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I, INTRODUCCION

i Regulacion de Hormonas Gonadales.

La periodicidad reproductiva observada en las hembras de los mamiferos son el resultado
de una serie de cambios debidos a la produccién de estrogenos y progestagenos que afectan la
morfologia, el control de la actividad metaboélica del atero y otros tejidos sexuales accesorios. En
los roedores, regulan aspectos de la conducta sexual y las actividades fisiologicas esenciales para
la reproduccion de la especie (1).  Los cambios fisiologicos antes mencionados son regulados
por hormonas secretadas por el eje hipotalamo-adenohipofisis-gonadas. La porcion hipotalamica
del cerebro es la fuente de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) que pasan a través de
la vena porta a la adenohipofisis, donde estimulan la liberacion de la hormona foliculo estimulante
(FSH) vy de Ia hormona luteinizante (LH). La FSH actia en Jos ovarios sobre las células de la

granulosa y de los foliculos; y LH en los testiculos sobre las células de Sertoli y de Leydig, como

se observa en al figural (1).
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Figura 1. Control hormonaldela biosintesis de estrogenos v andrégenos. (1)




En los ovarios, la LH se une a su receptor en células de la Teca, esta unién estimula la
produccion de adenosin 3',5-monofosfato ciclico (cAMP) activando la biosintesis de
androstendiona y testosterona. Posteriormente estas difunden a la células de la granulosa, que en
presencia de FSH, v cAMP conducen a la aromatizacion de los androgenos a estrogenos,

produciendo estrona y estradiol {figura 2).
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Figura 2. Biosintesis de estrégenos y androgenos en ¢l ovario.(17) 4
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La actividad hipotalamica es condicionada en gran parte por los estimulos del ambiente
externo, y por la concentracién de las hormonas sexuales de la circulacion, que es modulada por
un proceso de retroalimentacion positiva o negativa. Los 6rganos sexuales accesorios y la mayor
parte de los caracteres sexuales secundarios, asi como la conducta sexual en animales estan bajo
control directo de la concentracién de las hormonas gonadales, androgenos, estrogenos y

progestagenos (1, 17).

il Biosintesis de Hormonas Gonadales

Las hormonas esteroidales tienen como nicleo estructural al ciclopentano
perhidrofenantreno. La biosintesis de estas hormonas, tiene como precursor al colesterol, del cual
se derivan las cinco clases diferentes de hormonas esteroides: androgenos estrogenos,
progestigenos, glucocorticoides y mineralcorticoides (1, 17). Estas hormonas contienen de 18 a
21 4tomos de carbono. En la primera etapa de su biosintesis se lleva a cabo la eliminacién de seis
atomos de la cadena lateral del colesterol que conduce a la pregnenolona. En los procesos de
formacién 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.

La pregnenolona puede seguir dos rutas de biotransformacion: la via A’-3B-hidroxi, y la
via A*-3-cetona. En la primera ruta, se forma 17alfa-hidroxipregnenolona y posteriormente
dehidroepiandrosterona, ambas reacciones estan catalizadas por el citocromo P450C17-hidroxilasa
(P450C17-OH) y/o 17,20-liasa (P450C17-20L). En la segunda, la accion de la 3B-hidroxi
dehidrogenasa (3BOHDH), sobre la pregnenolona, da lugar a progesterona, que también bajo la
influencia de P450C17-OH produce la 17alfa-hidroxiprogesterona (1, 17).




Posteriormente, por un lado, la dehidroepiandrosterona, por accion de la 3BOHDH y por
otro lado 1a 17-hidroxiprogesterona, por accidn de la P450C17-20L, producen la androstendiona
que es transformada a testosterona. La androstendiona y la testosterona, se transforman en estrona
y estradiol respectivamente, por accién de la P450 aromatasa (P450Ar). En la figura 3 se ilustra la

secuencia de estas biotransformaciones (17).

fil, Mecanismo de Accién de Estréogenos

Los organos blanco para los estrOgenos son: Utero, vagina, glandula mamaria,
adenohipofisis e hipotalamo, a los que se fijan de manera especifica debido a la presencia de
receptores proteicos intracelulares en estos tejidos. Su mecanismo de accién se ilustra en la figura
4y consiste en la difusion simple del estrogeno a través de la membrana celular y su paso posterior
a la membrana nuclear. En el nicleo se une al receptor de estrogenos, formando el complejo
hormona receptor que interacciona con elementos de respuesta (ER) especificos de estrogenos en
el DNA. Estos eventos dan como consecuencia la sintesis de RNA mensajero, el cual se transporta
hacia los ribosomas y estimula la sintesis de proteinas que da como resultado 1a activacion celular

especifica {1).

iv. Evaluacién de la Actividad Estrogénica “in vivo”

La evaluacion de la actividad estrogénica “/r Vivo” es indispensable cuando se sospecha o
se tienen evidencias de experimentos “In Vitro” de produccion de efectos estrogénicos de alguna
substancia. Un modelo ampliamente reconocido para la evaluacién de actividad estrogénica es el
desarrollado por-Allen y Doisy (14) que consiste en la extirpacién quirirgica de los ovarios en la
rata produciendo atrofia del Gtero por la carencia de produccion de estrogenos endogenos. Este
modelo permite Hevar a cabo la terapia de sustitucién con la administracion (exogena) de E, que
restaura las funciones gonadales. Asi mismo permite comparar los efectos producidos por E; con
el producido por otras substancias de las que se sospeche puedan tener efecto estrogénico. El
modelo de Allen-Doisy utiliza como parametro de evaluacion, los cambios histologicos que se
presentan durante el ciclo reproductivo que pueden detectarse en el exudado vaginal de los

roedores.
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V. Ciclo Reproductivo del Ratén.

