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1 RESUMEN

Los estrogenos son hormonas esteroides con importantes efectos
fisiolégicos sin embargo, su uso en terapia anticonceptiva o en la terapia
de reemplazo se relaciona con tromboembolismo. El pentolame, es un
17B-aminoestrégeno que a diferencia del 17B-estradiol, ha demostrado

tener efectos anticoagulantes.

En el presente trabajo se demostré el efecto del pentolame sobre
marcadores del sistema hemostatico, fibrinolitico e inflamatorio, por lo
tanto, se evalud el efecto in vivo del pentolame sobre los marcadores
fibrinbgeno, factor tisular, plasminégeno, PAI-1, TNF-a, IL-1B. Para ello,
se llevd a cabo la ovariectomia en ratas hembra Wistar, dos semanas
después se administré pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg) o
propilenglicol como vehiculo (0.3 ml) via s.c. por tres dias. Se obtuvieron
sueros para determinar los marcadores por el método de ELISA. Los

resultados se analizaron con las pruebas de ANOVA y Dunett.

El pentolame produjo una disminucion del fibrinégeno entre 25 y 35%, en
todas las dosis administradas, y un aumento en el factor tisular en todas
las dosis. Disminuy0 significativamente los niveles de plasmindgeno entre
20y 30% (p<0.05) a las dosis de 1, 10 y 100 ug/Kg. En los marcadores
de inflamacion, el pentolame disminuydé en un 27 y 35% (p<0.05) de IL-
1B a las dosis de 10 y 100 pg/Kg, y aumento alrededor de 40% (p<0.05)
la citocina TNF-a a dosis de 1 y 10 pg/Kg.

A diferencia de otros estrogenos que se utilizan en la clinica, el pentolame
no propicia la trombosis y de acuerdo con los resultados actida como un
farmaco con actividad antiinflamatoria. Estos hallazgos confieren
importancia a este grupo de farmacos para continuar con su desarrollo
farmacologico y en un futuro puedan utilizarse en la terapia hormonal de

reemplazo o junto con progestinas en la terapia anticonceptiva.



2 INTRODUCCION

2.1 Estrogenos

Los estrogenos son hormonas esteroides cuyos efectos fisiologicos en
diversos tejidos dependen de su unidn al receptor estrogénico
(Bjornstrom & Sjoberg, 2005). Estas participan en diferentes procesos
como el desarrollo y mantenimiento de caracteristicas sexuales
secundarias, ademas, son responsables del control del ciclo menstrual-
ovulatorio y de la modulacion de algunos procesos metabdlicos de
minerales, lipidos, carbohidratos y proteinas (Patifio, 2008). En los
hombres, producen importantes acciones en el sistema 06seo, el
comportamiento y la espermatogénesis (Franco, Mendoza, & Lemini,
2003).

Estructuralmente, los estrogenos son derivados quimicos del ciclo
pentanoperhidrofenantreno, formados por tres anillos ciclohexanos (ABC)
y un anillo de ciclopentano (D). El anillo fendlico A es la principal
estructura responsable de la afinidad a los receptores estrogénicos
(Brunton, 2011).

Su biosintesis se lleva a cabo principalmente en los ovarios pero también
son sintetizados en las glandulas suprarrenales, en la placenta durante el
embarazo y en los testiculos en bajas cantidades (Patifio, 2008). Los
estrogenos enddgenos mas importantes en el humano son la estrona (E1)
que procede fundamentalmente de la conversion extraglandular de la
androstendiona en tejidos periféricos, el estradiol (E2) y el estrégeno mas
abundante en la orina, el estriol (E3) que resulta del metabolismo del

estradiol (figura 1) (Tresguerres & Castillo, 2005).
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Figura 1. Estructura de los tres estrégenos principales sintetizados a partir de

colesterol: estrona (E1), estradiol (E2) y estriol (E3).

2.2 Clasificacion

Los estréogenos pueden ser clasificados de acuerdo a su origen, estructura
quimica o actividad bioldgica. Con respecto a su origen, pueden ser
naturales o semi-sintéticos, dentro del primer grupo se encuentran los de
origen humano (E1, E2, E3), de origen animal obtenidos principalmente
de equinos utilizados ampliamente para la THR entre los que se incluye a
la equilina, equilenina, estrona y sales de estradiol (Jaimez, 2015) y los
de origen vegetal denominados fitoestrogenos que se encuentran en

plantas de trébol, soya, granos enteros y leguminosas (figura 2).

Por otra parte, los estrogenos semi-sintéticos son sustancias que han sido
disefiadas basadndose en las caracteristicas estructurales de los
estréogenos naturales, generalmente son administrados conjuntamente
con una progestina en formulaciones anticonceptivas. Dentro de este

grupo se puede ejemplificar al etinilestradiol y mestranol.
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Hay también diversas sustancias quimicas que comparten actividad
estrogénica aun sin poseer estructura esteroidea, es decir, sin estar
integrados por el ciclo pentanoperhidrofenantreno, muchos fenoles
poseen esta actividad, un ejemplo de ellos son los isoflavonoides (Patifio,
2008).

Figura 2. Estructura de algunos estréogenos: A) Equilina, B) Coumestrol

(Fitoestrogeno), C) Etinilestradiol.

2.3 Biosintesis de estrogenos

La sintesis de esteroides (mineralocorticoides, glucocorticoides,
progestinas, andréogenos y estrégenos) se lleva a cabo a partir del
colesterol mediante la actividad de diversas enzimas entre las cuales se
encuentran: enzimas de tipo citocromo P450, deshidrogenasas de

esteroides y reductasas (Gomez, Larrea, & Martinez, 2012).

La estroma ovarica esta compuesta por células de la teca, en cuya capa
externa se sintetizan los andrégenos bajo la regulaciéon de la hormona
luteinizante (lbafez & Potau, 2007); y las células de la granulosa, que
aromatizan los androgenos a estradiol estimuladas por la hormona

foliculoestimulante (Bjornstrom & Sjoberg, 2005) (Strauss, 2014).

