientes, el control positivo estradiol E,, 10 pg/Kg g de peso corporal/dia
y el vehiculo aceite de maiz o solucién salina (V), 10 ml/Kg de peso corporal/dia.
Al cuarto dia se tomaron muestras de exudado vaginal, los animales fueron

sacrificados por dislocacién cervical. Los Gteros fueron removidos, se eliminé el
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liquido intraluminal y se obtuvo su peso en una balanza analitica. Los exudados
vaginales fueron tefiidos y filados con solucién de Harris y las preparaciones
observadas al microscépio evaluando como respuesta positiva la abundancia de
célutas cofniﬁcadas y ausencia de leucocitos. Los resultados del peso uterino

fueron calculados por 100g de peso corporal y expresados en porcentaje.

Anélisis Estadistico. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza y pruebas de comparaciones miltiples utilizando los métodos de
Student-Newman-Keuls o Dunnet (28). Se consideraron diferencias significativas

entre los grupos cuando los valores de p fueron menores de 0.05
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Técnicas Utilizadas en los Experimentos.

Ovariectomia. Esta intervencion quirirgica se llevé a cabo en ratonas hembra
adultas en las que se indujo la anestesia con hidrato de cloral (7mlfKg; solucion al
4%). Posteriormente se rasuré y desinfecté el campo quirdrgico en la parte dorsal
del animal. Se hizo una incisién transversal de aproximadamente 1 cm y una
segunda incisidn bilateral Iongitpdinal en el musculo, a una distancia aproximada
de 0.5 cm de los musculos espinales dentro de la cavidad peritoneal. Se
focalizaron los ovarios en el tejido graso, procediendo a su diseccién. Se suturé en
los diferentes planos. Los animales se dejaron recuperar por tres semanas,
después de las cuales se tomaron frotis vaginales para certificar la intervencion
quirtrgica. Solo fueron incluidos en los experimentos animales que presentaban

abundancia de leucocitos y escases de células cornificadas (29).

Frotis Vaginal. El frotis vaginal se tomé en las ratonas Ovx antes de iniciar el
experimento, en experimentos iniciales durante el tratamiento y en todos los casos

al término de éste. En las ratonas infantiles solo se tomé al finalizar el tratamienio.

Para la obtencion del exudado vaginal o frotis vaginal, se sujeté al ratén y se
introdujo en el orificio vaginal una asa estéril impregnada de solucion salina,
posteriormente fa muestra impregnada del exudado vaginal se deposité sobre un
portaobjetos, y dejé secar para proceder a la tincién de la muestra empleando el
procedimento de Harris (30). Los frotis se observaron en el microscopio,
realizando un barrido del portaobjetos en forma "s" para evaluar ia abundancia
relativa de células cornificadas, poligonales, redondas ¥ leucocitos presentes en la

muestra empleando una escaia de +1 a +4.

Técnica de Tincién de Harris, La muestra de exudado vaginal obtenida
anteriormente se proceso de la manera siguiente:
1) Sumergi6 en alcohol de 96° durante 10 minutos: 2) lavé con agua destilada; 3)
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sumergié en solucion de hematoxilina durante 8 min; 4) lavé con agua destilada;
5) paso rapidamente por alcohol acido; 6) lavd con agua destilada; 7) sumergi6 en
agua amoniacal hasta que la preparacién viré a un color azul: 8) sumergiod en
eosina alcohdlica de 30 a 60 segundos; 9) sumergié en alcohol de 96° durante 10
segundos; 10) sumergid en alcohol absoluto aproximadamente durante 10
segundos; 11} dejé secar al aire; 12) observo en el microscopio a 40X y evalué
(30).

Extraccion de Utero. Se sacrifico a los ratones por dislocacién cervical, y se lleve
a cabo una incision longitudinal en el abdomen para la diseccion de los cuernos
uterinos de! ratén. El Utero se colocé una caja de Petri con solucién salina donde
se limpio ef tejido eliminando la grasa. Posteriormente el drgano se seco sobre un
papel filtro eliminando el liquido intraluminal con la ayuda de una espatula. Se

colocO en una caja previamente pesada para obtener el peso uterino (31).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sintesis de los clorhidratos delos 173 amino estrégenos.

La sintesis de los clorhidratos de los 17 amino estrégenos 4a, 4b y 4c se
muestra en la figura 2. Estos fueron preparados siguiendo los procedimientos
descritos por Irmscher (32) y Blickenstaff (33) que fueron modificados por

nosotros.

