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Resumen

1. RESUMEN

El uso clinico de los estrégenos se encuentra asociado con el aumento de
eventos tromboembolicos. El estradiol (E;) produce efectos procoagulantes en
roedores, que contrastan con los efectos anticoagulantes producidos por los 173-
aminoestrogenos. El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion farmacolégica de
los efectos estrogénicos y anticoagulantes del 17@-aminoestrol (AE,), el cual carece
de la cadena alquilica o substituyente en el grupo amino en el C-17 del esteroide. La
afinidad del AE; al receptor de estrégenos (RE) se evalué utilizando el citosol de
uteros de ratas y ratones hembras prepulberes mediante un analisis de competencia
con Ez-[3H]. La actividad de tipo estrogénica se evalud en el sistema de levaduras
co-transfectadas con el gen subtipo a del receptor humano de estrégenos (RhEa) y
con el gen reportero de la [-galactosidasa. La actividad uterotrofica del AE, se
determiné en ratones CD1 y ratas Wistar hembras inmaduras. Los animales
recibieron por via subucutanea (s.c.) durante tres dias consecutivos, diferentes
dosis de AE; (10-5000 pg/Kg de peso) y como grupos control, E; (0.001-1000 pg/Kg
de peso) y propilenglicol (0.1 ml/animal/dia). Se estudi6 el efecto de la
administracién s.c. por cinco dias consecutivos de diferentes dosis de AE, y E, (0.1-
1000 ng/Kg de peso) en el ratén CD1 adulto sobre el tiempo total de la coagulacién
sanguinea (TTC). En otros experimentos, los ratones recibieron la administracion
Unica de AE; (1, 2, 4, y 8 mg/100 g de peso) o E; (3 mg/100g de peso) y se evaluo
el TTC, tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcialmente activada
(TTPa), tiempo de trombina (TT) y la concentraciéon del fibrinégeno 24 y 48 horas
post-tratamiento. En todos los experimentos se utilizd como control el disolvente
(propilenglicol; 3 ml/Kg). El AE, se unié al RE con una afinidad relativa menor a la
del E,. El AE; fue capaz de activar de manera dosis-dependiente la transcripcién del
gen de la R-galactosidasa. Esta ultima respuesta fue inhibida por el antiestrogeno
ICI1-182,780 confirmando que los efectos agonistas del AE; son mediados por el RE.
El AE; también increment6 en forma dosis-dependiente los pesos uterinos de ratas
y ratones hembras inmaduras. El efecto maximo observado fue de un 95% en el
raton y de un 49% en la rata en comparacion con el efecto maximo del E; (100%).
Las DEsq del AE; fueron 0.55 a 0.59 mg/Kg en el raton y en la rata fueron de 0.58 a
0.76 mg/Kg.
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Resumen

El AE, y el E, produjeron efectos opuestos en el TTC en todas las dosis
administradas (0.1-1000 pg/Kg) y no fueron efectos dosis dependientes. AE; produjo
un aumento del TTC en un 29% (p<0.01) entre las 48 y 72 horas. Por el contrario, el
E, disminuyé el TTC hasta en un 30% (p<0.01), efecto que se mantuvo por 8 dias.
EI AE; (1, 2, 4, y 8 mg/100 g de peso) incrementd en un 96% el TTC de forma dosis
dependiente (24 horas, p < 0.001). La administracion unica de AE; incremento los
parametros TP, TTPa, TT en un 15%, 55% y 29% respectivamente (p<0.01). En
contraste, el E, produjo una disminucién significativa del TTC en un 20% (p<0.001) y
del TTPa en un 23% (p < 0.001) a las 48 horas. La concentracion del fibrinégeno se
incrementé de manera importante (107% p<0.001) en el grupo tratado con AE;. El
AE, es un agonista parcial del RE que tiene una actividad estrogénica
considerablemente menor a la del E,. Los resultados indican que el mecanismo de
accion del AE; se lleva a cabo modificando las vias intrinseca, extrinseca y comun
de la coagulacion. El AE; es el 17R-aminoestrégeno que presenta el mayor efecto
anticoagulante hasta ahora descrito de esta familia de farmacos y es el compuesto
prototipo de los 17R-aminoestrogenos responsable de la actividad anticoagulante

administrado a roedores.
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Abstract

2. ABSTRACT

Clinical use of exogenous estrogens has been associated with an increase
of thromboembolic events. In rodents, the naturally occurring estradiol (E;) exerts
procoagulant effects contrasting with the anticoagulant effects observed by some
17R-aminoestrogens. The aim of this work was to characterize the estrogenic
and anticoagulant effects of the 17R-aminoestrol (AE.) which lacks the
substitution on the amino group at C-17 of the steroid molecule. The affinity of
the AE; to the estrogen receptor (ER) was determined in a competitive binding
assay using [PH]E: in prepuberal rat and mice uterine cytosol. The estrogenic
activity was evaluated using a yeast system co-transfected with the subtype o of
‘the ‘human estrogen receptor (hERa) and as the reporter vector of the B-
galactosidase gene. AE, was evaluated by the uterotrophic assay using
immature CD1 mice and Wistar rats. The animals were injected subcutaneously
(s.c.) for three consecutive days with AE, at different doses (10-5000 ug/Kg of
body weight), as control groups: E, (0.001-1000 pg/Kg of body weight), and
propyleneglycol (0.1 ml/animal/day). The effect of the AE, on blood clotting time
(BCT) was studied in male adult CD1 mice, the animals were injected s.c., for
five consecutive days with AE; or E; at different doses (0.1-1000 pg/Kg of body
weight), and propyleneglycol as control groups. In other experiments, groups of
CD1 mice received a single s.c., administration of AE; (1, 2, 4, and 8 mg /100 g
of body weight), or E, (3 mg/100g of body weight) and propyleneglycol (3 mi/Kg)
as control groups. The BCT, prothrombin time (PT), activated partial
thromboplastin time (aPTT), thrombin time (TT) and fibrinogen concentration
were determined 24 and 48 hours post-administration. AE; interacts with the ER,
although with significantly lower affinity than E,. It was demonstrated that AE;
was able to activate in a dose-dependent manner, the hERa-mediated
transcription of the p-galactosidase gene. This response was inhibited by the
anti-estrogen ICI-182,780, confirming that the agonist-mediated effect of AE, was
due to the selective activation of ER. The AE; increased uterine weight in mice in
a 95% and rats in a 49% as maximum effect compared to E; (100%). In mice the

EDso to produce uterotrophic effects was between 0.55-0.59 mg/Kg and the EDsq
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values obtained in rats were 0.58-0.76 mg/Kg. Daily s.c. administration of the AE;
produced an anticoagulant effect showing an effect after 48 and 72 hours of
administration of 29% (p<0.01). In contrast, E, reduced significantly the BCT
maintaining the procoagulant effect until 8 days after administration (30%;
p<0.01). A single administration of AE; increased BCT by 96% (24 hours, p <
0.001). The PT, aPTT, TT coagulation parameters were lengthened 15%, 55%,
and 29% respectively (p<0.01). On the contrary, E, produced a significant
decrease on BCT (20%) and diminished aPTT 23%, (p < 0.001) after 48 hours.
AE; increased the fibrinogen concentration 107% (p<0.001).

In conclusion, AE, is a partial agonist of the ER with a significantly lower
estrogenic activity than E,. The result indicated that the mechanisms of action of
AE; is througth of the modification the intrinsic, extrinsic and common pathways
of the coagulation. This AE, has the greater effect on the blood clotting time
compared to other 17B-aminoestrogens previously described. The AE; is the
prototype compound of the 17B-aminoestrogens family, and the responsible of

the anticoagulant activity in rodents.
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Introduccién y Antecedentes

3. INTRODUCCION

Los estrégenos son hormonas esteroides producidas principalmente en
los ovarios; mediante un efecto directo, los estrogenos generan crecimiento y
desarrollo de la vagina, el utero y las trompas de Falopio (Williams y Stancel,
1996), participan en el desarrollo y mantenimiento de las caracteristicas
sexuales secundarias de la mujer, en el control del ciclo menstrual-ovulatorio y
en la modulacién de algunos procesos metabdlicos como de minerales, lipidos,

carbohidratos y proteinas (Fritsch y Murdoch, 1994; Williams y Stancel, 1996).

Los estrégenos son hormonas lipofilicas que difunden a través de la
membrana plasmatica de las células y se distribuyen de acuerdo a su
especificidad y alta afinidad por su receptor, fijandose en un sitio de unién
especifico para la hormona en el receptor presente en el nicleo y citoplasma de
las células blanco (Ing y O’Malley, 1995). Los receptores de estrégenos se
encuentran en el Gtero, glandula mamaria, hipofisis anterior, hipotalamo, y en
tejidos no reproductores como hueso, higado o endotelio vascular (Ing y
O’'Malley, 1995; Williams y Stancel, 1996). Al unirse la hormona a su receptor,
éste lleva a cabo un cambio conformacional hacia una forma activa capaz de
afectar la transcripcion génica en el nlcleo. Para que lleve a cabo su funcién de
manera eficiente, el receptor debe dimerizarse, interactuar con secuencias
especificas en el DNA y acoplarse a otros factores de transcripcién para formar
un complejo multimérico estable, el cual promueve el inicio de la transcripciéon y
el RNA mensajero producido se traduce en los ribosomas a una proteina con

una funcion biolégica (Nilsson y Gustafsson, 2000).

Ademas de los efectos estrogénicos en el sistema reproductor, también se
ha descrito que los estrogénos tienen un papel importante en la modulacién de la
fisiologia cardiovascular (Kalin y Zumoff, 1990; Guetta y Cannon, 1996).
Estudios epidemiolégicos han demostrado que las mujeres en edad fértil estan

protegidas contra enfermedades cardiovasculares, proteccidén que desaparece
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Introduccién y Antecedentes

cuando los ovarios dejan de producir estrogenos durante la menopausia o por la
extirpacion de los ovarios en mujeres premenopausicas o en edad fertil
(Johansson et. al., 1975).

