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PREFACIO

El zorro le dijo al Principito:

-Ve a ver las rosas una vez més. Y asi comprenderas que la fuya es unica en el
mundo Regresazas para decirme adids y como regalo te diré un secreto.

Bl Principito se fue a ver nuevamente las rosas:

-En efecto, no son nada parecidas a mu rosa, todavia no son nada —les dijo-. Nadie
las ha domesticado y ustedes no han domesticado a nadie. Estén ustedes como estaba mi
zor1o. S6lo era un zorro comiin y corriente como cien mil otros. Perc ahora Bl es mu Armigo
y ahora es Unico en el mundo,

Y las rosas se molestaron.

-Son realmente bellas, pero estan vacias -les dyo todavia-. No se puede morir por
ustedes. Sin duda un transetinte comun creerd que mi rosa se parece a ustedes. Pero Ella
sola es para mi mas importante que todas ustedes juntas, ya que Ella es la rosa a quien yo
he regado. ¥ la he pueste baje mi globo y le di abrige con un biombo. Y también Iz Iibré de
las orugas y s6lo dejé aquellas que se convirtieron en Mariposas. Es Ella 1a rosa a quien of
quejarse, vanagloriarse, callarse. Porque, al fin de todo, Ella es mi rosa.

Y volvid con el zorro

-Adios- dyo.

-Adis- dijo el zorro-. Fle agui mi Secreto. Es muy simple: ae se puede ver bivn, solp
con el Corzen Lo esencial vs nrowsible @ los gjos Los hombies han olvidado esa gran verdad

Pero Tir no la olvides Eres responsable para sicmpie de Jo que has domesticado...

Antome de Samt-lsupery

Pragmento de H Prowrpdo, capitulo XXT
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Resumen

1. RESUMEN

La admimstracion de esirogenos naturales y sinféticos se ha refacionado con el
aumento de padecimientos tromboembolicos Por ofra parte los 7R
aminoestrégenos son compuestos sintéticos que ejercen efectos opuestos al
estradiol sobre el tiempe de la coagulacion. La Unica diferencia estructural entre
el estradiol y estos compuestos consiste en la sustitucidon del hidroxilo del
carbono 17 por un grupo amino-alcohol. Se investigaron los efectos de tipo
estrogénico y sobre el iempo de coaguiacion de tres 17R-aminoestrogenos,
prolame, butolame y pentolame, utilizando distintos marcadores biolégicos. Asi
mismo se estudio la capacidad de estos compuestos para unirse al receptor
intracelular de estrégenos. Los animales se ovariectomizaron tres semanas
antes de iniciar los {ratamientos y recibieron diaramente por via subcutanea
diferentes dosis de cada uno de los 17R-aminoestrogenos (1-1000 ug), el
estradiol (0 1-1000 ug) o el vehiculo (propilenglicol 0.3 ml) durante cinco dias
consecutivos. La adminisiracion de los 17R-amincestrogenos incremantd el
tiempo de coagulacion en forma significativa (25-28%, p<0.01) en comparacién
con el grupo controi fratade con el vehiculo. El estradiol mostré un efecto
opuesto al de los 17R-aminoestrogenos, al disminuir el tiempao de coagulacion
hasta en un 30% {p<0.01). El prolame, butofame y pentolame restauraron el
peso del utero e inhibieron las concentraciones circulantes de LH, efectos que
permanecieron hasta el quinto dia después de la Gltima administracion. Ei
tratamiento con pentolame indujo la presencia del recepter de progesterona
estrogenc-dependiente en la hipthisis anterior y las constantes fisicoquimicas del
receptor inducido fueron similares a las del receptor inducido con el estradiol a
dosis equipatentes (860 ug vs 1 ug respectivamente). El andlisis de competencia
por el receptor intracelular de estrogenos mostré gque los 17RB-aminoestrégenos
presentan una afinidad de union menor a fa del estradiol. El prolame presentd la
potencia estrogénica mayor, seguido por butolame y pentolame Nuestros
resultados sugieren que la longitud de la cadena amino-alcohol en el carbono 17
influye de manera importante en la expresion de la potencia esticgénica a nivel

de distintos érganocs blanco




Abstract

2. ABSTRACT

The use of estrogens in humans has been related with thromboembolic disease.
The 17R-amincestrogens are synthefic compounds that have different effects
than estradiol on blood clotting time. The amino-aicohol group at the C-17 is the
structural difference between estradiol and this group of compounds. [n this
study, we investigated the effects of three 17R-aminoestrogens such as prolame,
butolame and pentolame; upon the biood clotting time, uterine weight, serum LH,
and the induction of intracellular estrogen-dependent progesterane receptors in
the anterior pituitary, in the adult castrated female rat. We also investigated ability
of these compounds, to bind fo intracellular estrogen receptors. Groups of
animals were subcutaneously administered with either estradiol {0.1 to 1000 ug),
or the aminoestrogens {1 to 1060 yg), and the control group received the vehicle
daily for 5 consecutive days after 3 weeks following ovariectomy. Administration
of the three aminoestrogens to castrated animals significantly mereased (p<0 01)
the bleod clotting time when compared with that obtained in the control group. In
contrast, estradiol significantly shortened blood clotting times (p<0.01). Prolame,
butolame and pentolame reverted the castration-induced reduction in uterine
weight and caused a significant inhibition on serum LH levels of ovariectomized
rats. The effect of pentolame upon serum LH jevels and utenne weight, still
remained until day 5 after the last injection. In addition, treatment with pentolame
was able to induce in the castrated female rat the presence of specific estrogen-
dependent progestin binding sites in the anterior pituitary. The affinty constants
and the number of binding sites of pentolame-induced progestin receptors were
similar to those obtained with estradiol at equipotent doses (860 pg peniolame vs
1 g estradiol, respectively) Prolame had the highest estrogenic activity followed
by butolame and pentolame The overall data suggest that modifications the
length of the amino-alcoho! side cham at C-17 might have an impact on the
affimity and estrogenic ininnsic properties of aminoestrogens at the level of

diverse target issues
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Intraduccion y Antecedentes

3. INTRODUCCION

En los mamiferos, las hormonas sexuales son productos de la biosintesis v
secrecion de las células esteroidogénicas gonadales y fienen, entre otras
funcicnes, la de mantener las caracteristicas anatomo-funcionales de jos
diferentes organos y tejidos que constituyen el aparato reproductor masculino y
femenino. Durante la puberiad se producen cambios a nivel del eje hipotalamo-
hipofisis-gonada, caracterizados por la instalacidn de mecanismos de
retroalimentacién positivas y negativos, responsables de la hberacion de
gonadotrofinas hipofisarias asi como de la biosintesis y secrecion gonadal de las

hormonas esteroides sexuales. (Gower, 1888; Erickson y Schreiber, 1995).

En la etapa reproductiva del individuo adulto, las funciones enddcrina
(esteroidagénesis) y reproductiva {gametogénesis) de las génadas, son esenciales
para la perpetuacién y conservacion de las especies y estan reguladas por

hormonas de origen hipofisario {(gonadotrofinas) (Mc Donnell et al. 1993},

£n la gonada femenina, las células de la teca, bajo estimulo de la hormona
luteinizante (LH), sintetizan pnimordialmente andrégenos, los cuales atraviesan la
membrana basal hasta alcanzar las células de la granulosa, que representa el
substrato anatémico en el cual se lieva a cabo el proceso de aromatizacion. Este
proceso esta regulado por la hormena foliculo estimulante (FSH) cuya accion es
de fundamental importancia duranie los procesos de maduracion folicular que

preceden al fenomene de la ovulacion (Erickson y Schreiber, 1995)

Los estrogenos constituyen un grupo de hormonas esteroides responsables
de la construccidn del fenotipo femenino en la etapa pospubertal, al estmular el
desarrollo de las caracteristicas sexuales secundanas y en accon conjunta con la

progesterona, aseguran la funcion gametogénica del ovano (Rebar ef af 1995)

Onztorndo on Crorors Boaredioas




Introduccidn y Antecedentes

En los mamiferos, los efectos bioldgicos de las hormonas estercides con
actividad estrogénica se gjercen principalmente sobre el eje hipotalamo-hipodfisis vy
los drganos sexuales accesorics, asi como en el endomefrio y la glandula
mamaria, proporcionando les cambios estructurales y funcionales, necesarios para
los procesos reproductivos propios de la especie (Gorski y Gannon, 1578,
Katzenellenbogen, 1980; Ing y O'Mailey, 1995). Esios efectos son mediados por
recepiores localizados en el citoplasma o nlcleo de la celula. La Interaccion de la
hormona esteroide con su receptor modifica la transcripcién de genes
estructurales cuyos productos son los responsables del efecto bioldgico a nivel de

la célula blanco o esteroide-dependiente {(Evans, 1988, Carson-Jurica ef al. 1990).

La deficiencia en la produccion de hormonas con actividad estrogénica
provoca elevaciones de las hormonas troficas y atrofia en aqueilos sistemas
dependientes de las mismas. Esia condicion se encuentra representada por
situaciones clinicas caracterizadas por la ausencia tanto anatémica como
funcional de la génada femenina que conlleva a la pérdida de la capacidad
reproductiva, asi como al aumento del riesgo relative de un nimero impoertante de
padecimientos tanto en la esfera cardiovascular como del metabolismo dseo
{Mammen, 1982, Henderson ef af 1985, 1998; Barret-Connor y Bush 1991). Esta
situacién, es muy comuin en mujeres postmenopausicas y representa un problema
importante de salud que requiers tanto de su prevencion como de su tratamiento

adecuados (Rosenberg ef a/. 1990; Breckwoldt ef al. 1998)

4. ANTECEDENTES

La admimistracion de compuestos hormonales con actividad estrogenica a
mujeres postmencpausicas o comoe terapia anticoncepiiva y en el hombre en el
tratamiento del cancer de prostata, ha sido motivo de controversia. Esta
controversia se ha generado debido a las diferencias en los resultados de los

diferentes grupos que han estudiado los nesgos y benchicios de la administracion




Introduccién y Antecedentes

En los mamiferos, los efectos biologicos de las hormonas esteroides con
actividad estrogénica se ejercen principalmente sobre el eje hipotalamo-hipofisis y
los drgancs sexuales accesorios, asi como en el endometrio y ia glandula
mamaria, proporcionando los cambios estructurales y funcionales, necesarios para
log procesos reproductivos propios de la especie (Gorski y Gannon, 1976,
Katzenellenbogen, 1980; Ing y O'Malley, 1995) Estos efectos son mediados por
receptores localizados en el citoplasma o ndcleo de la célula. La interaccién de la
hormona esteroide con su receptor modifica la transcripcidon de genes
estructurales cuyos productos scn los responsables del efecto biolégico a nivel de
la célula bianco o esteroide-dependiente (Evans, 1988; Carson-Jurica ef al. 1990).

la deficiencia en la produccién de hormonas con actividad estrogénica
provoca elevacicnes de las hormonas froficas y atrofia en aquellos sistemas
dependientes de las mismas. Esla condicidn se encuentra representada por
situaciones clinicas caracterizadas por la ausencia tanto anatdmica como
funcional de la génada femenina que conlleva a la pérdida de la capacidad
reproductiva, asi como al aumento del riesgo relativo de un nimero importante de
padecimientos tanto en la esfera cardiovascular como del metabolismo oseo
(Mammen, 1982; Henderson ef & 1985, 1898: Barret-Connor y Bush 1991). Esta
situacion, es muy comun en mujeres postmenopausicas y representa un problema
importante de salud gue requiere tanto de su prevencion como de su tratamiento

adecuados (Rosenberg ef al. 1990, Breckwoldt et a/. 1995)

4, ANTECEDENTES

La administracidn de compuestos hormonales con actividad estrogénica a
mujeres postmenopausicas o come terapia anticonceptiva y en el hombre en el
tratamientc de!l cdncer de prostata, ha swde motivo de controversia  Esta
controversia se ha generado debido a las diferencias en los resultados de los

diferentes grupos que han estudizdo los nesgos y benelicios de la administracidn
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Introduccién y Antecedentes

de estrégenos Sin embargo 2l andlisis general de estos estudios nos sefala que
estas diferencias se deben a factores que no fueron tomados en consideracion,
como el disefio estadistico, los antecedentes famillares de enfermedad
tromboembdlica, infartos previos al estudio, obesidad, hipertension, diabetes,
hipercolesterolemia, tabagquismo etc; (Henderson et al. 1985, Kalin y Zumoff, 1990;
Breckwoldt et al. 1985).

Existen numerosos sstudios que apoyan las evidencias de que los
estrégenos en la mujer gjercen un efecto protector a nivel cardiovascular Y sobre
el sistema oseo. Estos estudios indican que la incidencia de infarto af miocardio es
cuatro veces mayor en el hombre que en la mujer antes de la menopausia.
(Barret-Connor et al. 1991, Wren, 1992; Farhat et al. 1996; Perrot-Applanat, 1996).
Ademas la administracion de estrogenos en hombres adultos después de sufrir un
infarto agudo al miocardio redujo la tasa de mortalidad en un 50% (Stamier et al.
1963; Henderson et al. 1983, 1998). Sin embargo otros estudios sefiatan que el
uso de estrogenos incrementa el rissgo de ciertas enfermedades tales coma el
tromboembolismo venoso profundo, cancer endometrial, cancer de mama, efc;
{Bottiger ef al. 1980; Gruchow ef al. 1988; Breckwaldt et al. 1995). Por otro lado,
se ha demostrado que los estrogenos tienen la capacidad de modificar las
concentraciones circulantes de algunos factores de fa coagulacion (factor |1, If, VI,
Xl etc;) y alterar la actividad fibrinolitica, efecto que conduce a un estado de
hipercoagulabilidad sanguinea (Gerstman ef al 1980; Meade ef al. 1990 Caine &f
al. 1992; Devor ef al 1992; Lee et al. 1993: Farsett ef af 1995, Citarella ef al.
1996, Meilahn ef af 1996).

