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L RESUMEN

La investigacion dirigida al descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos para uso terapéubico es un campo de gran interés. Actuaimente se
cuenta con un gran aumero de medicamentos para el tratamiento de diversas
enfermedades. sin embargo, ademds de las efectos terapéuticos, todos producen
efectos adverses. De ahi surge la necesidad de obtener nuevos farmacos con
=ayor eficacia y selectividad,

Los estrégencs estan involucrados en la diferenciacian, el mantenimiento
ae las caracteristicas sexuales y la reproduccidn, actuando a través de
mecanismos gendmicos en los que regutan la franscripcién y la proliferacion
celular y efectos no gendmicos que implican una accion a nivel membranal que se
produce en un periedo corte y gue son de latencia muy breve.

Estos farmacos tienen un uso amplio como componentes de
anticonceptivos. en la terapia susfitutiva, asi como agentes antitumorales en el
ratamiento de cancer prostatico. Sin embargo, se ha sefialado que su usc puede
aumentar el riesgo de krombosis venosa y arterial asi como la posibilidad de infarlo
al miocardio. Estos efectos adversos se ban relacionado con la dosis administrada

y la potencia estrogenica.

Estudios experimentales, han descrito gue 1a administracidn de dosis
grandes de estrogénaos naturales y sintéticos producen efectos hifasicos en la
coagulacion sanguinea de los roedores. En contraste con estas observacicnes se
ha descrito que los 17fi-aminoestrégenos producen efectos anticoagutantes de

duracion prolongada.  Trabajos recientes, sefialan que solo los  179-

IE% MARTINE2 LOPEZ 1
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aminoestrégenos producen actividad anticoagulante en roedores y no otres

esteroides con grupes amino en el C-17 mostrando setectividad en su accidn,

La obtencidn y evaluacién de la actividad sestrogénica de 17p-
aminoestrégenos son de interés para levar a cabo estudios de relacion estructura-
quimica actividad-bioldgica que permitan cbtener nuevos farmacos mas selectivos

y eficaces que puedan ser utilizados como esirdgencs alternativos sin producir
efeclos trombogéricos.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) la preparacidon de los amino-
estrogenos andlogos de 170 estradiol 17(-{3"-hidroxi-1"-propilamino}-1,3,5,(10)
estratrien-3-ol, 17p-(4-hidroxi-1*-butifamino) -1,3,5,{10}-estratrien-2-ol, 1;/B-(5’-
hidroxi-1"-pentilaming)-1,3,5 (10)-estratrien-3-0l y 2) evaluacidn ce su efecto

estrogénica en la rata Wistar inmadura.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuirdn a un mejor
entendimiento de la relacién estructura-quimica actividad-biologica que permita e!
disefio de nuevos estrégenos potancialmente utiles como agentes terapeuticos.

INES MARTINEZ LOPEZ 2
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Il. INTRODUCCION

1. Antecedentes.

Los compuestos denominados esteroides (esteroles, é&cidos biliares,
agliconas cardioténicas, sapogeninas, provitaminag D3 y hormenas esteroidales)

estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y animal [1].

El término * hormona” {del griego hommao, excitar), fue dado por Starling en
1905 para nombrar & los agentes quimicos producidos por las glandulas de
secrecion interna que son liberados a la circulacion para regular ios procesos
metabodlicos de diversas células. Estos producen su efecto a un punto distante de

su fuente de produccion {1].

Las hormonas esteroides comprenden: estrégenos, androgenos,
progestagenos, minerajocorticoides v glucocorticoides. Los tres primeros son
frecuentemente llamados “hormonas sexuales”™ cuya funcién principal es el
desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas sexuales y la reproduccion. Los
glucocorticoides y mineralocoriicoides, participan de manera importante en la
reqgulacion del metabolismo de carbohidratos y de iones inorganicos

respectivamente [2],

Los estrogencs son estercides con 18 atomos de carbono que difieren de
los andrégenos en que carecen del grupo metilo en el C-10 y en contraste con
todos los otros esteroides su anille A es aromatico, o cual es una caracteristica
importante para su aclividad estrogénica. Se producen en las células de la
granuiosa de los foliculos ovéricos, cuerpo Iiteo y placenta y en pequefias
cantidades en los testiculos. Estan involucrados en la diferenciacion, el

mantenimiente de las caracteristicas sexvales y la reproduccion, actuapdo a

INES MARTINEZ LOPEZ 3
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través de mecanismos genomicos que regulan la transcripeion y la proliferacion
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

Las harmonas 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 ta mujer adulta. En la pubertad estimulan el desarrollo
de la vagina, ltero y trompas de falopio, producen crecimiento de los canductos en
las glandulas mamarias, son responsables del crecimiento acelerade y del cierre
de las epifisis de los huesos largos. Actian junto con los progestagenos
produciendo los cambios en los drganos genitales que tienen lugar durante el cicle
menstrual y el embarazo.

La respuesta de las hormonas estrogénicas esta dada por su interaccion
con receptores especificos que se encuentran en 6rganos blanco. Los érganos
blanco para {as hormonas con actividad estrogénica son; utero, vagina, glandula
mamaria, hipéfisis e hipotalamo [2].

La accién de estas hormonas esta mediada por proteinas que pertenecen a
una superfamilia de receptores citoplasmicos o nucleares que funcionan como
- factores de transcripcidn. Los estrogenos estimulan e desarrollo de los tejidos que
intervienen en |a reproduccion, En general, las hormonas ovaricas aumentan el
tamafio y el nimero de células al incrementar la velocidad de sintesis de
proteinas, RNAr, RNAt, RNAm y DNA. Bajo estimulo estrogénico, el epitelio
vagina! prolifera y se diferencia; el endometric uterino prolifera y las glandulas
sufren hipertrofia y alargamiento; el miometrio desarrolia una motilidad ritmica,
intrinseca, y los conductos mamarios se ramifican. El estradiol que es la hormona
natural liene también efectos anabdlicos schre los huesos y los cartilages y por
tanto es promotor del crecimiento. Al actuar sobre los vasos sanguineos
periféricas, los estrogenas en forma tipica causan vasodilatacion y disipacidén del

IMES MARTINEZ LOPEZ 4
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calor.

