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RESUMEN

La terapia de reemplazo hormonal (TRH) con estrégenos se utiliza frecuentemente para tratar los
sintomas fisiolégicos y psicoldgicos causados por un déficit hormonal, tales como: bochornos,
sudoracion nocturna, periodos irregulares, insomnio, falta de motivacién sexual, ansiedad y
depresién, asi como alteraciones en funciones cognoscitivas. Sin embargo, su uso se asocia con un
aumento de padecimientos tromboembdlicos y cancer. Esto indica la necesidad de desarrollar
estrategias terapéuticas alternas con mayor especificidad y seguridad. Se ha reportado que los 173-
aminoestrégenos (173-AEs) producen efectos anticoagulantes que contrastan con los efectos
procoagulantes del estradiol (E,) y otros estrogenos sintéticos actualmente utilizados en la clinica,
lo que ha sugerido que podrian constituir una alternativa a la TRH convencional con menores
riesgos trombogénicos. El objetivo de este trabajo fue investigar los efectos de tipo estrogénico del
17B-[hidroxi, etilimina]-1,3,5(10)-estratrien-3-ol (IETA) y su efecto sobre la ansiedad. Adicionalmente
se evalud el tiempo de coagulacion de animales tratados con IETA para conocer su potencial
trombogénico. La estrogenicidad de IETA se evaluo6 en la rata Wistar: 1) su actividad uterotrofica en
ratas inmaduras, y 2) en la induccion de la conducta sexual en ratas adultas ovariectomizadas
(Ovx). El efecto de IETA sobre la ansiedad se estimd utilizando el modelo conductual del Laberinto
Elevado en Cruz (LEC). En todos los casos IETA se compard con la hormona E; y el vehiculo como
control.

Nuestros resultados demostraron que IETA posee actividad uterotropica al aumentar el peso uterino
de ratas prepuberes de manera dosis dependiente. Induce un patron de comportamiento sexual
semejante al que produce el E; en la rata Ovx y posee un efecto ansiolitico, esto indica que IETA
ejerce efectos directos sobre el sistema nervioso central (SNC). Asimismo en los animales tratados
con IETA los tiempos de coagulacion total se mantuvieron en valores normales por lo que no posee
propiedades pro-coagulantes. Su perfil farmacolodgico indica que se trata de un esteroide de gran

interés que debera estudiarse para determinar su potencial uso clinico en el manejo de la TRH.

Palabras clave: estrogenos, conducta sexual, ansiedad.
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INTRODUCCION

Las hormonas esteroides sexuales (andrégenos, estrogenos y progestagenos) estan involucradas
en la diferenciacion y mantenimiento de las caracteristicas sexuales y la reproducciéon. Actuan
principalmente a través de mecanismos gendmicos regulando la transcripcion y la proliferacién
celular y de mecanismos no gendémicos que implican una accién a nivel membranal (Watson vy
Miller, 2004). Los estrogenos son secretados por los ovarios ciclicamente desde la pubertad hasta
la menopausia e influyen profundamente sobre la fisiologia y la conducta de la mujer. La deficiencia
de estrogenos en la perimenopausia produce cambios fisiologicos tales como: bochornos,
sudoracion nocturna, periodos irregulares y cambios psicolégicos: insomnio, falta de motivacion
sexual, sintomas de ansiedad y depresién, asi como alteraciones en funciones cognoscitivas
(Flores-Ramos y Ontiveros-Uribe, 2008).

La terapia de reemplazo hormonal (TRH) con estrégenos equinos conjugados (EEC), etinil-
estradiol (EE) y derivados del estradiol (E;) son utilizados para el manejo de estos sintomas
(Rasgon et al., 2002). Sin embargo, un gran numero de estudios clinicos describen efectos
adversos relacionados con su uso, como el cancer y eventos tromboembdlicos (Tchaikovski y
Rosing, 2010). Por ello teniendo en cuenta los factores de riesgo se recomienda individualizar la
TRH y prescribir la dosis minima efectiva durante el menor tiempo posible (Santen et al., 2010).

En la busqueda de estrogenos sintéticos alternativos sin riesgo tromboembdlico, se ha
reportado que los 17B-aminoestrogenos (173-AEs) producen efectos anticoagulantes prolongados
que contrastan con los efectos procoagulantes producidos por el E,, EE y derivados. Los 17B-AEs
poseen efectos estrogénicos ya que incrementan el peso uterino, activan la transcripciéon de
receptores de estrégenos (ERa y ERP), disminuyen la hormona luteinizante (HL), inducen la
sintesis de receptores de progesterona en la hipdfisis anterior y estimulan la conducta sexual en la
rata ovariectomizada (Jaimez et al., 2001; Lemini et al., 2005; Lemini y Canchola, 2009).
Recientemente se han descrito las propiedades ansioliticas y antidepresivas que producen algunos
17B-AEs en la rata hembra ovariectomizada (Nissen et al., 2012; Lemini et al., 2013). Estas
caracteristicas y la carencia de efectos protromboéticos podrian constituir una alternativa a la TRH
convencional para mujeres perimenopausicas, en especial en aquellas que presentan
predisposicion a eventos tromboembdlicos. El objetivo del presente trabajo fue la evaluacion de los
efectos de tipo estrogénico y ansiolitico del 17B-[hidroxi-etilimino]-1, 3,5(10)-estratrien-3-ol (IETA);
compuesto relacionado con los 17B-AEs que no ha sido biolégicamente caracterizado. Asimismo
iniciamos estudios exploratorios de sus efectos sobre la coagulacion sanguinea. Estos estudios
intentan contribuir a la obtencién de agentes farmacoldgicos de mayor especificidad y seguridad

para la TRH femenina.
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I. CONTROL HORMONAL DEL CICLO REPRODUCTOR FEMININO

En el organismo las células cumplen funciones especificas cuya regulacién y coordinacién se llevan
a cabo mediante la funcidon conjugada de los sistemas nervioso y endocrino. Este ultimo esta
compuesto por una serie de glandulas distribuidas por todo el cuerpo que producen y vierten
directamente a la sangre sus productos (Figura 1).

Los productos secretados por las glandulas endocrinas se denominan hormonas (del griego
hormao, “excitar” o “estimular”), que constituyen sefales quimicas que se desplazan por el torrente
sanguineo y actuan sobre sitios diana que tengan los receptores especificos (Watson y Miller,
2004). La interaccion de una hormona con su receptor da lugar a una serie de acontecimientos
celulares que pueden provocar una respuesta gendmica, misma que da lugar a que la hormona
actue directa o indirectamente activando genes y regulando la sintesis de proteinas. De esta
manera, las hormonas pueden influir sobre las células diana de muchas formas, alterando
generalmente el ritmo de la funcion celular normal e interviniendo en procesos a largo plazo como

el crecimiento, desarrollo, metabolismo y reproduccién (Rosenzweig, 2005).

/ Hipotalamo \
= =

Hipofisis

e T =

Paratiroides

| ! )
A Pancreas A
\)'&F Y | A%
Ovarios
/Testiculos\e S

Figura 1. Principales glandulas endocrinas en los seres humanos (Imagen modificada de White, 2010).

Las hormonas se clasifican en peptidicas, aminas y esteroides (Véase Tabla 1). Difieren en
varias caracteristicas importantes entre las que se incluyen: estructura quimica, forma de liberacion,

modo en que se transportan en la sangre, localizacion de sus receptores en sitios diana y

Pagina 9



mecanismo de interaccion de la hormona con su receptor que da lugar a una respuesta bioldgica
(Nelson, 2000).

Tabla 1. Principales clases de hormonas

Hormonas peptidicas Monoaminas Hormonas Esteroides

Hormona adrenocorticotropica (ACTH)
Hormona foliculo-estimulante (FSH)

Hormona luteinizante (LH) Epinefrina Estrogenos
Hormona del crecimiento (GH) Norepinefrina Progestagenos
Prolactina Hormonas tiroideas Andrégenos
Insulina Melatonina Glucocorticoides
Oxitocina Mineralocorticoides

Vasopresina

Las hormonas peptidicas estan constituidas de aminoacidos individuales. Dentro de este
grupo podemos distinguir las que poseen pocos aminoacidos que se denominan hormonas
peptidicas y las de mayor tamafo hormonas polipeptidicas. Se almacenan en las células
endocrinas y se liberan al sistema circulatorio mediante exocitosis. Son solubles en la sangre, por lo
gue no necesitan una proteina portadora para desplazarse hasta sus células diana, tal como lo
hacen las hormonas esteroides. EI mecanismo de accion de las hormonas peptidicas involucra la
union de la hormona a un receptor de membrana que activa la enzima adenilciclasa y estimula la
formacion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a partir del trifosfato de adenosina (ATP). El
AMPc estimula enzimas denominadas proteinquinasas especificas que fosforilan otras enzimas
provocando cambios celulares especificos (Figura 2; Rosenzweig, 2005).

El grupo de las aminas incluye a las catecolaminas e indolaminas, hormonas que derivan del
aminoacido tirosina. En respuesta a sefales neurales simpaticas, la médula suprarrenal (fuente
principal de catecolaminas) libera epinefrina (adrenalina) y norepinefrina (noradrenalina) a la
circulacion sanguinea. Los estimulos fisioldgicos tipicos que dan lugar a la liberacion de
catecolaminas son el estrés, ejercicio, bajas temperaturas, ansiedad, y respuestas de lucha o de
huida. Las catecolaminas actuan sobre sus células diana mediante mecanismos de segundos

mensajeros (Nelson, 2000).
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Figura 2. Accion de las hormonas peptidicas. El mecanismo implica al AMPc como segundo mensajero.
Cuando las hormonas peptidicas se unen a un receptor membranal, activan la adenilciclasa y transforma el
ATP en AMPc. A su vez, el AMPc activa un grupo de enzimas denominadas proteinquinasas que estimulan
la produccién de otras enzimas, lo que provoca cambios en la funcion celular (Imagen modificada de Hammes
et al., 2006).

En los vertebrados, las glandulas suprarrenales y las gonadas son los lugares de
procedencia de hormonas esteroides, las cuales tienen una estructura quimica caracteristica que
incluye tres anillos de seis carbonos y un anillo de cinco carbonos (Figura 3). Esta estructura les
permite disolverse en los lipidos y por lo tanto desplazarse faciimente a través de las membranas
celulares. Las hormonas esteroides no son hidrosolubles, por ello, en el sistema circulatorio se
unen a proteinas que las transportan por la sangre hasta sus tejidos diana.

Los esteroides comprenden: estrogenos, andrégenos, progestagenos, mineralocorticoides y
glucocorticoides. Los tres primeros son frecuentemente llamados “hormonas sexuales” cuya funcion
principal es la maduracion embrionaria, el desarrollo de las caracteristicas sexuales y el

mantenimiento de la funcion reproductiva (Watson y Miller, 2004).
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Figura 3. Los esteroides son un tipo de compuestos organicos que contienen una disposicién caracteristica
de cuatro anillos: tres anillos de seis carbonos (A, B, y C) y un anillo de cinco carbonos (D). En la
nomenclatura de la bioquimica de los esteroides, nos referimos a cada atomo de carbono con un nimero que
va del 1 al 21. Las sustancias derivadas de este nucleo poseen grupos metilo (-CH5) en las posiciones 10 y
13 que representan los carbonos 18 y 19, generalmente existe también una cadena hidrocarbonada lateral en
el carbono 17; la longitud de dicha cadena y la presencia de grupos hidroxilos, metilos o carbonilos determina
las diferentes estructuras de los esteroides (Imagen modificada de White, 2010).

1.1. Estrégenos y progesterona

Los estrégenos (término para “sustancia generadora de estro”) son producidos por los
foliculos ovaricos, desempefian un papel importante en el desarrollo de las caracteristicas sexuales
femeninas y participan en la regulacién del ciclo reproductivo. La estrona (E,), estradiol (E;) y estriol
(E3) son los principales estrogenos en el organismo (Figura 4). El E; y E4 se producen en las células
granulosas de los foliculos en desarrollo y el E; es el metabolito principal del E, En el inicio de la
pubertad el E, influye sobre la maduracién de los 6rganos reproductores (Utero, tubas uterinas,
cuello uterino y vagina) y permite la distribucion de la grasa corporal para producir el fenotipo
femenino. La E; tiene una potencia estrogénica que es aproximadamente la tercera parte del E;; es
el principal estrogeno circulante en la postmenopausia y se produce sobre todo a través de la
conversién de la androstendiona en los tejidos periféricos. ElI E; es significativamente menos
potente al E, y se encuentra en cantidades importantes durante el embarazo, ya que es el principal

estrégeno producido por la placenta (Finkel, Clark y Cubeddu, 2009).
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Figura 4. Los estrogenos son hormonas sexuales femeninas que se caracterizan quimicamente por poseer el
anillo A aromatico en su molécula, un grupo hidroxilo en el C3 y carecen del grupo metilo en el C10. La
estrona presenta un grupo cetona (=O) en el anillo D en el C17. El estradiol posee un grupo hidroxilo en la
posicion 17 y el estriol presenta dos grupos hidroxilos en el anillo D, uno en el C16 y otro en el C17,
presentando configuraciones a y B respectivamente (Imagen modificada de Ascenzi et al., 2006).

