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Resumen

1. RESUMEN

El uso clínico de los estrógenos se encuentra asociado con el aumento de

eventos tromboembólicos. El estradiol (Ez) produce efectos procoagulantes en

roedores, que contrastan con los efectos anticoagulantes producidos por los 1713

aminoestrógenos. El objetivo de este trabajo fue la caracterización farmacológica de

los efectos estrogénicos y anticoagulantes del 17B-aminoestrol (AEz), el cual carece

de la cadena alquílica o substituyente en el grupo amino en el C-17 del esteroide. La

afinidad del AEz al receptor de estrógenos (RE) se evaluó utilizando el citosol de

úteros de ratas y ratones hembras prepúberes mediante un análisis de competencia

con Ez-[3H]. La actividad de tipo estrogénica se evaluó en el sistema de levaduras

co-transfectadas con el gen subtipo a del receptor humano de estrógenos (RhEa) y

con el gen reportero de la B-galactosidasa. La actividad uterotrófica del AEz se

determinó en ratones CD1 y ratas Wistar hembras inmaduras. Los animales

recibieron por vía subucutánea (s.c.) durante tres días consecutivos, diferentes

dosis de AEz (10-5000 IJg/Kg de peso) y como grupos control, Ez (0.001-1000 IJg/Kg

de peso) y propilenglicol (0.1 mi/animal/día) . Se estudió el efecto de la

administración s.c. por cinco días consecutivos de diferentes dosis de AEz Y Ez (0.1

1000 ¡..tg/Kg de peso) en el ratón CD1 adulto sobre el tiempo total de la coagulación

sanguínea (TIC). En otros experimentos, los ratones recibieron la administración

única de AEz (1 ,2,4, Y 8 mg/100 9 de peso) o Ez (3 mg/100g de peso) y se evaluó

el TIC, tiempo de protrombina (TP), tiempo de tromboplastina parcialmente activada

(TTPa), tiempo de trombina (TT) y la concentración del fibrinógeno 24 y 48 horas

post-tratamiento. En todos los experimentos se utilizó como control el disolvente

(propilenglicol; 3 ml/Kg). El AEz se unió al RE con una afinidad relativa menor a la

del Ez. El AEz fue capaz de activar de manera dosis-dependiente la transcripción del

gen de la B-galactosidasa. Esta última respuesta fue inhibida por el antiestrógeno

ICI-182,780 confirmando que los efectos agonistas del AEz son mediados por el RE.

El AEz también incrementó en forma dosis-dependiente los pesos uterinos de ratas

y ratones hembras inmaduras. El efecto máximo observado fue de un 95% en el

ratón y de un 49% en la rata en comparación con el efecto máximo del Ez (100%).

Las DEso del AEz fueron 0.55 a 0.59 mg/Kg en el ratón y en la rata fueron de 0.58 a

0.76 mg/Kg.

Maestría en Ciencias Biológicas 1



Resumen

El AE2 Y el E2 produjeron efectos opuestos en el TTC en todas las dosis

administradas (0.1-1000 J.l9/Kg) Y no fueron efectos dosis dependientes. AE2 produjo

un aumento del TTC en un 29% (p<0.01) entre las 48 y 72 horas. Por el contrario, el

E2 disminuyó el TTC hasta en un 30% (p<0.01), efecto que se mantuvo por 8 días.

El AE2 (1,2,4, Y 8 mg/100 9 de peso) incrementó en un 96% el TTC de forma dosis

dependiente (24 horas, p < 0.001). La administración única de AE2 incrementó los

parámetros TP, TTPa, TT en un 15%, 55% Y 29% respectivamente (p<0.01). En

contraste, el E2 produjo una disminución significativa del TTC en un 20% (p<0.001) y

del TTPa en un 23% (p < 0.001) a las 48 horas. La concentración del fibrinógeno se

incrementó de manera importante (107% p<0.001) en el grupo tratado con AE2 . El

AE2 es un agonista parcial del RE que tiene una actividad estrogénica

considerablemente menor a la del E2 . Los resultados indican que el mecanismo de

acción del AE2 se lleva a cabo modificando las vías intrínseca , extrínseca y común

de la coagulación. El AE2 es el 17B-aminoestrógeno que presenta el mayor efecto

anticoagulante hasta ahora descrito de esta familia de fármacos y es el compuesto

prototipo de los 17B-aminoestrógenos 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 (E2) exerts

procoagulant effects contrasting with the anticoagulant effects observed by sorne

17e,-aminoestrogens. The aim of this work was to characterize the estrogenic

and anticoagulant effects of the 17e,-aminoestrol (AE2) which lacks the

substitution on the amino group at C-17 of the steroid molecule. The affinity of

the AE2 to the estrogen receptor (ER) was determined in a competitive binding

assay using eH]E 2 in prepuberal rat and mice uterine cytosol. The estrogen ic

activity was evaluated using a yeast system co-transfected with the subtype a of

.thehuman estrogen receptor (hERa) and as the reporter vector of the e,

galactosidase gene. AE2 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 AE2 at different doses (10-5000 ¡Jg/Kg of

body weight) , as control groups: E2 (0.001-1000 ¡Jg/Kg of body weight) , and

propyleneglycol (0.1 ml/animal/day). The effect of the AE2 on blood clottinq time

(BCT) was studied in male adult CD1 mice, the animals were injected s.c., for

five consecutive days with AE2 or E2 at different doses (0.1-1000 ¡Jg/Kg of body

weight) , and propyleneglycol as control groups. In other experiments, groups of

CD1 mice received a single S .C. , administration of AE2 (1 , 2, 4, and 8 mg /100 9

of body weight), or E2 (3 mg/100g of body weight) and propyleneglycol (3 ml/Kg)

as control groups. The BCT, prothrombin time (PT), activated partial

thromboplastin time (aPTI), thrombin time (TI) and fibrinogen concentration

were determined 24 and 48 hours post-administration. AE2 interacts with the ER,

although with significantly lower affinity than E2 . It was demonstrated that AE2

was able to activate in a dose-dependent manner, the hERa-mediated

transcription of the [3-galactosidase gene. This response was inhibited by the

anti-estrogen ICI-182,780, confirming that the agonist-mediated effect of AE2 was

due to the selective activation of ER. The AE2 increased uterine weight in mice in

a 95% and rats in a 49% as maximum effect compared to E2 (100%) . In mice the

EDso to produce uterotrophic effects was between 0.55-0.59 mg/Kg and the EDso

Maestría en Ciencias Biológicas 3



Abstract

values obtained in rats were 0.58-0.76 mg/Kg. Daily s.c. administration of the AE2

produced an anticoagulant effect showing an effect after 48 and 72 hours of

administration of 29% (p<0.01). In contrast, E2 reduced significantly the BCT

maintaining the procoagulant effect until 8 days after administration (30%;

p<0.01). A single administration of AE2 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, E2 produced a significant

decrease on BCT (20%) and diminished aPTT 23%, (p < 0.001) after 48 hours.

AE2 increased the fibrinogen concentration 107% (p<0.001).

In conclusion, AE2 is a partial agonist of the ER with a significantly lower

estrogenic activity than E2. The result indicated that the mechanisms of action of

AE 2 is througth of the modification the intrinsic, extrinsic and common pathways

of the coagulation. This AE2 has the greater effect on the blood clottinq time

compared to other 1711-aminoestrogens previously described . The AE2 is the

prototype compound of the 17~-aminoestrogens family , and the respons ible of

the anticoagulant activity in rodents.

Maestría en Ciencias Biológicas 4



Introducción y Antecedentes

3. INTRODUCCION

Los estrógenos son hormonas esteroides producidas principalmente en

los ovarios; mediante un efecto directo, los estrógenos generan crecimiento y

desarrollo de la vagina, el útero y las trompas de Falopio (Williams y Stancel ,

1996), participan en el desarrollo y mantenimiento de las características

sexuales secundarias de la mujer, en el control del ciclo menstrual-ovulatorio y

en la modulación de algunos procesos metaból icos como de minerales, Iípidos ,

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

Los estrógenos son hormonas Iipofílicas que difunden a través de la

membrana plasmática de las células y se distribuyen de acuerdo a su

especificidad y alta afinidad por su receptor, fijándose en un sitio de unión

específico para la hormona en el receptor presente en el núcleo y citoplasma de

las células blanco (Ing y Q'Malley, 1995). Los receptores de estrógenos se

encuentran en el útero, glándula mamaria, hipófisis anterior, hipotálamo, y en

tejidos no reproductores como hueso, hígado o endotelio vascular (Ing y

Q'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 transcripción génica en el núcleo. Para que lleve a cabo su función de

manera eficiente, el receptor debe dimerizarse, interactuar con secuencias

específicas en el DNA y acoplarse a otros factores de transcripción para formar

un complejo multimérico estable, el cual promueve el inicio de la transcripción y

el RNA mensajero producido se traduce en los ribosomas a una proteína con

una función biológica (Nilsson y Gustafsson, 2000).

Además de los efectos estrogénicos en el sistema reproductor, también se

ha descrito que los estrogénos tienen un papel importante en la modulación de la

fisiología cardiovascular (Kalin y Zumoff, 1990; Guetta y Cannon , 1996).

