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1.- RESUMEN

Se realiz6 una prueba preclinica para un ungiento vaginal experimental propuesto para uso
humano. Se utilizaron 18 conejas adultas de descarte, que fueron ovariectomisadas aplicando
durante 9 dias medicamentos de uso topico vaginal divididos en 3 lotes: ungliento con
promestrieno 1g/100g, experimental. Crema con promestrieno 1g/100g, comercial. Placebo del
unguento experimental, para evaluar sus efectos irritantes en la mucosa vaginal y su posible
efecto en utero.

Al sacrificio, en los tratamientos ungiiento con promestrieno y unguento placebo se observaron
los cuernos uterinos dilatados con contenido “sanguinolento”.

Las histologias de vagina se colorearon con tincibn de PAS y las del atero con H-E, se
evaluaron microscopicamente los cortes, comparandolos con el cuadro de indice de irritacion
de la 1SO10993 2002.

El estudio histologico reveld6 un puntaje de irritacion vaginal de 4.5, 3.8 y 2.0 para las
preparaciones placebo, ungiiento y crema respectivamente, valores considerados de irritacion
minima.

En el estudio histoldgico del Gtero, las glandulas uterinas se observaron aumentadas de tamafio
en los grupos ungiento y placebo con infiltrados leucocitarios.

Las preparaciones ungiento, crema de promestrieno y placebo evaluadas fueron poco
irritantes para la mucosa vaginal, mientras que las histologias de Utero en los grupos placebo,
ungiento sugieren un efecto estrogénico sobre la mucosa.

Palabras claves: Promestrieno, conejas, irritabilidad vaginal



2.-INTRODUCCION

El fabricante de materiales para uso humano, estd obligado a evaluar sus productos para
evitar potenciales efectos adversos en las personas que los empleen, estas evaluaciones se
conocen como “pruebas preclinicas”. Las pruebas de irritacion y sensibilizacion se han
desarrollado especificamente para detectar la irritacion de los productos en tejidos, mucosas y
piel y la posibilidad de inducir situaciones de sensibilizaciéon inmune. En ellas se evalGan
resultados macroscopicos e histoldgicos (ISO10993 2002), la mucosa vaginal de la coneja
correlaciona adecuadamente con la mucosa vaginal humana, para la realizacion de estudios de
irritabilidad local (Barbereni, 1992).

Las pruebas de irritabilidad para desarrollos farmacéuticos, incluyen el efecto directo en la
manifestacion de dolor al aplicarlos, lesiones clinicas observables y estudios histopatologicos.
Estas pruebas usualmente se deben hacer “a ciegas” para no influir los resultados atribuibles a
las caracteristicas y componentes de los productos.

El Promestrieno (3-propoxi-17B-metoxi-1, 3,5(1°0) estratrien) es un esteroide sintético resultado
de la doble esterificacion del estradiol (Moore, 1982).

El promestrieno es utilizado para el tratamiento local del déficit estrogénico en las mujeres
posmenopausicas, que sufren cambios atréficos en la mucosa vaginal, con sintomas como la
resequedad vaginal o la dispareunia (Palacios, 2012). El promestrieno actla s6lo en la mucosa
vaginal; no altera los niveles plasmaticos de gonadotropinas o estradiol, no estimula el
endometrio; ni se convierte de nuevo en estradiol. (Del Pup, 2014)

3.-MARCO TEORICO

PRUEBAS PRE CLINICAS

El desarrollo preclinico de un medicamento hace referencia al conjunto de estudios de eficacia y
seguridad del principio activo, que se deben realizar en sistemas bioldgicos diferentes al ser
humano. El objeto de la fase preclinica es caracterizar la eficacia y seguridad del medicamento
en animales o sistemas (De Miguel, 2012).

Las pruebas preclinicas sobre toxicidad incluyen efectos de toxicidad aguda, toxicidad sub-
cronica, toxicidad cronica, toxicidad reproductiva, carcinogénesis y tolerancia local. Las pruebas
de tolerancia tienen como objeto evaluar y en su caso eliminar los posibles irritantes y
alergenos de la formulacion (Grinenthal Pharma, 2015).