El E, es crucial para el desarrollo y diferenciacion celular y en organismos adultos para el
mantenimiento de la homeostasis (Bottner et al., 2014). Los estrégenos tienen varias funciones
metabdlicas, entre las que se incluyen efectos sobre el metabolismo del calcio y durante la pubertad
promueven el cierre de las epifisis de los huesos largos, que detienen el crecimiento 6seo. El E;
disminuye los niveles de colesterol, lo que reduce el riesgo de padecer enfermedades arteriales
coronarias (Watson y Miller, 2004). Generalmente durante su vida fértil la mujer esta protegida ante
enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas como depresion, ansiedad y demencia. Esta
proteccion disminuye después de la menopausia, sefialando una participacion significativa de los
estrogenos en la neuroproteccién y regulacién del estado de animo, ansiedad y cognicién.
Asimismo se ha descrito que participan en la modulacion de la actividad serotoninérgica a nivel de
sintesis, degradacion o recaptura del neurotransmisor (Soares, 2008; Aan het Rot et al., 2009).

La progesterona (P) es el progestageno natural que se produce en el cuerpo luteo, promueve
el desarrollo de un endometrio secretor que permite la implantacién de un embrion recién formado.
Tiene una amplia distribucion y se une a globulinas de corticoides y albumina (Watson y Miller,
2004). Ademas de funciones reproductivas, la P tiene funciones sobre el sistema nervioso central

(SNC) regulando la cognicion y el estado de animo (Brinton, 2008).

1.1.1. Biosintesis

Las hormonas esteroides se sintetizan a partir del colesterol. La via bioquimica para la
sintesis de esteroides se inicia desde el acetato, pasando por el mevalonato y escualeno hasta el
colesterol, éste penetra en la célula y se traslada hasta la mitocondria donde por accion de la
enzima desmolasa (enzima de “escision de cadena lateral”) convierte el colesterol en pregnenolona,

precursor comun de las hormonas esteroides (Figura 5).
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Figura 5. El diagrama muestra las vias mediante las cuales son sintetizados los principales grupos de
hormonas esteroideas a partir del colesterol (Imagen modificada de O’Riordan et al., 1988).
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La pregnenolona se traslada luego al reticulo endoplasmico liso circundante, donde por
accion de la 17a-hidroxilasa se produce la 17a-hidroxipregnenolona y posteriormente la enzima 33-
ol-deshidrogenasa la convierte en P. En las células de la granulosa del ovario, durante la fase
folicular, la pregnanolona sigue la via 17a-hidroxipregnanolona, deshidroepiandrosterona,
androstenodiona y testosterona. Esta tltima mediante el proceso de aromatizacion del anillo A por
accién de una aromatasa especifica, que conlleva la eliminacion del C19, se convierte en E,. En el
ovario, una pequena cantidad de E, se transforma en E;.

En la fase lutea persiste la secrecion de E, a partir de la produccion de androstendiona y
testosterona en las células tecales; los andrégenos difunden a las células de la granulosa, donde

sufren el proceso de aromatizacion correspondiente (O’Riordan et al., 1988).

1.1.2. Mecanismos de accion

Las hormonas esteroides actuan a nivel nuclear produciendo efectos genémicos y a nivel
membranal lo que da lugar a efectos no gendmicos. Los efectos gendmicos de las hormonas
esteroides se llevan a cabo de manera mas lenta que aquellos correspondientes al de las hormonas
peptidicas por lo que pueden tardar horas en expresarse. La especificidad de su accion esta
determinada por la interaccién de estas hormonas con los receptores especificos que residen en el
citoplasma de las células diana. Los estrégenos atraviesan la membrana y actuan a través de
mecanismos gendmicos por union con receptores nucleares de estrégenos (REs) REa y REB. Las
dos variantes del receptor de estrogenos (a y ) son codificadas por diferentes genes situados en el
cromosoma 6 (6g25.1) y en el cromosoma 14 (14g23.2), respectivamente (Bottner et al., 2014).
Ambos tipos de receptores se expresan en una amplia variedad de tejidos, aunque existen notables
diferencias en los patrones de expresion.

En la periferia, el REa se expresa en mayor proporcion en utero, estroma ovarico, glandulas
mamarias y hueso. El REB se expresa en vejiga, pulmones, intestinos, prostata, médula ésea,
corazon y rifiones (Jensen et al.,, 2010). En el SNC ambos REs se expresan en el area preoptica
medial del hipotalamo (MPN), amigdala medial posterodorsal (MeApd), nucleo del tracto solitario
(NTS) y nucleo de la estria terminal (BST). EI REa se expresa mayoritariamente en el nucleo
arcuato y en el nucleo ventromedial del hipotalamo (VMH); el REB en el nucleo supraquiasmatico,
hipocampo, corteza y cerebelo (Béttner et al., 2014). En el SNC, el mensajero (RNAm) de REa se
asocia a los efectos reproductivos de los estrégenos (McEwen, 1999; Couse et al., 2003). Mientras
que el RNAm para REP se asocia con sus acciones psicoactivas (Weiser et al., 2008). EI complejo
receptor-esteroide se une a fragmentos de ADN denominados elementos de respuesta a

estrogenos (ERE). Esta union afecta la transcripcion de genes que codifican una enorme variedad
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de proteinas: enzimas sintéticas y metabdlicas de neurotransmisores y neuropéptidos,
transportadores y receptores para neurotransmisores o factores de crecimiento y proteinas de
transduccién de senales.

Los efectos de tipo no gendmico de las hormonas esteroides sexuales ocurren rapidamente
a través de receptores membranales (Figura 6; Rubinow et al., 1998). Se ha observado que en
segundos las hormonas alteran la actividad eléctrica de las neuronas, siendo esto mediado por

receptores acoplados a proteinas G o modulando canales iénicos (Kelly et al., 1976).
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Figura 6. Accion de las hormonas esteroides. El E, se difunde a través de la membrana celular y se une a
receptores intracelulares. El complejo hormona-receptor es transportado al nucleo donde se une a ERE del
ADN vy activa la transcripcion del RNAm, la sintesis de proteinas y cambia el ritmo de la funcién celular. Los
mecanismos no gendmicos se han asociado a efectos rapidos de las hormonas y se inicia en la membrana o
en el citoplasma con la interaccion de la hormona con receptores que activan rapidamente vias de
sefializacion intracelular, incluyendo PI3K y MARK. Estos efectos no gendmicos modulan factores de
transcripcion (TF) y sus cofactores (Imagen modificada de Kerdivel et al., 2013).

Por otro lado, los receptores de progesterona (RPs) también se definen como factores de

transcripciéon activados por ligando que regulan la expresion de genes. Las dos isoformas de RPs
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(RP-A N-terminalmente truncado y RP-B) son los distintos productos de un solo gen localizado en el
cromosoma 11 (11g22-23). El RP-A es esencial para una adecuada funcion uterina y reproductiva,
mientras que el RP-B es necesario para el desarrollo de la glandula mamaria. A nivel de SNC,
ambas isoformas (RP-A y RP-B) se expresan en el hipocampo y en la corteza frontal (Brinton et al.,
2008).

1.2. Eje hipotalamo-hipofisis-ovario

El hipotalamo esta formado por un conjunto de cuerpos celulares o nucleos localizados en
la base del cerebro (Figura 7). Las neuronas hipotalamicas integran y coordinan patrones y
respuestas fisiologicas de naturaleza autondmica, endocrina y conductual para regular la
temperatura corporal, la funcién cardiovascular y secreciones hipofisarias (Valverde y Herrera,
1977).

Hipofisis

Figura 7. Los nucleos hipotalamicos integran informacién neural procedente de lugares cerebrales superiores
y coordinan numerosos procesos fisiologicos mediante células especializadas que producen y segregan
neurohormonas en la glandula hipdfisis. 1) nucleo preéptico, 2) nucleo paraventricular, 3) area hipotaldmica
anterior, 4) nucleo supradptico, 5) nucleo arcuato, 6) area dorsal hipotalamica, 7) ndcleo dorsomedial, 8)
nucleo ventromedial, 9) area hipotaldmica posterior, 10) cuerpo mamilar, 11) quiasma oéptico y 12) nervio
optico (Imagen modificada de Braunstein, 2011)

La hipdfisis (hypo; debajo y phycis; cerebro) esta integrada por dos partes. La parte frontal,
hipofisis anterior o adenohipdfisis, procede de los tejidos blandos del paladar superior y la hipdfisis

posterior o neurohipdfisis, que se desarrolla a partir de la base del cerebro. El hipotalamo se
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comunica con la hipdfisis a través de los axones de las células neuroendocrinas parvicelulares
localizadas en la eminencia media del hipotdlamo. Los axones se proyectan hacia el tracto
tuberohipofisario y terminan en los capilares primarios del sistema porta-hipofisario; un circuito
sanguineo en el que dos lechos de capilares- uno en el hipotalamo y otro en la adenohipdfisis-
estan conectados por una vena y donde los axones vierten sus productos. Estos productos se
designan genéricamente como factores liberadores —la hormona liberadora de tirotropina (TRH),
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), hormona liberadora de corticotropina (CRH),
hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH)- y una hormona inhibidora de la
hormona del crecimiento, conocida como somatostatina. Los factores liberadores segregados en el
plexo capilar primario del sistema porta se desplazan hacia el plexo secundario y se difunden por la
adenohipdfisis, donde alcanzan las células diana y actian estimulando o inhibiendo la liberacion de
hormonas tréficas de la adenohipdfisis.

Los axones procedentes de las neuronas magnocelulares del hipotalamo anterior, nucleo
supradptico (SON) y paraventricular (PVN) proyectan hacia el infundibulo, terminan en la
neurohipdfisis y producen dos neuropéptidos con actividad hormonal. La vasopresina u hormona
antidiurética (ADH) y la oxitocina sintetizadas en el aparato de Golgi de los cuerpos celulares
neurosecretores, son transportados por el axén y almacenadas en vesiculas en las terminales de
las células nerviosas de la neurohipofisis donde son liberadas en respuesta a un impulso neural
(Figura 8; Valverde y Herrera, 1977; O’'Riodan et al., 1988; Nelson, 2000).
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Figura 8. Sistema hipotalamico-hipofisario. El riego sanguineo de la eminencia media consiste en la arteria
hipofisaria superior cuyas ramificaciones forman el plexo capilar primario. Del plexo salen los vasos porta-
hipofisarios que terminan en la adenohipdfisis y vierten sus productos. Los axones de las neuronas
magnocelulares de los nucleos paraventriculares y supradpticos se extienden hacia el tallo de la
neurohipdfisis (Imagen modificada de Mendoza y Foundas, 2008).

La adenohipdfisis secreta seis hormonas tréficas fundamentales. Dos de ellas regulan la
funcion de la corteza suprarrenal y la tiroides. La hormona adrenocorticotropica (ACTH) controla la
produccién y la liberacion de hormonas de la corteza suprarrenal, la cual, a su vez, libera hormonas
glucocorticoides. La hormona estimulante tiroidea (TSH) incrementa la liberacién de hormonas
tiroideas y afecta el tamafio de la glandula.

En las mujeres, la hormona luteinizante (LH) estimula la liberacion de évulos y prepara la
pared uterina para la implantacion de un évulo fecundado. En los hombres, la LH estimula a las

células intersticiales de los testiculos para que produzcan testosterona. La hormona foliculo
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estimulante (FSH) estimula la secrecion de estrégenos en las mujeres y de testosterona en los
hombres. Influye también en la produccion tanto de 6vulos como de espermatozoides. La prolactina
favorece el desarrollo mamario y estimula la secrecién de leche en la lactancia. La hormona del
crecimiento (GH) actua en todo el organismo influyendo en el crecimiento de células y tejidos al
afectar el metabolismo de las proteinas (Rosenzweig, 2005).

La regulacion de la actividad gonadal hormonal y la funcién reproductiva esta a cargo del eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario, modulada en ciclos. En promedio, el ciclo reproductor en la mujer toma
alrededor de 28 dias en completarse y se divide en las fases: folicular, de la ovulacién y fase lutea.