Estudios epidemiológicos han demostrado que las mujeres en edad fértil están

protegidas contra enfermedades cardiovasculares, protección que desaparece

Maestría en Ciencias Biológicas 5



Introducción y Antecedentes

cuando los ovarios dejan de producir estrógenos durante la menopausia o por la

extirpación de los ovarios en mujeres premenopáusicas o en edad fértil

(Johansson et. al., 1975).

La protección que ejercen los estrógenos en las mujeres ante las

enfermedades coronarias fue documentada desde 1802, cuando Heberdenn

escribió: "He visto cerca de cien pacientes con angina de pecho, en los que sólo

había tres mujeres y un muchacho de 12 años, el resto fueron hombres y

rebasaban los 50 años de edad" (Kalin y Zumof, 1990). Asímismo, en un estudio

realizado por la Organización Mundial de la Salud durante 1987 en una

población mundial de 100 000 personas, se demostró la prevalencia del género

masculino ante las enfermedades coronarias . La relación de la mortalidad por

estas enfermedades entre hombres y mujeres fue de 2 a 1, en todos los países

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, el. al., 1996;

Perrot-Applantat, 1996). Estas diferencias de género disminuyen durante la

menopausia y después de los 70 años ya no son significativas (Kalin y Zumoff,

1990).

La acción protectora de los estrógenos en los padecimientos

cardiovasculares en las mujeres premenopaúsicas se ha explicado tomando en

cuenta diversos factores. Uno de ellos es el relacionado con los efectos de los

estrógenos sobre el metabolismo de los Iípidos ya que incrementa las

lipoproteínas de alta densidad (HDL) y el catabolismo de las lipoproteínas de

bajo peso molecular (LDL) (Guetta y Cannon, 1996), así como el aumento de la

síntesis hepática de apoliproteína A1 (Apo-A1) , cuya principal función es activar

la Iipasa de lipoproteína que favorece el transporte de colesterol y otros Iípidos a

diversos tejidos (Tikkanen, el. al., 1982; Nathan y Chaudhuri, 1997). Otro factor

Maestría en Ciencias Biológicas 6
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incluye los efectos vasodilatadores de los estrógenos al promover o inhibir la

síntesis de factores derivados del endotelio como prostaciclinas, endotelina-1

(ET-1) y óxido nítrico (NO) que se encuentran en las células endoteliales de los

vasos sanguíneos (Wakasugi, et .a/., 1989; Polderman, et. al., 1993). A este

nivel, también se ha descrito que los estrógenos tienen la capacidad de

incrementar la regeneración del endotelio ante el daño ocasionado por la placa

ateromatosa (Krasinki, el. al., 1997). Asimismo se han considerado de gran

importancia los efectos no genómicos del E2 , en los cuales el E2 se une a

receptores presentes en la membrana celular del músculo liso vascular

modulando la función de canales iónicos de calcio (Ca2+) y potasio (K+) (Zhang,

el. al., 1994 Farhat, el. al., 1996; Valverde, et. al., 1999; Mendelsohn, 2002;

Salom , el. a/., 2002; Korovkina, el. al., 2004).

Durante la menopausia , la producción de E2 cesa casi por completo y se

observa que la mujer pierde su protección ante las enfermedades

cardiovasculares, por lo que se ha recomendado la administración de la terapia

hormonal sustitutiva (THS) (Chae, el. al., 1997). El uso de estrógenos 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 protección ante enfermedades

cerebrovasculares y cardiovasculares (Stampfer, el. al., 1991 y Zárate, 1999).

Sin embargo, numerosos estudios clínicos han revelado que el uso de los

estrógenos en la THS o anticonceptiva está asociado con el aumento de las

enfermedades tromboembólicas como la trombosis venosa profunda o el

embolismo pulmonar (Bottiquer, el. al., 1980; Mammen, 1982; 2000; Levy, el. al.,

1999; Luyer, et. al., 2001; Rosendaal et. al., 2001 y 2002; Van Hylckama y

Rosendaal, 2004; Cushman, el. al., 2004; Van-Vliet el. al., 2004). Se ha

demostrado que cuando los estrógenos se encuentran en niveles altos en la

circulación, pueden modificar las concentraciones circulantes de algunos

factores de la coagulación y alterar la actividad fibrinolítica, efectos que pueden

conducir a un estado de hipercoagulabilidad sanguínea que da lugar a la

Maestría en Ciencias Biológicas 7



Introducción y Antecedentes

trombogénesis. (Caine el. al., 1992; Devor el. al., 1992; Meilahn el. al., 1996,

Rosendaal, et. al., 2003).

4.-ANTECEDENTES

Numerosos estudios clínicos han demostrado que los efectos adversos

indeseables de los estrógenos se relacionan con la alteración de los factores que

participan en la hemostasis (Gerstman, el. al., 1990; Devor, el. al., 1992; Lee, el.

al., 1993) produciendo aumento de factores y cofactores que participan en la

coagulación, como el FII (protrombina), FV, FVII, FVIII, FIX y el fibrinógeno

(Quehenberger, el. al., 1996; Mammen, 2000; Van Hylckama y Rosendaal ,

2004). Asímismo, se ha observado una importante disminución de la actividad de

los factores anticoagulantes naturales como la antitrombina 111, la proteína C y su

co-factor la proteína S, y de aquellos que intervienen en la fibrinólisis como el

plasminógeno, el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (laTP-1) y el

dímero D (Mammen , 2000; Teede, el. al., 2000; Gottsater, el. al., 2001). Sin

embargo, los estudios experimentales tanto in vivo como in vitro enfocados a

esclarecer el mecanismo de acción de los estrógenos sobre la hemostasia son

escasos. Se ha descrito en modelos animales como la rata, que los estrógenos

naturales y sintéticos ejercen un aumento significativo sobre la adhesividad

plaquetaria y la actividad de factores vitamino-K dependientes como los factores

11 , VII , IX Y X, así también la disminución en la actividad de la antitrombina 111 y

del plasminógeno (Emms y Lewis, 1985; Owens, el. al., 1986). Por otra parte,

también se ha observado el incremento en los niveles de los factores 11 , V, XII Y

una disminución del complejo VII + X en cobayos (Landemore , el. al. , 1984). La

administración única de dipropionato de estradiol (EDP, 2 mg) en ratas Wistar

incrementó la concentración plasmática de trombina y el número de vasos

sanguíneos ocluídos en los pulmones por la presencia de coágulos de fibrina

(Ohashi, et. al., 2003). También se ha observado que el E2 estimula la

producción del factor von Villebrand (vWF), un factor prohemostático, de células

endoteliales de la vena umbilical de humano (Harrison y McKee, 1984). Estos
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trombogénesis. (Caine el. al., 1992; Devor el. al., 1992; Meilahn el. al. , 1996,

Rosendaal, el. al., 2003).

4.-ANTECEDENTES

Numerosos estudios clínicos han demostrado que los efectos adversos

indeseables de los estrógenos se relacionan con la alteración de los factores que

participan en la hemostasis (Gerstman, el. al., 1990; Devor, el. al., 1992; Lee, el.

al. , 1993) produciendo aumento de factores y cofactores que participan en la

coagulación, como el FII (protrombina), FV, FVII, FVIII, FIX y el fibrinógeno

(Quehenberger, el. al., 1996; Mammen, 2000; Van Hylckama y Rosendaal,

2004). Asímismo, se ha observado una importante disminución de la actividad de

los factores anticoagulantes naturales como la antitrombina 111 , la proteína C y su

co-factor la proteína S, y de aquellos que intervienen en la fibrinólis is como el

plasminógeno, el inhibidor del activador del plasminógeno tipo 1 (laTP-1) y el

dímero D (Mammen, 2000; Teede , et. al., 2000; Gottsater, el. al., 2001) . Sin

embargo, los estudios experimentales tanto in vivo como in vitro enfocados a

esclarecer el mecanismo de acción de los estrógenos sobre la hemostasia son

escasos. Se ha descrito en modelos animales como la rata, que los estrógenos

naturales y sintéticos ejercen un aumento significativo sobre la adhesividad

plaquetaria y la actividad de factores vitamino-K dependientes como los factores

11 , VII, IX Y X, así también la disminución en la actividad de la antitrombina 111 y

del plasminógeno (Emms y Lewis, 1985; Owens, el. al., 1986). Por otra parte ,

también se ha observado el incremento en los niveles de los factores 11, V, XII Y

una disminución del complejo VII + X en cobayos (Landemore , el. al. , 1984). La

administración única de dipropionato de estradiol (EDP, 2 mg) en ratas Wistar

incrementó la concentración plasmática de trombina y el número de vasos

sanguíneos ocluídos en los pulmones por la presencia de coágulos de fibrina

(Ohashi, el. al., 2003). También se ha observado que el E2 estimula la

producción del factor von Villebrand (vWF), un factor prohemostático, de células

endoteliales de la vena umbilical de humano (Harrison y McKee, 1984). Estos
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cambios en la concentración o actividad de los factores que participan en la

hemostasia sanguínea podrían favorecer un estado de hipercoagulabilidad y

como consecuencia el establecimiento de la trombosis.