Los experimentcs con anmales de laboratorie confirman que los
estrogenos ejercen efectos significativos sobre el metabolismo de las proteinas
que participan en el procesc de ia coagulacion sanguinea, las hpoproteinas, asi
come en el musculo iso vascular (Emms y Lewis 1985, Owens et a/ 1986, Farhat
et al 1998)

Docterado o0 Cleneos Biomomcas




Introduceion y Antecedentes

Mandoki et af. (1983) demostraron que la adminustracién de dosis elevadas
de estrogenos naturales y sintéticos producian efectos bifasicos sobre la
coaguiacion sanguinea en el raton. Un efecto anticoagutante inicial de duracion
breve (3-7.6 horas), seguido de un efecto hipercoagulante de mayor duracién

{varios dias).

Todas estas chsarvaciones han contraindicadoe ef uso de fos estrogenos en
sujetos con antecedentes de fendmenos tromboembdlicos, cancer de mama,

enfermedad cardiovascular isquémica entre otres.

En la busqueda de compusstos con actividad esfrogénica pero con
menores efectos adversos sobre la coagulacién sanguinea, un grupo de
investigadares de la Universidad Nacional Autonoma de Mexico, desarrolld upa
serie de derivados del estradiol que en contraste con los efectos descritos
anteriormente para los estrogenos, exhibieron efectos anticoagulantes. La unica
diferencia estructural entre ef estradiot v este grupoe de compuestos es la
substitucion del hidroxito del carbeno 17 por un grupe amino-alcohal en orientacion

beta, por fo que se denominaran en forma genérica coma 17B-amincestrogenos.

{os estudios in vitro demostraror que los aminocestrogenos prolame,
butolame y pentolame producian mnhibicion de fa agregacion plaquetaria (De la
Pefia ef af. 1993, 1894). La administracidn de prolame, butolame, pentalame ¢
hexolame a ratonas CD-1 ovariectormzadas produjo un aumento significativo del
tiempo de fa coagulacién y cambios en el epitelio vaginal {células cornificadas)
caracteristicos de actividad estrogénica. El efecto sobre el epitelio vaginal se
mantuvo durante varios dias después de la Gltima administracion. La magnitud de
los efectos descritos anteriormente vy la toxiodad de los compuestos, dependian

del tipo de sustituyente del amino terminal (Rutio-Poc et al 19851990, Lemmn &f
al 1983)

Doctamdo on Clencas Biemedans 5]




Introduccion y Antecedentes

Estos resultadas sugerian que los derivados 17p-aminoestrogenos podrian
ofrecer ventajas si se utilizaran en tratamientos clinicos en situaciones en donde ia
administracion del estrogeno estuviera contraindicada, hecho que despertd el

interés por la evaluacion farmacolégica de estos compuestos.

JUSTIFICACION

Las diferencias del efecto sobre el tiempe de la coagulacién entre los 17R-
aminoestrogenos y los estrogenos de uso actual en el humano, nos motivaron a
realizar el estudio acerca de la potencia estrogénica de los 17R-aminoestrégencs:
prolame, butolame y pentolame. Nuestro interés fue el de evaluar esta serie de
farmacos sobre diferentes funciones del sistema reproductor, en especiat sobre Ia
dinamica de la funcion gonadatréfica de la hipdfisis anterior v el tejido uterino, asi
como sus mecanismos de accion. Con la finalidad de desarrollar nueves farmacos
gue pudieran utilizarse con fines terapéuticos sin la posibilidad de producir efectos

trombogénicos.

HIPOTESIS

Los 17[i-aminoestrégenos prolame, buiolame y pentolame, en forma
contraria al 17G-estradiol, incrementan el tiempa de la coagulacion sanguinea Sus
efectos estrogénicos sobre el sistema reproductor son mediados a traveés de su

Interaccion con los receptores intracelulares para estrégenos

Dociciocw er Uiy iy oo dicis



Objetivos

5. OBJETIVOS
51 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los 17f-aminoesirégencs prolame, butolame y pentolame
sobre el sistema reproductor asi como su actividad anticoagulante empleando

como modelo la rata ovariectomizada.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintesis, purificacion y caracterizacion de prolame, butolame y pentolame.

b) Determinacion del efecto de prolame, butolame y pentolame sobre el tiempo de

la coagulacion sanguinea en la rata ovariectomizada

¢) Evaluacion de los efectos estrogénicos de profame, butolame y pentolame en
la rata ovariectomizada sobre. el peso del Gtero, las concentraciones sericas de
la hormona luteinizante (LH) y ia induccién del receptor intracelutar de

progesterana (estrégeno-dependiente) en la hipdfisis anterior.

d) Determinacion del curso temporal del efecto de pentolame sobre el pesc del

Utero y las concentraciones en suero de la LH.

@) Evaluacion de 1a mnteraccion de prolame, butolame y pentelame con el receptor

intracelular especilico de estrogenos
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES
6.1.1 Compuestos radiactivos

El estradiol E,[’H]-2,4,6,7 (1,3,5(10})-estrantrieno-3,17p-diol} con una
actividad especifica (a.e.) de 97 Cif/mmola y la promegestona ORG2058-[*H]-6,7
(16c-¢etil-21-hidroxi-19-nor-4-pregneno-3,20-diona) a.e. de 45 Cimmola, se

obtuvieron de Amersham International pic (Buckinghamshire, Inglaterra).
6.1.2 Compuestos radioinertes

El estradiol se obtuve de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EE UU) y su
pureza fue establecida por cromatografia en capa fina, El ORG-2058 se obtuvo de
Amersham International (Buckinghamshire, Inglaterra). Los aminoestrogenos
Prolame 17(3-(3-hidroxi-1-propilamino)-1,3,5(10)-estrantrieno-3-0f, Butolame 17p-
(4-hidroxi-1-butilamino)-1,3,5(10)-estrantrieno-3-0l y Pentofame 17p-(5-hidroxi-1-
pentitamino}-1,3,5(10)-estrantrieno-3-oi (fig. 1) se sintetizaron en el iaboratorio a
pattir de estrona; 3-hidroxi-1,3,5(10)-estrantrieno-17-ona que fue donada por
Syntex de México. Las alcohol aminas 3-amino-1-propancl, 4-amino-1-butanal y 5-
amino-i-pentanol asi como el borohidruro de sodio y el borohidruro de litio se
adquirieran de Aldnch (Milwaukee, W1, EE UU)

6.1.3 Disolventes
Los disolventes y reactivos utilizados en los expenmentos de sintesis de los

aminoestrogenos fueron de grado analitco |os disclventes empleados en &l

analisis de pureza de prolame, butolame y pentolame fueron grado HPLC




Figura 1

HO

R, = (CH,)sOH Prolame
R, = (CH,),OH Butolame
R; = (CH,)sOH Pentolame

Figura 1. Estructura quimica de los 17B-aminoestrogenos
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6.1.4 Material biolégico

Para |a realizacion de los experimentos se utilizaron ratas hembras adultas
(200-250 g) o ratas hembras prepuberes (80-100 g) de la cepa Wistar,
procedentes del bioteric de la Facultad de Medicina de la UNAM que se
mantuvieron en ciclos de luz-oscuridad de 12 h x 12 h con agua y alimento ad

fibiturm,

6.2 METODOCS

6.2.1 Purificacion de los compuestos radiactivos

La pureza radioquimica de los esteroides isotdpicamente marcados con
trtio se verificd por la técnica de dilucion isotépica inversa que incluyo
cromatografia en papel en el sistema NB, (folueno:iso-octano/metanol:agua,
67-33/60:40) y en el By de Bush (hexano:benceno/metanol:agua, 67:33/80.20),
seguida de recristalizaciones sucesivas de una alicuota a la que se le adicioné una
cantidad conocida, en términos de miligramos, del mismo estercide radioinerte

hasta la obtencidn de actividad especifica constante.

6.2.2 Sintesis purificacién y caracterizacién de los 17R-aminoestrogenos

prolame, butolame y pentolame

Los 178-amincestrégenos prolame, butolame y pentolame se sintetizaron
de acuerdo a los metodos descritos en la Iteratura (Fernandez ef af 1985, Leminl
et al. 1993} La ruta sintética consistic en la reaccién de 1 g (9 69 mmolas) de
estrona con 15 g (5 5 mmolas) de la amina primaria correspondiente (3-amino-1-
propanol, 4-amino-1-butancl ¢ 5-amino-1-pentanc) a una temperatura de 80-90°C
durante 4 h en 10 ml de éter 1sopropilico E! resultado de esta reaccion fue la
oblencion de la correspondiente imina como un séiido blanco que se triturd con 20

ml de acetona, se fitrd y se seco al vacio La mina obtenida (1 g = 4 5 mmolas) se

cas L r‘.,‘mn LR T e v
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disolvid en 20 ml de etanol, y se agregd 1 g de barohidruro de sodio o de fitio en
forma fraccionada durante 30 minuios. La mezcla de reaccion se calento a refiuje
por una hora y 30 minutos, después de la cual se dejd enfriar en un bario de hielo
para adicionarle 100 ml de agua. El precipitado formado se filtré, se lavd con agua

y se seco al vacio. La reduccidon de la imina permitid la obtencidén del 17(3-

aminocestrogeno requerido {fig. 2).

Los productos de la reaccion se aislaron y purificaron por cristalizaciones
sucesivas con metanol/éter isopropilico. El seguimiento de las reacciones se
realizd mediante cromatografia en capa fina utilizando placas de gel de silice 60
Merck F-254 (3 x 5 c¢m), con el eluyente hexano/acetaio de etio (70/30). Los
productos se observaron mediante luz uliravicleta y se revelaron con vapores de
yodo. La pureza y caracterizacién de los productos se llevd a cabo poer el
establecimiento de sus constantes fisicoguimicas y espectroscopicas utilizando
métodos de cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), analisis
elemental, espectroscopia de infrarrojo {IR), resonancia magnética nuclear de
hidrogeno (1H-RMN) y espectrometria de masas (EM).

La pureza de los compuestos se certificd por medio de HPLC en fase reversa,
utilizando un sistema de acetonitrilo/agua en una proporcién de 70/30. E!
cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién empleado fue un Millennium 2000
marca Waters con un detector de arreglo de diodos modelo 995. El punto de
fusion de los productos se determind en un aparato Electrothermal modelo 100

El analisis elemental de los productos se obtuve de Galbraith Laboratonies [nc
(Knoxville, TN, EE UU) Para la obtencidn de los espectros de infrarrojo {IR) en
pastilas de bromuro de potasio se utllizd un espectrofotémetro Nicolet FT-55X
Los espectros de rescnancia magngtica nuclear de hidrégeno (1H~RMN) se
registraron mediante un espectrofotometro Varian-Genurt de 200 MHz, en CDCl; -
DMSCdg v se expresaron en partes por milldn (ppm), usando como referencia
interna tetrametisilano Los espectros de masas se obtuvieron por impacto
electronico con introduccidn directa de la muestra a 70 electrén voltios (e v ) en un

espectrometro Hewlett-Packard 5885-8




Figura 2

N-(C Hg)R' OH

)
90°C . .
HN(CHp) OH —> O‘

HO

Estrona Imina

LiBH, ., EtOH

HN-(CHZ)R-OH

w

HO
Prolame; R=3

Butclame; R= 4
Pentolame; R=5

Figura 2. Sintesis de les 17k-aminoestrogenos: profame, butolame y pentelame
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6.2.3 Ovariectomia

las ovariectomias se realizaron en ratas Wistar adultas tres semanas antes
de iniciar los tratamientos. Los animales se anestesizran con hidrato de cloral (280
mg/Kyg de peso corporal) por via intraperitoneal. Se realizé una ncision transversal
de aproximadamente 1 cm en la region dorsal, procediendc a una segunda
incisién bilateral longitudinal en el misculo, a una distancia aproximada de 0.5 cm
de los misculos espinales dentro de la cavidad peritoneal hasta la localizacion del
utero y los ovarios. Los cuernos uterinos se ligaron y los ovarios se removieron.
Finalmente se suturg en los diferentes plancs y la region dorsal se desinfecté con

una solucion de benzal al 1 % (Bennet et af. 1670).

6.2.4 Evaluacion del efecto de prolame, butolame, pentolame y estradiol

sobre el tiempo de la coagulacién sanguinea

La evaluacion dei efecto de los diferentes aminoestrogenos sobre el tiempo
de coagulacion se llevd a cabo por e! método de microhematocrito {(Mandok et a.
1983, 1991; Rubio-Poo et al. 1983, 1985, 1990; Lemini ef al 1993). Se utilizaron
ratas Wistar ovariectomizadas distnbuidas de acuerdoe a su peso corporal, en

varios lotes conteniendo de 4-6 animales cada uno (Zar, 1984)

Las ratas recibieron por via subcutédnea (sc) durante 5 dias consecutivos
diferentes dosis de prolame, butolame, pentolame (1-1000 ng) o de E; {0.1-1000
1g) disueitos en .3 mi de propllenglicol empleado coma vehiculo Transcurridas
24 h despues de la Gltima administracion se determing el tiempo de coagulacion
La ccla de cada animal se sumergio en agua a 37°C durante 30 seqg vy
posteriormente se hizo una incision en la punta de donde se tomd la muestra de
sangre (25 ui) con un capilar no hepannizado En ese momento se acciond un

cronometre y el capilar se depositd sobie una base de madera en forma de

Sactoroao ur Conoas Bl s
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triangulo invertido que se incliné en un angule de £ 60° para permitir que ia
muestra de sangre se desplazara entre dos marcas del capilar separadas por una
distancia de 5 cm. El cronémetro se detuvo cuando la muestra de sangre en el
capllar se coaguld registrando el tiempo transcurrido.