El mecanismo de accidon de [os estragenos se ilustra en la Figura 1 y
consiste en el paso de la hormona a través de la membrana hacia el citoplasma
por difusion simple. En el citoplasma se une a su receptor especifico formando un
complejo harmona-receptor (HR) que se trasloca al nucleo y se une a elementos
de respuesta para esirégenos (ERE)} en el DNA, esta union da como resultado la
iniciacion de 1a transcripcion de RNAm. El RNAm sale del nucleo y se transporta
hacia tos ribosomas para iniciar |a traduccidén de una secuencia de aminoacidos y
junto con el reticulo endopldsmico la biasintesis de una proteina con actividad
celular especifica [4].

Aungue la respuesta fisioldgica tarda horas o dias en llevarse a cabg, los
esteroides son capaces de activar ciertos genes e iniciar la sintesis de proteinas,
provocando efectos fistologicos a corto y large plazo. Las respuestas a corto plazo
son las que ocurren dentre de 1as primeras horas después de la administracion de
estrégenos, por ejemplo un incremento del liguido intraluminal utenno. Las
respuestas a largo plazo incluyen el incremento posterior en la sintesis de
proleinas, que se manifiesta en el peso del utero, en el caso de animales
inmaduros, se puede observar un crecimiento significativo del dtero (3].

Los estrogenos que se producen en mayeor cantidad en el humane son:
estradiol (Ez), estrona (E4), y estriol (Ea } (Figura 2). El E2 es el principal producto
de secrecidn del ovario durante la primera pane del ciclo menstrual. Después de la
ovutacién, estrégenos y progestagenns son sintetizados por las células de la
granufosa y el cuerpo amariilo. £l estriol es el principal producte metabdlico del
estradiol y se produce en grandes cantidades en ia placenta durante el embarazo
[3).

Los estrdgenos se utilizan con mayer frecuencia como componentes de

anticonceptivos y en terapia sustitutiva durante fa menopausia. También son Utiles

INES MARTINEZ LOFPEZ 5
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FIGURA 2: Hormonas estrogénicas que se producen en mayor
proporcidn en el humano.
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para el iratamientc del acné, hirsutismo, la osteoporosis senil, la supresion de fa
lactancia después et parto y como agentes antitumorales en el cancer prostatico
[1-3]). Sin embargo, se ha sefalado que su wso, en forma prolongada, puede
aumentar el riesgo de trombosis venosa y arterial, cancer de mama y cervico-
utering, Estos efectos adversos se han asociado con la dosis administrada y la
potencia estrogenica; antecedente; familiares, tabaguismo y cbesidad [5 - 18]

Estudios clinicos y experimentales han sefalado gue los estrdgenos
favorecen la coagulacién de la sangre, ya que producen aumenio en las
concentraciones circulantes de los factores de coagulacion I, VI, 1X, y X |13, 17].
También preducen aumentos en la conceniracién de fibrindgeno {factor 1} [14 18]
y disminucién en la actividad fibrinolitica [14,17]. Todos estos factores estan
asociados con efectos frombogénicos. Ademas pueden producir disminucidn del
tono vascular favereciendo la estasts y refardar e flujo sanguineo factores que

tavorecen la trombosis [19L

La administracion intraperitoneal de estrdgenos naturales y sintéticos
producen efectos bifésicos sobre la cozgulacién sanguinea en roedores. En la
primera fase se observa un efecto anticcagulante de duracion breve (3-7.5 horas)
seguida de una fase de hipercoagulabilidad de mayor duracidn {varigs dias). Si la
administracidn se llava a cabo por via subcuténea solo se observa el efecto
hipercoagulante [20].

En contrasie con los efectos descritos anteriormente, Rubio y cols. [21]
encontraron gue, compuestas semejantes ak estradiol en los que el hidroxiio en la
posicidon 178 se substituye por un grupo amins monosustituido, producen en
roedores efectos anticoagulantes dosis-dependientes y de duracidn prolongada
f23).

Ast el prodiame {1, Fig 3}, administrado en dosis de 360 mg/t00 g de peso
a ratones macho CDO1 por via subcutdnea produce un aumento del tiempo de

INES MARTINEZ LOPEZ R
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Figura 3: 178-aminoestrogenos.
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coagulacion del 96% con respecto al grupo control v este efecto anticoagulante
puede detectarse en un 28% aun después de 72 horas. Sin embargo, este
compueslo produce efectos toxicos sobre el sistema nervioso ceniral que se
manifiestan como aumento de la actividad motora de los animales tratados y en
algunos casos se producen convulsiones. De manera semejante la administracién
de los 17p-diamine estrdgenos; endiame (2) y picae (3) dos diamino estrogenos
relacionados con el prodiame (Fig 3) produjeron también los efectos adversos

sefialados.

Posteriormente se observd la disminucion del efecto anticoagulante al
sustituir el grupo amino terminal del prodiame (1) por un grupo carboxilo
{proacame 4). dié lugar a la pérdida del efecto anticoagulante. Sin embargo, la
sustitucidn por un grupo metilo (buame 5), o bien un hidroxile (prolame 6), produjo
compuestos de mayer potencia anticoaguiante que la cbservada con prediame {1}
y sus andloges 2 y 3, sin dar lugar a los efectos neurotdxicos. El prolame (6)
presenta efecto anticoagulante prolongade que puede observarse hasta las 72 h
en diversos roedores (22} El buame, aunque también produce efectos
anticoagulantes semejantes al prolame, tiene toxicidad mayor [23].