Una aportación importante, a nivel molecular del efecto del Ez en la

coagulación sanguínea , ha sido la demostración de la modulación y regulación

en la expresión del factor XII por el Ez (Farsetti, el. al., 1995). En estudios en

ratas ovariectomizadas tratadas con Ez se observó que la transcripción génica

del FXII fue 6 veces mayor respecto a los animales no tratados, indicando que el

Ez es capaz de inducir la expresión del gen del FXII in vivo . En este mismo

trabajo, los autores también encontraron en la región promotora del factor XII

humano que contiene un sitio palindrómico imperfecto (5'-GGGCAnnnTGACC

3') en la posición -43/-31 parecido a los elementos de respuesta a estrógenos,

todo esto podría ser la base del mecanismo a través del cual los estrógenos

incrementan la concentración plasmática del FXII (Farsetti , el. al., 1995;

Citarella, el. al., 1996). Sin embargo el estudio experimental de los efectos de los

estrógenos en la hemostasia sanguínea necesita profundizarse más para que

permita conocer los mecanismos de acción involucrados en sus efectos sobre la

coagulación sanguínea y asimismo estudiar si existe alguna relación con sus

efectos estrogénicos.

Desde hace ya dos décadas se inició la investigación de los efectos

farmacológicos de los 17B-aminoestrógenos, compuestos que exhiben efectos

opuestos al Ez en el sistema de la coagulación . Las propiedades anticoagulantes

de los 1713-aminoestrógenos como prodiame, buame, prolame y hexolame entre

otros, fueron descritas en la década de los 80's, por Rubio-Póo y colaboradores

(1983, 1985; figura 1). En estos trabajos, los autores estudiaron compuestos

análogos al Ez en los que el grupo hidroxilo (-OH) en la posición 1713 se

substituyó por un grupo amino substituido (-NH-R). La administración de esta

serie de compuestos en ratas y ratones produjeron efectos anticoagulantes

dosis-dependientes y prolongados (Mandoki, el. al., 1991). Los aminoestrógenos
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que produjeron un mayor incremento en el tiempo de la coagulación fueron

prolame (54%) y hexolame (43%), además, se observó que los 17B

aminoestrógenos también inducían la presencia de células cornificadas en el

epitelio vaginal de ratonas CD1 ovariectomizadas (Rubio-Póo, el. al., 1983,

1985, 1990; Mandoki, el. al., 1991, Lemini, el. al., 1993).

Por otra parte, se describió que los efectos anticoagulantes de los 1713

aminoestrógenos son selectivos y dependen de que el anillo A del esteroide sea

aromático, así como del grupo amino substituido (Rubio Póo, el. al., 1997). Se

ha observado que el 1713-aminoestrógeno dedamine produce efectos

anticoagulantes significativos y prolongados mientras que su análogo androstán

derivado carece de todo efecto aún a dosis mayores que las utilizadas para

dedamine (Rubio Póo, el. al., 1997). Posteriormente, en un estudio en ratas

Wistar ovariectomizadas se evaluó la actividad estrogénica y anticoagulante de

la serie homóloga prolame, butolame, y pentolame (figura 2). La variación

estructural en las moléculas de este grupo fue la longitud de la cadena alquílica

unida al grupo amino y el objetivo del estudio fue conocer si existía una relación

entre la estructura .química de los 17B-aminoestrógenos y sus actividades

estrogénica y anticoagulante (Lemus , el. al., 1998; Jaimez, el. al., 2000).
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Figura 1. 17B-aminoestrógenos
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La afinidad relativa de unión (ARU) al receptor de estrógenos fue evaluada y

se observó que el prolame y el butolame (ARU: 0.11% y 0.14%,

respectivamente) tuvieron una mayor capacidad para competir con el Ez-eH] por

los sitios de unión del RE que el pentolame (0.03%) . Otros marcadores

biológicos y específicos de estrogenicidad empleados en diferentes estudios

como: el incremento del peso uterino , la cuantificación de la hormona

luteinizante, la inducción del receptor de progesterona dependiente de

estrógenos en la hipófisis anterior nos permitieron caracterizar la actividad

estrogénica de la serie homóloga, demostrando que el prolame fue el 17B

aminoestrógeno que tuvo la mayor actividad de tipo estrogénico, seguido del

butolame y del pentolame (Lemus, el. al., 1998; Jaimez, el. al., 2000): Así

mismo, a través de la actividad de la c1oranfenicol acetil transferasa (CAT), en un

sistema de expresión en células HeLa co-transfectadas con los genes de los

receptores humanos de estrógenos subtipos a (RhEa) o ~ (RhEB) como vector

de expresión y como vector reportero al gen de la CAT, fusionado con elementos

que responden a estrógenos, los resultados sobre la actividad estrogénica

fueron semejantes (Jaimez , el. al., 2000). En el modelo de ratón CD1 hembra

inmadura, también se encontró que el prolame fue el aminoestrógeno que

presentó 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 , el. al., 2005b). Los resultados de estos estudios demostraron que los

17~-aminoestrógenos son agonistas parciales de los RhEa y RhEB Y que su

actividad estrogénica es inversamente proporcional a la longitud de la cadena

alquílica en el grupo amino (Jaimez , el. al., 2000) . La evaluación de prolame ,

butolame y pentolame sobre el tiempo de la coagulación sanguínea en ratas

Wistar ovariectomizadas demostró que la administración de estos

aminoestrógenos en la rata, aumentó el tiempo total de la coagulación entre un

20% a 25%, a diferencia del Ez que disminuyó en un 30% (p < 0.05) este

parámetro (Lemus, el. al., 1998, Jaimez, el. al., 2000, Lemini, el. 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 1711-aminoestrógenos se

relacionaban con el tipo de substituyente del grupo amino.

~
~OH

HO

Prolame

HO

~~OH

Butolame

Pentolame H
'~OH

Hexolame

Figura 2. Serie homóloga de los 17B-aminoestrógenos

Maestría en Ciencias Biológicas 13



Introducción y Antecedentes

Recientemente se estudió en la rata Wistar los efectos del pentolame

sobre parámetros hemostático, como el tiempo de protrombina, el cual explora la

vía intrínseca de la coagulación y se activa cuando la sangre entra en contacto

con la tromboplastina tisular (factor extrínseco), tiempo parcial de tromboplastina

activada que explora la vía intrínseca de la coagulación, la cual inicia al contacto

del factor XII con superficies extrañas a la pared vascular y la concentración del

fibrinógeno, que nos permite explorar la vía común de la coagulación, que da

lugar a la formación del coágulo sanguíneo (Majluf, 2001). En este estudio el

pentolame incrementó en un 115% (p< 0.05) la concentración del fibrinógeno a

diferencia del E2, que no produjo cambios significativos en este parámetro

(García-Manzano, el. al., 2002).

La observación de que los efectos anticoagulantes de los 17~

aminoestrógenos mencionados anteriormente, eran muy similares condujeron a

investigar los efectos producidos por el 17~-aminoestrol (AE2 , figura 3). Este

compuesto a diferencia de los 17~-aminoestrógenos previamente descritos,

carece de la cadena alquílica o substituyente en el grupo amino del C-17 en el

esteroide (Lemini , et. al., 1998), por lo tanto, fue necesario conocer la relación

entre esta modificación de la estructura química y sus efectos estrogénicos y

sobre la coagulación sanguínea. Asimismo el estudio de los efectos del AE2,

teniendo como indicador el nc y de su efecto sobre las vías intrínseca,

extrínseca y común de la coagulación, nos permitirían establecer al AE2 como el

compuesto prototipo de este grupo de fármacos responsable de los cambios

producidos en los roedores sobre la coagulación sanguínea.
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Figura 3. 17~-aminoestrol

Maestría en Ciencias Biológicas 15



Hipótesis

5. HIPOTESIS

La inserción del grupo amino (NH2- ) 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 17~-aminoestrol así como sus

efectos en la coagulación sanguínea, mediante la evaluación de parámetros

hemostáticos, utilizando modelos experimentales in vivo e in vitro.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la afinidad relativa de unión del 17~-aminoestrol al receptor

intracelular de estrógenos del útero de ratas y ratones hembras inmaduras

(RE) .

b) Determinar en modelos in vivo los efectos de tipo estrogénico del 17~

aminoestrol en la rata Wistar y el ratón CD1 hembras inmaduras sobre el

incremento del peso del útero húmedo y seco.

e) Caracterizar en modelos in vitro la actividad de tipo estrogénica del 17~

aminoestrol en un sistema de expresión en levaduras.

d) Determinar el efecto del 17~-aminoestrol sobre el tiempo de la coagulación

sanguínea en el ratón macho CD1 adulto .

e) Determinar el efecto del 17~-aminoestrol sobre el tiempo de protrombina

(TP), tiempo de tromboplastina parcialmente activada (TIPa), tiempo de

trombina (TI) y la concentración de fibrinógeno en el ratón macho CD1

adulto.
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7. MATERIALES Y METOOOS

7.1 MATERIALES

7.1.1 Compuesto radiactivo

El estradiol-[6,7-3H] (E2-eH)), con actividad específica de 41.0 Ci/mmola,

se adquirió en Amersham International (Buckinghamshire, Inglaterra).

