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I.- RESUMEN 

Las  evidencias  seaaladas en la literatura  sobre  la  acción  de los estrógenos  en los  trastornos 

cardiovasculares,  se  encuentran  divididas  en  dos  sentidos:  el  primero  relacionado  al  aspecto 

de  que  la  administración  de  estas  hormonas  en  humanos  para  inhibir la ovulación y como 

tratamiento  del  cáncer  prostático,  incrementa  la  coagulabilidad  sanguínea  y el riesgo  de 

trombosis,  el  segundo,  basado  en  que  la  administración  de  dosis fisiológicas como  sustitu- 

tos en la menopausia,  tiene un efecto  protector. En contraste los 17P-aminoestrógenos 

cuando  se  inyectan  por  vía  subcutánea  a  roedores  producen  un efecto anticoagulante  pro- 

longado  (varios  días) y de  gran  magnitud,  sin efectos procoagulantes  dependientes  de  la 

dosis. La sustitución  en  el  carbono  17p  por  una  hidroxiamina,  como  prolame (m [ 17p-(3 ’- 

hidroxi- 1 ’ -propilamino)- 1,3,5( 1 O)-estratrien-3-01,  butolame (y) [ 17p-(4’-hidroxi- 1 ’- 

butilamino)-1,3,5(1O)-estratrien-3-ol, pentolame (a) [17P-(5’-hidroxi-l’-pentilamino)- 
1,3,5( lO)-estratrien3-01 y hexolame (VII) [ 17~-(6’-hidroxi-l’-hexilamino)-1,3,5( 10)- 

estratrien-3-01,  todos  ellos  tienen un grupo  amino  alcohol  en la cadena  NH-(CHZ)n-OH, y n 

desde tres hasta seis  metilenos,  respectivamente. Estos compuestos  producen un efecto an- 

ticoagulante  semejante, en  magnitud  y  duración. 

En este  trabajo  se  describe  la  síntesis,  e  identitificación de un nuevo  aminoestrógeno:  de- 

dame (m) [ 17p-o\s, N-dietilaminoetilamina)-1,3,5( lO)-estratrien-3-01,  con  acortarnento  en 

la cadena  lateral  aminada  a  dos  metilenos, y adición  de  dos  grupos etilo, con objeto de  au- 

mentar la liposolubilidad.  También se describe  la  obtención  de un homólogo  derivado  del 

androstano  dedamán @X) [ 17p-(N, N-dietilaminoetil)-amino-Sa-androstan-3p-ol. Este 

compuesto h e  sintetizado  con  el objeto de  ver  si el  anillo  aromático,  es  necesario  para  ob- 

tener  el  efecto  anticoagulante o si otros esteroides,  con el mismo  cambio  estructural  tam- 
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bién lo presentan. La síntesis  se  llevó  a  acabo  por  los  métodos  descritos  en  la  literatura,  que 

consisten  en  dos  reacciones:  una  de  adición  y  otra  de  reducción,  con l a s  que se  obtienen  los 

dos  compuestos  deseados,  el  aminoestrógeno  derivado  de  la  estrona y el aminoandrógeno 

derivado  de la isoandrosterona. 

La evaluación  farmacológica  de  dedame,  se  efectuó  en  ratón CD1, macho  para  el efecto 

anticoagulante  y  en  hembra  para  el  efecto  estrogénico. Los resultados  obtenidos  con  deda- 

me  demuestran  que este compuesto  tiene un efecto dosis-dependiente,  de gran magnitud 

sobre  el  tiempo  de  coagulación  total,  efecto  que  va  disminuyendo  paulatinamente  y  es esta- 

dísticamente  significativo hasta  las 72 horas. En cambio  el  homólogo  derivado  del  andros- 

tan0  no afecta a  la  coagulación  sanguínea,  ni  aún  a  dosis  al  doble  de  las  utilizados  para el 

dedame. 

El efecto estrogénico  del  dedame  fue  evaluado  por  cornificación  vaginal  en  ratón CD1 hem- 

bra  adulta  con  peso  corporal  de 25-308 y  por  efecto  uterotrópico en  ratón CD1 hembra in- 

fantil  con  peso  corporal  de 10-13g . En ambos  casos  el efecto estrogénico  fue  menor  que  el 

que  presenta  el  estradiol,  comparado  en  dosis  equimoleculares. 

El efecto anticoagulante  del  dedame  fue  estudiado  en  las  diferentes  estaciones  del  año:  pri- 

mavera,  verano,  otoño  e  invierno. En cada  una  de ellas se  observó un efecto anticoagulante 

dosis-dependiente  de + 68 a + 92 % (PC 0.05). La dosis  de 8 mg/lOOg estudiada  en  invier- 

no,  es  la  que  presenta  el  mayor efecto anticoagulante, y perdura  hasta 72 horas,  con  signifi- 

cancia  estadística. 

El efecto  anticoagulante  prolongado y la  ausencia  de  una fase  procoagulante,  sugiere  que  el 

dedame  puede  ser  útil  en  el  tratamiento  del  cáncer  prostático y síndrome  climaterico,  así 

como  componente  estrogénico  de los anticonceptivos,  reduciendose el  riesgo de  eventos 

tromboembólicos. 
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ABSTRACT 

The  evidence  cited  in  the  literature  provides  arguments  for  two  contrasting  schools  of 

thought.  The  first  is  related to the  observation  that  administration  of  estrogens  increases 

blood  coagulability  and  risk of thrombosis  when  high  doses  of  these  substances are used  in 

the  preparation  of  anticonceptives, and  prostatic  cancer.  However, a  second  series of obser- 

vations  show  that  these  hormones  provide  a  preventive  effect  against  cardiovascular  dis- 

ease,  particularly  when  are  administered  as  substitutes  after  menopause. 

In  contrast,  various  17p-amino-estrogens  administered  subcutaneously,  produce  prolonged 

dose-dependent  increases in  blood  clotting  time  that  last  several  days  without  procoagulant 

effect  in rats and  mice. To learn  whether  the  structure of the  steroid  attached to the  amino 

side-chain is important  for  the  anticoagulant  effect, and  as a part of our  studies of structure- 

activity  relationships,  different  steroids  have  been  substituted in the  17p  position for a hy- 

droxylamine  like  prolame (E) [ 17P-(3’-hydroxy- 1 ’ -propilamina)-  1,3,5(  1  Okestratrien-011, 

including  butolame (v) [ 17P-(4’-hydroxy- 1  ’-butilamina)-1,3,5(  10)-estratrien-011,  pen- 

tolame (a) [ 17fl-(5’-hydroxy-l ’-pentilamina)-1,3,5(10)-estratrien-o1], and  hexolame (m) 
[ 17fl-(6’-hydroxy-l  ’-hexilamina)-1,3,5(  10)-estratrien-011  These  compuounds  have  an 

amino  alcohol  side  chain-NH-(CH$n-OH  at  C-17  with 3 to 6  methylenes,  respectively  and 

lengthen  blood  clotting  times in laboratory  animals.  In  this  study  the  synthesis of two new 

17P-aminoesteroids is described  and  proof  of  chemical  purity  was  established  by  normal 

spectral  analysis (IR, NMR, MS.). They  are  dedame (UI), [ 17P-(N,N-diethylaminoethyl)- 

amino-1,3,5(  10)-estratrien-3-01]  and  the  corresponding  androgen  analogue  dedaman (m, 
1 ~P-(N,N-~~et~y~aminoethyl)-amino-5a-androstan-3~-ol]. The  anticoagulant  activity of 
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two new compounds  with  the  same  side-chain is reported. A single  subcutaneous  injection 

of  dedame (=I in male  mice  produced  sustained  dose-dependent  increases  in  blood  clot- 

ting  time  which  could  be  observed  even after 3 days.  On  the  fourth  day  no  significant  ef- 

fects  were  observed.  The  estrogenic  action  was assessed  by the  vaginal  cornification  in 

adult  ovariectomized  mice CDI (body  weights  25-30  g),  and  increases in uterine  weight  test 

in infantile  animals  (21  days  old, body  weights  10-14  8).  It  produces  vaginal  cornification 

and uterine  weight,  which  are  of  shorter  duration  and  smaller  of  magnitude  than  those  of 

estradiol.  The  dedaman  study  would  therefore seem to provide  information  regarding  the 

influence of aromaticity  of  ring A on  the  anticoagulant  activity of 17P-aminoestrogens,  this 

compound  had  no  anticoagulant  activity  at  equivalent  doses.  Thus,  aromaticity of the  ring 

appears to be  important  for  anticoagulant  activity.  The  effect  of  dedame (m) on  the  blood 

clotting  time  was  studied in spring,  summer,  autumn  and  winter  when is was  administered 

as  a  single  subcutaneous  injection  in  corn  oil,  it  produced  dose-dependent  lengthening of 

blood  clotting  time  in  all  seasons  after  24  hours.  The  effect  of  a  single  subcutaneous  injec- 

tion  of  the  larger  doses (8 mg/lOOg)  of  dedame (m) studied in winter  could  still  be  ob- 

served  after  72  hours. 

The  prolonged  anticoagulant  effects,  and  the  apparent  absence of a  procoagulant  phase, 

suggest  that  these  17P-aminoestrogens may  be  useful in the  treatment of prostatic  cancer, 

the  menopausal  syndrome, or as  the  estrogenic  components  of  contraceptives;  they  would 

probably  reduce,  instead of increase,  the  risk of thromboembolic  accidents. 
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II. INTRODUCCI~N 

Las  alteraciones  en  la  coagulación  sanguínea  son sin duda  las  determinantes  más  importantes 

en la  génesis  de la trombosis. La asociación  entre la hipercoagulabilidad  sanguínea y enfer- 

medades  tromboembólicas  es  extensa  e  inequívoca.  Numerosos  autores  en  diversos  trabajos 

han  demostrado  que la administración  de  estrógenos  a  humanos  producen  cambios  marcados 

en la  coagulación  de la sangre 

La sangre  se  encuentra  en  constante  equilibrio  entre  los  factores  procoagulantes,  los  anti- 

coagulantes y la actividad  fibrinolítica.  Que  la  sangre  coagule o no,  dependerá  de  cómo  se 

mantenga  este  equilibrio. 

Los mecanismos  procoagulantes  son:  perturbación  del  endotelio  (pérdida  de  las  células y 

exposición  del  subendotelio);  activación  de  las  plaquetas  (interacción  con  colágena o su- 

bendotelio);  la  coagulación  sanguínea,  se  precipita  por  (aumento  de los  factores, viscosidad 

y flujo); inhibición  del  sistema  fibrinolítico. 

Los mecanismos  anticoagulantes o protectores  son:  endotelio intacto; neutralización  de  la 

activación  de  los  factores  de  la  coagulación  por  componentes  como  heparina o trombomo- 

dulina;  inhibición  de los  factores de  la  coagulación  por  proteasas;  disminución  de la actividad 

de los factores  de la coagulación y agregación  plaquetaria;  depuración  de los factores de  la 

coagulación  por  el  hígado;  disolución  de  trombos  de  fibrina,  por  el  sistema  fibrinolítico. Evi- 

dencias  sefíaladas  en la literatura  con  relación  a los  efectos que  producen los estrógenos en 

la  coagulación  sanguínea,  cuando  hay un aumento  en  la  concentración  plasmática  de  los 

mismos,  en  estados  tales,  como  en  el  embarazo,  durante la ovulación o cuando  se  adminis- 

tran estrógenos  sintéticos (ES), en  terapia  anticonceptiva,  menopausia o en  el  tratamiento 

del  cáncer  prostático (395), se  encuentran  divididas  en  dos  sentidos:  uno  relacionada  a  la 

(1-12) 
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trombogénesis y complicaciones  cardiovasculares y el  otro  en  relación al efecto  protector 

contra  las  enfermedades  cardiovasculares, a continuación  se  describen  algunos  aspectos  que 

fbndamentan estos  dos  aspectos. 

TrombogCnesis  relacionada  a  complicaciones  cardiovasculares 

La mayor  parte  de los autores  relacionan  la  asociación  de  estrógenos y el  estado  de  hiper- 

coagulabilidad  tales  como:  complicaciones  cardiovasculares  serias  que  incluyen  eventos 

oclusivos  cerebro  vasculares,  trombosis  arterio-venosa,  infarto  del  miocardio. En dichos 

trabajos  se  señala  que  existe  una  relación  directa  entre  la  dosis  de ES e  hipercoagulabilidad 

sanguínea (lo-’*); los  estrógenos,  afectan  a  la  mayoría  de  los  mecanismos  que  intervienen  en la 

coagulación  de  la  sangre  de la siguiente  manera: 

1) Daño en la  pared de los  vasos. 

El daño  en  el  endotelio  va  seguido  de  la  formación  de  trombos,  que  puede  ser  por:  traumas 

fisicos  (mecánico,  eléctrico y térmico);  elementos  liberados  por  las  plaquetas y leucocitos 

que  interaccionan  con  las  plaquetas y la  pared;  microorganismos,  que  ocurre  directamente 

por  bacterias o estados  virales;  inmunológico,  por  la  actividad  de  anticuerpos  directamente 

sobre  el  endotelio o por  material  liberado  de  las  plaquetas y leucocitos  como  resultado  de 1s 

interacción  del  compuesto  antígeno-anticuerpo  circulante  que  se  forma;  sustancias  como: 

epinefiina  que  provoca  liberación  de ADP, vitamina D en dosis tóxicas;  anticonceptivos,  por 

aumento o disminución  del flujo sanguíneo,  ya  que  en  ambos casos  se  presenta daSio  endote- 

lial (I3), 

Varios  autores  (‘3”7)sostienen  que  la  coagulación  sanguínea  no  se  realiza  cuando  el  endotelio 

está  intacto. Estos autores  produjeron  daño  sin  desprendimiento  de  la  membrana  basal  en  las 

células  endoteliales  de  la  vena  femoral  de  ratas y ocasionaron  el  depósito  de  trombina, (17-19) 

ellos  sostienen  que  el  componente  estrogénico  que  contiene  los  anticonceptivos  es  el  factor 



más  importante  que afecta  la  pared  de  los  vasos  sanguíneos,  produciendo  vasodilatacibn, 

reducción  del  flujo  sanguíneo y estasis;  además  pérdida  del  tono  del  músculo  liso  en la capa 

media,  disminución  de la elasticidad  e  hiperplasia  de la intima. La estasis es potencialmente 

trombogénica,  porque  impide  la  circulación  de  los  factores  de  la  coagulación  que  mezclados 

con los inhibidores  producen  acidosis local, que  aumenta  la  tendencia  hacia  la  coagulación 

sanguínea (20). La vasodilatación,  reducción  del  flujo,  estasis, y acidosis  local son factores 

potencialmente  trombogénicos 

Los estudios  epidemiológicos  sugieren  que  el  riesgo  de  eventos  tromboembólicos  es  peque- 

ña o no  aumenta  en  no hmadores (22) y que  la  mitad  de los infartos  del  miocardio  en  mujeres 

jóvenes o de  mediana  edad  son  atribuibles  a su asociación  con  tabaquismo . La presencia  de 

otros factores (23-u) como: edad,  hipertensión  sistémica,  diabetes  mellitus,  alcohol,  obesidad, 

hiperlipidemia y otros, tiene  menor  influencia  en la producción  de  trombosis  que  la  aso- 

ciación  de  anticonceptivos y cigarrillo. 

(13-15)(21) 

(25-26) 

2) Alteración en la  conducta  plaquetaria. 