El ciclo reproductivo en las hembras de los mamiferos, requiere de la participacién de los
organos que integran su funcion en condiciones 6ptimas 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 ¢l 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 la
fecundacién. 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
general en cuatro fases, las cuales tienen caracteristicas citologicas, histologicas 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 (16).

Fstro: 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 produccion de estrogenos. En el
endometrio aumenta la proliferacion glandular, el Gitero aumenta de tamafio 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 nuevas células las capas superficiales se queratinizan, volviéndose

escamosas y cornificadas (figura 5A).

Metaestro: se presenta poco después de la ovulacion, en esta fase ya no se presenta receptividad
sexual. Se caracteriza por desarrollo del cuerpo luteo y pequefios foliculos, el ovario, empieza a
secretar progesterona por influencia de la LH, y los niveles de estrogenos disminuyen. También
disminuye la vascularizacion y contractilidad del Gitero, aparecen leucocitos en la luz vaginal junto
con unas cuantas células cornificadas, esta fase es distinguible también por que ademas se secreta

mucina, 1a cual da un aspecto sucio a las preparaciones de exudado vaginal (figura 5B).
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Figura 5 .- Ciclo Reproductive del Ratén




Diestro: durante esta fase también se rechaza al macho, frecuentemente se le clasifica como fase
del cuerpo amarillo, predomina la influencia de la progesterona sobre las estructuras sexuales
accesorias, los niveles de estrogenos disminuyen notablemente. En el ovario se encuentran uno o
mas cuerpos amarillos. Los Uteros son pequefios y 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 (figura 5C).

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 endometrio inicia la
proliferacién glandular, los niveles de progesterona disminuyen, la liberacién de la FSH estimula el
crecimiento del foliculo y los niveles de estrogenos se elevan. Aumenta la retencion de liquido en
los Uteros y su contractilidad. El frotis vaginal se caracteriza por la presencia de células redondas
nucleadas (figura 5D).

Otro modelo utilizado para evaluar la actividad estrogénica es el desarrollado por Evans
Varney y Koch (15) que se basa en el efecto uterotrdpico que produce el E» en roedores cuando
estos son tratados con estrOgenos. Este método puede ser utilizado tanto en animales adultos
como en animales inmaduros y constituye un pardmetro muy confiable para evaluar

estrogenicidad.
vi. Estragencs Ambientales

En los altimos 50 afios con el advenimiento de la era industrial, ha habido un incremento
considerable de la produccién de compuestos quimicos que son liberados después de su utilizacidn
al ambiente, esto ha conducido a un desequilibrio ecoldgico y estd contribuyendo de manera

importante a la extincion de un gran nimero de especies (18).
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Los contaminantes ambientales se encuentran de manera casi constante en cualquier
ecosistema, algunos tiene la propiedad de bioacumularse produciendo efectos fisiologicos sobre
fos sistemas inmunoldgico, cardiovascular, y endocrino entre otros. Sus efectos sobre el sistema
endocrino pueden producir interferencia con los procesos normales de reproduccion y como

consecuencia en el desarrollo de algunas especies animales y del hombre (18).

Entre los contaminantes del ambiente se encuentra un grupo de substancias a las cuales se

les ba denominado simuladores hormonales o estrogenos ambientales (EA).

Estos productos son de origen natural o sintético de estructura quimica muy diversa que
no guarda relacion aparente con las hormonas naturales, sin embargo, poseen actividad
estrogénica (figura 6). Los EA tienen la capacidad de unirse al receptor del estradiol, y de esta
manera simular o bloquear los efectos de los estrégenos naturales produciendo efectos agonistas o
antagonistas estrogénicos (19). Por otra parte también pueden interferir en algin paso de la

biosintesis o interferir con el metabolismo de los estrogenos naturales (20-23).

Algunos ejemplos de ellos son el DDT, policlorobencenos (PCBs), dioxinas, p-
alquilfenoles y dietilestilbestrol (DEB) de los que dada su importancia describiremos a

continuacion.

Se estima que se ha liberado en el ambiente cerca de 100 millones de Kg de DDT. Este
farmaco produce efectos estrogénicos en mamiferos, aves, y reptiles (2, 3). Tanto el DDT como
su producto de biotransformacion el DDE se unen al receptor de estrogenos, y producen
inhibicion de su biosintesis (4-7). La exposicion a estos farmacos en aves, reptiles y mamiferos se

ha relacionado con infertilidad y efectos carcinogénicos (3).