En los mamiferos, los ovarios son una pareja de glandulas localizadas en la parte dorsal de
la cavidad abdominal. El ovario tiene tres subunidades funcionales: los foliculos, cada uno de los
cuales contiene un évulo en desarrollo; los cuerpos luteos; que son estructuras que evolucionan a
partir de los foliculos cuando el évulo es liberado; y un tejido de sostén, o estroma. Dentro del
ovario fetal hay epitelios germinales que se transformaran en foliculos primordiales. Los dos ovarios
de una nifia pueden contener medio milldbn de foliculos inmaduros y entre la pubertad y la
menopausia una mujer ovula aproximadamente 400 6vulos (Watson y Miller, 2004).

El ciclo ovarico comienza con una estimulacién por parte de las neuronas hipotalamicas
hacia la hipdfisis. El hipotalamo produce una liberacion pulsatil de GnRH que estimula a su vez la
liberacion de la FSH. La fase folicular dura aproximadamente entre 7 a 8 dias y se caracteriza
morfolégicamente por el crecimiento y desarrollo de foliculos primordiales bajo la influencia de dicha
hormona. Durante esta fase las gonadotropinas permanecen en niveles bajos de 3-20 mUI/ml. Los
primeros 3 o0 4 dias del ciclo los niveles de FSH son superiores a los de la LH, y después la FSH
desciende.

A medida que el évulo madura, el foliculo tiende a desplazarse dentro del estroma, y las
células foliculares aumentan en numero mediante division mitética. En torno a las células
foliculares, pero separadas de ellas por una membrana basilar, estan las células de la teca interna 'y
de la teca externa, las cuales segregan estrégenos. Los niveles de E, y E4 son bajos en esta fase
folicular temprana, sus concentraciones oscilan entre 20-200 pg/ml. Al tiempo que el évulo sigue
madurando, su membrana celular se rodea de una capa exterior llamada zona pelucida, en este
estadio de maduracion, se conoce a la célula como foliculo secundario. Se desarrolla un espacio
entre el 6vulo y las células epiteliales circundantes, conocido como antro, el cual se llena de liquido
antes de la ovulacion. A medida que el antro se dilata, el foliculo recibe el nombre de foliculo
terciario. Justo antes de la ovulacion, el foliculo alcanza su tamafio maximo y se denomina foliculo
graafiano o DeGraaf (Cabeza de Flores, 1977; Watson y Miller, 2004).

En la fase preovulatoria hay una elevacion de E, y E4, principalmente de E,, alcanzando

niveles entre 120-400 pg/ml. El incremento de E, genera una activacion en la adenohipdfisis y se

libera la LH. Los estrogenos normalmente suprimen la produccibn de gonadotropinas
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(retroalimentacion negativa) pero en este caso, el aumento en los niveles de E, provocan un
aumento en los niveles de la LH (retroalimentacion positiva).

La LH provoca la ovulacion, este momento es precedido en horas por una brusca elevacién
de la LH y de la FSH (60-200 mUI/ml y 4-35 mUI/ml respectivamente) en comparacion a sus niveles
foliculares. La ruptura del foliculo ocurre 16 a 24 horas después del pico maximo de
gonadotropinas, aproximadamente alrededor del dia 14 del ciclo. Los niveles de estrégenos
descienden hasta niveles de fase folicular temprana; al mismo tiempo se detectan niveles séricos
de P mayores de 1 ng/ml. Después de la ovulacion, el foliculo se convierte en cuerpo luteo («cuerpo
amarillo»), produciendo E,, pero sobre todo P y alcanza sus niveles maximos (3 ng/ml de suero) 6 a
7 dias antes del nuevo ciclo. Los niveles de E, se vuelven a elevar aunque sin llegar a los
observados durante el periodo preovulatorio. Los niveles de LH y FSH son ligeramente menores a
los de la fase folicular (4-25 mUIl/ml y 2-11 mUI/ml respectivamente), pero la LH siempre se
encuentra por arriba de la FSH, hasta el inicio del nuevo ciclo en que la relacién se invierte (Figura
9).

Mientras tanto, el évulo se introduce en una de las tubas uterinas y comienza su avance
hacia el utero. Si encuentra espermatozoides durante su viaje y es fertilizado, el cuerpo luteo es
mantenido por la gonadotropina coridnica. Los niveles de P permanecen elevados y el évulo
comienza a dividirse y varios dias después se fija en la pared uterina. La P mantiene la mucosa del
utero e inhibe la produccién de otros foliculos ovaricos. Si el évulo no es fertilizado o si se fertiliza
demasiado tarde como para desarrollarse lo suficientemente bien en el momento en el que llega al
utero, el cuerpo luteo se somete a un proceso conocido como lutedlisis, se degenera y es incapaz
de producir E, y P y finalmente es reemplazado por tejido cicatricial. Las arterias pequefas en el
revestimiento del Utero se contraen, cortando el oxigeno y los nutrientes, las células mueren vy el
revestimiento se desprende. En ese momento se inicia la menstruacién que dura de 4 a 5 dias
aproximadamente. Como la produccién de esteroides por el cuerpo luteo disminuye, la secrecién de
FSH aumenta, estimula el desarrollo de nuevo foliculos y el inicio de un nuevo ciclo menstrual
(Figura 9; Cabeza de Flores, 1977; Watson y Miller, 2004).

Pagina 21



| |
| |
} } LH HORMONAS
| | GONADOTROPINAS
| |
| |
| |
| |
| |
| |
|
|
| '\l-i—-h—;_,__‘_‘_l_'_'__‘_ =i
| | ——
| | ] /=« PROGESTERONA
| | ESTROGENOS # \
HORMONAS | | P \
OVARICAS I I
| |
| |
| |
P
e OO E® ©
DESARROLLO | | CUERPO LUTEO
FOLICULAR | | L :
| |
| |
|
37
36.5 TEMPERATURA
| | CORPORAL
| |
36 1 f f
1 Dias 14 28
. OVULACIC')N .
FASE FOLICULAR FASE LUTEA

Figura 9. El ciclo menstrual de la mujer comprende diferentes fases: folicular, ovulacion y lutea. Ocurre cada
28 dias aproximadamente. El hipotalamo segrega GnRH y estimula a la adenohipdfisis para liberar la FSH y
la LH. La primera induce la maduracién inicial de los foliculos en el ovario y la segunda induce la ovulacién.
Los estrogenos son segregados en abundancia por los foliculos en desarrollo. La ovulacién esta bajo la
influencia de la LH. ElI endometrio se engruesa para recibir al 6vulo fecundado, al no producirse la
fecundacion, se descama el tejido interior del utero y sucede la mentruacion (Imagen modificada de Jones y
Lopez, 1997).
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Il. PERIMENOPAUSIA
2.1. Definicion

La perimenopausia se define como el periodo de transicion a la menopausia caracterizado
por fluctuaciones en las concentraciones hormonales y por ciclos menstruales irregulares en la
mujer (Bastian et al., 2002). La menopausia se caracteriza por el cese permanente de la
menstruacion por mas de doce meses, secundaria a la pérdida de la actividad ovarica. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001) sefiala que la perimenopausia se presenta entre los
45-50 afnos de edad y termina un afo después de la ultima menstruacion. La duracién media de la
perimenopausia se estima que es de 4 afos aproximadamente, pero existen variaciones
individuales en la duracion de esta fase que van de 0 a 11 afios (Schmidt et al., 2009).

Durante la perimenopausia los ovocitos se someten a un agotamiento acelerado, el ovario
se vuelve menos sensible a la estimulacion de gonadotropinas, lo que conduce a un eventual cese
de la ovulacion y cambios significativos en los niveles hormonales. Los niveles de E, permanecen
estables o tienden a aumentar en el inicio de la perimenopausia. En contraste, durante la
perimenopausia tardia, la secrecion de E, disminuye de forma importante y la E; se convierte en el
principal estrégeno circulante. Disminuye la liberacién de la GnRH y P y con ello la foliculogénesis.
Debido a que disminuye la produccién de estrogenos por los ovarios, la adenohipdfisis aumenta la
produccion de FSH y sobrevienen irregularidades en el ciclo menstrual (Soules et al., 2001).

Los criterios clinicos aceptados para el diagnostico de la perimenopausia son: un cambio en
la duracion del ciclo menstrual de mas de 7 dias y un incremento notable en el flujo de la
menstruacion. Debido a que durante la perimenopausia existen variaciones en los niveles de FSH,
se acepta que la edad y la irregularidad de los ciclos menstruales conjuntamente con la

sintomatologia constituyen la base del diagndstico (Bastian et al., 2002).

2.2. Sintomas clinicos

2.2.1. Sintomas vasomotores

Las hormonas gonadales tienen influencia en los mecanismos de termorregulacién en el
hipotalamo a través de la serotonina y la norepinefrina (Utian, 2005). La disminucién de estrogenos
en la perimenopausia produce sintomas vasomotores en el 60-90% de las mujeres (bochornos y
sudoracion nocturna) que pueden persistir hasta por 5 afios (Brenner, 1988). Existe una correlacién
alta entre los bochornos y alteraciones en el suefio en la primera mitad de la noche, el insomnio en

mujeres perimenopausicas ocurre hasta en el 40%.
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2.2.2. Ansiedad

La ansiedad es una reaccion emocional ante situaciones que implican peligro para la
supervivencia del organismo y cuya funcion adaptativa es la defensa. La ausencia de miedo ante
una situacién peligrosa podria significar un riesgo si no se inician conductas de proteccion. Sin
embargo, la ansiedad puede convertirse en patolégica cuando se produce sin que exista un peligro
real, o cuando la reaccion excede en intensidad o frecuencia a la situacién objetiva de peligro. En
tales circunstancias, la ansiedad se percibe como un estado emocional altamente aversivo que,
lejos de facilitar el comportamiento adaptativo, lo interfiere y perturba (Vila, 2009).

Los trastornos de ansiedad pueden ser muy diversos. Segun el sistema de clasificacion
DSM-IV-R (Diagnostic and Statistical Manual for mental disorders), se distinguen once trastornos de
ansiedad: 1) fobias especificas; 2) agorafobias; 3) fobias sociales; 4) trastorno de panico; 5)
ansiedad generalizada; 6) trastorno obsesivo-compulsivo; 7) estrés postraumatico; 8) estrés agudo;
9) trastorno de ansiedad debido a enfermedad médica: sintomas intensos de ansiedad que se
consideran secundarios a los efectos fisioldgicos directos de una enfermedad subyacente; 10)
trastorno de ansiedad inducido por sustancias; 11) trastorno de ansiedad no especifico.

Los cambios hormonales en la perimenopausia pueden dar origen a episodios de ansiedad
(Parry, 2008). Por ello, se ha sefialado que el periodo perimenopausico promueve un incremento de
la susceptibilidad a los sintomas psiquiatricos, que es de origen multifactorial, e involucra de
manera importante cambios neuroenddécrinos subsecuentes a la disminucién de la concentraciéon de
estrogenos (Rasgon et al., 2002; Flores-Ramos y Ontiveros-Uribe, 2008).

Los trastornos de ansiedad tienen una incidencia poblacional del 5% que puede aumentar
hasta un 10% en mujeres mayores de 40 afios y ser de mayor severidad en mujeres peri y
menopausicas (Tangen y Mykletun, 2008). Se caracterizan por intranquilidad, temor, angustia,
taquicardia, entre otras. Este padecimiento deteriora la calidad de vida, y generalmente se presenta
de forma comoérbida con otras psicopatologias como depresion, abuso de sustancias y de la
alimentacion (Hollander et al., 2008). Las mujeres post-menopausicas muestran menor
concentracién sérica de 5-HT respecto a mujeres en edad fértil (Blum et al., 1996), y en esta etapa
hay una reduccioén en la concentracion de estrégenos lo que senala su participaciéon en el estado

afectivo.
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2.2.3. Alteraciones cognoscitivas

Los procesos cognoscitivos como la atencién, la memoria y el aprendizaje permiten la
adaptacion al medioambiente y la supervivencia. Las funciones cognoscitivas pueden variar
individualmente por diversos factores y el hipoestrogenismo de la perimenopausia se asocian a
alteraciones cognoscitivas y aumento del riesgo de demencia (Henderson, 2008, OR 1.67;
Fernandez-Martinez, 2008). Las mujeres mayores de 40 anos sufren un deterioro cognoscitivo que
puede aumentar después de los 60 afos (Greendale et al., 2009). La Ovx en roedores reduce el
numero de neuronas hipocampales, que se recuperan después de un tratamiento crénico con E,
(Azcoitia et al., 1998). Asimismo, E, recupera la transmision colinérgica, mediadora de la funcién de
memoria, promoviendo el aumento en la sintesis y actividad de la acetilcolin-transferasa, y de la
captura de colina por neuronas presinapticas (McEwen, 1997). Lo que sugiere, que la pérdida de
estrogenos promueve el deterioro en las conexiones sinapticas que participan en la memoria y el E;

restaura la plasticidad cerebral.

