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1. INTRODUCCION

La exposicidn constante a estréogenos ambientales se ha
asociado con la aparicién frecuente de anormalidades en el aparato
reproductor de diversas especies animales y del hombre, y en estos
altimos se han refacionado con un aumento en la aparicidn de

diferentes tipos de cancer en humanos (1,2).

Recientemente encontramos en el laboratorio que el acido
p-hidroxibenzoico, un metabolito de un grupo de conservadores
conocidos como parabenos (PBens), produce actividad estrogénica
en roedores (3). Este grupo de substancias es utilizado ampliamente
para preservar productos farmacedticos y alimenticios, por lo que el
objetivo de este trabajo fué evaluar la actividad estrogenica de los
ésteres del Acido p-hidroxibenzoico: éster metilico del acido p-
hidroxibenzoico (MePb), éster etilico del acido p-hidroxibenzoico
(EtPb), éster propilico del &cido p-hidroxibenzoico (PrPb}, éster
butilico del acido p-hidroxibenzoico {(BuPb), en raton CD1, utilizando
dos parametros de evaluacion: 1) respuesta uterotrofica basada en el

peso uterino y 2) morfometria uterina (4,5,6).

Los experimentos se llevaron a cabo en ratones hembra
adultas CD1 ovariectomizadas (Ovx). A diferentes grupos de animales
asignados a diferentes tratamientos al azar se les administraron por
via subcutdnea, durante tres dias consecutivos, Pbens en las
siguientes dosis diarias: MePb 6 6 17 mg/kg, EtPb 6 ¢ 18 mg/Kg;
PrPb 7 6 20 mg/Kg, BuPb 7 6 21 mg/Kg. Los controles fueron dos
grupos, a uno de los cuales se le administré estradiol (E2, 10ug/Kg) y
al otro el vehiculo (aceite de mafz, V, 3mi/Kg). Al cuarto dia los
animales fuercn sacrificados por dislocacion cervical. Los uGteros

fueron removidos, pesados, y procesados para su estudio histolégico.

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Auténoma de México



Se realizaron mediciones en diferentes estructuras del dtero
obteniéndose la altura de los epitelios luminal y glandular y el grosor
del miometrio {5), con la ayuda de un microscopio acoplado a un

analizador de imagenes.

Los resultados de este estudio mostraron aumentos
significativos (p<0.05) del peso uterino, asi como de la altura de los
epitelios luminal, gfandular y el grosor del miometrio en los animales
tratados con los Pbens y E; comparados con los animales tratados

con el V.

Estos datos indicaron que los ésteres del acido p-
hidroxibenzoico administrados en dosis altas producen un efecto
estrogénico diferencial globai sobre el utero (peso uterino, epitelios
luminal y glandular y el miometrio) semejante al que produce el E;.

Las implicaciones que éstos resultados puedan tener en el
humano se desconocen en éste momento y dependeréan de muchos
factores, uno de gran importancia es el conocimiento de la
farmacocinética de este grupo de substancias en relaciéon con sus

efectos estrogénicos, asi como de la exposicidon que se tenga a éste

grupo de farmacos.

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Auténoma de México
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2. GENERALIDADES

2.1 Regulaciéon de Hormonas Gonadales.

l.a periodicidad reproductiva observada en las hembras de los
mamifercs son el resultado de una serie de cambios debidos a la
produccion de estrégenos y progestagenos que afectan la morfologia,
el control de la actividad metabdlica del Gtero y otros tejidos sexuales
accesorios. En los roedores, reguian aspectos de la conducta sexual
y las actividades fisiologicas esenciales para la reproduccion de la

especie.

Los cambios fisiolégicos antes mencionados son regulados por
hormonas secretadas por el eje hipotalamo-adenohipdfisis-gonadas.
La porciéon hipotaldmica del cerebro es la fuente de la hormona
liberadora de gonadotrofinas {GnRH) que pasa a través de la vena
porta-hipefisiaria a la adenchipdfisis, donde estimula la liberacién de
la hormona foliculo estimulante (FSH) y de la hormona luteinizante
(LH). La FSH en la mujer, inicia el desarrollo de los évulos e induce
la secrecion ovarica de estrogeno, en el varén, estimula la produccién
de espermatozoides por parte de los testiculos. La LH en la mujer,
junto con los estrogenos, estimula la ovulacién y formacion del
cuerpo lateo productor de progesterona, ademas de preparar al Gtero
para la implantaciéon y las glandulas mamarias para la secrecién de
leche: en el varén, estimula el desarrollo de las células de Leydig de
los testiculos y la produccion de testosterona por parte de ellas

(7}(Figura 1}.

En los ovarios, la LH se une a su receptor en células de la
teca interna, la cual estimula {a produccidén de adenosin 3',5'-

monofosfato ciclico {AMPc¢) activando la biosintesis de

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Autdnoma de México
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Células de fa Teca y Granulosg Células de Sertoli y Leydig
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Figura 1. Control hormonal de la biosintesis de

estrégenos y androgenos

androstendiona y testosterona que difunden a las células de Ia
granulosa, que en presencia de FSH, y AMPc conducen a la
aromatizacion de los andrégenos a estrégenos, produciendo estrona

y estradiol (Figura 2).