La sintesis de estrégenos comienza con la conversion de colesterol en
pregnenolona a partir del colesterol (figura 3), derivado de la captacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), de los ésteres de colesterol

0 bien, de la sintesis nueva a partir de acetilcoenzima A (Tresguerres &
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Castillo, 2005). En el ovario existen receptores para proteinas LDL, pero
también posee sistemas enzimaticos capaces de sintetizar colesterol el
cual es transportado a las membranas mitocondriales mediante una
proteina transportadora de esteroides activada por AMPc donde comienza
la sintesis. Para la produccion final de pregnenolona, la enzima CYP11Al
localizada en la membrana mitocondrial interna, lleva a cabo la escision

de la cadena lateral del colesterol (GOmez, Larrea, & Martinez, 2012).

A partir de la pregnenolona, la sintesis se diferencia por la via que conduce
a la produccion de andrégenos o a la via de sintesis de estrogenos y
progesterona. La sintesis de esteroides femeninos se produce en los
ovarios aunque también fuera de ellos a partir de los andrégenos (fuente

principal de estrégenos en la menopausia) (Lozano, 2008).

De manera especifica, la sintesis de estradiol se lleva a cabo con la
intervencidén de las dos células ovaricas (células tecales y de la granulosa)
y la actividad de las gonadotropinas LH y FSH (Hillier, 1991). A partir de
la formacion pregnenolona, es en el reticulo endoplasmico de las células
de la teca, donde la pregnenolona es convertida a androstenediona por la
remocion de los carbonos 20 y 21, asi como la isomerizacion del doble
enlace del anillo B al A del nucleo esteroide. Una vez formada la
androstenediona, esta difunde a través de la membrana basal del foliculo
hasta llegar a las células de la granulosa, estas células poseen el receptor
de FSH que, cuando es activado, provoca (a través de la activacion de la
adenilciclasa) la sintesis de la enzima CYP19Al, la aromatasa que

convierte la androstenediona a estrona.

Finalmente, mediante la accion de la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (1781-HED) convierte la estrona a estradiol (Tresguerres
& Castillo, 2005). Por tanto, para sintetizar cantidades suficientes de

estrégenos, las células de la granulosa y de la teca deben ser funcionales
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y las gonadotropinas deben ser secretadas en cantidades apropiadas
(figura 3).
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Figura 3. Biosintesis de estrogenos a partir del colesterol. 33-HED: 3(3-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa; 17B-HED: 17[3-hidroxiesteroide-deshidrogenasa.
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2.4 Regulacion hormonal

El ciclo menstrual se encuentra bajo equilibrio de sefales coordinadas
entre el hipotadlamo, la hipofisis y los ovarios. La secrecion de las
gonadotropinas LH y FSH en la hipodfisis anterior esta bajo la regulacion
hipotalamica de la GnRH (Shaw, Histed, & Srouji, 2010). Durante el ciclo
menstrual, estas hormonas son las encargadas de mediar Ila
concentracion de estrégenos en la circulacion, estimular el desarrollo
folicular, la ovulaciéon y la formacién del cuerpo lateo (Birken, O'Connor,
Kovalevskaya, & Lobel, 2000) (Strauss, 2014).

Las neuronas secretoras del hipotalamo producen y liberan de manera
pulsatil la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que viaja a
través de vasos capilares por el sistema porta-hipofisiario hasta la
hipofisis anterior donde estimula a las gonadotropos a sintetizar y secretar
LH y FSH (Stuar, 2011). Estas ultimas pasan al torrente sanguineo hasta
llegar al ovario donde ejercen sus efectos, la FSH promueve la maduracion
y crecimiento ovarico y la LH induce la ovulacién y formacion del cuerpo

lateo (Longo, 2012).

Durante la fase folicular del ciclo menstrual, la FSH promueve el
crecimiento de los foliculos, la secrecion de estrégenos (especificamente
estradiol) y la producciéon de receptores a FSH en las células de la
granulosa incrementando asi la sensibilidad a esta hormona. Al final de la
fase folicular, tanto la FSH como el estradiol inducen la produccion de
receptores para LH para favorecer la ovulacion, a su vez, la rapida
secrecion de estradiol ejerce un efecto de retroalimentacion positiva en la
GnRH que favorece la secreciéon de LH que culmina en un pico de secreciéon

(figura 4) (Casanueva, Vazquez, & Gaztambide, 1995).

Después de la ovulacion (en la fase latea), el foliculo vacio es estimulado

por la LH para convertirse en cuerpo luteo para la secrecion de estradiol
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y progesterona. En combinacion, estas ultimas ejercen un efecto de
retroalimentacion negativa para la secrecion de FSH y LH. Al final de la
fase, la funcionalidad del cuerpo luteo disminuye asi como las cantidades

de estradiol y progesterona (figura 4) (Stuar, 2011).

Figura 4. Factores involucrados en el ciclo menstrual. E| ciclo ovarico se divide
en las fases folicular y latea, separadas por la ovulaciéon. Durante el ciclo, el
endometrio aumenta y disminuye su espesor. Los paneles muestran el aumento de
la frecuencia de pulsos de la GnRH durante la fase folicular y la secrecion de

gonadotropinas, al igual que los patrones de hormonas esteroides, con predominio
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de estrogenos durante la fase folicular y progesterona durante la fase Iutea. Es el
efecto de retroalimentacion positiva de E2 que provoca el aumento de la mitad del
ciclo de LH ('y en un grado menor FSH), que es a su vez, directamente responsable
de la ovulacion. A medida que el cuerpo luteo disminuye su funcionalidad, los
niveles de progesterona y estrogeno decaen. Editado de fuente: (Norman & Henry,
2015).

2.5 Mecanismo de accion

Los esteroides sexuales son transportados en el plasma por una proteina
especifica denominada globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG)

y en una menor cantidad, por la albumina (Ibafiez & Potau, 2007).

Después de disociarse de los sitios de union a la proteina fijadora de
hormonas sexuales, los estrégenos difunden a través de la membrana y
se asocian a receptores especificos. Dos son los subtipos de receptores
estrogénicos, a y B, los cuales varian segun su estructura, localizaciéon

cromosoOmica y distribucion en tejidos (Nilsson, Makela, & Treuter, 2001).