La estructura quimica del prolame contiene un grupo amino-alcohol en la
posicidn 17p con tres atomos de carbono intermedios entre el grupo amino y el
hidroxilo. Observaciones de los mismos autores, mostraron que ja cadepa central
podia ser aumentada hasta seis &tomos de carbono sin que el efecto
anticoagulante se perdiera. El butolame, el pentotams y el hexalame (7, 8 v 9; Fig
4) producen efectos de incremento del tiempo de coagulacién en roedores. En la
figura 5 se muestra un estudio comparativo en el ratan macho CD1 de los efectos
sobre la coagulacion sanguinea por la administracién de una dosis equivalente de
los 170 amino estrogenos prolame (6}, butclame (7), pentolame {B) y hexolame
(9). En este estudio pudc observarse que el hexolame es el que produce efectos

anticoaguiantes de menor magnitud y duracion [24 - 26].

INES MARTINEZ LDPEZ 10
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Por otra parte, ios 17p amino estrégenos mencionados anteriormente han
side evaluados utilizando el modelo de Allen y Doisy [27]. Este modelo consiste en
la administracién de estrégenos en ratas o ratcnes ovariectomizadas (Ovx), en les
que se observa la restauracion del epitelio vaginal produciendo cornificacion
vaginal. Estos efectos generalmente se comparan con los producidos por la
hormona natural E2. En la tabla 1 se presentan los resultados obtenides por Rubio
y cols. [26]) donde se puede apreciar que estos compuestos son capaces de
producir cornificacion vaginal en el raton hembra Ovx, lo que indico su capacidad
para producir efectos estrogénicos. Sin embargo estos dates son solo cualitativos
y ha sido necesario emplear bioensayos que nos permitan valorar el efecto
astrogénico de esle grupo de farmacos para establecer su potencia relativa al Ez,

Resultados que han sido publicados recientemente [26] sefnalan que el
pentolame (8) es uno.de los compuestos que produce mayor efecto sobre la
coagulacion sanguinea en roedores; en la rata Wistar Ovx produce efectos
estrogénicos muy débiles. Sin embargo fue necesario comparar los efectos de
este farmaco con los producidos por sus congéneras prolame (6) y butolame (7),
para corroborar si este comportamiento es general y debido a ia introduccion del
grupo amino en el C-17; o bien si la longitud de la cadena del grupo amino es la
responsable de |a actividad estrogénica.

Evaluacién de la Respuesta Uterotréfica.

Los estudics de prolame (8), butolame (7) y pentclame (8) a nivel del gje
hipctdlamo-hipéfisis se estén realizando, sin embarge estos son de mayor
duracion y costo. Un modelo que es un bioensayo rapido y amptiamente utilizado
para 1a evaluacion de la actividad estrogénica es el que desarrallaron Evans,
Varney y Koch [2B]. Este se basa en el efeclo que produce el tratamiento con Ez
sobre el peso uterino de roedores hembra ovariectomizadas (Ovx). Generaimente

los farmacos que se evallan por este método son administrados por via

INES MARTIMNEZ LOFEZ 13
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TABLA 1: Comparacién de la duracidn del efecto estrogénico (cornificacién vaginal) de estradiol,
prolame, butolame, pentolame y hexolame en ratén hembra ovariectomizada CD1.

DOSIS/dia/ N PESO CORNIFICACION VAGINAL
TRATAMIENTO 3 DIAS CORPORAL DIAS
(ug) (g t eem)

0 4 7 9 11

v 0.1ml 14 321+0.8 014 0/14 o014 o/14 0/14

E; 1 14 32+0.9 014 1414 12114 6/14 o/it4

E; 10 14 32+0.8 oM4 14114 13/14 814  0M4
Prolame 1.2 8 3210.9 0/8 6/8 0/8 0/8 0!8
Prolame 12 8 3241.2 0/8 8/ 8i8 38 o/8
Butclame 1.3 7 3020.6 o7 77 or7 o7 o7
Butolame 126 7 30+0.8 o7 7 27 or7 0/7
Pentolame 1.3 7 3120.7 ot mn 27 017 0/7
Pentclame 131 7 3010.8 o7 77 27 o7 0/7
Hexolame 1.4 7 9.7 o7 27 o7 ore or7
Hexolame 14.6 7 3910.9 o7 7 27 o7 ory

14
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subcutédnea tres dias consecutives. Al término det tratamiento se sacrifica a los
animales, se les extrae el dtero y se pesa. El aumento de peso de los Gteros de
animales tratados con respecto a los del grupo control (que solo se tes administra
el vehiculo) congtituye un paradmetro muy confiable para evaluar actividad
estrogénica. Esle método puede ser utilizado tanto en animales adultos como en
animales inmaduros.

Una variacién que se ha descrito es el modelo desarrollado por Bulbring v
Burn en 1935 [29]. Estos investigadores observaron que los estrdgencs producen
un aumento rapido del peso uterino después de § horas de ia administracién,
debido a un incremento de liquide intratuminal en el Utero, por 1o que sugirieran
utilizar esta propiedad para evaluar los efectos sistémicos de los estrégenos en
rata o ratén tanto ovanectomizados como en inmaduros. Este método puede ser
utilizado 24 horas después de la Gitima administracién eliminando el liquido
retenido en &l Utero.

Por otra parte debido a la necesidad que se tiene de unificar criterios de
evaluacidon in vive y con el fin de detectar substancias estrogénicas, se ha
propuestc en los dltimos afos que la evaluacién del efecto uterotropico sea
utilizando los parametros del peso himedo y seco dei Utero [30). Esta modalidad

fue la que se aplicd en este trabajo, utilizando ratas Wistar inmaduras,

INES MARTINEZ LOPEZ 15
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2. Planteamiento del probiema.

La evaluacién estrogénica de los 17p-aminoesirogenocs es de gran interés

debido a que estos compuestos pueden dar lugar a farmacos de uso terapéutico.

Los 17B-aminoestrégenos producen cornificacion vaginal en ratas Wistar y
en raton CD-1 hembras adultas ovariectomizadas (Ovx), disminucién de la
concentracién de ja hormona luteinizante (LH) e induccidén de los receptores de
progesterona.

Debido a estos antecedentes se consideré necesario evaluar la actividad
uterctréfica de los 17f3-aminoestrégenos: prolame (6), butclame {7} y pentclame
(8) en rata Wistar inmadura mediante el método de Evans, Varney y Koch, ya que
este parametro se considera un indicador confiable de actividad estrogénica, y es

probable gue este grupo de substancias puede tener efectos semejantes a los
producidos por Ex.