Las plaquetas  se  adhieren al subendotelio  de  venas  arterias y capilares  cuando  la  capa  es 

removida,  con  ayuda  de  células rojas y Ca" presente  en  el  fluido.  Otros  agentes  que  alteran 

a  la  conducta  plaquetaria  pueden  ser:  interacción  con ADP, colágena,  trombina,  ácidos  gra- 

so~,  bacterias y virus, complejos  antígeno-anticuerpo,  tromboxano A2, epinefrina y fibrinó- 

geno (2731). Todos  estos  agonistas  participan  en  la  agregación  plaquetaria  actuando  a  través 

de los mecanismos  comunes  que  involucran  la  elevación  en  la  concentración  de calcio ioni- 

zado,  acciones  que  son  hndamentalmente  trombogénicas. 

Algunos  autores (32) encontraron  que  pacientes  que  únicamente  tomaban  progestágenos, 

como  acetato  de  clomadinona,  no  presentan  anormalidad  plaquetaria,  en  cambio  con  el uso 

de  estrógenos  sintéticos  se  causa  incremento  en  la  movilidad y se han detectado  proteínas  de 
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baja  densidad  en  la  fracción  de  lecitina  del  plasma,  que  probablemente  sea  la  causa  de  la 

conducta  electroforética  anormal  de  las  plaquetas.  Estudios  similares (3335) pero  indepen- 

dientes  mostraron  los  mismos  resultados, y encontraron  aumento  en  la  adhesividad  plaqueta- 

ria  después  de  cirugía,  traumatismos  y  mujeres  bajo  tratamiento  anticonceptivo . (3677) 

3) Coagulaci6n Sanguínea. 

Los mecanismos  de  la  coagulación  sanguínea  se  realizan  a  través  de  una  serie  de  pasos  en- 

zimáticos  que dan como  resultado  la  activación  de  los  factores  de  la  coagulación,  tanto  a 

través  del  camino  intrínseco,  como  del  extrínseco y termina  con  la  formación  de  fibrina. A 

los  factores  que  estimulan  la  coagulación se les  da  el  nombre  de  procoagulantes y a  los que 

la  inhiben  de  anticoagulantes (38). Que  la  sangre  coagule o no  depende  del  equilibrio  entre 

estos  dos  factores. 

Se ha  descrito (39) que  la  administración  de ES en  las  dosis  que  contienen los  anticoncepti- 

vos, producen  aumentos  en  las  concentraciones  circulantes  plasmáticas  de  los  factores  tanto 

del  camino  intrínseco  como  extrínseco. El hematocrit0 y los  niveles  de  fibrinógeno  aumentan 

por lo que  se  eleva  la  viscosidad  sanguínea El daílo  en  la  pared  de los vasos  también 

expone  a  la  coagulación  sanguínea  por  interacciones  con  el  endotelio. El tiempo  de trata- 

miento  hormonal  parece  ser un factor  importante,  ya  que si no  se  administran  en  forma cró- 

nica  (más de 6 meses)  no  se  pueden  demostrar  estas  elevaciones. (41). Sin  embargo, los nive- 

les  se  normalizan  cuando  se  disminuye el tratamiento o se  suspende  dando  compuestos  que 

solamente  contienen  progestágenos. Los factores  aumentados  por  la  administración  de  es- 

trógenos  son:  fibrinógeno (I), molécula  de  gran  tamaño  con  peso  molecular de 340,000, 

formada  por tres  cadenas  de  polipéptidos Aa, BP y gamma  con  peso  molecular  de 67,600, 

52,300, y 48,900 respectivamente,  que  se  sintetiza  en  el  hígado,  cuya  concentración  plasmá- 

tica  es de 3OOmg/dl, y SU tiempo  de  vida  media  de 3 días.  Su efecto principal  es  ser  el  pre- 
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cursor  de la fibrina (42), En el  embarazo  normalmente  existe un incremento  en  10s  niveles  de 

fibrinógeno,  aumenta  gradualmente  a  partir  del tercer mes  de 350 a 650 mg/dl,  en  forma 

similar  ocurre  con  la  administración  de  terapia  anticonceptiva (43). El aumento  del factor 

protrombina (II), que  es  una  a2-proteína  sintetizada  en  el  hígado  cuando la vitamina K está 

disponible  con  peso  molecular  de 71,600 que  se  encuentra  en  concentración  de 80 m@, su 

tiempo  de  vida  media es  variable,  ha  sido  estimada  en 1 a 3 días. A través  de  procesos  enzi- 

máticos  la  trombina, (44) enzima  proteolítica,  transforma  al  fibrinógeno  en  fibrina. El procon- 

vertin,  factor (VII) de la coagulacibn  es  una  glicoproteína  con  acción  limitada al camino 

extrínseco,  sintetizada  a  partir  de  la  vitamina K en  el  hígado, su peso  molecular  está  estima- 

do  en 50,000 y el  tiempo  de  vida  media  en 4 a 5 días (42). El factor  antihemofilico (VIII), es 

una  glicoproteína  es  sintetizada  en  el  hígado  que  está  presente  en  el  plasma  como  complejo 

no-covalente  con  el  factor Von Wildebraum (vWF) y su hnción en la  coagulación  es  acele- 

rar  al factor IXa para  que  active  el  factor X y se  convierta  en  factor Xa, su ausencia o dismi- 

nución  produce  la  hemofilia A o B, que  se  identifica  por  estados  hemorrágicos (42945). El fac- 

tor de  Christmas (IX), es  sintetizado  en  el  hígado  a  partir  de  la  vitamina K, con  peso  mole- 

cular  es  de 57,000 y su acción  es  la  de  activar  al  factor X con  la  presencia  de calcio. Cuando 

hay  deficiencias se presenta un estado  de  hipocoagulabilidad  que  se conoce  como  la enfer- 

medad  de  Christmas (42). El factor de  Stuart o Prower (X), juega un  importante  papel  en  la 

coagulación  sanguínea  ya  que es activado  por  el  camino  intrínseco y extrínseco,  sintetizado 

en el higado  a  partir  de la vitamina K. Su peso  molecular  es  de 58,800, y secretado al plas- 

ma.  Su  tiempo  de  vida  media  es  de 35 a 60 horas y su acción en  la  coagulación,  es  la  de 

convertir  a  la  protrombina  en  trombina (42), El Hageman (XI), es una  sola  cadena  de p- 

dobulina,  con  peso  molecular  de 76,000, se  encuentra  presente  en  concentración  de 30 

clg/ml, Y responsable  de  la  activación  a  través  del  camino  intrínseco  de  la  coagulación  san- 

guínea (42-46) .El efecto  de  los  anticonceptivos  orales  en  la hemostasis (47-48) está  relacionado 
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con  la  concentración  del  componente  estrogénico  (etinil-estradiol),  que  contienen los anti- 

conceptivos y que  responden  a  un efecto  dosis-dependiente (47). Se detectan  aumentos  en  los 

niveles  plasmáticos  del  factor IX durante  el  embarazo o cuando  se  administran  grandes  dosis 

de  dietilestilbestrol (DEB), o hexestrol  para  suprimir la  lactancia (41) , y los aumentos  de los 

factores  factor VI1 y X, se  detectan  en  mujeres  con  tratamiento  hormonal  por  más  de  seis 

meses. 

4) Mecanismos protectores 

La trombosis  clínicamente  significativa,  es  prevenida  por  una  serie  de  integrantes  de  la  pared 

de los  vasos  y  mecanismos  protectores  que  incluyen:  inestabilidad  de los factores de  la coa- 

gulación;  inactivación  por  inhibidores  circulantes  (antitrombina 111, proteína C y S); ADP- 

easas  del  plasma;  inhibición  hepática;  sistema  retículo  endotelial; y sistema  fininolítico. Los 

anticonceptivos  que  contienen  etinil-estradiol o mestranol  como  componente  estrogénico, 

(50 pg), reducen  las  concentraciones  de  antitrombina 111, y ésta  no  se  modifica  con los  es- 

trógenos  equinos  conjugados (49). La antitrombina III es una  az.globulina  y,  sin  lugar  a  duda, 

el factor anticoagulate más  importante  como  protector  contra  la  trombosis, su efecto más 

importante  es  que  inactiva  a  la  trombina,  por  lo que niveles  reducidos  de  antitrombina 111, 

generan  un  aumento  de  las  concentraciones  plasmáticas  de  trombina  considerada  potencial- 

mente  trombogénica  ya  que  es  uno  de  los  factores  que  precipitan  de la hipercoagulabilidad. 

Se sabe  que  familias  con  historia  de  niveles  bajos  de  antitrombina 111, proteína C y S (50), 

presentan  frecuentemente  eventos  obstructivos  tromboembólicos,  durante  el  embarazo,  en  el 

período  post-parto o después  de un aborto (51-56). La proteína C, es  una  glicoproteína  depen- 

diente  de  la  vitamina K, con  peso  molecular  de 62,000 y su concentración  plasmática  es  de 4 

m& su tiempo  de  vida  media  de  aproximadamente 10 horas (42) . El factor más eshdiado 

responsable  de SU activación  es  la  trombina  a su vez  activada  por  trombomodulina  en  ausen- 
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cia  de  ésta  el  proceso  es  extremadamente  lento y aumentado  por  la  presencia  de  iones calcio. 

Actúa  como  anticoagulante  que  degrada  en  forma  activa,  ayudada  por  su cofactor la  proteí- 

na S, a  los  factores  de  la  coagulación V y VIII. Su deficiencia  puede  desarrollar  trombosis 

cerebral o mesentérica. La proteína S plasmática  es  una  sola  cadena  proteínica  con  peso 

molecular  de 69,000 que  necesita  de  la  vitamina K y una  carboxilasa  para su biosíntesis  en  el 

hígado, es el co-factor de  la  proteína C activada  en  la  inactivación  de los  factores  de  la coa- 

gulación V y VIII. Su deficiencia es asociada  a un aumento  de  tromboembolismo , 
(59-69) 

5) Sistema  fibrinolítico. 

Cuando  se  forma un coágulo  gran  cantidad  de  plasminógeno  (proteína  plasmática)  se  incor- 

pora  al  mismo junto con  otras  proteínas  plasmáticas,  la  lisis  no  se  produce,  si  el  plaminógeno 

no es  activado,  pero  los  tejidos  contiene  sustancias  que  liberan  al  activador  del  plasminógeno 

(t-PA),  transformando  el  plaminógeno  en  plasmina,  enzima  proteolítica  que  digiere  los  ani- 

llos  de  fibrina,  fibrinógeno,  protrombina,  factor V, VI11 y XI. De  tal  manera,  que  siempre 

que  se  forma  plasmina,  puede  causar  la  lisis  en un coágulo  por  destrucción  de  los  factores  de 

la  coagulaci6n. Los coágulos  formados  en  los  tejidos  se  disuelven  más  fácilmente,  que los 

intravasculares (70). El t-PA  se  sintetiza y es almacenado  en  las  células  epiteliales  de  la  pared 

de los vasos y es liberado  en  respuesta  a  varios  estímulos. 

La activación  de  los  sistemas  de  coagulación  dependen  del  balance  entre  éstos y el  funcio- 

namiento  normal  fibirnolítico,  mecanismo  protector  que  previene  la  trombosis.  Evidencias 

clínicas  apoyan  el  concepto  de  que  los  defectos  en  la  fibrinólisis  son  determinantes  para  la 

formación  de  coágulos. La menor  actividad lítica en  las  venas  de  las  extremidades  inferiores, 

comparativamente  con  la  de  los  superiores,  incrementa  la  incidencia  de  trombosis  en  los 

miembros  inferiores . La disminución  de  la  actividad  del  sistema  fibrinolítico  está  rela- 

cionada  a  reducción  en  los  niveles  del  activador  del t-PA, (74-76) pero  también  a un aumento 

(71-73) 
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en  la  concentración  de  antiplasmina (75). Los ES disminuyen  esta  actividad,  porque  producen 

aumentos  en los niveles  de  antiplasmina y disminución  del  activador  del  plasminógeno. Estos 

cambios  impiden  el  equilibrio  de  la  sangre y se  propicie un estado  de  hipercoagulabilidad  que 

favorece  la  trombogénesis. Este riesgo  aumenta  con  la  presencia  de otros factores  como: 

edad,  hipertensión  arterial  sistémica,  diabetes  mellitus,  alcohol,  obesidad,  hiperlipidemia, 

pero  sobre  todo  el  consumo  de  cigarrillos . (21-22) 

Efecto  protector  contra las enfermedades  cardiovasculares 

Los estrógenos  naturales  tienen  efecto  protector  contra  las  enfermedades  cardiovasculares, y 

cuando  se  administran  como  substitutos  en  la  menopausia  a  dosis  fisiológicas. (77-85). En con- 

centraciones  bajas,  estas  hormonas  aumentan  los  niveles  de  lipoproteinas  de  alta  densidad 

(HDL),  factor  considerado  como  cardioprotector. La administración  de  estradiol (E2) (81-84) . 

en concentraciones  bajas y por  una  acción  selectiva,  aumenta los niveles  de HDL en  el  plas- 

ma  evitando su oxidación.(78). En contraste,  dosis fmacológicas inhiben , in vitro , la  incor- 

poración  de  oxígeno  en  las  lipoproteinas  de  baja  densidad  (LDL-colesterol),  aumentando su 

concentración  plasmática,  este  factor  es  considerado  trombogénico.  Ningún  andrógeno o 

progestina  tienen  estas  acciones. A la  interacción  específica  entre E2 y HDL, se  atribuye  la 

protección  antioxidante  que  preserva  la  fbnción  de HDL aumentando  sus  niveles.  Estudios 

recientes (79) demostraron  que  el  remplazo  estrogénico  en  la  menopausia  disminuyen  la inci- 

dencia  de  aterosclerosis  inhibiendo  el  daño  en  la  intima  de  la  carótida  en  modelos  de  ratas y 

ratón  tratados  con E2 y postulan  la  hipótesis  de  que  los  estrógenos  aceleran  la  reparación 

endotelial in vivo, en  modelos  de  animales y probablemente  también  tengan  esta hnción 

benéfica  en  humanos.  Otros  aspectos  útiles  de  la  terapia  estrogénica  se  basa  en su efecto 

vasodilatador  e  inhibidor  de  la  agregación  plaquetaria al actuar  sobre  la  pared  de los  vasos  e 

indirectamente  a  través  de  la  liberación  de  mediadores  químicos,  aumentando la producción 
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de  prostaciclina,  sustancia  con  acción  vasodilatadora  que  inhibe la agregación  plaquetaria. 

Disminuye la producción  de  tromboxano Az con  acción  antagónica  ya  que  ocasiona  vaso- 

constricción y agregación  plaquetaria (82-86), La administración  de  17P-estradiol  aumenta  el 

flujo  sanguíneo  periférico  en  mujeres  post-menopáusicas,  aunque  su  mecanismo  no  se  ha 

definido  claramente. Estas acciones  pueden  explicar algunos de los efectos  protectores  favo- 

rables  que  se  manifiestan  en  el  sistema  cardiovascular. 