Los estrégenos se unen a su receptor para activar la transcripcion de

genes a través de diferentes vias: la via gendmica o bien la no gendmica.

2.5.1 Receptores estrogénicos

Los efectos fisiolégicos de los estrogenos son mediados a través del
receptor de estrégenos (RE) cuyas isoformas (a y B) pertenecen a la
familia de los receptores nucleares (Filippo & Rakesh, 2006). REa y RER
son codificados por diferentes genes y su expresion varia dependiendo del
tipo de tejido (Nilsson, Makela, & Treuter, 2001). REo se expresa
principalmente en los 6rganos reproductivos como utero, mama y ovario,
ademas de higado y el sistema nervioso central, mientras que REB se

encuentra en mayor porcentaje en tejidos como hueso, endotelio,
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pulmones, tracto urogenital, ovario, sistema nervioso central y prostata

(Anderson, 2002) (Palmeri, Cheng, & Saji, 2002).

En respuesta a la union del ligando, RE sufre cambios conformacionales
acompafados por la disociaciéon de proteinas formando un dimero (RE-
ligando) (Klinge, 2001).

Tanto REa como REB se componen de tres dominios funcionales
independientes pero que interactian: el dominio —-NH2 terminal (A/B) que
es la region menos conservada entre ambos subtipos, el dominio de unién
a ADN (C) que ademas contiene dos estructuras de iones Zinc
denominadas “dedos de Zinc” importantes para la dimerizacion del
receptor y la union al promotor (Montano, Muller, Trogaugh, &
Katzenellenbogen, 1995). Entre la region de union a ADN y el dominio
E/F, se encuentra la region D o region de bisagra que participa en la unién
a la proteina HSP90 (Heat Shock Protein 90), la cual permanece unida al
receptor mientras se encuentra en estado inactivo. Finalmente, en el
extremo —COOH se encuentra el dominio de unidon a ligando (E/F) (figura
5) (Ignar-Trowbridge, et al., 1992).

La actividad transcripcional, ademas, esta regulada por los dominios de
activacion AF-1 localizado en el extremo -NH2 terminal y AF-2 que se
encuentra en el dominio de unién a ligando (Heldring, Pike, & Andersson,
2007), ambos dependen del reclutamiento de coactivadores, (Tora,
Blanco, & Brou, 1990).
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Figura 5. Representacion de los receptores estrogénicos y sus dominios. El
dominio A/B en el extremo -NH2 terminal contiene el sitio de AF-1 donde los factores
de transcripcion interactuan. EI dominio C/D contiene la estructura de dedo de zinc
que se une al ADN, y el dominio C/F contiene un sitio de unién a ligando, asi como
AF-2 que interactuan con coactivadores. El porcentaje indica la homologia entre los
dominios de ambos receptores. Editado de Fuente: (Heldring, Pike, & Andersson,
2007) (Stefan Nilsson, 2001) (Marino, Galluzzo, & Ascenzi, 2006).

2.5.2 Mecanismos gendémicos

El mecanismo gendmico o clasico de accién del RE (Figura 6), implica que
en ausencia del estrégeno el receptor se encuentra inhibido por un
complejo proteico dentro de las células diana; posteriormente, al unirse
el ligando induce un cambio conformacional en el RE, asi como la
separacion de proteinas de choque térmico (HSP90) y promueve la
dimerizacion y alta afinidad de los receptores a una secuencia
palindrémica de ADN, los ERE (elementos de respuesta a estrégenos)
situados en regiones promotoras de genes especificos (Klinge, 2001),

(Truss & Beato, 1993).

El RE regula la trascripcion genética a través de los dominios AF-1 y AF-
2. Para producir la actividad maxima se requiere de ambos dominios, sin
embargo, actualmente se conoce que la actividad de AF-1 puede ser
independiente de hormona mientras que AF-2 es hormona-dependiente

(Tora, Blanco, & Brou, 1990).
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Asi, después de la unién estrogeno-receptor al ADN y de la regulacion por
los diferentes dominios, el complejo activado interactia con la maquinaria
de transcripcion para comenzar con la sintesis de ARNm que da como
resultado la sintesis de proteinas especificas que sirven de mediadores en

diversas funciones fisiolégicas (Harvey, Champe, & Finkel, 2009).

2.5.3 Mecanismos no genémicos

Como se ha mencionado, los estrogenos pueden ejercer su accion por la
activacion de la expresion génica a través del RE, pero hay otros efectos
de los estrogenos que son tan rapidos que no pueden depender de la

activacion de ARN y sintesis de proteinas (Losel & Wehling, 2003).

Estas acciones se conocen como los mecanismos no gendmicos (figura 6)
y se cree que estan mediadas a través de receptores de membrana. Las
acciones de estos receptores han sido asociadas a su participacion en la
regulacion de canales idnicos y receptores acoplados a proteinas G, la
estimulacion de la actividad de la adenilato ciclasa para la produccion de
AMPc, y a la activacion de diferentes cascadas proteina quinasa (Aronica,
Kraus, & Katzenellenbongen, 1999) (Le Mellay, Grosse, & Lieberherr,
1997).
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Figura 6. Esquema de los diferentes mecanismos de accién de los estrégenos.
El estrogeno puede activar al receptor estrogénico nuclear clasico (RE), al receptor
de membrana, o bien, a los canales ionicos. La activacion de algunos de estos
receptores desencadena eventos de senalizacion (como mensajeros intracelulares)
que resultan en la activacipon de quinasas. Tanto el mecanismo gendmico como el
no genomico pueden determinar en ultima instancia un cambio en la expresion
génica. (Nadal, Diaz, & Valverde, 2001)

2.6 Efectos fisiologicos

Los estrogenos tienen actividad en el sistema reproductor ya que
participan en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y la
regulacion del ciclo reproductivo, promueven el crecimiento del utero,
vagina, vulva, trompas de Falopio y favorecen el desarrollo mamario. A lo
largo del ciclo femenino, ocasionan cambios en los 6rganos reproductivos,

la proliferacion de mucosa uterina y vaginal (Amado & Florez, 2014).
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Durante la edad reproductiva, los estrogenos funcionan como protectores
contra enfermedades cardiovasculares debido a que provocan un
incremento en las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y favorecen el
catabolismo de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), como
moduladores regulan la sintesis de: vasodilatadores como las
prostaciclinas y el 6xido nitrico, canales de calcio y potasio, y factores de
la coagulacion, del sistema fibrinolitico y anticoagulantes sanguineos
(Sanchez, Manubens, & Mendoza, 2009).