El efecto anticoagutante prolongado que presenta este grupo de farmacos
es motive de interés por diferentas grupos de investigacidn. Se estan reatizando
estudios para ol establecimiento de su mecanismo de accidén, in vitro, que
muestran un efecto inhibitoric scbre ta agregacion plaquetaria y su afinidad por
receptores estrogénicos en estudios in vivo en relacién a su efecto estrogénico.

La obtencién de otros compuestos esirogénicos novedosos con actividad
anticoagulante de mayor potencia serfan de gran utilidad terapéutica tanto en
terapias anticonceptivas como en el fratamiento del cancer prostatico; ya que
estos pueden disminuir tos efectos adversos (trombosis venosa y arlerial, riesgo
de infarto al miccardio y frombosis cerebral) producidos por los farmacos que se

consumen en la actualidad.

INES MARTINEZ LOPEZ 16
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3. Hipotesis.
Debido a que los 17p-amincestrdgenos tienen relacidn estructural con el
estradiol es probable que preduzean efectos estrogénicos semejante a los
que produce la hermona natural.

4. Objetivos.

Objetivo general;
Evaluar la actividad estrogénica de (9s 17p-aminoesirdgenos prolame,
butolams y pentolame en rata Wistar inmadura.

Objetivos especificos:

1. Lievar a cabo la sintesis de amino-estrégenas analogos de 17
estradiol: e 17p-(3-Hidroxi-1-propitamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-0l
{6)., 17p{4-Hidroxi-1-butitamino}-1,3,5,(10)-estratrien-3-0! (7) y ol
170+45-Hidroxi-1-pentilamina)-1,3,5,( 10)-estratrier-3-ol (8).

2. Evaluar el efecto estrogénico de los compuestos pralame (6),
butclame (7), y pentolame (8) en |z rata Wistar hembra inmadura,
comparando sus efectos con los producidos por el 17p-estradiol,
utilizando el peso de! dtero ¢omao un marcader bigldgice de actividad
estrcgénica.

INES MARTINEZ LOFEZ 17
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ll. MATERIAL Y METODOS

1. Métodos Quimicos.

Todos los solverntes y reactivos ulilizados fueron grado analitico y fueron
empleados sin punficacidn, La esfrona fue obtenida de los laboratorios Syntex
S.A.. 3-amino-1-propanol, 4-amino-1-butanol, S-amino-1-pentana! y borchidruro de
sodio fueron obtenidos de Aldrich. La pureza de los productos fue establecida por
espectroscopia (IR. RMN-TR, y EM) y el seguimiento de las reacciones se realizd
empleandc cromatografia en capa fina con placas de gel de silice 60 Merck F-254,
utilizando como revelador yodo. Los puntos de fusion de los compusstos fueron
determinados en un aparato Electrothermal de capilares y no estan corregidos,
Les espectros de infrarojo {IR) fuercn obtenidos en pastillas de bromuro de potasio
usandc un espectrofotdmetro Nicolet FT-55X. Los espectros de resonancia
magnética nuclear {RMN-TH) fueron registrados mediante un espectrofotometro
Varian-Gemini de 200 MHz, en CDCiz -DMSQdg y estan reportados en partes por

millén (ppm), usando como referencia interna tetrametilsilano. Los espectros de
masas fueron obtenidos en un espectrofotémetro Hewlett-Packard 5985-B por

impacto electrénico con introduccion directa de la muestra a 70 ev.

Sintesis de los 17g-amincestrédenos: 178-{3-Hidroxi-1-propilamino)-1,3,5.(10)-
estratrien-3-ol {8) 17p-(4-Hidroxi-1-butilaming)-1,3,5,{10)-estratrien-3-¢0l {7) y el
173-{5-Hidroxi-1-pentilaming)-1,3,5.(10)-estratrien-3-01 (8)

Una mezcla de 1.5 g (55 mmoles) de estrona, 96 mmol de las aminas
correspondientes y 10 ml de éter isopropilico se calentaron hasta disclucién. Se
evapord el disolvente y se calentd a 80-85° C per 4 horas. La mezcla de reaccidn

se dejd enfriar a temperatura ambiente, se formé un solido blanco, que se trituro

INES MARTINEZ LOPEZ
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con 20 ml de acetona. El producto obtenido se filtrd y secd al vacio. Se obtuvieron
de 90 al 98% de rendimiento de las iminas carrespondientes que fueron utilizadas
inmediatamente para la reduccién a las aminas mediante la técnica siguiente:

Las iminas (4.5 mmoles) se disolvieron en 20 mi etanol, y se les agregd 1.0 g de
borohidruro de sodio en percionas durante 20 minutos. La mezcla de reaccion se
calentd a reflujo 30 minutos y posteriormente se dejd reaccicnar a temperatura
ambiente durante 16-20 horas. Se agregaron a la reaccion 100 mi de agua y se
enfrié con un bafio de hielo, el precipitado formade se filtré, lavd con agua y secd

al vacio. Los productos fueron recristalizados con éler isopropilico-metanol,
2. Métodos Farmacolégicos.

Farmacos. Las substancias utiizadas en los experimentos: el estradiol
1,3,5(10)estratrieno-3,17p-diol, Ez), fue proporcionado por Syntex §.A. Los amino-
estrégenos:  17(43-Hidroxi-1-propilamina)-1,3 5,(10)-estratrien-3-0!  (6) 17p-~{4-
hidroxi-1-butilamino}-1,3,5,{10}-estratrieno-3-ol (7} y el 17p-{5-hidroxi-1-
pentilamino}-1,3,5,(10)-estratrien-3-0l (B} se¢ prepararon como se describe en la
primera seccién [31-32).

Animales. Los experimentos se llevaron a cabo en ratas Wistar hembras
inmaduras de 20 dias de nacidas, con peso de 30-40g procedentes del bioterio de
‘la Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales fueron mantenidos a
temperatura constante de 20-22°C en periodos de luz-obscuridad de 12h-12h vy se

alimentaren con nutricubos de la marca Purina y agua ad libitum.