7.1.2 Compuestos radioinertes

El 1713-aminoestrol (AE2, 3-hidroxi-1,3 ,5(10)-estrantrieno-17LS-amino), se

sintetizó utilizando el método descrito por Lemini el. al (1998), a partir de estrona

(3-hidroxi-1 ,3,5(10)-estratieno-17-ona) donada por Syntex de México.

El estradiol (E2 , 1,3,5(10)-estratrieno-3,17LS-diol) se obtuvo de Sigma

Chemical Co., (San Luis MO, EU) y su pureza fue establecida por cromatografía

en capa fina .

La mifepristona (RU-486, 11LS-(4-dimetil-amino)fenil-17LS-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).
EIICI 182,780 se obtuvo de Zeneca Pharma, (México D.F., México).

7.1.3 Material biológico

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-Z00-1999), de especificaciones técnicas para la producción, 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 cuantificación de la actividad estrogénica en levaduras.

Se utilizó el modelo experimental reportado por Lyttle y colaboradores

(1992) constituído por levaduras Sacharomyces cerevisiae de la cepa RS188N

co-transfectadas con un vector de expresión que contiene el gen que codifica

para el receptor humano de estrógenos subtipo a (RhEa), y un vector reportero

que contiene el gen de la l3-galactosidasa (B-Gal) regulado por los elementos de

respuesta a estrógenos. Al adicionar algún compuesto con actividad estrogénica,

éste se unirá al RhEa y se activará la síntesis de la l3-galactosidasa como

indicador de actividad estrogénica.
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7.2 METODOS

7.2.1 Purificación del estradiol radiactivo

La pureza radioquímica del estradiol isotópicamente marcados con [3H] se

verificó por la técnica de dilución isotópica inversa que incluyó cromatografía en

papel en el sistema NB2 (tolueno:iso-octano/metanol:agua, 2:1/1.5:1) y en el B3

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

7.2.2 Evaluación del efecto estrogénico de AE2

7.2.2.1 Determinación de la constante aparente de disociación

(Kd ) Y del número de sitios de unión (NSU) del receptor de

estrógenos

Las constantes fisicoquímicas Kd y NSU del receptor de estrógenos se

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

método descrito por Scatchard (1949) .

Obtención del citosol

Se utilizó como fuente del receptor de estrógenos el citosol (fracción

soluble de la célula) del útero de hembras prepúberes de rata Wistar y ratón

CD1. Los animales se decapitaron y los úteros se removieron y lavaron en una

solución amortiguadora TEDLM (Tris-HCI 20mM pH 7.4, EDTA 15mM, ditiotreitol

0.25mM, leupeptina 10IJg/ml, molibdato de sodio 10mM), se secaron con papel

filtro y se pesaron .

Los úteros se homogeneizaron en TEDLM en una proporción 1:6 (p/v) con

un politón Brikmann PT 10/35 (Brikmann , Instruments Co., Houston TX, EU),
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manteniéndose a 4"C. Una vez obtenido el homogeneizado, se centrifugó 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 proteína/mi) obtenido

después de la ultracentrifugación se utilizó para los estudios de unión. El

contenido de proteínas se determinó en alícuotas del citosol por el método de

Bradford (1976), utilizando una curva patrón de albúmina de suero de bovino.

Cinética de saturación para el receptor intracelular de estrógenos.

La determinación de la constante de disociación (Kd) y del número de

sitios de unión (NSU) al equilibrio se hizo mediante la incubación del citosol con

concentraciones crecientes de E2-[3H], 1, 1.5, 2, 3, 5, 7, 10 Y 15 nM. En forma

paralela, la unión inespecífica se determinó bajo las mismas condiciones de

incubación en presencia de un exceso de 100 veces de E2 radioinerte (100, 150,

200, 500, 700, 1000 Y 1500 nM). El E2 radiactivo que no se unió al receptor, se

separó con una suspensión de carbón-dextrán (250 mg carbón activado y 25 mg

de Dextrán T-70 en 100 mi de buffer TEDLM) durante 5 minutos a 4°C con

agitación constante. Posteriormente, se centrifugó a 3000 rpm durante 10

minutos a 4°C y del sobrenadante se tomaron alícuotas de 100 ul por triplicado

para determinar el contenido de eH] en un espectrómetro de centelleo líquido,

Packard Tri Carb, modelo 1900TR (Packard Downers Grove, IL. EU), con una

eficiencia del 69 %. Se usó Instagel® como la solución de centelleo específica

para muestras acuosas.

A partir de la actividad específica del E2-eH], se calcularon las pmolas de

ligando unidas al receptor, en el volumen total de incubación. Para la

determinación de la unión específica, se restó la unión no específica de la unión

total.
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Interacción de AE 2 con el receptor intracelular de

La interacción del AE2 con el receptor intracelular de estrógenos (RE) se

estableció por medio del análisis de competencia (Chávez, el. al., 1985), para lo

cual se utilizó el citosol obtenido del útero de ratas Wistar y ratones CD1

hembras prepúberes como la fuente del receptor de estrógenos, previamente

descrito. Se tomaron alícuotas de 200 1-11 del citosol (3-5 mg de proteína/mi) y se

incubaron durante 18 h a 4°C en presencia de concentraciones a saturación de

E2-[3H] (1 nM) y concentraciones crecientes de AE2 (1 nM-1 mM). Como

controles del experimento se utilizaron concentraciones crecientes de E2 (1-500

nM), P4 o RU486 (1 nM-1 mM) radioinertes. La separación de la fracción unida

de la libre se llevó a cabo utilizando una suspensión de carbón-dextrán (250 mg

carbón activado y 25 mg de dextrán T-70 en 100 mi de buffer TEDM), durante 5

minutos a 4°C con agitación constante y centrifugando a 3000 rpm durante 10

minutos a 4°C . Después de la centrifugación, se tomaron alícuotas del

sobrenadante para determinar el contenido de radiactividad en el espectrómetro

de centelleo líquido y se usó Instagel® como solución de centelleo. Los

resultados se expresaron como el porcentaje de unión al RE tomando la unión

del radioligando, en ausencia de E2 radioinerte, como el 100 por ciento.

Del análisis de competencia se obtuvo la concentración inhibitoria al 50%

(ICso).

La afinidad relativa de unión (ARU) de AE2 se calculó a partir de la

constante de inhibición al cincuenta por ciento (K¡) del compuesto, considerando

un valor de 100 para el estradiol, utilizando la siguiente fórmula (Cheng y

Prussoff, 1973) .
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ARU =[ L ]so%1 [ C lso% X 100

ARU =Afinidad relativa de unión.

[L]so% =Concentración molar del ligando específico que

disminuye al 50% la unión del radioligando al receptor.

[C]SO% =Concentración molar de competidor que disminuye al 50%

la unión del radioligando al receptor.

Ki = ICso 11 + ( C I Kd )

Ki =Constante de inhibición .

ICso =Concentración molar del inhibidor que disminuye al

50% la unión del radioligando con el receptor.

C = Concentración molar del radioligando.

Kd =Constante de disociación del ligando.
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7.2.2.3 Determinación del efecto estrogénico del AE2 sobre el

peso uterino.

El efecto del AE2 sobre el peso del útero se llevó a cabo mediante

métodos descritos por Astwood (1938); Evans el. al., (1941); Reel el. al., (1996) ;

Tchernitchin (1979). Se utilizaron ratas Wistar y ratones C01 hembras

inmaduras a las cuales se les administró AE2 (10-S000 IJg/kg de peso), E2 (0.01

1000 IJg/Kg de peso) y propilenglicol (vehículo, 0.1 mI/animal/día) durante 3 días

consecutivos. A las 24 horas siguientes, el útero se removió y se pesó en una

balanza analítica para la obtención del peso uterino húmedo (PUH). Los úteros

se dejaron secar en la estufa a 70°C por 24 horas y nuevamente se pesaron

para obtener el peso uterino seco (PUS).

7.2.2.4 Determinación de la actividad de tipo estrogénica del

AE2 en un sistema de expresión en levaduras.

Análisis de la actividad de l3-galactosidasa.

Las levaduras se crecieron durante toda la noche a 32°C con agitación

constante en un medio que contiene todos los aminoácidos esenciales y

glucosa. Se tomó una alícuota del cultivo de levaduras y se determinó la

densidad óptica (0.0) a la longitud de onda de 600 nm. La lectura de la 0 .0

igual a O.S equivale a una concentración celular de 2.7 X 107 células/mI. Con la

finalidad de inducir al RE en este sistema, se incubaron a las levaduras durante

1 hora con sulfato de cobre (CUS04 . SH20) , cuya conentración final fue de 100

IJM en el volumen total de cada prueba individual (S mi). En seguida se llevó a

cabo el tratamiento con el AE2 (10-1x104 nM), por un periodo de 4.S h a 32°C

con agitación constante . Transcurrido este tiempo , las levaduras se centrifugaron

a 2,SOO rpm por S minutos y se resuspendieron en buffer Z (Na2HP04 . 7H20 30

mM, KCI10mM y MgS04 . 7H20 1 mM), se adicionaron perlas de vidrio (472-600
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micras) y se agitaron los tubos en vortex durante 15 segundos 6 veces, para

poder romper mecánicamente la pared celular. Se utilzaron 20 ¡JI de f1uoruro de

metil fenil sulfonilo (FMFS) a una concentración de 40 mM como inhibidor de

proteasas. Finalmente, las levaduras se centrifugaron a 12,000 rpm por 10

minutos a 4°C, en una microcentrífuga Sorvall RMC-14 (Dupont) y se recuperó el

sobrenadante.