Ademas, los estrogenos también pueden actuar sobre tejidos no
reproductivos (hueso, endotelio, SNC, sistema inmune, aparato
gastrointestinal, corazén) a través de sus receptores. En el sistema 6seo,
por ejemplo, estimulan la actividad de los osteoblastos e inhiben a los
osteoclastos, evitando la resorciéon 6sea y previendo la osteoporosis
(Lozano, 2008).

En el sistema nerviosos central, se ha demostrado que la presencia de
receptores estrogénicos, ayuda a mejorar la memoria, las funciones

cognitivas y el estado animico (Patifio, 2008).

2.7 Aplicaciones terapéuticas

Los usos mas frecuentes de los estrogenos son la anticoncepcion y la
terapia hormonal de reemplazo (THR). Los temores surgidos
recientemente sobre los riesgos de la THR ha contribuido a prescribir dosis
eficaces mas bajas y durante el menor tiempo posible para disminuir los
sintomas vasomotores y la atrofia vaginal (Harvey, Champe, & Finkel,
2009).

También se han utilizado habitualmente para el tratamiento sustitutivo en

pacientes pre-menopausicas con déficit de esta hormona que puede
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deberse a la ausencia de desarrollo ovarico y menopausia prematura o
quirudrgica. En el tratamiento para hipogonadismo primario se ha instaura
combinado con progestagenos y tiene la finalidad de simular el ciclo
menstrual natural y estimular el desarrollo de los caracteres sexuales

secundarios en mujeres jovenes entre 11-13 afios (Brunton, 2011).
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3 ANTECEDENTES

La menopausia, segun la OMS, se ha definido como un cese permanente
de la menstruacion, clinicamente esta definida como 12 meses después
del dltimo periodo menstrual que marca la pérdida de la actividad folicular
del ovario. En México, se presenta en una edad promedio de 47 afios con

un rango de entre 41 y 55 afios (Blumel, Hernandez, & Motta, 2006).

Las mujeres en la transicibn menopausica presentan sintomas variables
entre los que se encuentran: sofocos, sudores nocturnos, sequedad
vaginal y atrofia, problemas para dormir, la disfunciéon sexual, depresion,
ansiedad, estado de animo labil, efectos cognitivos, fatiga, cefalea,
dolores en las articulaciones, aumento de peso, e incontinencia urinaria

(Deborah & Barrett, 2012).

Con la finalidad de disminuir estos sintomas, prevenir la osteoporosis y
la atrofia urogenital, se ha recomendado el uso de la terapia hormonal de
reemplazo (THR) que generalmente consta de estr6genos o estrogenos
mas progestinas (Nelson, Haney, & Humphrey, 2005). Sin embargo, se
ha demostrado que el uso prolongado y altas dosis de estrégenos, pueden
estar implicados en el desarrollo de cancer endometrial y trombosis

venosa profunda (Canonico, et al., 2007).

Por ello, investigadores de la Facultad de Medicina de la UNAM a cargo de
la Dra. Cristina Lemini Guzman, sintetizaron una serie de farmacos
esteroideos a partir de estrona, con la finalidad de obtener farmacos con
actividad estrogénica mas seguros. Los 17B-aminoestrogenos
sintetizados (Figura 7) son, principalmente: prolame [17B-(3-hidroxi-1-
propilamino)1,3,5(10)- (estratrien-3-ol)], butolame [17B-(3-hidroxi-1-
butilamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol)], y pentolame [17B-(5-hidroxi-1-
pentilamino)1,3,5(10)-(estratrien-3-0l)], todos ellos analogos del 17[-
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estradiol (E2) con una cadena lateral sustituyente de amino-alcohol en la

posicion C17 del nucleo esteroideo (Lemini, Jaimez, & Toscano, 2004).

HIY OH AN
iH i
HO HO
Prolame Butolame
HN. 0N
CH;
..|H
HO
Pentolame

Figura 7. Estructura quimica de los 178-aminoestrogenos.

Experimentos anteriores han demostrado la actividad estrogénica de los
17B-aminoestrogenos al incrementar el peso uterino e inhibir las
concentraciones LH aunque con menor eficacia y potencia que el E2
(Lemus, et al., 1998). En el sistema nervioso central, se ha demostrado
que logran disminuir la ansiedad en ratas ovariectomizadas asi como un
efecto neuroprotector en la restauracion del aprendizaje y la memoria
(Nissen, et al., 2012). De igual forma las evaluaciones en el sistema 0seo
han comprobado su capacidad para restaurar los niveles de calcio, fésforo

y magnesio (Avila, Garcia, Reyes, Antuna, & Lemini, 2009).

En cuanto al efecto anticoagulante de los aminoestrégenos, estudios en
rata y ratdon, han demostrado tener un efecto contrario al 173-estradiol al

aumentar los tiempos de coagulacion (Jaimez, 2001) e inhibir la
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agregacion plaquetaria (De la Pefa, Bafos, lzaguirre, Mandoki, &
Fernandez, 1993). Por lo tanto, es posible reducir el riesgo de eventos
tromboembodlicos al ser utilizados como agentes terapéuticos, este efecto
se ha relacionado con la presencia del grupo amino en la estructura del
anillo D de estos compuestos (Rubio-Poo, et al., 1983) (Lemini, et al.,
2013).

A pesar de que se ha demostrado que los aminoestrégenos activan ambos
tipos de receptores estrogénicos (ay ), sin embargo se han encontrado
diferencias en la eficacia de estos tres aminoestrégenos, siendo el
prolame el de mayor efecto estrogénico pero, el pentolame, el de mayor
efecto anticoagulante (Jaimez, et al., 2000) (Lemini, Franco, Avila, &
Jaimez, 2005).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El efecto protector de Ilos estrogenos contra enfermedades
cardiovasculares y osteoporosis en la edad reproductiva de la mujer ha
sido reconocido, sin embargo su uso en anticoncepcion y terapia hormonal

de reemplazo no esta exento de producir efectos adversos.