La proteccion que ejercen los estrogenos en las mujeres ante las
enfermedades coronarias fue documentada desde 1802, cuando Heberdenn
escribié: “He visto cerca de cien pacientes con angina de pecho, en los que solo
habia tres mujeres y un muchacho de 12 afnos, el resto fueron hombres y
rebasaban los 50 afios de edad” (Kalin y Zumof, 1990). Asimismo, en un estudio
realizado por la Organizacion Mundial de la Salud durante 1987 en una
poblacion mundial de 100 000 personas, se demostro la prevalencia del género
masculino ante las enfermedades coronarias. La relacion de la mortalidad por
estas enfermedades entre hombres y mujeres fue de 2 a 1, en todos los paises
analizados; confirmando la influencia del género en los padecimientos
cardiovasculares. Por otra parte la edad es un factor importante que participa en
los trastornos cardiovasculares ya que en el hombre la mortalidad por infarto al
miocardio es cuatro veces mayor, comparada con la mujer durante la etapa
reproductiva (Barret-Connor, et. al., 1991; Wren, 1992; Farhat, et. al., 1996;
Perrot-Applantat, 1996). Estas diferencias de género disminuyen durante la
menopausia y después de los 70 afos ya no son significativas (Kalin y Zumoff,
1990).

La accion protectora de los estrébgenos en los padecimientos
cardiovasculares en las mujeres premenopausicas se ha explicado tomando en
cuenta diversos factores. Uno de ellos es el relacionado con los efectos de los
estrogenos sobre el metabolismo de los lipidos ya que incrementa las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y el catabolismo de las lipoproteinas de
bajo peso molecular (LDL) (Guetta y Cannon, 1996), asi como el aumento de la
sintesis hepatica de apoliproteina A1 (Apo-A,), cuya principal funcién es activar
la lipasa de lipoproteina que favorece el transporte de colesterol y otros lipidos a
diversos tejidos (Tikkanen, et. al., 1982; Nathan y Chaudhuri, 1997). Otro factor

Maestria en Ciencias Biolégicas 6




Introduccion y Antecedentes

incluye los efectos vasodilatadores de los estrégenos al promover o inhibir la
sintesis de factores derivados del endotelio como prostaciclinas, endotelina-1
(ET-1) y 6xido nitrico (NO) que se encuentran en las células endoteliales de los
vasos sanguineos (Wakasugi, et .al, 1989; Polderman, ef. al, 1993). A este
nivel, también se ha descrito que los estrogenos tienen la capacidad de
incrementar la regeneracién del endotelio ante el dafio ocasionado por la placa
ateromatosa (Krasinki, etf. al., 1997). Asimismo se han considerado de gran
importancia los efectos no gendmicos del E;, en los cuales el E; se une a
receptores presentes en la mernbrana celular del muasculo liso vascular
modulando la funcién de canales iénicos de calcio (Ca*") y potasio (K*) (Zhang,
et. al, 1994 Farhat, et. al, 1996; Valverde, et al., 1999; Mendelsohn, 2002;
Salom, et. al.,, 2002; Korovkina, et. al., 2004).

Durante la menopausia, la produccién de E; cesa casi por completo y se
observa que la mujer pierde su proteccion ante las enfermedades
cardiovasculares, por lo que se ha recomendado la administracion de la terapia
hormonal sustitutiva (THS) (Chae, et. al., 1997). El uso de estrdgenos equinos
conjugados, el cipionato y el valerato de estradiol entre otros (Schiff y Walsh,
1995; Chrousos, 2005), han mostrado beneficios importantes en algunos
trastornos vasomotores ejerciendo su proteccion ante enfermedades
cerebrovasculares y cardiovasculares (Stampfer, et. al., 1991 y Zarate, 1999).
Sin embargo, numerosos estudios clinicos han revelado que el uso de los
estrogenos en la THS o anticonceptiva esta asociado con el aumento de las
enfermedades tromboembdlicas como la trombosis venosa profunda o el
embolismo pulmonar (Bottiguer, et. al., 1980; Mammen, 1982; 2000; Levy, et. al,,
1999; Luyer, et al, 2001; Rosendaal et. al, 2001 y 2002; Van Hyickama y
Rosendaal, 2004; Cushman, et al, 2004; Van-Viiet et. al., 2004). Se ha
demostrado que cuando los estrégenos se encuentran en niveles altos en la
circulacién, pueden maodificar las concentraciones circulantes de algunos
factores de la coagulacion y alterar la actividad fibrinolitica, efectos que pueden

conducir a un estado de hipercoagulabilidad sanguinea que da lugar a la
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introduccién y Antecedentes

trombogénesis. (Caine et. al., 1992; Devor et. al., 1992; Meilahn et. al., 1996,
Rosendaal, et. al., 2003).

4.-ANTECEDENTES

Numerosos estudios clinicos han demostrado que los efectos adversos
indeseables de los estrogenos se relacionan con la alteracién de los factores que
participan en la hemostasis (Gerstman, et. al., 1990; Devor, et. al., 1992; Lee, et.
al., 1993) produciendo aumento de factores y cofactores que participan en la
coagulacién, como el Fll (protrombina), FV, FVII, FVIIl, FIX y el fibrinégeno
(Quehenberger, et. al, 1996; Mammen, 2000; Van Hylckama y Rosendaal,
2004). Asimismo, se ha observado una importante disminucion de la actividad de
los factores anticoagulantes naturales como la antitrombina lll, la proteina C y su
co-factor la proteina S, y de aquellos que intervienen en la fibrindlisis como el
plasmindgeno, el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (laTP-1) y el
dimero D (Mammen, 2000; Teede, et al., 2000; Gottsater, et. al, 2001). Sin
embargo, los estudios experimentales tanto in vivo como in vitro enfocados a
esclarecer el mecanismo de accion de los estrogenos sobre la hemostasia son
escasos. Se ha descrito en modelos animales como la rata, que los estrégenos
naturales y sintéticos ejercen un aumento significativo sobre la adhesividad
plaquetaria y la actividad de factores vitamino-K dependientes como los factores
Il, VII, IX'y X, asi también la disminucion en la actividad de la antitrombina Hl y
del plasminégeno (Emms y Lewis, 1985; Owens, et. al., 1986). Por otra parte,
también se ha observado el incremento en los niveles de los factores I, V, Xl y
una disminucién del complejo VIl + X en cobayos (Landemore, et. al., 1984). La
administracioén unica de dipropionato de estradiol (EDP, 2 mg) en ratas Wistar
incrementd la concentracion plasmatica de trombina y el nimero de vasos
sanguineos ocluidos en los pulmones por la presencia de coagulos de fibrina
(Ohashi, et. al, 2003). También se ha observado que el E; estimula la
produccién del factor von Villebrand (vVWF), un factor prohemostatico, de células

endoteliales de la vena umbilical de humano (Harrison y McKee, 1984). Estos
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Introduccién y Antecedentes

trombogénesis. (Caine et. al., 1992; Devor et. al., 1992; Meilahn et. al., 1996,
Rosendaal, et. al., 2003).

4.-ANTECEDENTES

Numerosos estudios clinicos han demostrado que los efectos adversos
indeseables de los estrogenos se relacionan con la alteracion de los factores que
participan en la hemostasis (Gerstman, et. al., 1990; Devor, et. al., 1992; Lee, et.
al., 1993) produciendo aumento de factores y cofactores que participan en la
coagulacion, como el Fll (protrombina), FV, FVII, FVIII, FIX y el fibrinégeno
(Quehenberger, et. al, 1996; Mammen, 2000; Van Hylckama y Rosendaal,
2004). Asimismo, se ha observado una importante disminucién de la actividad de
los factores anticoagulantes naturales como la antitrombina lll, la proteina C y su
co-factor la proteina S, y de aquellos que intervienen en la fibrinélisis como el
plasminégeno, el inhibidor del activador del plasmindégeno tipo 1 (laTP-1) y el
dimero D (Mammen, 2000; Teede, et. al., 2000; Gottsater, etf. al., 2001). Sin
embargo, los estudios experimentales tanto in vivo como in vitro enfocados a
esclarecer el mecanismo de accion de los estrogenos sobre la hemostasia son
escasos. Se ha descrito en modelos animales como la rata, que los estrégenos
naturales y sintéticos ejercen un aumento significativo sobre la adhesividad
plaquetaria y la actividad de factores vitamino-K dependientes como los factores
I, VII, IX y X, asi también la disminucién en la actividad de la antitrombina Ill y
del plasminégeno (Emms y Lewis, 1985; Owens, et. al., 1986). Por otra parte,
también se ha observado el incremento en los niveles de los factores II, V, Xll y
una disminucién del complejo VII + X en cobayos (Landemore, et. al., 1984). La
administracion unica de dipropionato de estradiol (EDP, 2 mg) en ratas Wistar
incrementd la concentracion plasmatica de trombina y el numero de vasos
sanguineos ocluidos en los pulmones por la presencia de coagulos de fibrina
(Ohashi, et. al., 2003). También se ha observado que el E; estimula la
produccion del factor von Villebrand (vVWF), un factor prohemostatico, de células

endoteliales de la vena umbilical de humano (Harrison y McKee, 1984). Estos
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cambios en la concentracion o actividad de los factores que participan en la
hemostasia sanguinea podrian favorecer un estado de hipercoagulabilidad y

como consecuencia el establecimiento de la trombosis.

Una aportaciébn importante, a nivel molecular del efecto del E; en la
coagulacién sanguinea, ha sido la demostracién de la modulacién y regulacién
en la expresion del factor Xll por el E, (Farsetti, et. al., 1995). En estudios en
ratas ovariectomizadas tratadas con E, se observé que la transcripcién génica
del FXII fue 6 veces mayor respecto a los animales no tratados, indicando que el
E> es capaz de inducir la expresion del gen del FXII in vivo. En este mismo
trabajo, los autores también encontraron en la regién promotora del factor Xli
humano que contiene un sitio palindrémico imperfecto (5’-GGGCAnnnTGACC-
3’) en la posicién -43/-31 parecido a los elementos de respuesta a estrégenos,
todo esto podria ser la base del mecanismo a través del cual los estrégenos
incrementan la concentracion plasmatica del FXIl (Farsetti, ef. al., 1995;
Citarella, et. al., 1996). Sin embargo el estudio experimental de los efectos de los
estrégenos en la hemostasia sanguinea necesita profundizarse mas para que
permita conocer los mecanismos de accion involucrados en sus efectos sobre la
coagulacién sanguinea y asimismo estudiar si existe alguna relaciéon con sus

efectos estrogénicos.