Se tomaron alícuotas de 100 ¡JI de sobrenadante (concentración promedio

de 0.5 mg/ml de proteína) para incubarlas con 900 ¡JI de buffer Z y con 4.0 mg/ml

de p-d-galactósido de o-nitrofenol (GONF) como substrato de la enzima p

galactosidasa, producto del gen reportero, durante un período de 10 minutos a

una temperatura de 32°C, transcurrido este tiempo la reacción se detuvo con 0.5

mi de carbonato de sodio 1M Y la mezcla se leyó a una longitud de onda de 420

nm.

7.2.3 Evaluación del efecto de AE2 y E2 sobre el tiempo de la coagulación

sanguínea en el ratón CD1 macho adulto.

La evaluación del efecto del AE2 sobre el tiempo de coagulación se llevó a

cabo por el método de microhematocrito (Mandoki el. al., 1991; Rubio-Póo el.

al., 1983, 1985, 1990; Lemini el. al., 1993). Se utilizaron ratones CD1 adultos y

su distribución se llevó 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 vía

subcutánea (s.c.) durante 5 días consecutivos diferentes dosis de AE2 (0.1-1000

Ilg/kg) o de E2 (0.1-1000 Ilg/kg) disueltos en 0.1 mi de propilenglicol. En otra

serie de experimentos se administró al AE2 (4 Y 8 mg/100g) o E2 (3 mg/100g)

disueltos en 0.2 mi de propilenglicol empleado como vehículo. En todos los

experimentos se incluyó un grupo control que recibió sólo el vehículo.

Transcurridas 24 h después de la última administración se determinó el tiempo
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de coagulación. La cola de cada animal se sumergió en agua a 37°C durante 30

seg y posteriormente se hizo una incisión en la punta de donde se tomó la

muestra de sangre (40 1l1) con un capilar no heparinizado. En ese momento se

accionó un cronómetro y el capilar se depositó sobre una base de madera en

forma de triángulo invertido que se inclinó en un ángulo de ± 60° para permitir

que la muestra de sangre se desplazara entre dos marcas del capilar separadas

por una distancia de 5 cm. El cronómetro se detuvo cuando la muestra de

sangre en el capilar se coaguló 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 Evaluación del efecto del AE 2 sobre los parámetros hemostáticos:

tiempo de protrombina (TP), el tiempo de tromboplastina parcialmente

activada (TIPa), tiempo de trombina (TI) y la concentración del

fibrinógeno.

Se utilizó el plasma obtenido de sangre arterial de ratones CD1 machos

adultos, previamente anestesiados (4% de hidrato de cloral ; 7 mg/kg). La sangre

se mezcló con citrato de sodio al 3.8% (0.11 M; 10:1; sangre/anticoagulante),

durante 1 minuto con agitación suave, después se centrifugó a 2500 g durante

10 minutos entre 6-10 oC. Una vez obtenido el plasma, éste se mantuvo a -70·C

cuando el tiempo de procesamiento se realizó en un periodo mayor a 30 días y a

-20°C en un periodo de 1-30 días a partir de su obtención.

Determinación de los parámetros hemostáticos.

Para la determinación del TP, se utilizó el reactivo de Dade®

Tromboplastin 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 (TIPa), se determinó

con el reactivo de Dade® Actin® FS Reactivo de TIP activada que contiene
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fosfátidos de soja purificados en ácido elágico 1.0x104 M Y sílica de acuerdo a la

técnica descrita por Proctor y Rapaport (1961).

Para la determinación del TI, se utilizó el reactivo de Dade® de Trombina

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

Gaffney (1976).

Estos parámetros se determinaron en el equipo Behring Fibrintimer 11

(Dade® Behring).

El fibrinógeno se evaluó por el método de Clauss (1957). Su

concentración fue determinada a partir de una curva estándar con plasma

humano expresada en mg/dl y utilizando el reactivo de Dade® de Trombina.

Este parámetro fue determinado utilizando un método mecánico en el equipo

Fibrómetro 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 Análisis estadístico

La significancia estadística de las diferencias entre los grupos se estimó

por análisis 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 estándar de la media (eem).
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7.2.6 Determinación de las dosis efectivas e inhibitorias medias.

La dosis efectiva media (OEso) Y la dosis inhibitoria media (0150) se

calcularon a partir de los datos de las curvas dosis-respuesta utilizando el

programa Microcal® Origin® versión 6.1 (Copyright© 1997-2000 Microcal

Software Inc.)

7.2.7 Correlación entre los modelos de ratón hembra CD1 y rata Wistar

prepeúberes y los parámetros de peso uterino húmedo y seco.

El análisis de correlación se realizó al graficar los parámetros

farmacológicos obtenidos para el AE2 y el E2. Los coeficientes de correlación se

obtuvieron con el método de Pearson utilizando el programa Microcal ® Origin®

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

8.1 Características de la unión al equilibrio del receptor intracelular de

estrógenos.

La figuras 4A y 5A muestran la linearización de los datos de acuerdo al

método de Scatchard, obtenidos de la curva de saturación (figuras 48 y 58), la

cual representa la unión específica de concentraciones crecientes de E2-[3H),

utilizado como radioligando La saturación de los sitios activos del receptor de

estrógenos en la preparación de citosol de útero de hembras inmaduras de rata

(Wistar) y ratón (CD1), se logró a partir de la concentración 4 nM del

radioligando específico. En la tabla 1 podemos observar la constante aparente

de disociación (Kd) y el número desitios de unión (NSU) del receptor para cada

modelo animal, estos resultados fueron similares a los descritos previamente en

la literatura para el RE (Chávez, el. al., 1985), indicando que el sistema era

adecuado para investigar la interacción del AE2 con el RE.
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Figura 4. Las constantes de la unión al equilibr io del E2 con el RE, se obtuvieron

a través del análisis de Scatchard (A). Unión específica del E2-[3H] con el RE obtenido
de úteros de ratones hembra CDi prepúberes (B).

Maestría en Ciencias Biológicas 29



Resultados

B

•

12 168

2.0

Estradiol [nM]

4

1.5

o

:§ 1.0k:::N ---4•..--....
W

1::: r-i--,.--....,

1 .0

Estradiol [M]

0.5

A

0.5

0.4

CI)...
0.3.o

o
"C
"E 0.2
:J

0.1

0.0

0.0
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a través del aná lis is de Scatchard (A) . Unión específica de l E2-[3H) con el RE
obtenido de úteros de ratas Wis tar prep úbe res (B) .

Tabla 1. Constantes de la unión al equilibrio del E2-[3H] con el RE

de citosol de úteros de ratas y ratones hembras

prepúberes.

Especie Kd (M) NSU

Ratón CD1 2.33 X 10-9 1.08 X 10-9 M

Rata Wistar 4.48 X 10-9 1.93 X 10-9 M
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8.2 Interacción de AE2 con el receptor intracelular específico de

estrógenos. Afinidad relativa de unión (ARU) y constante de inhibición (Ki) .

El análisis de competencia del E2 y AE2 por el RE en el citosol de útero de

ratas Wistar y ratones CD1, hembras prepúberes, se muestra en las figuras 6 y

7. La afinidad de unión del E2 radioinerte se consideró como del 100% (tabla 2).

El AE2 interactuó con el RE, sin embargo su capacidad para competir con el E2

[3H] por el RE fue mucho menor que la del E2, con una ARU del 0.074% y del

0.029% en ratón CD1 y rata Wistar hembras prepúberes, 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 interactúan con el RE.
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oce-an 60 • E
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Concentración del esteroide [nM]

Figura 6. Anál isis de competencia del AE2 con el Ed3HI. por los sitios activos del RE en el citosol

de úteros de ratones hembra CD1 prepúberes . Cada punto representa la media de tres experimentos

por triplicado .
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Figura 7. Análisis de competencia del AE 2 con el Ed 3H]. por los sitios activos del RE en el citosol

de úteros de ratas Wistar prepúberes . Cada punto representa la media de tres experimentos

por triplicado.

Tabla 2. Afinidad relativa de unión (ARU) y constantes de
inhibición (Ki) del E2 y AE2 por el receptor
específico de estrógenos.

Modelo I Esteroide ARU Ki
% (M)

Ratón CD1

E2 100 1.60 X 10-9

AE2 0.074 2.16x10-6

Rata Wistar

E2 100 1.10 x 10-9

AE2 0.029 3.8 x10-6
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8.3 Efecto uterotráfico de AE 2• Dosis efectiva media (DEso), efecto

máximo (Emáx) Y potencia relativa.