2.2.4. Alteraciones de la sexualidad

La perimenopausia puede relacionarse también con cambios en el deseo sexual. Los
cambios hormonales pueden afectar de manera negativa el funcionamiento sexual en la mujer, ya
sea de manera directa al causar dolor por resequedad vaginal (dispareunia) o indirectamente
debido a que el sentimiento de bienestar se ve afectado a su vez por estrés, ansiedad, sintomas

vasomotores e insomnio (Avis y Green, 2011).

2.3. Terapia de reemplazo hormonal

La terapia de reemplazo hormonal (TRH) se indica para el tratamiento de los sintomas de la
perimenopausia, en mujeres histerectomizadas y en la post-menopausia. Los estrogenos equinos y
los derivados de E, son los mas utilizados para TRH (Warren, 2007). Un preparado oral de
estrogenos conjugados que contiene ésteres de sulfato de estrona mas equilina (obtenida de la
orina de yeguas prenadas) se utiliza de forma habitual como tratamiento restitutivo hormonal. Los
estrogenos sintéticos, como el etinilestradiol (EE), experimentan un metabolismo de primer paso
menos completo que los esteroides naturales, razon por la cual son eficaces en administracién por
via oral a dosis mas bajas (Finkel, Clark y Cubeddu, 2009).

La TRH produce acciones benéficas sobre bochornos, lubricacion vaginal, deseo sexual,
metabolismo de lipidos y dseo, asi como sobre irritabilidad, ansiedad, cognicion y estado depresivo

(Parry, 2008). Sin embargo, un gran numero de estudios describen un mayor riesgo de efectos
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adversos, como el cancer asociado a las TRH de largo plazo y eventos tromboembdlicos
(Tchaikovski y Rosing, 2010).

La TRH estrogénica actual altera el equilibrio hemostatico lo que puede conducir a un
estado de hipercoagulabilidad, que favorece la trombogénesis (A van Hylckama et al., 2009). El
sistema hemostatico es muy complejo y sensible que involucra el balance entre los procesos
procoagulantes y anticoagulantes sanguineos en donde participan numerosos factores. El tiempo
de coagulacion sanguinea es un parametro que nos indica la actividad de los factores involucrados
en la formacion del coagulo. Los estrégenos naturales como el E,, participan en el balance bajo
condiciones fisioldgicas. Sin embargo las dosis farmacoldgicas empleadas de estrogenos sintéticos
utilizados en la TRH alteran el proceso hemostatico, produciendo un desbalance lo que puede
conducir a efectos procoagulantes potencialmente trombogénicos. (Tchaikovski y Rosing, 2010). Se
ha descrito que los estrogenos aumentan los niveles de factores procoagulantes, como el factor de
Hageman (XII), fibrinégeno (factor 1), factor VIIl y dos proteinas dependientes de la vitamina K;
protrombina (factor Il) y el factor VII. Los estrogenos sintéticos también disminuyen las proteinas
anticoagulantes incluyendo la antitrombina Il y plasminégeno (Gordon et al., 1980; Owens et al.,
1986; Meade et al., 1990). La asociacion entre la utilizacion de preparados hormonales orales y
eventos tromboembdlicos se describié por primera vez en 1961, cuando una enfermera tomo altas
dosis de estroégenos sintéticos y desarrolld6 embolia pulmonar (Jordan, 1961). Estos primeros
informes parecen sugerir que el potencial trombdtico de compuestos hormonales se relaciona con
su alto contenido de estrégenos de 50 ug o dosis mayores.

En la década de 1970, se emplearon los anticonceptivos orales de baja dosis, que contenian
35 ug de etinilestradiol. En 1990, se desarrollaron las progestinas androgénicas (desogestrel,
gestodeno y norgestimato) que contienen formulaciones aun mas bajas de etinilestradiol (20-25 ug).
Las progestinas de ultima generacién tienen menos efectos androgénicos que las progestinas
tradicionales (noretisterona y levonogestrel). Sin embargo, en una serie de estudios, se han
asociado estos nuevos compuestos con un aumento en enfermedades tromboembdlicas (Jick et al.,
2000).

Los eventos tromboembdlicos pueden dar origen a desérdenes cardiovasculares con una
incidencia anual mayor del 20% (Abdollahi et al., 2003). El aumento del riesgo de trombosis venosa
es de 2 a 4 veces en mujeres postmenopausicas que utilizan TRH de estrégenos solos o con
progestagenos (Maturana et al., 2007), que pueden dar lugar a incapacidad o muerte si se complica

con embolismo pulmonar (Cushman et al., 2004).
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2.4. 17B-aminoestréogenos (17B-AEs)

Los 17B-aminoestrogenos (17B-AEs) son un grupo de estrogenos sintéticos que poseen una
modificacion del nucleo esteroide en la posicion C17, en la cual se sustituye un hidroxilo por un
grupo amino (Figura 15; Lemini y Canchola, 2009). Los 17B-AEs se han sintetizado desde E; y la
amina primaria correspondiente (Lemini et al., 1993). El resultado de esta reaccién es la obtencion
de la correspondiente imina que se reduce con borohidruro de sodio permitiendo la obtencién del
17B-AEs requerido (Figura 10).

80-90°C N(CH,)n-OH
+ H,N(CH,),OH + NaBH.
_
Estrona
HN(CH,)n-OH

Prolame: n=3
Butolame: n=4
Pentolame: n=5

17B-AEs

Figura 10. Sintesis y estructura de los 173-AEs (Imagen modificada de Lemini et al., 1993).

Los 17B-AEs producen efectos anticoagulantes prolongados en roedores, que contrastan
con los efectos procoagulantes que produce el E, y otros estrogenos utilizados en la TRH
convencional y que son potencialmente trombogénicos. En la rata y el ratdn los 173-AEs aumentan
el tiempo de coagulacion total, alteran las concentraciones de fibrinégeno y tienen influencia sobre
algunos parametros hemostaticos (Garcia Manzano et al., 2002; Lemini et al., 2005b).
Adicionalmente este grupo de aminoesteroides tienen la capacidad de inhibir la agregacion
plaquetaria y producir efectos antitrombicos en el raton (De la Pena et al., 1993, 1994; Gonzalez et
al., 2009).

Los 17B-AEs producen disminucién de la LH, efectos uterotréficos débiles, inducen la
sintesis de receptores de P en la hipdfisis anterior y estimulan la conducta sexual femenina
(lordosis) en la rata Ovx (Jaimez et al., 2000; Lemini et al., 2005a; Lemini y Canchola, 2009). Sus

efectos estrogénicos estan mediados por REs mostrando diferencias en la afinidad para REa y RE
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como agonistas parciales (Jaimez et al., 2000). Adicionalmente el 173-AE prolame tiene efectos
ansioliticos, incrementa la expresion de la enzima nNOS en el hipocampo (CA1, CA2/3 y giro
dentado), muestra efectos sobre funciones cognitivas (aprendizaje espacial y memoria) y restaura
la pérdida de espinas dendriticas causada por un déficit de estrogenos (Nissen et al., 2012). Estas
caracteristicas y la carencia de efectos protrombéticos sugieren que los 173-AEs podrian constituir
una alternativa a la TRH para mujeres perimenopausicas, en especial para aquellas con

predisposicion a eventos tromboembdlicos.
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lll. CONDUCTA SEXUAL DE LA RATA HEMBRA

Las hormonas relacionadas con la maduracién de los évulos también afectan al SNC de diversas
formas. Los cambios neurales resultantes influyen en la conducta de tal manera que incrementan la
probabilidad de apareamiento y en ultima instancia el éxito en la produccion de prole. Por ello, la
conducta de apareamiento esta estrechamente asociada a la ovulacién y tiene lugar cuando es
mas probable la fertilizacion satisfactoria de los évulos. La conducta sexual femenina se define
como todas las conductas necesarias y suficientes para alcanzar la fertilizacion de los gametos
femeninos (6vulos) por parte de los espermatozoides. En modelos animales, principalmente en la
rata hembra, se ha establecido la relacion entre la secrecién hormonal y la conducta sexual, asi

como los mecanismos involucrados (Nelson, 2000).

3.1. Ciclo estral en la rata

Los roedores presentan un ciclo estral caracterizado por cuatro estadios: metaestro o diestro
I, diestro Il, proestro y estro. El ciclo esta bajo el control del eje hipotalamo-hipofisis-ovario y los
cambios vaginales en los tipos de células que se observan durante cada fase correlacionan con los
cambios ovaricos (Figura 11). La fase de metaestro o diestro | se caracteriza por una disminucién
en el numero de células cornificadas y por la presencia de leucocitos, tiene una duracién de 24
horas y comienzan a desarrollarse nuevo foliculos. La fase de diestro Il tiene una duracién de 24
horas, se caracteriza por la presencia de unas pocas células epiteliales nucleadas, leucocitos y
desaparecen las células cornificadas.

El estadio siguiente se caracteriza por la abundancia de células epiteliales nucleadas y una
reduccion en el numero de leucocitos. A esta fase se le conoce como proestro vaginal y dura
aproximadamente 12 horas; coincide con el desarrollo folicular maximo, la ovulacion y con el inicio
de la conducta de apareamiento.

El estro vaginal se mantiene aproximadamente 36 horas, se caracteriza por la presencia de
células cornificadas, ocurre después de la ovulacién y corresponde con la formacion del cuerpo
luteo (Nelson, 2000). Long y Evans (1922) describieron la caracterizacion de la conducta sexual de
las ratas hembra relacionada con su citologia vaginal. La conducta de apareamiento solo se
observa cuando el frotis vaginal presenta abundancia de células epiteliales nucleadas; en otras
palabras, el estro conductual coincide con el proestro vaginal. Los investigadores establecieron que
las concentraciones altas de estrogenos durante el dia de proestro inducen estro conductual, y la

estimulacion de la conducta sexual femenina en la rata.
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Figura 11. Ciclo estral de la rata (Imagen modificada de Nelson, 2000).

Una hembra experimenta ciclos de cuatro a cinco dias, si la hembra no recibe estimulos de
apareamiento, o éstos son insuficientes, los cuerpos luteos sufren regresion poco después de
formarse y no segregan suficiente P para construir el endometrio uterino que ha de mantener la
gestacién. Las penetraciones multiples conservan la funcion de los cuerpos luteos para que asi los
ovulos fertilizados puedan implantarse en la pared uterina (Nelson, 2000).

Si el apareamiento es estéril y la hembra no queda prefiada, los cuerpos luteos contintan
siendo voluminosos durante 14 dias antes de la regresion. Dado que todo ello provoca una serie de
cambios fisioldgicos que recuerdan a los de la gestacién, este estado de la funcién sostenida de los
cuerpos luteos se conoce como pseudogestacion. Durante la gestacion o la pseudogestacion, los
ciclos de estro estan suspendidos.

El estimulo sensorial producto de las penetraciones estimula la secrecién de prolactina
desde la adenohipdfisis en pulsos caracteristicos que se producen dos veces al dia. La prolactina
secretada de este modo preserva los cuerpos luteos durante unos 10-12 dias (Gunnet y Freeman,
1981) después de lo cual, éstos persisten hasta el final de la gestacion sin la ayuda adicional de la
prolactina en caso de que haya ocurrido la fertilizacion y la implantacion. Los roedores no tienen
fases luteinicas funcionales si no se aparean, lo que asegura un pase rapido a la fase de estro. La
rata hembra no puede quedar prefiada si no recibe estimulos de apareamiento o si éstos son
insuficientes.
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3.2. Patrones conductuales

Para comprender con mayor detalle el modo en que los estrégenos y progestagenos estan
relacionados con la conducta, los investigadores han dividido conceptualmente la conducta sexual
femenina en tres componentes: a) atractividad, b) proceptividad y c) receptividad. A través de estas
conductas la hembra mantiene proximidad con el macho e incrementa la probabilidad de una
interaccion sexual (Beach, 1976).

La atractividad se define como la habilidad que tiene una hembra para atraer a un macho
con el fin de llevar a cabo la cépula, a través de componentes conductuales y no conductuales. Las
sefales quimicas forman los estimulos base de la atractividad femenina. Las hormonas
relacionadas con la ovulacion también intervienen en la atractividad de las hembras. En general, los
estrogenos intensifican las sefales quimicas que forman los estimulos base (e.g., las sefiales
quimiosensoriales que emanan de las secreciones vaginales y urinarias en proestro) de la
atractividad femenina. En muchas especies de mamiferos los machos huelen y lamen la vagina y
los genitales externos de las hembras antes de la cépula, siendo mucho mas probable que los
machos adopten esta conducta con las hembras en proestro; de esta forma el macho identifica
tanto el sexo como el estado reproductivo en que se encuentra la hembra. Una manera de poner a
prueba la atractividad de las hembras es separandola del macho mediante una barrera permeable
(a olores y sonidos) y midiendo el tiempo que el macho permanece proximo a la hembra. En esta
situacioén, los machos siempre estan mas tiempo con las hembras en estro (Beach, 1976).