Se estudiaron “3 pacientes  con  terapia  de  anticonceptivos  orales  administrados  en  dosis  ba- 

jas de 20 pg de  etinil-estradiol y 150 pg de  desogestrol  por  día,  contra  dosis  de 50 pg de 

etinil-estradiol y 125 pg de  desogestrol y evaluaron  su efecto en  la  coagulación  sanguínea 

los días  17 y 21 del ciclo menstrual;  se  observó  aumento  en los depósitos  de  fibrina  en  el 

subendotelio  vascular  cuando  usaron  dosis  elevadas y cambios  no  significativos  con  las  dosis 

bajas, las  tomas  elevadas  de  etinil-estradiol,  en  los  anticonceptivos,  ocasionan  incrementos 

en las  interacciones  de  fibrina  endotelio  con  mayor  riesgo  de  tromboembolismo. 
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1.- ANTECEDENTES: 

Estudios  en  animales 

Estudios  desarrollados  por  nuestro  grupo  en animales de laboratorio, mostraron  que  la 

administración  intraperitoneal  de  17P-estradiol,  estrona, o estrógenos  equinos  conjugados  a 

ratón  macho CD1, producen  después  de  una  latencia  variable un efecto  bifásico  sobre  la coa- 

gulación  sanguínea.  Inicialmente  se  observa  una  acción  anticoagulante  de  duración  breve 

entre 3 a 7.5 horas,  seguida  de  otra  procoagulante  más  prolongada  que  puede  ser  hasta  de 

varios  días. La magnitud  de  la  acción  depende  de  cada  hormona  particular,  así  como  de  la 

concentración  de la misma,  por  ejemplo,  los  estrogénos  equinos  conjugados  empleados  dia- 

riamente  por tres días  en  dosis  bajas  de 20 mg/kg,  producen  acortamiento  en  el  tiempo  de 

coagulación  de (-15 % P< 0.004), en  cambio  con  dosis  de 100 mg/kg, se  observa  el efecto 

contrario (+ 21 % P <O.OOOl). El estradiol  administrado  en  las  mismas  dosis  de 20 mgkg 

(+21 % P <0.006), y con  dosis  de 100 m a g ,  se  produce un acortamineto  en  el  tiempo  de 

coagulación  total de (-14 % P < 0.03). El efecto  bifásico  de  los  estrógenos  en  el  tiempo  de 

coagulación  es  similar  al  que  presenta  la  administración  de E2 en  la  concentración  de coleste- 

rol  en  suero o el  de  la  adrenalina  en  la  presión  arterial. Es decir  la  magnitud  de la dosis y 

cada  hormona  en  particular,  puede  ser un hecho  determinante  en  el  balance  riesgo  beneficio. 

Aminoesteroides 

En comunicaciones  anteriores , se  informó  que  cambios  estructurales  en  el  carbono  17 

del  estradiol,  por  un  grupo  amino,  producen  un efecto  anticoagulante  prolongado  (varios 

días), y de  gran  magnitud  cuando  se  administran  por  vía  subcutánea  a  roedores. El primer 

compuesto  de este  tipo h e  el N-(3-hidroxiestra-l,3,5( 1 O)-triene-l7P)-  1.3-propilendiamino. 

(89-95) 
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prodiame (a) (Fig. I), que  produce  en  ratones  machos CD1 un alargamiento  de 95 % del 

tiempo  de  coagulación total, 24 horas  después  de  la  tercera  inyección  por  vía  subcutánea. El 

efecto va  disminuyendo  lentamente,  a  las 48 horas  es  de  33 % (P < 0.002), y  a  las 72 hs  del 

28 % (P < 0.02 ), sin  provocar  alteraciones  hipercoagulantes,  dependientes  de  la  dosis.  Sin 

embargo,  las  dosis  requeridas (36 mg/lOOg)  para  observar este  efecto  biológico,  ocasionan 

efectos indeseables  sobre  el  sistema  nervioso  central (SNC) con  incremento  de la actividad 

motora y convulsiones (89). En trabajos  recientes,  estos  mismos  autores (91-95), continuando 

con  el  estudio  sobre  la  relación  estructura  química-actividad  biológica  de  estos  estrógenos, 

encontraron  que  la  sustitución  en  el  carbono 17 por  una  alquilamina: N-(3-hidroxi-1,3,5( 10)- 

estratrien-l7P-ilo)-butilamine. Buame (111), (Fig. 1) (95) presenta un prolongación  en  el  tiem- 

po  de  coagulación total de 51 % (P <0.01), la  duración  de su efecto  después  de  una  sola 

administración s. c. a  ratones  machos CD1 va  disminuyendo  del  primer  al  cuarto  día,  la  dife- 

rencia  es  significativa  hasta  las 72 horas. O bien un hidroxiamina: [ 17P-(3’-hidroxi-l’- 

propilamino)-1,3,5(1O)-estratrien-3-ol] prolame (m, que  se  muestra  en  la  Figura 2(91), pro- 

dujo  un  compuesto  de  mayor  potencia  anticoagulante  que  la  observada  con  el  prodiame (@, 

sin los efectos neurotóxicos. El efecto  anticoagulante  se  determinó  en  ratón  macho CD1, rata 

Wistar  adulta e infantil, y en todos  los  casos  se  observó un  alargamiento  en  el  tiempo  de 

coagulación  total de 75 % (P < 0.01) a  las 24 h , la  duración  anticoagulante  va  diminuyendo 

y es  estadísticamente  significativa  hasta  las 72 horas. La longitud  de  la  cadena  aminada  en el 

carbono 17, desde 3 metilenos,  puede  ser  aumentada  a  seis  sin  que  el efecto anticoagulante 

se  pierda. LOS resultados  obtenidos  con  el  homólogo,  con  4  metilenos  en  la  cadena  lateral: 

[ 17P-(4’-hidroxi- 1 ’-butilamino)- 1,3,5( 1 O)-estratrien-3-01], butolme (V), (Fig. 2) (93), fue 

probada  en  forma  similar  a  la  anterior,  en  ratón  macho CDI, después  de  una  sola  administra- 

ción s. C. presentó un aumento  en  el  tiempo  de  coagulación  total  de +S4 % (P= 0.01) a  las 

24 h, Y va  disminuyendo  gradualmente  a  las 48 h (+50 %), siendo  significativo  hasta  el  tercer 
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día,  con  disminución  de 25 % y 16 % (n.s.). El aumento  a 5 metilenos  dio  el  compuesto: 

[17~-(5'-hidroxi-l'-pentilamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol], pentolame (a), (Fig. 2) (93), 

produjo  con  una  sola  dosis  (8mg/lOOg),  después  de 24 h de  su  administración 86 % (P < 

O.Ol),  el efecto va  disminuyendo  lentamente  de  81 %, a 28 % (P=0.006) a  las 96 horas. El 

alargamiento  de  la  cadena  a 6 metilenos:  m-(3-hidroxi-1,3,5( lO)-estratrien-l7P-y1)-6- 

hidroxihexilamino],  hexolame (m, (Fig. 2) ('*), también heron estudiado  en  ratón CDI 

adulto y rata  Wistar  infantil  administrando  el  producto  por  vía sc con  dosis  de  1, 2, 4 y 8 

mg/lOOg. La determinación  del  tiempo  de  coagulación total h e  medido 24 hs  después y 

produjo un alargamiento  del  tiempo  de  coagulación  en  ratón  de + 62 % (P < 0.01), en rata 

infantil  de + 36 % (P < 0.01). La duración  del efecto medido  en  los  días  1, 2, 3 y 4, después 

de la  inyección,  siendo  estadísticamente  significativa  la  diferencia  comparada  con  el  grupo 

control,  solamente  a  las 24 horas, y va  disminuyendo  paulatinamente  hasta  el tercer  día  de (+ 

13 % n.s.). 

Sobre  la  acción  estrogénica  de  estos  compuestos,  podemos  decir  que  el  butolame (v) y  he- 

xolame (=) producen  efectos  menores  que  el  prolame (IV) y  pentolame(VI),  pero los cua- 

tro compuestos  presentan  menor  efecto  estrogénico  que  el  estradiol,  con  el  cual  fberon 

comparados. 

Todos  estos  compuestos  homólogos  (Fig. 2), comparten  la  actividad  anticoagulante  en for- 

ma  semejante  tanto  en  magnitud  como  en  duración. La administración  de  una  sola  dosis, 

produce  alteraciones en  el  ratón  que  pueden  ser  observadas,  aún  después  de 72 horas (30 % 

P< 0.05).  Esta última  serie  de  estrógenos  tienen  efectos  anticoagulantes 10 veces más  po- 

tentes  que  las  del  primer  compuesto  estudiado  de  este  grupo. 

(91-93) 



Ritmos Biológicos 

En el  curso  de  nuestras  investigaciones  sobre  aminoestrógenos y tiempo  de  coagulación 

total,  detectamos  que  existen  cambios en las  diferentes  estaciones  del año, de tal  manera  que 

no se puede  comparar  un  estudio  efectuado  en  una  estación,  con otro ensayo  realizado  en 

otra, lo que  motivó  nuestro  interés  por  este  trabajo. Las variaciones  de  los  ritmos  biológicos 

se  presentan  por  ludobscuridad, fieron descritos  por  primera  vez  por  el  astrónomo  francés 

Jean-Jacques  de  Mairan,  en 1729 (%l. El estudio  de  los  ritmos biológicos se ha  convertido  en 

una  nueva,  fascinante  e  importante  área  de  la  medicina  (cronobiología). Se piensa  que  el 

tiempo  gobierna  la  fisiopatología y el  tratamiento  de  las  enfermedades,  porque  todas  las  fun- 

ciones  biológicas  incluyendo  células,  tejidos,  órganos y el  cuerpo  entero  siguen un ciclo de 

actividad y fhción, que  pueden  ser:  ritmos  circadianos  (que se  aproxima  a  las 24 horas), 

ultradianos  (período  inferior  a 6 horas y mayor  de 30 minutos),  infkadianos  (período  de  más 

de 28 horas y menos  de 6 días),  anuales (se aproximan  al año sideral),  estacionales  (en  las 

diferentes  estaciones  del año). Otra  clasificación  los  ordena en ritmos  de  frecuencia  baja, 

media y alta. Los de  frecuencia  baja  tienen  períodos  desde 6 días  hasta  varios  años  (circalu- 

nares,  circaestacionales,  circaanuales). Los ritmos  de  frecuencia  media  son los que  tiene  pe- 

ríodos  entre 30 minutos y 6 días  (ultradianos,  intkadianos y circadianos),  los  de  frecuencia 

alta  tienen  períodos  entre 0.5 milisegundos  hasta 30 minutos  (respiración,  ritmo  cardíaco, 

actividad  neuronal).  Dependiendo  del  tiempo y del  tratamiento,  las enfermedades deben  ser 

vistas con  este cambio  de  mentalidad  tenemos  por  ejemplo, muy temprano  en  la  mañana  la 

fr-ecuencia  cardiaca y la  presión  arterial  aumentan  bruscamente,  así como la  agregación  pla- 

quetaria y otros factores  de  la  coagulación ("'O3). Los ritmos  biológicos  producen  alteracio- 

nes  que  Ocurren  diariamente.  Cambios  similares a los circadianos  se han observado  en  las 

diferentes  estaciones  del año, variaciones  generadas  por  el  reloj  circanual  en  forma  indepen- 

diente  a  la  influencia  de  la  liberación  de  hormonas. 
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Las variaciones  estacionales,  observadas  por  nosotros  en  el  tiempo  de  coagulación total, 

efectuados  en  ratones  machos CD1, siguen  el  reloj  circanual,  que  también  se  ha  demostrado 

en  las  exacerbaciones  de  asma,  que  ocurren  frecuentemente  durante  ciertas  estaciones, y en 

la  prevalencia  de  ciertos  desórdenes  psiquiátricos (lo3) que han sido  ligados  con  cambios es- 

tacionales (101-103) 
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Buame, m 

FIGURA 1: Estradiol y Amino estrógenos 
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FIGURA 2: Serie  homóloga de aminoestrógenos 
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2.- JUSTIFICACI6N: 

El uso de  estrógenos,  para  inhibir  la  ovulación o como  tratamiento  del  cáncer  prostático, 

produce efectos secundarios  principalmente  trombogénicos  y  feminizantes.  Encontrar un 

estrógeno  que  prolongue  el  tiempo  de  coagulación,  sería  una  aportación  valiosa  ya  que  evi- 

taría  las  acciones  mencionadas. En estudios  anteriores  hemos  informado  el  poder  anticoa- 

gulante  de los 17~-amino estrógenos,  cuando  se  administran  a  roedores, y tienen  menor 

actividad  estrogénica  que  el  17P-estradiol. Esta actividad  depende  de su estructura  quimica 

el  grupo  amino  sustituido  en  el  carbono1 7 es un requerimiento  estructural  necesario  para 

que se  presente  este  efecto, sin  embargo, es  necesario  continuar  la  investigación  en la línea 

de  relación  estructura  química-actividad  biológica. 

3.-HIPÓTESIS: 

La reducción  de  un  metileno  de  la  cadena  lateral  del  grupo  amino  no  afecta la actividad  anti- 

coagulante y estrogénica  de los 17P-aminoestrógenos , 

La adicibn  de dos grupos  etilo  en  el  amino  terminal  aumentan  la  liposolubilidad  de estos 

compuestos. 

El anillo  aromhtico  de los aminoestrógenos  es  indispensable  para los efectos anticoagulantes 

y estrogénicos 
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4.- oBJETn7os: 

1.- Obtención por medio de síntesis  química de los  siguientes 17p- 

aminoesteroides  cuyas  fórmulas  están a continuacih. 

a).- 17p-(N, N-dietilaminaetilamino)-1,3,S(lO)-estratrien-3-01. (Com 

puesto m) 
Con  acortamiento  de un metileno y adición  de  dos etilos en  el  grupo 

amino  terminal (Fig. 3 y Esquema I) 

b).- 17P-(N, N-dietilaminoetilamino)-5a-androstan-3-01. (Compuesto sx) 
Con  acortamiento  de un metileno, y adición  de 2 etilos en  el  grupo 

Amino  terminal.  Ausencia  del  anillo aromitico, por ser un derivado  del 

androstano. (Fig. 3 y Esquema 11). 

2.-Caracterización e identificación de dichos  compuestos 

a)  Métodos  espectroscópicos  comunes: Infrarrojos, (IR), Resonancia  Magnéti- 

ca Nuclear  de  hidrógeno (RMN-H), y Espectrometría  de  masas  (EM). 

b) Análisis elemental 

3.- Evaluacion  del  efecto  anticoagulante  de los compuestos  obtenidos. 

4.- Determinacih de la actividad  estrogénica de dedame (“m, obtenido. 

5.-Estudio  sobre la influencia de los ritmos  bioldgicos  en  la  actividad anti- 

coagulante  del  dedame (vnn 
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Dedame, VI11 

*\ 

Dedaman, D( 

FIGURA 3: Amino estrógenos  propuestos 
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HO 
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HO 

J XI 

HO 

VI11 

ESQUEMA I: Síntesis  del 17~-(N,N-dietilaminoetilamino)-1,3,5(1O)-estratrien-3-ol 
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HO 

ESQUEMA 11: Síntesis  del 17~-dietilaminoetilamino)-5a-androstan-3~-ol 
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111. MATERIAL Y MÉTODOS 

1. MCtodos químicos: 

Los disolventes  y  reactivos  utilizados,  fberon  de  grado  analítico y empleados  sin 

purificación. La estrona (3-hidroxiestra-l,3,5(10)-trien-17-ona), estradiol (estra-1,3,5(10)- 

trien3,17-diol) e isoandrosterona (3 P-hidroxi-5a-androstano-17-ona) se  obtuvieron  de  los 

laboratorios  Syntex  de  México.  Etanolamina, N, N' dietiletilendimina, hidruro  de  boro y 

sodio, se adquirieron  de  Aldrich,  Milwaukee, WI,  USA. La caracterización  de  los  productos 

se  estableció por espectroscopía (IR, RMN-H y EM), y aniilisis  elemental. Las condiciones 

de reacción se establecieron  para  cada  caso  en  particular  siguiendo  su  curso por 

cromatografia  en  capa  fina, en placas  de  gel  de sílice 60 Merck F-254, utilizando  como 

revelador  yodo, Los análisis  elementales heron determinados  en los laboratorios  Galbraith, 

INC. de Knoxville, TN, USA. Los puntos  de  fusión  de  los  compuestos  se  realizaron  en un 

aparato  Electrothermal 9001 de  capilares. Los espectros  de infrarrojo (IR) fúeron  obtenidos 

en pastillas de  bromuro  de  potasio (KBr) usando un espectrofotómetro  Nicolet FT-55X. 