Las normativas que rigen las pruebas preclinicas, son el reglamento de la ley general de salud
en materia de investigacion para la salud en su articulo 67, NOM-039-SSA1-1993 y la NOM-
EM-001-SSA1-2012 en su apartado 8.4.



IRRITABILIDAD

Se entiende por irritabilidad la capacidad que tiene un tejido de reaccionar a estimulos fisicos o
guimicos (Gama, 2004).

Los irritantes son sustancias que inducen la inflamacion o mas detalladamente, sustancias y
preparaciones no corrosivas, que, por contacto inmediato, prolongado o repetido con los tejidos,
la piel o mucosas, causan inflamacion (Wilkinson y Moore, 1990).

Con objeto de determinar si un producto es irritante 0 sensibilizante, las primeras pruebas se
efectan en animales (NOM-039-SSA1-1993).

Las pruebas son divididas en dos categorias: las de uso frecuentemente y las de uso ocasional
(raro). Las pruebas de irritabilidad en vagina, recto y pene no son consideradas de rutina
(Svendsen et.al, 1996).

CONEJAS

El conejo es uno de los animales de ensayo mas utilizado en pruebas preclinicas, como lo
demuestra la gran cantidad de informacion de irritacion dérmica en este animal, reportada en el
Registro de Efectos Téxicos de Materiales Quimicos (RTECS).

El conejo es un modelo util para la biologia comparada con humanos, en cuanto a la
capacitacion de los espermatozoides y la reactividad general del tracto genital femenino durante
el ciclo reproductivo (Barberini, 1992).

La vida reproductiva se extiende desde los 4 meses hasta los 7 afios en hembras (Mendoza,
2010).

VAGINA'Y UTERO

La vagina es el ultimo tramo ductual del aparato genital femenino, tiene 3 tdnicas (mucosa,
muscular y adventicia).Estd sometida a cambios hormonales que derivan de estado funcional
del ovario (Gazquez, 2004).

Las especies mas estudiadas en cuanto a la organizacion tisular de la uretra y vagina son la
rata y la coneja (Rodriguez, 2011). La parte superior del conducto vaginal de la coneja forma
una especie de "canal cervico-vaginal" que comparte muchas caracteristicas histolégicas con el
endoceérvix humano (Barberini, 1992). Las secreciones mucosas de la vagina, proceden casi
exclusivamente del cuello (Mcdonald, 1971).

El cérvix une el cuerpo del Gtero a la vagina y establece la comunicacién entre los dos 6rganos
por el conducto cervical (Vatti, 1969).



Los estrogenos promueven la formaciébn de glucégeno en el epitelio escamoso. Los
lactobacilos, parte de la flora vaginal normal, dependen del glucégeno como fuente metabdlica y
convierten el glucogeno en acido lactico, manteniendo asi un pH vaginal 4cido. El pH &cido
sirve para disminuir el riesgo a la infeccion por patégenos. Los estrogenos también ayudan a
mantener el grosor del epitelio pluriestratificado escamoso vaginal, que le confiere su color
rosado y la secrecion de moco que mantiene la humedad normal (Sturdee y Panay, 2010).

TINCION DE PAS

La tincibn de PAS evidencia polisacaridos (particularmente glucégeno), asi como
mucoproteinas que contienen mucopolisacaridos neutros. Tifie de rojo los depdsitos de fibrina y
permite visualizar elementos infecciosos como parasitos y hongos (Serviansky et al, 2012).

ESTROGENOS

Los estrogenos son un grupo de hormonas con estructura esteroidea con afinidad por
receptores estrogénicos alfa o beta.

Las principales hormonas estrogénicas que biosintetiza el organismo son: el estradiol la estrona
y el estriol. El sitio principal de biosintesis de estrégenos es la célula de la granulosa del ovario
a partir de colesterol y andrégenos como intermediarios (Jaimez, 2014). La fuente principal de la
estrona son los tejidos periféricos, en tanto que el estriol se produce principalmente en el
higado. Los estrégenos también se producen en cantidades menores en glandulas adrenales y
tejido adiposo (Espinoza et al, 2013).