Los experimentos se realizaron por lo menos 3 veces en uh mismo horario entre
las 8:30-11:00 h, manteniendo una femperaiura ambiente constante entre 22 vy

24°C. Como grupo control se utilizd un lote de animales que recibieron soio el

vehiculo.

6.2.5 Evaluacién del efecto estrogénico de prolame, butolame y pentolame

sobre:
6.2.5.1 El peso uterino

E! efecto de los aminoestrogenos sobre el peso del Utero se llevd a cabo
mediante métodos descritos por Astwood (1938); Evans et al. (1941) y Reel ef af
{1996). Los mismos animales que se utilizaron para la determinacion del tiempo de
la coagulacion se decapitaron. El lUtero se removid y se peso, mientras que la
sangre colectada se utilzd para determinar concentraciones de LH en suero
Como controles del experimento se emplearon tres grupos. ios animales tratados

con E», aquellos que solo recibieron el vehiculo y ratas intactas sin tratamiento.

6.2.5.2 El eje hipotalamo-hipofisis

La muestras de sangre gue se obtuvieron en el expermento anterior se
dejaron a temperatura ambiente hasta la retraccion del coagulo. El suero se
obtuvo por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min Las concentraciones en
suero de LH se cuantificaron per medio de radioinmunoanalisis en fase liquida de

doble anticuerpo (Migdie, 1966, Toreil y Larson 1978), con reactivos y protocolo
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proporcionados por el National Hormone and Pituitary Program {Rockville,
Maryland, EE UU). Los coeficientes de variacion inira e inter-andlisis fueron de 4.6
% y 82 % respectivamente y los resultados se expresaron en ng/ml. Como
controles del experimento se utilizaron ios sueros de los animales que recibieron

E,, el vehiculo y ratas intactas sin tratamiento.
6.2.5.3 La adenohipéfisis

La expresién del receptor de progesterana (RP) estrogeno-dependiente se
indujo en la hipofisis anterior de ratas Wistar adultas ovariectomizadas. Los
animales se distribuyeron en tres grupos de 9 ratas cada uno. El primer grupc
recibid 850 pg de pentolame, el segundo 1 pg de E; y un tercerc 0.3 ml de
propfienglicol por via subcutanea duranie 5 dias consecutives. El dia posterior a la
altima administracion, los animales se decapitaron y se obtuvo la adenchipofisis
El tejido adenohipofisario se lavé con buffer TEDMGL (Tris HC1 20 mM |, pH 7.4 &
4°C, EDTA 1.5 mM, dithiotretol 0.25 mM y moiibdato de sodio 10 mM , 10 % de
glicerol viv y 1 pg/ml de leupeptina) se secd y se pesd. Posteriormente se
hormogeneizéd con buffer TEDMGL (en una relacion peso/volumen de 1/8) en un
politrén con pistilo de teflon. El citosol se obtuvo at centrifugar el homogeneizado a

105,000 x g durante 1 h a 4°C en una ultracentrifuga Beckman XLS0 con un rotor

SW a0 1

El contenido de proteinas totales se determind en alicuotas del citosol por el
método de Bradford (1976). B citosol (3-5 mg proteina/mi) se incubd durante 4 h a
4°C en presencia de ORG2058-H] (radioligando especifico del receptor de
progesterona) a una concentracion de 3 nM. Una vez transcurrido el tiempo de
mcubacion, el ¢itosol tntiado se depositd sobre la superficie de un gradiente lineal
de sacarosa (20-35%) suplementado con 10 % de glicerol. Los gradientes se
centrfugaron en una ultracentrifuga Beckman XL90 (rotor vertical VTiBS) a
400.000 x g durante 2 h vy treinta mmutos a 2°C. El fondo de! tubo de cada

gradiente se perford y se colectaron fracciones de apreximadamente 85 ul La
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radiactividad de cada fraccion se cuantificd en un espectrémetro de centelleo
liquido Packard Tri Carb medelo 1800TR con una eficiencia del 69 % y se utilizd

Instagel® como solucidn de ceniellec,

El guenching se corrigié en todas las muestras por estandarizacion externa. El
coeficiente de sedimentacidn del complejo hormona-receptor se caleuld tomando
como referencia el coeficiente de sedimentacion (4.6) de la albimina sérica de
bovino (ASB), la cual se corrié en forma paralela en otro gradiente (Kouvonen et
al. 1978). La unién no especifica se valord en incubaciones en paralelo que
contenian un exceso de 200x de ORG2058 radioinerte (Vilchis ef al 1986; Pérez-
Palacios ef al. 1991}

Determinacién de la constante aparente de disociacién (Kg) v del

ndmero de sitios de union (NSU) del receptor de progesterona

Las constantes fisicoguimicas Ky y NSU del receptor de progesterona

inducido con la administracion de pentolame, se obtuvieron mediante curvas de

saturacion las cuales se graficaron de acuerdo a lo descrito por Scatchard (1949)

En la realizacién de estos experimentos se utilizaron ratas Wistar
ovariectomizadas tratadas dianamente con 850 pg de pentolame durante 2 6 4
dias consecutivos. Come controles del experimento se utitizaron grupos de
animales que recibieron 1 pg de E; o dnicamente ef vehiculo (0.3 ml) Veinticuatro
horas despueés de la Olbma administracidn, les animales se decapitaren v se
disecaron las adenohipdfisis. Los tejdos se homegeneizaron en buffer TEDMGL
en una relacion peso/volumen de 1/6 con un politrdn con pistilo de teflon El citosol
se obtuvo al centrifugar ¢l homogeneizado a 105,000 x g durante 1 h a 4°C en una

ultracentrifuga Beckman XL90 y un rotor SW 50 1
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El contenido de proteinas totales se determind en alicuotas del citosol por el
método de Bradford (1876). El citosol (3-5 mg proteina/mi) se incub6 durante 18 h
a 4°C con ORG2058-°H a las concentraciones de 2, 4 y 8 nM. El esteroide no
unido se separd agregando una suspension de carbon-dextran (250 mg carboén
activado y 25 mg de Dextran T-70 disueltos en 100 m! de buffer TEDM) agitando
durante 4 minutos. Posteriormente ia suspension se centrifugé a 3000 rpm durante
10 min a 4°C y del sobrenadante se tomaron alicuotas de 200 ul para determinar
el contenido de radiactividad en un espectrometro de centelleo liquido Packard Tri
Carb modelo 1900TR con una eficiencia del 69 %. Se us0 Instagel® como

solucién de centelleo.

6.2.6 Determinacion de los cursos temporales del decaimiento del efecto de
pentolame sobre el peso del Gtero y las concentraciones circulantes

de la hormona luteinizante

Las determinaciones de los cursos temporales del decamiento de ios
efectos de pentolame sobre el peso del (tero y las concentraciones circulantes de
LH se llevaron al cabo en ratas ovanectomizadas distribuidas en grupos de 5
animales por grupo. Las ratas recibieron por via subcutanea 500 6 1000 pg de
pentolame disuelto en 0.3 ml de propilenglicol, durante 5 dias consecutivos Los
cursos temporales del decaimiento del efecto se establecieron en funcién a ia
permanencia del efecto de pentolame en periodos de 1 a 7 dias posteriores a la
Ultima administracion. Las muestras de sangre y los Uteros se obtuvieron en la
misma forma descrita con anteniondad. Para evaluar el efecto uteroirofice se
utiizaron los métodos descritos por Astwood (1838}, Evans (1841) vy Reel (1986) y
ios metodos de Migdiey (1986) y Torell y Larson (1978) para la evaluacidn del
efecto sobre fas concentraciones de LH Como controles del expenmento se
emplearon grupes de ratas ovarniectomizadas tratadas con Ep (5 pg). ratas
ovanectomizadas que reciieron solo el vehiculo (0 3 ml) y ratas hembras intactas

sin tratamiento
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6.2.7 Interacciéon de prolame, butolame y pentolame con el receptor

intracelular de estrogenos

la interaccion de los aminoestrogencs con el receptor intracelular de
estrogenos (RE) se establecio por medio de andlisis de competencia (Chavez et
al. 1985), para lo cual se ulilizd el citosol obtenido del dtero de ratas Wistar
hembras prepiberes como la fuente del receptor de estrogenos. Los animales se
decapitaron y se obtuvieron los (teros que fueron homogeneizados en buffer
TEDML en un politrén. El citosol se obtuvo centrifugando el homogeneizado a

105,000 x g durante 1 h a 4°C. El contenido de proteinas totales se determind en

alicuotas del citosol por el método de Bradford (1976).

Del citosol se tomaron alicuotas de 200 pl (3-5 mg de proteina/ml) y se incubaron
en presencia de concentraciones a saturacion de estradiol tritiado (1 nM) vy
concentraciones crecientes de prolame, buiolame y pentolame (1 nM-1 mM)

durante 18 h a 4°C.

Como controles del experimento se incubaron concentraciones crecientes de Ez
(1-500 nM) u ORG-2058 (1 nM-1 mM) radioinertes. La separacion de la fraccion
unida de Ta hbre se llevo at cabo por la adicién de una suspensidn de carbon-
dextran {250 mg carbon activado y 25 mg de Dextran T-70 disueltos en 100 mi de
buffer TEDM), agitando durante 5 min y posteriormente centnfugando 10 min a
3000 rpm. Después de la centrifugacion, se tomaron alicuotas del sobrenadante
para determinar el contenido de radiactividad en un espectrémetro de centelleo
tiquido Packard Tri Carb modelo 1900TR con una eficiencia del 69 % y se usd
instagel® como solucidn de centelleo Los resullados se expresaron como el

porcentae de umén ai RE tomando la union del £ tntiado como 100 por cliento.
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La afinidad relativa de unidn (ARU) de prolame, butolame y pentolame se calcult a
partir de la constante de inhibicién al cincuenta por ciento (K,) de cada compuesio,

considerando un valor de 100 para el estradiol {Cheng y Prusoff, 1873).

6.2.8 Analisis estadistico

La significancia estadistica de fas diferencias entre los grupos se estimo por
analisis de varianza (ANCOVA). Las diferencias entre el grupo conirol y los grupos
tratados se estimaron por los métodos de Dunnett, Tukey o t de Student
apropladas para cada caso en particular (Zar, 1984) Llos resultados se
consideraron significafivos cuando el valor de p fue menor a 0.05. Todos ios
experimentos se realizaron por lo menos 3 veces. Los resultados se expresaron

como el promedio % el error estandar de la media (EE).

6.2.9 Determinacion de las dosis efectivas e inhibitorias al cincuenta por

ciento

Las dosis efectivas cincuenta (DEsp) y las dosis mhibitorias cincuenta (Disg)
se calcularon a partir de los datos de las curvas dosis-respuesta utilizanda el
programa Microcal® Origin®@ version 4.1 (Copynght® 1991-1986 Microcal
Software Inc.)

Doctorade o Crene o T e <o



Matenales y Métodos

6.2.10 Correlacion entre la potencia estrogénica y la longitud de la cadena

amino-alcohol de los 178-aminoestrégenos

£l analisis de correlacion se realizd al graficar la potencia relativa de los
17R-aminoestrogenos y el E» contra la longitud de la cadena amino-alcohol del
carbono 17. Los coeficientes de correfacion se obtuvieron mediante regresiones
lineales utilizando el programa Microcal® Origin® versién 4.1 (Copynght®© 1991-
1696 Microcal Software Inc.)

Dectorade en Cenc.as Biomadaicas
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7 RESULTADOS

7.1  Sintesis de los 17R-aminoestrégenos: prolame, butolame y pentolame

Los aminoestrégenos prolame, butolame y pentolame sintetizados se
purificaron por cristalizacion fraccionada y se caracterizaron por técnicas de
cromatografia y espectroscopia. Mediante HPLC se establecid la pureza de estos
aminoestrogenos cbteniendo sus tiempos de retencidn (5 min) que fueron distintos
de los de estrona (10 min) v estradiol (15 min) (Apéndice 9 1). Ei establecimiento
de la linearidad de cada compuesto nos permitio establecer que su pureza fue
mayor al 989 %. Con estos datos fue posible asegurar que los compuestos
sintetizados se encontraban libres de impurezas que por su naturaleza quimica,

pudieran interferir con nuestros resultados.

7.2 Constantes fisicoquimicas de prolame, butolame y pentolame
obtenidas mediante espectroscopia de infrarrojo {IR), espectroscopia
de resonancia magnetica nuclear (RMN) y espectrometria de masas
(EM)

Las constantes fisicoquimicas de prolame, butolame v pentolame asi como
sus caracteristicas espectroscopicas de IR, RMN y EM, semejantes a las

reportadas previamente, fueron las siguientes.