Los PCBs son compuestos relacionados estructuralmente con el DDT, que fueron
utilizados entre 1929 y 1977, en la produccion de plasticos, resinas, pinturas, pegamentos, jabones
y cosméticos, afios en los cuales se calcula que hubo una produccién de 540,000 toneladas, de las

cuales se estima que mas de la mitad se encuentra en ¢l ambiente (3, 8). En algunas especies de
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aves en extincion como; aguilas, pelicanos, cuervos, gaviotas y golondrinas que han sido

estudiadas se han detectado PCBs en sus huevos cuyos productos hembras y machos son estériles

(8).

Las dioxinas son substancias que tienen propiedades herbicidas potentes y de alta toxicidad
y carcinogenicidad. La administracion prenatal de dioxinas en roedores produce en las crias macho
reduccion en el peso testicular, de la cuenta espermética, y del nimero de células de Sertoli,

también se manifiesta con mayor frecuencia criptorquidia (8).

Otro compuesto muy importante debido al amplio uso que se le dio entre 1945 y 1971,
para prevenir ¢l aborto en el primer trimestre del embarazo, es el dietilestilbestrol (DEB). Se
calcula que entre 1 y 4.5 millones de nifios y nifias nacidos en estos afios estuvieron expuestos al
DEB en el ttero. Sus efectos no fueron evidentes en los recién nacidos, sin embargo en la vida
adulta, estos presentaron trastornos el tracto reproductor. En mujeres adolescentes que habian
sido expuestas prenatalmente al DEB se observé un aumento de casos raros de adenocarcinoma
cervical. En los varones, pudo observarse disminucion de la fertilidad, anormalidades en la
cantidad y calidad del esperma, asi como, un incremento en la frecuencia de quistes epididimales y
criptorquidia (8, 18). En las madres no se encontrd correlacion de su uso y cancer de utero o

mama, siendo el feto més sensible a los efectos dafiinos del DEB.

Son de particular interés los hallazgos recientes de la actividad esirogenica que pueden
producir los alquil fenoles. Este grupo de EA provienen de la degradacion de detergentes, que
finalmente llegan a los rios y lagos en concentraciones altas. Sin embargo, estudios recientes
realizados por Sumpter en Inglaterra han demostrado la presencia de un grupo de alquilfenoles,
entre los cuales el octilfenol y el nonilfenol produjeron efectos estrogénicos en peces, ranas y
roedores (?, 21-23).

Experimentos In Vitro han demostrado que el octilfenol es capaz de competir con el Ez por
su receptor; produce un aumento en el crecimiento de celulas tumorales de mama y aumenta la
transcripcion de células tumorales MCF-7, linea celular cuyo crecimiento es dependiente de

estrogenos (5, 23, 24).
19




fll.. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

Los hallazgos anteriores han dado como resultado que se incremente la investigacion
dirigida a la deteccion de substancias con actividad estrogénica que estén presentes en el ambiente
o bien substancias a las cuales estemos expuestos de manera constante con el objeto de alertar el

posible riesgo de que interfieran con el desarrollo y reproduccion de animales y humanos.

Una de las caracteristicas comunes del grupo de substancias consideradas como EA es su
alta liposolubilidad, por lo que se acumulan en tejido adiposo tanto de animales como de humanos
permaneciendo por periodos prolongados. Su excrecion es lenta sin embargo, se favorece durante
Ia lactancia encontrandose en la leche materna, lo que constituye un motivo de gran preocupacion
ya que diversos estudios muestran que estas sustancias pueden interferir en los procesos de

reproduccién de roedores, aves, peces, monos y el humano (18).

En estudios recientes, se encontro que la administracién de acido benzoico (AB) produjo
efectos estrogénicos débiles en roedores. Este firmaco se utiliza de manera muy frecuente como
conservador, principalmente en alimentos, debido a sus propiedades antibacterianas y antifingicas

(11).

Por otra parte aunque se conoce desde los afios 30 que compuestos fendlicos son capaces
de producir efectos estrogénicos en roedores, en los Gltimos afios se han incrementado los estudios
de relacion estructura-actividad estrogénica basados en datos de cristalografia de rayos X'y
modelos moleculares en los que se sefiala la importancia del anillo aromatico fenolico del estradiol
como un requisito inicial para su union al receptor y produccion de los cambios conformacionales

de eventos que desencadenen la respuesta estrogenica (12-13).

El 4cido p-hidroxibenzoico (APHB) contiene en su estructura quimica un hidroxilo en
posicion para, que guarda una relacion estructurai con ¢l E; (figura 7)lo que condujo a pensar que
el APHB puede tener actividad estrogénica. Este firmaco es producto de biotransformacién de un

grupo de substancias que se emplean ampliamente como conservadores de cosmeticos, productos
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farmacéuticos y de alimentos, conocidos como parabenos (Pbens) por lo que su evaluacion

estrogénica es de gran importancia (25-27).