Los estrégenos participan en importantes procesos fisiol6gicos desde la etapa embrionaria
hasta la posmenopausia (Jaimez, 2014). Afectan el crecimiento, la diferenciacion y la funcién de
los tejidos del sistema reproductor, que incluye: las glandulas mamarias, los ovarios, el Utero y
la vagina (Garran, 2005). Son necesarios para el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias femeninas; asimismo, estimulan la hipertrofia miometrial (Pediamécum, 2015). El
17B-estradiol estimula la proliferacidon y diferenciacion de las células epiteliales endometriales
(Zhang S et.at, 2013).

PROMESTRIENO

El promestrieno (3-propoxi-17B-metoxi-1, 3,5(1°0) estratrien) es un esteroide sintético resultado
de la doble esterificacion del estradiol (Salomon et.al, 2013).

La fraccion 17-beta protege a la molécula del promestrieno contra su degradacion por el
citocromo P450 y determina a una baja concentracion en plasma. El metabolismo de la
molécula ocurre en higado a través de las enzimas CYP3A4 y CYP1A2.



Las fracciones 3-propilo y 17b-metil de los grupos éter, hacen que la molécula tenga
dificultades para atravesar la membrana basal (cuadro 1).

Lo anterior apunta a que el promestrieno actia solo en la mucosa vaginal; no altera los niveles
plasmaticos de gonadotropinas o estradiol y no estimula el endometrio. Ni siquiera se convierte
de nuevo en estradiol (Del Pup, 2014).

ESTEROIDE  PESO MOLECULAR (gmol™!) FORMULA

Estradiol  272.39 e

Promestrieno 328.49 g

Cuadro 1.- modificado de Salomoén et.al 2013

MENOPAUSIA

Durante el climaterio, sucede el ultimo sangrado menstrual, al cual médicamente se le llama
menopausia. Este es el cambio de un estado reproductivo a un estado no reproductivo (Capote
y Segredo ,2011).

El origen del proceso esta estrechamente relacionado con el envejecimiento ovarico, se
agota el crecimiento y la maduracion de foliculos, con la consecuente reduccion en la
produccion de estrogenos que repercute sobre el eje hipotdlamo-hipofisario. En la
menopausia se presentan modificaciones cutaneas y en mucosas, por el hipoestrogenismo,
relacionado directamente con la presencia de receptores de los estrogenos en la dermis, la
mucosa vagina y de la vejiga. La disminucion progresiva de las fibras de coldgeno, provoca
adelgazamiento y pérdida de elasticidad en estos tejidos, la mucosa vaginal se adelgaza y se
seca , produciendo dispareunia, prurito vulvovaginal y un aumento en la frecuencia de
vulvovaginitis, que altera la sexualidad de las mujeres . Estos sintomas estan presentes
en el 10-40% de las mujeres y mejoraran con una terapia de estrogenos topica o
sistémica. La menopausia quirdrgica es consecutiva a ovariectomia bilateral (Baffet, 2015).



4.-HIPOTESIS

- La histologia de la vagina no presentara signos de irritacion, con el tratamiento
experimental con promestrieno, equivalente al comercial ya disponible y no apareceran signos
de efectos estrogénicos en el Gtero, con el uso de los tratamientos experimental y comercial.

5.-OBJETIVOS

-Determinar la posible presencia de lesiones atribuibles a la irritacion de la mucosa vaginal por
la aplicacion de ungientos vaginales con promestrieno.

- Comparar resultados de los productos comercial y experimental, con la histologia de vagina y
tero.



6.-METODOLOGIA

Se emplearon 18 conejas adultas, de desecho, de diferentes razas, con peso de 3kg
procedentes del Modulo de Cunicultura de la FES Cuautitlan, a las cuales se les practico la
ovariotomia bilateral.

Técnica de cirugia

Las conejas se les dejo en ayuno por 8 horas, antes del procedimiento quirdrgico, con la
finalidad de evitar complicaciones durante la cirugia

Los farmacos utilizados se presentan en cuadro 2.