Los espectros  de  resonancia  magndtica  nuclear  de  hidrógeno '(RMN-H) se  registraron 

mediante un espectrofotómeto  Varian-Gemini  de 200 M H z ,  en CDCl-DMSO-& y estác 

reportados  en  parte por millón (ppm), usando como referencia  interna  tetrametilsilano 

(TMS). Los espectros  de  masas heron obtenidos  en un espectrofotómetro  cuádruple  de 

masas  Hewlett-Packard 5985-B por  impacto  electrónico (70 ev)  con  introducción  directa  de 

la muestra. 

17~-(N,N-dietilaminoetilimino)-1,3,5(lO~~stratrien~3-01 &m 
Se  mezclaron 2g de  estrona (7.4 mmoles) y 2 m1 de  N,N-dietiletilendiamina (14.2 mmol), y 

se calentó  a una  temperatura  de 80-85" C, por 24 horas. Se formó  una  mezcla  aceitosa color 
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café,  que  se dejó  enfriar  a  temperatura  ambiente y fue  tratada  con  éter  isopropilico (1 0 m1 

dos  veces),  formándose un sólido  blanco  que se filtró y fue  recristalizado  en  metanol-éter 

isopropílico. El producto  obtenido  fue  filtrado y secado al vacío,  obteniéndose 2.450g  (6.6 

mmol, 89 % de  rendimiento),  de  compuesto XI, que presentó  las  siguientes  características: 

p.f. 158-160 "C. IR, (KBr) v-, 3320 (OH), 1675  (C=N),  1610 (anillo  aromático) cm"'. 
1 H-NMR,  (CDCb-DMSO&) 6 0.85 (S, 3H, 18-CH3), 1.04 (t, 6%  J=7 H z ,  a Cfi), 1.22- 

253 (m), 2.56  (q,4H, J=7 Hz m2-CH3 ), 2.68 (t, 2H,  J=8 H z ,  --N), 2,80 (m, 2H, 16- 

CH2), 3.34 (m, 2H,  CH2-N=), 6.56 (d, J=2.4 H z ,  lH, H-4), 6.61 (dd, J=8.4 Hz y 2.4 H z ,  lH, 

H-2), 7.09 (d, J=8.  4 H z ,  lH, H-1). Análisis  calculado  para C24 H36 N20: C, 78.21; €3, 9.85; 

N, 7.60. Análisis  encontrado: C,  78 00; H, 10.08;  N, 7.53. 

17~~,N-dietilaminoetilamino)-l~,S(lO)~est~a~~~n-3-ol 

El producto  de  la  primera  reacción (1.2g, 3.3 mmol) se  disolvió  en 20 m1 de  metanol, y se 

le agregó 1.Og de  hidruro  de  boro y sodio (26.4 mmol),  en  porciones,  durante 30 minutos. 

Posteriormente  la  mezcla  se  calentó  a  reflujo  durante 30 minutos y se  dejó agitando  a 

temperatura  ambiente  durante 16 horas. Se agregó  agua (100 ml) a la  reacción,  se  enfrió en 

baño  de  hielo. El precipitado  que  se formó h e  filtrado,  lavado con agua y secado  al  vacío. 

El producto se recristalizó con metanol-éter  isopropílico  dando un sólido  blanco (0.988, 82 

%), con  las  características  siguientes: p f. 162-164 "C. IR, (KBr) V"" 3400 (OH), 3220 

(NH), 1605 (anillo  aromático) CM", 'H-NMR (CDCl3  -DMSOd,j): 6 074 (S, 3H, 18 C=), 

1 .O1 (t, 6H, J=7 Hz Cm), 1.18-2.32 (m), 2.52 (4, 4H,  J=7 Hz m - C a ) ,  2.57-2.86 (m, 

4H,-NH-c)-I2 y =-N), 6.54 (d, J=2.7 H z ,  lH, H-4),  6.61 (dd, J 4 . 4  Hi, y 2.7 H z ,  lH, H- 

2), 7.09 (d, J=8.4 H z ,  lH, H-  1). MS, m/z 370 (M', O. 1 %), 284 (M" -86, 3 %), 86 (100 %). 

Análisis  calculado  para c24 lH3s N20: C, 77.78;  H,  10.34; N, 7.56. Análisis  encontrado: C, 

77.43; H, 10.53;  N,  7.33. 
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Diclorhidrato del7~~,N-dietilaminoetilamino)-1,3,5(1O)-estratrien-3-o1 

El compuesto E (0.74g, 2 mmol)  se  disolvió  en  10 ml de  acetato  de etilo y se  adicionó 0.5 

m1  de ácido  clorhídrico  concentrado. El sólido  formado  fue  filtrado y recristalizado  en 

acetato  de  etilo-metanol,  dando  las  siguientes  características: p.f. 268-270 "C. IR (KBr), 

V- 3580-3 120 (OH y NH), 2650,2460 (NH+), 161 5 (anillo  aromático) cm". MS: m/z M+ 

443 (2 YO), 391 (6 %), 371 (29 %), 307 (89 %), 289 (41 %), 154,  137, 136,(100 %). Análisis 

calculado  para c 2 4  H40N20C12.  CHsOH: C, 63.25; H, 9.35; N, 5.91. Anilisis encontrado: C, 
62.94; H, 9.27; N, 5.91. 

17~-(N,N-dietilaminoetilamino)-Su-androstan-3~-ol. (M) 

Fue obtenido  a  partir  de  isoandrosterona (3 P-hidroxi-Sa-androstano- 1 7-ona), en forma 

semejante,  a  la  anteriormente  descrita en un rendimiento  de  57 %. El producto &e 

recristalizado  en  metanol-éter  isopropílico,  como un sólido  blanco  con p. f. 84-85 'C. IR 

(KBr): 3520-3 1 10 (OH y NH), cm". 'H-NMR  (CDCls-DMSO-&): 6 0.61 (S, 3H, 18-CH3), 

0.75 (S, 3H, IO-CB), 0.93 (t, 6H,  J=7.5 Hz=CI%), 1.06-1.98 (m), 2.43 (9, 4H,  J=7.5 Hz 

=-CH3), 3.35 (m, 4H, -NH-CWy CH2-N), 4.42 (bs, 1% 3 OH, intercambiable  con D20). 

MS: m/z 304 (M+ -86, 1.4 %), 86 (100 %), Análisis  calculado  para c25 H46 

N20.CH3OH.H20: C 70.86; H, 1 1.89; N, 6.36. Encontrado: C, 71.13; H, 11.94; N 6.33. El 

diclorhidrato  del  producto E presentó  las  siguientes  características:  p.f. 300-302 "C. IR 

(KBr): 3580-3330 (OH y NH), 2495 (NH+) cm-l. MS: m/z 460 (7 %), 391 (100 %), 307 

(58 %), 289  (30 %), 154 (100 %), 136 (100 %), 100 (50 %), 86 (40 %). Análisis  calculado 

Para c25&8N2oc12.CH3OH: C, 63.11; H, 10.60; N, 5.67. Encontrado: C, 63.41; H, 10.50; 

N, 5.80. 
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2.Métodos de valoración biológica 2 2 2 4 8 6  

2.1 Tiempo  de  coagulación  total: 

LOS experimentos  se  llevaron  a  cabo en  ratón  macho  adulto  (25-3Og)  de  la  cepa CDI 

provenientes  del  bioterio  de la Facultad  de  Medicina  de  la UNAM. La temperatura  se 

mantuvo  constante  entre 20-22 OC con ciclos de  luz-oscuridad  de 12-12h, con  alimento Y 

agua ad libitum. Los animales heron marcados  para  su  identificación  individual, 

haciéndoles  pequeñas muesca en  el  borde  de  las orejas, de  acuerdo a  la  clave  usada  en  el 

laboratorio.  Después, heron distribuidos  en  diferentes grupos experimentales (6-12 

animales  por  grupo),  de  manera  balanceada  con  base  en  pesos  corporales  en un arreglo  de 

cuadrados  latinos. Los experimentos  se  realizaron y evaluaron  en  forma ciega  (el 

experimentador  no  sabía  a  que  grupo  pertenecía  cada  animal)  y  balanceada  de  acuerdo  a un 

arreglo  de  cuadrados  latinos,  con  el  objeto  de  no  tener  diferencias  en la  evaluación  en  el 

tiempo  entre los grupos,  teniendo  siempre un grupo  control,  que  recibió  el  vehículo  por  vía 

subcutánea. Las sustancias  utilizadas  en los experimentos heron disueltas  en aceite de  maíz 

e  inyectados  en  la  misma  forma. El tiempo  de  coagulación  total  se  evaluó 24 horas  después 

de  la  administración,  por  el  método  de  microhematocrito (Mandoki y Rubio) (lo4), 

expresando los resultados  en  segundos. La cola  del  animal  se  calentó  en  un  baRo  con  agua  a 

40 "C por  un  minuto,  para  aumentar  el flujo  sanguíneo,  se  secó y cortó una  pequefia  parte 

del  extremo,  con una hoja  de  afeitar.  Se  colectaron 25 pI de  muestra  de  sangre  en un tubo 

capilar  para  hematocrito,  la  sangre  se  hizo  fluir  por  gravedad  entre  dos  marcas  de 45 mm 

inclinando  el  tubo  capilar  alternativamente  entre un ángulo  de + 60 y -60 grados  con 

respecto  al  plano  horizontal. El cronómetro  se  accionó  cuando  la  sangre  hizo  contacto  con 

el  vidrio Y el punto  final  de  la  reacción  se  estimó  cuando  la  sangre  dejó  de  fluir. 
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2.2 Ritmo bioldgico  estaciona1 

Los cambios  que  se  presentan  en  la  coagulación  sanguínea  del  ratón  durante las diferentes 

estaciones  del  aiio, bajo la  influencia  de la administración  del  diaminoestrógeno  17P-(N,N- 

dietilaminoeti1amino)-1,3,5( IO)-estratrien-3 01, (KII) se  llevaron  a  cabo  mediante la 

obtención  de  curvas  dosis efecto en  la  mitad  de  cada  estación:  primavera,  verano,  otoiio  e 

invierno, en  ratón  macho  de  la  cepa CDI, utilizando (7-10 animales  por grupo), a los que  se 

administró  una  vez  por  vía  subcutánea: el vehículo (V, aceite de  maíz,  grupo  control)  y el 

diaminoestrógeno  en las dosis  de 1 ,2 ,4  y 8 mg/lOOg de  peso  corporal. 

3. Efecto  estrogénico 

Para  el  estudio  del efecto estrogénico heron utilizados  ratón  hembra  adulta (25-30g de 

peso  corporal)  e infantiles  (10-14g), de  la  cepa CDI, que heron marcadas y distribuidas  en 

la forma  descrita  anteriormente  para  la  determinación  del  tiempo  de  coagulación  total. Este 

efecto h e  evaluado  por  los  métodos  de  cornificación  vaginal y peso  uterino 

3.1 .- Para la determinación  de  cornificación  vaginal  descrita  por  Allen-Doisy (105) , 

utilizando  ratón  hembra CD1 adulta  de 25-3Og  oforectomizada  tres  semanas  antes  del 

tratamiento. La efectividad  de la operación,  se  demostró  por  el  examen  de los exudados 

vaginales en cuyos fiotis solamente  se  encontraron leucocitos, Cuatro grupos de  estos 

animales heron tratados. El primero  recibíó  por  vía subcuthea, estradiol 1 pg  /ratón  /día /3 

días,  como  control  positivo;  el  segundo  recibió  dosis  equimoleculares  del  17P-(3’-hidroxi- 

1 ’-dietiletilendiamino)-1,3,5( lO)-estratrien-3-01, (1.3 pg /ratón  /día  /3  días). El tercero 

recibió  el  compuesto 17~-(5’-hidroxi-l’-pentilamino)-1,3,5(l0)-estratrien-3-ol (1.3 pg 
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/ratón  /día  /3  días). Y el cuarto  grupo,  designado  como  control  negativo  solamente  recibió 

el  vehículo  a  razón  de 0.1 ml /ratón  /día  /3  días. Los fiotis vaginales  se  obtuvieron  con 

isótopos  de  algodón los días 4, 7, 9 y 11. Las preparaciones  se  tiileron  con  solución  de 

hematoxilina y eosina. La presencia  de  células  cornificadas  y la  ausencia  de  leucocitos  en 

los fi-Otis h e  considerada  como  respuesta  positiva. 

3.2.-  El efecto uterotrópico  se  determinó  en  ratón CD1 hembra infantil, de 21 días  de 

nacidas  con  un  peso  corporal  de 10-14 g, y heron evaluadas  por  el  mdtodo  de Evans (lo6), 

los  animales  se  distribuyeron en 6 lotes  y  fueron  inyectados  por  vía  subcutánea, con dosis 

de  estradiol (0.03 pg/ratón/día/3  días,  como  control  positivo),  cuatro  grupos  de  animales 

recibieron el producto  en  estudio,  Dedame (=I en  dosis  de 0.01, 0.04, 0.16, y 0.64 pg 

/ratón  /día /3 días, El grupo  control  recibió  únicamente el  vehículo (O. 1 ml/  ratón/  día/  3 

días). Al cuarto  día los animales  se  sacrificaron  por  dislocación  cervical  y los  úteros  fberon 

extraídos  y  pesados. Los resultados  se  expresaron  en mg/ 100g de  peso  corporal. 

3.3.- El efecto antiuterotrópico h e  evaluado  en 6 grupos  de  ratón  hembra CD1 infantil 

usando las mismas  dosis  de  Dedame m, utilizadas  para  evaluar  el efecto uterotrópico  de 

0.01, 0.04, O. 16, y 0.64 pg /ratón  /día 13 días,  simultáneamente  a los diferentes  grupos  de 

animales  se les administró  una  dosis  de  estradiol  de (0.03 pg  /ratón  /día 13 días), un grupo 

control fbe inyectado  únicamente  con  el  vehículo (0.1 ml/ lOOg), y  otro  grupo  recibió 

únicamente  estradiol  (O.O3pg/ratón/día/3  días). Al cuarto  día los  animales heron 

sacrificados y los  úteros heron extraídos y pesados. 