Diseflo Experimental. Los animales fueron marcades de manera individual para
su identificacion, mediante pequenas muescas hechas en &! borde de las orejas
siguiendo la clave empleada en ¢l laboratorio. La actividad estregénica de Ez, 6, 7
y 8 {ue evaluada por el método de peso uterino de Evans, Varney y Koch [28). En
cada bioensayo, se formaron grupos de 5 animales por Iote. Se distribuyeron en
base a un arreglo de cuadrados latinos, en estratos basados en el peso corporal y
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se asignaron los diferentes tratamientos al azar. En todos 105 experimentos s&
incluyd un grupo que recibid estradiol (Ez) y otro grupo al que solo se le administro
el vehiculo (VY[ 33].

A los diferentes grupos se les administraron por via subcutanea, durante
ires dias conseculivos en experimentos separades los aminoestrogenos. prolame
{6), butclame (7) y pento_larne(a) en las dosis maostradas en las tablas
correspondientes. El control positivo Ez, se administro en la dosis de 10 j1g/Kg de
pesa corporal/dia y el vehiculo (V), 10 ml/Kg de peso corporalfdia. Al cuarto dia los
animales fuercn sacrificades por dislocacién cervical y se hizo una incisidn
longitudinal en el abdomen para la diseccidn de los cuernos uterinos de la rata. El
dtero se colocé en una caja de Petri con solucién salina, donde se eliminé la
grasa. Posteriormente el érgano se secd sobre un papel fillro eliminande el liquido
intraluminal con la ayuda de una espatula. Se colocd en una caja previamente
pesada para obtener el peso uterino himedo [34]. Posteriormenie (os uteros
fueron colocados en una estufa a 70° C durante 24 horas y pesados nuevamente
para cblener el pesc uterino seco. Los resultados del peso uterino tanto hamedo
como seco fueron calculados por 100g de pesc corporal vy expresados en
percentaje.

Las dosis efectivas cincuenta se calcularon a partir de los datos de las
curvas dosis respuesta utlizando el programa Microcal ® Origin ® versidn 4.1
{Copyright © 1991-1896 Microcal Software Inc.).

Analisis Estadistico. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza y pruebas de comparaciones muitiples utilizando el método de Dunnet
para cada casc en particular Se consideraron diferencias significativas entre los
grupos cuando {os valares de p fueron menores de 0.05 {33].
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VHl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Sintesis de los 17p-aminoestrégenos.

La obtencién de les 17p-aminoestrogenos + profame (8), butolame {7} v
pentolame (B) se muestra en la figura 6. Estos compuestos fueron preparados
siguiendo los procedimientas descritos por Irmscher [31] ¥ Blickenstaff [32].

El primer pasa consistid en la reaccion de adicion-eliminacién que ocurre
entre !a estrona y la amina correspondiente a una temperatura entre 80 y 85°C, las
iminas correspondientas se bbtuvieron en rendimientos del 90 al 88%. Estas se
caracterizaron comparando su punto de fusidn y espectro infrarrojo con una
muestra preparada originalmente por Lemini y cols. [25) en donde puede
apreciarse la banda caracteristica del grupo imino (C=N), de 1665 a 1675 cm-1 y
la desaparicidn de |la banda del grupo carbonilo del producte original (estrena).

Posteriormenle se llevo a cabo la reduccion de las iminas en solucion
etandlica empleando borohidnuro de sodio como agente reductor. |.os 17-f amino
eslrégenos prolame (6), butolame{7} y pentclame (8) se obluvieron en un
rendimiento del 82 al 96%. Estos productos fueron purificades por cristalizacién
fraccionada utilizando éter isopropilico-metancl y éter etilico-metanol. La
identificacidn de estos compuestos se ilevd a cabo por comparacién de sus
conslantes fisicas;, (punto de fusidn) y sus caracteristicas espectroscdpicas
reportadas en fa literatura [25, 32].

Los amino estrogenos prolame {6),butolame (7) y pentolame (8) presentan
en su espectro de infrarrojo las bandas en 3300 a 3240 cm-1 caracteristicas de los
grupos OH y NH.
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FIGURA 6: Sintesis de 17B-aminoestrégenos.
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En su especlro de resorancia magnética nuclear aparece la sefal
correspondiente al metilo angular de 0.85 a 0.75 ppm correspondientes al
prolame, butolame y pentolame (6, 7 y 8) que eslan de acuerdo con las sefiales
reportadas para estos compuestos [25, 32]. En el caso del prolame (8) puede
identificarse un triplete en 3. 42 correspondiente a los metilenos vecinos al grupo
OH, para los compuestos butolame (7) y pentclame (8) esta sefal aparece en 3.57
y 3.63 ppm respectivamente. La sefal de los metilenos en todos los casos
aparece como un multiplete en la zona de 1.10-2.65 ppm asi mismo en esta
misma zona puede identificarse el protén del grupo amino que es intercambiable
con D20,

Los protones aromaticos se observan como tres sefales: para et proton del
C-1 se presenta una sefial doble can constantes de acoplamiento mayores a 8 Hz,
el proton del C-2 aparece como una sefial doble de dobles con dos constantes de
acoplamiento una mayor de 8 Hz y ofra de 2.5 Hz . El protdn en C-4 aparece como
una seffal doble con constantes de acoplamiento correspondientes a 2.5 Hz.

Sus espectros de masas muestran en todos los casos las sefzles
correspondientes al ién molecular que corresponden a los pesos moleculares de
los aminoestrdgenos prolame (6), butolame (7} y pentolame (8). Estos datos
-fueron suficientes para establecer la identidad de estos compuestos.