Desde hace ya dos décadas se inicio la investigacion de los efectos
farmacolégicos de los 17R-aminoestrogenos, compuestos que exhiben efectos
opuestos al E; en el sistema de la coagulaciéon. Las propiedades anticoagulantes
de los 17p-aminoestrégenos como prodiame, buame, prolame y hexolame entre
otros, fueron descritas en la década de los 80°s, por Rubio-Péo y colaboradores
(1983, 1985; figura 1). En estos trabajos, los autores estudiaron compuestos
analogos al E; en los que el grupo hidroxilo (-OH) en la posicion 17 se
substituyé por un grupo amino substituido (-NH-R). La administracién de esta
serie de compuestos en ratas y ratones produjeron efectos anticoagulantes

dosis-dependientes y prolongados (Mandoki, et. al., 1991). Los aminoestrogenos
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que produjeron un mayor incremento en el tiempo de la coagulacién fueron
prolame (54%) y hexolame (43%), ademas, se observd que los 178-
aminoestrégenos también inducian la presencia de células cornificadas en el
epitelio vaginal de ratonas CD1 ovariectomizadas (Rubio-Pdo, et. al, 1983,
1985, 1990; Mandoki, et. al., 1991, Lemini, et. al., 1993).

Por otra parte, se describio que los efectos anticoagulantes de los 17p3-
aminoestrogenos son selectivos y dependen de que el anillo A del esteroide sea
aromatico, asi como del grupo amino substituido (Rubio Péo, et. al., 1997). Se
ha observado que el 17B-aminoestrégeno dedamine produce efectos
anticoagulantes significativos y prolongados mientras que su analogo androstan-
derivado carece de todo efecto aun a dosis mayores que las utilizadas para
dedamine (Rubio Péo, et. al., 1997). Posteriormente, en un estudio en ratas
Wistar ovariectomizadas se evalué la actividad estrogénica y anticoagulante de
la serie homodloga prolame, butolame, y pentolame (figura 2). La variacion
estructural en las moléculas de este grupo fue la longitud de la cadena alquilica
unida al grupo amino y el objetivo del estudio fue conocer si existia una relacion
entre la estructura quimica de los 17R-aminoestrégenos y sus actividades

estrogénica y anticoagulante (Lemus, et. al., 1998; Jaimez, et. al., 2000).
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Buame Endiame

Picae Proacame

H\N/\/\NHZ H\N/\/N (Eb)2

Pirodiame Dedamine

Figura 1. 17R-aminoestrégenos
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La afinidad relativa de union (ARU) al receptor de estrogenos fue evaluada 'y
se observd que el prolame y el butolame (ARU: 0.11% vy 0.14%,
respectivamente) tuvieron una mayor capacidad para competir con el Ez—[3H] por
los sitios de unién del RE que el pentolame (0.03%). Otros marcadores
biolégicos y especificos de estrogenicidad empleados en diferentes estudios
como: el incremento del peso uterino, la cuantificacion de la hormona
luteinizante, la inducciébn del receptor de progesterona dependiente de
estrogenos en la hip6fisis anterior nos permitieron caracterizar la actividad
estrogénica de la serie homologa, demostrando que el prolame fue el 1703-
aminoestrégeno que tuvo la mayor actividad de tipo estrogénico, seguido del
butolame y del pentolame (Lemus, et. al, 1998; Jaimez, ef. al, 2000): Asi
mismo, a través de la actividad de la cloranfenicol acetil transferasa (CAT), en un
sistema de expresiéon en células Hela co-transfectadas con los genes de los
receptores humanos de estrégenos subtipos a (RhEa) o B (RhER) como vector
de expresion y como vector reportero al gen de la CAT, fusionado con elementos
que responden a estrégenos, los resultados sobre la actividad estrogénica
fueron semejantes (Jaimez, et. al.,, 2000). En el modelo de raton CD1 hembra
inmadura, también se encontré6 que el prolame fue el aminoestrégeno que
present6 la mayor actividad estrogénica, mientras que en la rata Wistar hembra
inmadura, el butolame tuvo un mayor efecto sobre el incremento del peso uterino
(Lemini, et. al., 2005b). Los resultados de estos estudios demostraron que los
17B-aminoestrédgenos son agonistas parciales de los RhEa y RhER y que su
actividad estrogénica es inversamente proporcional a la longitud de la cadena
alquilica en el grupo amino (Jaimez, et. al., 2000). La evaluacion de prolame,
butolame y pentolame sobre el tiempo de la coagulacion sanguinea en ratas
Wistar ovariectomizadas demostré6 que la administracibn de estos
aminoestrégenos en la rata, aumento el tiempo total de la coagulacién entre un
20% a 25%, a diferencia del E; que disminuyé en un 30% (p < 0.05) este

parametro (Lemus, et. al., 1998, Jaimez, et. al., 2000, Lemini, et. al., 2005a).
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Estos resultados indicaron que las diferencias entre la eficacia y la potencia
en los efectos estrogénico y anticoagulante de los 17R-aminoestrégenos se

relacionaban con el tipo de substituyente del grupo amino.

Prolame
Butolame
N
NN
)’ﬁ” OH
HO
Pentolame

Hexolame

Figura 2. Serie homoéloga de los 17B-aminoestrégenos
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Recientemente se estudié en la rata Wistar los efectos del pentolame
sobre parametros hemostatico, como el tiempo de protrombina, el cual explora la
via intrinseca de la coagulacion y se activa cuando la sangre entra en contacto
con la tromboplastina tisular (factor extrinseco), tiempo parcial de tromboplastina
activada que explora la via intrinseca de la coagulacién, la cual inicia al contacto
del factor Xll con superficies extrafias a la pared vascular y la concentracién del
fibrinbgeno, que nos permite explorar la via comun de la coagulacion, que da
lugar a la formacién del coagulo sanguineo (Majluf, 2001). En este estudio el
pentolame incrementé en un 115% (p< 0.05) la concentracion del fibrinégeno a
diferencia del E;, que no produjo cambios significativos en este parametro
(Garcia-Manzano, et. al., 2002).

La observacion de que los efectos anticoagulantes de los 17B-
aminoestrogenos mencionados anteriormente, eran muy similares condujeron a
investigar los efectos producidos por el 17B8-aminoestrol (AE,, figura 3). Este
compuesto a diferencia de los 17R-aminoestrogenos previamente descritos,
carece de la cadena alquilica o substituyente en el grupo amino del C-17 en el
esteroide (Lemini, et. al., 1998), por lo tanto, fue necesario conocer la relacién
entre esta modificacién de la estructura quimica y sus efectos estrogénicos y
sobre la coagulacién sanguinea. Asimismo el estudio de los efectos del AE»,
teniendo como indicador el TTC y de su efecto sobre las vias intrinseca,
extrinseca y comun de la coagulacién, nos permitirian establecer al AE; como el
compuesto prototipo de este grupo de farmacos responsable de los cambios

producidos en los roedores sobre la coagulacién sanguinea.
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5. HIPOTESIS

La insercion del grupo amino (NH-) sin substituyentes en lugar del grupo
hidroxilo (OH) en el C-17 de la molécula del estradiol, disminuye la actividad
estrogénica y produce efectos anticoagulantes, a diferencia de los efectos

procoagulantes del estradiol.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de tipo estrogénico del 17p-aminoestrol asi como sus
efectos en la coagulaciéon sanguinea, mediante la evaluacion de parametros

hemostaticos, utilizando modelos experimentales in vivo e in vitro.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la afinidad relativa de union del 17B-aminoestrol al receptor
intracelular de estrégenos del tero de ratas y ratones hembras inmaduras
(RE).

b) Determinar en modelos in vivo los efectos de tipo estrogénico del 17p-
aminoestrol en la rata Wistar y el ratobn CD1 hembras inmaduras sobre el

incremento del peso del Gtero himedo y seco.

c) Caracterizar en modelos in vitro la actividad de tipo estrogénica del 17R3-

aminoestrol en un sistema de expresion en levaduras.

d) Determinar el efecto del 17B-aminoestrol sobre el tiempo de la coagulacion

sanguinea en el ratbn macho CD1 adulto.

e) Determinar el efecto del 17p-aminoestrol sobre el tiempo de protrombina
(TP), tiempo de tromboplastina parcialmente activada (TTPa), tiempo de
trombina (TT) y la concentraciébn de fibrin6geno en el ratbn macho CD1

adulto.
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7. MATERIALES Y METODOS

71 MATERIALES

7.1.1 Compuesto radiactivo

El estradiol-[6,7-°H] (Ex-[°H]), con actividad especifica de 41.0 Ci/mmola,

se adquiri6 en Amersham International (Buckinghamshire, Inglaterra).

7.1.2 Compuestos radioinertes

El 17B-aminoestrol (AE,, 3-hidroxi-1,3,5(10)-estrantrieno-173-amino), se
sintetiz6 utilizando el método descrito por Lemini et. al (1998), a partir de estrona
(3-hidroxi-1,3,5(10)-estratieno-17-ona) donada por Syntex de México.

El estradiol (Ez, 1,3,5(10)-estratrieno-3,17R-diol) se obtuvo de Sigma
Chemical Co., (San Luis MO, EU) y su pureza fue establecida por cromatografia
en capa fina.

La mifepristona (RU-486, 11B-(4-dimetil-amino)fenil-17R&-hidroxi-17-(1-
propinil)-4,9-estrandien-3-ona) y la progesterona (P4, 4-pregneno-3,20-diona) se
obtuvieron de Sigma Chemical Co., (San Luis MO, EU).

ElI'ICI 182,780 se obtuvo de Zeneca Pharma, (México D.F., México).

7.1.3 Material biologico
Animales

Todos los procedimientos en los que se utilizaron animales de laboratorio,

se realizaron siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-
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062-Z200-1999), de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de los animales de laboratorio.