La significancia  estadística de la  diferencia  entre  el  grupo  control  y los  tratados  fberon 

estimados  por la prueba  de  Dunnett  (varios  grupos  tratados),  después  de  asegurar  la 

homogeneidad  de las varianzas  entre  el  grupo  control y los tratados  por  (prueba  de F), y  por 
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la  prueba  de " t " de  Student. Las regresiones y la  significancia  de  las  desviaciones  en  la 

linealidad,  fueron  estimadas  por  análisis  de  varianza.  Se  consideraron  estadísticamente 

significativas  las  diferencias  cuando  los  valores  de P fueron < 0.05 (107-108) 
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N- RESULTADOS Y DISCUSIbN 

1.- Síntesis Química: 

Los compuestos (=I y Ix) propuestos,  se  sintetizaron  por los métodos  Irmscher ('O9) y 

Blickenstaff (110) que heron modificados  por  nosotros La ruta  sintética  consiste  en  la 

reacción de  adición  de  la  NJ'dietiletilendiamino  sobre  estrona  (3-hidroxiestra-lY3,5( 10)- 

trien-17-one) (x), a 80 OC dando  la  imina m en un 89 % de  rendimiento. La imina  se 

caracterizó  por  su  espectro  de infrarrojo en  el  cual  aparece  la  banda característica C=N a 

1675 cm" y desaparece la banda  del  grupo  carbonilo  del  producto  original. El espectro de 

resonancia  magnética  nuclear  muestra  una  señal  en 0.85 ppm correspondiente al metilo 

angular  de C-18 y en 3.34 las  seílales  del  metileno  vecino  al  grupo  C=N. En 2.68 ppm 

que  aparece  como un triplete  correspondiente  al  metileno  vecino  al  grupo  dietilamino 

terminal. 

Posteriormente  se  llevó  a  cabo  la  reducción  de  la  imina en solución  etanólica 

empleando  borohidruro  de  sodio  como  agente  reductor. El 17P-diamino-estrógeno 

deseado (m) se  obtuvo  en 82 % de  rendimiento, se  purificó  por  cristalización 

fraccionada  con  metanol-éter  isopropílico y fue  identificado  por sus características 

espectroscópicas: su espectro  de IR, muestra  bandas  de 3400 y 3220 cm" características 

de  10s  grupos OH y N H 2  respectivamente. En resonancia  magnética  nuclear  aparece  la 

señal  correspondiente  al  metilo  angular  en 0.74 ppm, que  ha  sido  descrita  en la misma 

Posición  en  Otros  17P-amino-estrógenos  Su  espectro  de  masas  muestra  una  sefial 

de m/Z de 370 que  corresponde  al  ion  molecular m. El diclorhidrato  de [ 17p-(N,N- 

dietilaminoetilamino)-1,3,5( 1 O)-estratrien-3-01] fie obtenido  disolviendo  el  17P 
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diaminoestrógeno m en acetato  de  etilo y adicionando  ácido  clorhidrico  concentrado  a 

la  solución . Se observó  la  precipitacibn  del  clorhidrato  inmediatamente  después  de  la 

adición  del  ácido. El sólido  formado k e  filtrado y recristalizado  en  metanol-acetato  de 

etilo, dando un rendimiento  cuantitativo.  Su  espectro  infrarrojo  además  de  las  bandas  de 

las  vibraciones OH y NH, las  bandas  características  en 2650 y 2460 de  los  grupos NH'. 

El derivado  del  androstano D<, h e  sintetizado  a  partir  de 3p-hidroxi-5a-androstano-17P- 

ona  (isoandrosterona, XII). en  condiciones  semejantes  a  las  descritas  para el dedame (m), 
se  obtuvo  primero  la  imina a) y posteriormente  del  compuesto (Ix). El rendimiento 

global  fue  de 57 %. De igual  manera  se  purificó  por  recristalización  fraccionada  utilizando 

la  mezcla de  disolventes  metanol-éter  isopropílico. El espectro  infrarrojo  de  este  producto 

también  muestra  las  bandas  en 3520 y 3 1 10 cm" correspondientes  a los grupos OH y NH, 

en  sus espectros de  resonancia  magnética  nuclear  aparecen  como  señales  sencillas  en 0.61 y 

0.75 ppm, las  seilales de los metilos  angulares C-18 y C-10, respectivamente.  Pueden 

identificarse en 2.43 una  sefial  cuádruple  que  integra  para 4 hidrógenos  con  una  constante 

de  acoplamiento 6 = 7.5 H2 correspondiente  a  los  metilos de los  grupos  etilos (CH2 m) y 

en 3.35 ppm una  seHal  múltiple  que  corresponde a  los  metilos  del  grupo  etilen-diamino 

W-G&-G&-N ). 

El diclorhidrato  del  compuesto (Ix) en su espectro de IR muestra la sefial  en 2495 cm" 

correspondiente a las  vibración N H +  y en  su espectro de masas  la  señal  de m/z  de 460 

correspondiente  al  pico  base  que  esta  de  acuerdo  con  el  peso  molecular  del  compuesto 

obtenido. p.f 84-85OC. Análisis  calculado  para CZJ &N20.CH30H.H20: C, 70.86; H, 

1 1.89; N, 6.36. Análisis  encontrado C, 71.13; H, 1 1.94; N, 6.33 

La asignación  de  la  amina  como 17p en el dedame se basa  en  experiencias  previas  que  se 

tienen  por  la  obtención  de  este  tipo  de  compuestos  por  nuestro  grupo (93) y de  otros  autores 

(90* 'lo). La reducción  de la imina (m7 con  borohidruro  de  sodio  da  preferentemente  el 
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2. Evaluación  farmacológica de los compuestos:  Dedame (VIII) y 

Dedaman (M), sobre  la  coagulación  sanguínea 

a) Comparaci6n del  efecto  anticoagulante  del  compuesto VIII (Dedame) 

con el compuesto  (Pentolame) 

La importancia  de la comparación  en  el efecto sobre  la  coagulación  sanguínea  del  dedame 

(m, con  otro  aminoestrógeno  que  posee  un  efecto  anticoagulante  de  gran  magnitud y 

duración,  sintetizado y reportado  anteriormente  por  nosotros p3), tiene  por objeto 

determinar  si los  cambios  estructurales  de  este  nuevo  compuesto NIX), permiten  que 

persista  el efecto anticoagulante y cual  es su magnitud  y  duración  con  respecto  al 

compuesto  ya  conocido  (compuesto u). Cuando  se  compararon  con  un  grupo  control, 

que recibió  únicamente  el  vehículo  (aceite  de  maíz),  los efectos producidos  por la 

administración  de (8 mg/lOOg) de  dedame (m) y pentolame (m) en  el  mismo 

experimento,  pueden  verse  en  la  Tabla I. En ella se observa  que  los  resultados  obtenidos 

después  de 24 horas  de su administración S.C. a  ratones  CD1  machos  adultos,  para  dedame 

(=o, heron de (+ 92 % P < 0.01) y con  pentolame (VI), de (+ 62 % P <0.01). Esto nos 

demuestra  que  la  magnitud  del efecto anticoagulante  de  dedame es  semejante  pero  de 

mayor  magnitud  que  la  obtenida  con  pentolame,  probablemente  debido  al  aumento  de  la 

liposolubilidad  del  nuevo  compuesto,  por  la  adición  de  dos  grupos d o s  en el grupo 

amino  terminal. 
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b) Curva dosis-respuesta  en  ratón 

En la  Figura  4 y Tabla  2  se muestran  las  curvas  dosis-respuesta  del efecto anticoagulante 

del  compuesto =I. Estos resultados  ikeron  obtenidos  después  de  una  sola  administración 

de  las  dosis  de 1 , 2 , 4  y 8 mg/lOOg  por  vía  subcutánea a  ratones  CD1  machos. Se observó 

que el  efecto anticoagulante  es  dosis  dependiente  ya  que  produce un aumento  lineal  en  el 

tiempo  de  coagulación  total de los  animales  tratados  con  dedame (m), con  respecto al 

logaritmo  de  la  dosis. El coeficiente de  regresión  sefiala  que  no  hay  significancias 

estadísticas en la  desviación  de  la  linealidad (b=77.9 P=0.017). Con la  dosis  mayor (8 

mg/lOOg), el  tiempo  de  coagulación  total  produjo un aumento  de 92 % (P < 0.01) con 

respecto al grupo control. Este efecto  anticoagulante  que  presenta  este  producto  es 

semejante al observado  con los otros  17-aminoestrógenos  que  hemos  descrito (91-95) , pero 

de  mayor  magnitud. La evaluación  anticoagulante  se  llevó  a  cabo 24 horas  después de 

administrado,  ya  que  la  experiencia  previa  en  determinaciones  anteriores  de  homólogos 

relacionados,  el  efecto máximo  se  observa  entre  las 24 y 36 horas, 

c) Curva  dosis-respuesta  del  compuesto M derivado del androstano. 

El 17~-(N,N-dietilaminoetilamino)-5a-androstan-3~-01 (Ix) derivado  del  androstano, 

cuya  característica  importante es que carece del  anillo  aromático. Este estudio  se  llevó  a 

cabo  con  cuatro  grupos  de  ratones  CD1 (12 animales  por  grupo),  machos  adultos  que 

recibieron  una  sola  administración  por  vía s. c. y  evaluados 24 horas  después. Los 

grupos heron inyectados  con  las  dosis  de 2, 4, 8 y 16 mg/lOOg de  dedaman (IIX, un 

grupo control  tratado  únicamente  con  el  vehículo. En la Figura  4 y Tabla 3, pueden  verse 

los resultados  que  nos  muestran  que  el  derivado  del  andorstano (IX) no  afectó  el  tiempo 
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de  coagulación  total  con  ninguna  de  las  dosis, ni a  la  doble  de la usada  con su homólogo 

estrogénico. E n  contraste  el  dedame (VIII) con dosis  de 4 mg/lOOg  produjo  una 

prolongación  en el tiempo  de  coagulación  total  de + 52 % (P <0.05), y con  la  dosis de 8 

mg/lOOg fhe  de + 98 % (P < 0.05). La falta  de  actividad  anticoagulante  del  derivado  del 

androstano  indica  que  el  anillo  aromático "A", tiene un  papel  importante  en la actividad 

anticoagulante  de  los  17P-aminoesteroides 

d) Duración del  efecto anticoagulante en ratón  macho 

Para  la  determinación  del  curso  temporal  de  dedame (m), en la coagulac ión sangu .inea 

se  llevaron  a  cabo  una  serie  de  experimentos  en los que  se  evaluó  el efecto anticoagulante 

producido  por  el  compuesto  a  las 24,  48, 72 y 96 horas  después  de  la  administración 

subcutánea  única  de 8 mg  /1OOg  de  peso  corporal  en  ratón  macho. En la Figura 5 y Tabla 

4, puede  observarse  que el efecto anticoagulante  es  máximo  a  las 24 con  aumento  de +lo3 

% (P<O.OOl) con  respecto  al  grupo  control, y va  disminuyendo  paulatinamente;  a  las 48 

horas, la  prolongación  en  el  tiempo  de  coagulación fue de +64 % (P< 0.001) y persistió  de 

manera significativa hasta 72 horas con aumento  de + 32 % (P < 0.05). 

3.- Efecto estroghico 

a).- La actividad  estrogénica  de  dedame (m), fue  evaluado  por  el  método  de  Allen  and 

Doisy (Io5). Se utilizaron  ratones CD1 hembras  adultas  oforectomizados, tres semanas 

antes  al  tratamiento.  Cuatro grupos de  animales  (7  a 14 ) después  de  comprobar  la 

ausencia  de  células  cornificadas,  recibieron  por  vía S.C. los siguientes  compuestos: un 

grupo  recibió  estradiol (1 .O pg/ratón  /día!3días),  otro recibió  pentolame (VI) (1.3 
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Clglratón  /día/3días), el  tercer grupo  recibió  dedame (m) (1.3 &ratón  /día/3días) y el 

cuarto grupo únicamente  fbe  inyectado  con  el  vehículo  (aceite  de  maíz 0.1 mllratón 

/día/3días)  fungiendo  como  control  negativo. La presencia  de  células  cornificadas y 

ausencia  de  leucocitos en los frotis  fue  considerada  como  respuesta  positiva. 

Todos  los  animales,  tanto los tratados  con  pentolame (a), como  con  dedame (m) o 

estradiol  presentan  cornificación  vaginal  en  el  cuarto  día, La respuesta  estrogénica 

desaparece  mas  rápidamente  en  los  ratones  tratados  con  el  compuesto a, y ligeramente 

después  con el producto m. Ambos  producen  menor efecto estrogénico  que  el 

estradiol  como  puede  verse  en la  Tabla 5 y Figura 6. 

2 2 2 4 3 6  
b) La determinación  del efecto estrogénico  por  aumento  del  peso  uterino,  descrito  por 

Evans (lo6), demuestran  que  el  dedame (vm) presenta un aumento  lineal  del  peso  uterino 

con  respecto al logaritmo  de  la  dosis (b=40.8 P-0.02). El efecto uterotrópico  de  este 

compuesto  administrado  a  ratones, fie menor  que  el  producido  por  estradiol  aún  con  dosis 

mas o menos 22 veces  mayor  que la dosis  de  estradiol. Los reaultados  obtenidos  con  la 

dosis  de 0.64 @dialratón fbe de 64 % (P<O.Ol), y  el  estradiol (0.03 pg/día/ratón)  produce 

un aumento  de  177 % (pCO.01). La menor  actividad  estrogénica  de  dedame (m), con 

respecto al estradiol  puede  ser  atribuida  a  la  presencia  de  el  grupo  amino  en  la  cadena 

lateral  del  carbono 17. Estos resultados  son  semejantes  a 10s obtenidos  con  otros  17p- 

aminoestrógenos  sintetizados  por  nosotros y por  otros  grupos (%,I 10) 

c) Con  base  en los resultados  detectados  en  el  experimento  anterior  se  exploró  el  posible 

efecto antiuterotrópico  de  este  compuesto. Los ensayos  se  llevaron  a  cabo en  la  misma 

forma,  administrando  dosis  crecientes  de  dedame (m) (0.01, 0.04, 0.16, y 0.64 

&ratón), y simultáneamente  a  cada  animal,  se le  inyectó una  dosis  de 0.03 &ratón  de 
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estradiol. En la  Tabla 7 se  puede  apreciar  que  el  compuesto m, no  inhibe 0 tiene 

antagonismo  con  el  efecto  del  estradiol,  ya  no  existen  diferencias  estadísticas 

significativas. 