Particularmente, la terapia hormonal de reemplazo (THR) ha cobrado
importancia debido a los efectos beneficiosos en la menopausia, sin
embargo, estudios de ensayos clinicos controlados recientemente
publicados por la Women”s Health Initiative (WHI) provocaron una
drastica reduccion en las prescripciones de compuestos hormonales
puesto que mostraron un aumento en el riesgo de padecer tromboembolia
venosa (TEV) y cancer de mama. Los eventos trombogénicos de los
estrégenos en este tipo de terapia parecieron ser dependientes de la dosis

administrada (Rossouw, et al., 2002) (Canonico, et al., 2007).

En México y el mundo, la trombosis es un problema de salud que
representa una de las primeras causas de mortalidad. Se estima que se
presentan alrededor de 15 a 45 casos TEV por cada 100, 000 mujeres al

afno (Guia de Practica Clinica, 2010).

Por lo anterior y con el objetivo de desarrollar medicamentos con actividad
estrogénica mas seguros gque puedan ser utilizados en la THR, se han
desarrollado una serie de farmacos con estructura esteroide, sustituidos
con un grupo amino-alcohol en la posicién 1783 del estradiol a los que
genéricamente se les ha denominado 17R-aminoestrégenos, entre los que

se encuentra el pentolame.
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5 JUSTIFICACION

El uso de terapias hormonales ha incrementado en los ultimos afios al
igual que los estudios relacionados con los efectos trombdticos que
pueden ocasionar. En estos estudios se han encontrado farmacos
esteroideos capaces de simular el efecto estrogénico requerido para este

tratamiento.

El pentolame es uno de estos nuevos farmacos con actividad estrogénica
y que, ademas, se ha probado que disminuye el tiempo de coagulacion
total en experimentos en rata y raton como factor prometedor para
disminuir los posibles eventos trombadticos, sin embargo, se desconoce si
estos efectos, a su vez, puedan estar relacionados con los procesos

fibrinoliticos y la respuesta inflamatoria.
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6 HIPOTESIS

El pentolame produce efectos sobre antiinflamatorios y fibrinoliticos en

un modelo de ratas Wistar ovariectomizadas.

7 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del 17 aminoestréogeno pentolame sobre factores
hemostéaticos (FT y fibrindgeno), fibrinoliticos (plasminégeno y PAI-1) y
marcadores de la inflamacion (IL-1B y TNF-a) en ratas hembra

ovariectomizadas.

7.1 Objetivos especificos

a. Determinar el efecto del pentolame sobre la fase fluida de la
hemostasia a través del factor tisular y el fibrindgeno.

b. Determinar el efecto del pentolame sobre marcadores fibrinoliticos
a través del plasmindégeno y del inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1.

c. Evaluar el efecto del pentolame sobre marcadores de la inflamacién

mediante la determinacion de la interleucina 18 y TNF-a.
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8 MATERIALES

8.1 Reactivos

El 178 aminoestrogeno (pentolame) fue sintetizado y donado al
laboratorio por la Dra. Cristina Lemini del Laboratorio de Farmacologia
Endocrina de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Autonoma de México. El propilenglicol USP, tribromoetanol, alcohol tert-
amilico, tween 20 y tetrametil bencidina (TMB) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich®.

e Anticuerpos de captura:

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a MAB) R&D Systems®, fibrinégeno
(FIB PAl) e interleucina-10 (IL-10) Thermo Fisher Scientific®, inhibidor
de plasminégeno tipo 1 (PAI-1 C20), interleucina-1p (IL-18 M20),
plasminégeno (Plasmin E14) y factor tisular (TF-120) fueron obtenidos de

Santa Cruz Biotecnology®.

e Anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa:

Bovino anti cabra 1gG-HRP, bovino anti oveja IgG —HRP y cabra anti ratén

IgG1-HRP se obtuvieron de Santa Cruz Biotecnology ®

8.2 Material y equipo

Agujas calibre de 23G x 19/7"” (0.6 x 19 mm %178 mm) BD Vacutainer®,
mariposa con aguja para extraccion de sangre Safety- Lok™, tubos
Vacutainer® (al vacio tamafio 13x75 mm, volumen drenado 6 mL de 13
X 100 mm con tapén de seguridad color rojo estériles y desechables) se
adquirieron de Becton Dickinson, Franklin Lakes NJ USA. La sutura
quirargica Catgut cromica 3/0 estéril de Ethicon®. El instrumental

quirargico (pinzas ason, Kelly, halstead, porta agujas y tijeras mayo e
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iris) se adquirieron de Weldon Original®. Las placas para ELISA
(multipozos) de NUNC® Brand Products y el espectrofotometro Stat Fax
3200 de Awareness Technology®.

8.3 Material bioldgico

Para realizar cada experimento se utilizaron 20 ratas hembras Wistar
adultas de entre 200-225g de peso, procedentes del bioterio central de la
Facultad de Medicina UNAM y se mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad
de 12 h x 12 h con agua ozonizada y alimento ad libitum Nutri-cubos
Purina Lab ChowsRM; a temperatura controlada 22°C y humedad al
40%. Todos los experimentos fueron realizados con apego a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999-SENASICA (2001). Especificaciones

técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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9 METODOS

9.1 Ovariectomia

La ovariectomia se realiz6 en ratas hembras Wistar dos semanas antes
de iniciar el tratamiento. Para realizar la cirugia, cada animal se peso y
anestesid con tribromoetanol (0.2 g/kg peso del animal) por via
intraperitoneal. Bajo anestesia se rasuro6 el dorso del animal, se limpid la
zona con benzal 1%, y posteriormente, usando el material quirdrgico
desinfectado y esterilizado, se realizé una incision transversal en la piel
de aproximadamente 1 cm en la region dorsal, procediendo a una
segunda incision en el musculo para posteriormente localizar los ovarios.
Los cuernos uterinos se ligaron con sutura Catgut 3-0 para realizar los
cortes y remover los ovarios. Finalmente, la piel fue suturada con hilo de

seda 3-0 y la region dorsal se desinfectd con la solucion de benzal 1%o.