HO

Acido P-Hidroxibenzeico 175 Estradiol

Figura 7. Estructuras de dcido p-hidroxibenzoico y estradiol
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BIOMECANICA

Para poder entender las implicaciones de una disrupcién pélvica es importante
conocer la funcién biomecanica de esta para de esta manera entender el
tratamiento que se establece, dado que la pelvis es en donde se transmiten las
cargas de la columna vertebral hacia el femur, es necesario que esta se
encuentre estable entendiendose a esto a 1a pelvis que es capaz de soportar las
cargas fisiologicas sin deformidades anormales, para lo anterior se requiere de
una estructura osea especial de esta forma el sacro se encuentra formando la
llave de un arco para transmitir las fuerzas, vy si a esto agregamos los
elementos de tejidos blandos encontrados en la pelvis veremos que estos
actual como un puente colgante en donde el sacro es el puente y los pilares
formados por los iliacos , para ser soportado las fuerza requiere de una banda
de tension por arriba de estos y esta formada por los ligamentos sacroiliaces
posteriores , ademas de estos elementos también contribuyen a su estabilidad

los elementos anteriores aunque de menor impontancia




IV. OBJETIVOS

Evaluar el efecto estrogénico del 4cido p-hidroxibenzoico (APHB) en experimentos in vivo

utilizando ratones hembra CD1 adultas Ovx e inmaduras.

Evaluar los efectos producidos por la administracién de diferentes dosis de APHB en ratén

hembra inmadura sobre comificacion vaginal y peso uterino.

Evaluar los efectos producidos por la administracion de diferentes dosis de APHRB en raton

hembra aduita Ovx sobre cornificacién vaginal y peso uterino.

Caleular la potencia estrogénica del APHB relativa al estradiol.
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11

distribucion en estas fuerzas, lo que puede observarse
en la tabla 9.

Un pardmetro mds proporcionado por la plantografia
pedobarografica es la zona de méaxima presion durante
la fase postural del ciclo de marcha.

Los resultados del examen realizado a los sujetos de
estudio demuestran en la mayoria de los casos
deficiencia de apoyo del calcaneo, lo cual indica una
persistencia del equino durante el inicio de la fase de
apoyo. Asi mismo, puede observarse deficiencia de la
distribucioén de fuerzas de acuerdo a la teoria de tripode
ya mencionada (tabla 10. Fig. 5).

En el grupo control los resultados se reportaron con
caracteristicas  normales. Tomando esto en
consideracion, se realizé analisis cinético de marcha y
plantografia pedobarogréfica, observando en todos los
casos superficie de apoyo del 100% para la edad, con
distribucion de presion méaxima normal en la gran
mayoria de los casos (dos casos mostraron presién
maxima sobre los metatarsianos primero y segundo). Ei
analisis cinético de (a marcha mostr6 fases completas,
sin deficiencias o anomalias de alineacién. Finalmente,
se realizo el andlisis estadistico de este estudio por
medio de la prueba de t de Student, con un nivel de p
de 0.00001870 y 0.00002007 para pies derechos e
izquierdos, respectivamente.



V.- MATERIAL Y METODOS

Firmacos y Disolventes.  Las sustancias utilizadas en los experimentos, fueron:
estradiol (3-hidroxi-estra-1,3,5(10)trien-3,17B-diol, E;) obtenido de Syntex, S.A. México D.F. y
4cido p-hidroxibenzoico (APHB). Este ultimo fue preparado mediante hidrdlisis basica del éster
metilico del 4cido p-hidroxibenzoico las constantes fisicas y espectroscopicas del producto
obtenido fueron comparadas con las descritas en la literatura y también con una muestra auténtica
proveniente de Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA. Todos los compuestos fueron

solubilizados en aceite de maiz Mazola que fue utilizado como vehiculo (V).

Animales.  Los experimentos se llevaron a cabo en ratones hembra inmaduras de 20
dias de nacidas, con peso de 9-12g y ratones hembra adulta de 25-30g de la cepa (D1
procedentes de! bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los ratones hembra adultas
fueron ovariectomizadas (OVx) tres semanas antes de iniciar el estudio. A los animales Ovx se les
tomaron muestras de exudados vaginales para certificar la intervencién quirurgica antes de iniciar
el tratamiento. Los animales fueron mantenidos a temperatura constante de 20-22° en periodos de
lnz-oscuridad de 12h-12h y se alimentaron con nutricubos de la marca Purina y agua ad libitum.
Los ammales fueron marcados de manera individual para su identificacibn, mediante pequefias

muescas hechas en el borde de las orejas siguiendo la clave empleada en el laboratorio.

Diseiio Experimental. La actividad estrogénica del APHB fue evaluada por los
métodos de cornificacién vaginal de Allen-Doisy (23) y peso uterino de Evans, Varney y Koch
(24). En cada bicensayo, cinco grupos de animales con un minimo de 6 animales por lote se
distribuyeron en base 2 un arreglo de cuadrados latinos, en estratos basados en el peso corporal y

se asignaron a los diferentes tratamientos al azar.

En experimentos preliminares, cinco grupos de ratonas Ovx fueron inyectados por via
subcutanea diariamente por tres dias, con: el vehiculo (aceite de maiz, V, 10 mi/Kg), E; (10ug/Kg
) y APHB en diferentes dosis (5, 50, 500 ug/Kg). Los exudados vaginales fueron obtenidos en los
dias O (antes del tratamiento) y los dias 1, 2, 3 y 4 después del tratamiento.
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En experimentos posteriores, a los diferentes grupos se les admimistraron por via
subcutanea, durante tres dias consecutivos: APHB en dosis de 50, 500 y 5000 pg/Kg de peso
corporal/dia, el control positivo estradiol Eo, 10 ng/Kg de peso corporal/dia y el vehiculo aceite
de maiz (V), 10 m/Kg de peso corporal/dia. Al cuarto dia se tomaron muestras de exudado
vaginal, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, removiendo los Uteros,
eliminando el liquido intraluminal y pesindolos. Los exudados vaginales fueron tefiidos y fijados
con solucidén de Harris y las preparaciones observadas al microscopio. La abundancia de células
redondas anucleadas, poligonales, cornificadas, y leuco citos en los frotis se evalio en escala de
+1,42,+3 +4; posteriormente, estos resultados se expresaron en porcentaje. Los resultados del

peso uterino fueron calculados por 100g de peso corporal.