17p+{3-Hidroxi-1-propilamino)-1,3,5,{10)-estratrien-3-ol (6). p.f. 194.195°
C. IR, vemax 3420-3240 (OH y NH), 1600 (anille aromético) em-1: RMN-1H, § 0.65
(s, 3H, 18-CH3), 1.15-2.25 (m), 2,62 (m, 2H,-OH y NH) 2.76 (m, 3H,-N-CH» y 17-
CH), 3.15 (s, CH20H), 3. 42 (t, C21), 6.45 (d, J=2.6 Hz, 1H, H-4), 6.64 (dd, J=B.5 z
y 268=Hz, 1H, H-2), 7.01 (d, J=8.5 Hz, 1H, H-1}; EM m/z 329 (M %), 114 (100%).

17B-{4-Hidroxi-1-butilamino}-1,3,5,{10}-estratrien-3-ol {7). p.f. 147-148°
C. IR, v max 3300-3020 (OH y NH), 1610 {anillo aromético) cm-1, RMN-TH, § 0.75

INES MARTINEZ LOPEZ 23




FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA. UNAM

(s, 3H, 18-CHzg), 1.17-2.31 (m), 263 {m, 2H,-OH y NH) 2.78 (m, 3H,-N-CHp y 17-
CH), 3.57 (t. J=6.2 Hz, 2H, CHoOH), 6.55 (d, 4=2.7 Hz, 1H, H-4), 6.62 (dd, J=8.4 z

y2.7
=Hz, 1H, H-2), 7.08 (d, J=8.4 Hz, 1H, H-1); EM m/z 343 (M” 9.8%), 284 (12.5%),
128 (100%).

17p{5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-0l {B). pf 164-
165°C; IR, v max 3400-3240 (OH y NH), 1605 (anillo aromalico) cm-1. RMN-TH, &
0.72 (s, 3H, 18-CHg), 1.18-2.32 (m), 2.64 (m, 2H,-OH y NH) 2.78 (m, 3H,-N-CHz vy
17-CH), 3.63 (1, J=6.40 Hz, 2H, CH20H), 8.57 (d, J=2.6 Hz, 1H, H-4), 6.64 {dd,
J=88 zy 268=Hz 1H, H-2), 7.11 (d, J=8.5 Hz, 1H, H-1); EM m/z 357 (M 18%),
284 (29%), 142 (100%). '
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Espectro de infrarrojo de estradiol.
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Espectro de infrarrojo de butolame (7).
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Espectro de infrarojo de pentolame (B).
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Espectro de resonancia magnetica nuclear de prolame (6).
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Espectro de resonancia magnetica nuclear de butolame (7).
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Espectro de resonancia magnetica nuclear de pentolame (8).
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Espectro de cromatografia de liquides de alta resolucion (HPLC) de
prolame (6), butolame, {7) y pentolame {8).
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2. Evaluacién de la actividad estrogénica de los 17p-
aminoestrogenos prolame (6), butolame {7), y pentolame

(8).

Se llevd acabo un estudio comparative del efecto estrogénico de los 17B-
amincestrégenos prolame (6) butolame (7), y pentclame (8) y el 17p-estradiol {Ez).
Este efecto se estimé por el método de Evans, Varney y Koch [28], determinando
el peso uterino de la rata Wistar inmadura, como también ha sido descrito por
Lawson y Heller [34]

De estos experimentos pudieron obtenerse las curvas dosis-efecto,
apreciandese una relacién dosis dependiente del efecto de los compuestos
senalados sobre el crecimiento uterino de |a rata Wistar inmadura. Las figuras 7 a
10, ilustran las curvas obtenidas de peso utering humedo (Figura 7 A) y peso
uterino seco (Figura 7 B) de Es; (Figura 8 A) ¥ peso uterine seco (Figura 8 B) de
prolame; (Figura 9 A) y peso uterino seco (Figura 9 B} de butolame y las Figuras
10 A y peso uterinc seco (Figura 10 B) para pentolame.

En todos los casos se observa una refacion lineal (tablas 2, 3, 4 y 5) que es
dosis dependiente. Para el E; la maxima respuesta fue observada con la dosis de
500 pg/Kg que correspondid a un aumento de 217% de peso humedo y 175% de
peso seco en relacion al grupo control {(tabla 6). Los efectos estrogénicos
producidos por E; fueron estadisticamente significativos desde 10 ug/Kg (tabta 2).

Los efectos sobre peso uterino producidos por 1a administracion de prolame
{6}, butclame (7), pentolame (8) fuercn de menor magnitud que las observadas en
E,, (tablas 3-9). En lodos los casos el efecto de estos farmacos fue menor al

abtenido con la dosis de 10 ug/Kg de E;.
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El protame (B, figura 8, tabla 3} administradc a la dosis de 250 y 500ug/Kg
produce un crecimientc del dtero que es dependiente de la dosis ¥y
significativamente estadistico. La dosis de 500 ug/Kg aumenta el peso en 20 %

con relacion al grupo controt (tabla 7).

El butolame (7, figura 9, tabla 4) produjo aumentos significativos del peso
uterino desde la dosis 50 pgfKg (40%, tabla 8) alcanzando la maxima respuesta de
140% con la dosis de 500 ug/Kg.

La curva dosis efecto del pentoclame se muestra en la figura 10. Este 17f-
aminoestrogeno es el que produce el efectc mas débil (tablas § y 9) ya que la
maxima respuesta obtenida fue de 56% comparando con €l grupo control con una
dosis de 1000 pg/Kg.

En la figura 11 se musstran los resultados expresados en porcentaje de
efecto uterotrofico que se obtuvieron sobre e! peso uterino calculado para 100 g de
peso de animal. En esta figura se ilustra la comparacion de los efectos producidos
por la hormona natural Ez con los de los compuestos prolame (8), butolame (T) v
pentolame (B},

Prolame y pentolame producen efectos estrogénicos muy débiles con

"respecto al estradicl, esto se observa tanto en el peso uterino himedo como en el

pesc uterino seco. El butolame fue e compuestc que produjo la mayor respuesta
estrogénica de los tres aminoestrogencs evaluados.

Los resultados de la administracion de Ez y los 17R-aminoestrégencs
prolame(6), butclame (7} y pentolame (8) sobre el porcentaje de peso uterino seco
y humedo fueron graficados y se muestran en la figura 12. En esla figura también
se senalan las regresiones lingales y se muestran los limites de confianza de las
curvas. En todos los casos estradiol (Ez2), prolame (6), butolame (7} y pentolame
{8} el peso himedo det Uterc muestra limites de confianza mas estrechos.
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TABLA 2: Curva dosis-efecto de E; sobre ¢l peso uterino de la rata Wistar inmadura.