Las curvas dosis-respuesta del AE2 y del E2 sobre el incremento del peso

uterino húmedo (PUH) y seco (PUS) de ratones CD1 hembras inmaduras se

muestran en la figura 8. En este modelo animal se observa que el AE2 tiene

efectos significativos a partir de la administración de 250 ~g/kg de peso y su

efecto máximo se obtiene con la dosis de 5.0 mg/kg de peso. En cambio E2

presenta efectos significativos a partir de la dosis de 0.001 ~g/kg Y su efecto

máximo es alcanzado con la administración de 1000 ~glkg; indicando que el AE2

es un agonista parcial con una menor potencia estrogénica que el E2 (tabla 3).
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Figure 8. Curva dosis-respuesta de AE2 y E2 sobre el peso del útero húmedo y
seco de ratones CD1 hembras inmaduras Los resultados se expresaron como
el promedio ± eem. Prueba de Dunn "p < 0.05 vs vehículo, n =12.
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Tabla 3. Parámetros farmacológicos en el ratón CD1 hembra inmadura.

Esteroide DEso
PUH

4.75

552

Potencia
relativa

100

0.86

Emáx (%)

100

80

DEso
PUS

1.06

593

Potencia
relativa

100

0.18

Emáx (%)

100

95

En la rata Wistar hembra inmadura, el AE2 incrementó el PUH con la

administración 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 E2 sobre el peso de útero húmedo

y seco en ratas Wistar prepúberes. 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 observó una relación dosis dependiente para el

AE2 y el E2 y se calcularon !a dosis efectiva media (DEso) para cada uno de los

compuestos. De las DEso calculadas, se obtuvo la potencia relativa del AE2 con

respecto al E2 (tabla 4). Los resultados indican que el AE2 exhibe una menor

potencia estrogénica entre 116 a 555 veces en el modelo de ratón CD1 hembra

inmadura y de 47 a 55 veces menor que el Ez en el modelo de rata Wistar. Sin

embargo cabe destacar que el efecto máximo alcanzado por el AE2 fue mayoren

el modelo de ratón CD1 hembra inmadura.

Tabla 4. Parámetros farmacológicos en la rata \Nistar hembra inmadura .

Esteroide DE50 Potencia Emáx (OJo) DE5il Potencia Em3)( (OJo)
PUH relativa PUS relativa

-~----

Ez 16 100 100 10 100 100

AE2 764 2.1 39 579 1.8 49

em=nrrJ! nr~

8.4 Análisis de correlación en el peso del útero de hembras inmaduras de rata

Wistar y ratón CD1.

Los parámetros farmacológicos derivados de los resultados anteriores

(tablas 3 y 4) se usaron para obtener la correlación de los efectos observados en

ratón CD1 y rata Wistar, hembras inmaduras , así como entre los parámetros

PUH y PUS. Ei coeficiente de correlación obtenido entre los dos modelos

animales fue de r = 0.976 (p = 0.00087) Y r :: 0.97 (p = 0.000065) para los

parámetros PüH y PUS.
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8.5 Determinación de la actividad estrogénica del AE2 mediante la

inducción de la transactivación en el sistema de expresión RE-ERE en las

levaduras S. cerevisiae.

El sistema de cuantificación de la actividad de tipo estrogénica en

levaduras nos permtió observar el efecto estrogénico del AE2 mediante la

determinación de la actividad de la enzima ~-galactosidasa, utilizando E2 como

control positivo. En la figura 10 se puede observar que la mayor actividad de Q¡

galactosidasa, inducida por el AE2, se observó a la concentración de 10 IJM en

comparación con E2 cuyo efecto máximo se observó a una concentración de 5

nM, ambos compuestos muestran un efecto dosis-dependendiente. En estos

experimentos la P4 (1y 10 IJM) no indujo la actividad Q¡-galactosidasa (control

negativo).

Para comprobar que el efecto observado en el experimento anterior era

mediado por el RE, se estimuló al sistema de levaduras con los compuestos

mencionados anteriormente, en presencia del antiestrógeno ICI182,780. En este

experimento se utilizaron las concentraciones de 2 nM para E2 y 2 IJM para AE2

que fueron incubados simultáneamente con 1 IJM de ICI182,780. En la figura 10

podemos observar que la actividad de la ~-galactosidasa fue inhibida

completamente, ya que las respuestas obtenidas fueron similares a las del

vehículo y de la P4 (control negativo; figura 10). En la tabla 5 podemos observar

los parámetros farmacológicos obtenidos del análisis de este estudio .
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Figura 10. Inducción de la actividad f3i¡alactosidasamediada porel RhEa en el
sistemade expresión de levaduras. Efectoantiestrogénico del ICI-182,780sobre
la actividad f3i¡alactosidasa. Prueba "1" de student "p < 0.05 " p < 0.001 vsvehículo,
"'p < 0.0001 vs E2 2 nM. n = 9.

Tabla 5. CEso, potencia relativa y Emáx del E2 y AE2 sobre la actividad

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

Esteroide CEso

2.14 nM

1.82 IJM

Límites de
Confianza
(20-80%)

1.3 - 3.4 nM

824 - 4032 IJM

Potencia
relativa

100

0.12

Emáx (%)

100

100
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8.6 Efecto de AE2 y E2 sobre el tiempo de la coagulación sanguínea en el

ratón CD1 adulto.

El efecto del AE2 y el E2 sobre el tiempo total de la coagulación (TTC) del

ratón CD1 a las dosis de 0.1-1000 IJglkg de peso se puede observar en la figu ra

11. Los resultados muestran que el AE2 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 E2 disminuye significativamente el TTC entre un 15% a un 28% y sus

efectos máximos se observarons 8 días después de la última administración. Los

efectos procoagulantes del E2 se presentaron de manera significativa (p < 0.05)

a partir de la dosis de 0.1 IJg/kg de peso. Las dosis de 100 Y 1000 IJg/kg de peso

después de las 24 horas de la última administración, produjeron una disminución

del tiempo de la coagulación de manera significativa (p < 0.05) y su efecto

procoagulante máximo también se observó a los 8 días (192 horas) post

tratamiento en un 28%.

La recuperación de los valores basales fue observada con todas las dos is

administradas del AE2 después de las 96 horas. Para el E2 fue después de 11

días post-tratamiento (264 horas), no encontrando diferencias significativas

respecto al grupo control (Figura 11).
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La segunda serie de experimentos se llevó a cabo con la administración

única del AE2 utilizando las dosis de 1, 2, 4 Y 8 mg/100 g de peso en el ratón

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

El AE2 incrementó el TIC desde un 33% hasta un 96% de manera

significativa (p< 0.001 vs vehículo) a las 24 horas post-tratamient. También se

evaluó el curso temporal de la dosis de 8 mg / 100g de peso del AE2 sobre el

TIC. En la figura 128 observamos incrementos de 96, 75, 61, 54, 34% en los

días 1, 2, 3 ,4 ,5 respectivamente (p < 0.001 vs vehículo).
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Figura 12. Efecto anticoagulante del AE2 en el ratón adulto CD1. A: Curva dosis-respuesta.

B: Curso tempo ral del efecto anticoagulante del AE2 (8 mgJ100g). Prueba de Dunnet ** p < 0.01. N > 7.
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8.7 Efecto de AE2 y E2 sobre parámetros hemostáticos.

Con el fin de conocer más acerca de los efectos del AEz Y el Ez sobre las

vías extrínsecas, intrínseca y común de la coagulación sanguínea, evaluamos la

administración única de las dosis de 4 y 8 mg/100 g de peso de AEz Y 3 mg/100

g de peso de Ez sobre los tiempos de protrombina (TP), tromboplastina

parcialmente activada (TIPa), trombina (TT) y la concentración del fibrinógeno

en el plasma de ratones CD1 machos adultos.

Primero se determinó el TIC, en donde encontramos que el AEz

incrementó este parámetro desde un 34% a 94% de manera significativa (p <

0.001 vs vehículo); a las 24 y 48 horas post-tratamiento. El Ez disminuyó de

manera significativa hasta un 20% el tiempo de la coagulación, este efecto se

observó de manera significativa a las 48 horas (figura 13).
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Una vez determinado el TIC se tomaron las muestras de sangre de la

artería iliáca de los ratones bajo estudio y se obtuvo el plasma para la evaluación

de TP, TIPa, TI y concentración del fibrinógeno.

Efecto del AE2 sobre el TP, TTPa, TT y la concentración del

fibrinógeno.

La figura 14 muestra los efectos del AE2 y E2 sobre el TP en el ratón

macho CD1. No se observaron cambios en este parámetro 24 horas post

tratramiento. Sin embargo, a las 48 horas pudimos observar que el AE2

incrementa el TP en un 15% (p = 0.01 vs vehículo).
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En la figura 15 podemos ver que el AE 2 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

vehículo).
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El AE2 incrementó el TI hasta en un 29% (p < 0.001) a las 24 horas y en

un 26% a las 48 horas postratamiento. Por el contrario, la administración de E2

disminuyó en un 23% (p < 0.001) el TT, efectos que se muestran en la figura 16.
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Figura 16. Efecto del A~ (4 Y 8 mg/100g de peso) y del E2 (3 mgl100g peso) sobre el

tiempo de trombina (TT) en el ratón CD1 macho adulto, a las 24 y 48 horas post-tratamiento.
Prueba "t" de Student, " p < 0.001 vs vehículo. Cada punto representa el promed io ± eem. n > 8.