La actividad hipotatlamica es condicionada en gran parte por
los estimulos del medio ambiente externo, y por ta concentracion de

ias hormonas sexuales de la circulacion, que es modulada por un

Atenea Hernandez Alonsc Universidad Nacional Autdénoma de México



CELULAS DE LA CELULAS DE LA
TECA GRANULOSA

Acetato

Colesterol
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Progesterona

Y

Androstendiona}{-——»] Androstendiona

o4 ro

Testosterona Testosterona
+ ~+—1 FSH

Estradiol

4

Estrona

Figura 2. Biosintesis de estrégenos y andrégenos en el

ovario,

proceso de retroalimentacion positiva o negativa (7.8,9,10).

Los organos sexuales accesorios y la mayor parte de los
caracteres sexuales secundarios, asi como la conducta sexual en
animales estan bajo control directo de la concentracion de las

hormonas gonadales, androgenos, estrégenos y progestagenos

Atenea Herndndez Alonso Universidad Nacional Autdnoma de México



2.2 Biosintesis de Hormonas Gonadales

{ as hormonas esteroides tienen como ndcleo estructural al
ciclopentano perhidrofenantreno. La biosintesis de estas hormonas,
tiene como precursor obligatorio al colesterol, del cual se derivan las
cinco clases diferentes de hormonas esteroides: andrégenos,
estrégenos, progestagenos, glucocorticoides y mineralcorticoides (9)
que contienen de 18 a 21 atomos de carbono. En la mayoria de los
procesos de formacion de estas hormonas, participan un grupo de
enzimas que forman parte de un complejo de oxidasas denominado
citocromo P450 que se localizan en las mitocondrias o en el reticulo

endoplasmico liso,

En la primera etapa de su biosintesis se lleva a cabo la
eliminacion de seis atomos carbono de ta cadena lateral del

colesterol que conduce a la pregnenolona,

La pregnenoclona puede seguir dos rutas de biotransformacion:
la via A5-3p-hidroxi, vy la via A4-3-cetona. En la primera ruta, se
forma 17aifa-hidroxipregnenolona y posteriormente
dehidroepiandrosterona, ambas reacciones estan catalizadas por el
citocromo  P450C17-hidroxilasa (P450C17-OH) vy/o 17,20-liasa
(P450C17-20L). En la segunda ruta, la accion de la 3p-hidroxi
dehidrogenasa (3pOHDH), sobre la pregnenolona, da lugar a la
formacién de progesterona, que también bajo la influencia de

P450C17-OH produce la 17alfa-hidroxiprogesterona (10).

Posteriormente, por un lado, la dehidroepiandrosterona, por
accién de la 3pOHDH y por otro lado la 17-hidroxiprogesterona, en

presencia de la P450C17-20L, producen la androstendiona que es

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Auténoma de México
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Figura 3. Biosintesis de estrégenos y andrégenos.
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transforman en estrona (E4) y estradiol {(E;) respectivamente, por
accién de la P450 aromatasa (P450Ar). En la Figura 3. se ilustra la

secuencia de estas biotransformaciones.
2.3 Mecanismo de Accion de Estrégenos.

La respuesta a las hormonas estrogénicas esta dada por su
interaccidén con receptores especificos que se encuentran en 6rganos
blanco. Los drganos blanco para las hormonas c¢on actividad
estrogénica son: utero, vagina, glandula mamaria, hipofisis e

hipotalamo.

La accién de éstas hormonas estd mediada por proteinas que
pertenecen a una superfamilia de receptores citoptasmaticos o

nucleares que funcionan como factores de transcripcidn.

Los estrégenos estimulan el desarrollo de los tejidos que
intervienen en la reproduccidon. En general, las hormonas ovaricas
aumentan el tamafio y el numero de ceélulas al incrementar la
velocidad de sintesis de proteinas, RNAr, RNAt, RNAm y DNA. Bajo
estimulo estrogénico, el epitelio vaginal prolifera y se diferencia,; el
endometrio uterino prolifera y las glandulas sufren hipertrofia vy
alargamiento; el miometrio desarrclla una motilidad ritmica,
intrinseca, y los conductos mamarios se ramifican. El estradiol tiene
también efectos anabdlicos sobre los huesos y los cartilagos y por
tanto es promotor del crecimiento. Al actuar sobre los vasos
sanguineos periféricos, los estrogenos en forma tipica causan
vasodilatacion y disipacion del calor. Los cambios histolégicos que se
presentan durante el ciclo reproductivo también pueden detectarse en

el exudado vaginal de los roedores (11)

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Auténoma de México



El mecanismo de accion de los estrogenos se ifustra en la
Figura 4 y consiste en el paso de la hormona a través de la
membrana hacia el citoplasma por difusién simple. En el citoplasma
se une a su receptor especifico formando un complejo hormona-
receptor (HR) que se trasloca al nlicleo y se une a elementos de
respuesta para estrégenos (ERE) en el DNA, esta unién da como
resultado la iniciacidn de la transcripcién de RNAm. El RNAm sale del
nacleo y se transporta hacia fos rjbosomas para iniciar la traduccion
de una secuencia de aminodcidos y junto con el reticulo
endoplasmico la biosintesis de una proteina con actividad celular

especifica (12).