Se utilizaron ratas hembras inmaduras (30-40 g) de la cepa Wistar,
ratones CD1 hembras inmaduras (10-15 g) y ratones machos adultos (35-40 g)
de la cepa CD1, procedentes del bioterio 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 libitum.

Sistema de cuantificacion de la actividad estrogénica en levaduras.

Se utilizd el modelo experimental reportado por Lyttle y colaboradores
(1992) constituido por levaduras Sacharomyces cerevisiae de la cepa RS188N
co-transfectadas con un vector de expresiéon que contiene el gen que codifica
para el receptor humano de estrégenos subtipo a (RhEa), y un vector reportero
que contiene el gen de la B-galactosidasa (R-Gal) regulado por los elementos de
respuesta a estrogenos. Al adicionar algin compuesto con actividad estrogénica,
éste se unira al RhEa y se activara la sintesis de la p-galactosidasa como

indicador de actividad estrogénica.
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7.2 METODOS

7.2.1 Purificacion del estradiol radiactivo

La pureza radioquimica del estradiol isotdbpicamente marcados con [*H] se
verifico por la técnica de dilucion isotopica inversa que incluyé cromatografia en
papel en el sistema NB; (tolueno:iso-octano/metanol:agua, 2:1/1.5:1) y en el Bz

de Bush (hexano:benceno/metanol:agua, 2:1/4:1).

7.2.2 Evaluacion del efecto estrogénico de AE;

7221 Determinacion de la constante aparente de disociacion
(Kg) y del numero de sitios de union (NSU) del receptor de

estrogenos

Las constantes fisicoquimicas K4 y NSU del receptor de estrégenos se

obtuvieron mediante una cinética de union y se determinaron de acuerdo al

método descrito por Scatchard (1949).
Obtencioén del citosol

Se utiliz6 como fuente del receptor de estrogenos el citosol (fraccion
soluble de la célula) del Gtero de hembras prepuberes de rata Wistar y ratén
CD1. Los animales se decapitaron y los Uteros se removieron y lavaron en una
solucién amortiguadora TEDLM (Tris-HCI 20mM pH 7.4, EDTA 15mM, ditiotreitol
0.25mM, leupeptina 10ug/mi, molibdato de sodio 10mM), se secaron con papel

filtro y se pesaron.

Los uteros se homogeneizaron en TEDLM en una proporcién 1:6 (p/v) con
un politén Brikmann PT 10/35 (Brikmann, Instruments Co., Houston TX, EU),
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manteniendose a 4°C. Una vez obtenido el homogeneizado, se centrifugd a
105,000 x g durante 1 h a 4°C en un rotor Beckman SW50.1 (Beckmann,
Instruments Inc Palo Alto, CA. EU). El citosol, (2.63 mg de proteina/ml) obtenido
después de la ultracentrifugacién se utilizé para los estudios de unién. El
contenido de proteinas se determind en alicuotas del citosol por el método de

Bradford (1976), utilizando una curva patrén de alburnina de suero de bovino.
Cinética de saturacioén para el receptor intracelular de estrogenos.

La determinacion de la constante de disociacion (Kd) y del numero de
sitios de uniéon (NSU) al equilibrio se hizo mediante la incubacién del citosol con
concentraciones crecientes de E,-[°H], 1, 1.5, 2, 3, 5, 7, 10 y 15 nM. En forma
paralela, la unién inespecifica se determiné bajo las mismas condiciones de
incubacién en presencia de un exceso de 100 veces de E; radioinerte (100, 150,
200, 500, 700, 1000 y 1500 nM). El E; radiactivo que no se uni6 al receptor, se
separd con una suspension de carbéon-dextran (250 mg carbén activado y 25 mg
de Dextran T-70 en 100 ml de buffer TEDLM) durante 5 minutos a 4°C con
agitacion constante. Posteriormente, se centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos a 4°C y del sobrenadante se tomaron alicuotas de 100 pl por triplicado
para determinar el contenido de [°’H] en un espectrémetro de centelleo liquido,
Packard Tri Carb, modelo 1900TR (Packard Downers Grove, IL. EU), con una
eficiencia del 69 %. Se us6 Instagel® como la solucién de centelleo especifica

para muestras acuosas.

A partir de la actividad especifica del Ex-[°H], se calcularon las pmolas de
ligando unidas al receptor, en el volumen total de incubacion. Para la
determinacion de la union especifica, se resté la union no especifica de la unién

total.
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7.2.2.2 Interaccion de AE; con el receptor intracelular de

estrogenos.

La interaccion del AE; con el receptor intracelular de estrégenos (RE) se
establecié por medio del analisis de competencia (Chavez, etf. al., 1985), para lo
cual se utilizé el citosol obtenido del utero de ratas Wistar y ratones CD1
hembras prepuberes como la fuente del receptor de estrégenos, previamente
descrito. Se tomaron alicuotas de 200 pl del citosol (3-5 mg de proteina/ml) y se
incubaron durante 18 h a 4°C en presencia de concentraciones a saturacion de
Ez-[3H] (1 nM) y concentraciones crecientes de AE; (1 nM-1 mM). Como
controles del experimento se utilizaron concentraciones crecientes de E, (1-500
nM), P, o RU486 (1 nM-1 mM) radioinertes. La separacion de la fraccién unida
de la libre se llevd a cabo utilizando una suspension de carbén-dextran (250 mg
carbon activado y 25 mg de dextran T-70 en 100 ml de buffer TEDM), durante 5
minutos a 4°C con agitacion constante y centrifugando a 3000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Después de la centrifugacion, se tomaron alicuotas del
sobrenadante para determinar el contenido de radiactividad en el espectrometro
de centelleo liquido y se us6 Instagel® como solucién de centelleo. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de unién al RE tomando la unién

del radioligando, en ausencia de E; radioinerte, como el 100 por ciento.

Del andlisis de competencia se obtuvo la concentracién inhibitoria al 50%
(ICs0).

La afinidad relativa de unién (ARU) de AE, se calculé a partir de la
constante de inhibicion al cincuenta por ciento (K;) del compuesto, considerando

un valor de 100 para el estradiol, utilizando la siguiente formula (Cheng vy
Prussoff, 1973).
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ARU =[L ]so%/ [ C ]s0% X 100

ARU = Afinidad relativa de union.
[L]so% = Concentracién molar del ligando especifico que

disminuye al 50% la unién del radioligando al receptor.
[Cls0% = Concentracién molar de competidor que disminuye al 50%

la unién del radioligando al receptor.

Ki=ICso/1+(C/Kd)

Ki = Constante de inhibicién -

ICso = Concentraciéon molar del inhibidor que disminuye al
50% la unién del radioligando con el receptor.

C = Concentracién molar del radioligando.

Kd = Constante de disociacién del ligando.
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7.223 Determinacion del efecto estrogénico del AE; sobre el

peso uterino.

El efecto del AE, sobre el peso del Utero se llevé a cabo mediante
métodos descritos por Astwood (1938); Evans et. al., (1941); Reel et. al., (1996);
Tchernitchin (1979). Se utilizaron ratas Wistar y ratones CD1 hembras
inmaduras a las cuales se les administré6 AE, (10-5000 pg/kg de peso), E; (0.01-
1000 pg/Kg de peso) y propilenglicol (vehiculo, 0.1 ml/animal/dia) durante 3 dias
consecutivos. A las 24 horas siguientes, el Gtero se removié y se pes6 en una
balanza analitica para la obtencién del peso uterino hiumedo (PUH). Los uteros
se dejaron secar en la estufa a 70°C por 24 horas y nuevamente se pesaron

para obtener el peso uterino seco (PUS).

7.2.24 Determinacion de la actividad de tipo estrogénica del

AE: en un sistema de expresion en levaduras.

Analisis de la actividad de B-galactosidasa.

Las levaduras se crecieron durante toda la noche a 32°C con agitacion
constante en un medio que contiene todos los aminoacidos esenciales y
glucosa. Se tomé una alicuota del cultivo de levaduras y se determiné la
densidad optica (D.O) a la longitud de onda de 600 nm. La lectura de la D.O
igual a 0.5 equivale a una concentracion celular de 2.7 X 107 células/ml. Con la
finalidad de inducir al RE en este sistema, se incubaron a las levaduras durante
1 hora con sulfato de cobre (CuSQ, - 5H,0), cuya conentracién final fue de 100
UM en el volumen total de cada prueba individual (5 ml). En seguida se llevé a
cabo el tratamiento con el AE, (10-1x10* nM), por un periodo de 4.5 h a 32°C
con agitacidon constante. Transcurrido este tiempo, las levaduras se centrifugaron
a 2,500 rpm por 5 minutos y se resuspendieron en buffer Z (Na,HPO,4 - 7H,0O 30
mM, KCI 10mM y MgSO, - 7H,0 1 mM), se adicionaron perlas de vidrio (472-600

Maestria en Ciencias Biolégicas 24




Materiales y Métodos

micras) y se agitaron los tubos en vortex durante 15 segundos 6 veces, para
poder romper mecanicamente la pared celular. Se utilzaron 20 pl de fluoruro de
metil fenil sulfonilo (FMFS) a una concentracion de 40 mM como inhibidor de
proteasas. Finalmente, las levaduras se centrifugaron a 12,000 rpm por 10
minutos a 4°C, en una microcentrifuga Sorvall RMC-14 (Dupont) y se recuperé el

sobrenadante.

Se tomaron alicuotas de 100 pl de sobrenadante (concentracion promedio
de 0.5 mg/ml de proteina) para incubarlas con 900 ui de buffer Z y con 4.0 mg/mi
de B-d-galactdésido de o-nitrofenol (GONF) como substrato de la enzima f-
galactosidasa, producto del gen reportero, durante un periodo de 10 minutos a
una temperatura de 32°C, transcurrido este tiempo la reaccién se detuvo con 0.5
ml de carbonato de sodio 1M y la mezcla se ley6 a una longitud de onda de 420

nm.

7.2.3 Evaluacion del efecto de AE; y E; sobre el tiempo de la coagulacion

sanguinea en el raton CD1 macho adulto.