Principio DOSIS Producto |Dosis conejs
; ial |3k
activo Comkermal 9
Anesket
Ketamina Illa—BOmg/kg 100mg/10ml| 1.5ml
T Procin
Xilacina 5mg/kg IM 20mg/ml 0.75ml
Flunixin
it fse 50mg /mi |01

Cuadro 2.- Fuente: ( Meredith, 2006)

Después de la induccién de la anestesia, se siguid el protocolo de asepsia quirdrgica.

Los animales fueron trasladados al quir6fano donde se colocaron, sobre la mesa quirargica en
posicion de Trendelenburg, en decubito dorsal; se fijaron los cuatro miembros. Se realiz6 una
incisibn en linea media a nivel de la cicatriz umbilical extendiéndola caudalmente
aproximadamente tres cm.

Los ovarios se localizan en el abdomen dorsal, inmediatamente caudales a los rifiones .El
ovario derecho es craneal al izquierdo. El pediculo ovarico comprende el ligamento suspensor
del ovario y los vasos ovaricos. El ovario se encuentra suspendido dentro del mesovario
(porcion craneal del ligamento ancho) y unido caudalmente a la trompa uterina mediante el
ligamento propio. El ligamento redondo se extiende desde el ovario, mesovario, hasta el canal
inguinal (Willians, 2012), una vez ubicadas las estructuras se ligaron con sutura absorbible de
acido poliglicolico de 4-0, la arteria y vena ovarica, los ovarios se cortaron verificado que no
hubiera hemorragias y se cerro el abdomen.

Se aplicé ampicilina (Ampigrin 500mg) 0.2ml intramuscular para reducir la posibilidad de
infecciones post-quirargicas.

Los animales ovarioectomisados fueron divididos al azar, en 3 grupos de 6 animales cada uno,
para aplicar los tratamientos 7 dias después de la cirugia:

Grupo 1: Ungiento vaginal con promestrieno 1g/100g, producto experimental.



Grupo 2: Crema Vaginal con promestrieno 1g/100g, producto comercial.
Grupo 3: Placebo, soporte del ungiiento experimental sin promestrieno.

Para la aplicacion de la crema vaginal se siguidé la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-
1999, de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Para la inmovilizacion, se coloco a los animales en una superficie plana,
sujetandolos por la piel a nivel de la nuca y de los miembros posteriores, para mantener firme
al animal y poder aplicar las cremas sin riesgo de producir traumatismos locales.

Se aplicaron los tratamientos durante nueve dias en una sola aplicacion diaria por la mafana
en la vagina de las conejas, utilizando el capuchon de proteccidon de las agujas desechables, en
la cantidad que el capuchon de la aguja admitiera en su superficie, al dia siguiente, del ultimo
tratamiento dia diez, los animales fueron sacrificados conforme a la NOM-033-SAG/Z00-2014.

Se fij6 el aparato reproductivo, Utero a vagina, en formol al 10% durante una semana, se
tomaron muestras de vagina y Utero para incluirlas en bloques de parafina y cortarlas a 5u. Los
cortes de vagina se colorearon con tincibn de PAS para evaluar la condicion positiva del
epitelio vaginal y la produccién de moco y tincién de hematoxilina para el estudio descriptivo.

Los cambios observados se compararon con lo indicado en la ISO 10993 Evaluacion bioldgica
de dispositivos médicos. Parte 10: Prueba vaginal



7.-RESULTADOS

Durante los 9 dias de tratamiento, los animales no manifestaron signos de dolor a la aplicacién
de los productos en vagina, se mantuvieron tranquilos y no demostraron resistencia a las
aplicaciones.

Al sacrificio, los uteros de los grupos ungiento y placebo con promestrieno, se observaron
aumentados de tamafio con contenido rojizo, sanguinolento. Mientras que el grupo tratado con
crema de origen comercial se observé de tamafio y caracteristicas normales (figura 1).

