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Para meditar:
Saobre la arena de ta playa caminaba con e} Sefor. En el firmamento se
dibujaban escenas de mi vida y en la arena dos juegos de pisadas: uno era el
mio, el otro del Sefior. Cuando mire hacia atras para ver las huellas, note varias
veces que a lo largo del camino de mi vida habia solamente un juego de
_pisadas, y esto habia sucedido en los tiempos mas dolorosos de mi vida.

Pregunte al Senor;
Sefor, me dijiste que cuando decidiera seguirte caminarias siempre a mi lado,
pero he notado que en los momentos mas dificiles hay solamente un par de
pisadas. ¢ Por qué cuando mas te necesitaba me abandonaste?

E! sefior me conteste:
Hijo: e quiero y nunca te abandonaria; cuando veas solamente un par de

pisadas es que yo te llevaba en mis brazos.
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Abreviaturas

cm

dd
DNA
Ez
EM
esm

miz
M*

. mg
MHz
mi
mm
mmol
mol
mRNA
NS
Ovx
p.f
Ppm

ABREVIATURAS

Centimetros

Sefial doble

Senal doble de dobles
Acido desoxirribonucleico
17p-estradiol
Espectrometria de masa
Error estadndar de la media
Gramo(s)

Hora(s)

Hertz

Intraperitoneal
Espectoscopia de infrarrojo
Constante de acoplamiento
Kilogramos

Literatura

Sedal multiple

Unidad de masa-carga

[&dn molecular

Miligramos

Megahertz

Mililitro

Milimetros

Milimol

Mol

RNA mensajero

No significativo
Ovarectomizadas

Punto de fusién

Partes por millén
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Abreviaturas

RMN'H
RNA

sC

seg

T™S

v Mmax

ul
°C

Resonancia magnética nuclear de hidrégeno
Acido ribonucleico
Senal simple
subcutanea

Segundos

Sefal triple
Tetrametilsilano
Frecuencia méxima
Desplazamiento quimico
Microlitros

Grados centigrados
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Resumen

1. RESUMEN

La sintesis de compuestos organicos dirigida al descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos para uso terapéutico es un campo de investigacion actual que
esta encaminado a la busqueda de mayor eficacia y selectividad de los
medicamentos.

Dentro del programa sintesis y evaluacion biolégica de esteroides es de
particular interés evaluar los efectos producidos por los andrdgencs y estrégenos
tanto naturales como sintéticos. Estos grupos de esteroides estén involucrados en
la diferenciacion, el mantenimientc de las caracteristicas sexuales y la
reproduccion.

Recientemente se han descritc efectos anticoagulantes de 17p-
aminoestréogenos en animales de laboratorio que son efectos opuestos a los
producidos por los estrégenos de uso actual. Los 17B-aminoestrégenos conservan
sus efectos estrogénicos, propiedades gque confieren a éstas sustancias el uso
como estrégenos alternativos por lo que su estudio farmacolégico es de gran
interés.

El presente trabajo estd dirigido a la sintesis de los 17fi-aminoesteroides
17p-amino-1,3,5(10)estratrien-3-ol (3) y dei derivade androstano andlogo; 3p-
hidroxi-17p-amino-androstan-5-eno {€) para su evaluacién sobre la coagulacion
sanguinea en el raton CD1 hembra y rhacho, con ¢l objeto de conocer la infiuencia
de la aromaticidad y la sustitucién del grupo amino sobre el carbono 17 en la
actividad bioldgica sefalada.

Se prepararon los productos (3) y-{g) por métodos descritos, realizando su
caracterizacién mediante técnicas espectroscopicas. Los resultados obtenidos nos
muestran que (3) produce efecto anticoagulante mientras que (8) carece de este
efecto, lo que sefiala la importancia de la aromaticidad en el efecto bioldgico. Por
otra parte los resultados demuestran que la sustitucion de la cadena en el grupo
alcohol-amine tiene influencia sobre la actividad bioldgica mencionada.

Monica Buendfa Bermejo 1




Introduccion, hipdtesis y objetivos

. INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES

La investigacion dirigida al desarrollo de nuevos farmacos para uso
terapéutico es un campo de gran interés. En la actualidad se cuenta con gran
nimero de medicamentos para el tratamiento de diversas enfermedades, sin
embargo; ademés de los efectos terapéuticos deseados todos producen efectos
adversos, de lo que ha surgido la necesidad de obtener nuevos farmacos con

mayor eficacia y selectividad.

Las hormonas esteroides comprenden: estrégenos, androgenos,
progestdgenos, mineralocorticoides, y glucocorticoides. Los tres primeros son
frecuentemente llamados “hormonas sexuales” cuya funcion principal es el
desarrolio y mantenimiento de las caracteristicas sexuales y la reproduccion. Los
glucocorticoides y mineralocorticoides, conocidos como adrenocorticoides, estan
asociados con el metabolismo de carbohidratos y de iones inorgéanicos

respectivamente (figura 1), (Goodman y Gilman, 1996).

Los estrégenos son esteroides con 18 dtomos de carbono que difieren de
los andrégenos en que carecen del grupo metilo en el carbono 10 y en contraste
con otros esteroides su anillo A es aromdtico, que es una caracteristica
importante para producir actividad estrogénica. Los estrogenos naturales estrona
y estradiol son secretados por las células de la granulosa de los foliculos
ovaricos, cuerpo lUteo, placenta y en pequefias cantidades, por la corteza
éuprarrenal y los testiculos. El estradiol es ef principal producto de secrecion del
ovario durante la primera parte del ciclo menstrual, Después de la ovulacion,
estrogenos y progestagenos san sintetizados por las células de la granulosa en el
cuerpo amarillo. El estriol es el principal producto metabdlico del estradiol y se
preduce en grandes cantidades en la placenta durante el embarazo (figura 2),
{Katzung, 1991).