Prolame: 173-(3-hidroxi-1-propilamino}-1,3,5(10)-estrantrieno-3-ol

Rendimiento 96 % pf 188-200° C IR, vy 3422 (OH), 3272 (NH), 1605
(anifio aromatico) em’’ RMN-H. & 0 85 {5, C-18), 1 15-2 25 (m). 2 62 (1, C-19), 3 15
{s, OH), 342 {t, C-21) 645 {d, C-4 y C-2), 70 (d, C-1} EM m/z 329 (Apendice
92-9.4)
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Butolame: 178-(4-Hidroxi-1-butilamino}-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol

Rendimiento: 95 % pf. 147-148 °C. IR, vmax 3400-3240 (OH), 3180-3020
(NH), 1610 (anillo aromatico) em™. RMN-H, 8 0.75 (s, 3H, 18-CH3), 1.17-2.31 (m),
2,63 (m, 2H,-OH y NH) 2.77 (m, 3H,-N-CHp vy 17-CH), 3.57 (t, J=6.20 Hz, 2H,
CHgOH), 6.55 (d, J=2.7 Hz, 1H, H-4), 6.62 (dd, J=8.4 Hz y 2.7 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%). (Apéndice
9.5-9.7)

Pentolame: 175-(5-Hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10}-estratrien-3-ol

Rendimiento: 96 %. p.f. 164-165° C. IR, vmax 3400-3240 (OH y NH), 1605
(aniflo aromatico) cm™. RMN-H,  0.72 (s, 3H, 18-CH3), 1.18-2.32 (m), 2.64 (m,
2H,-OH y NH) 278 (m, 3H,-N-CHp y 17-CH), 3.63 (t, J=6.40 Hz, 2H, CHOH),
6 57 (d, J=2.6 Hz, 1M, H-4), 6.64 (dd, J=85 Hz y 2.6 Hz, tH, H-2), 7 11 (d, J=8.5
Hz, 1H, H-1). EM miz 357 (M 18 %), 284 (29 %), 142 (100 %) (Apéndice 9.8-9.10)

7.3 Efecto de prolame, butolame, pentolame y estradiol sobre el tiempo de

la coagulacion sanguinea

El efecto de los aminoestrégenos y el E; sobre el tiempo de la coagulacion
sanguinea de la rata Wistar ovariectomizada se puede observar en la figura 3. l.os
resultados muestran que el prolame, butoiame y pentolame tienen capacidad para
incrementar el tiempo de la coagulacion sanguinea en un 20 a 25 % con respecto
al grupo control y este aumento es significativo (p<0 05 vs vehiculo, 100%). Sin
embargo este efecto inicia a dosis diferentes para cada compuesto Por otro lado
el efecto que produjo el E» fue opuesto al presentado por los aminoestrogenos ya
que disminuye el tiempo de la coagulacidon Los efectos del E; con respecto al
grupo control se presentaron de forma significativa (p<005) a partr de la
administracion de las dosis de 10 ug v a dosis mayores puede observarse una

disminucion  del  tempo de la  coagulacon  hasta oen un 30%
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Figura 3. Curvas dosis-respuesta del efecto de los 17R-ammoestrdgenos. prolame, butolame y pentolame y el estradiol sobre

el tempo de la coagulacion sanguinea en ratas Wistar ovarniectomizadas. Cada punto representa el promedic + EE de 8-12

animales *p< 0 05 vs vehiculo 100% (----)
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Resultados

7.4  Efecto uterotrofico de prolame, butolame y pentolame. Dosis efectiva

media (DEsg) y potencia relativa

Los aminoestrégenos prolame, butolame y pentolame produjeron aumentos
del peso del Utero de ratas ovariectomizadas que fueron significativos (p<0.05 vs

vehiculo) y dependientes de la dosis (fig 4).

Los 17B-aminoestrégenos prolame y pentolame indujeron el crecimiento y
ta recuperacion total del peso del Gtero. El efecto maximo de prolame se observa a
fa dosis de 25 pg, mientras que en pentolame es de 500 pg. Esio demuestra que
estos compuestos son menos potentes que el estradicl, el cual alcanza su efecto
maximo a la dosis de 5 pg. El butolame es el aminoesirdgeno que muestra una
eficacia menor debido a que no jogra la recuperacion del peso del Gtero en su
totalidad.

A partir de la dosis efectiva media (DEs;) se determind la potencia relativa
de cada aminoestrogeno evaluado con respecto al estradiol (Tabla 1). Los
resultados indican que los aminoestrogenos exhiben una potencia estrogénica
menor a la de!l estradiol, siendo el prolame el compuesto méas potente de los tres
aminoestrogenos evaluados, pero es aproximadamente 6 veces menos potente
que el B El gradiente de potencia estrogénica de los aminoestrogenos en sentide

decreciente es prolame > butolame > pentolame
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Tabla 1. Dosis efectivas medias {DEs) ¥ potencia relativa
de los 17R8-aminoestrégenos en el (tero
de ratas Wistar ovariectomizadas

Limites de
Esteroide DEsq confianza Potencia relativa
(ng) (95%)
Esfradiol 0.66 0.4-0.9 100
Prolame 4.10 3.2-51 16
Butelame 17.1 15.8-19.6 4
Pentolame 420 410-430 015

7.5 Curso temporal del decaimiento del efecto de pentolame sobre el peso

del Gatero

La figura 5 nos muestra el curso temporal del decaimiento del efecto de
pentolame sobre el peso del Utero de la rata ovariectomizada. Observamos que el
efecto de las dos dosis de pentolame asi como el del E; fue significativo (°p < 0.01
vs vehiculo) y se mantuvo durante 6 dias después de la dltima administracion. E
comportamiento en la disminucién del efecto uterotréfico de pentolame fue muy
simitar al que presenté el Ez. §1 comparamos el efecto de pentolame y el E; con
respecto al peso del Utero de Ias ratas intactas, observamos que al quinto dia
después de terminar el fratamiento existieron diferencias significativas (°p < 0 01)

en la disminucidn del efecto
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7.6 Efecto antigonadotréfico de prolame, butolame y pentolame. Dosis

inhibitoria media (Dlsy) y potencia relativa

El efecto de prolame, butolame y pentolame sobre las concentraciones
séricas de la LH de la rata Wistar ovariectomizada se observa en la figura 6. Los
fres  aminoestrogenos seftalados tuvieron la capacidad de disminuir las
concentraciones de la LH en suero. Este efecto de los aminoestrogenos fue
dependiente de [a dosis administrada y significativo con respecto al grupo control
(p<0.05} a partir de la dosis de 25 ug del prolame, 50 ug para butolame y 500 ug
en el caso de pentolame Las dosis a las cuales los aminoestrégenos exhibieron

un efecto antigonadotréfico fueron mayores que las de E.

La capacidad de cada aminoestrégeno para inhibir las concentraciones de
la LH en suero se determind en base al efecto maxime producido por el estradiol v
las concentraciones en suero de ratas intactas. Los tres compuestos evaluados
redujeron las concentraciones circulantes de LH en la misma magnitud que el
estradiol aungue como se observa se requireron dosis mayores de los

aminoestrégenos para obtener este efecto maximo

Las Dlso y la potencia relativa de prolame, butolame y pentolame indican
que los aminoestrégenos tuvieron una potencia estrogénica menor a la del E, y
que existen diferencias importantes en la potencia relativa de cada unc de ellos
(Tabla 2) E! aminoestrégenc que exhibid la mayor potencia imhibitona fue el

prolame seguido de butclame y pentolame.
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Figura 6, Curvas dosis-respuesta del efecto de los 17R-aminoestrogencs, prolame.
butclame y pentolame sobre ias concentracicnes de LH en el suero de ratas Wistar
ovariectomizadas. Cada punto representa el promedic + EE de 8-12 animales.
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Tabla 2. Dosis inhibitorias medias (Disy) y potencia relativa de los 170-
aminoestrogenos sobre las concentraciones circulantes

de LH en ratas Wistar ovariectomizadas

Limites de
Dlgy confianza Potencia
Esteroide (ug) {95%) relativa
Estradiol 0.2 0.1-0.3 100
Prolame 8.1 7-9 26
Butclame 17 15-20 1.2
Pentolame 860 853-867 0.02

7.7 Curso temporal del decaimiento dei efecto de pentolame sobre las

concentraciones circulantes de LH

La figura 7 nos muestra el curso temporal del decaimiento del efecto de
pentolame sobre las concentraciones de LH El pentolame (500 y 1000 pg) y el Ez
(5 ug) mostraron un patron en et curso temporal del efecto muy similar y en ambos
casos significativamente diferentes dei vehiculo (*p < 0.01) Esta efecto se observo
duranie 4 dias después de la tltima administracion En el quinto y sexto dias post-
tratamiento los niveles de LH se elevaren por encima de los valores obtenidos
tanto en el grupe que recibio el vehiculo como en el grupo de ratas intactas (“p <
0 01) Al septime dia despues del tratamiento cbservamos que los niveles de LH

son muy semejantes a los del grupo que recibio el vehiculo
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7.8 Induccién del receptor intracelular de progesterona estrégeno-

dependiente en la hipofisis anterior

El pentolame tuvo fa capacidad de inducir la presencia de receptores de
progesterona (RP) estrégeno-dependientes en la hipéfisis anterior de ratas

ovariectomizadas (fig 8A).

En la figura 8A y 8B, se aprecia un pico de radiactividad que denota la
presencia del RP unido al *H-ORG2058 (ligando especifico del receptor de
progesterona). Este complejo receptor-radioligando presenta un coeficiente de
sedimentacion de 8 unidades Svedberg (S) igual al obtenido en el gradiente gue

corresponde al tratamiento con E; (fig 8B)

La figura 8C representa el gradiente del citosol de los animales que
recibieron solo el vehiculo y como puede apreciarse no aparece ninguna zona
radiactiva. Los circulos blancos indican la unién especifica del ORG-2058 por el

RP gue se observa como a abolicion del pico de radiactividad
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Figura 8. Induccion del RP estrogeno-dependiente en adenohipdfisis de rata Wistar ovaneciomizada después de la
administracién de 850 pg de pentolame 6 1 pig de estradio! (circulos cerrados) La union especifica se obtuvo al
adicionar un exceso de 200x da ORG-2058 {circulss ablertos) en un gradiente en paralelo. El valor del coeficiente
de sedimentacion del cemplejo RP-ORG2058 se determing a partir del valor del complejo ASB-ORG2058 que se
Indica ¢on las flechas n =12 Sup = parte superior del gradiente
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7.9 Constantes de disociacién {Kg) y niimero de sitios de union (NSU) del

receptor de progesterona

Las constantes fisicoquimicas del RP, Ky y NSU se obtuvieron por medio de
un analisis de saturacion y se calcularon a partir de graficas al estilo de Scatchard
(1949). Los valores de fas constantes del RP inducidas por el pentotame fueron
similares a las obtenidas con el E; (fabla 3) La administracion durante dos dias de
la dosis efectiva media de pentolame {850 pg) y estradiol (1 jg) obtenidas en los
experimentos scbre el peso uterino, fueron suficientes para inducir la presencia del
RP. EI NSU no varié al comparar 2 y 4 dias de tratamiento (tabla 3).

Tabla 3. Constantes aparentes de disociacion (Kd) y numero de sitios de
union (NSU)} del receptor de progesterona en la hipdfisis anterior

Dosis Dias Kd NSU/mg
Esteroide administrada de profeina
(ng) tratamiento (10° M)
Estradiol 1 2 5.2 0.16
Estradiol 1 4 35 0.12
Pentolame 850 2 5.1 0.17
Pentolame 850 4 4.9 0.14
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7.10 Interaccion de prolame, butclame y pentolame con el receptor
intracelular especifico de estrégenos. Afinidad relativa de unién (ARU)

y constante de inhibicion (K;).

El analisis de competencia de los aminoestrégenos por el receptor
especifico de estrégenos, nes permitié establecer que estos compuestos tienen la
capacidad para interactuar con ei receptor intracejular especifico de estrégenos
{fig 9). Podemos apreciar que se requierieron concentraciones mayores de los
aminoestrégenos que del E; para obsetvar la interaccion. Par otro lado cada
aminoestrogeno requind de una concentracien diferente para competir con el
estradiol tritiado por el receptor de estrogenos. El ORG-2058 es un control del
experimento debido a que es una progestina sintética que no interactda con 2l

receptor especificce de estrdégenos,

Los valores de la afinidad refatva de umién (ARU) y ta constante de
inhibicién (K)) (tabla 4) muestran que prolame, butolame y pentolame tienen una

afinidad menor por ei receptor que la que presenta el E,.

La afindad de los aminoestrogenos prolame y butolame fue muy
seme|jante, mientras que el pentelame fue el amincestragenc que mostrd la menar

afinidad de los tres compuestos evaluados.
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Tabla 4. Afinidad relativa de unién (ARU) y constantes de
inhibicion {Ki) de los 17R-aminoestrégenos per
el receptor de estradiol

Esteroide ARU Ki

Estradiol 100 5.2 (10° M)
Prolame 0.11 4.5 (10° a)
Butolame 0.14 3.5 (10° M)
Pentolame 0.03 16.0 (10°° M)

7.11 Relacion estructura quimica/actividad biologica

Los valores de las potencias relativas obtenidas de experimentos antericres
se emplearon para establecer una correlacion entre la potencia estrogénica de los
aminoestrogencs evaluados y la longitud de la cadena alquilica del grupo amino-

alcohal,

Para obtener los coeficientes de correlacion (R) se considerd que el
estradiol no contiene cadena alquilica v se le asignd un valor de cero, mientras
que para los aminoestrégenos el valor fue de 3 para prolame, 4 para butolame y 5
en el caso de pentolame. Estos valores se graficaron contra la potencia

estrogénica de cada compuesto

En la figura 10 se utilizaron los valores de 1a potencia estrogénica de los
aminoestrogenos y &l Ep para incrementar el peso del uters donde obtuvimes un

cocticiente de correiacion de 0 91
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En la figura 11 se grafico el resultado de la potencia de estos compuestos
para inhibir las concentraciones en suero de LH y el valor del coeficiente de

correlacion fue de 0.94.

100} < a = estradio!
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R=0.94
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0.01L 1 . : L .
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Figura 11. Reiacidn estructura quimica-actividad estrogénica
del prolame, butolame, pentelame y estradiol sobre las concen-
traciones de LH en suero de ratas Wistar avariectomizadas
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Potencia Relativa

Resuitados

Recientemente nuestro grupo de investigacion establecid un convenio de
colaboracion con la Universidad de Baylor en Houston Texas con el objetivo de
evaluar la actividad estrogénica de los aminoestrogencs prolame, butolame y
pentolame. Esta evaluacion se hizo utilizando un sistema in vitro de céiutas Hela
co-transfectadas con un vector de expresién para el receptor de estrégenos
humano o 6 B y un vector reportero (Cloramfenicol acetil transferasa, CAT)
(Bagchi ef al. 1992), Las potencias relativas obtenidas se graficaron y los
coeficientes de correlacion (o = 0.8% y @ = 0.98) indican que también en este
sistema existe una relacién directa entre la acfividad biologica de cada
aminoestrégena y el nimero de carbonos que constituyen a la cadena del grupo

amino-alcohol (fig 12 y 13).