Figura 1.- Uteros de conejas fijados en formol. A) Placebo B) Ungiiento C) Crema

Para el examen histol6gico se tomo en cuenta la evaluacion de las tablas descritas por la ISO
10993 para este tipo de trabajo en vagina (anexo 1), estimar el indice de irritacion.

En los siguientes cuadros se describen los elementos de relevancia observados en la histologia
de vagina y Utero, el nimero de cruces (+) indica la intensidad comparativa del cambio.



Cuadro 3.- Observacion microscopica de la histologia de vagina y utero en el grupo

tratado con placebo.

QUISTES QUISTES GLANDULAS
ORGANO  [HIPEREMIA |LEUCOCITOS|INTRAEPITEL ngRRF?L ORGANO  [HPEREMIA |LEUCOCITOS|INTRAEPITEL [\ L [uTERINAS
IALES IALES (TAMARNO)
198 Vagina + Neutréfilos + + - 199 Utero had Linfocitos + : : has
Neutréfilos Neutrdfilos
St + ++ . ++ ++
i + +++ - i infoci
200 Vagina Macréfagos 201 Utero, Linfocitos +
o Tuba uterina Neutréfilos
Neutréfilos “ . +.+ ’ ’ "
i Linfocitos ++
202 Vagina + . +++ - Neutrdfilos
Macréfagos o
+'f' 203 Utero + Linfocitos + ++
Neutréfilos )
204 Vagi s h:cr°f§rs+
o vaginay + Linfocitos + + + 205 Tuba eutrcfilos
cenix 4 Uterina i o : * *
Macréfagos Linfocitos +
s Neutrdfilos
Neutréfilos + 207 Utero + ++ . + ++
206 Vaginay . Linfocitos + . i Linfocitos +
cérvix ) ++ Linfocitos + . + ++
Macrofagos + 20 Tuba Neutflos
] Neutrofilos Uterina, Utere + -+ . . ++
208 Vagina + - ++H+ - Linfocitos +

El ndmero de cruces (+) indica la intensidad comparativa del cambio

Las figuras 2 y 3 muestran la imagen histologica de los cuadros anteriormente descritos.

Figura 2.- Epitelio vaginal de coneja 40x tincion PAS,
se observan neutréfilos infiltrados (flecha roja) vy
presencia de quistes intraepiteliales (flecha azul).

Figura 3.- epitelio uterino 40x tincién H-E. En general
los Gteros se observaron con hiperemia generalizada
de moderada a severa con infiltrados leucocitarios
de neutréfilos (flechas rojas) vy linfocitos (flecha
amarilla). Con las glandulas uterinas (flecha verde)
de mayor diametro.
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Cuadro 4.- Observacion microscépica de la histologia de vagina y utero en el
grupo tratado con ungiento experimental.

QUISTES MATERIAL QUISTES MATERIAL GLANDULAS
ORGANO HIPEREMIA  |LEUCOCITOS |INTRAEPITEL |\ ~oc ORGANO  |HPEREMIA |LEUCOCITOS(INTRAEPITEL |, oo UTERINAS
IALES IALES (TAMARO)
M N N TeOn oo
) acrofagos 220 Tuba .
219 Vagina + + - . + - ++ ++
Linfocitos + uterina Linfocitos +
Nemefios TrETTOTTD
4 222 Utero + o + + ++
Macréfagos +
221 Vagina - Linfocitos ++ ++ - TTETTTOTTD
++
Macrofagos + 223 Utero + Linfocitos ++ - - ++
Neutrofilos Macréfagos +
224 Vagina - F + - Neutrofilos +
Macrofagos + 298 Utero + - - ++
tuba Uteri ' Linfocitos +
225 Vagina + Neutrofilos + + - tba Uterna
Linfocitos + - + ++
TTEUToTGS
226 Vagina - *d + - Neutréfilos +
Linfocitos + - - - ++
Neutrdfilos 229 Utero, Linfocitos **
i1 tuba Uterina Moo
227 Vagina + + - s e _ + ++
Linfocitos + Linfocitos +

El nimero de cruces (+) indica la intensidad comparativa del cambio

Las figuras 4 y 5 muestran la imagen histolégica de los cuadros anteriormente descritos.