Ménica Buendia Bermejo 2
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Estrona Estradiol
Estrogencs
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Figura 1. Hormonas esteroides
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Estradiol

Estriol

Figura 2. Principales hormonas con actividad estrogénica
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Introduccidn, hipdtesis y objetivos

Estas substancias que estan involucradas en la diferenciacién sexual, son
los principales responsables de los cambios de [a pubertad en las nifias. En esta
etapa estimulan el desarrollo de la vagina, Utero y trompas de falopio, producen
crecimiento de los conductos en las giandulas mamarias, aceleran el crecimiento
y a su vez el cierre de las epifisis de los huesos largos. Actdan junto con los
progestagenos produciendo los cambios en los 6rganos genitales que tienen
lugar durante el ciclo menstrual y el embarazo (Greenspan F. 1995). Asi mismo se
encargan del mantenimiento de las caracteristicas sexuales y la reproduccidn en
la mujer adutta actuando a través de mecanismos gendmicos en los que reguian
la transcripcién y la proliferacion celular. También se ha descrito que pueden
actuar a nivel membranal produciendo efectos no gendmicos que se observan en
un periodo corto y que son de latencia muy breve (Goodman y Gilman, 1996;
Katzung, 1991).

Los estrogenos al igual que otras hormonas esteroides, actdan
principalmente por medio de Ia regulacidén de la expresién de genes. Estas
hormonas lipofilicas, difunden de forma pasiva a través de la membrana
plasmética y se distribuyen de acuerdo con su especificidad y alta afinidad por el
receptor que esta presente en el nucleo y citoplasma de las células blanco (Utero,
vagina, glandula mamaria, hipofisis anterior, hipotalamo, pituitaria, hueso e
higado). Estos receptores los fijan avidamente mediante componentes
denominados estrofilos o receptores de estrégeno que parecen estar codificados
por un gen Unico, cuya masa molecular es de aproximadamente 66,000 Da con un
_. sitio de unién a la hormona especifico. Por ejemplo, experimentaimente se ha
calculado que la constante de disociacion del E; en el citosol es de
aproximadamente 1X10°M, lo que indica su alta afinidad por este compartimento
celular {Williams CL y Stance! GM, 1996).

E! complejo hormona-receptor se transforma en la célula, lo que se
acompafa de una translocacion al interior del ndcleo y fijacién a la cromatina; una

vez activado por el ligando, el complgjo hormona-receptor se une a una region

Mbnica Buendia Bermejo [




Introduccidn, hipétesis y objetivos

especifica de DNA mediante elementos de respuesta a estrégenos especificos
{EREs), los cuales estan fuertemente implicados en la modulacién de la
frecuencia y el inicio de la transcripcion, donde estimula la actividad de la
polimerasa del RNA y por tanto su sintesis. E| RNA de nueva formacién y mRNA
especificos, son transportados al citoplasma para iniciar la sintesis de proteinas,
las cuales pueden ser. enzimas, factores reguladores y proteinas estructurales.
Lo que finalmente es la respuesta caracteristica de los estrégenos en los tejidos
blanco (figura 3) (Granner DK, 1995).

Torrente
circulatorio

Receptor
inactivo

h —P
el
[ % b
Funcién RNA;
celular +— l
Proteina
Tradugcién T 5’
RNA
Ribosomas

Figura 3. Mecanismo de accion de las hormonas esteroides
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Los estrégenos se utilizan principalmente como componentes de
anticonceptivos orales (en combinacidn con progestagenos), para el tratamiento
de la menopausia y en deficiencias estrogénicas. Otros usos menos frecuentes
son en el tratamiento de acné, hirsutismo, osteoporosis senil, supresion de la
lactancia después el parto y como agentes antitumorales en el tratamiento de
cancer prostatico (Henriksson, 1981; Kontturi, 1991). Los beneficios de estos
agentes son considerables sin embargo, diversos autores han sefalado que su
uso prolongado, puede aumentar el riesgo de trombosis venosa y arterial y la
posibilidad de infarto al miocardio. Estos efectos adversos se han relacionado con
la dosis administrada y la potencia estrogénica del agente utilizado (Donayre y
Pincus, 1965; Nillson y Kullander, 1967; Ambrus et a/, 1969; Hedlin, 1975; Meade
et al, 1976; Gorden et al, 1980, Tasakok y Koh, 1980; Kalin y Zumoff, 1990,
Rosenberg et al, 1990; Barrett-Connor y Bush, 1991).

Los efectos trombogénicos de los estrégenos han sidoe explicados por
numerosos autores donde actdan favoreciendo la coagulacion de la sangre, ya
que producen aumento en las concentraciones circulantes de los factores de
coagulacién I, VI, IX, y X (Ygge ef af, 1969; Huch et af, 1987). También inducen
aumentos en la concentracién de fibrindgeno, plasmindgeno y disminucion en la
actividad fibrinotitica (Nillson y Kullander 1967; Alkjaersig ef al, 19?55 Hedlin,
1975). La alteracién de todos estos factores estdn asociados con efectos
trombogénicos. Ademas, los estrogenos pueden producir disminucion del tono
vascular favoreciendo la estasis y retardar el flujo sanguinec que fambién son

factores que favorecen la trombosis (Meade ef al, 1976).