La evaluacion del efecto del AE; sobre el tiempo de coagulacion se llevé a
cabo por el método de microhematocrito (Mandoki et. al, 1991, Rubio-Péo et.
al., 1983, 1985, 1990; Lemini et. al, 1993). Se utilizaron ratones CD1 adultos y
su distribucion se llevé a cabo por cuadrados latinos de acuerdo a su peso

corporal en varios lotes, conteniendo de 5-7 animales cada lote (Zar, 1984).

En diferentes grupos de experimentos los ratones recibieron por via
subcutanea (s.c.) durante 5 dias consecutivos diferentes dosis de AE, (0.1-1000
ug/kg) o de E; (0.1-1000 ug/kg) disueltos en 0.1 ml de propilenglicol. En otra
serie de experimentos se administré al AE; (4 y 8 mg/100g) o E, (3 mg/100g)
disueltos en 0.2 ml de propilenglicol empleado como vehiculo. En todos los
experimentos se incluyé un grupo control que recibié sé6lo el vehiculo.

Transcurridas 24 h después de la ultima administracion se determiné el tiempo
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de coagulacién. La cola de cada animal se sumergi6é en agua a 37°C durante 30
seg y posteriormente se hizo una incision en la punta de donde se tomé la
muestra de sangre (40 pl) con un capilar no heparinizado. En ese momento se
accion6 un cronémetro y el capilar se depositd sobre una base de madera en
forma de tridangulo invertido que se inclindé en un angulo de + 60° para permitir
que la 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 capilar se coagulé registrando el tiempo transcurrido.

Los experimentos se realizaron por lo menos 2 veces entre las 8:30-11:00 h,

manteniendo una temperatura ambiente constante entre 22 y 24°C.

7.2.4 Evaluacion del efecto del AE, sobre los parametros hemostaticos:
tiempo de protrombina (TP), el tiempo de tromboplastina parcialmente
activada (TTPa), tiempo de trombina (TT) y la concentracion del

fibrinégeno.

Se utilizé el plasma obtenido de sangre arterial de ratones CD1 machos
adultos, previamente anestesiados (4% de hidrato de cloral; 7 mg/kg). La sangre
se mezcloé con citrato de sodio al 3.8% (0.11 M; 10:1; sangre/anticoagulante),
durante 1 minuto con agitacién suave, después se centrifugd a 2500 g durante
10 minutos entre 6-10 °C. Una vez obtenido el plasma, éste se mantuvo a -70°C
cuando el tiempo de procesamiento se realizé en un periodo mayor a 30 dias y a

-20°C en un periodo de 1-30 dias a partir de su obtencion.
Determinacion de los parametros hemostaticos.

Para la determinacion del TP, se utilizd el reactivo de Dade®
Trornboplastin C Plus el cual contiene tromboplastina de cerebro de conejo de
acuerdo a la técnica descrita por Quick (1974).

El tiempo de tromboplastina parcialmente activada (TTPa), se determiné

con el reactivo de Dade® Actin® FS Reactivo de TTP activada que contiene
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fosfatidos de soja purificados en acido elagico 1.0x10* M y silica de acuerdo a la
técnica descrita por Proctor y Rapaport (1961).
Para la determinacion del TT, se utilizo el reactivo de Dade® de Trombina

(trombina bovina, approx. 100 unidades NIH/ml), por el método de Rampling y
Gaffney (1976).

Estos parametros se determinaron en el equipo Behring Fibrintimer I
(Dade® Behring).

El fibrin6geno se evalu6 por el método de Clauss (1957). Su
concentracion fue determinada a partir de una curva estandar con plasma
humano expresada en mg/dl y utilizando el reactivo de Dade® de Trombina.
Este parametro fue determinado utilizando un meétodo mecanico en el equipo
Fibrémetro Fibrosystem (Becton-Dickinson Mod 5-117V).

Todos los reactivos se adquirieron en Dade® Behring, S. A. de C. V.
México, D.F.

7.2.5 Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias entre los grupos se estimo
por analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre el grupo control y los
grupos tratados se estimaron por los métodos de Dunnett, Dunn, Tukey o t de
Student apropiadas para cada caso en particular (Zar, 1984). Los resultados se
consideraron significativos cuando el valor de p fue menor a 0.05. Todos los
experimentos se realizaron por lo menos 2 veces. Los resultados se expresaron

como el promedio % el error estandar de la media (eem).
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7.2.6 Determinacion de las dosis efectivas e inhibitorias medias.

La dosis efectiva media (DEsg) y la dosis inhibitoria media (Dlsp) se
calcularon a partir de los datos de las curvas dosis-respuesta utilizando el
programa Microcal® Origin® version 6.1 (Copyright© 1997-2000 Microcal
Software Inc.)

7.2.7 Correlacion entre los modelos de raton hembra CD1 y rata Wistar

prepeuberes y los parametros de peso uterino himedo y seco.

El analisis de correlacion se realizé al graficar los parametros
farmacolégicos obtenidos para el AE; y el E,. Los coeficientes de correlacion se
obtuvieron con el método de Pearson utilizando el programa Microcal® Origin®

version 6.1 (Copyright© 1997-2000 Microcal Software Inc.)
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8. RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de la unién al equilibrio del receptor intracelular de

estréogenos.

La figuras 4A y 5A muestran la linearizacién de los datos de acuerdo al
método de Scatchard, obtenidos de la curva de saturaciéon (figuras 4B y 5B), la
cual representa la unién especifica de concentraciones crecientes de Ez-[3H],
utilizado como radioligando La saturacion de los sitios activos del receptor de
estrégenos en la preparacion de citosol de Gtero de hembras inmaduras de rata
(Wistar) y raton (CD1), se logro a partir de la concentracion 4 nM del
radioligando especifico. En la tabla 1 podemos observar la constante aparente
de disociacion (Kd) y el numero desitios de unién (NSU) del receptor para cada
modelo animal, estos resultados fueron similares a los descritos previamente en
la literatura para el RE (Chavez, et. al., 1985), indicando que el sistema era

adecuado para investigar la interaccion del AE; con el RE.
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Figura 4. Las constantes de la unién al equilibrio del Ep con el RE, se obtuvieron

a través del andlisis de Scatchard (A). Unién especifica del E2-[3H] con el RE obtenido
de tteros de ratones hembra CD1 prepuberes (B).
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Figura 5. Las constantes de la unién al equilibrio del E» con el RE, se obtuvieron

a través del analisis de Scatchard (A). Union especifica del E;_-[3H] con el RE

obtenido de Uteros de ratas Wistar prepiberes (B).

Tabla 1. Constantes de la union al equilibrio del E,-[*H] con el RE

de citosol de tteros de ratas y ratones hembras

prepuberes.

Especie Kd (M) NSU
Raton CD1 2.33x10° 1.08x10°M
Rata Wistar 4.48 x 10° 1.93x10°M
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8.2 Interaccion de AE, con el receptor intracelular especifico de

estrogenos. Afinidad relativa de uniéon (ARU) y constante de inhibicion (Kj).

El analisis de competencia del E; y AE; por el RE en el citosol de utero de
ratas Wistar y ratones CD1, hembras prepuberes, se muestra en las figuras 6 y
7. La afinidad de unién del E; radioinerte se consideré como del 100% (tabla 2).
El AE; interactué con el RE, sin embargo su capacidad para competir con el E,-
[3H] por el RE fue mucho menor que la del E;, con una ARU del 0.074% y del
0.029% en raton CD1 y rata Wistar hembras prepUberes, respectivamente. La K;
de los esteroides competidores se presenta en la tabla 2. La P4 y el RU-486 son

controles negativos del experimento y no interactiian con el RE.

100

Unién de [*H]-Estradiol (%)

60 - ® E
4. & AE,

40 - K=16x10°M | A RU-486

20 K =216x10° M

Concentracion del esteroide [nM]

Figura 6. Analisis de competencia del AE, con el E-[°H}, por los sitios activos del RE en el citosol
de uteros de ratones hembra CD1 prepuberes. Cada punto representa la media de tres experimentos

por triplicado.
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Figura 7. Analisis de competencia del AE, con el E;-[*H], por los sitios activos del RE en el citosol
de uteros de ratas Wistar preptiberes. Cada punto representa la media de tres experimentos
por triplicado.

Tabla 2. Afinidad relativa de unién (ARU) y constantes de
inhibicion (Ki) del E; y AE; por el receptor
especifico de estrégenos.

Modelo / Esteroide ARU Ki
% (M)
Raton CD1
Ez 100 1.60x 10°
AE, 0.074 216 x 10°
Rata Wistar
E, 100 1.10 x 10°°
AE, 0.029 3.8 x10°
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8.3 Efecto uterotrofico de AE,. Dosis efectiva media (DEsp), efecto

maximo (Enax) Y potencia relativa.

Las curvas dosis-respuesta del AE; y del E; sobre el incremento del peso
uterino hiumedo (PUH) y seco (PUS) de ratones CD1 hernbras inmaduras se
muestran en la figura 8. En este modelo animal se observa que el AE; tiene
efectos significativos a partir de la administracion de 250 pg/kg de peso y su
efecto maximo se obtiene con la dosis de 5.0 mg/kg de peso. En cambio E;
presenta efectos significativos a partir de la dosis de 0.001 pg/kg y su efecto
maximo es alcanzado con la administracion de 1000 ng/kg; indicando que el AE;

es un agonista parcial con una menor potencia estrogénica que el E; (tabla 3).

E2
AE,
vehiculo

-
(=] o
L 1

Peso del (itero himedo (mg % sem)

Peso del litero seco (mg * sem)

10° 102 107 10° 10' 102 10° 10 102 10" 10° 10" 102 10°
Log dosis (ng/Kg) Log dosis (ng/Kg)

Figure 8. Curva dosis-respuesta de AE, y E sobre el peso del atero humedo y

seco de ratones CD1 hembras inmaduras Los resultados se expresaron como
el promedio + eem. Prueba de Dunn *p < 0.05 vs vehiculo, n = 12.
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Tabla 3. Parametros farmacolégicos en el ratbn CD1 hembra inmadura.