Citoplasma

mRNA

Nucleo

o

..

Figura 4. Mecanismo de accién para hormonas

esteroides.
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2.4 Ciclo Reproductivo del Ratén

El ciclo reproductive en las hembras de los mamiferos,
requiere de la participacion de los érganos que integran su funcién en
condiciones optimas para la fecundacion, la implantacion y el
desarrollo embrionario. Un término que abarca estos procesos es el
de ciclos sexuales, que se han definido y clasificado basandose en el

tipo de ovulacién que presenta cada especie.

Durante el desarrollo se producen cambios ciclicos en las
hembras que culminan en el estro, fase de la ovulacién donde se
presenta la receptividad sexual al macho y con ello fa fecundacion.
Se denomina ciclo estral al periodo que transcurre entre dos estadios
de estro cuya duracion es variable dependiendo de la especie. El
ciclo estral de los roedores se divide de manera genera! en cuatro
fases, las cuales tienen caracteristicas citologicas, histoldgicas y
conductuales bien definidas. Estas son: estro, metaestro, diestro y
proestro. A continuacion se describiran estas fases tratando solo las

caracteristicas mas relevantes del estadio {11).

2.4.1 Estro.
Se caracteriza como la fase de receptividad sexual y en la que

ocurre la ovulacion. Los cambios conductuales comprenden: vibracion
de las orejas, lordosis o arqueo en respuesta al manejo o al
aproximarse el macho. En esta etapa el ovario presenta foliculos
maduros, debido a la accion de la FSH que incrementa su
concentracion y estimula la produccién de estrogenos. En el
endometrio aumenta la proliferacion glandular, e! Utero aumenta de
tamafic y se distiende debido a la acumulacion del liquido
intraluminal, Se presenta aumento de mitosis en la mucosa vaginal, y

a medida que se acumulan puevas celulas las capas superficiales se

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Autdonoma de México
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gueratinizan, volviéndose escamosas y cornificadas (11).

2.4.2 Metaestro.

Se presenta poco después de la ovulacién, en esta fase ya no
se presenta receptividad sexual. Se caracteriza por desarrcilo del
cuerpo lidteo y pequefios foliculos, el ovario, empieza a secretar
progesterona por influencia de la LH, y los niveles de estrogenos
disminuyen. También disminuye {a vascularizacién y contractilidad
del U(tero, aparecen leucocitos en la luz vaginal junto con unas
cuantas células cornificadas, esta fase es distinguible también por
que ademas se secreta mucina, la cual da un aspecto sucio a las

preparaciones de exudado vaginal.

2.4.3 Diestro.

Durante esta fase también se rechaza al macho,
frecuentemente se le clasifica como fase del cuerpo amarilio,
predomina la influencia de la progesterona sobre las estructuras
sexuales accesorias, los niveles de estrégenos disminuyen
notablemente. En el ovario se encuenfran uno o mas cuerpos
amarillos. Los Gteros son pequefios, anemicos vy levemente
contractiles. La mucosa vaginal es delgada y los leucocitos migran a
través de ella, dando al frotis una imagen que consiste casi en su
totalidad de este tipo de células. Al finalizar esta etapa, los niveles

de estradiol y progesterona disminuyen considerablemente.

2.4.4 Proestro.

Fase en la que la hembra empieza a tener receptividad al
macho. Esta antecede a la ovulacion. En el ovario se inicia la
maduracion de los foliculos, el endometric inicia la proliferacion
glandular, fos niveles de progesterona disminuyen, la fiberacidén de la

FSH estimula el crecimiento del foliculo y fos niveles de estrdgenos

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Auténoma de México
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se elevan. Aumenta la retencion de liquido en los Oteros y su
contractilidad. El frotis vaginal se caracteriza por la presencia de

células redondas nucleadas
2.5 Caracteristicas Histolégicas del utero

Desde el punto de vista histoldgico, el Gtero consiste en tres
capas de tejido.

La externa, constituida que es el perimetro o serosa, forma
parte del peritoneo visceral.

La capa intermedia 6 miometrio, consta de dos capas de fibras
de musculo liso una longitudinal externa y otra circular interna.

Y finalmente la capa interna del dtero, o endometrio, que es
una mucosa que consiste en dos capas principales; una es el epitelio
luminal que esta constituido por un epitelio cilindrico simpie. La otra
capa llamada tejido conectivo laxo o también lamina propia esta
constituida por fibroblastos, linfocitos, neutréfilos, células cebadas,
vasos sanguineos y capilares y contiene numerosas glandutas que
estan formadas por epitelio cGbico simple, que se originan a partir del

epitelic luminal (7).