Por otra parte desde ios afios 80 el grupo de Mandoki (1983) llevd a cabo
experimentos sobre la coagulacion sanguinea en animales de laboratorio y
observaron que la administraciéon intraperitoneal (ip) de dosis farmacoldgicas de

estrégenos naturales como el estradiol, estrdgenos equinos conjugados,

Ménica Buendia Bermejo 7
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estrégenos sintéticos como el dietilestilbestrol, producen efectos bifasicos sobre
la coagulacién sanguinea en la rata Wistar y el raton CD1. La primera fase se
caracteriza por un efecte anticoagulante de duracidén breve (3-7 horas) que va
seguida de una fase de hipercoagulacién de mayor duracién (varios dias). Si la
administracion del estrégeno se lleva a cabo por via subcutdnea (sc) solo se
observa el efecto hipercoagulante. Estos estudios explican en parte por que en
algunos casos la administracion de estrogenos puede producir efectos

trombogénicos y en otros casos efectos opuestos.

Avances recientes en la farmacolegia de esteroides han generado la
introduccion de agentes terapéuticos que poseen propiedades farmacodindmicas
diferentes a las de naturaleza endocrina. Los esteroides que poseen grupos
aminos extranucleares, se conocen como aminoesteroides (Buckett y Marwick,
1975). Este grupo de farmacos ha dado lugar a compuestos de diferente tipo de
actividad bioldgica en relacién al compuesto del que proceden. Por ejemplo;
blogqueadores neuromusculares como el bromurc de pancuronio, algunos
analgésicos, anestésicos locales y 17B-aminoestrégenos con propiedades
anticoagulantes (Rubic-Pdo ef al, 1983, 1985, 1990; Mandoki ef al, 1991; Lemini
et al, 1993).

Las propiedades anticoagulantes de los 17f-aminoesteroides fueron
descubiertas en 1983, por Rubio ef al. Estos autores encontraron, compuestos
analogos del estradiol en los que el hidroxilo en la posicién 17 se substituye por
un grupo aming monosustituido, estos compuestos producen en roedores efectos
anticoagulantes dosis-dependientes y de duracion prolongada, (figura 4). Este
grupo de farmacos se une al receptor de estrégenos y produce efectos
estrogénicos agonistas parciales, ya que su efecto estrogénico es de menor
potencia que el producide por estradiol {(Lemus et al, 1998; Jaimez ef a/, 2000). La
obtencidon de compuestos que produjeran tanto efectos estrogénicos como efectos

anticoagulantes serian de gran utilidad clinica ya que podrian ser utilizados como

Mdnica Buendia Bermejo 8
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estrégenos alternativos a los de uso actual sin |la posibilidad de producir efectos

treombogénicos

Prolame

Figura 4. 17p-aminoestrégenos prodiame, endiame, picae, proacame, buame
y prolame

Ménica Buendia Bermejo 9
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Se ha descritc que los efectes anticoagulantes de los 17p-
aminoestrégenos mencionados  anteriormente son  selectives, ya que otros
esteroides sustituidos con grupos amino en el carbonoi7 no los producen. Esto
se ha observado en el caso del 17B-amincestrégeno dedamine que produce
efectos anticoagulantes significativos durante un periodo de 86 horas después de
la administracion de una sola dosis, y su andloge androgénico carece de todo
efecto adn a dosis mayores que las administradas de dedamine (figura 5, Rubio
Poo et al, 1997).

Ho_ /R

N

R ={CHz)2N(Et},
R1 =H

H
\N~R

R = (CHz}2N(Et)z
R1 =H

Figura 5. Dedamine y el andrégeno analogo
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En trabajos recientes se ha encentrado que la fongitud de la cadena del grupo
amino tiene una influencia sobre la actividad estrogenica. Asi en la serie
homdloga prolame, butolame, pentolame y hexolame (figura 6) el efecto
estrogénice diminuye conforme aumenta el nimero de carbonos de la cadena del
grupo amino-alcchel en el carbono 17 (Rubio-Pdo ef a/, 1985, 1990; Mandcki et

al, 1991).

Prolame

Butolame

H.
=

Pentclame

Hexoclame

Figura 6. Serie homdéloga de los 17B-aminoestrégenos
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De las observaciones anteriores ha surgido el interés de conocer la
influencia que ejerce el sustituyente del grupo amino del carbono 17 sobre la
actividad anticoagulante de los 17f-aminoestrégenos. Asi misma obtener mayor
informacidén para confirmar si la aromaticidad es un factor importante para
provocar el efecto que producen los aminoestrégencs sobre el tiempo de la
coagulacion sanguinea. Los antecedentes mencionados nos permitieron plantear

la siguiente:

1. HIPOTESIS

El compuesto (3) produce mayor efecto sobre el tiempo de la coagulacién
que la observada en el pentolame y el prolame, mientras que el compuesto (B)

carece de este efecto.

Para demostrar nuestra hipétesis se plantearon los siguientes objetivos:

2. OBJETIVO GENERAL

Hacer estudios comparativos de la actividad anticoagulante entre
aminoestrogencs y un amincandrégeno para establecer una relacién entre la
estructura quimica y |a actividad bioldgica que permita la propusesta de estructuras
nuevas para la obtencion de farmacos més selectivos y eficaces en la terapia de

sustitucién hormonal asi como en el tratamiento del cancer prostatico.

Ménica Buendia Bermejo 12
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar los aminoesteroides: 17-amino-1,3,5(10) estratrien-3-ol (3) y el

derivado androstanoc analogo; 3p-hidroxi-17B-amino-androstan-5-eno (8).