Figura 4.- Epitelio vaginal 40x tincion PAS se Figura 5.- Epitelio del Gtero 40x tinciéon H-E. En

observan infiltrados leucocitarios (flechas rojas). general los Gteros se observaron con hiperemia
generalizada leve infiltrados leucocitarios de
neutrdfilos y linfocitos (flechas rojas) y linfocitos
(flechas amarillas). Con las glandulas uterinas
(flechas verdes) de mayor diametro.
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Cuadro 5.- Observacién microscoépica de la histologia de vagina y Gtero en el
grupo tratado con crema comercial.

QUISTES QUISTES GLANDULAS
MATERIAL MATERIAL | rerinas
ORGANO HIPEREMIA [LEUCOCITOS|INTRAEPITEL AMORFO ORGANO HIPEREMIA |LEUCOCITOS|INTRAEPITEL AMORRO
IALES IALES (TAMARO)
Linfocitos + 211 Utero + Linfocitos + - . +
210 Vagina - + .
! Macrofagos + 213 Utero + . ; A .
¢ - - - - +
Linfocitos + 25 Uter.o y
212 Vagina - + . tuba uterina + Linfocitos + - +
Macrofagos + -
g 216 Tuba ) Neutrdfios + _ .
214 Vagina - - + uterina Linfocitos +
27a Utero + Linfocitos + - . +
217 Vagina - Macrofagos + + - 718 Voo - - -

El nimero de cruces (+) indica la intensidad comparativa del cambio

Las figuras 6 y 7 muestran la imagen histolégica de los cuadros anteriormente descritos.

Figura 6.- Epitelio vaginal 40X tincion PAS se Figura 7.- Epitelio uterino 40x tincion H-E. En general

observa con infiltrado de neutrdfilos (flechas rojas). los Gteros se observaron con hiperemia generalizada
leve, infiltrados leucocitarios (flechas rojas) de
neutrofilos y linfocitos.
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INDICE DE IRRITACION VAGINAL

Los efectos irritantes sobrelos tejidos vaginales se evaluaron de acuerdo con el sistema
presentado en la ISO 10993- 10:2002 “Evaluacion bioldgica de dispositivos médicos. Parte 10:
Prueba vaginal” (Anexol), el cual dicha evaluacion se sustenta en lo descrito por Eckstein 1996.

Los numeros expresados en los cuadros son tomados de las observaciones histolégicas de
vagina adaptadas a la escala del anexo 1.

Cuadro 6. indice de irritacién vaginal placebo

ORGANO Ep IL cv Ed

198

200

202

204

206

2008
Promedio

[} =1[=1[=]

o

RRr|Rr[kr|RPr[R]|~
ninv|INvfwlwlw|s
RlRr|Rr[kr|Rr|R|~

2, 0 4,5

Cuadro 7. Indice de irritacion vaginal Ungiiento experimental

ORGANO  Ep IL cv Ed
219
221
224
225
226
227 1
Promedio  1,16666667 2,16666667 0,

Ll L R
W N R, WWR
U - O O O -

0
0
0
0
0
0
0 3,83333333

Cuadro 8. indice de irritacion vaginal crema comercial

ORGANO  Ep IL cv Ed
210 1 1 0 0
212 1 1 0 0
214 1 1 0 0
217 1 1 0 0
Promedio 1 1 0 0
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Se agregan las calificaciones para la evaluaciéon microscopica de todos los animales del grupo
de ensayo y la suma se divide por el nimero de observaciones para obtener un promedio de
grupo de prueba. La puntuacion méaxima es 16 (anexo 2)

Placebo= Promedio 4.5 = indice de irritacion minima.
Experimental= Promedio 3.8 = indice de irritacion minima.

Crema comercial = Promedio 2 = indice de irritacion minima.

14



VAGINA

En las siguientes imagenes se muestran los epitelios vaginales ya vistos anteriormente.