Las conductas proceptivas comprenden todas las actividades apetitivas mostradas por las
hembras. En otras palabras, la proceptividad esta indicada por una o varias conductas sexualmente
solicitas que inician la unién sexual, pero no es, en si misma, la conducta copulatoria y refleja el
estado motivacional subyacente de una hembra. Se han utilizado algunas medidas conductuales
para evaluar la proceptividad de la hembras, éstas incluyen: a) movimientos de alta frecuencia de
las orejas (en realidad, el movimiento rapido de la cabeza provoca la sensacion de que las orejas
se mueven) b) pequefios brincos que la hembra realiza con sus cuatro patas, c) carreras cortas en
forma de zig-zag que terminan abruptamente con una postura agazapada y d) emisiones de
sonidos ultrasonicos (Beach, 1976; Erskine, 1989).

La receptividad es la fase consumatoria de la conducta de apareamiento y puede definirse
como aquellas reacciones femeninas necesarias y suficientes para la copula fértil. En los roedores
la receptividad se caracteriza por la postura del reflejo de lordosis (curvatura de la columna
vertebral) que se produce en respuesta a la estimulacion tactil del macho. Durante la lordosis, la
hembra arquea la espalda, levanta la cabeza y desvia su cola para permitir la penetracion del

macho (Figura 12); a falta de esta postura el macho no podra copular satisfactoriamente. La
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hembra mantiene la posicion de lordosis durante algun tiempo después de que el macho haya
desmontado (Beach, 1976).

Figura 12. La lordosis constituye la postura receptiva de la hembra (Imagen modificada de Snoeren et al.,
2013)

El reflejo de lordosis es dependiente de las hormonas gonadales presentes durante el
proestro; E; y P. En la rata, se han identificado diferentes grados de lordosis de acuerdo a la
clasificaciéon propuesta por Hardy y DeBold (1971). La evaluacién se basa en el grado de inclinacion
de la columna de la rata. Cuando no se observa ninguin cambio en la posicion normal de la hembra
ante la monta de un macho, se habla de un grado O y esto indica la ausencia de receptividad
sexual. En el grado 1 de lordosis se observa una ligera flexiéon de la columna vertebral; el grado 2
se observa cuando la rata presenta un arqueamiento del dorso, cabeza, las patas delanteras
colocadas ligeramente hacia adelante y las patas traseras enderezadas; y el grado 3 se distingue
por un arqueamiento pronunciado de columna, cabeza y cola de la rata, lo que facilita la intromisién
(Figura 13).
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2 puntos ; 3 puntos

Figura 13. Diferentes grados de lordosis de acuerdo a la clasificacion de Hardy y DeBold (1971).

3.3. Control neural de la conducta sexual

Los animales estan constituidos por: 1) sistemas sensoriales, 2) un sistema integrador (SNC)
y 3) sistemas efectores, como los musculos. Las hormonas no causan los cambios conductuales
per se, pero si influyen sobre estos tres sistemas de modo que, en el contexto social o conductual
apropiado, sea mas facil que estimulos especificos provoquen ciertas respuestas. Las hormonas
pueden alterar las capacidades sensoriales haciendo que aumente la percepcioén de los estimulos
ambientales que normalmente provocan la conducta. Si éste fuera el caso, la hembra podria oler e
identificar mas facilmente a un macho sexualmente experto. EI SNC esta también afectado por los
cambios enddcrinos relacionados con la fase de proestro. La motivacion, atencién y percepcion de
las hembras cambian en relacién a los niveles de esteroides sexuales. Por ultimo, dado que los
efectores también resultan alterados por las hormonas, también cambia el modo en que una
hembra se mueve y reacciona a los estimulos. Las hormonas pueden afectar a cualquiera de esos
componentes, o a todos, e influyen sobre la conducta (Nelson, 2000).

Tal como se describidé previamente, los esteroides pueden estimular la produccion de otros
tipos de receptores (Figura 14). Niveles altos de E, pueden activar la sintesis de receptores de
progesterona (RPs). Esto explica en parte el efecto de los estrogenos sobre el reflejo lordético en
ratas hembra. Las areas de mayor densidad de células que concentran E, y P estan situadas en
MPN, VMH, MHN vy varias regiones limbicas. Después de ligarse a los receptores nucleares del

hipotalamo y otros lugares, el complejo receptor-estrogeno afecta la transcripcion del ADN.
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Después de unas horas, los estrégenos causan cambios electrofisioldgicos y sobre la frecuencia de
la tasa de disparo de las neuronas hipotalamicas, especialmente de las neuronas de activacién

lenta de esta region (Blaustein y Feder, 1979).

Hipotdlamo

Oxido Nitrico sintasa
%eceptor de progesterona

Receptor adrenérgico al \
\ Conducta

Receptor muscarinico ——=
E,— Sexual

Receptor de opioides 7 st
>~
REB Receptor de oxitocina %
\

Receptor GnRH e

REa

Prostaglandina-D Sintasa

Figura 14. Receptores expresados en el hipotalamo cuya transcripcion se ve afectada por el E, (Imagen
modificada de Pfaff, 2008).

Pfaff (2008) y sus colegas han estudiado la sensibilidad de la respuesta de lordosis a los
esteroides (E, y P) para trazar mapas de los centros neurales que intervienen en esta conducta. Su
modelo se basa en la idea de que varios médulos neurales, secciones especificas del sistema
nervioso, funcionan juntos para mediar la respuesta lordética (Figura 15). Se ha observado que
ratas con lesiones bilaterales del VMH no muestran lordosis, aun tratadas con E, y P. Por lo
contrario, la estimulacion eléctrica del nucleo facilita la conducta sexual femenina, lo que pone de
manifiesto que el VMH es fundamental para la respuesta de lordosis (Pfaff y Sakuma 1979).

Lesiones en el MPN causan un incremento en la respuesta lordética y disminuyen las
conductas proceptivas; la estimulacion eléctrica del MPN inhibe la lordosis, lo que ha sugerido que
ésta area tiene un papel importante en la regulacién de conductas proceptivas, pero un efecto

inhibitorio en la receptividad sexual (Yang y Clements, 2000).
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Figura 15. Mddulos neurales que controlan la respuesta lordética de la rata (Imagen modificada de Pfaff,
2008).

Los axones del VMH descienden hasta la sustancia gris periacueductal (PAG) del
mesencéfalo, zona que ha sido implicada en la conducta sexual femenina. Pfaff y Sakuma (1979)
encontraron que la estimulacién eléctrica de la PAG facilita la lordosis en ratas hembras y que la
lesion la interrumpe. Esta regién recibe estimulos procedentes del hipotalamo y otras partes del
cerebro y proyectan axones a la formacion reticular medular del tronco del encéfalo. Esta area del
rombencéfalo controla las neuronas motoras para los musculos del fondo de la espalda, que son
fundamentales para la lordosis, y también integra informacion sobre la postura y correcciones sobre
la marcha.

El estimulo inicial procedente de los 6rganos vestibulares y de los propioreceptores
existentes en todo el cuerpo es necesario para mantener una postura rigida y hacer correcciones
de la misma con objeto de sostener el peso del macho durante la monta (Nelson, 2000). El estimulo
sensorial relevante entra en el SNC durante el apareamiento via receptores cutaneos de las ijadas.
La informacién procedente de los receptores cutaneos estimulados y de las neuronas sensoriales
sensibles a la presion, penetra en la médula espinal y es enviada a la formacion reticular medular.
Esta via que va hacia el tronco del encéfalo, donde estan localizadas las neuronas motoras que
controlan los musculos implicados en la lordosis, es necesaria para que ésta se produzca. La

conexién de esta region troncoencefalica con las fibras descendentes de la PAG hace posible la
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lordosis solo cuando las neuronas mesencefalicas y las células del VMH dispongan de las
hormonas esteroideas sexuales E, y P (Nelson, 2000).

El E, interactia con los diferentes sistemas de neurotrasmisores y neuropéptidos localizados
en las areas cerebrales implicadas en el control de la receptividad sexual y activa RPs en el
hipotalamo (Micevych y Sinchak, 2007).

El sistema opioide enddgeno agrupa en tres familias: endorfinas, encefalinas y dinorfinas.
Los péptidos opioides se unen a tres tipos de receptores denominados mu (), delta (8) y kappa (k).
El receptor de opioides mu (MOP) y delta (DOP) se expresan en el MPN y su activacion inhibe la
lordosis (Eckersell et al., 1998; Wiesner y Moss, 1984). El E, induce la activacién rapida de MOP en
el MPN que dura por lo menos 30 horas. Esta activacion coincide con la fase de no-receptividad
seguida de la inicial administracion de E, Las hembras tratadas con E, no son receptivas hasta 30
horas después del tratamiento (Eckersell et al., 1998). La actividad de MOP en el MPN es
importante para integrar informacion gonadal que regula el tiempo de receptividad sexual. Esta
inhibicion se mantiene hasta que la P desactiva el MOP. Ambos MOP y DOP en el MPN inhiben la
lordosis (Micevych et al., 2002).

La oxitocina es una hormona y un neuropeéptido sintetizada en las células nerviosas
magnocelulares en el nucleo supradptico y paraventricular, donde es transportada a lo largo de los
axones de las neuronas hipotalamicas hasta sus terminaciones en la neurohipofisis. Actua en las
glandulas mamarias causando la secrecion de la leche y sobre la dilatacion cervical previa al
parto. El E; aumenta los niveles de oxitocina y la expresién de sus receptores en el MPN e
hipotalamo basal medial (Caldwell, 1989; Jirikowski et al., 1988). La oxitocina en conjunto con el E,
y el tratamiento de E; mas P, facilita el reflejo lordético (Schulze y Gorzalka, 1991).

La serotonina (5-HT) juega un papel importante en la actividad sexual. Los tratamientos que
disminuyen su concentracién, a su vez incrementan el reflejo de lordosis en la rata. La activacién
del receptor 5-HT,4 parece facilitar la eyaculacion en el macho, pero inhibe la proceptividad y
receptividad en la hembra (Snoeren et al, 2013). El ndmero de receptores 5-HTqs es
significativamente mas bajo en hembras receptivas que en machos y hembras en diestro. Este
receptor se expresa en el VMH, MPN, PAG y en el nucleo de rafe. El aumento de 5-HT seguido de
estrés, inhibe la lordosis a través del receptor 5-HT 4. Los receptores 5-HT, y 5-HT; incrementan la
lordosis (Mendelson, 1992). ElI E, aumenta la expresion de estos receptores y disminuye la
actividad del receptor 5-HT 4 (Snoeren et al., 2013).

El hipotalamo tiene muchas neuronas dopaminérgicas, especialmente en el nucleo arcuato y
paraventricular. La dopamina (DA) facilita el reflejo de lordosis cuando se administra al principio del
tratamiento con E,, indicando una poderosa interaccion entre DA y E; e inhibe el reflejo de lordosis
cuando se administra después del tratamiento estrogénico (Micevych y Sinchak, 2007). La DA
también facilita las conductas proceptivas e inhibe la proceptividad al mismo tiempo (Everitt et al.,
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1974). Los receptores Dsa y Dy, inducen la lordosis, mientras que los receptores D, D; y D, la
inhiben. Diversos estudios sugieren que la DA media los aspectos heddnicos del encuentro sexual
(Micevych y Sinchak, 2007).

La norepinefrina (NA) actua a través de la familia de receptores adrenérgicos (ay B). La NA
inhibe y facilita la lordosis dependiendo del estado hormonal de la hembra y del subtipo de receptor
activado. El receptor as-adrenérgico se expresa en la region anterior del VMH y el E, regula su
expresion. La activacion de este receptor facilita la lordosis. El receptor a,-adrenérgico expresado
en MPN posee un efecto inhibitorio sobre la receptividad (Micevych y Sinchak, 2007).

La activacion del sistema colinérgico facilita la receptividad sexual. Los receptores
muscarinicos Mj; expresados en el MPN y VHM facilitan la respuesta lordética. La acetilcolina (ACh)
actua sobre la lordosis a través del VMH y PAG (Dohanich y Clemens, 1981). El E, regula la
expresion del receptor muscarinico M; en el hipotalamo. La administracion de un agonista selectivo
del receptor NMDA facilita la lordosis y un antagonista la inhibe. El glutamato facilita la lordosis en
el MPN y la inhibe en el hipotalamo medio (Gargiulo et al., 1992).