4.- Ritmo biológico  estaciona1 

El estudio  del  las  variaciones  estacionales  que  se  presentan  con  la  administración  del 

compuesto m, demuestran  que  las  dosis  mayores  comparadas  con  su  grupo  control, 

producen  diferencias  significativas  semejantes, en las  diferentes  estaciones  del  año 

(Figuras: 8,9,  10, 11). En primavera  Tabla 8,68 % (P <0.05), verano  Tabla 9, 70 % (P < 

0.05), otofío  Tabla 10, 77 % (P € 0.05) e  invierno  Tabla 1 1 ,  92 % (P < 0.05). en  las 

curvas  dosis-respuestas  de  dedame (m), Figura 8, los valores  de los grupos  control 

varían  significativamente  entre  primavera y otofio  produciendo  aumentos  significativos 

en el  tiempo  de  coagulación  de + 26 % (P € 0.02) (Tabla  12).  Entre  primavera  e  invierno 

los  grupos  tratados  con  las  dosis  de  4 y 8 mg/lOOg  de  dedame a), produjeron 

diferencias en los  tiempos de  coagulación  total  con  las  dosis  de 4-8 mg/lOOg  de + 54 y 

65 YO (P < 0.001), Tablas 13-14. La comparación  de  los  grupos  tratados  con aceite de 

maíz  (disolvente)  produjeron  diferencias  entre  primavera  y  otofio  de +26% (I? 0.05) y 

entre  primavera  e  invierno  de +44 % (P 0.05) Tabla 15. La comparación  de  la  dosis  de 

4 mg/lOOg presentaron  diferencias en primavera-otofio + 34 % (P < 0.05), primavera- 

invierno  +54 % (P < 0.05) y en  verano-invierno + 31 % (P < 0.05) Tabla 16. Con  la 

dosis  de 8 mg/lOOg  hubo  diferencias  en  porcentaje  en  todas  las  estaciones  del  afío,  de 

(+14  a + 40 %), pero  en  mayor efecto  se  produjo  entre  primavera  e  invierno  con +65 % 

(P < 0.05) Tabla  17. Las diferencias  mayores heron observadas  entre  primavera  e 

invierno,  tanto en los grupos  control  como  en  los  tratados. 
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FIGURA 5: Curso temporal de Dedame. 
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V.-CONCLUSIONES: 

1.-  Se obtuvieron  por  síntesis  química  en  buen  rendimiento,  se  identificaron y 

caracterizaron  los  dos  siguientes  compuestos  nuevos: 

a)  Dedame: 17P-(N,N-dietilaminoetilarnino)- 1,3,5( 1 O)-estratrien-3-01. 

b) Dedamán 17p-(N, N-dietilaminoetilamino)-5ol-androstan-3~-01 

2.- El dedame y el pentolame  producen  en  ratones  un  incremento  en  el  tiempo  de 

coagulación  total  de 92 y 62 % respectivamente. La reducción  a  dos  metilenos  no  afecta  la 

acción  anticoagulante. La magnitud  mayor  en  el efecto anticoagulante  del  dedame, 

probablemente  se  deba  al  aumento  en la liposolubilidad  lograda  con la adición  de dos etilos 

en  el  grupo  amino  terminal. 

3.- El dedame tiene su máximo  efecto  anticoagulante  a  las 24 horas,  el  cual  disminuye 

paulatinamente,  manteniendo su significancia  estadística  hasta  las 72 horas. 

4.- El dedamán,  derivado  del  androstano, no altera  el  tiempo  de  coagulación  sanguínea, ni 

aún a  dosis  dobles  de las empleadas  para  obtener un efecto de gran magnitud y duración 

con  el  aminoestrógeno  dedame. Lo anterior  indica  que  el  anillo  aromático  es  de  gran 

importancia  para  producir  el efecto anticoagulante. 

5.- La acción  estrogénica  del  dedame  es  de  menor  magnitud  en  forma  significativa  que la 

del  estradiol,  pero  mayor  que  la  del  pentolame. 
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6.- La administración  de  dedame  no  inhibe la  acción  uterotrópica  del  estradiol. 

7.- El efecto anticoagulante  del  dedame  varía  con  las  estaciones  del  aiio,  incrementándose 

significativamente en  invierno. 

8.- El efecto anticoagulante  prolongado y la  ausencia  de  una  fase  procoagulante,  sugiere 

que el dedame  puede  ser  útil  en  el  tratamiento  del  cáncer  prostático y síndrome 

climatérico,  así  como  componente  estrogénico  de  los  anticonceptivos.  Pudiendo  reducir  el 

riesgo  de  eventos  tromboembólicos y minimizar  los efectos feminizantes en pacientes 

masculinos. 
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EFFECTS OF 17a-(N,N-DDETHYLAMINOETffYL)AMINO-1,3,5(lO)-EST~T~N-3-OL, 

AND ITS ANDROSTANE  ANALOG  ON  BLOOD  CLOTTING TIME. 

Consuelo  Rubio-Póo,'  Cristina  Lemini, * *  Griselda  Silva,'  Beatriz  Chávez  Lara,'  Nicandro  Mendoza- 

Patiño,'  Rocío Ortíz and  Juan José  Mandoki'. 

Departamento  de  Farmacología,  Facultad  de  Medicina, UNAM, Ciudad  Universitaria, C.P. 045 1 O, 

Apdo.  Postal  70-297. UAM, Ixtapalapa,  México, D. F. 

ABSTRACT. The  17f3-diamino-steroids ~7~-(N,N-diethylaminoethyl)-amino-1,3,5,(lO)-estratrien-3-01 2 
and its  androstane  analog 17~-(N,N-diethylaminoethyl)-amino-5u-androstan-3~-ol& were  prepared and 
tested  for  anticoagulant  activity. A single  subcutaneous  administration of compound & produced in adult 
male  mice, dose-dependent  increases in blood  clotting  times.  The  androstane  analog 3 had  no 
anticoagulant effect at  equivalent  and  higher  doses.  Aromaticity of ring A andor absence  of  the  19  methyl 
group may to be  necessary  for  anticoagulant  effect.  The assay of 2 on  vaginal  cornification and uterine 
weight  showed a  moderate  estrogenic  activity. 

- 

Clinical  use  of  estrogens in oral  contraception or in prostatic  carcinoma,  has  been  associated  with an 

increase in thromboembolic  events. l7 Earlier  studies  from  our  laboratory  in  mice  and  rats,  have  shown 

that a single  intraperitoneal  administration  of  a  large  dose of estradiol or diethylstilbestrol,  elicits  a  brief 

increase in blood  clotting  time  lasting  few  hours,  followed by a  more  prolonged  decrease  below  the  basal 

value,  lasting  few  days.  Subcutaneous  administration  of  the  same  estrogens,  however,  only  shortens  the 

blood  clotting  time.3  In  contrast,  17P-amino  analogs of estradiol,  when  administered by a single 

subcutaneous  injection  produce  dose-dependent  anticoagulant  effects  lasting  several  days which  are  not 

followed  by procoagulant  effect^.^-^ Platelets  exposed in vitro to 17P-amino-estrogens  show  a  decrease 

in platelet  aggregation.'  These  aminoestrogens  produce  vaginal  cornification  in  mice,  increase  uterine 

weight,  and  decrease in vitro uterine  contractility.  Their  estrogenic  potency,  however, is lower  than  that 

of  estradiol. lo 17P-amino-estrogens may  become  useful therapeutic  agents,  particularly in  patients with 

increased  risk of thromboembolism,  as  these  compounds  lack  procoagulant  activity. 



To learn  whether  the  structure of the  steroid  attached to the  amino  side-chain  is  important for the 

anticoagulant  effect,  and  as  a  part of our  studies of structure-activity  relationships,  we have  prepared  two 

compounds  with  the  same  side-chain,  one  estrogen  analog (17P-N,N-diethylaminoethyl-amino- 1,3,5( 10)- 

estratrien-3-01 2, and  the  corresponding  androgen  analog ( 17P-N7N-diethylaminoethyl-amino-5a- 

androstan-3-01 3). Compound 2 is  a  Sa-dihydro-testosterone  derivative,  Sa-dihydro-testosterone  cannot 

be converted in vivo into  estradiol,  a  ring A aromatic  derivative.  Thus,  compound 3 is not  likely to 

be  aromatized in vivo. This study  would  therefore  provide  information  regarding  the  influence of 

aromaticity of ring A on  the  anticoagulant  activity of 17P-aminoestrogens.  Compound 2 produced in mice 

sustained  dose-dependent  increases  in  blood  clotting  time.  Compound 3 had  no  anticoagulant  activity  at 

equivalent or higher doses.  Thus,  aromaticity  of  ring A appears to be  important for anticoagulant  activity. 

Compound 2 produced  vaginal  cornification in mice  and  moderate  increases  in uterine  weight. 

11-13 

CHEMISTRY 

The  synthesis of compound 2 and its analog 9 is outlined  in  Scheme 1 and was carried  out  using  a 

modification of procedures  previously  reported.’  Addition of N,N”diethylethylenediamine to estrone or 

isoandrosterone  gave  the  corresponding  intermediate  imino  derivatives and u. The imino  derivative 

of the  estrone 9 was isolated in 89% yield.  Reduction of the imino  derivative with sodium 

borohydride in ethanolic  solution  afforded 2 in 82% yield. 

Scheme 1. Conditions: (a, c) NH2CH2CH2N(Et)2/A 80-85”C7 24 h; (b, d) Na€3H&tOH 



The isoandrosterone imino  derivative fi was  unstable  and  the CI? '. product  was  reduced  directly  under 

the same  conditions of 2 to afford 3 in an  overall  yield of 57%.  The  structures of the  intermediate ,& and 

compounds Land 3 were  characterized by spectroscopic and  analytical  methods.  The  data are given in the 

experimental  part.  The  stereochemistry of the  17  amino  derivatives  has  been  reported to be p. 14-16 

RESULTS AND DISCUSSION 

Compound 2, administered  at 1, 2, 4, and 8 mg/IOO g to male  mice,  produced  linear  increases in blood 

clotting  times  with  respect to log  doses,  the  regression  coefficients  showed  no  statistically  significance 

deviation from linearity (b=77.9  P=0.017). With the  larger  dose,  blood  clotting  times  increased by 101% 

(P<O.OI) with  respect to the  control  group.  The  effect  on  blood  coagulation  produced by compound 2 
was  similar to those  observed  with  other 17-~arninoestrogen~.~~~ 
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Figure 1: A. Dose-response  relationships of 2 and 2 on  blood  clotting  time 24 hours  after 
a single  sc  injection.  Compounds 2 (O), 3 @) and  solvent (O). B. Disappearance of the 
anticoagulant  effect  after  a  single  subcutaneous  injection  of 8 mg/lOOg of 2. n27 

The  androstane  analog 3 at  any of the  doses  tested, (2,4, 8 and 16 mg/IOOg)  did  not  affect  blood  clotting 

time  (see  Figure 1 A). The  lack of anticoagulant  activity of the  androstane  derivative  indicates that 

aromaticity of ring A is  important  for  anticoagulant  activity of 17P-aminosteroids. 



The  rate of decrease of the  anticoagulant  effect  of  compound 2, following  a  single S.C. injection of 8 

mg/lOOg  is  shown in Fig. 1B. Blood  clotting  times  were  measured at daily  intervals  for  four  days  both in 

the  aminoestrogen-treated  and  solvent-treated  groups.  One  day  after  the  administration, of compound 2, 
mean  blood clotting  time  was 103 % larger  than  that of the  control  group (P<O.Ol). The  effect 

diminished  over  the  following  three  days  and  72  hours  after  the  injection,  the  blood  clotting  time  was  still 

increased by 32 %, (P<0.05). On  the  fourth  day  the  effect  was  no  longer  significant. 

Estrogenic  effects  of  compound 2 were  evaluated  by  the  Allen  and  Doisy  test,17  based  on  the  production 

of vaginal  cornification in ovariectomized  mice  and  by  increase in uterine  weight as described  by  Evans. 

Table 1 shows  the  proportions of mice  exhibiting  vaginal  cornification after receiving for  three  days 

equimolar  doses  of  estradiol  and  compound 2. 

18 

Table 1: Duration of vaginal  cornification in mice treated  with  either  estradiol or compound 2. 
Treatment  Dose/mouse N Body  Vaginal  cornification* 

/day13  days  weight  on  day 
(g f sem) 

O 4  7 9 1 1  

Corn oil 0.1 ml 14 32M.9 0114 0/14 01'14 0/14 0114 

Estradiol 1.0 M 14 '323~1.2 0114 14/14 12/14 6/14 0 4 4  

Compound 2 1.3 pg 7 3 B l . l  017 7/7 417 117 O M  

* Number  of  mice  having  vaginal  comificationlnumber of treated mice. 

All animals treated with compound 2 or estradiol  exhibited  vaginal  cornification  on  the  fourth  day.  The 

response  subsided  more  rapidly in mice treated  with  compound 2. 

The  uterotrophic  effect of compound 2 is  shown in table 2. Compound 2 increased  linearly  uterine 

weight  with  respect to log  doses (b= 40.8 P=0.02). 



Table 2: Effect of  compound 2 and  estradiol on uterine  weight of immature mice 

Treatment  Doselmousel  day n Body  Uterine  weight YO 
for 3 days  weight in g f in mg/100 g f difference 

sem  sem 

Corn  oil 0.1 m1 5 10.5 f 0.4 301 f 53 " 

Estradiol 0.03  pg 5 10.5 f 0.4 834 It 110 177* 

Compound 2 0.04 pg 5 10.5 f 0.4 352f 119 16 
O. 16 pg 5 10.3 f 0.4 379 f 150 25 
0.64'pg 5 10.4 f 0.4 495 f 159  64* 

* P < 0.01 compared  with  the  control  group  by  Dunnett's test. 

The  uterotrophic  effect of compound 2 treated mice was  smaller  than  that  produced  with  estradiol;  even 

the  largest  dose of 2 (0.64 pg/day/mouse)  increased  uterine  weight by  only 64% (PcO.01) whereas 

estradiol  at  the  dose of 0.03 pg  /day/mouse  produced  a  177%  increase  (PcO.01). 

The  smaller  estrogenic  activity of compound 2 than  that of estradiol  may  be  attributed to the  presence of 

the  amino  side-chain in C17.  These  results  agree  with  those  obtained  with  other  17P-amino-estrogens 

evaluated  earlier by and by others  groups. 15,16 

Our results  show  the  importance of ring A aromaticity for the  anticoagulant  effect in 17P-aminosteroids. 

The  androstane 3 does  not  affect in  blood  coagulation,  in  contrast to the  anticoagulant  effect of the 

estrogen  derivative & Further  work  is in progress to assess  whether  aromaticity is required for 

anticoagulant  effects Óf other  17P-aminosteroids. 

EXPERIMENTAL 

All  solvents  and  reagents  were  analytical  reagent  grade,  and  were  used  without hrther purification. 

Estrone (3-hydroxyestra-1,3,5(10)-trien-17-one) estradiol (estra-1,3,5(10)-triene-3,17-diol) and 

isoandrosterone (3P-hydroxy-5a-androstan- 1 7-one)  were  obtained  fiom  Syntex  (Mexico  City,  Mexico). 

N,N"diethylethylenediamine and  sodium  borohydride  were  purchased fiom Aldrich  (Mdwaukee, W I ,  

USA). Proof of chemical  purity  was  established  by  spectroscopy (IR, NMR, MS),  analytical  techniques 

(TLC and  chemical  analysis).  Melting  points  were  assessed  on  an  Electrothermal  capillary  melting  point 



apparatus, and are  uncorrected. IR spectra  were  obtained  using  a  Nicolet FT"55X spectrophotometer. 

1 H-NMR spectra  were  recorded  on  a  Varian-Gemini  spectrometer 200 M H z ,  and are reported in ppm 

downfield  from  the  internal  standard  tetramethylsilane. MS were  obtained on a  Hewlett  Packard 5985B 

quadrupole mass spectrometer  at 70 ev. 

17N-(N'N'-diethylaminoethyl)imino-1,3,5(lO)-estratrien-3-ol (la) 

A mixture  of 2 g (7.4 mmol)  of  estrone  and 2 ml (14.2 mmol) of N,N'-diethylethylenediamine was  heated 

for 24 hours  at 80-85°C. The  reaction  mixture,  a  brown oil, was  cooled to room  temperature,  and  was 

treated with isopropyl  ether (10 m1 x 2). The  white  solid  obtained  was  crystallized  from  methanol- 

isopropyl ether,  filtered,  and  vacuum  dried to give 2.45 g (6.6 mmol, 89 % yield)  of  product la, mp 158- 

160°C. IR (KBr): 3320 (OH), 1675 (C=N), 1610 (aromatic  ring), cm-l. lH-NMR (CDCI3-DMSOd6): 6 

0.85 (S, 3H, l8-CH3), 1.04 (t, 6H, J = 7 H z ,  m3CH2), - 1.22-2.53 (m), 2.56 (9, 4H, J = 7 HzC&CH3), - 
2.68 (t, 2H, J= 8 H z ,  CH2-N), 2.80 (m, 2H, l6-CH2), 3.34 (m, 2H, CH2-N=), 6.56 (d, J = 2.4 H z ,  lH, 

H-4),6.61 (dd, J=8.4Hzmd2.4&, 1H,H-2), 7.09(d, J=8.4Hz,   lyH-1) .  