Analisis Estadistico. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y
pruebas de comparaciones muitiples utilizando los métodos de Student-Newman-Keuis o0 Dunnet.
Se consideraron diferencias significativas entre los grupos cuando los valores de P fueron menores
de 0.05 (29)

Técnicas Utilizadas en los Experimentos.

Ovariectomia. Esta intervencidén quirirgica se llevd a cabo en ratonas hembra
adultas en las que se indujo la anestesia con hidrato de cloral (7Tmg/Kg, solucién al 4%).
Posteriormente se rasurd y desinfectd el campo quirargico del dorso del animal. Se hizo una
incision transversal de aproximadamente 1 cm y una segunda incision bilateral longitudinal en el
muisculo, a una distancia aproximada de 0.5 cm de los musculos espinales dentro de la cavidad
peritoneal. Se localizaron los ovarios en el tejido graso, procediendo a su diseccidn. Se suturd en
los diferentes planos. Los animales se dejaron recuperar por tres semanas, después de las cuales se
tomaron frotis vaginales para certificar la intervencién quirirgica. Solo fueron incluidos en los

experimentos animales que presentaban abundancia de leucocitos y escases de células cornificadas

(figura 5).




Frotis Vaginal. El frotis vaginal se tomé en las ratonas Ovx antes de iniciar el
experimento, en experimentos iniciales durante el tratamiento y en todos los casos al término de
éste. En las ratonas infantiles solo se tomo al finalizar el tratamiento.

Para la obtencién del exudado vaginal o frotis vaginal, se sujetd al ratén y se introdujo en
¢l orificio vaginal una asa estéril impregnada de solucion salina, posteriormente la muestra
impregnada del exudado vaginal se depositd sobre un portaobjetos, y dejo secar para proceder a
la tincion de la muestra empleando el procedimiento de Haris (10). Los frotis se observaron en el
microscopio, realizando un barride del portaobjetos en forma "s” para evaluar la abundancia
relativa de células comnificadas, poligonales, redondas y leucocitos presentes en la muestra

empleando una escala de +1 a +4.

Técnica de Tincion de Harris. La muestra de exudado vaginal obtenida
anteriormente se proces¢ de la manera siguiente:

1) Sumesgié en alcohol de 96° durante 10 minutos; 2) lavé con agua destilada; 3) sumerg0
en solucidn de hematoxilina durante 8 min; 4) lavé con agua destilada; 5) paso rapidamente por
alcohol 4cido; 6) lavé con agua destilada; 7) sumergio en agua amoniacal hasta que la preparacion
viré a un color azul; 8) sumergid en eosina alcoholica de 30 a 60 segundos; 9) sumergi6 en alcohol
de 96° durante 10 segundos; 10) sumergié en alcohol absoluto aproximadarnente durante 10

segundos; 11) dejé secar al aire; 12) observo en el microscopio a 40X y evalud.

Extraccién de Utero. Se sacrifico 2 los ratones por dislocacion cervical, y se llevé
a cabo una incision Jongitudinal en el abdomen para la diseccion de los cuernos uterinos del raton.
El tero se colocd en una caja de Petri con solucién salina donde se limpié el tejido eliminando la
grasa. Posteriormente el 6rgano se seco sobre un papel filtro eliminando el liquido intraluminal con

Ja ayuda de una espatula. Se colocd en una caja previamente pesada para obtener el peso uterino.
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Bensahel y colaboradores® describen un método
fisioterape(tico a base de manipulaciones, dividiendo la
técnica en fases. Ellos reportan un 85% de buenos
resultados en una serie presentada de 338 pacientes,
desde el nacimiento hasta los 14 afos de edad. Las
desventajas del método utilizado por estos autores
radican en la necesidad de realizar manipulaciones por
un solo terapista, durante un periodo de tiempo
considerablemente largo. Otra falla en su reporte de
resultados es la falta de un método de evaluacion
adecuadamente descrito.