TRATAMIENTO | DOSIS/RATAS N PESO PESO PESO PESO
DIA INICIAL DE | FINAL DE | UTERINO UTERING
{(ho/Ka) LA RATA | LARATA | HUMEDO SECO
_- b | ey | iglesm) | {mgilesm} | (mglesm}
v 10mL T 3410.8 14-08 2912.9 505
Ez 10 20 35086 | 3713 | s013.0° | 9106
[ 50 | 11 | 3a09 | 3518 | e64-42* | 12.0.9%
E: BT I A T 3410 | 37112 | 77:61% | 14114 |
E; 250 1 3411.0 36115 86 6,6 15+1.1%
Ez 500 1 34109 1518 8714.3% 1411.0
E; 1000 1 31109 32117 7914.3" 15107

V = Propilenglcol
E; = Estradiol
* p<0.05. Comparado con el vehiculo por el método de Dupnet,
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FIGURA 7: Curva dosis-respuesta del efecto de Estradiol
sobre el peso uterine de la rata Wistar inmadura. A = peso
uterino humedo. B = peso uterino seco. N =6. *p<0.05 vs
vehiculo.
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TABLA 3: Comparacion del efecto de prolame y E; sobre el peso uterino de la rata Wistar

inmadura.
TRATAMIENTO | DOSIS/RATAS N PESO PESO PESO PESO
DIA [NICIAL DE| FINAL DE | UTERING | UTERINO
(noiKg) LARATA | LARATA | HumEeDO SECO
b L twvesm) § tgresay | (mgresm) {  (maresm)
v 10mL 3 3611.4 35116 2110.8 5106
E: |7 10T TT75 T Tagiaa | 3evae | amizr | aioet
" " Prolame | 50 5 35112 | 39185 20010 | a0
T Prolame ] 100 1T &7 T a4 | oshs | 2307 ) et
Prolame | 250 & [T 3424 | 3828 32118 | 603
" Prolame ‘s00 | 857 | 38113 40115 39118 | 708

V = Propilenglical
€, = Estradicl
* p<0.05. Comparado con el vehiculo por el método de Dunnet.
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FIGURA 8: Curvas dosis efecto de prolame (6) sobre el peso
uterino de la rata hembra Wistar inmadura. A = peso uterino
himedo. B = peso uterino seco. N = 6. *p<0.05 vs vehiculo.
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TABLA 4: Comparacién del efecto de butolame y E; sobre el peso uterino de la
rata Wistar inmadura.

TRATAMIENTO | DOSIS/IRATA/ N PESO PESO PESO PESO

DIA INICIAL DE| FINAL OE | UTERIND UTERINO
{ng/Kg) LARATA | LARATA | HUMEDO SECO

[gresm) (g1asm) {mgiesm} {mgresmj}
v 10 mL 10 3311.1 3228 2012.0 103
E, 0T T 33:09 | 32:3.1 44:3.3* g0t
Butolame 5 5 3518 39:29 2011.4 410.7
Butolame 10 s 3517 3512.3 26136 | 4105
Butolame 50 H 35+1.6 29:2.8 28+1.7 5:0,3"
Butolame 100 5 36+1.5 40+1.9 35+3.0% 710.5%
Butolame 250 {5 31209 | 23107 | 23138° 5:0.7*
Butolame 500 g 33:0.9 25116 2914.1* 610.6*
Butolame 1000 5 32¢1.2 2512.0 2813.1" 6:0.4"

¥V = Propilenglicol
E; = Estradio}
* p<0.05. Comparado con el vehiculo por el método de Dunnet.
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34 o
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FIGURA 8: Curva dosis-efecto de butolame (7) sobre el peso

uterino de 1a rata hembra inmadura Wistar. A = peso uterino
himedo. B = peso uterino seco. N = 7. *p<0.05 vs vehiculo.
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TABLA 5: Comparacion del efecto de pentolame y E; sobre el peso uterino de [a rata
Wistar inmadura.

TRATAMIENTO | DOSIS/RATA/ N PESO PESD PESD PESO
DA INICIAL DE{ FINAL DE | UTERINO UTERINO
{ngiKg) LA RATA | LARATA | HUMEDO SECO
{giesm} {gresmj {mg'esm) {mgiesm)
v 10 mb 5 719 4516.2 22109 4113
TE ] Tie T v T 8 T34 | aiaz | Baieor | 12112
Pentolame 100 1 5 | 3716 | asiam | 23214 | si05
" Pentolame | 260 |8 | 37016 | 49158 | 24130 507
Pentolame Tosa0 [T 5 | 3hite TV 4650 | 24137 509
5 _
Pentolame 1000 § | 37115 | 4848 33T | 7ot
| {

V = Propilenglicol
E; = Estradiol
* p<0.05 Comparado con el vehiculo por el método de Dunnet.
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FIGURA 10: Curvas dosis efecto de pentolame {8) sobre peso
uterino de la rata hembra Wistar. A = peso uterino himedo.
B = pesc uterino seco. N = 8. *p<0.05 vs vehiculo.