9.2 Manejo de animales y tratamiento farmacoloégico

Las ratas fueron colocadas en cajas lavadas y desinfectadas, con piso y
paredes continuas sdlidas con tapa removible de reja y cambio constante
de cama con aserrin estéril. Los animales estuvieron en observacion todos
los dias previos al tratamiento para detectar infecciones posquirurgicas.
El tratamiento se inici6 dos semanas después de la ovariectomia y para
ello, los animales fueron distribuidos de manera aleatoria en funcion del
peso corporal. Se obtuvieron 5 lotes con cuatro animales en cada uno de
ellos.

Cada lote o grupo de animales recibié un tratamiento por via subcutanea
del farmaco, pentolame, disuelto en propilenglicol usp 99.5% en dosis de
1, 10, 100 y 1000 pg/Kg durante tres dias consecutivos. El grupo control
recibié solamente el vehiculo, propilenglicol (0.3 mL/animal/dia). Estos

experimentos se realizaron por triplicado.
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9.3 Toma de muestras

La toma de muestra se realiz6 el dia posterior a la dltima administracion,
para ello los animales fueron anestesiados con tribromoetanol (0.2 g/kg)
por via intraperitoneal, después se limpid la zona ventral con benzal al
1% y se realiz6é un corte en la piel. Para la toma de muestra se localizo la
arteria mesentérica y se extrajo la muestra de sangre por medio de un
sistema tipo mariposa y tubos Vacutainer para la obtencion de sueros.
Después de la toma de muestra, los Uteros fueron disecados y pesados

como control del efecto uterotréfico de los tratamientos.

Debido a que el volumen obtenido de la muestra fue mayor a 8 mL, los
animales bajo anestesia murieron por exsanguinacion y se corroboré con
dislocacion cervical. La disposicion final de los cadaveres y los uteros fue
la unidad de cremacién de la Facultad de Medicina.

Los tubos Vacutainer® con muestra se centrifugaron a 3000 rpm durante
10 min a temperatura ambiente. El suero obtenido del sobrenadante de
cada tubo fue de aproximadamente 2 mL los cuales se guardaron y

congelaron a -20°C para su posterior procesamiento.

9.4 Método inmunoenzimatico ELISA

En una placa multipozos para ELISA, se agregaron 100 puL/pozo de suero
de rata (antigeno) por duplicado y se incubaron a temperatura ambiente
por 4 horas. Después de este tiempo, el sobrenadante se desechd y se
realizo el blogqueo con 200 pL/pozo de una solucion de PBS1x + tween
20 (0.1%) + leche (5%) dejando incubar a una temperatura de entre 2-

4°C durante una noche.

Posteriormente, la solucion de leche se desech6 de la placa y se realizaron
10 lavados agregando 200 pL/pozo de la solucion de PBS1x + tween 20

(0.19%) con intervalos de agitacion de 60 segundos.
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Se agregaron 100 pL/pozo de los anticuerpos primarios: fibrinégeno (50
pg/mL), FT (2 pg/mL), plasminégeno (2 ug/mL), PAI-1 (2 pg/mL), IL-1p
(2 pg/mL) o TNF-a (2.5 pg/mL), y se incub6 por 4 horas a temperatura
ambiente. El sobrenadante se descarté y nuevamente se realizaron los

lavados antes descritos.

Los anticuerpos secundarios como bovino anti cabra IgG-HRP, bovino anti
oveja IgG-HRP y cabra anti raton IgG1-HRP se adicionaron en una
dilucién 1:5000, se colocaron en sus respectivos pozos (100 uL/pozo) y
se incubaron por 3 horas a temperatura ambiente para posteriormente

realizar los lavados.

Para las determinaciones, se agregaron 100 uL/pozo de TMB y se incubd
a 37°C en oscuridad por 20 min, la reaccion se detuvo adicionando 100
pL/pozo de HoSO4 1M. La placa se leyo a la absorbancia de 450/492 nm
en el espectrofotometro STAT-FAX 3200.

9.5 Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el uso software de graficos y
estadistica Sigma Plot 11.1® y Sigma Stat 3.0®. La significancia
estadistica de los grupos con respecto al control se evalué mediante una
prueba de analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones
multiples de Dunnett. Una p<0.05 se consider6 como estadisticamente

significativa vs control.

31|Pagina



10 RESULTADOS

Se realizaron diferentes experimentos para determinar el efecto del
pentolame a diferentes dosis sobre sistemas hemostatico, fibrinolitico e
inflamatorio, en los cuales se obtuvieron siguientes resultados. En todos

los resultados, se consideré al grupo control (vehiculo) como el 100%.

10.1 Efecto estrogénico del pentolame

Como experimento control del efecto estrogénico del farmaco en estudio,
se determin6 y se compard el peso de los uteros de las ratas
ovariectomizadas, posteriormente al tratamiento con el vehiculo y con
pentolame a diferentes dosis. Los resultados obtenidos en mg se

muestran en la Figura 8.

Si consideramos al vehiculo como un 100%, hubo un aumento entre 20 y
60% en las dosis de 100 y 1000 ug/kg donde ésta dultima fue
estadisticamente significativa (el peso uterino aumenté 80 mg con

respecto al vehiculo).
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Figura 8. Efecto del 173-aminoestrogeno pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg)
sobre el peso del utero de ratas Wistar ovariectomizadas. Cada barra

representa el promedio + EEM de tres experimentos (n = 9-12 ratas). Prueba de

Dunnett. *p<0.05 vs vehiculo (100%).
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10.2 Efecto del pentolame sobre marcadores hemostaticos

Anteriormente se han descrito los efectos del pentolame sobre el proceso
hemostéatico, en este trabajo, se determin60 mediante ELISA si ejercia
algun efecto sobre marcadores que participan en este proceso, como son

el fibrindgeno y el factor tisular.
10.2.1 Fibrindgeno

Como se muestra en la Figura 9, los resultados mostraron que el
pentolame produjo una disminucion del fibrinbgeno en todas las dosis

administradas, en un intervalo de entre 25 y 35%.