Bensahel, Catteral y Dimeglio®, en su reporte de estudio
muiticéntrico de la Sociedad Europea de Ortopedia
Pediatrica, hacen un resumen de las aplicaciones
practicas en el tratamiento del PEVA. A pesar de la
claridad de sus declaraciones en dicho documento, éste
carece de las consideraciones necesarias en cuanto a
evaluacién del tratamiento. Ellos concluyen, a partir de
cuestionarios enviados a los miembros de dicha
sociedad, que las siguientes variables son constantes en
dicho analisis: 1) El analisis clinico metddico antes de
los 6 meses de edad; el uso de exdmenes radiograficos
solo durante el crecimiento; diferenciacion entre pies
fibrosos-rigidos,  fibrosos-flexibles,  contracturados-
rigidos y contracturados-flexibles; 2) La cirugia antes de
los 12 meses, sin subestimar la importancia de un
tratamiento conservador bien aplicado y por tanto
efectivo; 3) Un abordaje quirurgico metodico, racional y
meticuloso para los tejidos fibrosos, evitando la cirugia
demasiado extensa o agresiva; 4) Seguimiento largo. Se
concluyé que un seguimiento minimo de 5 afios es
necesario para un reporte preliminar; un mimino de 10
anos es necesario para juzgar resultados. Nuevamente,
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los comentarios con respecto de la evaluacion de
resultados son vagos y no concluyentes.

Yngve y colaboradores®™, en su publicacion de la
liberacion del PEVA sin liberacion subastragalina
mencionan la dificultad para comparar los resultados en
estudios diversos debido a la inexistencia de métodos
estandarizados para evaluar dichos resultados.

Bensahel, Dimeglio vy Souchet® han desarrollado un
sistema de evaluaciéon para los resultados del
tratamiento del PEVA. Este se basa en una escala de 28
puntos, la cual considera la movilidad pasiva, la funcién
muscular y el analisis de marcha, junto con el aspecto
radiografico y la apreciacidn subjetiva del paciente. Las
fallas de su sistema de evaluacion, no obstante, radican
en que su escala es usada pre y posquirurgicamente sin
dar una divisibn que considere la calidad de los
resultados.

Haasbeck y Wright'® comparan los resultados a largo
plazo de la liberacion posterior y posteromedial
completa, en una serie de 59 pacientes, cuyos
resultados fueron valorados usando I3 escala de 100
puntos de Laaveg y Ponsetti. Ellos llegan a la conclusién
de que los resultados radiograficos no se correlacionan
con el nivel del dolor o funcion al llegar a la madurez
esquelética.

Rumyantsen y Ezrohi”’ discuten la liberacion
subastragalina en el tratamiento del PEVA. Ellos hacen
mencion en su discusion de la falta de criterios
uniformes, ya que muchos autores utilizan criterios
diferentes para evaluar los resultados.
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Analisis de marcha y plantografia
y sus implicaciones

Asperheim y colaboradores’ reportan la evaluacién de
las deformidades residuales en pacientes tratados por
PEVA por medio del analisis sistematizado de marcha,
demostrando como éste puede dar informacion valiosa
en la evaluacion de pacientes con deformidades
residuales después del tratamiento quirGrgico. Por
medio del analisis cinético de la marcha, se demuestra
que esta herramienta puede dar asistencia al cirujano
para tomar decisiones quirlrgicas respecto de las
deformidades residuales del PEVA, concluyendo que el
andlisis de marcha debe ilevarse a cabo periodicamente
durante el seguimiento de estos pacientes, midiendo asi
los resultados del tratamiento de forma objetiva.

Es menos lo que se menciona acerca del uso de la
plantografia para la evaluacion de los resultados
terapéuticos en estos pacientes. Brand y colaboradores’
reportan la evaluacion de los resuitados de! tratamiento
de PEVA por medio de la medicion del centro de presién
del pie. Su método consiste en el uso de la impresién
plantar en una placa entintada de Harris. Ellos
concluyen que la impresion plantar no es o
suficientemente sensible como para ser un auxiliar
diagnostico y que su utilidad tiene aplicacién limitada.

Yngve® por su parte, usa la medicién goniométrica del
angulo de progresion del pie , concluyendo que ésta es
util en la deteccién de la causa de las deformidades
residuales. No obstante, este método es tecnicamente
dificil de llevar a cabo, ademas de que el estudio posee
la inconveniencia de la variabilidad entre observadores.
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En el presente estudio, los pacientes problema, y en
comparacidon con los controles sanos, tanto el analisis
de marcha como la plantografia dieron resuitados
positivos. Pudo observarse la existencia de anomalias en
el patron de marcha debido a deficiencias de alineacién,
observandose con mas frecuencia en el andlisis de
marcha la persistencia de aducto de antepié (intoeing).