Atenea Hernandez Alonso 7 Universidad Nacional Auténoma de México
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2.6 Evaluacién de la Respuesta Uterotrofica.

Un modelo utilizado para la evaluacion de actividad
estrogénica es el que desarrollaron Evans, Varney y Koch (13). Este
se basa en el efecto que produce el tratamiento con E. sobre ¢l peso
uterino de roedores hembra aovariectomizadas (Ovx). Generalmente
los farmacos que se evaluan por este métode son administrados por
via subcutanea tres dias consecutivos. Al término del fratamiento se
sacrifica a los animales, se les extrae el utero y se pesa. El aumento
de peso de los uteros de animales tratados, con respecto a los del
grupo control a los que sdlo se les administra el vehiculo constituye
un paradmetro muy confiable para evaluar estrogenicidad. Este método

puede ser utilizado tanto en animales adultos como en animales

inmaduros.

Una variacion es el modelo desarrollado por Bulbring y Burn
en 1935 (14). Estos investigadores observaron que los estrégenos
producen un aumento rapido del peso uterino después de 6 horas de
administracién, debido a un incremento de agua en e! Gtero, por lo
que sugirieron utilizar esta propiedad para evaluar los efectos
sistémicos de los estrogenos en rata o raton ovariectomizados e
inmaduros. Sin embargo el método més utilizado es después de 24
horas de la Uitima administracién eliminando e! agua retenida en el

itero. Esta modalidad fué la que utilizé en éste trabajo.
2.7 Estrégenos Ambientales

En los Ultimos 50 afios con el advenimiento de la era
industrial, ha habido un incremento considerable de la produccion de
compuestos quimicos que son liberados después de su utilizaciéon al

medio ambiente, esto ha conducido a un desequilibrio ecoldgico vy
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esta contribuyendo de manera importante a la extincién de un gran

nimero de especies {14).

Los contaminantes ambientales se encuentran de manera casi
constante en cualguier ecosistema, algunos tienen la propiedad de
bioacumularse produciendo efectos fisiolégicos sobre los sistemas
inmunolégico, cardiovascular, y endécrino entre otros. Sus efectos
sobre el sistema endécrino pueden producir interferencia con los
procesos normales de reproduccion y como consecuencia en ei-

desarrolio de algunas especies animales y del hombre (14,15,).

Entre los contaminantes del medio ambiente se encuentra un

grupo de substancias a !as cuales se les ha denominado simuladores

hormonales o estrégenos ambientales (EA) (15-19).

Estos productos son de origen natural o sintético de estructura
gquimica muy diversa que no guarda relacién aparente con las

hormonas naturales, sin embargo, poseen actividad estrogénica.

Los EA tienen la capacidad de unirse al receptor del estradiol,
y de esta manera simular o bloquear los efectos de los estrogenocs
naturales produciendo efectos agonistas o antagonistas estrogénicos
(16). Por otra parte también pueden interferir en algln paso de la

biosintesis o interferir con el metabolismo de los estrégenos

naturales ( 21-23).

L.a exposicion cronica de EA es motivo de gran preccupacion
ya que EA como el DDT, algunos alquilfenoles y dioxinas, son
compuestos bioacumulables y se han asociado con la aparicion de
anormalidades en el aparato reproductor de diversas especies de
animales, en el hombre se han relacionado con una mayor incidencia
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de anormalidades congénitas, disminucion de la fertilidad y mayor
frecuencia en la aparicion de cancer de mama, préstata y testiculos
(2, 20,21).

Una de las caracteristicas de los EA es su alta liposolubilidad,
por lo que se acumulan en tejido adiposo tanto de animales como de
humanos por periodos prolongados. Su excrecidn es lenfa, algunos
estudios han demostrado que estas sustancias pueden interferir en

los procesos de reproduccién de roedores, aves, peces, monos y el

humano. {14).

Estudios recientes demostraron que la administracion de acido
p-hidroxibenzoico (APHB) produce respuestas semejanies a las
producidas por el Ez. La potencia estrogénica relativa del APHB con
respecto al E, es baja, 1000 veces menor sin embargo se ha descrito
como producto metabdlico de un grupo de substancias que son

utilizados ampliamente como conservadores y que se conocen como

parabenos (Pbens) (3).
2.9 Generalidades de parabenos (Pbens).

Los Pbens son compuestos con propiedades bactericidas vy
fungicidas. Estos presentan grandes ventajas frente a algunos otros
ya que son activos en un amplio rango de pH (4-8) y generalmente
son mas efectivos en soluciones acidas. Su actividad se incrementa
conforme aumenta la cadena alguilica, pero disminuye su solubilidad

en agua, por lo que se prefieren las sales de sodio de estos

compuestos (22).