100}
R=0.99 a = estradicl
10} b = prolame
¢ = butolame
d = pentolame
1L
0.1}
0.01 1 1 1

0 1 2 3 4 5

No. de carbonos de la cadena

Figura 12 Relacion estructura guimica-actividad estrogénica
del prolame, butolame, pentolame y estradiol en ceiulas Hela

transfectadas con el receptor alfa de esfrogenos
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se realizd 1a evaluacién de los efectos de los 171-
aminoestrégencs prolame, butolame y pentolame sobre el tiempo de ia
coagulacidén sanguinea y el sistema reproductor asi como su interaccion por el

receptor intracelular especifico de estrogencs en la rata Wistar ovariectomizada.

Los 17B3-aminoestrégenos evaluados tienen la capacidad de incrementar
en forma significativa el tiempo de la coagulacidn sanguinea en la rata. Estos
resuftados son similares a trabajos anteriores en donde la administracion de
17R-aminoesirdgenos a ratones y ratas macho resulié en un aumento importante
del tiempo de la coagulacién sanguinea (Rubio-Péo et al. 1985, 1980; Mandok
et al. 1991: Lemini ef al. 1993). Por otra parte la administracion del estradiol
produjo un efecto procoagulante, hecho que confirma estudios anteriores acerca
de que los estrogenos naturales o sintéticos pueden maodificar el proceso
hemostdtico a diferentes niveles en el roedor y en los mamiferos incluyendo al
ser humano {(Mammen, 1982). Los estrégenos interfieren en la sintesis de las
proteinas que participan en el proceso de la coagulacion y la fibrindlisis.
Aumentan los niveles de factores dependientes de la vitamina K como el factor
VIl y VI (Qwens ef al. 1986), elevan los niveles del fibrindgeno y el factor X1 y
disminuyen las concentraciones de antitrombina 11l (Gordon et al. 1980, Owens
ef al 1986; Meade ef al. 1990; Caine et al 1992, Lee et af. 1993, Citarella ef al.
1996, Mellahn et al. 1998).

E! tempo de la coagulacion es un parametro que nos indica la actividad
de ios factores que partictpan en la cascada de eventos hacia la formacion del

caagulo. Mediante las resultados obtendos podemos sugenr que la parbcipacion
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los 17B-aminoestrogenocs evaluados vy el E; en estos eventos se llevan a cabo

de manera distinta.

La adicion del grupo amino-alcohel sobre el carbono 17 del hidrocarburo
estrano juega un papel de importancia para poder observar el efecto en el
tiempo de la coagulacién y es probable que la longitud de la cadena de
metilenos pueda tener influencia en la potencia anticoagulante de cada

aminoestrogeno.

Las observaciones acerca del efecto de los 17R-aminoestrégenos y el
estradiol sobre el tiempo de coagulacidn y los antecedentes del efecto adverso
de la administracién de estrégenos (Auger y Mackie, 1988, Caine ef a/. 1992:
Meade ef al. 1990; Meilahn et al. 1998; Noteloviiz et al. 1981; Psaty ef al. 1993;
Samsice, 1994). nos motivaron a realizar la evaluacién de la potencia
estrogenica de los 170-amincestrogencs dirigida al desarrollo de nueveos
farmacos que pudieran utilizarse con fines terapéuticos, sin la posibilidad de

producir efectos trombogénicos

La evaluacion de la potencia estrogénica del prolame, butolame vy
pentolame se realizé in vivo e in witro en ratas Wistar ovariectomizadas. Estos
marcadores biolégicos incluyeron el efecto sobre el sistema reproductor a nivel
perférico (incremento del peso del Gtero), la inhibicién de la LH y la induccion del
receptor de progesterona en la hipofisis anterior, asi como la determinacion de la
afinidad de unién de este grupo de compuestos por el receptor intracelular de

estrogencs,

El dtero es un drgano blance para las hormonas estrogénicas debido a
quec contiene los receptores especificos que permiten la transcripeidn de genes
que reguian el crecimento y diferenciacion de fas diferentes celulas que

camponen el tepdo del (tero (nwemetrio, endometnio, epitelio lunwenal, etc),
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{Astwood, 1938; Eriksson et al. 1978; Grunert et af. 1984; Branham et al. 1993).
En ausencia de hormeonas estrogénicas el dtero inicia un proceso de
adelgazamiento y atrofia que puede revertirse por la administracion exégena de

compuestos que poseen actividad estrogénica (Evans, 1941; Branham ef al.

1993).

En nuestros resultados observamos que los 178&-aminoestrégenos
prolame, butolame y pentolame, poseen actividad estrogénica al restaurar el
peso del Utero de las ratas ovarectomizadas. La potencia de este efecto es
menor a la del estradiol, hecho que concuerda con resultados previos donde
utilizaron el indicador de comificacién vaginal come marcader bioldgico de
actividad estrogénica (Rubio-Péo et al. 1985,1990; Lemini ef al. 19983). Al
parecer la sustitucion del grupo alcohol del carbono 17 por el grupo aminc-
aleohol disminuye la potencia estrogénica. Tambien observamos que existen
diferencias en la potencia de cada aminoestrégenc que guarda una relacion

inversa en funcion a la longitud de la cadena de metilenos del grupo amino-

alcohol,

Los estrogenos actlian a nivel de sistema nervioso central mediante
mecanismos de retroalimentacion positivos 0 negativos que permiten entre otras
cosas el control de su biosintesis, la biosintesis de cierto tipo de receptores y 1a
estimulacion de la sintesis y la liberacion o [a inhibicidn de ciertas hormonas
protéicas como la hormona luteizante (LH) vy la hermona foliculo estimulante

(FSH) (Gower, 1988; Mc Donnell ef &/ 1993)

Las hormonas troficas como la LH se biosintetizan en los gonadotrofos de
la hipofisis antenor y es el estradiol junto con otras moléculas la hormona que
estimula o mhibe 1a kberacion de la LH dependiendo de las concentraciones de
estradiol que se encuentran en el torrente circulatoro  Si los niveles de

estrogenos son muy bajos se estimula la hberacion de {a LH, por el contranc
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cuando los niveles de estrégenos se encuentran elevados se activan los

mecanismos de inhibicion de la liberacidén de LH (Rebar et al. 1695).

Las concentracionss en suero de la LH pueden detectarse mediante
radicinmunoanalisis {Midgley, 1966; Thorell y Larson, 1978) y cuantificarse en
forma indirecta el efecto de un farmaco con propiedades estrogénicas que esté

actuando a nivel del eje hipotalamo-hipéfisis-gdnada.

Los aminoestrogenos prolame, butolame y pentolame inhiben las
concentraciones en suero de la LH en la rata ovarieciomizada. Esto sugiere que
estos compuestos actian en el hipotadlamo v en la hipéfisis de manera similar al
estradiol Por ofra parte encontramos que la potencia estrogénica de esta clase
de compuestos es menor a la del estradiol, lo cual indica que estos compuestos
actdan como agonistas parciales a nivel perifénco (tendo uterino), sobre la
adenohipofisis © en el eje hipotalamo-hipdfisis. De igual manera existe la misma
relacién inversa entre la potencia estrogénica y la longiiud de la cadena del
grupo amino-alcohol, donde el prolame es el compuesto con mayor actividad

estrogénica, seguide por €l butolame y el pentclame

El curso temporai del efecto nos permite evaluar diferencias en el efecto
de un farmaco a través del tempo y predecir parametros farmacocinéticos tales
como el efecto maximeo, el tiempo de vida media y la depuracidn metabdlica. En
este trabajo se muestran los cursos temporales del decaimiento de ios efecto de
pentolame y estradiol en el pesc del Gtero y sobre las concentraciones en suero
de la LH. E! patrén de la desapancion del efecto es muy similar entre el
pentolame y el esfradiol en ambos expenmentos (pesc del utero vy

concenfracionas de LH)




Discusién

En los cursos temporales dal decaimiento del efecto del pentolame vy el
estradiol sobre el peso del Utero, se chservd una disminucidn progresiva

contintta hasta el sexto dia posterior a la Gitima administracion.

Los patrones de los cursos temporales del decaimiento del efecto de
pentolame y estradiol scbre las concentraciones en suero de la LH son
diferentes a los observados en el peso del uUtero. Sin embargo ambos
compuestos muestran similitudes de comportamiento. El efecto maximo se
observa cuatro dias después de la dliima administracién, mientras que en ei
quinto dia observamos un incremento significativo de las concentraciones de LH.
Este incremento puede estar mediado a través del mecanismo de
retroalimentacién que efercen los estrogenos a mivel de la hipofisis en donde
podria existir una acumulacién de LH gue se libera después del cuarto dia,

cuardo las concentraciones de pentolame o estradiol disminuyen,

Por otro lado la disminucion del efecto estrogénico de pentolame y
estradiol son muy similares pudiéndose interpretar que sus valores en los

tiempos de vida media y en [a depuracidn metabdtica son muy semejantes.

Los estragenos intervienen de manera selectiva en la biosintesis de
ciertas proteinas como es el caso del receptor de progesterona estrogeno-
dependiente en la hipdfisis anterior {(MacLusky y McEwen, 1978, 1980). Asi la
administracién de pentolame en la rata ovariectomizada indujo la presencia de
una proteina en la hupdfisis y de acuerdo a sus propiedades de unidn con el
ORG-2058 y sus constantes fisicoquimicas (Kq y NSU) se establecio la
auntenticidad del receptor especifico de progesterona. Si consideramos que &

pentolame es el aminoestrégens con menor potencia estrogénica que prolame y
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Discusicn

butolame podemos suponer que la administracién de prolame o butolame podria

inducir esta misma respuesta,

Los resultados dsl efecto estrogénico de los aminoestrégenos prolame,
butclame y pentclame sobre el sistema reproductor de ratas ovariectomizadas
nos permitieron concluir que estos compuestos se comportan como agonistas
parciales, sin embargo, estos efectos pudieran deberse a la biotransformacién
de los mismas (McGregor y Jordan, 1998). Por esta razén fue necesario utlizar
un sistema que nos permitiera determinar si los aminoestrégenos podrian
interactuar con receptores especificos de estrogenos (Stancel et al. 1973).
Mediante el analisis por competencia por el receptor intracelular de estrégenos
pudimos demostrar que los aminoesirogenos prolams, butolame v pentolame
tienen afinidad por el receptor intracelular de estrégenos aungue esta afinidad es
mucho menor que la del estradicl, resultado que concuerda con la potencia
estrogénica que se obtuvo en los experimentos anteriores con respecto al
estradiol La afinidad relativa de unién de prolame y butolame es muy semejante,
mientras que el pentolame es el aminoestrégeno que muestra la menor afinidad,
lo cual se corretaciona con los efectos bicldgicos descritos antenormente sobre

el sistema reproductor.

Existe una relacidn inversa entre la longitud de la cadena intermedia de
metilencs del grupo amino-alcohal y la potenciz estrogénica de los
aminoestrogenos Esta relacidn es consistente en los distintos expenmentos
tante i vivo como i vitro realizados para determinar actividad estrogénica. El
valor de los coeficientes de correlacion indica que un aumento en el numero de
metilenos de la cadena del grupo amino-alcohol disminuye en forma importante

{a potencia estrogeénica,

{1



Discusion

En este trabajo pudimos observar que la sustitucion del hidroxilo en el
carbono 17 por un grupo amino sustituido, modifica la actividad estrogénica y
confiere asi mismo otra actividad bioldgica. Los resultados presentes no nos
permiten ofrecer una posible explicacion def mecanismo de accion por el cuat los
17R-aminoestrégenos actlan como agonistas parciales en los drganos
reproductivos y de manera opuesta a los estrégenos a nivel del sistema de la
coagulacion. Sin embargo existen trabajos recientes que sugieren una accion
tejido-selectiva de algunos compuestos como el tamoxifen (trifeniletilenc) o el
raloxifen (benzotiofeno). Estos compuestos ejercen efecios de tipo agonista en
algunos tejidos (tero o sistema dseo) y efectos antagonicos en otros (glandula
mamaria) {Jordan ef /. 1985; Bryant y Dere, 1998, Walsh ef al. 1988).

Posiblemente nuestros resultados podrian relacionarse can la existencia
de mas de una forma de accidn hormonal, que pudieran estar determinadas por
cambios conformacionales, biotransformacion del ligando (McDonnell et af.
1995; MacGregor y Jordan, 1998), la presencia de factores de transcripcion
tejido-especificos, coactivadores o correpresores (Shughrue et a/ 1996, 18998;
Katzenellenbogen et al 1996; Grohé et al. 1998) y diferentes tipos o subtipos de
recepiores (Kuiper ef al. 1996; Mosselman et al 1996, Chu y Fuiler, 1997, Paech
et al. 1997; Saunders et al. 1997, Maruyama ef al. 1998}; entre ofras

Los resultados expuestos anteriormente nos plantean fa posibilidad de
disefar farmacos con propiedades tejido-selectivas, con potencial terapéutico en

el humana
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CONCLUSIONES

Los 17B-aminoestrégenos prolame, butolame y pentolame producen efectos
cpuestos al estradiol sobre el tempo de la coagulacidn sanguinea de la rata

ovariectomizada

Los 173-aminocestrogenos prolame, butolame v pentolame ejercen efectos de
tipo estrogénico en la rata ovariectomizada a nivel periférico debido a que

incrementan e! peso del dtero

Los 17R-aminoestrégenos prolame, butolame y pentolame actian sobre el
eje hipotalamo-hipéfisis ya que inhiben las concentraciones séricas de la LH

en la rata ovarnectomizada.