Evaluar los efectos de los compuestos 17R-amino-1,3,5(10)estratrien—3-o
(3) y el derivade androstano 3p-hidroxi-17 p-amino-5-androsteno (6) sobre
el tiempo de coagulacion sanguinea en el ratén CD1 macho y hembra

ovariectomizada.

Comparar los efectos del estradiol y los 17p-amincestrégenos prolame,
pentolame {cuya actividad sobre la coagulacidn sanguinea del ratén ha
sido estudiada anteriormente y que se utilizan como compuestos de
referencia) y los compuestos 17f-amino-1,3,5(10)estratrien-3-ol {3) y 38-

hidroxi-17 B-amino-5-androsteno (6).

" Conocer la influencia de la aromaticidad y la sustitucién del grupo amino

sobre el carbono 17.

Ménica Buendia Bermejo 13




Parle Experimental

lll. PARTE EXPERIMENTAL

1. METODOS QUIMICOS

Todos los solventes y reactivos utilizados fueron grado analitico y se
emplearon sin purificacidn. La estrona y la dehidroisoandrosterona fueron
obtenidas mediante una donacién de los laboratorios Syntex S.A. (México), el
clorhidrato de hidroxilamina y el sodic se adquirieron de Aldrich (Milwaukee, WI).
La pureza de los productos fue establecida por espectroscopia (IR, RMN-H y EM)
y el seguimiento de las reacciones se realizd empleando cromatografia en capa
fina con placas de 3 por 5 cm de gel de silice 60 Merck F-254, utilizande como
revelador yodo. Los puntos de fusion de los compuestos fueron determinados en
un aparato Electrothermal 9100 de capilares. Los espectros de infrarrgjo (IR) se
obtuvieran en pastillas de bromuro de potasio usando un espectrofotdmetro
Nicolet FT-55X. Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno
(RMN-H) se registrarcn mediante un espectrofotdmetro Varian-Gemini de 200
MHz, en CDCl3-DMSQdg y estan reportados en partes por millon (ppm), usando
como referencia interna tetrametilsilano. Los espectros de masas fueron
obtenidos en un espectrofotometro Hewlett-Packard 5985-B por impacto

electrénico con introduccion directa de la muestra a 70 ev.

Sintesis del 17p-amino-1,3,5(10)estratrien—3-0l (3)

El compuesto (3) fue preparado a partir de la oxima de la estrona.
utilizando como agente reductor sodio en propanol (figura 7). Después del
aislamiento se obtuvo un solide amarillo pélide que se purificd por cromatografia
en capa fina en un sistema hexano/clorcformo/metancl (85:4:1 viv). El producto

fue recristalizado varias veces utilizando metanol.

Ménica Buendia Bermejo 14
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@‘ + Alcchol-aming ©‘

HO HO
Estrona Oxima

/da*’ en propanol

Figura 7. Sintesis de la 17R-amina
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Parte Experimental

Sintesis del 3p-hidroxi-17-oximino-5-androsteno (§)

A una solucidn de 1.8 g (25.9 mmoles ) de clorhidrate de hidroxilamina en
etanol (20 ml; 85 % ) se adiciondé a 2.0 g (6.9 mmoles) de 3p-hidroxi-17-oxo0-5-
androstena (4) en 20 m| de piridina (figura 8). Se calentd a reflujo por 5 horas. La
mezcla de reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se diluy6 con agua
{200 ml), el producto que se formd fue un sélido blanco que fue filtrado y lavado
con acido clorhidrico al 5%, y después se secd al vacio. Se obtuvieron 1.920 g
(98% de rendimiento) con p.f. 184.5-197.5°C, (lit. 193-197°C, 191-193°C, 204-
206°C*") Rf 0.62 en teirahidrofurano-metanol.

(o) N-OH
! Py
—
+  Hidroxilamina
HO HO
(4) (5)

/\Ia*' metélico
NH:

HO

(€)

Figura 8. Sintesis de 17-aminoandrégeno
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Parte Experimental

Sintesis del 3p-hidroxi-173-amino-5-androsteno (6)

A una solucidn de la oxima (5) {2 g, 6.6 mmoles) en 100 m} de etanol
absoluto, se adicionaron 10 g, (435 mmoles) de sodio metalico (en pequefas
porciones) durante una hara (figura 8). La mezcla de reaccion se dejé a reflujo por
dos horas, y posteriormente se dejd enfriar a temperatura ambiente, Se
adicionaron 50 ml de agua helada y el precipitado formado se lavé con agua a
80°C, se dejo secar durante 16 horas a temperatura ambiente y después 3 horas

al vacio.

2 METODOS FARMACOLOGICOS

Farmacos. El estradiol (1,3,5(10) estratrien-3,17p-diol), se obtuvo de Syntex S.A.
El prolame (17p-(3-hidroxi-1-propilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-o0l) y pentolame
(17p-(5-hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol}) se obtuvieron por los
métodos descritos anteriormente (Lemini ef af, 1993, 1998; Rubio-Péo et af,1997).
Los compuestos (3) y {6) se prepararon como se describié en la seccidn anterior.