INES MARTINEZ LOPEZ
46



TAREULTAETIN b= IR0 LT RICIHE & SRR AA LIRAR

TABLA 6: Curva dosis-porcentaje de efecto uterotrofico de E; en la rata Wistar

inmadura
TRATAMIENTO | DOSISIRATA/ | N PESO PORCENTAJE PESO PORCENTAJE
DIA UTERINO |DE EFECTOvs| UTERINO |DE EFECTO vs
{ng/Kg) HUMEDOQ CONTROL SECO CONTROL
{PUH) {PUH) {PUS} (PUS)
{mg/1dDgsesm} .| Imgi100g +esm)

v iomL 1 8618.0 100 1611.3 100

E; 10 1 136+5.8 158 25¢1.9 156

E. 50 1" 192114 223 3613.1 225
E; 100 {0 227:19.4 264 41182 256 |

E: 250 11| 2521212 293 42:3.3 283

E; 500 1| 273:15.3 ny 44133 275

V = Propilenglicol
E; = Estradiol
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TABLA 7: Curva dosis-porcentaje de efecto uterotréfico de prolame en la rata Wistar

inmadura
TRATAMIENTO | DOSISIRATAI | N PESQ PORCENTAJE PESO PORCENTAJE
DIA UTERINQ |DE EFECTO vs| UTERINQ |DE EFECTD vs
(rgigy HUMEDO CONTROL SECD CONTROL
j {PUH) {PUH} (PUS) (PUS)
e | tmortaogesmy | (mg/100g resm) .
v 10 mL 5 61:35 100 15122 100
T e, [ 10 T 5| 13 | T2 | 2ma2s [T Tiss
"Prolame | 50 [ 5 s114 | Tsa 7 ‘w03 | &7
Prolame 100 8| Tszia [ 02 1529 100
T Prolame | 250 | 5 | ‘8si45 | 1@ T [7 vaws | 83
Prolame 500 5| Tamvvs | T isa 1811.5 120

V = Prapilenglicol
E; = Eslradiol
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TABLA 8: Curva dosis-porcentaje de efecto uterotréfico de butolame en la rata Wistar

inmadura
TRATAMIENTO | DOSISIRATAY | N PESO PORCENTAJE PESO PORCENTAJE
DIA UTERINO |DE EFECTOvs| UTERINO [DE EFECTO vs
{holkg) HUMEDO CONTROL SECO CONTROL

{PUH) {PUH) (PUS) (PUS)

S e | ] ¢mofioogresmy Cimgiitog-esmy|
v 10 mL 10 49124 100 1011.0 100

T E; T THo (0] qamaaoc | 284 [ 2618 | 280
|~ Butelame G 57 8129 104 9018 90
Butolame 10 5 §5(9,7 133 1017 100
Butclame 50 5 7374 149 14116 14D
[ Butolame 100 5 B817.6 180 1611.3 160
" Butotame | 256 |'s | 881145 |7 T200 [ 20128 200
Butolame 500 5 1132109 231 2411.0 240
Qutolame 1000 5 114153 233 22411 220

V' = Propilenglicol

E; = Estradiol
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TABLA 9: Curva dosis-porcentaje de efecto uterotrofico de pentolame en la rata Wistar

inmadura
|

TRATAMIENTO | DOSISIRATA/ | N PESO PORCENTAJE PESO PORCENTA.E
DIA UTERINO |DEEFECTOvs| UTERINO |DE EFECTO vs
{nafkal HUMEDO CONTROL SECO CONTROL

{PUH) (PUH]} (PUS) (PUS}
o o}~ [{mghddglesmy | | {mg/i0dgtesm}y

v 10 mL 5 49:59 100 512.0 100

B 10 5 134:29 | T 273 ‘26017 | 278
Pentolame | 100 | 5 | agaz I fo0 10008 | 111

Pentolame | 250 5 50123 TT1e2 | Teos ) 1

" Penfolame | 500 | 5 5368 | 108 | 11 | 22
"~ Pentelame | 1000 s 66168 | 138 "7 T 1se

V = Prapitenglicol
E; = Estradiol
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QO Vehiculo
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350 1 A A Prolame
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Figura 11: Curvas dosis-efecto sobre peso uterino de rata hembra Wistar
inmadura, producida por los 17R-amino estrégenos: prolame {6), butolame
{7), pentclame (B), estradiol y vehiculo. A = pesc uterino himedo. B = peso
uterino seco. Resultados caiculados por 100 g de peso. N =6, *p<0.05 vs
vehicuto.
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TABLA 10: Dosis efectiva 50 (DEq) y Potencia relativa al E; (PR) del efecto uterotréfico
de los 17j}-aminoestrégenos prolame, butolame y pentolame.

DOSIS POTENCIA DOSIS POTENCIA
TRATAMIENTO EFECTIVA 50 RELATIVA EFECTIVA 50 RELATIVA
{PUH) (PUH) {PUS) {PUS)
Estradiol 55 100 36 T T 1000 ]
Prolame 185 KE] 132 T i
\"' . — —
Butolame 119 & 96 k1]
Pentolame 2298 2 934 4
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FIGURA 12: Curvas dosis-efecto de estradiol, prolame (6}, butclame (7)
y pentolame (B} sobre el peso uterino himedo (PUH, linea punteada) y
peso uterino seco [PUS, linea discontinua) de la rata Wistar inmadura.
En todos los casos se muestran los limites de confianza.
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a)

b)

c)

VIl CONCLUSIONES

Los compuestos pralame (8), butclame {7) y pentolame (B) se sintetizaron y
caraclerizaron por métodos espectroscopices de infrarrojo (IR}, resonancia

magnética nuclear (RMN) y espectroscopia de masas (EM).

La evaluacidn de los efectos estrogénicos de prolame (6)butolame (7} y
pentolame (8) en la rata Wistar inmadura nos condujo a las siguientes

conclusiones:

Los compuestos prolame {6}, butolame (7) y pentolame (8) administrados por
via subcuianea en la rata Wistar inmadura producen efectos estrogénicos dosis

dependientes de menor potencia que el E,.

De los experimentos realizados pudieron establecerse los pardmetros de DEsq
y efecto maxime para prolame (6), butolame {(7) v pentolame (8), tambien se
calculo la potencia en relacidn al E; que se observd en e} siguiente orden
decreciente: prelame (6)>butolame {7) >pentolame {8).

Estos resultades fueron similares a los reportados recientemente en la
literatura y se correlacicnan con los resuliados obtenidos en la rata Wistar
adulta ovariectomizada.

El métodc de Evans, Varney y Koch constituye un marcador biolégico de
actividad estrogénica confiable, rapida y accesible.

Los compuestos prolame (8), butolame (7) y pentolame (8) seran motivo de

estudio futuro en unidn a receptores estrogénicos.
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