Esteroide DEs, Potencia  Esx (%) DEs, Potencia  Enqsx (%)
PUH relativa PUS relativa
E, 475 100 100 1.06 100 100
AE; 552 0.86 80 593 0.18 95

En la rata Wistar hembra inmadura, el AE, incrementé el PUH con la

administracion de 2.5 y 5 mg/kg, sin embargo solo la dosis de 5.0 mg/kg produjo

un incremento significativodel PUS (figura 9).
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Figura 9. Curva dosis respuesta de AE2 y Eo sobre el peso de utero humedo

y seco en ratas Wistar prepuberes. Los resultados se muestran como el
promedio + eem. Prueba de Dunn *p< 0.05, vs vehiculo. n = 12,
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En ios dos modelos se observd una relacion dosis dependienie para el
AE; y el E; y se calcularon !a dosis efectiva media (DEso) para cada unc de los
compuestos. Ce las Dso calculadas, se obtuvo la potencia relativa del Ak, con
respecto al E; (tabla 4). Los resultados indican que el AE; exhibe una menor
potencia estrogénica entre 116 a 555 veces en el modelo de ratén CG1 hembra
inmadura y de 47 a 55 veces menor que el £; en el modelo de ratza Wistar. Sin
embargo cabe destacar que el efecto maxime alcanzado por et Az, fue maycr an

el modelo de ratén CD1 hembra inmadura.

Tabla 4. Parametros farmacolégicos en la rata Wistar hembra inmadura.

Esieroide DEsq Potencia  E (%) DEs; Potencia Emax (%)
PUH relativa PUS relativa
E, 16 100 100 10 1GO 1008
AE, 764 2.1 39 579 1.8 49

8.4  Analisis de correlacién en el peso del Gtero de hembras inmaduras de rata

Wistar y raton CD1.

Los parametros farmacolégicos derivados de ios resultados antericres
(tablas 3 y 4) se usaron para obtener la correlacion de los efectos observades en
ratén CD1 v rata Wistar, hembras inmaduras, asi como entre los paramestics
PUH y PUS. Ei cosficiente de correlacidn obtenido entre los dos modelos
animales fue de r = 0.976 (p = 0.00087) y r = 0.87 (p = 0.000065) para los
parametros PUH y PUS.
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8.5 Determinacion de la actividad estrogénica del AE; mediante la
induccion de la transactivacion en el sistema de expresion RE-ERE en las

levaduras S. cerevisiae.

El sistema de cuantificacion de la actividad de tipo estrogénica en
levaduras nos permtié observar el efecto estrogénico del AE; mediante la
determinacién de la actividad de la enzima B-galactosidasa, utilizando E; como
control positivo. En la figura 10 se puede observar que la mayor actividad de -
galactosidasa, inducida por el AE,, se observo a la concentracién de 10 yuM en
comparacion con E, cuyo efecto maximo se observé a una concentracion de 5
nM, ambos compuestos muestran un efecto dosis-dependendiente. En estos
experimentos la P4 (1y 10 uM) no indujo la actividad R-galactosidasa (control

negativo).

Para commprobar que el efecto observado en el experimento anterior era
mediado por el RE, se estimulo al sistema de levaduras con los compuestos
mencionados anteriormente, en presencia del antiestrégeno ICl 182,780. En este
experimento se utilizaron las concentraciones de 2 nM para E; y 2 uM para AE>
que fueron incubados simuitaneamente con 1 uM de ICI 182,780. En la figura 10
podemos observar que la actividad de la p-galactosidasa fue inhibida
completamente, ya que las respuestas obtenidas fueron similares a las del
vehiculo y de la P4 (control negativo; figura 10). En la tabla 5 podemos observar

los parametros farmacologicos obtenidos del analisis de este estudio.
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Figura 10. induccion de la actividad B-galactosidasa mediada por el RhEx en el
sistema de expresion de levaduras. Efecto antiestrogénico del ICI-182,780 sobre

la actividad -galactosidasa. Prueba "t" de student *p < 0.05 ™p < 0.001 vs vehiculo,
“p<0.0001vsE;2nM.n=9.

Tabla 5. CEs, potencia relativa y E,sx del E; y AE; sobre la actividad

de B-galactosidasa en el sistema de levaduras S. cerevisiae.

Esteroide CEso Limites de Potencia Enmax (%)
Confianza relativa
(20-80%)
E, 214 nM 1.3-34nM 100 100
AE, 1.82 uM 824 - 4032 uM 0.12 100
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8.6 Efecto de AE; y E; sobre el tiempo de la coagulacién sanguinea en el
ratén CD1 adulto.

El efecto del AE, y el E; sobre el tiempo total de la coagulacién (TTC) del
ratobn CD1 a las dosis de 0.1-1000 ug/kg de peso se puede observar en la figura
11. Los resultados muestran que el AE; tiene la capacidad para incrementar el
TTC entre un 17% a 29 % con respecto al grupo control de manera significativa

(p < 0.05), estos efectos se observaron entre las 48 y 72 horas post-tratamiento.

El E; disminuye significativamente el TTC entre un 15% a un 28% y sus
efectos maximos se observarons 8 dias después de la ultima administracion. Los
efectos procoagulantes del E, se presentaron de manera significativa (p < 0.05)
a partir de la dosis de 0.1 ug/kg de peso. Las dosis de 100 y 1000 pg/kg de peso
después de las 24 horas de la Gltima administracion, produjeron una disminucion
del tiempo de la coagulacién de manera significativa (p < 0.05) y su efecto
procoagulante maximo también se observé a los 8 dias (192 horas) post-

tratamiento en un 28%.

La recuperacion de los valores basales fue observada con todas las dosis
administradas del AE, después de las 96 horas. Para el E; fue después de 11
dias post-tratamiento (264 horas), no encontrando diferencias significativas

respecto al grupo control (Figura 11).
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La segunda serie de experimentos se llevé a cabo con la administraciéon
Unica del AE, utilizando las dosis de 1, 2, 4 y 8 mg/100 g de peso en el raton

CD1 adulto. La curva dosis respuesta obtenida se presentan en la figura 12A.

El AE, incrementé el TTC desde un 33% hasta un 96% de manera
significativa (p< 0.001 vs vehiculo) a las 24 horas post-tratamient. También se
evalué el curso temporal de la dosis de 8 mg / 100g de peso del AE, sobre el
TTC. En la figura 12B observamos incrementos de 96, 75, 61, 54, 34% en los
dias 1, 2, 3 ,4 ,5 respectivamente (p < 0.001 vs vehiculo).
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Figura 12. Efecto anticoagulante del AE, en el raton adulto CD1. A: Curva dosis-respuesta.
B: Curso temporal del efecto anticoagulante del AE5 (8 mg/100g). Prueba de Dunnet ™ p <0.01. N> 7.
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8.7 Efecto de AE; y E, sobre parametros hemostaticos.

Con el fin de conocer mas acerca de los efectos del AE; y el E; sobre las
vias extrinsecas, intrinseca y comun de la coagulacion sanguinea, evaluamos la
administracion unica de las dosis de 4 y 8 mg/100 g de peso de AE; y 3 mg/100
g de peso de E; sobre los tiempos de protrombina (TP), tromboplastina
parcialmente activada (TTPa), trombina (TT) y la concentracion del fibrinbgeno

en el plasma de ratones CD1 machos adultos.

Primero se determiné el TTC, en donde encontramos que el AE;
incrementd este parametro desde un 34% a 94% de manera significativa (p <
0.001 vs vehiculo); a las 24 y 48 horas post-tratamiento. El E> disminuy6 de
manera significativa hasta un 20% el tiempo de la coagulacién, este efecto se

observé de manera significativa a las 48 horas (figura 13).
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Figura 13. Hecio anticoaguiante del AE, (4 y 8 mg/100g de peso) y efecto procoagulante del E; (3 mg/100g peso)
enel ratén aduto CD1. Prueba 't de Studendt, *p<0.001 vs vehiculo. Cada purto representa el promedio + eem
n=12
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Una vez determinado el TTC se tomaron las muestras de sangre de la
arteria iliaca de los ratones bajo estudio y se obtuvo el plasma para la evaluacion

de TP, TTPa, TT y concentracion del fibrinogeno.

Efecto del AE; sobre el TP, TTPa, TT y la concentracion del

fibrinogeno.

La figura 14 muestra los efectos del AE,; y E»> sobre el TP en el raton
macho CD1. No se observaron cambios en este parametro 24 horas post-
tratramiento. Sin embargo, a las 48 horas pudimos observar que el AE;

incrementa el TP en un 15% (p = 0.01 vs vehiculo).
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Figura 14, Hedo del AE, (4'y 8 my/100g de peso) y del E; (3 my/100g peso) score e
tiermpo de protrombina (TP) en € ratdn adutto CD1, alas 24 y 48 horas post-tratamiento.
Prueba "t" de Student, *p=0.01 vs vehiculo. Cada punto representa €f promedo teem n>7.
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En la figura 15 podemos ver que el AE; incrementa el TTPa hasta un 30%
de manera significativa (p = 0.001) después de 24 horas y a las 48 horas este

aumento es mayor en las dos dosis administradas en un 55% (p= 0.000005 vs

vehiculo).
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Figura 15. Eecto dd AE, (4 y 8 g/ 100g de peso) y ded B (3 g/ 100g peso) scbre el TTPaen
el ratén aduito CDA, a las 24 y 48 horas post-tratanriento. Prueba 't de Student,™p <0001 wswehiada
Cadha punto representa el promedo teem n>7.

El AE; incrementd el TT hasta en un 29% (p < 0.001) a las 24 horas y en
un 26% a las 48 horas postratamiento. Por el contrario, la administracion de E;

disminuy6 en un 23% (p < 0.001) el TT, efectos que se muestran en la figura 16.
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Figura 16. Efecto del AE, (4 y 8 mg/100g de peso) y del E, (3 mg/100g peso) sobre el

tiempo de trombina (TT) en el raton CD1 macho adulto, a las 24 y 48 horas post-tratamiento.
Prueba "t" de Student, **p < 0.001 vs vehiculo. Cada punto representa el promedio + eem. n > 8.