Las propiedades antes mencionadas combinadas con su faita
de color, olor y sabor, hacen que éstos compuestos sean usados

extensamente como conservadores.
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Son utilizados en preparaciones farmacelticas, incluyendo
tiquidos orales, cremas y lociones en concentraciones mayores a
0.3%. Algunas autoridades consideran que los Pbens no son
conservadores adecuados en preparaciones oftalmicas por su baja
eficiencia contra  algunas  bacterias  G(-), particularmente
Pseudomonas aeruginosa. En cosméticos y alimentos se utilizan

concentraciones mayores a 0.1%.

A menudo se utilizan dos o mas Pbens juntos para combinar
sus espectros antimicrobianos y de solubilidad, incrementande su
eficacia. El MePb y el PrPb se utilizan en inyectables, enjuagues

bucales y antisépticos (22).

Tabla de Propiedades de los Phens

Propiedades Fisicas

MePb EtPb Pri’b BuPb

Peso Molecular 152 166 180 194
Punto de fusion {°C) 131 118 97 70

Solubiiidad a 25°C en 100ml
Agua 0.25 0.17 0.05 0.02
Agua {100°C) 2.0 .86 0.30 0.15
Metanol 59 115 124 220
Etanol 52 70 95 210
Acetona G4 84 105 240
Benceno 0.7 1.65 3.0 40
Dietil &ter 23 43 50 150
Tetraclorometano 01 0.9 0.8 1.0
Propiedades bactericidas

Feno! = 1 3.8 8.0 17.0 32.0
Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacionat Auténoma de México
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3. HIPOTESIS

Se han incrementado los estudios que sefalan que el anillo
fendlico de los estrégenos a sido reconocido como un factor de gran
importancia en el inicic de la unidn al receptor del estradiol y
produccién de los cambios conformacionales de eventos que

desencadenan la respuesta estrogénica (21, 24,25).

Los Pbens contienen en su estructura quimica un grupo
fenolico en posicion para, que guarda una relaciéon estructural con el
E2, Figura 5, lo que condujo a pensar que estas substancias pueden
tener la capacidad de producir respuestas semejantes a las
producidas por el E; Los Pbens son utilizados ampliamente como
conservadores en la industria farmaceutica, cosmética y alimenticia,

por io que su evaluacion estrogénica es de gran importancia (22,23).

R
o

HO HO

17p-Estradiol Acido p-hidroxibenzoico y
sus ésteres:

R=H APHB
R =CH; MePb
R =C2H5 EtPb
R =C3H7 PrPb
R =C4Hy BuPhb

Figura 5. Estructuras de Estradiol y derivados de

ac.p-hidroxibenzoico (Pbens).
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4. OBJETIVOS

« Evaluar el efecto de fa administracion de éster metilico de acido p-
hidroxibenzoico (MePb), éster etflico de acido
p-hidroxibenzoico (EtPb), éster propilico de acido
p-hidroxibenzoico (PrPb), éster butilico de acido p-hidroxibenzoico
{(BuPb), en uteros de ratén hembra adulta CD1 Ovx utilizando el

método de aumento de peso uterino.

« Estudiar los cambios del tejido uterino utilizando la morfometria.,

Atenea Hernandez Alonso Universidad Nacional Auténoma de México
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Farmacos y Disolventes.

Estradiol (estra-1,3,5(10)trien-3,17p-diol) &6 E> fué donado por
Syntex , S.A. México D.F., los Pbens éster metilico de acido p-
hidroxibenzoico {(MePb), éster etilico de &cido p-hidroxibenzoico
(EtPb), éster propilico de &cido p-hidroxibenzoico (PrPb), ester
butilico de acido p-hidroxibenzoico (BuPb) fueron obtenidos de Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, USA. Todos los compuestos
fueron solubilizados en aceite de maiz (Mazola) que fue utiiizado
como vehiculo (V). Se utilizd soluciéon Zamboni para fijar los Gteros

(286).
5.2 Animales.

Los experimentos se lievaron a cabo en ratones hembra adulta
de 25-30g de la cepa CD1 procedentes del bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM. Los ratones hembra adultas fueron
ovariectomizadas (Ovx) tres semanas antes de iniciar el estudio. Los
animales fueron mantenidos a temperatura constante de 20-22°C en
periodos de luz-obscuridad de 12h-12h y se alimentaron con
nutricubos de la marca Purina y agua ad libitum. Los animales fueron
marcados de manera individual para su identificacién, mediante
pequefias muescas hechas en el borde .de las orejas siguiendo la

clave empleada en el laboratorio.

5.3 Disefio Experimental.

Los experitnentos se llevaron a cabo en ratones hembra
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adultas ovariectomizadas (Ovx). A diferentes grupos de animales

asignados a los diferentes tratamientos al azar fueron administrados
por via subcutanea, durante tres dias consecutivos con los Pbens en
las siguientes dosis diarias: MePb 6 6 17 mg/kg; EtPb 6 ¢ 18 mg/Kg;
PrPb 7 6 20 mg/Kg v BuPb 7 6 21 mg/Kg. Como controles se utilizd
estradiol (E;) 10pg/Kg y aceite de maiz como vehiculo (10 ml/Kg), al
40. dia los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical. Los
Gteros fueron removides, pesados, y procesados para su estudio
histolégico. Se realizaron mediciones em diferentes niveles del Gtero
obteniéndose la altura de los epitelios luminal y glandular y el grosor
del miometrio con un microscopic acoplado a un analizador de
imagenes (como se describe en el apartado de procesamiento de

imagenes).