La administración de las dosis de 4 y 8 mg/100g de peso de AEz

incrementó la concentración del fibrinógeno 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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9. DISCUSION

Además del papel fisiológico de los estrógenos en la reproducción en las

mujeres, estas hormonas también ejercen efectos moduladores sobre el sistema

cardiovascular a diferentes niveles: sobre el metabolismo de Iípidos, en la

síntesis de factores derivados de endotelio o sobre la función de canales iónicos

en las célu!as del músculo liso vascular (Lobo , 1991; Psaty , el. al., 1993; Zhang,

el. al., 1992; Chae, el. al., 1997). El papel de los estrógenos sobre la

coagulación sanguínea ha sido poco estudiado, sin embargo, en los últimos años

y debido a los resultados de estudios epidemiológicos que han reportado un

aumento en la frecuencia de enfermedades tromboembólicas asociadas al uso

de anticonceptivos orales y la THS, ha despertado el interés por conocer los

mecanismos implicados en los efectos trombogénicos de los estrógenos con el

fin de mejorar la prescripción y determinar los riesgos de su administración.

Los estrógenos de uso actual producen beneficios importantes en la

prevención de padecimientos cardiovasculares (Guetta y Cannon, 1996; Chae ,

el. al., 1997), sin embargo la posibilidad de que produzcan efectos

trombogénicos limita su uso terapéutico.

Los 17B-aminoestrógenos conforman un grupo de compuestos análogos al

Ez que fueron caracterizados como agentes capaces de producir efectos

anticoagulantes prolongados en roedores (Rubio-Póo, el. al., 1990; Mandoki, et.

al., 1991; Lemini , el. al., 1993). Los efectos anticoagulantes de los 17B

aminoestrógenos son opuestos a los efectos procoagulantes que produce el Ez.

Los primeros estudios de relación estructura química-actividad biológica

analizaron la introducción de diferentes grupos funcionales como: -NH-CHz

CHzCHz-NH2- (prodiame) ; -NH-CHz-CHzCHz-OH; (prolame); -NH-CHz-CHzCHz

COOH (proacame): -NH-CHz-CHzCHz-CH3 (buame) sobre el grupo amino en la

posición del C17 del esteroide, en relación a su actividad anticoagulante. La

sustitución en el grupo amino se consideró esencial para que se produjera e!
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efecto hipocoagulante; así en los trabajos realizados posteriormente, se señaló

que la actividad anticoagulante de este grupo de fármacos dependía de la

naturaleza química del substituyente (Mandoki, el. al., 1991; Lemini, el. al., 1993;

Rubio Póo, el. al., 1993; Lemus, el. al., 1998). Estas conclusiones fueron

fundamentadas en el hallazgo de que la introducción de grupos funcionales

como el grupo carboxilo como substituyente del grupo amino (proacame) inhibía

la actividad anticoagulante (Mandoki, el. al., 1991) Y grupos alquilo e hidroxilo la

conservaban (Lemus, el. al., 1993; Jaimez, el. al., 2000). Posteriormente en la

serie homóloga, se analizó la influencia del tamaño de la cadena intermedia

entre el grupo amino y el grupo hidroxilo como substituyente terminal en la

molécula de los 1711-aminoestrógenos. La evaluación de la serie prolame,

butolame, pentolame y hexolame; señaló que el aumento de la cadena producía

una disminución en su actividad estrogénica. Sin embargo la actividad

anticoagulante entre los diferentes miembros de estas serie tenían un

comportamiento semejante y las diferencias en la magnitud de su efecto

anticoagulante no eran significativas (Rubio Póo, el. al., 1993; Lemini, et. al. ,

1993, Lemus, et. al., 1998; Jaimez, el. al., 2000; Lemini, el. al., 2005a, 2005b) .

En los últimos años la caracterización de los efectos estrogénicos de los 1711

aminoestrógenos comparados con el E2, tanto en modelos in vivo como in vitre ,

se incrementó notablemente dando lugar al conocimiento de los mecanismos de

acción implicados en las respuestas estrogénicas producidas por este grupo de

compuestos (Lemus , el. al., 1998; Jaimez , el. al., 2000). Sin embargo el

mecanismo mediante el cual, el efecto anticoagulante se lleva a cabo, es

desconocido. La actividad hipocoagulante de los 1711-aminoestrógenos es

selectiva y3. que no se presenta en los 1711-aminoandrostan derivados (Rubio

Póo, el. al., 1997); lo que señala la posibilidad de que estos compuestos puedan

comportarse como fármacos moduladores y selectivos del receptor de

estrógenos (SERM's) a semejanza del comportamiento farmacodinámico que se

ha descrito para algunos fármacos como el tamoxifeno que en algunos tejidos

actuá como agonista y en otros como antagonista (Barrett-Connor, 1999;

Dutertre y Smith, 2000).
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El estudio de los 17B-aminoestrógenos es de gran interés ya que podría

ampliarse el conocimiento de los mecanismos de acción implicados en los

efectos de los estrógenos naturales y sintéticos sobre la coagulación sanguínea.

En el presente trabajo se analizó la influencia de la eliminación de los

substituyentes del grupo amino (NH2) de los 17B-aminoestrógenos en su

actividad biológica. La diferencia estructural entre el AE2 y E2 radica en la

presencia del grupo NH2 en lugar del grupo hidroxilo (OH) en el C-17 de la

molécula del E2. Estos grupos funcionales son isósteros (Mathison, el. al. , 1989)

ya que su estructura electrónica es semejante, sin embargo sus propiedades

fisicoquímicas y reactividad son diferentes por lo que producen cambios

considerables en su actividad biológica integral modificando el efecto

estrogénico y sobre la coagulación sanguínea.

El AE2 se une al receptor intracelular específico de estrógenos como el E2

(100%) , sin embargo su ARU es significativamente menor (0.074% - 0.029%),

resultados similares a los reportados previamente en la literatura para la serie

homóloga de los 17B-aminoestrógenos, prolame, butolame y pentolame en los

que se describe una afinidad relativa de unión entre 0.03% a 0.14%, (Jaimez, et.

al., 2000). Lo que indicó que el AE2 posee actividad intrínseca como agonista

parcial del RE.

El incremento en el peso del útero es un parámetro ampliamente utilizado

como indicador de actividad estrogén ica (Astwood , 1938; Evans, el. al., 1941;

Branham, el. al., 1993; Reel, el. al., 1996). En las células del epitelio glandular y

luminal así como en las del músculo liso y del estroma del útero, se encuentran

los receptores para estrógenos. La interacción hormona-receptor induce la

activación genómica dando como resultado la transcripción de RNAm específico;

produciendo un incremento del RNA y de la síntesis proteíca del útero. También

aumenta el contenido de algunas enzimas uterinas específicas y su
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diferenciación bioquímica, morfológica y funcional pueden ser detectados como

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

La actividad estrogénica del AEz se evaluó por su capacidad para inducir

el incremento en el peso del útero de hembras inmaduras ratas Wistar y ratones

CD1. La potencia estrogénica del AEz, con relación al Ez (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, el. al.,

1998; Jaimez, et. al., 2000; Lemini, el. al., 2005b). En el modelo hembra

inmadura de ratón CD1, se observó que el efecto uterotrófico del AEz fue entre

un 85-90% (figura 8, tabla 3), mientras que en el modelo de la rata Wistar, su

efecto uterotrófico máximo 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 ratón es mucho más sensible que el de la rata y las respuestas observadas

en el ratón tienen menor variabilidad (Evans, et. al., 1941; Dorfman y Kincl, 1966,

Tchernitchin, 1979).

La actividad estrogénica del AEz se evaluó in vitro por su capacidad para inducir

la transcripción génica mediada por el RhEa en un sistema de expresión en

levaduras S. cerevisiae co-transfectadas con elementos de respuesta a

estrógenos, fusionados al gen reportero de la l1-galactosidasa y vectores de

expresión para el RhEa (Lyttle, et. al., 1992). En este sistema se ha podido

establecer el tipo de respuesta y las características de numerosos fármacos

como agonistas, agonistas parciales , sinergistas o antagonistas. Los resultados

demostraron claramente que el AEz activó la expresión del gen reportero

mediada por el RhEa como se muestra en la figura 10. La transactivación del

gen reportero por el AEz, fue dependiente de la dosis y su eficacia fue igual a la

del Ez, a la concentración de 10 IJM.

La concentración efectiva media (CE50) del AEz requerida para inducir la

transactivación del gen de la l1-galactosidasa fue significativamente mayor que la
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del Ez, lo que demostró que su potencia estrogénica relativa fue menor (0.12)

que la de la hormona (100). Este resultado correlaciona con los datos obtenidos

para el AEz en el análisis de competencia por los sitios de unión del RE que

fueron significativamente mayores (Ki x 10-6 M; ARU 0.029% y 0.074%) a los

resultados obtenidos para el Ez (Ki x 10-9 M; ARU 100%).

La inhibición de la transactivación de la B-galactosidasa inducida por el

AEz en presencia del antiestrógeno ICI-182,780 confirmó que los efectos

agonistas del AEz son mediados por el receptor intracelular de estrógenos, ya

que el mecanismo de acción antiestrogénico del ICI-182,780 involucra su

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

El análisis de correlación entre los modelos animales utilizados en este

estudio y los efectos uterotróficos obtenidos del AEz, mostraron valores muy

altos de los coeficientes de correlación (r = 0.976, P < 0.0005) indicando que

tanto el modelo de rata Wistar como el modelo de ratón CD1 pueden ser

utilizados para evaluar efectos estrogénicos. Sin embargo, es importante

destacar que el modelo de hembra inmadura de ratón es mucho más sensib le y

en él se obtuvieron respuestas mayores que exhiben un efecto máximo

porcentual similar al encontrado en el sistema de transactivación en levaduras, in

vitro.