En las dosis de 1 y 100 ug/Kg, la respuesta disminuy6 25% con respecto
al vehiculo, en la dosis de 10 ug/Kg el porcentaje se redujo 35% mientras
que en la ultima dosis, 28%. No se observd un efecto dosis-dependiente
ni una diferencia significativa en los datos posiblemente debida a la

dispersion de los datos.
10.2.2 Factor tisular

El efecto del pentolame sobre el factor tisular se muestra en la Figura 10,
en esta se observa una tendencia al incremento en el porcentaje de
respuesta a la dosis de 1 ug/Kg (50%), 10 ug/Kg (30%), 100 ug/Kg (20%)
y 1000 pg/Kg (22%). Cabe sefalar que el aumento de la repuesta no fue

estadisticamente significativo en ninguna dosis.
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Figura 9. Efecto del 173-aminoestrogeno pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg)
sobre el fibrinégeno. Cada barra representa el promedio + EEM de tres
experimentos (9-12 ratas por lote) por duplicado. Prueba de Dunnett. *p<0.05 vs
vehiculo (100%).
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Figura 10. Efecto del 173-aminoes

sobre el factor tisular (TF). Cada barra representa el promedio + EEM de tres

experimentos (9-12 ratas por lote) por duplicado. Prueba de Dunnett. *»<0.05 vs

vehiculo (100%).
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10.3 Efecto del pentolame sobre marcadores fibrinoliticos

10.3.1 Plasminégeno

Respecto al efecto de la administracion de pentolame sobre el
plasmindgeno, la figura 11 muestra una disminucién significativa de un
30, 27 y 24% al administrar las dosis de 1, 10 y 100 ug/Kg de pentolame,
respectivamente, pero no a la dosis de 1000 ug/Kg, ya que el porcentaje
de respuesta soOlo disminuy6 alrededor de 3% con respecto al grupo

control.

10.3.2 Inhibidor del activador de plasmindégeno tipo 1

El efecto producido en el PAI-1 al administrar pentolame (Figura 12) no
corresponde a un efecto dosis dependiente, pero se observa que la
respuesta disminuye en todos los lotes de animales administrados con el
farmaco (el porcentaje de respuesta para este marcador disminuyé entre
20 y 30%). A pesar de ser esto notable en la grafica, no es una
disminucioén significativa en ninguna de las dosis que puede atribuirse a

la dispersion de los datos.
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Figura 11. Efecto del 173-aminoestrogeno pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg)
sobre el marcador de plasminégeno. Cada barra representa el promedio £+ EEM
de tres experimentos (9-12 ratas por lote) por duplicado. Prueba de Dunnett.
*p<0.05 vs vehiculo (100%).
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Figura 12. Efecto del 173-aminoestrégeno pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg)

sobre el inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1 (PAl-1). Cada barra

representa el promedio + EEM de tres experimentos (9-12 ratas por lote) por

duplicado. Prueba de Dunnett. *p<0.05 vs vehiculo (100%).
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10.4 Efecto del pentolame sobre marcadores inflamatorios

Para evaluar los posibles efectos del pentolame en el proceso inflamatorio,
se determiné su efecto a diferentes dosis sobre la interleucina 1B asi

como el factor de necrosis tumoral a.

10.3.1 Interleucina 1 (IL-1B)

El efecto producido por el farmaco en el marcador de inflamacién, IL-1(,
se indica en la Figura 13, en esta, se aprecia que el porcentaje de
respuesta disminuyo significativamente en un 20, 27 y 35% en las dosis
de 1, 10 y 100 pg/Kg, respectivamente, mientras que a la dosis de 1000
Mg/Kg se redujo en un 21%, sin embargo, este dltimo no fue

estadisticamente significativo.

10.3.2 Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

Con respecto al TNF-a, también se obtuvo un grafica en la que se observa
una dosis-dependencia como se muestra en la figura 14, en este caso
hay un incremento del 45% en la respuesta de la primera dosis (1 pg/Kg)
que va disminuyendo (40, 35%) en las siguientes (10 y 100 pg/Kg) hasta
alcanzar los valores del vehiculo en la dltima dosis. Estadisticamente, al
ser comparados los lotes de las administraciones de pentolame con el

vehiculo, el efecto es significativo a las dosis de 1 y 10 pg/Kg.
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Figura 13. Efecto del 173-aminoestrégeno pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg)
sobre la interleucina 1B (IL-1B). Cada barra representa el promedio + EEM de tres
experimentos (9-12 ratas por lote) por duplicado. Prueba de Dunnett. *»<0.05 vs
vehiculo (100%,).
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Figura 14. Efecto del 173-aminoestrégeno pentolame (1, 10, 100 y 1000 ug/Kg)
sobre el factor de necrosis tumoral a (TNF-a). Cada barra representa el promedio
+ EEM de tres experimentos (9-12 ratas por lote) por duplicado. Prueba de Dunnett.
*p<0.05 vs vehiculo (100%).
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11 DISCUSION

En el presente trabajo se evaludé el efecto de un nuevo farmaco,
pentolame, sobre los sistemas que participan en procesos trombogénicos

como son el sistema hemostatico, fibrinolitico e inflamatorio.

Estudios anteriores han demostrado mediante pruebas in vivo, que los
17B-aminoestrogenos: prolame, butolame y pentolame, poseen efectos
estrogénicos al ser comparados con estradiol (Lemini, Franco, Avila, &
Jaimez, 2005) (Lemus, et al., 1998). Como control de estrogenicidad del
farmaco en estudio se comprob6 su capacidad para revertir la uterotrofia
en ratas ovariectomizadas. Los resultados obtenidos (figura 8) muestran
un efecto significativo en la dosis de 1000 ug/Kg y la tendencia de la
grafica en los diferentes tratamientos sefialan un efecto dosis-
dependiente en modelos con ratas, aunque en un estudio reciente se ha
comprobado que el modelo en ratbn muestra mayor susceptibilidad al
administrarse diferentes 17B-aminoestréogenos (Lemini, Franco, Avila, &

Jaimez, 2005)

De igual forma, anteriormente ha quedado demostrado que los vasos
sanguineos son un blanco de accion de los estrégenos debido a que
existen receptores de estroégenos en el tejido endotelial (Khalil, 2013). Al
ser, el pentolame, un estrégeno sintético que se une a estos receptores
(Jaimez, et al., 2000) puede afectar algun proceso hemostatico y por lo

tanto, relacionarse con procesos fibrinoliticos e inflamatorios.