En cuanto al analisis pedobarografico, pudo demostrarse
la existencia de deformidades residuales. En primer
lugar, y como parametro mas obvio, la disminucién del
area total de apoyo en comparacion con los controles
puede considerarse como primer indicador de la
persistencia de dichas deformidades. E! analizador
pedobarografico utiliza como parametro estandar la
teoria del tripode de la distribucién de fuerzas durante
la fase de apoyo de la marcha. Tomando esto en
consideracion, la plantografia pudo demostrar Ila
deficiencia en la distribucién de fuerzas en los pacientes
del grupo sujeto a estudio. Pudo observarse también
una enorme variabilidad en la distribucidn de las areas
de presién, notdandose ademas el drea de presion
maxima en lugares distintos al calcaneo. La mayoria de
los resuitados indican el area de presién maxima a nivel
de las cabezas de los metatarsianos cuarto y guinto.
Esto puede interpretarse como persistencia del equino y
el apoyo sobre la barra externa, que en estos pacientes
parece ser dindmico, lo que comunmente escapa al ojo
del observador clinico al hacer analisis simple de marcha
en el consultorio. Otro aspecto que vale la pena
puntualizar es el hecho de que tanto el analisis de
marcha como la plantografia pedobarografica dieran los
resultados positivos mds notorios en los pacientes que
iniciaron el tratamiento mas tardiamente o que fueron
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sometidos @ mas de un procedimiento quirlrgico. Un
ejemplo es el caso nimero 19, que se trata de un
paciente de sexo femenino cuyo tratamiento fue iniciado
en una institucion distinta a donde se llevé a cabo el
presente estudio. Se pudo saber al interrogar a la madre
que la paciente fue sometida a tratamiento con yesos
correctores y posteriormente a un procedimiento
quirdrgico, el cual fue llevado a cabo en nuestra
institucion. La paciente fue sometida a varios
procedimientos quirlrgicos subsecuentes, logrando un
resultado bueno segun la escala funcional de Laaveg y
Ponsetti. En esta paciente en andlisis de marcha
demostré deficiencias de alineacion al observarse varo
residual de antepié y presiones maximas en esa zona en
la plantografia pedobarografica.



VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Curso temporal de la produccién de cornificacién vaginal en animales Ovx por la

administracion de E2 y APHB.

En la grafica 1, se ilustra la evolucidén de la produccién de cornificacion vaginal por la
administracion diaria de diferentes dosis de APHB comparada con los efectos producidos por Ez y
el vehiculo (aceite de maiz, V) en el ratéon hembra Ovx. Cuando se administran dosis de 5 y
50pg/Kg/dia aumenta la produccion de células cornificadas en el epitelio vaginal de la ratona
castrada sin embargo, la administracién de 500pg/Kg/dia de APHB produce diferencias mayores
que son estadisticamente significativas (p<0.05). Las respuestas de cornificacion vaginal
producidas por el APHB son dependientes de la dosis administrada como se observa en la grafica

1ylatabla 1.

Por otra parte, la administracion de 10ug/Kg/dia de E; produce un aumento significativo
(p<0.05) de células cornificadas desde el segundo dia de administracién. El APHB produce estos
efectos en la cornificacion vaginal después de tres dias de la administracién de 500ug/Kg/dia. En
las graficas de la figura 1 puede apreciarse claramente que el patron de respuesta observado con el

APHB es semejante al del Ea.

Es interesante ver la relacion que existe entre los leucocitos y las células cornificadas en los
animales administrados con APHB y E; ya que a medida que se aumentan los dias de
administracién tanto en los frotis de los animales tratados con E, como en los que recibieron
APHB se produce una disminucion de leucocitos y un aumento de células cornificadas, que esta en
funcién de la dosis administrada (5, 50 y 500ug/Kg/dia). La respuesta producida por la dosis de
500pg/Kg/dia de APHB y la de Ep, tienen un comportamiento semejante. En el tercer dia,
muestran una caida considerable de la cantidad de leucocitos presentes y un gran aumento en la
cantidad de células cornificadas. Este fendmeno representa un estadio de estro en los animales
tratados, que se caracteriza por abundancia de células comnificadas, y que solo ocurre cuando hay

estrogenos presentes.
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Los efectos mencionados anteriormente contrastan con los producidos por la
administracién del vehiculo en los animales Ovx, ya que durante todo el seguimiento de este

experimento no se present6 un aumento significativo de células cornificadas.

Curvas Dosis-Efecto de APHB en Animales Inmadures (I) y Ovariectomizados Ovx.

En la grafica 2 se muestran la comparacion de los resultados obtenidos de diferentes
experimentos en los que fueron administradas diferentes dosis de APHB y una sola dosis de Ez en
animales inmaduros y Ovx. La administracion de 5000 pg/Kg de APHB, produjo cornificacion
vaginal en el 85% de los animales inmaduros y 60% de los amimales Ovx. Estos resultados son
muy cercanos a los obtenidos con E; el cual produjo cornificacién vaginal en un 89% de los
animales OVx y 72% en inmaduros. En todos los casos estas diferencias fueron estadisticamente

significativas (p<0.01). Los datos seflalados se muestran en las tablas 2 y 3.

Evaluacién del efecto de 1a administracién de APHB comparado con el efecto

producido por E; en el peso uterino de animales inmaduros y animales Ovx.

La evaluacién del peso uterino se llevd a cabo al final de todos los experimentos. En la
grafica 3, se muestran las curvas dosis-efecto, en las que se presentan los resultados de la
administracion de APHB a diferentes dosis, E2 y el grupo control. Estos resultados se muestran en

las tablas 4 y 5.

De manera semejante al efecto de cornificacion vaginal producido por APHB y E; se
observaron diferencias significativas (p<0.01) en el peso uterino cuando se administré la dosis
mas alta de APHB (5000ug/Kg/dia). Estas diferencias fueron establecidas comparande el
promedio del peso uterino del vehiculo administrado con los promedios de los animales bajo
tratamiento. En los animales Ovx tratados con APHB el peso uterino se incremento en un 83% y
en los amimales inmaduros el incremento fue de 107%. El E, dio una respuesta de 134% en

animales Ovx y 110% en animales inmaduros.
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El aumento en el peso uterino, fue dosis dependiente y como se ve en la grafica 3, la
respuesta de la dosis mas alta en animal inmaduro es practicamente igual a la del E,. En estos
experimentos se observaron incrementos en el peso uterino por la administracion de las dosis de
50 y 500 pg/Kg/dia tanto en animales inmaduros como en Ovx, sin embargo, el analisis de estos

datos sefiala que estas diferencias no fueron significativas.