Animales. Los experimentos se llevaron a cabe en ratones macho de 25-30 gy
ratones hembra ovariectomizada de 25-30 g de la cepa CD1 procedentes del
bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de
México. Los animales fueron mantenidos a temperatura constante de 20-22°C en
periodos de luz-obscuridad de 12h/12h y se alimentaron con nutricubos de la
marca Purina y agua ad libitum. Los ratones hembra adulias fueron
ovariectomizadas (Ovx) tres semanas antes de iniciar el estudio. Los animales
Ovx fueron monitoreados antes de iniciar el experimento. Se tomaron muestras de
exudado vaginal que fueron tefiidas y fijadas con solucion de Harris, estas
preparaciones fueron observadas al microscopic evaluando como respuesta

positiva la abundancia de leucocitos y ausencia de células cornificadas.
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Disefio Experimental. Los animales fueron marcados de manera individual para
su identificacion, mediante pequefias muescas hechas en el borde de las orejas
siguiendo la clave empleada en el iaboratorio. En todos los experimentos un
minimo de seis animales por grupo se distribuyeron para recibir diferentes
tratamientos. La distribucidon se realizd de acuerde a un arreglo de cuadrados
latinos con base a su peso corporal. El estradiol, prolame, pentolame y los
compuestos (3) y (6) se administraron por via subcutdnea. En todos los
experimentos los animales det grupe contro! recibieren solamente el propilenglicol

que se utilizé como disolvente.

Evaluacién del tiempo de coagulacién. E! tiempo de coagulacion se estimé
conforme al métedo reportado por Mandoki ef a/. La cola del animal se calentd en
un bafio con agua a 40°C por un minuto, para aumentar el flujo sanguineo,
después se secd la cola y se cortd una pequefia parte en su extremo, con una
hoja de afeitar. Se colectaron 25 pl de muestra de sangre en un tubo capilar para
hematocrito, la sangre se hizo fluir por gravedad entre dos marcas de 45 mm
inclinando el tubo capilar alternativamente entre un angulo de +60 y 60 con
respecto al plano horizontal. El crondmetro se activd cuando la sangre hizo
contacto con el capilar y se detuvo cuando esta dejd de fluir (punto final de la
reaccion). Los diferentes grupos de animales recibieron por via subcutanea una
sola administracion de estradiol (60 mg/kg), prolame {41 mgikg) pentolame (80
mg/kg) y los compuestos (3) y (6) (60 y 84 mg/kg respectivamente). Como grupo
control se utilizd un grupo de animales que recibieron solo el vehiculo
{propilenglicol; 5 mi/Kg).

La determinacidn del tiempo de coagulacion se llevd a cabo en forma
balanceada, de acuerdo a un arreglo de cuadrados latinos de manera que todos
los grupos fueran evaluados en el mismo intervalo de tiempo. Todos los
experimentos se realizaron en forma ciega, de manera que el experimentador

ignorara el grupo al cual pertenecia cada animal. Las determinaciones de las
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curvas dosis-respuesta, en el tiempo de coagulacion se realizaron 24 horas

después de la administracian.

Analisis estadistico. Las diferencias observadas entre los grupos fueron
obtenidas mediante analisis de varianza y pruebas de comparaciones muiltiples
utilizando los métodos de Student-Newman-Keuls o Dunnet. Se consideraron
diferencias significativas entre los grupos cuando los valores de p fueron mencres
de 0.05. (Zar, 1990).

Técnicas utilizadas en los experimentos.

Ovariectomia. Esta intervencién quirdrgica se llevd a cabo en ratonas hembra
adulias en las que se indujo la anestesia con hidrato de cloral (7mi/Kg; solucidn al
4%). Posteriormente se rasuré y.desinfecté el campo quirdrgico en la parte dorsal
del animal. Se hizo una incisidn transversal de aproximadamente 1 cm y una
segunda incision bilateral longitudinal en el musculo, a una distancia aproximada
de 0.5 cm de los masculos espinales dentro de la cavidad peritoneal. Se
localizaron los ovarios en ef tejido graso y se procedid a su diseccion. Se suturd
en los diferentes planos. Los animales se dejaron recuperar por tres semanas,
despuéds de las cuales se tomaron frotis vaginales para certificar la intervencion
quirdrgica. Solo fueron incluidos en los experimentos animales que presentaban

abundancia de leucocitos y escasez de células cornificadas los frotis vaginales.

Frotis vaginal. Para la obtencién del exudado vaginal o frotis vaginal, se sujetd al
raton y se introdujo en el orificio vaginal una asa estéril impregnada de solucién
salina, posteriormente la muestra impregnada del exudado vaginal se depositd
sobre un portacbjetos y se dejd secar para proceder a la tincion de la muestra
empleando el procedimiento de Harris. Los frolis se observaron en el microscopic,

realizando un barrido del portaobjetos en ferma "s" para evaluar la abundancia
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relativa de leucocitos y células cornificadas presentes en la muesira empleando

una escalade +1 a +4.

Técnica de tincién de Harris. La muestra de exudado vaginal obtenida
anteriormente se procesd de la manera siguiente:

1) Sumergid en alcohol de 96° durante 10 minutos; 2) lavé con agua destilada; 3)
sumergiod en solucién de hematoxilina durante 8 min; 4) tavé con agua destilada;
5} pasd répidamente por alcohol 4cido, 6) lavd con agua destilada; 7) sumergié en
agua amoniacal hasta que la preparacidn vird a un color azul; 8) sumergid en
eosina alcohdlica de 30 a 60 seg; 9) sumergid en alcohol de 96° durante 10 seg;
10) sumergi6 en alcohol absoluto durante 10 seg; 11) dejo secar al aire; 12)

observé en el microscopio a 40X y evalud.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del analisis espectroscdpico para los compuestas (3) v {6),

fueron los siguientes:

Se obtuvieron 0.302g (1.10 mmoles 37%) del producto (3) con p.f. 225-
226°C (lit. 200°C 221-222.5°C, 222-224°C, 223-226°C, 231-233°C). [u]®p = +
57.7° (MeOH), [a]o = + 75.3° (EtOH), (lit. []Zo = + 73.4° (EtOH)"). IR (KBr): 3426
y 3286 (N-H, O-H), 1611 (anillo aromatico), cm-1. 1H RMN 300 MHz (CDCls-
DMSO-dg): § 0.68 (s, 3H, 18-CH3), 1.12-2.32 (m, 12H), 2.78 (m, 4H, 17-CH,
protones bencilicas), 6.56 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-4), 6.62 (dd, J = 8.1 Hz and 2.4 Hz,
1H, H-2), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-1). 1H NMR 300 MHz (CgDs-DMSO-dg): 5 0.54
{s, 3H, 18-CHa}, 2.57 (t, J = 8.7 Hz 1H, 17-H), 2.79 (m, 3H, protones bencilicos).
EM m/z 271 (M+, 85%), 254 (57.8%), 213 (50%), 56 (100%). Analisis calculado
para: C1sH2sNO (271.40) C, 79.66; H, 9.28; N, 5.16. Encontrado: C, 79.68; H, 9.27;
N, 5.27. (Apéndice 1).

En la sintesis del compuesto (8), se obtuvieron 1.420 g (82% de
rendimiento). El producto fue recristalizade en tetrahidrofurano-metano! y presentéd
las siguientes caracteristicas: p.f. 157-165°C. (lit. 158-164°C, 152-170-172°C, 165-
168°C, 158-159 y 166-168°C). IR (KBr): 3693 y 3606 (N-H, O-H), 2942 (CH), 1602
y 1045 cm-1(lit IR, p max 3400-3020, 2920 y 1734 cm-1). 1H RMN 200 Mz (CDCla-
DMSO-ds) & 0.65 (s, 3H, 18-CHs), 1.00 (s, 3H, 19-CH3), 2.21 (m}, 2.57 (m, 2H,-OH
y NH) 2.63 (m, 3H,-CH-CH2 y 17-CH), 3.35 (m) 5.29 (d, J=2.6 Hz, protn vinilico).
Lit H-RMN (CDCi3) 5 0.65 (s, 3H, 18-CH3) 1.00 (m), 2.57 (m). EM miz 280 (M 7%),
279 (27%), 167 (53%), 149 (100%). (Apéndice 1).

La sintesis de los 17§-amino estercides {3) y (6) se muestra en las figuras 7
y 8. El primer paso consistio en la reaccién de |a estrona (1) ¢ 3B-hidroxi-17-0x0-5-

androsteno (4) con hidroxilamina que dio lugar a la cobtencién de las oximas
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carrespondientes (2) y (5). Las oximas se obtuvieron en un rendimiento de 90-
98%, estas substancias se caracterizaron comparando sus constantes fisicas:
punto de fusidon y Rf asi como sus caracteristicas espectroscopicas con la
descritas en la literatura (Pettit ef &/, 1966; Lemini ef af, 1998).

Posteriormente se llevé a cabo la reduccién de las oximas en solucion
etandlica empleando sodio metélico como agente reductor. El 17p-amino-
1,3,5(10)estratrien-3-ol (3) se obtuvo en un rendimiento del 90 % y el 3p-hidroxi-
17 -amino-5-androsteno (6) en un 82%. Estos productos fueron purificados por
cristalizacion fraccionada utiizande una mezcla de disolvenies de cristalizacion
metanol-tetrahidrofurano. La caracterizacién de los aminoesteroides (3) y (8) fue
establecida comparando sus constantes fisicas particularmente su punto de fusion
con el descrito en la literatura asi como sus caracteristicas espectroscdpicas (IR,
RMN) de estos aminoesteroides, que coincidieron con las descritas en la literatura
(Pettit et af, 1966; Lemini et al, 1998). El aminc estrogeno (3) presenta en su
espectro de infrarrojo las bandas en 3426-3286 cm™' correspondientes a los
grupos OH y NH. En su espectro de resonancia magnética nuclear aparece |a
sefial del metilo angular en 0.68 ppm como un singulete que coincide con la
posicion de la sefnal descrita para este compuesto por otros autores (Lemini ef a/,
1998, anexo 1). El aminoandrostano derivado (8) en su espectro de inframojo
presenta las bandas en 3693-36806 cm-1 (OH y NH) no se observan bandas de
C=C aromaticos y en su espectro de resonancia magnética nuclear se pueden
apreciar los singuletes de los metilos angulares en 0.65 (carbonc18) y 1.00 ppm
(carbono 19) (Apéndice 1). Los espectros de masas de los aminoesteroides (3) y
(6) presentan sefales de sus iones moleculares correspondientes a su peso
molecular en ambos casos.

Estos datos fueron suficientes y concluyentes para la asignacién estructural

de los compuestos obtenidos para su identificacién.
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2, Evaluacion farmacolégica de los 178-aminoesteroides

Se evaludb el efecto de los 17B-aminoestercides: 17p-amino-
1,3,5(10)estratrien—3-ol (3} vy el androstano derivado andlogo; 3p-hidroxi-17p-
amino-5-androsteno {6) sobre el tiempo de la coagulacién sanguinea en el ratdn

macho y hembra Ovx CD1.

Estos efectos se evaluaron 24, 48 y 72 horas después una administracién
subcutanea de los compuestos sefialados. En una primera fase se evaluaron los
17B-aminoestrégenos prolame y pentolame comparando su efecto sobre la
coagulacién sanguinea con el del amincandrogeno (8), as/ como los efectos
producidos por ia administracién de estradiol (41, 80, 64, 60 mg/Kg de peso
corporal, respectivamente). Los resultados de este estudio se muestran en las
figuras 9, 10y 11; tablas 1, 2 y 3).