Estudios in vivo han demostrado que la administracion de 17f3-
aminoestrogenos provoca un efecto contrario al 17B-estradiol en la
coagulacion (Lemus, et al., 1998), especificamente el pentolame, ha sido
evaluado en mayores dosis y mayor tiempo de administracion en roedores
y a pesar de poseer un efecto estrogénico menor al de otros

aminoestrogenos, es el que mayor efecto anticoagulante posee al
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aumentar en mayor grado el tiempo de coagulaciéon (Lemini, Franco,

Avila, & Jaimez, 2005).

Se conoce que los estrégenos orales como el etinilestradiol afectan
algunos de los componentes de la cascada de la coagulacion como los
factores VII, VIl y X, el fibrindgeno, el activador tisular del plasmindgeno,
el plasmindgeno y el PAI-1. (Mammen, 2000). Por lo anterior, el efecto
del pentolame se ha evaluado en marcadores hemostaticos como son el
factor tisular y el fibrinbgeno, ambos importantes para la construccion de
la red de fibrina en el proceso de coagulacion. En estudios publicados se
ha observado que la administracién de pentolame (4 mg/100 g) en ratas
macho por via s.c. ha provocado un aumento significativo en los niveles
de fibrinbgeno y tiempos de coagulacion (Garcia Manzano, et al., 2002).
En este estudio y como se observa en la figura 9, los niveles de
fibrindgeno se redujeron hasta en un hasta en un 35% mientras que en
el factor tisular (figura 10) hubo un incremento del porcentaje de
respuesta de entre 20 y 50%o, al ser el primero, un precursor de la fibrina,
y el segundo un factor que al ser expuesto al torrente sanguineo activa la
via extrinseca de la coagulacion, los resultados pueden sefalar un efecto
inhibitorio de la via intrinseca de la coagulacién; sin embargo, la

variabilidad de los datos no hizo posible observar significancia estadistica.

En el sistema fibrinolitico, el plasmindgeno es el precursor inactivo de la
plasmina, enzima encargada de la degradacion del coagulo de fibrina,
mientras que el inhibidor del activador del plasmindgeno-1 (PAI-1) se
encarga de inhibir la fibrindlisis, su aumento ha sido asociado con el riesgo
de enfermedades cardiovasculares en mujeres post-menopausicas ante la
ausencia de estrégenos y su disminucion se encontré al estudiarse en

terapia con estrégenos conjugados (Ridker, 1997) (Koh, et al., 1997).
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En estudios reportados, se ha encontrado que la expresion del gen de
plasminégeno esta regulada por estrogenos a través de los ERE (Kobelt,
Klammt, Tefs, & Schuster, 2013). En los resultados obtenidos en este
experimento, se obtuvo una disminucidon del marcador de plasminégeno
y PAI-1, en el primer caso el efecto inhibitorio fue menor al incrementar
las dosis, mientras que en el PAI-1 la inhibicion se observa en todas las
dosis pero si llegar a ser un efecto estadisticamente significativo lo que
puede deberse a un efecto débil del farmaco o a la variabilidad bioldgica,
sin embargo, en la figura 12 también se observa una tendencia que puede

llegar a ser significativa si se aumenta el nimero de animales.

Los procesos inflamatorio y de coagulacién se encuentran vinculados a la
patologia de enfermedades vasculares en donde los mediadores
inflamatorios como las citocinas pueden alterar la coagulacion y
viceversa. La activacion de la coagulacion a través del sistema
inflamatorio se lleva a cabo a través de la induccién de la expresion del
FT, el sistema de la proteina C y la inhibicion de la fibrindlisis.
Especificamente, el factor tisular se ve afectado por el estimulo directo de

las citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1 (Petaja, 2011).

En este trabajo, los resultados sefialan una disminucion significativa de la
IL-18 y un aumento del TNF-a, en el dltimo caso, el mayor efecto
observado es a la dosis de 1 yg/Kg de pentolame y posteriormente al
incrementar la dosis el efecto fue disminuyendo. Para el caso de la IL-1(3,
el efecto es dosis dependiente pero se observa una disminucion del

porcentaje de respuesta con respecto al vehiculo desde la primera dosis.

Estudios in vivo demuestran que las cantidades de fibrinbgeno se ven
incrementadas, el fibrinbgeno altera la respuesta inflamatoria a través de

su interaccidon con leucocitos (Ligando entre la molécula de adhesiéon
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intercelular-1 MAI-1), aumenta la interaccion entre monocitos y células

endoteliales asi como la agregacion plaquetaria.

12 CONCLUSIONES

El pentolame provoca efectos estrogénicos dependientes de la dosis (1-

1000 ug/Kg) en ratas hembra Wistar ovariectomizadas.

El pentolame puede ejercer efectos sobre los marcadores hemostaticos
disminuyendo los niveles de fibrinbgeno y aumentando los de factor

tisular.

El tratamiento con pentolame ejerce efectos sobre el sistema fibrinolitico

al disminuir la respuesta de los marcadores de plasmindgeno y PAI-1.

El pentolame demostré tener efectos anti-inflamatorios al inhibir la
respuesta de la citocina pro-inflamatoria IL-1B y, a su vez, modificar la

respuesta de la citocina TNF-a con un efecto dosis-dependiente.

Los resultados obtenidos el presente trabajo demuestran que el 17p-
aminoestrogeno, pentolame, provoca efectos en el sistema hemostatico
(como ya se ha encontrado en anteriores estudios), sistema fibrinolitico e
inflamatorio, lo que da la pauta para ampliar el perfil de este farmaco en
estudio de fase pre-clinica con la posibilidad de llegar a tener una nueva

opcion de terapia hormonal.
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ANEXO 1

Asistencia a Congreso
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