Las observacicnes obtenidas sefialan que estos compuestos son capaces de
inducir la presencia de! receptor de progesterona estrégeno-dependiente en

la hipéfisis anterior.

Los 17@-aminoestrédgenocs prolame, butolame y pentolame tienen la

capacidad de interactuar in vitro con receptores especificos de estrégenos.

Existe una relacidn wnversa entre la potencia estrogenica de los 178-
aminoestrégencs prolame, butolame y pentolame y el nimero de carbonos

de la cadena intermedia del grupo amino-alcohol en el carbono 17,

Los 17R-aminoestrogencs prolame, butolame y pentolame exhiben efectos
de tipo estrogenico Sin embargo su potencia estrogénica es menor a la del
E»
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Apéndice

11.  APENDICE

Cromatografia de liquidos de alta resalucion (HPLC), espectras de absorcion
de infrarrojo (IR}, resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de

masas (EM) de los 17R-amincestrogenos prolame, butolame y pentolame

« Cromatogramas de HPILC
= [R de prolame

* RMN de prolame

*« EM de prolame

» IR de butolame

»  RMN de butoclame

* EM de butolame

* IR de pentolame

= RMN de pentolame

= EM de pentolame
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Abstract

Estrogenic activines of the 1we 17B-ammoesiiogen {AE) detsatnes prolame and butolame. wete studied upon codgulation,
serum futermang hoamone (LH) and sienne weightoncluding endomenial morphology m cstidted tomale it We have dlvo
mresbgated e aminy of these twa campounds s well as anatier AT Pentolime, o actvate tapsenphen throuah (he ostosen
teeeptor = (ER2) andt the estiogen 1eceptor b (ERBY Admumstiation of prolame and burtolame 1o castrated ammals meredsed
sgniticantly (22 4013 the mean doting tme whea campared with that obtamed i the goup of contiol anmuls Butolime
Wals o more petent antwoagulan than prolame (£ < 007 oy judged by ther cotrespanding [Cu (544 065 and 66 6 +2 57 ug
animal respectivel) In contiast, estradiol sigmficantds shoitened blood dotuag tmes (£ < 0005 Bork prolame and butelame
catsed 0 shicant nbibiion of werum LH lovels (LG 810+ 079 and L7 + 64 pgamml, tespectively ) and restoled
wstiatiananduced reduction m utenne weorht of ovanectomzed tats (5. 4 14 2 USTand 170 RTS8 pg anmal, 1especiively)
I tams al the ellects of prolame butolime and penteliime 10 Lansient amsfection assays, ail the tree AE achvated ER
depemdent aepoilel gene exprosson awevel, onlv gl hah concentiations Prolame had e highest activity lellowed by
butolime aed pentolame  daducnon ol tansetiplien by these campeunds was prelerentially meduited theough the CRx
especidlly i the cise of pentolime wheie Intle of Ay aetivation ogetned thiough e ERB None ol the compounds showed
Antagontisie getivaties thiovgh endher LR subtvpe The overall data suggest that modiheations m the stioeture and length of the
Jmmo-aleohol side-cham a ¢ 7 might have i ampaet on the alimy and estrageme mtunse properiies of AL at the level ol
dnvene Lingel ssues © 2000 1 v Suenee 1 1d All tiehis reserved

1. Introduction vie, the process of plateket ageregation [1- 6] To ow
haowledee, onby one of these steronds (pentelame) has

. . heel prone UFEE sIrope LI Upo
Syathete F7Bammeestogens (A1) dller trom natie beait proved i e of s estragenic poleneies upon

tal esiiogens o then bl 1o afleet Blood-clottimg
tmes Inwontiast to 17f-eatadiel (F-L AL fnduce
long lastinp antcoasulant ¢llects also mhbiine

the naweoendecrme aad eproductive organs of female
rats 1o previonsdy published stady by oun gronp [6]
pentolane, an AL dunatne conlaming @ mge-
aleohol sude chain ( NHOCHabe Gt 07wl v

aetlivlones, demonstiated o low degiee ol esliogenily

CUoncpende e L) AR A T TSR RN on the proan aind endometnm AL tie Sk ime
RRRH pentelanie showed wpmicnt apposie ol s as coee
fomei vantns Tuic b et mE Lo o pared e 1 upony blood coarulaton These obse -
R S T T I L N T & S S N H
P S b poin sy
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25 Hormonal dssas

Serum concentiations of pitwitary luteinizing hoi-
mone (LH) were measued e dupheate by speafic
radioimmunoassay (RIA)Y using reagents and protocols
provided by the National Hormone and Prturtary Pro-
gram (Rockville, MD, USA) as previcusly described
[10] The 1esulis were expressed as the mean + SE m
ng/ml according to NIAMDD rat LH R,—3, used as
reference preparation. The intra- and inter-assay coeffi-
cients of vanation were 4 6 and 8 2%, 1espectively

26 Recepror hinding studes

Immature female mtact rats (80-100 g} without es-
tiogen priming were used for these studies Lterine
cytosols were prepared after fissue homogenization in
TEDM bufler {20 mM Tis HCL pH 74 at 4°C. 15
mM EDTA, 025 mM dithinthroitol, 10 pa'mi leupep-
une and 10% ¢lyceral) using 10 § buists of a polytion
homogenizer (Brinkmann Instiuments, Westbury, NY)
i a trssue bulfer ratio of 1.6 (wiv) The homogenates
were centiifuged at 105000 x g for 1 hat 2 Cua SW
5.1 rotor {Beckman [nstumentsy The RBA of pro-
lame and butolame to cytosol ER were evaluated by
meubations contaming | aM [*H]-E; i the presence of
mncieasing congentrations (10“’~10“‘ M} of the non-
radwactive corresponding sterords for 18 h at 4°C
Bound and free steroids were separated by the addiion
of Dextran-coated charcoal suspension {230 mg Nont-
A and 25 mg Dextran T-70 w 100 ml of TEDM bul-
fer)  After centnifugation at 800 x G for 13 muwn at
4°C. the supernatants were assayed for radwsactivity
determinaunen The RBA of cach competiton was cal-
culated from ther abilites w displace [TH]-Es bound
[Lom its tegeptot as peviowsly deseribed (1]

27 Froasfecrons aird CFT aaan

Hela cefts were plated the day before transleetions
Aa density of 10 5 107 eells well siv-well plate i Dui-
beeeo’s moditicd Eagle™ medium sathout phenol 1ed,
which was  supplemented  wub 5% stnipped FBS
(HyClone Labetatones. Togan UT) and 10,000 U of
Peniailhn and Stueptomyan (DMEM-HG) and man-
tatned i 3% CO~ at 3770 The nexi day. the Heba
cells were visughsed on a4 nuctoscope to verify that the
cell density was between 30 and 50% confiuent Trans-
feenions were potfermed 10 aipheate usng Superted™
{Quagen, Valenonl. CAYL usmg edeents and protocols
provided by the manulactes Braey serum-liee
medi (0 F wmb owas shigquoted and DNA samples
added. aller vottesme, 10 pd ool Superlect © geapent
wais aelded and vertosed Toe 10 s Ao mcubation al
oo enponitsie foro S M0 o, e mlool sup-
plenscnted DINTEA Hte

aalided e ot sl

The mediam containing, the translfection compleaes (1
ug of the reporter gene plasmd. 23 ng of ER ex-
pression vectol) was added to the cell menelayer
which had previously been rmsed with PBS. The plates
were incubated for 3 h at 37°C in 5% CO, After mcu-
bation, the plaies contaimng the transfection com-
plexcs were rinsed with PBS and 3 ml of complete
growth medrum was added to each well. Twenty-four
hours later, the medium was replaced with complete
medium  contammng  the compounds of interest
Dimethyl sulphoxide {DMS0) or ethanol (EtOH) were
used as stercid vehicles CAT actvity using 5 pg of
protain, 25 pg of butyryl coenzyme-A (Sigma Chemu-
cal, St Lowms, MOV 2 % 1¢° cpm of xylene-extracted
[*H)-chlotamphenicol {Dumont-NEN  Research Pio-
ducts, Boston, MA) m 025 M Tns-HCL pH 80, was
assayed as desenbed {12-14]

28 Bloed dormng time

Blood-clotting tme was measured m vehicle and
sterord-treated castrated female rats 24 h after the last
staord adminstration, Alter warnnng the tail of the
ammal in water at 40°C, @ small cut was made at the
tip vsing a sharp 1azor blade as reported earler [6] A
Blood sample (25 pl) was coliceted from the tip of the
tail into a rmerohematocnit glass capillary tube. and
was nade to fow with gravity by ulumg the capillary
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the o angles of +600 and —60 with respect to the
hotnzontal plane until the biood ceased to flow (reac-
tion end-point)

28 Sranstical anahysns

Statistical sigmficance among groups were analyzed
emploving one-wdy analysis of vanance (ANOVA)
and differences between the control and the treated
groups were estimated by Dunnet’s or Student—New-
man-Keul's methods as appropriate Differences were
considered significant at a level of P less than or cqual
to 0.05 Data are 1epresentative of at least three mde-
pendent expertments

3. Results

31 Effects of prolame and burolame on blood dlatting
ftnes

Fig 2 shows the dose iesponse ellects of prolame,
butelame and E; on bleod cletung tumes 1w long-ierm
ovareclonuzed rats Different doses of sterowds weic
adminstered datly for five consecutive days and cvalu-
ations ¢n blood coggulanon were done 24 h after the
last injection. As shown, both prolame and butolane

LH {ng/ml}

Sterowd dose (Log/ug)

P 3 Efledts o dillerent doses ol prokans (&) butelone (B e
extiadin] (@ vpon caculmiee T lesels al gl sted domale 10
Pacitty clovs o pomdectomy s wete sooanedled wath 003l
al propaioweyrival contmmye dillerent wopeantiations b stcond
foame 1 EREI0 e ol dor e cosmevitina dav s O sl
e Lot e Bon, 1gs were hallod by decaputatian vad ek blood
wollecteel b processed i duphicate Jar DED mcasmieeents Congiol
VU e the vdladh wonc e E e peons repee cat the mcan -
LB N e I M S A LN (L SNV R

incieased significantly the mean ume of blecding when
compared (o (hat observed m the vehicle-tieated con-
trol group (100%) Doses above 10 pg/ammal of both
AE resulted in values significantly diffeient to those
observed n the control group In addimion, butolame
wils & mote polent anticongulant than prolame (P <
001) as judged by ther corresponding ICsy upon
blood coagulation (54 + 0,65 and 66 6 &+ 2 57 pgfam-
mat, respectively) In comirast, mean clotung nnes
were stgmificantly shoitened (P < 0,01 vs vehicle) n
the group of E; treated rats, whose values were always
significantly lower (P < (0035) when compared [
those obtained with similar doses of hoth AE.

32 fn vivo esirogenmcity

In order to determine the effects of AE on the hypo-
thajamic-pituitary unit, we measuied the serum con-
centrations of radioimmuneassayable LH m long-lerm
castrated female rats treated for five consecutive days
with different doses of proliame and butolame As illus-
trated 1n Fig 3. adminstiation of both AE on ovai-
cctomzed rats at doses 25-1000 pgiammal caused a
signtficant deercase (P < 003) i serum LH Jevels
compared to Lhose 1 the ovarectomized contiol
group In terms of LH suppressing activities of these
two AE, prolame showed a sigmficantly lugher
potency (P < 005) than butolame wath ICs of 810 £
079 and 17 4 2.64 pg,ammal, 1espectively In addition,

400 ~
300 F
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Sterod dose (Loghig)

L 3 Dosedependent eflucts of pralamc pad batelame (B o
cnlt s 4 @ e atenng wevll e castiated nsalo s Taenty da
aller st o v ey tealment w o started i W s el doses
Contiol ov snedomized fats seceid e vebinle dlone 04 Fach
ol upte ent i o ue s S ol s i Moal. « 0 Q0
ot g



R Jomnes ot al dmaaed af Sterord Biochemnnny & Moleadn Brology 73 120007 39 65 63

administranon of E; effectively supmessed the high
postovaniectomy concentrations of LH {1Cs, 0.21 £0 1
pefanimal) As shown i Fig 3, Ea at the dose of 23
pgfanmal. brought LH up to or below the hnuts of
detection of the assay,

The estrogenic effects of prolame and butolame on
the reproductive female tract were studied by then
abihty to restore the castration-induced reduction n
uterine weight Frg 4 shows the pattern of wterine
weights of ovarectomized rats treated with dfforent
doses of both AE derivatives and E». As shown i this
figure, E; treatment caused a majo1 increase in uierne
weight (ECsy 0.6 4 03 ugfammal), whereas prolame
and butolame were less effective in terms of their uter-
otropic activity (ECsy 4 14 £ 1,57 and 170+ 1 78 pg/
animal, respectively). However, both AE sigmficantly
mereased the uterme weight compared to that seen n
ovariectormized rats (P < 005 at the ECs. of beth
AE, 1espectively) Agam. prelame showed o «igmifi-
canlly lugher estiogenie potency than that oblamed
with butolame (2 < 005 at thewr corresponding ECs).
The endometnal hystological changes nduced by both
prolume and  butelame were characterzed by an
nercase 10 both stromal and emithehal cells Moipho-
logreally, the major findings consisted of enlargement
of endometrial gland, the epithehial eells showed a
columnar pattern and there was an inciease 1 the
number and volume of stiomal cells These morpho-
logical fndigs were sumilar 1o those obtned 1n 148l
treated with En (data not shown) and to those pie-
viously deseribed for pentolame [6],