17~-(N,N-diethylaminoethyl)-amino-1,3,5,(10)-estratrien-3-ol(2) 

To a  solution  of la, (I .2g, 3.3 m o l )  in ethanol (20 ml), sodium  borohydride (1 .O g, 26.4 mmol) was 

added  portionwise  over 30  min. The  reaction  mixture  was  heated at reflux  for 30 min  and stirred  at room 

temperature  overnight.  Water  was  added (100 ml) to the  reaction  mixture,  and  was  cooled  on an ice  bath. 

The  precipitate  was  filtered,  washed  thoroughly  with  water,  and  dried.  The  product  was  recrystallized 

from  methanol-isopropyl  ether to afford 2 as  a  white  solid (0.98 g, 82%) with  mp 162-164OC. IR (KBr): 

3400 (OH), 3220 (NH), 1605 (aromatic  ring)  cm-'.  'H-NMR (cDc13-DMSOd6): 6 0.74 (S, 3H, 18 

CH3), 1 .O1 (t, 6H, J = 7 Hz =3CH2), - 1.18-2.32 (m), 2.52 (9, 4H, J= 7 Hz WzCHs), 2.57-2.86 (m, 

4H, -NH-C& and CI&-N), 6.54 (d, J = 2.7 H z ,  l H ,  H-4), 6.61 ( dd, J = 8.4 Hz and 2.7 Hz, lH, H-2), 

7.09 (d, J = 8.4 H z ,  lH, H-1). MS: ndz 370 (M?, 0.1%), 284 (M+-86, 3%), 86 (100%). Anal. 

(C24H3&0), C, H, N. The  corresponding  dihydrochloride  was  obtained by dissolving 2 (0.74 g, 2 

mmol) in 10 ml of ethyl  acetate,  and  adding 0.5 ml of  concentrated HCI. The  solid  formed  was  filtered 

and  recrystallized  from  methanol-ethyl  acetate, to afford  the  hydrochloride in almost  quantitative  yield, 

with  the  following  characteristics:  mp 268-270°C. IR (KBr): 3580-3120 (OH and NH), 2650, 2460 

(NHf), 1615 (aromatic  ring)  cm-'. MS: m/z 154, 136, 137 (100 %), 289 (41%), 307 (89%), 371  (29%), 

391  (6%), M+ 443 (2%). 



17~-(N,N-diethylaminoethyl)-amino-5a-androst~n-3~-o1(3) 

This  product  was  obtained in 57% overall  yield  from 3@hydroxy-5a-androstan-l7-one (isoandrosterone) 

following  the  same  procedure  described  above.  Recrystallization  from  methanol-isopropyl  ether 

produced a white  solid  with mp 84-85OC. IR (KBr): 3520-3 110 (OH and NH), cme1. lH-NMR  (CDC13- 

DMSOd6). 6 0.61 (S, 3H, 18 CH3), 0.75 (S, 3H, 10 CH3), 0.93 (t, 6H, J = 7 .5  HZ CH3CH2), - 1.06-1.98 

(m), 2.43 (9, 4H, J= 7.5 Hz =2CH3), - 3 . 3 5  (m, 4H, -NH-CH2 and CH2-N), 4.42 (bs, 1H, 3 OH 

exchangeable  with D20). MS: m/z 304 (M?-86, 1.4 %), 86 (100%). Anal. (C25H46N20), C, H, N. 

Dihydrochloride mp 300-302°C. IR (KBr): 3580-3330 (OH and NH), 2495 &) cm-1. MS: m/z 136, 

154,391 (100 %), 307 (58%), 100 (50%), 86 (40%), 289 (30%), 460 (7%). 

Pharmacological methods. 

Mice  of CDl origin,  were  used  and  kept  at  constant  temperature (20-22°C) with  a  12h-12h  light-dark 

cycle,  with  food  and  water ad libitum. The  animals  were  distributed  according to a  balanced  design  with 

5-8 animals  per group.  The  steroids,  dissolved in corn  oil,  were  administered  subcutaneously (S.C.); 

control  animals  received  the  solvent  only.  Effects  on  blood  coagulability  were  studied  in  blind 

experiments  as  described  earlier.3-8 

Estrogenic  effects  were  assessed by the  vaginal  cornification test 3-8J7 and the increase in uterine 

weight.  For the vaginal  cornification  test,  adult  female  mice  were  ovariectomized  three  weeks  before 

each test.  Four  groups of  seven  ovariectomized  mice  received  daily for  three days,  compound 2 (1.3 pg 

/mouse/day,  S.C.), 17p estradiol  at an equivalent  dose ( 1  pg/mouse/day, S.C. ), or the solvent  (corn  oil, O. 1 

ml/mouse/day).  Vaginal  smears  obtained  on  days 4, 7 ,  9, and 1 1 were  stained  with  Giemsa.  The  presence 

of  cornified  cells  in the  absence  of  leukocytes,  was  considered  a  positive  response. 

The  uterotrophic  effect  of 2 was  evaluated  in  immature CD1 21 days  old  female  mice (10-14 g  weight). 

The mice were  injected  (S.C.)  for  three  days,  with  doses of 0.04, 0.16 and 0.64 pg/day  of 2. Estradiol- 

treated  controls  received 0.03 &day.  The  daily  dose of  estrogen  was  dissolved in O. 1 ml of  corn  oil.  On 

the  fourth  day,  the  animals  were  sacrificed by cervical  dislocation.  The  uteri  were  carefully  dissected  out, 

blotted  and  weighed  and  expressed in mg/100 g body  weight. 

Statistical  significance of the  difference  between  means  of  control  and  treated  groups  was  estimated  either 

by  Dunnett's test or by  Student's  t test.  Least  square  linear  regressions  of  blood  clotting  times  on  log 



dose,  and  their 95 % confidence  limits  were  obtained.  Significance  and  linearity  were  estimated by 

analysis of variance. I 9  
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CONDENSATION 

This review was undertaken because of our  interest in the  mechanisms  through which 

estrogens  participate in cardiovascular hsturbances,  particulary thrombogenesis. 



Rubio-Póo et al. Effect of Estrogens on blood coagulation 

ABSTRACT 

This review was  undertaken because of our interest in the mechanisms through which 

estrogens  participate in cardiovascular disturbances, particularly thrombogenesis. 

These have  been described in women during ovulation, pregnancy and contraceptive 

use, and  in men in treatment for prostatic cancer.  Information existing about the topic 

from books('-3) and articles published in scientific  journals(4-'m) is analyzed. 

Hey words: Coagulation, estrogens, hipercoagulability, menopause, aminoestrogens. 



Estrogens are known to have an effect  on  cardiovascular  hemodynamics as well 

of on  the composition of  blood.  Most specialists agree that a woman during reproducti- 

ve years has a lower  probability of presenting coronary  thrombosis, and that this ad- 

vantage is lost with menopause. The apparent protective  activity  provided  by estro- 

gens motivated this review. 

The evidence cited in  the  literature provides arguments for  two contrasting 

schools of thought, The first is related to the observation that administration of estro- 

gens increases blood  coagulability and risk of' thrombosis. This concept has been re- 

cognized  since the  third decade of the century but was  reaffirmed with  large scale use 

of contraceptives in sixties and publications that described  thromboembolic  complica- 

tions related to their use@-'@. This finding greatly increased the  number of researchers 

pursuing  this line of investigation. The majority of studies indicate an association 

between estrogens and a state of hypercoagulability.  However, a second series of ob- 

servations show that these hormones  provide  a  preventive  effect against cardiovascu- 

lar disease, particularly when they are administered as  substitutes after menopau- 

se(17). A large  number of published series demonstrate increases in cardiovascular &- 

seases  when  high doses of these substances are used in the preparation of contracepti- 

ves.  Epidemiological studies suggest that  the risk of thromboembolic events is small 

and does not increase in nonsmokers(l*), that half of the myocardial infarctions in 

young or middle-aged  women can be  attributed to  smoking (19) and theoretically could 

be avoided  if the aggravating factors are eliminated, Other factors  like  age, systemic 

hypertension, diabetes mellitus,  alcohol  consumption,  obesity and hyperlipidemia 

exert less of an influence on thrombosis than  the association of contraceptives and 

cigarettes.  The relative risk of fatal  events is usually the  result of vascular obstruc- 

tiod4)  but to a lesser degree can also  be  explained  by subarachnoid hemorrhages(19-21). 



For  some authors, the administration of natural or synthetic estrogens could diminish 

risk. 

In  the seventies Estamler(22) observed that high doses of conjugated equine es- 

trogens administered for treatment of protate cancer diminished the incidence of 

thrombosis in 50% of cases. In 1966, Mandoki and Rubio (23) described the anticoagu- 

lant effect  achieved  by administering high doses of conjugated equine estrogens to 

male Wistar rats. In a later  study in humans, Marmorston (24) observed that small 

quantities of these products shortened coagulation time. In fact, low doses have a cli- 

nically  proven hemostatic effect and have  been  used to detain  small hemorrhages in 

obstetrics and  dentistry. A number of studies have demonstrated the protective effect 

against cardiovascular diseases of postmenopausal estrogen replacement (26t26) because 

these hormones increase the serum concentrations of high density lipoproteins (HDL), 

considered to be cardioprotectors. The administration of  low concentrations of estradiol 

(E2) (27) increases plasma levels of HDL by a selective  effect and  prevents its oxidation. 

In  contrast, pharmacological  doses inhibit the incorporation of oxygen into LDL  cho- 

lesterol in uitro. No androgen or  progestin has  this action. As respects the specific inte- 

raction between E2 and HDL, it is attributed to the antioxidant protection that pre- 

serves HDL  function and increases its levels. In recent studies Kevin (28) demonstrated 

that postmenopausal replacement of estrogens diminished the incidence  of atheroscle- 

rosis by inhibiting damage to the carotid intima in rat and mouse  models treated with 

E2 and posited that estrogens accelerate endothelial repair in vivo in experimental 

animals  and probably  also have this beneficial  function in  humans,  Other desirable 

effects of estrogen therapy involve its vasodilator  effect and inhibition of platelet 

aggregation. It appears to act directly on vessel  walls and indirectly through chemical 

mediators, increasing the production of prostacycline, a substance with vasodilating 

. . . 
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action that inhibits  platelet aggregation. It decreases the formation of thromboxane 

A z ,  a substance with opposite effects that causes vasoconstriction and platelet aggre- 

gation (29-31). The administration of 1'7-beta-estradiol has also been reported to increase 

peripheral blood  flow in postmenopausal women.  Although the mechanism has not 

been clearly defined, these variations could explain some its desirable effects  on the 

vascular system. Volterrani and Werner examined the effects of high or low dose es- 

trogens in  oral contraceptives (20 pg ethinyl estradiol and 150 pg desogesterel a day or 

50 pg ethinyl estradiol and 125 pg desogestrel a day  respectively) on coagulation eva- 

luated on the 17th and 21st day of the  menstrual cycle (32-33). They found increases in 

the fibrin deposits in  the vascular endothelium  when  high  doses  were used and no 

significant changes with low  doses. This is  consistent with the fact that high doses of 

ethinyl estrahol  in contraceptives causes increases in the  interactions between fibrin 

and subendothelium with greater risk of thromboembolism. In 1983 Mandoki and Ru- 

bio (34) reported that intraperitoneal administration of 17-beta-estradiol, estrone or 

equine estrogens conjugated to male CD1 strain mice produced a biphasic result  after 

a variable period of latency. First, for a period of hours, coagulation time was prolon- 

ged, after which a procoagulation  effect  occurred and persisted for days. The  magnitu- 

de  of the action depended  on  each particular hormone as well as its concentration. For 

example, the conjugated equine estrogens used  daily  for three days at low doses of 2 

m g h ,  produced shortened coagulation  time. On the other hand, its effects in concen- 

trations of 100 mgkg were the opposite. In both cases the findings were statistically 

significant. That is, the magnitude of the dose  could  be a determining factor in the 

risk-benefit balance. 



Blood is in constant equilibrium with procoagulant factors, anticoagulants and 

fibrinolytic activity. Whether blood coagulates or not depends  on how this equilibrium 

is  maintained. Table I shows the thrombogenic factors and protective mechanisms. 

To facilitate this review we  will  divide the analysis of the relationship between 

estrogens and coagulation into damage to vessel  walls, platelet aggregation, blood 

coagulation, protective mechanisms and the fibrinolytic system. 

DAMAGE TO VESSEL WALLS 

This  can occur through physical,  enzymatic,  infectious and immunological me- 

chanisms or by inorganic or organic substances (epinephrine, vitamin D, cholesterol, 

other lipids, estrogens, etc.). 

Wessler (36) , Ashford and Frieman (371 and  others argue that the estrogenic 

component is the most important factor  affecting  blood  vessel  walls,  producing vaso- 

dilatation, reduction of  flow and stasis as well as loss of smooth  muscle tone in  the 

media, diminished elasticity and hyperplasia of the intima. Stasis is potentially 

thrombogenic because it impedes the dilution of coagulation factors that when mixed 

with inhibitors favor  local  acidosis.  Wessler (36) showed that coagulation cannot occur 

when the endothelium is intact. Ashford and Freiman (37) produced damage without 

detachment of the basement membrane in endothelial cells of rat femoral vein and 

observed the deposit of thrombin Other authors (45-46) agree that  the use of con- 

traceptives produces venous dilatation. Maclachin (45) demonstrated that  the tendency 

of blood to coagulate was increased if it was associated with local  acidosis. The integri- 

ty of the endothelium can be  modified  by estrogens that directly or indirectly exert 

effects on prostaglanmns, tone and  the vessel wall (46.48). 



Receptors for estrogens and progestins with capacity to interact have been des- 

cribed both in myocardium and coronary arteries (49). For example, estrogen deficiency 

in menopause plays an important role in formation of aneurysms  and the risk of suba- 

rachnoid hemorrhage. The antioxidant properties of estrogens may aid in the preven- 

tion of vascular diseases (50-51). 

PLATELET AGGREGATION 

This  can be precipitated by various stimuli, including ADP, colagen, thrombin, 

thromboxane Az and epinephrine. Platelet activating factor (PAF) liberated by leuko- 

cytes and macrophages can also  induce  aggregation, although its relationship in  the 

formation of a clot is not well  understood.  Practically all the agonists mentioned parti- 

cipate in platelet aggregation by  common mechanisms that involve elevations in the 

concentration of ionized  calcium.  When the platelets are exposed to one of these sti- 

muli, they participate in interactions that are fundamental for thrombogenesis. 

In  the balance of these elements Pable 11) the outcomes of increases (thrombo- 

cytosis,  thrombocytemia) or decreases  (thrombocytopenia) can be observed. 