5.4 Analisis Estadistico.

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANOVA) y a pruebas de comparacién maltiple comparando
los promedios de los grupos tratados con fos del grupo control
utilizando la prueba de Tukey. Se consideraron diferencias
significativas entre los grupos cuando los valores de p fueron

menores de 0,05.

5.5 Técnicas Utilizadas en los Experimentos.

5.5.1 Ovariectomia.

Esta intervencién gquirGrgica se llevé a cabo en ratonas
hembra adultas en las que se indujo la anestesia con hidrato de cloral
(7ml/Kg; solucion,al 4%). Posteriormente se rasuro y desinfecté el
campo quirtrgico en la parte dorsai del animal. Se hizo una incision
transversal de aproximadamenie 1 cm y una segunda incision
bilateral longitudinal en et mdsculo, a una distancia aproximada de
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0.5 cm de los mlscuios espinales dentro de la cavidad peritoneal. Se
localizaron los ovarios en el tejido graso, procediendo a su diseccion.
Se suturd en los diferentes planos. Los animales se dejaron recuperar
por tres semanas, después de las cuales se tomé un frotis vaginal
para certificar ta intervencion quirtrgica. Solo fueron incluidos en los
experimentos animales que presentaban abundancia de leucocitos vy

escases de células cornificadas.

5.5.2 Frotis Vaginal.

Ei frotis vaginal se tomd en las ratonas antes de iniciar el
experimento. Para la obtencion del frotis vaginal, se sujetdé al raton y
se introdujo en el orificio vaginal una asa estéril impregnada de
solucién salina. Postericrmente la muestra impregnada del exudado
vaginal se depositd sobre un portaobjetos, y se dejé secar para
praceder a la tincion de la muestra empleando la tincion hematoxilina
y eosina, Esta técnica fué utilizada para asegurarnos de que los

animales estaban bien operados y en fase diestro.

5.5.3 Técnica de Tincién Hematoxilina-Eosina (Harris).

lLa muestra de exudado vaginal obtenida anferiormente se
procesd de la manera siguiente:

1) Fijacion en alcohol de 98° durante 10 minutos; 2} lavado con
agua destilada; 3) Tincidn en solucion de hematoxilina durante 8 min;
4) Lavado con agua destilada; 5) Un paso rapido por alcohol acido; 6)
Lavado con agua destilada; 7) inmersiéon en agua amoniacal hasta
que la preparacién viré a un color azul; 8) Tincion en eosina
alcohdtica de 30 a 60 segundos; 9) Deshidrataciéon en alcohol de 96°
durante 10 segundos; 10) Deshidratacion en alcohol absoluto
aproximadamente durante 10 segundos; 11} Inmersidon en xilol, 12)

Montaje con resina sintética..
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5.5.4 Extraccion de Utero.

Los ratones fueron sacrificades por dislocacidén cervical, v se
llevé a cabo una incisidon longitudinal en el abdomen para la diseccidn
de los cuernos uterinos. El dtero se colocd una caja de Petri con
solucion saiina donde se limpio el tejido eliminando Jla grasa.
Posteriormente el 6rgano se secod sobre un papel filtro eliminando el
liguido intraluminal con la ayuda de una espatula. Se coloct en una
caja previamente pesada para obtener el peso uterino.

5.56.5 Cortes Histolégicos.

Los Uteros obtenidos anteriormente se procesaron de la
manera siguiente:

1) Fijacién en solucién Zamboni por 24hrs, 2) Deshidratacién
de los Uteros pasandolos por soluciones crecientes en concentracién
de alcohol (78%, 96%,absoluto); 3) Aclaramiento con Xilol;
Minclusiéon en parafina, 5) Cortes en diferentes niveles y la
bifurcacian del Gtero; 6) Encapsulamiento, en bloques de parafina; 7)
Cortes, de 6-7um de grosor; 8) Flotacién, en un bafio de agua-
gelatina a 40°C para extender los cortes; 8) Desparafinado, a
temperatura aproximada de 56°C por 15 minutos; 10) Hidratacion, en
soluciones decrecientes de concentracion de alcohol (absoluto, 96%,
76%) y agua; 11) Tincidon con Hematoxilina-Eosina (Harris); 12)

Deshidratacién con Xilol; 13) Montaje.

5.5.6 Procesamiento de Imagenes.

Para la medicién de la altura de los epitelios luminal vy
glandular y del espesor del miometrio, se tomaron un minimo de 5 a 6
lecturas por Otero. Se examinaron bajo un microscopio Carl Zeiss con
objetivo de 6.3x, capturando las imagenes con una camara de video
(Hitachi VKM 98 E) acoplado a una interfase de video Targa Color
620 instalada en una computadora PC 386 SX 33 Mhz y a un maonitor
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Panasonic GM 100. Estas mediciones se realizaran utilizando un

paquete de andlisis de imagenes Image Pro Plus Versidon 2.0. E;
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto Uterotroéfico.