El E, incrementa la expresion de oxido nitrico (ON) en el hipotalamo y areas involucradas
con la lordosis (Garcia-Juarez et al., 2012). El E; induce la sintesis de ON que actua para liberar la
LH y facilitar el reflejo de lordosis, ademas de que el ON media la accién de GnRH, glutamato,
oxitocina y receptores ay.adrenérgicos (Micevych y Sinchak, 2007; Gonzalez-Flores, 2008).

La complejidad en los mecanismos de accion involucrados en la interaccién del E, con
sistemas de neurotransmisores y neuropéptidos en las areas cerebrales responsables de la
regulacion del comportamiento sexual en la rata hembra nos muestra la importancia del
mantenimiento de niveles adecuados de esta hormona para la funcionalidad del SNC. El modelo
de lordosis ha constituido una herramienta de gran utilidad para el estudio de los circuitos
sefialados anteriormente.

Aproximadamente de los 9-12 meses de edad la rata progresa de los ciclos regulares de
estro a ciclos irregulares, y finalmente se establece una fase conocida como diestro continto que se
caracteriza por una disminucién significativa en los niveles de estrogenos. En esta fase de ciclos
irregulares las ratas presentan infertilidad y disminucién de la actividad sexual (Chakraborry y Gore,
2004).

Si bien la rata hembra de mediana edad o vieja es un modelo 6ptimo para el estudio de las
alteraciones conductuales asociadas con un declive hormonal, que reflejan un estado similar a la
perimenopausia, la transicién desde la fase de ciclos regulares hasta la de diestro continio puede
durar varios meses, por lo que el modelo mas utilizado en el laboratorio para estudiar dichas
alteraciones conductuales, es la rata ovariectomizada. La ovariectomia (Ovx) en ratas adultas de 3-
4 meses de edad induce cambios fisioldgicos y conductuales parecidos a los que sufren las mujeres
en proceso de envejecimiento, como aumento de la temperatura y peso corporal, disminucién de la
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conducta sexual, pérdida de la masa dsea y alteraciones conductuales en modelos de depresion,
ansiedad y memoria (Flores-Ramos y Martinez-Mota, 2012). El tratamiento hormonal con
estrogenos o estrogenos mas P revierte tanto las alteraciones reproductivas como los déficit

conductuales causados por la Ovx (Lemini y Canchola, 2009; Nissen et al., 2012).

Pagina 38



IV. TRABAJO DE INVESTIGACION

4.1. Planteamiento del problema

La deficiencia de estrogenos en la perimenopausia produce cambios fisioldgicos y
psicolégicos. La TRH revierte dichos sintomas; sin embargo, un gran numero de estudios clinicos
describen efectos adversos relacionados con su uso, como el cancer y eventos tromboembdlicos.
Esto indica la necesidad de desarrollar alternativas terapéuticas que tengan los mismos efectos
benéficos, pero sin los riesgos mencionados.

Los 17B3-AEs ejercen efectos similares a aquellos causados por el E,, pero con una potencia
mas baja (Lemini et al., 1998) y poseen efectos anticoagulantes prolongados (Garcia y Manzano et
al., 2002; Lemini et al., 2005b). Sin embargo aun no se tienen datos de los efectos de otros
compuestos relacionados con los 17B3-AEs como son sus precursores iminoderivados. En el
presente estudio se evaluo en ratas el efecto estrogénico, ansiolitico y sobre tiempo de coagulacion
del 17B-iminoestrogeno de etolame 17B-[hidrox, etilimina]-1, 3,5 (10)-estratien, 3-ol) (IETA). Estos
estudios pretenden conocer el perfil farmacolégico de este grupo de esteroides y contribuir al

desarrollo de agentes estrogénicos de mayor seguridad y especificidad para la TRH.

4.2. Hipétesis

Si los 17B-AEs tienen efectos de tipo estrogénico, ansiolitico y prolongan el tiempo de
coagulacion, es probable que la imina 173-[hidroxi, etilimina]-1, 3,5(10)-estratrien-3-ol (IETA)
compuesto estructuralmente relacionado con los 17B3-AEs sea capaz de manifestar efectos
estrogénicos (aumentando el peso uterino en ratas prepuberes e induciendo la receptividad sexual
en ratas Ovx), ansioliticos y prolongar el tiempo de coagulacidon sanguinea o no producir efectos

procoagulantes.

4.3. Objetivo general

Evaluar los efectos de IETA de tipo: estrogénico, especificamente sobre peso uterino y
receptividad sexual, ansiolitico y explorar sus efectos sobre tiempo de coagulaciéon sanguinea en

ratas hembras hipoestrogénicas.

4.3.1. Objetivos especificos

1) Evaluar los efectos de tipo estrogénico de IETA utilizando:
1.1 Como marcador bioldgico el peso uterino en ratas prepuberes

1.2 La receptividad sexual en la rata Ovx
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2) Evaluar el efecto ansiolitico de IETA en la rata Ovx utilizando como modelo el Laberinto
Elevado en Cruz.
3) Hacer una estimacion exploratoria del efecto del tratamiento con IETA sobre la

coagulacion sanguinea en la rata Ovx comparando con E;.

4.4. Material y método

4.4.1. Reactivos

El 17B-estradiol (Ey; 1, 3,5 (10)-estratien-3, 17B-diol), estrona (E4; 1, 3,5 (10)-estratien-3, 17-
ona), benzoato de estradiol (BE; 1, 3,5 (10)-estratien-3, 17(3-diol 3-benzoato) y progesterona (P;
Pregn-4-ene-3,20-diona) se obtuvieron de Sigma Chemical (St. Louis, MO).

El 17B-[hidroxi, etilimina]-1, 3,5(10)-estratrien-3-ol (IETA), se sintetiz6 de acuerdo a los
meétodos descritos en la literatura (Figura 16; Imscher, 1961). La ruta sintética consistio en la
reaccion de 2 g de E;con 20 g de p-hidroxy-etilamina en agitacién durante 30 minutos a una
temperatura de 80- 90 °C. La identidad de la imina IETA se establecié mediante la comparacion de

sus constantes fisicas (Imscher, 1961) y mediante métodos espectroscopicos (IR, RMN, EM).

H- C-CH,- OH
80-90°C

+ HZN(CHz)ZOH

Estrona Imina de etolame
IETA

Figura 16. Sintesis y estructura del 17B-[hidroxi, etilimina]-1, 3,5(10)-estratrien-3-ol) IETA (Imscher, 1961).

4.4.2. Sujetos

En este trabajo se utilizaron ratas hembras prepuberes (21 dias de edad, 30-40 g), ratas
hembras y machos adultos (200-250g) de la cepa Wistar provenientes del bioterio de la Facultad de
Medicina, UNAM. Los animales se alojaron en condiciones estandar de bioterio. Las ratas
prepuberes bajo condiciones de ciclo luz/oscuridad normal y las ratas adultas bajo ciclo

luz/oscuridad invertido (12 x 12 horas, las luces se apagaron de 8.00 h a 20.00 h). Se mantuvo una
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temperatura de 22-25 °C y los animales recibieron alimento (Purina Chow) y agua ad libitum
durante todos los experimentos. El cuidado y manejo de los animales se hizo de acuerdo a la

Norma Oficial Mexicana para Animales de Experimentacion (NOM-062-Z00-1999).

4.5. Procedimiento

4.5.1. Evaluacion del efecto uterotroéfico

Se utilizaron ratas Wistar hembras prepuberes que fueron marcadas de manera individual
para su identificacién mediante pequenas muescas hechas en el borde de las orejas siguiendo la
clave empleada en el laboratorio. Se distribuyeron en base a un arreglo de cuadrados latinos,
basados en el peso corporal y se formando 14 grupos de 8-10 animales cada uno.

Se asignaron los diferentes tratamientos al azar y se les administré por via subcutanea a las
9.00 h durante 3 dias consecutivos, una administracion por dia, las siguientes dosis: el grupo
control recibié 1.2 ml/kg/dia de vehiculo (V, aceite de maiz). Para E, e IETA se utilizaron ocho y
cinco grupos respectivamente y a cada grupo se les administré una de las siguientes dosis: E,
(=0.1, 1, 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/kg) e IETA (= 1.3, 6.7, 13, 55y 110 pg/kg).

Al cuarto dia los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se hizo una incision
longitudinal en el abdomen para la diseccion de los cueros uterinos de la rata. El utero se coloco en
papel filtro para eliminar el liquido intraluminal y el exceso de grasa. Se colocé cada utero un una
caja previamente pesada para obtener el peso uterino humedo. Posteriormente los uteros fueron
colocados en una estufa a 35 °C durante 24 horas y pesados nuevamente para obtener el peso
uterino seco. Los pesos uterinos se expresaron en miligramos y se reportan en promedio + error

estandar de la media.

4.5.2. Ovariectomia

Todas las ratas hembras adultas de 8-9 semanas de edad y 200-250 g de peso corporal
fueron sometidas a ovariectomia bilateral con el fin de eliminar la principal fuente de estrogenos y
manejar condiciones de hipoestrogenismo. Para la cirugia, las ratas fueron anestesiadas con
Pentobarbital sédico (35 mg/kg, i.p.); se utilizd sutura quirdrgica absorbible (Atramat) para suturar
el musculo y sutura de seda (triple cero, Atramat) para la piel. Las ratas permanecieron en el
bioterio del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la UNAM durante 3
semanas después de la cirugia con ciclo nictameral invertido 12/12 h y alimentadas con purina

chow y agua ad libitum, para recuperacion en espera de tratamiento.
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4.5.3. Evaluacion del efecto de IETA sobre la conducta sexual de la rata hembra

Paradigma 1: Administracién unica

Se utilizaron 125 ratas Wistar Ovx divididas en 16 grupos de 6-10 animales cada uno. Los
esteroides se disolvieron en aceite de maiz como vehiculo y fueron administrados por via
subcutanea (s.c.) a las 8.00 h. El grupo control recibié 1.2. ml/kg/dia. Para E,, benzoato de estradiol
(BE) y para el compuesto IETA se emplearon cinco grupos por compuesto y a cada grupo se les
administré una de las siguientes dosis: E, (=0.3, 3, 30, 60, 300 ug/kg), BE (=0.4, 4, 40, 80, 400
Ma/kg) e IETA (=27, 55,110, 220, 440 pg/kg). Después de 24 h, se administré a todos los grupos 4-5
mg/kg de P y 4-5 hrs después se evalud la respuesta lordética de las hembras.

Para la evaluacion de la conducta sexual se utilizd un redondel de acrilico (60cm de
diametro X 40 cm de altura), una cama base de aserrin, un foco de luz roja (40W) y un cronémetro.
Para medir la receptividad sexual, cada hembra se colocé en el campo de prueba con un macho
sexualmente vigoroso (previamente entrenado y que se aclimaté en el aserrin durante 3 min antes
de la prueba). Se les permitié a los machos montar a las hembras 10 veces o por 10 minutos. El
numero de respuestas lordoticas (levantar la cabeza, arquear la espalda y mover la cola a un lado)
por parte de las hembras fueron registradas. Por cada hembra, se calculé un cociente de lordosis
(CL) que se defini6 como: numero de lordosis/nimero de montas X 100 como medida de

receptividad sexual.

Paradigma 2: Tres administraciones

El esquema de tres administraciones se utilizé debido a que para llevar a cabo la prueba de
ansiedad se requiere un tratamiento subagudo de tres administraciones como minimo para poder
detectar dichos efectos. Asi este esquema nos permitid conocer el efecto subagudo de IETA sobre
la conducta sexual.

Se utilizaron 60 ratas Wistar Ovx divididas en 9 grupos de 5-8 animales. Los esteroides
fueron disueltos en V y administrados por via subcutanea (s.c.) a las 8.00 h durante 3 dias
consecutivos, una administracion por dia. El grupo control recibié 1.2. mi/kg/dia de V. Para IETA se
emplearon ocho grupos y a cada grupo se les administré una de las siguientes dosis: =3.3, 6.7,
13.7, 27, 55, 110, 220, 440 pg/kg. En el cuarto dia se les administré a todos los grupos 4-5 mg/kg
de P y 4-5 hrs después se evaluo el despliegue de lordosis en las hembras utilizando machos

sexualmente vigorosos, para cada hembra, se calculd el CL como se indico previamente.
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4.5.4. Prueba de laberinto elevado en cruz (LEC)

El laberinto elevado en cruz (LEC) es un modelo que se basa en el miedo natural de los
roedores a los espacios abiertos (Handley y Mc Blane, 1993; Fernandez-Guasti et al., 1999). Este
modelo no involucra aplicacion de dolor, ni procedimientos de condicionamiento, por lo que es
considerado un modelo etologico (Handley y Mc Blane, 1993). El modelo se basa en exponer a los
roedores a un laberinto que consta de dos brazos abiertos (BA) y dos con paredes elevadas de 40
cm de alto que aportan proteccion y se denominan brazos cerrados (BC). Ambos brazos tienen 50 x
10 cm cada uno y se encuentran colocados en una plataforma de 50 cm de altura; los cuatro brazos
se encuentran conectados por un cuadro central de 10 x10 cm. De forma natural los roedores
entran a los BC y evitan los BA. Los ansioliticos, como el diazepam, el clordiacepoxido y el
alprazolam, aumentan el tiempo de permanencia de los roedores en los BA, lo que se considera un
efecto de tipo ansiolitico (Handley y Mc Blane, 1993). Algunos agentes hormonales como la P, la
alopregnanolona y los estrogenos son ansioliticos en el LEC (Lund et al., 2005; Walf y Frye, 20053;
2005b).