100
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33 Recopion binding chavacteristios

In order to assess whether prolame and butolame
nteract with specific intracetlular ER, we used cytosol
fractions prepared fiom uten obtamed from immatuie
wtact non-steroid tieated rats Fig 5 shows compe-
ution cuives of non-labcled synthetic AE and E, for
specific estrogen binding sies 1n the rat uterus The
results demonstrated that all synthetic AE tested com-
peted with UHLE, for the ER The abuity of prolame
and butolame to displace [*H]-Ea bound fiom 1ts cyto-
solic receptor, expressed as their RBA, was substan-
nally Iower than that of unlabeled E; (0.11 and 0.14,
respectively). Pentolame showed the lowest ability 10
displace ["H}-Ea from its receptor. As expected, ad-
dition of mcreasing concentrations of unlabeled ORG-
2058, a synthetic specific lgand for progestercne recep-
tors, did not displace [*H]-E, bound from uterine cyto-
solic estrogen-binding sites

3 4. Extrogen recepion-mediated Hansriplon aouvauoen
v F7f-annnoestrogein

To determune whether AE would regulate transcrip-
tion through the ERx o ERP, o reporter plasmad con-
faining o canomeal estrogen response clement driving
cxpression of the chloramphemcol  acyltransferase
reporter was tiansiently tansfected into Hela eells, In
the absence of cotiansfected cxpression vectors for
both subtypes of human ER, inductnion of CAT 1epor-
ter transcription by the diffesent compounds was not
observed, However, cotransfeetion with an ¢apression
vector for the human ERa with the reporter constiuct
restlted i a sgmficant dose-dependent CAT Lransenip-
tonal aguivation after weubation with Ea. prolame and
butolamie (ECeq 40 107 m. 47 % 107 mand | 2x
107", respectively)  In thiy study, we have abe
tested, for tanscriptional activation, another st
AE donvative {nentolame) whose m vive estrogenic ac-
ity has been previouwsiy desenbed by this luboratory
(6] As shewn o Fiz 6A additon of pentolame o
cotrensieeted Heba cells was followad by o lower CAT
tansg npttd D poteney (BECq T = 10 M) than that
observad with siaulu doses of prodame and butalime,
respechively However, similan 1esponses were obtasmed
when higher coneentiations (1 pM) of all AL were
adeded L sttadiol indueed the Tuglwst soclold mgrement
I CAT transenptional aetivation In terms ol the TR
(e oB). T profame and buolane moeased CAT
actinty m o dose-dependent manner, however, hizhe
concentiatians of these Lgands were required (EC, 23
S 10 G0 10 T and 116 % 10 T M respechively)
Pentolame even 4t el coneentiations showed  the
Jowest wlhty to gredse ©CAT ooty Huouelt weh-
silon of the FRB(TC 90~ 100 A T osder 1om-
coadt et whiethiar B

Lot s espreg baily
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Fig 6 Eftect of [7-estradiol (@) prolame (A), butolanic (M) and pentolame (43 on ERz (Pancl A) and ER( (Panel B) medtaled 1cpoiic 4c-
uviy HeLa cells were transfeeted with the expresson veetor for ERe or ERB and an (ERE) CAT repotter gene {(ERECABCATY Afier 24 % el
wete hatvested and assaved for CAT actvity Yalues are the mean #5850 of o iepresentative gaperiment per tiphioaie

pentolame, act thiough the ERB as antagomsts, Hela
cells transfected wath an expression vector for ERB.
together with the estiogen-responsive reporter genc,
were treated with E, (1 x 1077 M) i the presence or
absence of increasing coneentiations of prolame, buto-
lame o7 pentelame, respectively (107°-107°M), o1 the
anticstrogen 4-hydiovytamoxifen (107°M) As shown
i Fig. 7, with the gaception of hydroxytumoxifen
(Panel A) none of the AE tested significantly inhubited
estradiol-induced teporter gene activatien (Panel B}
Simslar results were oblaned with the ERo {data not
shown),

y (6pm % 10)
5
.

. a7

Pral [ anMal g

4, Discussion

in the process of mvestigating ussue-selective ac-
uvity of contraceptive synthetic sterowds. owr group
has discovered the anticoagulant properties of coitamn
ostiogen derivatives that could be ol potential thera-
peutic use [1-6] In this regard, several observations in-
dicate that administration of natural and synthethe
sterends (estiogens and progestins) wie dssociated with
a decieased ineidence of endometrial and ovarian ean-
cer due (o the progestin component in the formulation
and  the  suppresston of  gonadotiopm
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Although most of the mectabele studwes demonstrate
lavorable effects of estrogen therapy. 1ts presenplion m
subjects with pre-cxising metaboiic abnormahties may
be contraindicated Therefore, the design and develop-
ment of hormones with bssuc-speaific actuons mght be
of importance for mdmdualy with mgh rnsks of sex-
steroid related diseases In this study. two additional
AE dervatives were nvestigated n terms of ther
estrogenscity 4t the neuroendocrine level and reproduc-
uve organs ol the femaie rat. The oveyall objective of
this work was to discrimimate, among the available
non-toxic syathetic AE. compounds with unique ago-
mist and ‘ol antagomst properiies at the level of sterowd
responsive tissues in an effort Lo develop new drugs for
targeted sub-pepulations The results of thrs study
allowed us to support and extend previous obser-
vations [3] indicating that actiens of AE upon blood
cougulation might be due 10 changes in the structure
and length of the amuno-alcokol side-cham at C-17
Indeed. a recent report from this {aboratory {6] mdi-
cated that pentolame, an AE with five methylenes at
the 178 amime-aleohol side-chain, eheited o sigmificant
mnerease m blood clotung umes when injected mto
adult castiated female 1ats Howevel, when compared
with Ea, ats effects on the pituitary and endometrium
showed a low degice of estiogemicity These obser-
vittons, together with the agsults presented i this
cemmunication. suggest that a shert side-cham i~ us-
sociated with lower anticoagulant but higher estrogenic
potencies of these compounds From the results  pie-
vious studice, including those presented herem. no1s
not possible 1o convmengly eapliun the mechanisms
by which AE Munction av agonists nreproduciive
argins but not m the codgulition system Taterestngly,
o numher ab observatons sugoest that natwal and syn-
thetic steronds agt i a Ussue-specie mannet, as m the
aine ol androgens [15.76] and synthetic compounds,
such as tamexifen [17] o members of the 19-no1 tes-
tosterone Linnly [18.19] These observations s cone-
spond 1o g general phenomenon of moie than one
hermone acton that we deternuned by the presence of
tssue-spectfic transeoption faetors, coachvalor o ¢o-
ePresars, eeeplons sub-types o mmplving alo the bro-
conversion fo melabolies with difletent receptor
hgand internctions (18,20,

It was clear from the data reported herens that pro-
e and butolame have the ahlites o mieract with
speailic Baoreeeptors with RBA significantly lower than
those o the natural ormone, 1t as been inh
estiblished that LR compleses e ot alwans 1eono-
mred and aansenbed soalaly mealiocells [21] leading
1 the Loneept that 4 namber of Leands acting thiough
e same sewepler can express distned efleos o diltee-
ent owedly (21220 These obselvations max, m pal
esphim the pelatne aniagonnne and agomsie eflects

of AE upen coagulation and the reproductive systen.
respeciively

I this study, we have determmed whether prolame,
butolame and pentoiame. that differ from each other
m ther tiological potencies (o aiter coagulation and
pimtary LH ietease, woie able 1o tegulae tamsenp-
tion thiough the ER The overall results demonstrated
that all AE through interaction with the ERx up-regu-
lated gene CAT expiession in a reporter plasoud con-
tarning a consensus ERE  Interesungly. pentolame had
a lower pofeacy to dctivate transeription mdicatimg
most hkely a duect effect of the ammo-aleohol side-
chain compesition on hgand -1ecepton interactions and
actinanon The questton remains, however, whether
differcnce 10 responses of these two AE obseived either
In vivo or In vitroe are mediated directly at the tran-
scuptional level e through changes i steroid-receptor
nteidaction

From a more general perspective, the data presented
herein demonstrate that AE modulate transcription via
E. receptors. whose franscriptional activities are most
prabably affected by the amino-aleohol side-chamn
composiion at C-17, In addiwen, 1t scems plaunible
that furthet idennfication of E, receptor modulators,
such as AE at the molecular level. could aliow the
development of therapeutie tissue-selective new druges
o tavgeted sub-popuiations
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Estrogenic effects of the synthetic
aminoestrogen 173-(5-hydroxy-1-
pentylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol
(pentolame)

Ana E. Lemus,* Ruth Jaimez,d Cristina Lemini,i Martha Menjivar, )
Griselda Silva,: Consuclo Rubio-Poo,i Fermin Valenzuela,& and Fernando Larreat

Deparnenss of Reproducive Biology, UAM-Inapalapa and Hinspee Nacenal de o Nutriedn
Satvader Zubudn, and [ Departnent af Pharwacalagy, Sclwol af Medicwe, Unoversedad Naeional
Autéiinenna de México, Meveo Cry, Mewo

s sineh, we smesngated the effects of pestolame q 17 B-cnmoesogen demaine @pon coagaanion, wrun
L prsetens progesin teceptors, gievme wergly and endometiven menphelogioat canges wmthe caniialed
female 1ar Groups of anemafy were subenraneomsh o) mygected wiih evher extradol (2,0 (01 a1 1000
pRfaninal] pemolame (1 up to 1000 pgfunimal), er the vehucde alone dahy for 5 cavecunve duavs siaiimg 2
neeks following ovarecom Admueiration of pentolame (10 to 1000 pgfamimal) mereaned wgmficanthy, {p <
Q05) the Blood dotany ko when compared wirh thar obtaamed 10 the group of connol s (FC ., S82 )
Pentafime (500 and 1o wghvat for 3 devs) cased aovognaficat mbeinizon (<< 0003 of sevam £ 1 level (1€,
SO0 pge)y which remamed supprevied wntid Den S jrost lase wigectron I adddetion, treatment weeh pentotaiie wees
abide to revtene m the cantraied female var the presence of speafie exirogen-dependent progesto binding sites ot
the untenior pitary leced, The affimey convtanis and the menber of ending sites of peprelame-mdue ed progee
recepions were sl tor those obieeed il eapradhol an sgraporent doses (860 we v D ppfamaal repee -
invdy ) Admistration of the 17 B-ammocstioven desivaine cesitied or g sgasficant wiecease m wierme werghe
(00, 120 we) and endometreal ¢harietensne s were rdipreishabfe from those ohyens cd e the grongr of 1ats
eatod with Lo Usterands 63 33038, 199R) € FU9S by Rl dotener bnc

Ry waridst hooed corrulation cstiomons Gmeest o s, sterandy neureendog e cus

Introduction oped, with estradiol upon the newoendocime aud 1eproduc-

wve vrgans of chromedlly castrated temale 1as
It has been previously shown that i contrast to estradiol N

admimstiation of 178-anunoestiogens produced sustamed
anticoagulant eftects aod mbi platelet aggregaton.’ ’ Experunental
This obsetvation suggests (hat these sterod dertvateves

Reagenis
could be of potenual use 1y homans as candidates for new .
therapeuue agents 1 our laboratory the seach for o poten- Nomradioaetivg estiadiol TASEDestatens 3 17800l was i
tal estropemie compound wath ditierential deuons upon shased lron $pama Chenueal Co (80 Louss Mivsouny aid ity
Consulatilty has sesulied i the develapment ol everal chemcal puiny catablhished By paper v.'I:u:m.umy__E.n_phy Pentolame
I7E-hydioay-annno-denvatives ol estiadiol thal merease Gruome 1) T75Cetiydiony- -peny bmio) | 35D-csttaten-

Foobwas symthesized oo esone Thydioss - L3S0
[T-ome Sy, Meuaco) Chemical punty of pentolame was o
tablinhed Dy special (18 NMR MS) ind chinomatogapbue (1P1C
Al ELCT feehnpies s presiously eponesd ' Radwomest ORG
JOSE ¢ loeeetiyl-2 1 -hydiovy- 19 nor-d pregmen-3 20-dioneh, il

blood ottng tmes i Taboatery animals wathout die ap-
pearanee ol other muo deletenons sile etfects, Simgee very
ttle iy hnown about the moyivo estisgeni achvaties of
PH-ampoesttozens, o Bave s study compared the

eiicets of pumolamd,” one ol the nowest denvates Qo ftr I ORGSR, speitic vy s I Cilmmol, were
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Figure 1 Structural formula of pentolame

HP (Bechman Instuments, Falo Alto, Cabiorma) Atl ather sol-
vents and reagents were of analytical Erade

Antmcls and tsues

Female Wistar rats weighing 200-220 g were used Ammals ware
housed under a bghting schedule of 1271 light/12-h dakness with
freg aceess o tood and water Rats waie ovasecrmnsed undel
anesthesia with 44 chloral hydrate, 15 days prior hatmonal treat-
ment Animals were njeeted daily for § conseeutive days with 0%
mb ol propylencalycol Contmimg either pentolame o by oat dit-
ferent comeentiations Control amimals 1ecerved the vehicle alone
Animals were hilled by decapitaton Blood collested from the
cervical woung (trunk blood) was centfuged and serum stored
mdividudly at —20°C wyl assdyed Trosues (pruitary and uierus)
were removed. blotted. weighed, and nmediaely procesed as
descubed below Utert were fised o 10% o maldehyde ang
submitted 10 lastological exammation

250
g I
o 200 - 'fT
© -1
£ T T Tl
5 « %
ECRRTI N S )

3 $ K
2 lo4 ¢t
K " .
—8100- L ) -4 T‘
243 bt ?“
1

N

101 10° 1¢! 10? 10

Steroid dose (ugfanimal)