El pentolame produjo un incremento significativo (p<0.05) en el tiempo de la
coagulacion sanguinea 24 y 48 horas después de su administracion en el ratén
CD1 (39 y 66 % respectivamente) (figura 9 y 10, tabla 1 y 2). Mientras que a las 72
horas después de la administracion este efecto disminuyd a un 18% (figura 11,
tabla 3; NS).

Por otra parte el estradiol redujo el tiempo de la coagulacidn sanguinea en
el ratén macho CD1 en un 20% de manera significativa (p<0.05) después de 48
horas (figura 10, tabla 2). Los resultado cbtenidos con la administracion del

aminoandrogeno {6) no mostraron diferencias con respecto al grupo control.
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Figura 9
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Figura 9. Efecto de prolame, pentolame, compuesto 6 y estradiol
sobre el tiempo de coagulacion sanguinea en ratén macho CD1.
Determinado 24 horas después de su administracion. * p<0.05.
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TABLA 1.

EFECTO SOBRE EL TIEMPOQ DE COAGULACION SANGUINEA DE 17p-AMINOESTEROIDES Y 17p-ESTRADIOL EN
RATON MACHO CD1.*

DOSIS/IDIA PESO TIEMPO DE PORCENTAJE DE
TRATAMIENTO {mg/Kg} N CORPQRAL | COAGULACION EFECTO P
{gtesm) (seg + esm}
Propilenglicol Sml 10 30+0.9 192+ 20 100

Prolame 41 12 30+0.8 206 +12 107 0.94
Pentolame 80 5 30407 266 + 11 139 0.04
(6) 64 20 31+ 05 185 + 11 102 067
Estradiol &0 10 31+0.5 168 + 14 87 0.12

* Evaluacion después de 24 hrs de administracion.
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Figura 10
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Figura 10. Efecto de prolame, pentclame, compuesto 6 y estradiol
sobre el tiempo de coagulacidn sanguinea en raton macho CDA1.
Determinado 48 horas después de su administracion, *p<0.05.
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Tabla 2

TABLA 2.

EFECTO SOBRE EL TIEMPO DE COAGULACION SANGUINEA DE 178-AMINOESTEROIDES Y 17B-ESTRADIOL EN
RATON MACHO CD1. *

DQSIS/DIA PESO TIEMPO DE | PCRCENTAJE DE
TRATAMIENTO (mg/Kg) N CORPORAL | COAGULACION EFECTO P
{gtesm) {segtesm)
Propilenglicol 5m1 10 20409 84 +13 100
Prolame 41 12 30+0.8 190 + 14 103 0.75
Pentolame 80 5 30+0.7 305+ 29 166 0.00054
(6) 64 20 3140.8 182 + 11 98 0.92
Estradiol 80 10 3140.5 147 + 11 80 0.044

* Evaluacian después de 48 hrs de administracion.
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Figura 11
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Figura 11. Efecto de prolame, pentolame, compuesto 6 y estradiol
sobre el tiempo de coagulacion sanguinea en ratén macho CD1.
Determinado 72 horas después de su administracion.
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Tabla 3

TABLA 2.

EEFECTO SOBRE EL TIEMPQ DE COAGULACION SANGUINEA DE 173-AMINCESTEROIDES Y 17B-ESTRADIOL EN
RATON MACHO cD1. *

DOSIS/DIA PESO TIEMPO DE PORCENTAJE DE
TRATAMIENTO {mg/Kg) N CORPORAL | COAGULACION EFECTO £
{g £ esm) {seg £ esm)
Propilenglicol Sl 10 30+0.9 155 + 18 100

Prolame 41 12 30+0.8 17512 113 0.38
Pentolame 80 5 30+0.7 183 + 35 118 0.49
(6} 64 20 31+0.8 168 + 15 108 0.61
Estradiol 60 10 31+0.5 143 + 21 92 067

* Evaluacion después de 72 hrs de administracion.
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La segunda fase de experimentos se llevd a cabo utilizando ratonas
hembras maduras que fueron ovariectomizada tres semanas antes de iniciar el
tratamiento. En estos experimentos se llevé a cabao la administracién Onica de los
17B-aminoestrogenos: pentolame y el 17B-aminoestrogeno (3) comparando sus
efectos con los del amino androgeno (6) y los producidos por estradiol utilizando
las dosis de 80, 60, 64, 60 mg/kg respectivamente. Los resultados obtenidos se
muestran en las figuras 12, 13 y 14; tablas 4, 5y 6.

El pentolame en este modelo produjo su efectc maximo a las 24 horas
produciendo un incremento en el tiempo de coagulacion sanguinea de 35%
(p<0.05) (figura 12, tabla 4), mientras que el 17p-aminoestrégeno (3) produjo en

estas condiciones un efecto del 66% (p<0.0009),

El compuesto (3) a las 48 horas después de la administracién tiene un
efecto del 35% (p<0.05 vs vehiculo) que podemos ohservar en la figura 13 y tabla
5. Después de 72 horas de la administracién ya no se observan cambios en el
tiempo de coagulacion en ninguno de los compuestos evaluados (figura 14, tabla
8). El amino-andrégeno (6) (5% NS) y el estradiol (-8% NS} no produjeron cambios
en ei tiempo de coagﬁiacién en el ratén CD1 Ovx en ninguna de las evaluaciones
realizadas ({figura 12-14, tablas 4-6).
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Figura 12
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Figura 12. Efecto de pentolame,compuesio 6, compuesto 3 y estradiol
sobre ef tiempo de coagulacion sanguinea en raton CD1 Ovx.
Determinado 24 horas después de su administracion. *p<0.05.
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Tabla 4