En la grafica 1, se ilustra el efecto de la administracién de
dos diferentes dosis de Pbens: MePb. EtPb, PrPb, BuPb sobre el

peso uterino comparados con los efectos producides por ia.

PESO UTERINO {mg)

100
*

E 80 - . i
0 *
o+
o
g 60 A
e *
o *
£ %
5 40 -
D
3
o 20 4
o
0 20 7 21 10

6 17

v MePb EtPb PrPb BuPb E,
(ng/Kg}

Pbens (mg/Kg)

Grafica 1. Efecto sobre peso uterino del raton hembra
Ovx CD1 por la administracion de Pbens, V=aceite de
maiz (10ml/Kg) y E;=estradiol (10 ug/Kg). n=6.
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administracion de Ez y el vehiculo en el ratén Ovx,

Expresando fos resultados anteriores en porcentaje de efecto
podemos observar con claridad que en todos los casos la
administracion de las dosis mas baja de los diferentes Pbens produce
un efecto de aumento del peso uterino alrededor del 100% de forma
significativa (p<0.05), Gréafica 2. Con la dosis mayor se observd un
efecto mayor excepto en el caso de la administracion de 21mg/Kg de
BuPb.

PESO UTERINO (%)
300 1
259%
g 250
218%
qé‘ 204%
200 —
w —
e g
c
$6 1501 o
0O 118% . = — 113%
T N %" — L
o 100 1 - = =
@ Q\ %\ — :
e @ = B
o 50 1 § = =
o LAY N = =
6 17 6 20 7 21 10
MePb EtPb PrPb BuPb E,
(ng/Kg)

Pbens (mg/Kg)

Grafica 2. Efecto sobre peso uterino del ratén hembra
Ovx CD1 por la administracion de Pbens (mg/Kg} y E; (10
ng/Kg) expresado en porcentaje de respuesta vs control.
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6.1 Morfometria Uterina.

En las siguientes figuras se ilustran los epitelios luminal vy

glandular, y el miometric. los cuales fueron utilizados como

parametros para evaluar el efecto de la administracion de Pbens, E,

y V por morfometria uterina.

£ o
Figura 6. Utero de raton tratado con a) V=aceite de maiz
(10mlI/Kg) y E, (10 ug/Kg). Epitelio luminal (=), epitelio

glandular (»). H-E, 40x
Atenea Hernandez Alonso Jniversidad Naciondhuténoma de México
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Los efectos observados con MePb, EtPb, y PrPb son muy

cercanos a los producidos por E».
En las graficas 3,5,7 se ilustra el efecto en Gtero de raton Ovx

por la administracion de las diferentes dosis de Pbens: MePb, EiPb,
PrPb, BuPb sobre la altura de los epitelios luminal, glandular y el
grosor del miometrio comparados con los producidos por Ez y V.

ALTURA DEL EPITELIO LUMINAL (um)
50 A
40
30 ~
20 A

10 A

Epitelio Luminal (m) £ esm

20 7 21 10

EtPb  PrPb  BuPb Ep
(ng/Kg)

Pbens (mg/Kg)

Grafica 3. Efecto sobre altura de epitelio luminai en 1tero
de ratéon hembra Ovx CD41 por la administracion de
Pbens, Vaiz (10ml/Kg) y Ez2 (10 pg/Kg). *p<0.05, n= 6.
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Se encontré que todos los Pbens incrementan la altura del
epitelio luminal de manera significativa (p<0.05). En todos fos casos
las respuestas del aumento de la altura de epitelio luminal fueron
mayores con la dosis mas alta y el efecto fue muy cercano al que

produce la administracion de E, (Grafica 3).

En la grafica 4 se ilustra el porcentaje de respuesta del
epitelio luminal relativo al grupo control por la administracion de las

diferentes dosis de Pbens y de Ea.

ALTURA DE EPITELIO LUMINAL (%)

© 160 -
et
® 140 A
2 120 A
i)
& 5 100 -
25 80-

O
L w604
8>
< 40 4 30%
£ 20 H
0. 0

6 17 6 18 7 20 7 21 10
MePb EtPb PrPb BuPb E2

K
Pbens (mg/kg) noTd

Grafica 4. Efecto sobre aitura de epitelio luminal en utero
de raton hembra Ovx CD1 por la administraciéon de Pbens

y E;l (10 ng/Kg). n= 6.
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Por otra parte, la altura def epitelio glandular se incrementé de
manera significativa (Grafica 5) (p<0.05) por la administracién de

Pbens cuando se compara con los valores del grupo control.