Se utilizaron 35 ratas Ovx, divididas en cuatro grupos de 8-10 animales. Los esteroides
fueron disueltos en V y administrados por via subcutanea (s.c.) a las 8.00 h durante 3 dias
consecutivos, una administracion por dia. El grupo control recibié 1.2. ml/kg/dia de V, el grupo de E,
recibié 25 ug/kg y para IETA se emplearon dos grupos (55, 110 ug/kg). En el cuarto dia a las 8.00 h
se hizo la evaluacion de la ansiedad utilizando el LEC.

El laberinto se limpié antes de que cada rata fuera evaluada. Al comienzo de la prueba, las
ratas se colocaron en el centro del laberinto con la cabeza hacia un brazo abierto y se les permitié
la libre exploracién durante 5 minutos. En este periodo se evalué: el tiempo de permanencia en BA
y BC, asi como el numero total de cruces a los BA y BC (Fernandez-Guasti et al., 1999). La captura
y el procesamiento de los parametros conductuales se obtuvo a través del Software OAVIdReg®
2013 Version 11.0.0.
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Figura 17. Prueba de Laberinto elevado en cruz (LEC) después de tres administraciones consecutivas de
diferentes dosis de IETA y E,, realizado durante la fase de oscuridad.

4.5.5. Valoracion del efecto de IETA sobre la coagulacion sanguinea la rata

La evaluacién del efecto sobre el tiempo de coagulacion se llevd a cabo por el método de
microhematocrito (Mandoki et al., 1983, 1991; Rubio-Pdo et al., 1983, 1985, 1990; Lemini et al.,
1993). Se utilizaron 23 ratas Wistar Ovx, divididas en cuatro grupos de 5-7 animales. Los esteroides
fueron disueltos en V y administrados por via subcutanea (s.c.) a las 9.00 h durante 3 dias
consecutivos, una administraciéon por dia. El grupo control recibié 1.2. ml/kg/dia de V, el grupo de E,
recibioé 25 pg/kg y para IETA se emplearon dos grupos (55, 110 ug/kg).

Transcurridos 48 h después de la ultima administracion se determin6é el tiempo de
coagulacion. La cola de cada animal se sumergido en agua a 37°C durante 60 segundos y
posteriormente se hizo una incision en la punta de donde se tomd la muestra de sangre (25 pl) con
un capilar no heparinizado. En ese momento se accion6é un cronémetro y el capilar se deposito
sobre una base de madera en forma de triangulo invertido que se inclind en un angulo de + 60°
para permitir que la muestra de sangre se desplazara entre 2 marcas del capilar separados por una
distancia de 5 cm. El crondmetro se detuvo cuando la muestra de sangre dejo de fluir a lo largo del

capilar registrando el tiempo transcurrido.
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4.6. Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias entre los grupos se estimé por un analisis de
varianza (ANOVA) y para establecer la significancia de las diferencias con respecto al grupo control
se aplicé la prueba Post Hoc correspondiente para cada caso en particular (Tukey, Fisher). Los
resultados se consideraron significativos cuando el valor de p fue mayor a 0.05 y se expresaron
como la media + el error estandar de la media (eem). Los analisis se realizaron en el programa
SigmaPlot® Version 12.0 (Copyright© 2011-2012) y las dosis efectivas medias (DEs) se calcularon

a partir de los datos de las curvas dosis-respuesta utilizando el programa OriginPro® Version 8.0.
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V. RESULTADOS

5.1. Efecto uterotréfico de IETA en ratas prepuberes. Curvas dosis-respuesta.

El imino estrogéno IETA produjo efectos uterotréficos en las ratas prepuberes. La Figura 18
muestra un aumento dosis dependiente significativo (p<0.05 vs vehiculo) en el peso uterino de ratas
prepuberes tratadas con diferentes dosis de IETA y E,. La respuesta maxima y la dosis efectiva

media (DEsq) de cada compuesto se obtuvieron de las curvas dosis-respuesta (Véase Tabla 2).
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Figura 18. Curvas dosis-respuesta del efecto de IETA sobre el peso uterino humedo (A) y seco (B) de ratas
prepuberes. Como controles se utilizaron el estradiol (E;) y vehiculo (V, aceite de maiz). Cada punto
representa la media + error estandar de 8-10 animales. *p<0.05 vs vehiculo.

IETA fue mas eficaz al presentar una respuesta mayor (Emax de 138 mg £+ 5 de peso
uterino humedo); con respecto a la Emax de E, que fue de 103 mg + 17. La DEs, de IETA fue 12
Mg/kg, demostrando mayor potencia que E, (20 ug/kg). Los resultados indican que IETA exhibe una

potencia y eficacia uterotrofica mayor a la del E;,
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Tabla 2. Efecto maximo, DEsp y potencia relativa de IETA comparado con E; en el peso uterino humedo y
seco de ratas prepuberes.

Peso uterino humedo Peso uterino seco
Emax DE5, Potencia Emax DEs, Potencia
Grupo (mg * eem) (pg/kg) relativa (%) (mg*eem) (pg/kg) relativa (%)
Vehiculo 2240 0 0 440 0 0
E. 103+5 20 100 20+1 12 100
IETA 138+17 12 169 42+6 13 90

Emax: promedio maximo del peso uterino (mg)
DEso: dosis del compuesto para producir el 50% del peso uterino (ug)
Potencia relativa: (DEsc de E2)  x 100

(DEsy de IETA)

5.2. Paradigma 1: Efecto de IETA sobre la conducta sexual de la rata Ovx. Curva dosis-
respuesta con administracion unica.

La Figura 19 muestra el efecto de la administracion unica de E, BE, IETA y el grupo control
sobre la receptividad sexual de ratas Wistar Ovx. Todos los esteroides y la posterior administracion
secuencial de P facilitaron la respuesta lordética de manera significativa (p<0.05 vs V). La
respuesta maxima y la dosis efectiva media (DEsy) de cada compuesto se obtuvieron a partir de la
curva dosis-respuesta y a partir de la DEsq se determiné la potencia relativa de cada compuesto con
respecto al E, (Véase Tabla 3). BE tuvo la eficacia mas alta como facilitador de la receptividad
sexual en la rata Ovx con una respuesta maxima de cociente de lordosis (CL) del 81%, seguido de
IETA conun CL del 76% y E, el cual tuvo la eficacia mas baja de un CL 45%.

La DEs, de BE fue de 4 ug/kg, mostrando ser mas potente que E, e IETA (7.6 y 129 ug/kg
respectivamente). Los resultados indican que IETA exhibe una potencia estrogénica menor a la del

E, para inducir la receptividad sexual en ratas Ovx.
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Figura 19. Curva dosis-respuesta del efecto de la administracion unica de IETA, BE y E, sobre la receptividad
sexual de ratas Ovx. Cada punto representa la media + error estandar de 8-10 animales. *p<0.05 vs vehiculo.

Tabla 3. Efecto maximo, DEsy y potencia relativa de E,, IETA y BE en la receptividad sexual.

Grupo Emax DEs, Potencia
(CL + eem) (ng) Relativa (%)
Vehiculo 0 0 0
E 45+17 7.6 100
BE 81+10 4 185
IETA 76+16 129 5.8

Emax: valor promedio maximo de CL%
DEsq: dosis del compuesto para producir el 50% del CL (ug)
Potencia relativa: (DEsq de Ey) X 100

(DEsy de BE o IETA)
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5.3. Paradigma 2: Efecto de IETA sobre la conducta sexual. Curva dosis-respuesta con 3
administraciones.

El efecto de 3 administraciones consecutivas de diferentes dosis (=3.3, 6.7, 13.7, 27, 55,
110, 220, 440 ug/kg) de IETA sobre la receptividad sexual se observa en la Figura 20. La respuesta
maxima de IETA (100 % CL) se observo a la dosis 55 y 110 ug/kg; las dosis mayores no
modificaron la respuesta, por lo que estas dosis fueron elegidas para la evaluacion de los efectos

de IETA sobre ansiedad que se sefala en el siguiente apartado.
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Figura 20. Curva dosis-respuesta del efecto de 3 administraciones de IETA sobre la receptividad sexual en
ratas Wistar Ovx. Cada punto representa la media + error estandar de 5-6 animales *p<0.05 vs vehiculo.

5.4. Evaluacion del efecto ansiolitico de IETA

Se llevd a cabo la prueba de LEC para evaluar el efecto ansiolitico de IETA comparado con
el que produce E; en ratas Ovx. Los grupos tratados con E, (=25 ug/kg), IETA (55 pg/kg y 110
Mg/kg) mantuvieron un tiempo de permanencia en BA de 38, 43 y 45% respectivamente, que fueron
significativamente mayores que los observados en el grupo control (V= 24%; Figura 21, A).
Consecuentemente el tiempo de permanencia de los diferentes grupos de ratas Ovx en BC fue
como sigue: E; 30%, IETA (55 pg/kg) 35% e IETA (110 pg/kg) 28% contrastando con el grupo
control que permanecio el 46% de tiempo en BC (Figura 21, B).
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Figura 21. Efecto ansiolitico de IETA en el laberinto elevado en cruz. Los valores representan la media + error
estandar de los porcentajes de tiempo que los animales permanecieron en los brazos abiertos (A), en brazos

cerrados (B) y el numero de cruces a brazos abiertos (C) y cerrados (D) durante 5 minutos. *p<0.003,
**p<0.002.

El ANOVA mostré diferencias significativas entre los grupos (Fizs1) = 5.79, p<0.003). La
prueba Post Hoc (Tukey) reveld que el tiempo de permanencia en los BA fue significativamente
mayor en el grupo de E, y los dos grupos de IETA con respecto al grupo control (Figura 21, A).
También se encontraron diferencias significativas en el tiempo de permanencia en los BC
(F331)=6.05, p<0.002). La prueba Post Hoc revel6 que el grupo control paso mas tiempo en los BC

(figura 21, B). EI ANOVA no mostré diferencias significativas en el numero total de cruces a BA 'y
BC (Figura 21, Cy D).
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5.5. Efecto de IETA sobre el tiempo de coagulacion sanguinea de la rata Ovx

En el esquema de tres administraciones que se llevé a cabo en los modelos anteriores se
exploraron los efectos de IETA (55 pg/kg y 110 ug/kg) sobre el tiempo de coagulacion de los
animales tratados comparado con los efectos que produce E, (=25 ug/kg). Los resultados muestran
que la tendencia en los tiempos de coagulacién de las ratas Ovx tratadas con IETA con respecto a
E, es opuesta ya que el E, disminuye el tiempo de coagulacién, mientras que IETA lo aumenta. Sin
embargo el analisis de ANOVA aplicado a los datos de los tiempos de coagulacién sanguinea de
los diferentes grupos no mostré diferencias significativas entre ellos (F319=0.246, p=0.863) ver
Figura 22.
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Figura 22. Tiempo de coagulaciéon sanguinea de los diferentes grupos de ratas Ovx tratadas con: E, (=25
Mag/kg), IETA (55 pg/kg y 110 pg/kg) evaluado a las 48 horas después de la ultima administracion. Los datos
se presentan como la media + error estandar.
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VI. DISCUSION

Los cambios hormonales en la mujer son una condicion constante desde la pubertad hasta
la menopausia, debido a la ciclicidad hormonal. La funcién ovarica va disminuyendo con el tiempo,
dando lugar a la menopausia que indica el final de la vida fértil de la mujer. Durante la transicion a
la menopausia, se presentan una serie de sintomas fisioldgicos y psicolégicos asociados a un
declive hormonal. Para disminuir estos sintomas actualmente se utilizan TRHs que consisten
principalmente en la administracion de estrégenos sintéticos o la combinacién de estrégenos-
progestagenos. Aunque esta terapia resulta util, sus efectos procoagulantes y cancerigenos limitan
su uso clinico. Para ello se esta trabajando en la sintesis de compuestos derivados del E, que
tengan los mismos efectos benéficos pero que carezcan de los efectos adversos previamente

mencionados.