El primer paso consistid en la reaccion de adicién-eliminacion que ocurre
entre la estrona y la amina correspondiente. La mezcla de reaccién fué calentada
a una temperatura entre 80 y 85°C durante 2 horas, los productos de reaccitn, las
iminas 2a, y 2b se obtuvieron en rendimientos de! 89 y 92% respectivamente. Las
iminas se caracterizaron comparando su punto de fusion y espectro infrarrojo con
una muestra preparada originalmente por Lemini y cols. (24) en donde puede
apreciarse la banda caracteristica del grupo imino (C=N), a 1665 ¢cm-1 y la
desaparicion de la banda del grupo carbonilo del producto original (estrona). El
espectrc de resonancia magnética nuclear (RMN) del compuesto 2a presenta en
0.87 ppm la sefial del metilo angular de C18 y las sefiales del metileno vecino al
grupo CH=N en 3.27 ppm. En 3.68 ppm aparece un triplete' correspondiente al

metileno vecino al grupe OH de la cadena en C-17.

De igual forma puede apreciarse en el espectro de infrarrojo de 2b la banda
debida a la vibracion C=N en 1675 y en su espectro de RMN las senales
correspondientes al metilo angular en C-18 en 0.85 ppm. También aparecen un
triplete correspondiente a los metilos de ios grupos etilo en 1.04 ppm y la seiial de

los metilenos como un cuarteto con una J=7Hz en 2.56 ppm.

Posteriormente se llevé a cabo la reduccion de los compuestos 2a, 2b y 2¢
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en solucion etandlica empleando borohidruro de sodio como agente reductor. Los
17-B amino estrégenos 3a, 3b y 3¢ se obtuvieron en un rendimiento del 82 al
96%. Estos productos fueron purificados por cristalizacion fraceionada utilizando

éter isopropilico-metanol y éter etilico-metanol como disolventes de cristalizacién.

La identificacién de estos compuestos se llevo acabo de igual manera por
comparacién de su punto de fusidn con el de una muestra auténtica y por
comparacion de sus caracteristicas espectroscopicas con los espectros
reportados (24, 25).

El amino estrogeno 3a presenta en su espectro de infrarrojo las bandas en
3400-3240 cm-1 caracteristicas de los grupos OH y NH. En su espectro de
resonancia magnética nuclear aparece la sefial correspondiente al metilo angular
en 0.72 ppm que estd de acuerdo con la sefial reportada para este compuesto
(22). De igual forma el aminoestroégeno 3b presenta en su espectro de infrarrojo
las bandas caracteristicas de los grupos OH en 3400 y la vibracion NH en 3220
cm-1. En su espectro de RMN aparece la sefial correspondiente al metilo angular
como singulete en 0.74 ppm, un triplete correspondiente a los metilos de! grupo
etilo en 1.01 ppm. La sefial de los metilenos aparece en 2.52 como un cuareto
con una constante de acoplamiento de 7 Hz.

El producto 3¢ no pudo ser aislado, ya que al tratar de purificarlo se
descompone, para su identificacion fué necesario obtenerio como el diclorhidrato

4c que se discutira posteriormente.

El clorhidrato 4a fué obtenido disoiviendo ia amina 3a en acetato de etilo y
adicionando acido clorhidrico concentrado a la solucién. La precipitacion del
clorhidrato se observé inmediatamente después de la adicion del acido. Este
producto fué purificado por recristalizacion con una mezcla metanol-acetato de

etilo. El espectro de infrarrojo de 4a muestra una banda en 3340-3220 cm-1
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correspondiente a las vibraciénes N-H y OH. En 2420 cm-1 aparecen la bandas
caracteristica de grupos NH. Su punto de fusion también es semejante al que ha
sido descrito (25).

El diclorhidrato 4b se obtuvo de manera similar a la sefalada
anteriormente. 4b presenta también en su espectro de infrarrojo la bandas del
grupo NH" en 2650 y 2460 cm-1. En su espectro de masas se observa la sefial
correspondiente a su ion molecular que corresponde al peso molecular del

compuesto sintetizado.

El dicforhidrato 4¢ se identifico por las sefales observadas en su espectro
de infrarrojo en 3700 cm-1, debida a ia vibracion NH, también aparecen dos
sefiales en 2575 y 2453 debidas a la sefial caracteristica que producen grupos
amina ionizados (NH*). En su espectro de RMN aparecen en 1.07 la sefia! del
metilo angular del carbono 18. La sefial del metilo que forma parte del grupo
metoxilo en ef carbono 3 aparece en 3.76 ppm como un singulete. Su espectro de
masas muestra una sefal correspondiente a m/z 384 que nos indica que el
compuesto pierde dos moleculas de HCl. Estos datos fueron suficientes para

establecer la identidad del compuesto 4c,
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2. Evaluacion farmacolégica de clorhidratos de 17p aminoestrégenos

2.1 Efectos sobre la coagulacién sanguinea del ratén.

En trabajos anteriores se ha descrito que el 17p aminoestrégeno 3a
empieza a producir sus efectos anticoagulantes en roedores después de 12 horas
de administracion Unica, alcanzando su efecto maximo entre las 24 y las 36 horas.
Posteriormente estos efectos declinan paulatinamente hasta alcanzar valores
normales entre las 72 y 96 horas después de su administracion (24, 25). En
consecuencia con lo anterior el efecto de 4a, 4b y 4c sobre el tiempo de
coagulacion sanguinea fué evaiuado 24 horas después de la tltima administracion
en ratén macho CD1.