La administracién de las dosis de 4 y 8 mg/100g de peso de AE;
incremento la concentracién del fibrinégeno en un 71% y 107% (p < 0.001) a las

24 horas y a las 48 horas un 41% y 87%, respectivamente (figura 17).
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Figura 17. Efecto del AE; (4 y 8 mg/100g de peso) y del E; (3 mg/100g peso) sobre la
concentracion del fibrindgeno en el ratdn adulto CD1, a las 24 y 48 horas post-tratarmiento.
Prueba 't de Student, ***p < 0.001 vs vehiculo. Cada punto representa ef promedio teem n> 7.
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9. DISCUSION

Ademas del papel fisiologico de los estrégenos en la reproduccion en las
mujeres, estas hormonas también ejercen efectos moduladores sobre el sistema
cardiovascular a diferentes niveles: sobre el metabolismo de lipidos, en la
sintesis de factores derivados de endotelio o sobre la funcién de canales i6nicos
en las célu'as del musculo liso vascular (Lobo, 1991; Psaty, et. al., 1993; Zhang,
et. al, 1992; Chae, et al, 1997). El papel de los estrogenos sobre ia
coagulacién sanguinea ha sido poco estudiado, sin embargo, en los ultimos afos
y debido a los resultados de estudios epidemiolégicos que han reportado un
aumento en la frecuencia de enfermedades tromboembdlicas asociadas al uso
de anticonceptivos orales y la THS, ha despertado el interés por conocer los
mecanismos implicados en los efectos trombogénicos de los estrégenos con el

fin de mejorar la prescripcion y determinar los riesgos de su administracion.

Los estrogenos de uso actual producen beneficios importantes en la
prevencion de padecimientos cardiovasculares (Guetta y Cannon, 1996; Chae,
et. al, 1997), sin embargo la posibilidad de que produzcan -efectos

trombogénicos limita su uso terapéutico.

Los 17R-aminoestrégenos conforman un grupo de compuestos analogos a!
E> que fueron caracterizados como agentes capaces de producir efectos
anticoagulantes prolongados en roedores (Rubio-Poéo, et. al., 1990; Mandoki, et.
al., 1991, Lemini, et. al., 1993). Los efectos anticoagulantes de los 17R-
aminoestrogenos son opuestos a los efectos procoagulantes que produce el E;
Los primeros estudios de relacién estructura quimica-actividad biolégica
analizaron la introduccion de diferentes grupos funcionales como: -NH-CH,-
CH2CH2-NH,- (prodiame); -NH-CH,-CH,CH,-OH; (prolame); -NH-CH,-CH,CH,-
COOH (proacame): -NH-CH,-CH,CH,-CH3; (buame) sobre el grupo amino en la
posicion del C17 del esteroide, en relacion a su actividad anticoagulante. La

sustitucion en el grupo amino se consideré esencial para que se produjera el
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efecto hipocoagulante; asi en los trabajos realizados posteriormente, se sefnal6
que la actividad anticoagulante de este grupo de farmacos dependia de la
naturaleza quimica del substituyente (Mandoki, et. al., 1991; Lemini, et. al., 1993;
Rubio Péo, et. al, 1993; Lemus, et al., 1998). Estas conclusiones fueron
fundamentadas en el hallazgo de que la introduccién de grupos funcionales
como el grupo carboxilo como substituyente del grupo amino (proacame) inhibia
la actividad anticoagulante (Mandoki, et. al., 1991) y grupos alquilo e hidroxilo la
conservaban (Lemus, et. al, 1993; Jaimez, et. al., 2000). Posteriormente en ia
serie homéloga, se analizé la influencia del tamafio de la cadena intermedia
entre el grupo amino y el grupo hidroxilo como substituyente terminal en ia
molécula de los 17B-aminoestrogenos. La evaluacidon de la serie prolame,
butolame, pentolame y hexolame; sefalé que el aumento de la cadena producia
una disminucién en su actividad estrogénica. Sin embargo la actividad
anticoagulante entre los diferentes miembros de estas serie tenian un
comportamiento semejante y las diferencias en la magnitud de su efecto
anticoagulante no eran significativas (Rubio Poéo, et. al., 1993, Lemini, et. al,,
1993, Lemus, et. al., 1998; Jaimez, et. al., 2000; Lemini, ef. al., 2005a, 2005b).
En los ultimos afos la caracterizacion de los efectos estrogénicos de los 17R-
aminoestrégenos comparados con el E;, tanto en modelos in vivo como in vitre,
se incrementd notablemente dando lugar al conocimiento de los mecanismos de
accion implicados en las respuestas estrogénicas producidas por este grupo de
compuestos (Lemus, ef. al.,, 1998; Jaimez, et al, 2000). Sin embargo el
mecanismo mediante el cual, el efecto anticoagulante se lleva a cabo, es
desconocido. La actividad hipocoagulante de los 17f3-aminoestrégenos es
selectiva ya que no se presenta en los 178-aminoandrostan derivados (Rubio-
Poo, et. al., 1997); lo que sefala la posibilidad de que estos compuestos puedan
comportarse como farmacos moduladores y selectivos del recepter de
estrogenos (SERM’s) a semejanza del comportamiento farmacodinamico que se
ha descrito para algunos farmacos como el tamoxifeno que en algunos tejidcs
actua como agonista y en otros como antagonista (Barrett-Connor, 1999;
Dutertre y Smith, 2000).
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El estudio de los 17R-aminoestrégenos es de gran interés ya que podria
ampliarse el conocimiento de los mecanismos de accién implicados en los

efectos de los estrogenos naturales y sintéticos sobre la coagulacion sanguinea.

En el presente trabajo se analizé la influencia de la eliminacion de los
substituyentes del grupo amino (NH,) de los 17R-aminoestrogenos en su
actividad biologica. La diferencia estructural entre el AE, y E; radica en la
presencia del grupo NH, en lugar del grupo hidroxilo (OH) en el C-17 de la
molécula del E,. Estos grupos funcionales son isosteros (Mathison, et. al., 1989)
ya que su estructura electrénica es semejante, sin embargo sus propiedades
fisicoquimicas y reactividad son diferentes por lo que producen cambios
considerables en su actividad biolégica integral modificando el efecto

estrogénico y sobre la coagulacion sanguinea.

El AE; se une al receptor intracelular especifico de estrogenos como el E;
(100%), sin embargo su ARU es significativamente menor (0.074% — 0.029%),
resultados similares a los reportados previamente en la literatura para la serie
homoéloga de los 17R-aminoestrégenos, prolame, butolame y pentolame en los
que se describe una afinidad relativa de unién entre 0.03% a 0.14%, (Jaimez, et.
al,, 2000). Lo que indicé que el AE, posee actividad intrinseca como agonista

parcial del RE.

El incremento en el peso del utero es un parametro ampliamente utilizado
como indicador de actividad estrogénica (Astwood, 1938; Evans, et. al., 1941,
Branham, et. al., 1993; Reel, et. al., 1996). En las células del epitelio glandular y
luminal asi como en las del musculo liso y del estroma del utero, se encuentran
los receptores para estrogenos. La interaccion hormona-receptor induce la
activacion gendmica dando como resultado la transcripciéon de RNAm especifico;
produciendo un incremento del RNA y de la sintesis proteica del utero. También

aumenta el contenido de algunas enzimas uterinas especificas y su
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diferenciacidon bioquimica, morfolégica y funcional pueden ser detectados como

el incremento del peso utenno seco (Tchernitchin, 1979).

La actividad estrogénica del AE; se evalu6 por su capacidad para inducir
el incremento en el peso del Gtero de hembras inmaduras ratas Wistar y ratones
CD1. La potencia estrogénica del AE,, con relacion al E; (100) fue mucho menor
(0.18 — 2.1). Estos resultados son semejantes a los obtenidos para prolame,
butolame y pentolame en ratas Wistar adultas ovariectomizadas (Lemus, et. al.,
1998; Jaimez, et al., 2000; Lemini, et. al., 2005b). En el modelo hembra
inmadura de ratén CD1, se observd que el efecto uterotréfico del AE; fue entre
un 85-90% (figura 8, tabla 3), mientras que en el modelo de la rata Wistar, su
efecto uterotréfico maximo fue del 49% (figura 9, tabla 4). Estas observaciones
coinciden con los datos de la literatura en donde se ha descrito que el modelo
del ratén es mucho mas sensible que el de la rata y las respuestas observadas
en el raton tienen menor variabilidad (Evans, et. al., 1941; Dorfman y Kincl, 1966,
Tchernitchin, 1979).

La actividad estrogénica del AE, se evaluo in vitro por su capacidad para inducir
la transcripcion génica mediada por el RhEa en un sistema de expresion en
levaduras S. cerevisiae co-transfectadas con elementos de respuesta a
estrégenos, fusionados al gen reportero de la R-galactosidasa y vectores de
expresion para el RhEa (Lyttle, et. al., 1992). En este sistema se ha podido
establecer el tipo de respuesta y las caracteristicas de numerosos farmacoes
como agonistas, agonistas parciales, sinergistas o antagonistas. Los resultados
demostraron claramente que el AE, activd la expresion del gen reportero
mediada por el RhEa como se muestra en la figura 10. La transactivacion del
gen reportero por el AE;, fue dependiente de la dosis y su eficacia fue igual a la

del E,, a la concentracion de 10 uM.

La concentracién efectiva media (CE50) del AE; requerida para inducir la

transactivacion del gen de la R-galactosidasa fue significativamente mayor que la
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del E;, lo que demostré que su potencia estrogénica relativa fue menor (0.12)
que la de la hormona (100). Este resultado correlaciona con los datos obtenidos
para el AE; en el analisis de competencia por los sitios de union del RE que
fueron significativamente mayores (Ki x 10° M; ARU 0.029% y 0.074%) a los
resultados obtenidos para el E; (Ki x 10° M: ARU 100%).

La inhibicién de la transactivacién de la B-galactosidasa inducida por ei
AE, en presencia del antiestrégeno ICI-182,780 confiimé que los efectos
agonistas del AE, son mediados por el receptor intracelular de estroégenos, ya
que el mecanismo de accion antiestrogénico del ICI-182,780 involucra su

interaccion con el sitio activo del RhEa (figura 10).