En el presente estudio se realiz6 la evaluacion del efecto estrogénico de IETA utilizando
como marcador biolégico el peso uterino. El utero es un érgano blanco para los estrogenos y sus
efectos tréficos son necesarios para mantener la funcién reproductiva. ElI E, aumenta la
proliferacion, crecimiento y diferenciacion de las células que componen el tejido uterino
(endometrio, miometrio, epitelio luminal, etc.) ciclicamente, a través de la activacién de sus REs en
estos sitios que permiten la transcripcién de genes. En ausencia de estrégenos, el utero inicia un
proceso de adelgazamiento y atrofia que puede revertirse con la administracion de compuestos que
poseen actividad estrogénica (Evans, 1941). Teniendo en consideracién esta informacion, nuestros
resultados indican que IETA posee actividad uterotréfica monitoreado a través del incremento del
peso uterino en ratas prepuberes. La potencia del efecto uterotrdpico fue mayor a la que exhibe E,,
hecho que no se observa con la administracién de otros 17B3-AEs cuya potencia uterotropica es muy
baja. Los trabajos de Jaimez et al. (2000) y Lemini et al. (2005) han reportado que la serie
homéloga de los 17B-AEs (prolame, butolame y pentolame), cuya diferencia estriba en el
sustituyente en C17 del esteroide -N-[CH,]n-OH, poseen una potencia estrogénica menor a la del E,
en ratas Ovx jOvenes y en ratas y ratones prepuberes o inmaduros. En estos trabajos se sefala
que el incremento de cada metileno en la cadena del grupo amino-alcohol disminuye la potencia
estrogénica en esta serie de 17B-AEs. IETA posee en su estructura quimica dos atomos de carbono
centrales en la cadena [=N-[CH,],-OH] (Figura 19). Esta diferencia estructural de un atomo menos
que prolame [-N-[CH,]5-OH] probablemente favorece la interaccion con los receptores estrogénicos
y aumenta su potencia estrogénica. Las dosis 13, 55 y 110 pg/kg producen efectos uterotroficos

significativos.
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Jaimez et al. (2000) han demostrado que los 17B-AEs tienen afinidad por receptores
intracelulares de estrogenos, pero esta afinidad es menor que la del E,. Teniendo en consideracion
estos antecedentes, se podria esperar que IETA mostrara mayor afinidad por el receptor
intracelular de estrégenos que los 17B3-AEs debido a que su potencia fue mayor. Sera necesario
determinar estos efectos mediante ensayos de competencia de union y particularmente con el REaq,
debido a que este receptor se ha asociado al efecto proliferativo de E, en mama y utero (Walf et al.,
2011).

Los resultados del presente estudio mostraron ademas las propiedades estrogénicas de
IETA a nivel de SNC. La administracion unica de E,, IETA y BE en conjunto con P fueron capaces
de inducir la respuesta lordética en ratas Ovx jovenes. La respuesta maxima de IETA fue del 76%
CL, resultando ser mas eficaz que el E; (45% CL). Sin embargo, la DEs, de IETA fue mayor que la
del E; (129 pg y 7.6 pg respectivamente), es decir, IETA tiene una potencia baja en comparacion
con E,. EI BE mostré una potencia y eficacia mayor a la de IETA 'y E, Las dosis 55, 110, 220 y 440
Mg/kg de IETA producen efectos significativos sobre la receptividad sexual en ratas Ovx jovenes.

Bajo el mismo esquema de administracion utilizado en el experimento del efecto uterotréfico,
se realizé una curva dosis-respuesta del efecto de IETA con tres administraciones. Las dosis 27,
55, 110, 220 y 440 ug/kg de IETA producen efectos significativos sobre la receptividad sexual. El
tratamiento con tres administraciones de IETA en conjunto con P aumento la eficacia de este
compuesto como facilitador de la receptividad sexual (100% CL). Se sugiere que este tratamiento
subagudo probablemente incrementa la produccion de RPs en el hipotalamo, lo cual aumenta
considerablemente la efectividad de P y por lo tanto la de IETA (Micevych y Sinchak, 2007).

Nuestros resultados indican que la administracion de IETA en conjunto con la P facilita la
receptividad sexual en ratas Ovx. La eficacia de IETA sugiere que podria estar activando las
diferentes areas del SNC relacionadas con el control de la motivacién sexual y en consecuencia
facilitar las respuestas de placer, preferencia y acercamiento hacia la pareja sexual eventual. La
regulacion de la conducta sexual femenina, se debe a dos mecanismos distintos, el primero de ellos
es la via gendmica, este tipo de efectos se centran principalmente en el VMH; sin embargo, ademas
de estos mecanismos, las hormonas pueden regular la conducta sexual a través de la via no
genomica, en la que se consideran los efectos de las hormonas en la neurotransmision
dopaminérgica, mediante el receptor D1y en la neurotransmision GABAérgica, mediante el receptor
GABA,. Estos efectos se presentan con mayor frecuencia en al area tegmental ventral (VTA, por su
siglas en inglés; Frye, 2001).

El E, potencializa la liberacion dopaminérgica a través de mecanismos gendmicos que
incluyen la sintesis y modulacion de receptores y a través de mecanismos no gendémicos que
modifican la actividad del transportador de dopamina (DAT, por sus siglas en inglés; Watson et al.,
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2006). El DAT es una proteina de tipo simporte que regula la recaptura de dopamina del espacio
sinaptico y es el principal mecanismo propuesto para terminar la neurotransmision dopaminérgica.
Mediante experimentos de hibridacién in situ se ha detectado la presencia del ARNm de este
transportador en el VTA y en la sustancia negra del cerebro de rata (Torres et al., 2003). Las
modificaciones en el estado de fosforilaciéon de DAT por proteinquinasas causan alteraciones en su
funcién. Se sabe que el E, activa proteinquinasas incluyendo PKA, PKC, PI3K que afectan las
funciones de DAT, bloqueando el proceso de recaptura de dopamina y en consecuencia
prolongando la presencia del neurotransmisor en el espacio sinaptico (Alyea y Watson, 2009). El
papel de la dopamina en el comportamiento sexual esta asociado al aumento de la excitacién y
activacion motora que permite la busqueda de la pareja sexual (Numan e Insel, 2003).

En el VTA la P facilita la lordosis a través de su rapida conversion a alopregnanolona (3a,
5a-THP). La 3a, 5a-THP activa el receptor GABA, y prolonga la duracion de apertura de canales de
CI', esto conduce a un aumento en la duracion del potencial postsinaptico inhibitorio (Frye et al.,
2006). La inhibicion del metabolismo de P a 3a, 5a-THP en el VTA reduce la lordosis en ratas Ovx
tratadas con E, y P (Frye, 2001). La 3aq, 5a-THP es la mas eficaz para facilitar e inducir la lordosis
(Frye et al., 2006). A través de estos y otros mecanismos las hormonas gonadales aumentan la
motivacion sexual, promueven respuestas de solicitud y receptividad en la rata hembra.

Futuras investigaciones seran necesarias para determinar los mecanismos de accion
genomicos principalmente en el VMH y no gendmicos de IETA y P en el VTA sobre la conducta

sexual en ratas Ovx jovenes.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que IETA es capaz de revertir la ansiedad
causada por la Ovx en ratas Wistar jovenes de manera similar al E,. Las dosis utilizadas 55y 110
Mag/kg tuvieron efectos significativos respecto al grupo control, estos grupos permanecieron mas
tiempo en los BA del LEC sefalando un efecto ansiolitico especifico. Durante estos experimentos
los animales tratados no presentaron modificaciones de su actividad locomotora (niumero de cruces
a brazos abiertos y cerrados).

Los estrégenos influyen en los sistemas implicados en la fisiopatologia de los trastornos
afectivos (Aan het Rot et al., 2009). Estudios en modelos animales indican que el E, posee efectos
ansioliticos. Las hembras en proestro se muestran menos ansiosas, justo cuando los niveles de E,
son altos, en comparacion con las hembras en diestro (Frye, 2000). La Ovx disminuye la
concentracion de los niveles de E, y P, incrementa la ansiedad y conductas depresivas; sin
embargo la administracion de E,, P o sus metabolitos revierten estos efectos (Bernandi et al.,
1989).

Walf y Frye (2005b) demostraron que la administracion subcutanea de moduladores
especificos de receptores de estrogenos (MSRE) como el diarilpropionitrilo (DPN) que posee mayor
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afinidad por el REB produce efectos ansioliticos y antidepresivos en ratas Ovx comparado con el
MSRE que posee mayor afinidad por el REa denominado PPT. Estos resultados indican que las
acciones del E, para producir efectos ansioliticos involucran preferentemente al REB. Asimismo, la
administracion subaguda de E, en las dosis 5-10 ug, provoca un efecto ansiolitico y antidepresivo
bajando los niveles de corticoesterona en la rata Ovx (Walf y Frye, 2005a).

Los sistemas de neurotransmisores monoaminérgicos (serotonina, noradrenalina vy
dopamina) desempefan un papel importante en la fisiopatologia de la ansiedad. El E, altera la
biosintesis y metabolismo de la serotonina, regula el numero de receptores serotoninérgicos en
hipocampo, amigdala y corteza frontal (Amin et al., 2005; Osterlund et al., 2000) y modula la
actividad de la enzima triptéfano hidroxilasa (Pandaranandaka et al., 2006). Las mujeres post-
menopausicas muestran menor concentracion sérica de 5-HT respecto a las mujeres en edad fértil
(Blum et al., 1996), lo que implica una reduccion en la concentracion de estrogenos y sefiala su
participacion en el estado afectivo.

El sistema GABAérgico esta involucrado en la regulacion del miedo y la ansiedad, y es
sensible a cambios hormonales. En animales Ovx se reducen los niveles de GABA, el numero de
receptores GABAérgicos en el cerebro, y promueven conductas tipo ansiedad, que se recuperan
con tratamiento estrogénico (Canonaco et al., 1993). IETA posee un efecto ansiolitico, por lo tanto,

podria estar utilizando mecanismos de accién semejantes a los que utiliza el E,,

. Estos resultados (sobre receptividad sexual y ansiedad) se llevaron a cabo utilizando ratas
de tres meses de edad que fueron Ovx para simular cambios fisioldgicos y conductuales parecidos
a los que sufren las mujeres en proceso de envejecimiento. Los efectos del tratamiento con
estrogenos sintéticos en ratas Ovx jévenes difieren de aquellos causados en ratas Ovx de mediana
edad o viejas. Estos cambios no se deben simplemente a un déficit hormonal, también disminuye la
expresion de ambos receptores REa y REB (Yamaguchi y Yuri, 2014). La edad en que se realiza la
Ovx parece ser un factor importante para determinar el efecto de un tratamiento hormonal. Se
propone evaluar los efectos estrogénicos y ansioliticos de IETA en ratas de mediana edad o viejas

que reflejan un estado fisiolégico parecido al que sufren las mujeres en proceso de envejecimiento.

Los resultados obtenidos sobre el tiempo de coagulacion sanguinea por la administracion de
IETA en los animales tratados no mostraron diferencias significativas entre los grupos. Estos
experimentos muestran una tendencia de IETA de aumentar el tiempo de coagulacién y el E, de
manera contraria disminuirlo, indicando que no produce efectos protrombicos. Es necesario
aumentar el numero de sujetos en cada grupo y evaluar el efecto de IETA sobre la coagulaciéon

sanguinea a diferentes tiempos después de la ultima administracion (24, 48 y 72 horas).

Pagina 55



El perfil farmacologico que ha sido estudiado en este trabajo de tesis abre numerosas
posibilidades para estudiar a IETA y este grupo de iminas esteroidales sustituidas en C17,
principalmente profundizar en sus mecanismos de accién a nivel de SNC. Adicionalmente se
propone iniciar estudios sobre proliferacion de células tumorales. Estos estudios contribuyen al

desarrollo de agentes farmacolégicos de mayor especificidad y seguridad para la TRH.
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2)

3)

4)

VIl. CONCLUSIONES

IETA posee efectos estrogénicos evidenciados por su accion uterotréfica en ratas

prepuberes. Su eficacia y potencia estrogénica es mayor que la de E;,

IETA induce la receptividad sexual en la rata Ovx. Esto ultimo indica que IETA ejerce efectos
directos sobre el SNC. Su eficacia estrogénica es mayor, pero su potencia es menor que la
de E2.

IETA posee un efecto de tipo ansiolitico evidenciado por el incremento significativo del
porcentaje de tiempo de permanencia de los animales tratados en los brazos abiertos del
LEC.

IETA no produce efectos procoagulantes en la rata Wistar Ovx.
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