El pentolame 3a y su clorhidrato 4a fueron evaluados en el ratén macho
CD1. Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos:

El primero consistio en la administraciéon Gnica de diferentes dosis :10, 20
40 y 80 mg/kg de pentolame (3a) y su clorhidrato (4a). Evaluando el efecto
anticoagulante 24 horas después. Los resultados de estos experimentos se
muestran en las tablas 1 y 2. En la grafica 1 y 2 pueden observarse las curvas
dosis-efecto de 3a y la comparacion de 3a y 4a.

Los efectos anticoagulantes maximos producidos por una administracion de
3a fueron de 65 %, mientras que su clorhidrato produjo solo 34% de efecto. En
ambos casos el efecto observado fué dependiente de la dosis administrada, sin
embargo los efectos producidos por 4a fueron en todos los casos menores a los

producidos por su base correspondiente 3a. (tabla 1y 2)

El segundo experimento consistié en administrar diariamente, por tres dias
las dosis 10, 20, 40 y 80 mg/Kg de 4a, la evaluacion de sus efectos

anticoagulantes se llevd a cabo 24 horas después de ia Glitima administracion.
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Gréfica 1: Curva dosis-respuesta de pentolame (3a),
sobre la coagulacion sanguinea del ratén. V = vehiculo.
*p<0.05 (comparado con V). n=12,
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Grafica 2: Curva dosis-respuesta de pentolame (3a) y
clorhidrato de pentolame (4a) sobre la coagulacion
sanguinea del ratén. V = vehiculo. *p<0.05 {comparado
conV..n=12, @ 3a & d4a
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Bajo las condiciones sefialadas los grupos de animales tratados produjeron
efectos semejantes a los observados por una sola administracion. Estos
resuitados se encuentran ilustrados en la grafica 3 y tabla 3. Es probable que el
clorhidrato 4a tenga una farmacocinética diferente a la de su base

correspendiente, favoreciéndose su eliminacién.

La administracidn por via subcutanea de diferentes dosis (5, 10, 20, 40 y 80
mg/Kg) del aminoestrégeno 3b en ratones, produjo efectos anticoagulantes
dependientes de la dosis. Los resultados de este estudio (tabla 4) mostraron que
la administracion de la dosis de 20, 40 y 80 mg/Kg presentaron un alargamiento
del tiempo de coagulacion de +22%, +48 y 68% respectivamente, en relacion al
grupo control que solo recibié el vehiculo (Grafica 4). El analisis de los datos

mediante |a prueba de Dunnett indicd que estas diferencias fueron significativas.

El diclorhidrato 4b no pudo evaluarse en dosis equivalentes a las utilizadas
para la evaluacion base libre 3b debido a que su toxicidad aumentd
considerablemente, en la tabla 5 y grafica 5 se muestran los resultados obtenidos

de estos estudios.

La administracion subcutanéa de tres dosis consecutivas de 1.25, 2.5
mg/Kg de 4b produjeron diferencias de tiempo de coagulacién de -6% y 11% con
respecto al vehiculo, que no fueron significativas (NS). La dosis de 5 mg/Kg
alargé de manera significativa (p<0.05) en 20% el tiempo de coaguiacién de los
animales tratados. En la Grafica 5 se comparan los efectos producidos por 3b y
4b.

En la Grafica 6 pueden observarse los efectos sobre el tiempo de
coagulacion sanguinea del ratén por la administracién de diferentes dosis de los
compuestos 4b y 4¢. Como puede apreciarse el producto metilado del compuesto
4b produce efectos anticoagulantes que son significativos a las dosis de 20 y 40
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Grafica 3: Curva dosis-efecto de 4a en la coagulacién
sanguinea del raton. V = vehiculo; *p<0.05 (comparado
con V).

V¥ 4adespués de administracién tnica

4a después de tres administraciones.
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Grafica 4: Curva Dosis-respuesta de 3b, en la coagulacion
sanguinea del ratén. V = vehiculo. *p<0.05 (comparado con
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mg/Kg. En las tabla 5 y 6 se muestran los resultados de sus curvas dosis-efecto.