El analisis de correlacion entre los modelos animales utilizados en este
estudio y los efectos uterotréficos obtenidos del AE,, mostraron valores muy
altos de los coeficientes de correlacion (r = 0.976, p < 0.0005) indicando que
tanto el modelo de rata Wistar como el modelo de ratén CD1 pueden ser
utilizados para evaluar efectos estrogénicos. Sin embargo, es importante
destacar que el modelo de hembra inmadura de ratén es mucho mas sensible y
en él se obtuvieron respuestas mayores que exhiben un efecto maximo
porcentual similar al encontrado en el sistema de transactivaciéon en levaduras, in

vitro.

Los estrogenos utilizados en la THS afectan la coagulacién sanguinea
que se manifiestan como cambios en los factores VII, IX, X, el factor von
Willebrand y el fibrinégeno. Asi como en los inhibidores de la coagulacion como:
la antitrombina Ill, la proteina S y el inhibidor del factor tisular; que se encuentran
relacionados con la generacion de eventos tromboemboélicos (Gembitski y
Begunov, 1994, |zaguirre, 1995, Mammen, 2000).

Los 17R-aminoestrégenos tienen la capacidad de incrementar en forma

significativa el tiempo de la coagulacién sanguinea en roedores (Rubio-Po6, et.
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al., 1985, 1990, Mandoki, ef. al., 1991; Lemini, et .al., 1993). Recientemente se
ha descrito que el 178-aminoestrégeno pentolame; produce sus efectos
anticoagulantes al incrementar los parametros hemostaticos como TP, TTPa y la
concentracion del fibrindbgeno afectando de esta manera la fase plasmatica de la

coagulacion sanguinea (Garcia-Manzano, et. al., 2002).

Nuestros resultados confirmaron que el AE, igual que otros
aminoestrogenos, tiene la capacidad de incrementar el tiempo total de la
coagulacion. Sus efectos anticoagulantes contrastan con los obtenidos con E», el
cual produce efectos procoagulantes ya que disminuye de manera significativa el

tiempo de coagulacion total. (Jaimez, et. al., 2000; Lemini, et. al., 2005a).

El AE; produce los efectos anticoagulantes mas prolongados de este
grupo de farmacos. La administracion unica de 8.0 mg/100 g de peso corporal
produce un efecto anticoagulante significativo hasta 5 dias despues de su
administracion (figura 12B), dosis semejantes del prolame, butolame, pentolame
y hexolame producen una duracion del efecto anticoagulante maximo de 4 dias
(Rubio-Pdo, et. al., 1990; Garcia-Manzano, et. al., 2002; Lemini, et. al., 2005a).

Para conocer los efectos del AE sobre las diferentes vias de la
coagulacion: la via extrinseca, la via intrinseca y la via comun se evaluaron los
parametros hemostaticos TP, TTPa, TT y la concentracion del fibrinbgeno

permitiéndonos explorar el nivel de accién de este compuesto.

La determinacion del TP se encuentra relacionada con los eventos en la
via extrinseca, que se activa cuando la sangre se pone en contacto con los
tejidos, ya que el unico factor que se encuentra fuera de la circulacion

(extrinseco), es la tromboplastina tisular o factor tisular (FT) (Majluf, 2001).

La via intrinseca se explora con la prueba del tiempo de tromboplastina

parcialmente activada (TTPa). La sangre cuidadosamente obtenida sin
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contaminantes de tejido extra-sanguineo forma un coagulo debido a la activacion
de la via intrinseca, llamada asi porque todas sus proteinas se encuentran en la
sangre. Esta via se inicia al contacto del FXII con superficies extrafias a la pared
vascular. La diferencia entre ambas vias radica en la participacion inicial de los
diferentes factores de la coagulacion que estan involucrados en la activacion del
FX. ElI FXa en presencia del cofactor Va y fosfolipidos (complejo enzimatico)
actuaran sobre la protrombina (Fll) para daran lugar a la formacion de trombina,
la cual en la via comun, convertira al fibrinbgeno en fibrina dando lugar a la

formacién del coagulo sanguineo (Furie y Furie, 1988; Majluf, 2001).

En nuestros resultados observamos que la administraciéon Gnica de AE; (4
y 8 mg /100g de peso) tiene la capacidad de incrementar el TP en un 15% (p =
0.01) a las 48 horas post-tratamiento. El incremento del TP es asociado con la
disminucion de la concentracién de los factores Il, V, VI, los cuales forman parte

de la via extrinseca de la coagulacién (Karges, et. al., 1994).

El efecto del AE;, sobre TTPa fue un incremento del 55% (p < 0.001) a las
48 horas, en tanto que el E;, no modifico este parametro. Estos resultados
concuerdan con los resultados previamente descritos por Garcia-Manzano, et.
al., (2002). El incremento en el TTPa se ha relacionado con bajos niveles de los
factores IX, X, XI, Xll y el cininégeno de alto peso molecular (Colman, 1984,
Karges, et. al., 1994; Majluf, 2001). Sin embargo solo la deficiencia del FX| esta

relacionada con hemorragias de gravedad variable (Majluf, 2001).

En el TT el AE; incrementd en un 29% (p < 0.001) a las 24 horas y en un
26% (p < 0.001) a las 48 horas, de forma contraria, el E, disminuyé este
parametro en un 23% (p < 0.001).

El mayor efecto del AE, se observé sobre la concentracion del fibrinégeno
al incrementarla en un 107% (p< 0.001) después de 24 horas y en un 87% (p<

0.001) a las 48 horas. Estos resultados son similares a los obtenidos con
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pentolame en donde se observé un importante incremento del fibrinbgeno del
115% (p < 0.001) (Garcia-Manzano, et. al., 2002).

La coagulacion sanguinea depende de la conversion del fibrinbgeno a
fibrina inducida por la trombina. El fibrinbgeno es una macromolécula simétrica y
dimérica, cada mitad esta formada por 3 diferentes cadenas polipeptidicas, Aa,
BB y v, unidas entre ellas por puentes disulfuro. El resultado final de la accion de
la trombina sobre el fibrinégeno es la liberacion de los fibrinopéptidos A 'y B
convirtiéndolo en fibrina y la polimerizacion de ésta genera al coagulo sanguineo
(Doolittle, 1987).

El fibrinbgeno es sintetizado como un proteina de alto peso molecular
(340 kD, APM), el cual es susceptible de ser degradado en la circulacion
sanguinea, dando lugar a la formacién de dos tipos de fibrinégeno de bajo peso
molecular de 305 kD (BPM) y 270 kD (BPM’), que provienen de la eliminacion de
un polipéptido carboxiterminal de 35 kD ya sea de una o de las dos cadenas
polipeptidicas Aa, respectivamente. De acuerdo con Holm (1985a) la distribucién
fisiologica de los diferentes tipos de fibrinbgeno en el plasma humano es: 69.7%,
26.5% y 3.8% de APM, BPM y BPM' respectivamente. Los tiempos de
coagulacion son mas altos obtenidos en humanos se han relacionado con los
fibrinbgenos BPM y BPM' y los tiempos de coagulacion menores se han
relacionado con concentraciones de fibrinbgeno APM (Holm, et. ai., 1985a,
1985b).

Con esta informacién nosotros sugerimos que el incremento en la
concentracion del fibrinogeno provocada por el AE; podria estar relacionado con
la sintesis de uno o ambos tipos de fibrinégeno de bajo peso molecular y de esa
manera correlacionar los incrementos (107%) de este parametro con los que se

encontramos sobre el tiempo total de la coagulacion (96%).
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El AE; ejerce efectos anticoagulantes modificando factores involucrados
en las vias intrinseca, extrinseca y comun en la cascada de la coagulacion; sin
embargo es necesario determinar la concentracion de cada uno de estos
factores y explorar la via fibrinolitica, componente importante de la hemostasia
sanguinea con el objeto de conocer de que manera el AE; podria estar
modificando las proteinas involucradas en el sistema de la coagulacion

sanguinea.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos llevaron a inferir las siguientes conclusiones:

e Comprobamos que la insercion del grupo amino en lugar del grupo
hidroxilo en el C-17 del estradiol, disminuye la actividad estrogénica y
produce efectos anticoagulantes, a diferencia de los efectos
procoagulantes del estradiol.

e El 17B-aminoestrol interactia in vitro con el receptor de estrébgenos de
humano, de rata Wistar y ratén hembra CD1.

* La administracion del 178-aminoestrol indujo el incremento de los pesos
uterino humedo y seco de manera dosis-dependiente en el raton CD1 y
en la rata Wistar hembras inmaduras posiblemente, a través del
mecanismo genémico por el cual actuan los estrbgenos y con una
potencia significativamente menor que la del E..

e Los analisis de correlacion indicaron que el efecto estrogénico del 17(3-
aminoestrol puede ser evaluado mediante el incremento del peso del
utero hiumedo o seco.

¢ El modelo de raton CD1 hembra inmadura es mas sensible que el modelo
de rata Wistar hembra inmadura para evaluar el efecto uterotrofico
producido por el 17(-aminoestrol.

e El 17B-aminoestrol mostré actividad de tipo estrogénica in vitro, la cual fue
medida a través de la transactivacion de la enzima B-galactosidasa y que
en presencia de un potente antiestrogeno, el [CI-182,780 dicha
transactivacion fue inhibida, confirmando que el efecto estrogénico del
17B-aminoestrol es via receptor especifico de estrogenos.

e Los efectos anticoagulantes del 17B-aminoestrol incluyen cambios en la
via extrinseca al incrementar el Tiempo de Protrombina, en la via
intrinseca al modificar el Tiempo de Tromboplastina parcialmente activada
y en la via comun al incrementar Tiempo de Trombina y de manera
importante la concentracién del fibrinbgeno.
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e El 17B-aminoestrol al incrementar el tiempo total de la coagulacién y la
concentracion de fibrinbgeno podria estar estimulando la sintesis de
fibrinogeno de bajo peso molecular (BPM, BPM), el cual esta
directamente relacionado con tiempos de coagulacion total mas
prolongados.

e Lainsercion del grupo amino (NH;-) en lugar del grupo hidroxilo (OH-) en
el C-17 del estradiol, produce el mayor efecto anticoagulante hasta ahora
observado y también el de mayor duracién de los 17-aminoestrogenos.

« ElI 17B-aminoestrol es el compuesto prototipo de la actividad
anticoagulante de la familia de los 17 aminoestrégenos.
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