TABLA 4.
EFECTO SOBRE EL TIEMPO DE COAGULACION SANGUINEA 173-AMINOESTEROIDES Y 17B-ESTRADIOL EN

RATON HEMBRA CD1. *

DOSIS/DIA PESO TIEMPO DE | PORCENTAJE DE
TRATAMIENTO {ma/Kg) N CORPORAL |COAGULACION EFECTO P
{g + esm) {seg + esm)
Propilenglicof 5mi 5 33+1 188 +9 100
Pentolame 80 5] 34+13 254 + 25 135 0.047
(6) 64 10 33+09 202+ 15 105 0.57
(3) &0 B 34+15 312+ 22 166 0.00099
Estradiol 80 5 32417 174 + 10 92 0.27

* Evaluacion después de 24 hrs de administracion.
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Figura 13
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Figura 13. Efecto de pentolame, compuesto 8§, compuesto 3 y estradiol
sobre el tiempo de coagulacion sanguinea en raton CD1 Ovx. Determinado

48 horas después de su administracion. p<0.05.
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Tabla 5

TABLA 5.

EFECTO SOBRE EL TIEMPO DE COAGULACION SANGUINEA DE 17B-AMINOESTEROIDES Y 178-ESTRADIOL EN
RATON HEMBRA CD1. *

DOSIS/DIA PESC TIENMPO DE | PORCENTAJE DE
TRATAMIENTO (mg/Kg) N CORPORAL | COAGULACION EFECTO P
(g £ esm) (seg + esm)
Propilenglico! 5ml 5 33+1 177 +9.0 100

Pentolame 80 6 34+1.3 220+ 23 124 0.15
(6) 64 10 33+09 195+ 13 110 0.78

(3} 60 6 34+15 239+19 135 0.047
Estradiol &0 5 32+17 173+ 20 98 0.83

* Evaluacion después de 48 hrs de administracion.
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Tabla

TABLA 6.

EFECTO SOBRE EL TIEMPO DE COAGULACION SANGUINEA DE 17p-AMINOESTEROIDES Y 17p-ESTRADIOL EN
RATON HEMBRA CD1. *

DOSIS/DIA PESO TIEMPO DE | PORCENTAJE DE
TRATAMIENTO (mgfKg) CORPORAL | COAGULACION EFECTO P
{g £ esm) {seg + esm)
Propilengficol Emi 33+1 176 + 14 100
Pentolame 80 34+13 182 + 19 103 0.80
(3) 80 34+15 234 + 25 133 0.089
Estradiol B0 32+17 186 + 15 97 0.81

* Evaluacion después de 72 hrs de administracion.
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En la figura 15 se muestran los resuitados globales obtenidos en el ratdn
CD1 Qvx. Podemas cbservar que el pentolame y el compuesto (3) producen
aumentos significativos (p<0.05 y p<0.01 vs vehiculo) del tiempo de la coagulacion
a las 24 y 48 horas después de la administracion. El compuesto (3) presenta un
efecto maximo mayor al producido por el pentolame y este efecto se observa
hasta las 72 horas después de la administracion (p<0.01 vs vehiculo).

Esto significa que el compuesto (3) es mas eficaz que su analogo el
pentolame. En esta figura también observamos que el androstano derivado no
tiene efectos sobre el tiempo de la coagulacion y esto nos permite confirmar la
importancia del anillo aromatico A para observar el efecto sobre el tiempo de la
coagulacién sanguinea.

Estas observaciones apoyan la hipétesis de que es necesaria la presencia
del anillo ardmatico como un requisito estructural para producir el efecto en el
tiempo de la coagulacidn sanguinea. Por ofra parte es importante considerar la
influencia de la cadena de sustitucion del grupo amino, debide a las variaciones
observadas en nuestros resultados, en donde el compuesto (3) es mas eficaz que

el prolame y el pentolame.
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Figura 15
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Figura 15. Efecto de pentolame, compuesto 6, compuesto 3 y estradiol sobre
el tiempo de coagulacion sanguinea en raton CD1 Ovx. Determinado a las
24, 48y 72 horas después de su administracion. *p<0.05, **p<0.01.
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V. CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron por métodos espectroscopicos de infrarrojo
(IR), resonancia magnética nuclear (RMN) y espectroscopia de masas (EM) los
compuestos: 17B-amino-1,3,5(10)estratrien-3-ol (3) y 3p-hidroxi-17p-amino-5-
androsteno (6). Sus constantes fisico-quimicas fueron concluyentes en la
asignacion estructural de los compuestos obtenidos para su identificacién y la
certificacion de su pureza. '

Los compuestos (3) y {8) fueron evaluados in vivo utilizando ratones macho
y hembra Ovx. Los resultados cbtenidos sefialan que cambios estructurales en el
anillo A tienen una influencia definitiva en la produccién de la actividad
anticoagulante de este grupo de farmacos, que indica la necesidad de la

aromaticidad en el proceso.

Por otra parte el aminoestrogeno (3) cuya estructura carece de sustitucion
sobre el grupo amino posee actividad anticoagulante mayor que la observada por
pentolame y prolame, lo que serfiala que la longitud de la cadena influye en este
efecto

Los resultados obtenidos nos permiten continuar con la obtencién y la
evaluacion de compuestos dirigidoc hacia el desarrollo de farmacos con

aplicaciones terapéuticas.
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