Figure 2 [fleats of pontalime (0 and E, (@ upoa hiood clot
Ung nmes i castrated female rats Two weeks foltowing avan
CCLomy  tuls wate 4 € crseeted wath ©3 mL of Rropyieneglyeo)
FONT NG V0w LonLentralions of peniolime or [ (ronge 01
10 1000 paiamimal] daly fo1 & can aeutie v Blood clathing
U wert recosded, 0y deehibed ungde) Cxpernmenty 24 1
afier the Lstargecion Fah It repnsaent, ihe awean plu . or
it B ol ta et Conbial raty eeceved only the vetche
dlane gy B O05 v control

434 Stemnls, 1998 uol &5 JulyeAuquoat

Hormonal assavs

Serum coneentrations ol fueiazing honmone (LH) weie measured
wn duplicate by specite radiwmmunoassay (RIA) usng reagens
and protocols provided by the Natonal Hormone and Pituitary
Program (Rockwille, Maryland, USA} as previously described ™
The resuits were expressed s the mean plus or minus SE mng/mlL
according to NIAMDD rat LH R -3 used as reference preparation
The intra- and inter-assay coefficients of vanation were 4 6% and
8 2%, respectively

Inducrion of anterior pauitary estrogen-dependent
progestin receprors

The mduclion ol esogen-dependent progesierone eceptans (PR
i the anterior priutary (AP) of castated adult temale rats laliow-
mg the admiastaton of pentalame was stodied s previously
derenbed ® Contated apiinals were neawed wiil pentolame (250
pefammal) or B, (1 pgfanmel) The control group recerved only
the vehiele alone The day after treatiment, animais were hifled and
AP~ were ohuuned homogenized and centntuged ot 105000 % &
wopreviolity desenbed Y The sesullant supeinaninis feyvipsod)
wete meubaied (15 my protet wih 30 nM |67 H| ORG 205
at 4°C dering 3 hoor wath three different concentrations (2 4, and
B oMol the Libied serord [ siiose geadient cenugaliont amd
sdlurdtion analysis, respectively Atter incubaton, labeled cytosols
were layered on the top of haeat sucione gradicnts (20-35%) i 20
M Tis-HCL pH 74 a0 4°C, i 5 mM EDTA, 025 mM dabio-
thietiol and 100 mM sodmim molybdate supplemented with 104
ahyeerol (v and feapeptn (1 pgfmly Bovine serum ainmg
{BSA). connituzed on o patalie] gradient. was uwed s selerence
(46 9) Giadients were senbduged a0 370,000 X ¢ [or 25 a0

25 -

20

Serum LH {nghni)

10! 10 10! 10 19
Steroid dose (uglanimal)

Figure 3 THect, of different o, of pentolanie and £ upon
circulating LH devel, of castrated female rats Graups of o,
wore S tiested wath cither peontelamo (W}, O, (@) ar the vehiele
dlone { Y every day fon ive conuucutive day. One day aler the
b wyectan, tat, wers halled by docapitatian and trunk blood
collected andd proteased 10 duphoite for LK measuremente,
Lo 1 pennt ro e wonts, the miean s or mmuy SE of 6o 8 s
Ay 001 v contror
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Figure 4 Extent of the tnhibutory effects of 800 pg {0 and 1000
«g (W) of pentolame and 5 ug of E; (# upon ¢ireulaung LH levels
In castrated female rats Rats were troated as destribed under
Figure 3, and the LH levels measured in blood samples obtained
at different mtervals foliowing pemolame withdrawal Each
point represents the mean plus or nnus SE of 4 to 6 rats
Control rats received only the vehicle atone [t} *p - 001 vs
contrel

using a YT Bedhman o Nonespeeitic Tahehing was ssessed
eytanol meubated with an eacess (00 alds] ot non-hibeled ORG
2058 Practions of 015 mlL were eoblected amd avsayed for Ladie-
actvnty Progesun weeeptor-bimding eharactensues and sumber of
Brding sites were determimedd Bom g oal-desiim teeated e
Bations afler centiugation and sidiodctn ity detetminabon in the
supernakants as pesviously deserbed

Prowen determnation was done by the method of Bradiond'*
sz HSA as standard

Bloend clotting tine

Blaesd Clotimg i way meswel an sereid-teaied castratesd
Tomnle nais 24 B alien e Last siernd adnimstaton Adker waene
win the Tl of e il mowaieean $C shal? ik was mde
2T T T s v bhade s et vl A blood
wample 129 pl1 was catiecled om e bpol e Lol mbe o

Table 1 Ay Constants and Number of Binding Sitew. of
Progestin Receptors at the Pauitary Lovel

K (nB) NBS!
” 4 0173
Pe ane
entolanio 5 T o
[ are sl / ’;: 8 ?‘2?
b ; ;

Muribes at adiie abe ol prott
Pay. o toatme nt

Neurosndocrine effects of penteolame Lemus et al

mcrohermatocrit glass capiliary tube. and was made to flow by
gravity by ulung the capiftary (ube 1o anghes of plus 60° and nunus
£0° with respect the horizontal plane until the blood ceased lo flow
(reaction end-pomt)

Swatistical analysts

Statiniical significance among SIOUPS WETe analysed employing
one-way atidlysis At vanance GANOYA) sd ditlerences between
the control and the treated groups were estimated by Dunnet’s or
Sudem-Newman-Keul's methods as appropriate 11 Dnfferences
were econwidered significant at & level of p < 005 Al expertments
were done at feast twie

Results
Effecrs of pentolame on hlood clotmg tunes

Figure 2 shows the dose-1capome aticets of pentolame and
E, adminstered daily per 5 consecuiive days upon blood
ceagulation to eastrated female rats Evaluations on blood
clotting tmes were performed 24 b after the last wnjection
As deprcted, pertolame at the doses ot 10 1o 1000 wg/
ammal increased signihicanty (p < 0.05) the bloed cloltng
tme when compared to that ebtamed n control anmmals A
signilicant shorlenmg of dleeding me parameiers was ab-
erved when rats recerved similar doses of B, (p < 003 vy
contiol)

Effect on hormone levels

AL e time of the study, the serum LH Jevels inihe group
of eastraied tats (conual goup) were sigmtieantly ughe
{p < L05) than those seen v ntaet ammals As shown
Frgure 3, these fugh postovanectomy seium conceatiations
of LH sore ettectively suppressed by the admimistanon ol
By (IC | 18 ppfaminual) In the cine of pentolamie., inhibi-
won of serum LH (10, 860 pyfanumal) owetied only n
amimals injecled with 500 and 1000 ug

The mlubitary actions o pittary LH were alwo evalu-
ated aler wihdiawa! ol pealane admmintianon As
shown m Figure S0 vas ingected with both pentolame and
enttachiol, LI Tevels remamed suppressed daing the follow-
g 4 days pust teatment. ALy 3.senum LH wwieased o
levels even hugher than those alwerved moseium trom con-
ol ovanectonized Lits As o the case of the group ol
L -heated Tats, anid wdependently of the dose of pentolame
GO0 TO06 pgfanumal) dminnstered. no sigmifeant dul-
Lesenoes 1 scium D1 ssncentatwms ik duration ol the
whibitoy efeet (Days 1w 4} weie observed dinmg the
teeorety petiod

Induction of antcren pHniany estogen-dependent
ppgeAt receplon

Cantel stinhies 19 casttied Temale s demonstiated ihe
absenee of [ 'H}ORG 2088 speaitic buding cxtonols ot
antener iy elands as disciosed by satnabion and
suctose rradient eonthigabon andlyses s showin Lable
1L adminesiaton of pentolame B0 efamnal/2 day < e
Castntind 1 is testored the prosestin seeeptor m e antenis
grantany with the same atfimin and nuniher ol hiding s

Steronds, 1998 vol 62, Juiv.Auaust 435
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[3H]ORG 2058 (dpm x 107%)

5[ venhicle
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Fraction No.

Figwe5  Induction of cytose! progestin receptars (PR in the anteror prititary of ovanectomized rats by pentolame Rats were injected

with pentolame (860 pgfammal, 7 = 9), E; {1 pglammal, a =

9} or the vehicle alone (n = ) for two cunsecutive days PR were

analyzed by sucrose density gradients of cylosols previously incubated with [H] ORG 2055 as the radwoligand Results were plotted as
the sedimentation profile of the progesun binding sites (8 $) Additon of 200 fold excess of rachoinert ORG 2058 completely abelished
the formation of (*H) ORG 2058-PR complexes lopen circles} Sedimentation of BSA used as marker 1$ shown with the arraw

as those observed with cquipotent doses of By (1 pafani-
mal/2 days) No differences i affiity eonstants and num-
ber of hinding wites were found W ras receving pentolume
o estradiol durmg 2 or § days As shown s Digwie 5. 11|

400 |
=)
£ 300
=
=
£
=
z
o 2001
=
=
.
2
=]
100 ¢
L 1 i L L
10! 30? 10 10° 10

Steroid dose (pgfanimal)

Figure 6 Dowe ewpon.e curves af pentolame adiminiration
anwet utenng wesght of temale caLrated tats Bats were treoted
wath pentolame (B) a0 donenbed i Prguie 2 Cne day after the
L ingertion wnmals svees halledd sl ihe utenes exoraed, blot
e, d weghod Cantrol rat recesved edher (@) or the
votuele Wone D) Fad pomt repres ents fhe mean plu ar mina,
SEof bw 1 aate *p {01 v, venele

436 Steroods, 1998 val 63 July Augu !

ORG 2058-protein complexes sedimented at §-9 8, sty
to those mduced with the natural estrogen Control ncuba-
tons mw the presence of an excess ol unlabeled GRG 2058
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Effects of pentolame on uterine growth and
endometrium morphological changes

As an additional marker of estrogenic activity of pentolame,
we studied the effects of this 17B-armnoestrogen derivative
on the reproductive female tract of the rat As shown in
Figure 6 administration of pentolame resulted n a dose-
response effect upon uterme weight. The urerine wesght
inerende wus mpgnifieative (p < 0.01) from 250 rg of
pentolame and occurred at the expense of both myometrium
and endometrium (EC,, 424 rglanimal). Withdrawal of
pentolame and E, administration was immediately followed
by the loss ot uterine weight. however, a complete involu-
ton of the uterus did not oecur unnl seven days post
hormonal treatment (Figure 7) Major histological changes
1 endometrium included the proliferation of endometral
glands which were lined by columnar pseudo-stranified ep-
thehum and stoma cells This proliferative pattern in the
endometrium was indisingushable from that observed with
the adrmnistration of E,

Administration ot pentolame 1o rats did not show any
effects other than these observed and descnbed 1 this
paper

Discussion

Inn the present study, we have exammed for the fust tme the
nfluence of the F7B-ammoesuogen admimsiration, pento-
lame, upon the hypothalame piuitaty umt of castraied
female ras In agreement with previous studies,™% penta-
lame admenistration resulied m pppusite eifects on bload
coagulation puameters when compared 1o those ebtamed
with estradiol Indeed, pentolame sigmiicantly increased the
blood cloltng tme, pheaomenon that last several days,
without the sustaned procoitaulant phase that usually tol-
lows e admemisgaton of ihe natnal espogen Although
the molveula basis 1o pentolame-mduced anticoagulang
etlects remams o be chucidated, differences i blood clot-
tng umes are obtuned by smyll changes withun the cheme
1l structne of the 17 B-ammme sidge-hai

The tinding thn pentolame adnumst ation 1o OVIUICCTO-
mized 1ars was able o testole, 1 the anteriogy mluitary, the
presence ot estiogen-dependent Progestin receptors, which
dppeared o be mdistingushable fronn those tduced by (he
Khministration of estraghol, suggests that i vive pentolame
Bas an estiogen Ag0nsie mechanism of aeton a the pitu-
ity fevel Recently, Liyme o 4l 1 repated (hat in et
adult ey chrome  adnmunnttaten of 173-
Ammoestrogens m subdern) capsiales, includimg pentolame
Hnong them, did not atleet mle e LN O 1 Ehe 4 ase of

estiadiol, suggesing o elregs of these compounds on
Mty LI and S seicase The o [on s diserep-
HICY e oSt probaily due s diflercnces mthe roule o
adimmnstanon and e levels of slneesionens i the on-
culanon Iy this Sy, admnnstiation ot pentalame (10,
SO0 pedammaly was abie 1o mhbit e serem coneentianon
al LH o the Castratend annmy) T Ginding, wpether with
e mae we i une warhl mcludimg he esttopen-lihe
chunges seen e rhe cnemelnum, mdides an ERGNIISI
Ciovett iediicd Hiechamsm of a o of penolime i ihe

fv ol vepradicting arene Tt as dose TS por e

Neurcendocrine effects of pentoiame. Lemus et al

effects of both pemolame and E, on serum LH were mdie-
atrve of the low estrogenicity of the 173-aminoestrogen at
the neurcendocrme level, there was clearly an opposite
effect of these two steroids upon blood copgulaoon. These
actions (on serum LK and blood ciotting nme} might de-
pend on tssue-specific distnbution of transeniption factors
and receptor subtypes! 17 which result either 1n AZONISIIC O
antagonistic biological effects The quesnion remains, how-
ever, whether peatolame penpheral biotransformation 1s m
part responsible for its 1n vivo actions

In summary, the low biological potency of pentolame
compared to estradicl upon the newroendocrine and replo-
ducuve systems, notwithstanding the effects of pentolame
on blood clotting times, stll makes highly uniikely the
poiental uses of 17g-aminoestrogens dervatives i hu-
mans However, the search for understanding the mecha-
nisms ol scton of both naturad and syntheuc sterowd hoi-
mones is of the utmost Importance i the process of
develeping new generation of cempounds with 1ntrnsic
dincase-prevention benchits
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