Los efectos observados por la administracion de APHB muestran que este fArmaco es
capaz de producir respuestas semejantes a las producidas por E;. Esto probablemente sea debido a
que este compuesto se una al receptor de Ezy produzca los cambios alostéricos necesarios para su
activacién desencadenando los eventos que conduzcan a la proliferacion del endometrio. Estos
resultados estan de acuerdo a los recientemente obtenidos por otros grupos de investigacion (5,
12-13) que sefialan que compuestos que contengan grupos fenolicos como substituyentes en

posicién para, pueden tener la capacidad de generar respuestas semejantes al B;.
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VIII. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que ei APHB produce efectos
estrogénicos en ratones hembra adulta e inmadura CD1. Estos efectos son dependendientes de la

dosis administrada.

La respuesta estrogénica de: cornificacion vaginal y aumento de peso uterino que se
producen por la administracién de dosis altas de APHB en animales inmaduros es semejante y muy
cercana a la que produce el E;. De forma similar la administracion de APHB en ratonas adultas

Ovx produce los mismos efectos estrogénicos.

La potencia estrogénica relativa del APHB con respecto al Ez es de 100 a 0.1 esto significa

una potencia de estrogenicidad mil veces menor que la de E;. Sin embargo, aunque su efecto

estrogénico es menor, s un metabolito de substancias que se usan en concentraciones hasta del

0.1 %.

El significado que estos resultados tengan en ejercer sus efectos en animales y humanos
dependera de la exposicion que se tenga a este grupo de farmacos. Es necesario conocer el efecto
gue estas substancias pueden producir por otras vias de administracion, asi como conocer su

farmacocinética para poder estimar el riesgo que implica estar constantemente expuestos a ellos.
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Tabla 4. Resultados del exdmen manual muscuiar en ia primera visita
después del Gltimo procedimiento quirdrgico.

GRUPO MUSCULAR PROMEDIO
peroneos 3.72/3.67
tibial anterior 3.90/3.75
triceps sural 3.92/4

flexores 3.97/3.95

Tabla 5. Movilidad articular pasiva del tobillo. Promedio en grados

der / izq rango
flexion plantar 66.7° 69.5° 40-
70°/60-70°
flexién dorsal 38.0° 37.7° 20-
45°/25-45° '
inversion 28.7° 29.5° 15-
30°/10-30°
eversién 13.6° 14.0° 10-
20°/10-30°

Tabla 6. Resultados de mediciones radlograticas

der izq rango

ang TA 107.3° 107.5° 95-115/82-122°
ang AC (lat) 27.6° 27.5° 15-40/10-45°
ang AC (dp) 28.8° 30.1° 22-40/18-40°

ang TA: angulo tibioastragalino; ang AC /at: Angulo astrigalocalcaneo en
proyeccidn lateral; ang C dp: dngulo astrigalocalcaneo en proyeccién
dorsoplantar.
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Tabia 7. Resultados del andlisis cinético de marcha,

NO SI
FASES COMPLETAS 43.3% 56.7%
CONTACTO INICIAL 33.3% 66.7%
POSTURAL TODOS
IMPULSO 16.6% 83.4%
BALANCEO TODOS
ADUCTO DE ANTEPIE (intoeing) 46.6%

Se indican en porcentaje los paclentes que realizan o no el criterio
sefialado.

Tabla 8. Resultados de superficie de apoyo plantar (porcentaje) en los
paclentes del grupo de estudio,

pie der pie 1zqg
APOYQ TOTAL 20/30 24/30
SUPERFICIE DE APOYQ 89.8% 89.3%
rango 64-100% 65-103%
Tabla 9. Deficienclas de apoyo demastradas por el anélisis plantogréafico.

der izq

ier dedo 1 0
calcaneo 3 2
5to dedo 1 0
4-5 dedos 2 1
cavo 1 1
plano 0 1

Se interpreta como (as zonas del pie que no realfizan apoyo durante la fase
postural del ¢iclo de marcha.

(T TESS W) DERE



30

Tabla 10. Deficiencias de apoyo.

PIE DERECHO #casos PIE IZQUIERDO # casos

calcaneo 8 calcaneo 13
mtt 2 mtt 1
ler 8 ler 7
ier/5to mtt 1 5to mtt 1
ler/5to 2 2do mit/3ermtt 2
ler mtt 1 ler/5to 1
2do mtt/3ermit 3 ler mtt/5to mtt 1
ler mtt/5to mitt 1 Sto 1
3er mtt 1 ler/ler mtt 1
ler/2do mtt 1 lermit/2domtt 1
3er mtt 1

mitt, metatarso; ler, primer dedo; 50, quinto dedo,
metatarsiano; 240 mitt segundo metatarsiano;
metatarsiano; 5te mit, quinto metatarsiano.

Ier mtt, primer
Jer mit tercer
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