Hampton found that patients who were taking only progesterones like dorna- 

dinone acetate presented no platelet abnormalities, while with synthetic estrogens 

there was an increase in their mobility, and  the low density proteins were detected in 

the  plasma lecithin fraction. All  of this was probably the cause of abnormal electro- 

phoretic platelet conduction (62). In independent but similar studies Poller (m), Bevers, 

Baungartner  and Huch (54-56)  published the same results: increase in adhesion after 

surgery, trauma  and in women in estrogen therapy. The administration of estrogens 

to postmenopausal women  diminished the formation of platelet thrombi or damage to 

arterial walls. The progestins with which they are frequently associated counteract 



this antithrombotic effect.  Consequently the use of estrogens  without the addition of 

other hormones  would  seem to be  more advantageous (63. 

BLOOD COAGULATION 

After a  series of enzymatic reactions of coagulation factors  beginning with the 

activation of Factor XI1 through  the  intrinsic system and of tissularMI from the ex- 

trinsic  system, thrombin is formed  (Figure 1). 

Most of the investigadors in  this field agree that  the estrogenic component in 

contraceptives is  the  causal factor that increases the concentration of various compo- 

nents of both  intrinsic  and  extrinsic systems The hematocrit  and fibrinogen le- 

vels increase with a consequent elevation of blood  viscosity (62). Damage to vessel walls 

favors platelet aggregation and coagulation  from interaction with the  endothelium. 

Increases in factors VI1 (proconvertin) and X (Stuart or Power) have likewise 

been detected in women in hormone treatment for more than six months. The time 

factor seems to be important, since if hormones are not administered chronically, the- 

se  elevations, which are also  observed in  pregnant women, cannot  be  demonstrated. 

Poller and Thomson (63) reported that factor levels returned  to  normal when therapeu- 

tic doses were diminished or  contraceptive management was continued with com- 

pounds that only contained progestins. In  studies by  Daniel and Elder (64-65) increases 

in  the  plasma levels of Factor IX (Christmas) were  found during pregnancy and when 

high doses of diethylstilbestrol (DEB) or hexastrol were administered to suppress lac- 

tation.  In 1991 Werner (33) reported an increase in  the concentrations of fibrinogen and 

fibrin as well as a decrease in  the levels of antithrombin 111 during treatment with 

oral contraceptives. Normally there  is  an increase in fibrinogen levels during  pregnan- 

CY; the  plasma concentration gradually increases from the  third  month from 350 to 



650 mgldl. A similar increase occurs with the adminstiration of contraceptive treat- 

ment. Hyperfibrinogenemia is a risk factor in obstructive events. The  Hageman factor 

(XII), antihemophilic factor (VIII) and others dependent on vitamin K also increase 

Similar changes have been described with the use of estrogens not in combination or 

included in contraceptives. Because of these effects, their  administration has been su- 

ggested for  Von Willebrand's  disease  (type I). Alperin treated women with this di- 

sease using conjugated estrogens (1.25 mg/day) or with oral contraceptives, and noted 

that  the levels of factors VI11 and Von Willebrand's reached normal levels, and if the 

dose was increased to 5 mg/day during 10 to 14 days bleeding was prevented without 

need for transfusion of plasma or cryoprecipitates. 

The effect of oral contraceptives on hemostasis is related to the concentration of 

the estrogenic component  (ethinyl estradiol) in oral contraceptives. The increase in 

coagulation factors XI1 (Hageman), I1  (prothrombin), VI1 (proconvertin), VI11 (antihe- 

mophilic), X (Prower, Stuart) and I (fibrin0gen)responds to a dose-dependent effect ('j8). 

PROTECTIVE MECHANISMS 

Greig and Notelowitz (69) demonstrated that contraceptives containing ethinyl 

estradiol or mestranol at a concentration of 50 pg reduced concentrations of an- 

tithrombin 111, which was not  modified  by conjugated equine preparations. An- 

tithrombin I11 is without a doubt the most important anticoagulation factor. It pro- 

tects against thrombosis (70-72), and its reduction  may be one of the precipitating factors 

of hypercoagulability. Women  from  families with histories of  low levels of antithrom- 

bin I11 and proteins C and S are known to have a high  frequency of obstructive throm- 

boembolic events during pregnancy, postpartum and  after abortion and to require 

strict control these components (73-76). 



Protein C is a serine protease dependient on vitamin K that  is synthesized in 

the liver. The plasma concentration is 4pg/ml in both  sexes and increases slightly with 

age (4% per decade). It circulates in an inactive state  and is activated in endothelial 

cells  by thrombin-thrombomodulin. Without this final activation the effects of protein 

C are very slow (76-78). It is an anticoagulant that together with its cofactor protein S 

actively breaks down  coagulation factors V and VIII. The half  life of activated protein 

C in plasma is 20-30 minutes (78). A deficiency of protein C can  lead to cerebral or me- 

senteric thrombosis. It occurs in  patients with disseminated intravascular coagulation 

(DIC), adult respiratory distress syndrome,  liver  disease, vitamin K deficiency, during 

pregnancy and  neonatal periods,  coumarin administration, estrogen therapy, in blood 

donors and  in fulminating neonatal  purpura (79180). Various  clinical  conditions  affect 

free protein S levels: systemic lupus erythematosus (SLE), nephrotic syndrome, bacte- 

rial disease associated with fulminating purpura, pregnancy, oral contraceptive 

treatment, liver disease, vitamin K deficiency, coumarin administration  and extensive 

thrombosis. Protein .S is a glycoprotein chain that circulates in plasma at  a concentra- 

tion of 320 nM (22 mg/l). It is only  found in endothelial cells, platelets  and probably 

alpha  granules. It is synthesized in the liver, in the endothelium and possibly in me- 

gakaryocytes @11*2). The incidence of venous  thrombosis is higher in  patients with an- 

tithrombin I11 deficiency  (At-111) than with protein C or S deficiency. Alterations of the 

three seem to be equally represented in postpartum thrombosis (so). 

FIBRINOLYTIC SYSTEM 

Plasminogen is stimulated by its activator (t-PA) and urokinase (u-PA), both of 

which are strictly regulated by their inhibitors (PAI) and that of plasmin, m -  

antiplasmin.  The stimulation occurs at the receptors  for  plasminogen in  the endothe- 



lía1  cells and possibly in monocytes and other cellular elements of the blood that make 

major contributions to the regulation of thrombosis. 

The activation of coagulation systems depends  on the balance between these 

and normal fibrinolytic  function with protective  capacity  for prevention of thrombosis. 

There is ample clinical  evidence supporting the concept that  the defects in fibrinolysis 

are definitive  for the formation of clots.  For  example, the fact that the lytic activity of 

fibrin in  the veins of the lower extremities is less than in the  arms increases the inci- 

dence of thrombosis in the lower extremities. The decrease of this function may be 

related to a reduction in the levels of plasminogen activator (t-PA), but also to an in- 

crease in antiplasmin concentration, which has been detected in a variety of circums- 

tances. Astedt ( ~ 8 3 )  studied the coagulation factors and fibrinolytic activity in biopsies 

of the veins of women  who had presented venous  thrombosis  while in contraceptive 

therapy for a period of six months. Although  he  found no abnormalities in the coagula- 

tion components, there was a reduction in fibrinolytic  activity related to the  ethinyl 

estradiol administered. Evidence exists (a-85) that increases in antiplasmin concentra- 

tion m u r  under circumstances which increase risk, such as contraceptive treatment, 

pregnancy, postoperative period and obesity.  These entities were commented on  by 

Isaacson , who was also able to demonstrate deficiencies in the fibrinolytic activity 

of patients receiving estrogenic medications  by using very accurate histochemical te- 

chniques. The inhibition of this is related to diminished t-PA, a finding observed in 

women  from 35 to 50 years of age who were smokers in contraceptive treatment for 

five or more years when they were  compared to a control  group (83. 

Rubio, Mandoki and Lemini have observed that  structural changes in  the 

17 carbon of estradiol by amino groups  produce a prolonged anticoagulant effect of 

great  magnitude when these  are administered to rodents by subcutaneous route. On 



the other hand as respects the chemical structure  and biological activity of these new 

compounds, we have found that when the  lateral chain of products with three 

methylenes, for  example N-(3-hydroxy-1,3,5(10)estratriene-17-~1)-3-hydroxypropy1- 

amine, is increased to four (17P-(4-hydroxy-l-butylamino)- 1-3-5(1O)-estratriene-3-01), 

five (17~-(5-hydroxy-l-pentylamino)-1,3,5(10)-estratriene-3-ol) or six (17P(6-hydroxy-l- 

hexy1amino)- 1-3-5(1O)-estratriene-3-01), a single  dose  produces a very similar anticoa- 

gulant effect but of much greater magnitude (>60%) with a duration that varies 

between 72 and  96 hours. As far as we know, these substances are  the only ones that 

consistently demonstrate  this anticoagulant modification without procoagulant activi- 

ty  irrespective of the dose. The estrogenic  action of these compounds is less than  that 

of estradiol when equimolar concentrations are compared and  evaluated by the classi- 

cal techniques of vaginal cornification and uterine weight (96p96). 

CONCLUSIONS 

The discrepancies in effects of estrogens on circulation and blood coagulation 

reported in the  literature  in terms of magnitude of changes and  whether they really 

occur, can probably be explained by the methods used to estimate plasmatic activity of 

factors, experience and hability to perform adequate evaluations, the extraordinary 

variations  in  means of obtaining results  and  the differences among laboratories. Un- 

doubtedly it is easier to demonstrate changes when large quantities of a hormone are 

administered  instead of low doses. 

On the basis of reports from the  literature Ce can conclude that estrogens asso- 

ciated with other compounds and administered as contraceptives or alone for treat- 

ment of prostatic cancer produce alterations in blood flow. These changes include sta- 

sis and local acidity, pooling and decrease  in adequate circulation of coagulation fac- 



tors as well as anticoagulants, damage to vessel  walls and  interactions with vascular 

endothelium. There is an increase in  the number and sensitivity of platelets and in the 

concentration of various integrants (I, 11, VII,  VIII,  IX,, X and XII) as well as a decrea- 

se in anticoagulants, antithrombin 111 (At-HI), protein C and its cofactor protein S. In 

addition alterations occur in  the activity of the flrbinolytic system, diminishing its ac- 

tion. This collection of changes creates an imbalance in  the blood with a state of 

hypercoagulability and thrombogenesis. 

Most investigators agree that cardiovascular morbidity and mortality increase 

in women  who  receive  contraceptive therapy. Their risk of myocardial infarction 

augments 2 to 5 times and of obstructive cerebrovascular events between 2 and 10 

times (2'3897798). The mortality is more apparent in women  more than 35 years old and 

particularly in those who smoke or have other risk factors. Mortality can increase 15 

to 18 times  in female smokers over 45 years old (66197). Other cardiovascular complica- 

tions like thrombophlebitis are higher during pregnancy and  postpartum, periods in 

which there is an increase in the concentration of circulating estrogens. An analogous 

situation  exists with men with prostate cancer  who  receive  daily treatment with 

diethylstilbestrol or other estrogens: these treatments  are associated with a higher 

incidence of myocardial infarction and cerebrovascular obstructive events (99). 

Another aspect of great importance in  the genesis of thrombosis may be related 

to dosage, inasmuch as risk increases when greater  quantities of hormone are admi- 

nistered; that is, it is a dose-dependent  effect (23). Other stuhes have shown that small 

quantities of hormones,  considered  physiological, exerted a cardioprotectiwe effect 

when administered during menopause.  For  example, there is a clear indication for the 

use of  low  dose estrogens in thrombophilia, an entity  in which a deficiency of an- 

tithrombin I11 causes a tendency to thrombosis (loa), However, the mechanism or me- 



chanisms that confer this protection against some carhovascular diseases are not 

completely understood. They  include  metabolic  effects with variations  in HDL- 

cholesterol, that contribute in the formation of atheromas  and direct endothelium and 

calcium-dependent effects  on  blood  vessels, all of which  improve arterial function. 

Recently the administration of these substances by percutaneous or transder- 

mal implants have demonstrated the same effect  on  blood  lipids as oral contraceptives 

taken for  more than 6 months. However,  more studies  are necessary to clarify the  pre- 

cise mechanism by  which these hormones  used as therapy in menopause reduce the 

risk of carhovascular diseases. The optimal dose that will  minimize adverse effects 

while permitting a beneficial  influence has also  not  been determined. Ideally, in- 

farction would be avoided during the administration of these products, and  their 

effects  would disappear when they were  discontinued. Alterations of lipids, car- 

bohydrates and hemostatic variables are aspects of great importance. Their levels can 

be  influenced  by natural and synthetic sex  hormones. 

The pharmacological  response  depends not only on the hormone itself but also 

on the dose and individual pharmacokintetic variation. This has importance when 

hscrepancies  exist  in the metabolic changes that have been observed in different stu- 

dies, or when the effects of a given preparation are  evaluated individually. The disco- 

very of an important, prolonged anticoagulant effect in aminoestrogens makes them 

attractive for substitution therapy instead of natural or synthetic estrogens. We wish 

to emphasize that the effects of these aminoestrogens have not been reported with any 

other compound (@#94). 
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TABLE I 

PATHOGENESIS OF THROMBOSIScm 
~~ ~- ~ ~ 

THROMBOGENIC  FACTORS  PROTECTIVE  MECHANISMS 

1. Endothelial damage. 1. Intact endothelium. 

2. Loss of endothelial cells and exposure of 2. Neutralization of activation of coagula- 

subendothelium. tion factors by  compounds like heparin 

or thrombomodulin. 

3. Activation of platelets by interaction 3. Neutralization of coagulation factors by 

with subendothelial colagen. protease inhibitors. 

4. Activation of blood  coagulation. 4. Decrease in coagulation factoor activity 

and  platelet aggregation by  blood flow. 

5. Inhibition of fibrinolytic system. 5. Clearance of coagulation factors by the 

6. Stasis. 

liver. 

6. Dissolution of fibrin thrombi by the fi- 

brinolytic system. 



TABLE I1 

THROMBOCYTOSIS  THROMBOCYTEMIA  THROMBOCYTOPENIA 

Postoperative Polycythemia vera  Immune 

Postpartum Myelofibrosis  Autoimmune 

Posttraumatic Chronic  myelocytic leuke- Lymphoma 
mia 

Malignant &sease  Hodgkin’s disease 

Autoimmune Carcinomatosis 

Fe++  deficiency 

After  thrombocytopenia 

Infectious 

Exercise 

Acute  blood loss 

Medications 

Infectious 

Aplastic anemia 

Hemolytic anemia 



/ 
Fibrinogen 

Liberation of peptides 
I \ 
I Monomeric  Fibrin Factor Xma 

Pepetidic  Unions / 
Fibrin Threads 

Hidrogen 
I 

Polymeric  Fibrin 
\r 

Figure 1. Sequence  in  blood  coagulation for the formation of fibrin  treads. 



PHYSIOLOGIC  CONTROL OF THROMBOLYSIS. 

I Bound  PAI-1  Bound  Antiplasmin 

Endogenous 
Activador 

1 Thrombus. 1 Thrombolysis 
Endogenous Bound Bound -+ Fibrin 
Activador Plasminogen Plasmin  Degradation 

PAI- 1 / Products 

J 
blood Free Antiplasmin  Inactive 

Plasmin  Complexes. 

Figure 2. Schematic  representation of  physiologic  fibrinolysis. In response to the  formation 
of an intravascular  thrombus,  endothelial  cells  release t-PA and initiate slow thrombolysis 
that is efficient for small  thrombi or hemostatic  plugs  in small vessels  with  large  surface 
areas of endothelial cells (81) 