Los estrógenos utilizados en la THS afectan la coagulación sanguínea

que se manifiestan como cambios en los factores VII, IX, X, el factor van

Willebrand y el fibrinógeno. Así como en los inhibidores de la coagulación como:

la antitrombina 111, la proteína S y el inhibidor del factor tisular ; que se encuentran

relacionados con la generación de eventos tromboembólicos (Gembitski y

Begunov, 1994; Izaguirre, 1995, Mammen, 2000).

Los 17B-aminoestrógenos tienen la capacidad de incrementar en forma

significativa el tiempo de la coagulación sanguínea en roedores (Rubio-Poó, el.
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a/., 1985, 1990, Mandoki , el. a/., 1991; Lemini, et .a/., 1993). Recientemente se

ha descrito que el 17B-aminoestrógeno pentolame; produce sus efectos

anticoagulantes al incrementar los parámetros hemostáticos como TP, TIPa y la

concentración del fibrinógeno afectando de esta manera la fase plasmática de la

coagulación sanguínea (García-Manzano, el. al., 2002).

Nuestros resultados confirmaron que el AE2 igual que otros

aminoestrógenos, tiene la capacidad de incrementar el tiempo total de la

coagulación. Sus efectos anticoagulantes contrastan con los obtenidos con E2 , el

cual produce efectos procoagulantes ya que disminuye de manera significativa el

tiempo de coagulación total. (Jaimez, el. a/., 2000; Lemini, et. a/., 200Sa).

El AE2 produce los efectos anticoagulantes mas prolongados de este

grupo de fármacos. La administración única de 8.0 mg/100 g de peso corporal

produce un efecto anticoagulante significativo hasta S días después de su

administración (figura 128), dosis semejantes del prolame, butolame, pentolame

y hexolame producen una duración del efecto anticoagulante máximo de 4 días

(Rubio-Póo, el. a/., 1990; García-Manzano, et. a/., 2002; Lemini, el. a/., 200Sa).

Para conocer los efectos del AE sobre las diferentes vías de la

coagulación: la vía extrínseca, la vía intrínseca y la vía común se evaluaron los

parámetros hemostáticos TP, TIPa, TI y la concentración del fibrinógeno

permitiéndonos explorar el nivel de acción de este compuesto .

La determinación del TP se encuentra relacionada con los eventos en la

vía extrínseca, que se activa cuando la sangre se pone en contacto con los

tejidos, ya que el único factor que se encuentra fuera de la circulación

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

La vía intrínseca se explora con la prueba del tiempo de tromboplastina

parcialmente activada (TIPa). La sangre cuidadosamente obtenida sin
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contaminantes de tejido extra-sanguíneo forma un coágulo debido a la activación

de la vía intrínseca, llamada así porque todas sus proteínas se encuentran en la

sangre. Esta vía se inicia al contacto del FXII con superficies extrañas a la pared

vascular. La diferencia entre ambas vías radica en la participación inicial de los

diferentes factores de la coagulación que están involucrados en la activación del

FX. El FXa en presencia del cofactor Va y fosfolípidos (complejo enzimático)

actuarán sobre la protrombina (FII) para darán lugar a la formación de trombina,

la cual en la vía común, convertirá al fibrinógeno en fibrina dando lugar a la

formación del coágulo sanguíneo (Furie y Furie, 1988; Majluf, 2001).

En nuestros resultados observamos que la administración única de AE2 (4

Y 8 mg 1100g 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

disminución de la concentración de los factores 11 , V, VII , los cuales forman parte

de la vía extrínseca de la coagulación (Karges, et. al., 1994) .

El efecto del AE2 sobre TIPa fue un incremento del 55% (p < 0.001) a las

48 horas , en tanto que el E2, no modifico este parámetro. Estos resultados

concuerdan con los resultados previamente descritos por García-Manzano, el.

al., (2002). El incremento en el TIPa se ha relacionado con bajos niveles de los

factores IX, X, XI, XII Y el cininógeno de alto peso molecular (Colman , 1984;

Karges , el. al., 1994; Majluf, 2001). Sin embargo solo la deficiencia del FXI esta

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

En el TI el AE2 incrementó 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 E2 disminuyó este

parámetro en un 23% (p < 0.001).

El mayor efecto del AE2 se observó sobre la concentración del fibrinógeno

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 observó un importante incremento del fibrinógeno del

115% (p < 0.001) (García-Manzano, el. al., 2002) .

La coagulación sanguínea depende de la conversión del fibrinógeno a

fibrina inducida por la trombina. El fibrinógeno es una macromolécula simétrica y

dimérica; cada mitad esta formada por 3 diferentes cadenas polipeptídicas, Aa,

BB y y, unidas entre ellas por puentes disulfuro. El resultado final de la acción de

la trombina sobre el fibrinógeno es la liberación de los fibrinopéptidos A y B

convirtiéndolo en fibrina y la polimerización de ésta genera al coágulo sanguíneo

(Doolitlle, 1987).

El fibrinógeno es sintetizado como un proteína de alto peso molecular

(340 kD, APM) , el cual es susceptible de ser degradado en la circulación

sanguínea, dando lugar a la formación de dos tipos de fibrinógeno de bajo peso

molecular de 305 kD (BPM) Y 270 kD (BPM'), que provienen de la eliminación de

un polipéptido carboxiterminal de 35 kD ya sea de una o de las dos cadenas

polipeptídicas Aa, respectivamente. De acuerdo con Holm (1985a) la distribución

fisiológica de los diferentes tipos de fibrinógeno en el plasma humano es: 69.7%,

26.5% Y 3.8% de APM, BPM Y BPM' respectivamente. Los tiempos de

coagulación son mas altos obtenidos en humanos se han relacionado con los

fibrinógenos BPM y BPM' Y los tiempos de coagulación menores se han

relacionado con concentraciones de fibrinógeno APM (Holm, el. et., 1985a,

1985b) .

Con esta información nosotros sugerimos que el incremento en la

concentración del fibrinógeno provocada por el AE2 podría estar relacionado con

la síntesis de uno o ambos tipos de fibrinógeno de bajo peso molecular y de esa

manera correlacionar los incrementos (107%) de este parámetro con los que se

encontramos sobre el tiempo total de la coagulación (96%).
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El AE2 ejerce efectos anticoagulantes modificando factores involucrados

en las vías intrínseca, extrínseca y común en la cascada de la coagulación; sin

embargo es necesario determinar la concentración de cada uno de estos

factores y explorar la vía fibrinolítica, componente importante de la hemostasia

sanguínea con el objeto de conocer de que manera el AE2 podría estar

modificando las proteínas involucradas en el sistema de la coagulación

sanguínea.

Maestría en Ciencias Biológicas 53



- - - - - -

Conclusiones

10. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos llevaron a inferir las siguientes conclusiones:

• Comprobamos que la inserción 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.

• El 1713-aminoestrol interactúa in vitro con el receptor de estrógenos de
humano, de rata Wistar y ratón hembra CD1.

• La administración del 17¡3-aminoestrol indujo el incremento de los pesos
uterino húmedo y seco de manera dosis-dependiente en el ratón CD1 y
en la rata Wistar hembras inmaduras posiblemente, a través del
mecanismo genómico por el cual actúan los estrógenos y con una
potencia significativamente menor que la del E2.

• Los análisis de correlación indicaron que el efecto estrogénico del 17B
aminoestrol puede ser evaluado mediante el incremento del peso del
útero húmedo o seco.

• El modelo de ratón CD1 hembra inmadura es más sensible que el modelo
de rata Wistar hembra inmadura para evaluar el efecto uterotrófico
producido por el 17B-aminoestrol.

• El 1713-aminoestrol mostró actividad de tipo estrogénica in vitre, la cual fue
medida a través de la transactivación de la enzima ¡3-galactosidasa y que
en presencia de un potente antiestrógeno, el ICI-182,780 dicha
transactivación fue inhibida, confirmando que el efecto estrogénico del
17¡3-aminoestroles vía receptor específico de estrógenos.

• Los efectos anticoagulantes del 17¡3-aminoestrol incluyen cambios en la
vía extrínseca al incrementar el Tiempo de Protrombina, en la vía
intrínseca al modificar el Tiempo de Tromboplastina parcialmente activada
y en la vía común al incrementar Tiempo de Trombina y de manera
importante la concentración del fibrinógeno.
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• El 1713-aminoestrol al incrementar el tiempo total de la coagulación y la
concentración de fibrinógeno podría estar estimulando la síntesis de
fibrinógeno de bajo peso molecular (BPM, BPM'), el cual esta
directamente relacionado con tiempos de coagulación total más
prolongados.

• La inserción del grupo amino (NH2-) 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 duración de los 17B-aminoestrógenos.

• El 1713-aminoestrol · es el compuesto prototipo de la actividad
anticoagulante de la familia de los 1713 aminoestrógenos.
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