ALTURA DE EPITELIO GLANDULAR (um)

35 -
30 -+
25 4
20
156

10 -

Epitelio glandular (tm) £ esm

20 7 21 10

Vv MePb EtPb PrPb BuPb E2
(ng/Kg)

Pbens (mg/Kg)

Grafica 5. Efecto sobre altura del epitelio glandular en
Utero de ratéon hembra Ovx CD1 por la administracién de
Pbens. V=aceite de maiz (10miU/Kg) y E.=estradiol (10

ng/Kg).*p<0.05, n=6.
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Los datos de altura de epitelio glandular expresados en porcentaje de
respuesta comparados con el grupo control se ilustran en la Grafica 6
En 18mg/kg de EtPb en epitelio glandular tiene una respuesta de 46%

vs el control.

ALTURA DE EPITELIO GLANDULAR (%)
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6 17 6 18 7 20 7 21 10
MePb EtPb PrPb BuPb E,

(ng/Kg)

g,

Porcentaje de Respuesta
vs Control

Pbens (mg/kg)

Grafica 6. Efecto sobre altura del epitelio glandular en
utero de ratén hembra Ovx CD1 por la administracién de
Pbens (mg/Kg) y E.=estradiol (10 ng/Kg) expresado en
porcentaje de respuesta vs control. n=6.
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En las graficas 7 y 8 se ilustra el efecto de la administracion
de las diferentes dosis de Pbens en el miometrio. Todos los Pbens
aumentan el grosor de! miometrio significativamente {p<0.05), sélo en
el caso de la administracidén de 6mg/Kg de MePb la respuesta fué no

significativa.

GROSOR DE MIOMETRIO (um)
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(ng/Kg)
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Grafica 7. Efecto sobre grosor del miometrio en atero de
ratéon hembra Ovx CD1 por la administracion de Pbhens,
V=aceite de maiz (10ml/Kg), E.=estradiol (10 ung/Kg).

*p<0.05, n=6.
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Las respuestas en miometric son muy variables, en éste caso
también se ohservd una respuesta mayor cuando se administraron
dosis mas altas. E]l EtPb presentd una respuesta de 74%, muy
cercana a la de F; que fué de 87%, Grafica 8.
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Grafica 8. Efecto sobre grosor del miometrio en Gtero de
ratén hembra Ovx CD1 por la administracion de Pbens y
E,=estradiol (10ug/Kg) expresado en porcentaje de
respuesta vs control. n=6.
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7. CONCLUSIONES

La administracion de las dos dosis de Pbens en el ratdn
hembra adulta Ovx incremento su peso uterino. El analisis estadistico
de éstos datos mediante analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey sefiala que estos incrementos del Gtero comparados con los
obtenidos de los grupos control que solo recibieron el vehiculo fueron

significativos (p<0.05).

Los datos obtenidos por morfometria uterina, muestran
incrementos significatives de altura de los epitelios luminal y
glandular asi como diferencias también significativas en el aumento

del grosor de miometrio

La evaluacién de los efectos observados por ia administracion
de Pbens indica que éstos farmacos pueden producir respuestas
semejantes a las producidas por E». Esto puede deberse a que éstos
compuestos posiblemente se unan al raceptor de E; y producen los
cambios alostéricos necesarios para su activacion, desencadenando
fos eventos que conducen a un efecto agonista que se refleja en las

diferencias en el incremento global del dtero.

Los Pbens son de 1000 a 3000 veces menos potentes que el
E,, sin embargo es necesario llevar a cabo estudios posteriores que
nos permitan determinar el posible riesgo de este grupo de farmacos

en los animales y en el humano.
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8. TABLAS

Tabla 1. Efecto uterotréfico y morfometria uterina.
Valores promedio * esm.

TESIS N0 s

ET

SKR B Li sisustens

Parahenos Altura Altura Grosor Peso
Dosis Epitelio Epitelio de Uterino
{mg/Kg) Glandular | Luminal | Miometrio (mg)
(mp) (mu) {mp)
Vehiculo 10£0.2 1506 6541 2742
3ml/Kg A
MePb 11+0.2 20£0.5 755 4514
6
MePb 12+£0.2 28x0.5 9513 6617
17
EtPh 13+0.3 271 10242 434
6
EtPb 15%0.9 3112 11425 7018
18
PrPb 12+0.2 28+0.5 95+2 447
7
PrPb 11%0.2 32%1 9914 6316
20
BuPb 1320.3 28+1 862 474
7
BuPb 1420.4 3241 93+3 44%5
21
17p-estradiol 16%0.5 3812 12242 756
10pglkg
*p<0.05. n=6.
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Tabla 2. Efecto uterotréfico y morfometria

Valores porcentuales.

uterina.

Parabenos Altura Altura Grosor Peso
Dosis Epitelio Epitelio de Uterino
{ma/Kg) Glandular | Luminal | Miometrio {%)}
(%) (%) (%)
MePb 8 30 15 49
6
MePh 18 89 46 192
17
EtPb 33 80 56 55
6
EtPb 46 106 74 237
18
PrPb 16 87 47 48
7
PrPb 10 114 53 199
20
BuPb 30 90 32 92
7
BuPb 37 116 43 80
21
17p-estradiol 57 152 B8 219
10pa/kg
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