La administracién subcutdnea de las dosis de 20 y 40 mg/Kg del
compuesto 4c produjo efectos de alargamiento del tiempo de coagulacion de +26
y +32% respectivamente comparados con el vehiculo de administracion (p<0.05).
Las dosis méas bajas produjeron aumentos del tiempo de coagulacién que no

fueron significativos,

2.2 Actividad estrogénica.

Se llevo acabo un estudio comparativo del efecto estrogénico de los
clorhidratos de 178-aminoestrégenos 4a, 4b, y 4c y el 17p-estradiol (E,). Este
efecto se estimé por el método de Evans, Vamey y Koch (27) determinando e

peso uterino de ratén hembra adulta Ovx y ratén hembra inmadura CDA.

El tratamiento consistié en la administracién por via subcutanea, durante
tres dias consecutivos de las dosis de 3 y 15ug/Kg de 4b; 3, 15 y 75 pg/Kg, de los
aminoestrégenos 4c y 4a., en todos ios experimentos se utilizé como un control

positivo E,(10ug/Kg) y el vehiculo de administracion (V, 10mifKg)

Los efectos sobre peso uterino producidos por la administracion de 4a y 4b
en dosis de 15ug/Kg fueron de menor magnitud cuando se compararon con una
dosis equivalente 10pg/Kg de E,, (tabla 7, y 8). En contraste cuando se comparé
el efecto sobre el peso uterino de la administracién de 15ug/Kg de 4c con E,, el
aminoestrégeno produjo diferencias mayores que las que se observaron con la

hormona natural. En la tabla 9 se muestran los resultados de estos experimentos.

La adminisiracion de dosis de 75 pg/Kg de los compuestos 4a y 4c

produjeron efectos semejantes a los observados en el E,.
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V CONCLUSIONES

De los objetivos planteados en este trabajo se logré sintetizar y caracterizar
por métodos espectroscdpicos de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear
(RMN) y espectroscopia de masas (EM) los compuestos: clorhidrato de 17p~(5-
Hidroxi-1-pentitamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-01 ~ (4a), diclorhidrato  17p-(N-
N'dietilaminoetil}-amino-3,5(10)-estratrien-3-ol  (4b) y diclorhidrate  178-(N-
N'dietilaminoetil)-amino-3,5(10}-estratrien-3-metil éter (4¢), que se muestran en la

figura 2.

El clorhidrato de 17p-(5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol (4a)
produce efecto anticoagulante de menor magnitud que su correspondiente base.
Estos efectos fueron observados después de 24 horas de administracion dnica en
el raton CD1. Los efectos producidos después de tres administraciones fueron
muy semejantes a los de administracion Gnica. Esto posiblemente sea debido a
que los compuestos tienen una cinética de absorcién-eliminacion diferente a la de

sus bases correspondientes.

El diclorhidrato 17p-(N-N'dietiiaminoetil}-amino-3,5(10)-estratrien-3-0l (4b)
produce efectos téxicos en los animales tratados, y por lo tanto no pudo ser
evaluado a dosis equivalentes a las de su amina libre (3b). Una dosis de 5 mg/Kg
de peso es capaz de producir un 20% de alargamiento del tiempo de coagulacién
en el ratén de manera significativa. Lo que demuestra su actividad anticoagulante,

sin embargo su alta toxicidad limitan el aumento de la dosis.

El diclorhidrato  173-(N-N'dietitaminoetif)-amino-3,5(10)-estratrien-3-metil
éter (4c) produce efectos anticoagulantes dosis-dependientes de menor potencia

que 3a.
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El bloqueo del grupo OH en posicion 3 del estrégeno por un grupo metilo no
elimina la actividad anticoagulante. No obstante debe considerarse que el efecto
producido podria ser debido a que el organismo pueda biotransformar a 4c en

metabolitos activos desmetilados.

La evaluacion de los efectos estrogénicos de los clorhidratos 4a, 4b y 4c en

ratén hembra Ovx CD1 nos condujo a las siguientes conclusiones:

Los clorhidratos 4a, 4b y 4¢ administrados por via subcutanea en el ratén
hembra Ovx CP1 producen efectos estrogénicos de menor potencia que el
estradiol. De los experimentos realizados el orden de potencia entre los

compuestos mencionados fué:4c>4a>4b,

Estos resultados preliminares nos indican que el compuesto 4¢ es motivo
de interés futuro ya que puede producir efectos anticoagulantes, tiene una mayor
solubilidad en solventes polares y su efecto estrogénico es mayor que el de los

otros clorhidratos de 178-amincestrégenos estudiados.
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Vi. ESPECTROS
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