Epitelios vaginales de coneja comparacion; A) Placebo, B) ungtento, C) crema;, tincion de PAS
40 x D) Epitelio vaginal normal humano tincion H-E 30x (fuente:
https://es.slideshare.net/MarieSolorio/histologia-de-vagina)

Resultados del indice de irritacién: A) 4.5 minima B) 3.8 minima C)2 minima
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UTERO

Epitelio endometrial de coneja H-E 40x A) Placebo B) Unguento C) Crema D)
endometrio anormal que responde fisiol6gicamente de forma apropiada a un estimulo
estrogénico prolongado y sin oposicion progestagena (fuente: Garcia, 2003)
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8.-DISCUSION

El infiltrado leucocitario observado en la mucosa vaginal cuando se emplearon los productos
con promestrieno, correspondié principalmente a neutrofilos, con menor presencia de
macréfagos y linfocitos. En contraste el grupo tratado con el placebo presentd infiltrado
moderado de linfocitos y macrofagos. Los picos estrogénicos de presentacion de celo,
relacionados a la ovulacion en las distintas especies, se caracterizan por un marcado
incremento de neutrofilos en la mucosa vaginal y el moco cervicovaginal. (Trigo, 1987).

Las secreciones vaginales estrogénicas contienen quimiocinas que determinan la migracion de
neutréfilos hacia el lumen (Lasarte et.al, 2016). Sin embargo no se observaron cambios
relevantes en las secreciones vaginales, con la tincion de PAS en ninguno de los grupos.

La hiperemia en vagina pudo ser consecuencia de cambios inflamatorios, pero también ser
consecuencia de los efectos estrogénicos locales. Considerando que el Utero mostré cambios
moderados en su mucosa, en particular moderada hiperplasia del epitelio glandular (Zhang et
al, 2013), la hiperemia atribuible a cambios estrogénicos es factible y no debe confundirse con
un proceso inflamatorio (Mcdonald, 1971).

Los efectos de los estrogenos en los neutréfilos mejoran su actividad antiinflamatoria. El
estradiol afecta las funciones de células NK, macrofagos, mastocitos y linfocitos (Zhang S et.at,
2013). En macréfagos y monocitos, en dosis bajas, promueven la diferenciacion de células y
estimulan la produccion de citoquinas y en dosis altas, reducen la expresiéon de CD16 y
disminuye la produccion de citoquinas (Gianella et al., 2016).

Los estrégenos son facilmente absorbidos en la pared vaginal y sus efectos no seran
exclusivamente locales, a menos que se usen formulaciones farmacéuticas que prevengan la
absorcién. Aun asi existiria cierta absorcién, especialmente durante el inicio del tratamiento,
cuando el epitelio vaginal aln es atréfico. Los preparados vaginales de estradiol y estrégenos
conjugados pueden estimular el endometrio (Sturdee y Panay, 2010). En este ensayo puedo
ocurrir cierta absorcion del promestrieno, aunque la literatura indique la baja posibilidad de este
evento.

En la coneja la liberacion de LH-RF se debe a la actividad nerviosa que resulta del coito
(Hafez, 1978). La estimulacion al aplicar los productos pudo provocar resultados similares al
coito aunque se utilizaron conejas castradas, los cambios en los Gteros pudieron ser activados
desde el eje hipotalmo-hipofisiario.

Los cambios observados en utero con el placebo y el unglento, resultan extrafios y sera
conveniente verificar la composicién de ambos, pues pudo ocurrir un error de etiquetado de los
productos a ensayar. De todas formas el objetivo central era verificar posibles efectos irritantes
a nivel local en vagina.

Si se considera la propuesta de Eckstein 1996, sobre los cambios indicativos de irritacion
vaginal, con una puntuacion de 0 a 8 como aceptable, de 9 a 10 como irritacién potencial limite
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y por encima de 11 como indicativo de irritacion significativa, los resultados obtenidos en todos
los grupos indican una irritacion minima.

Grupo 1 (promestrieno experimental 1g/100g) con el indice de irritacion de 3.8, estaria
dentro del rango aceptable y sin consecuencias irritantes.

Grupo 2 (Crema Vaginal comercial con promestrieno 1g/100g) con indice de 2 irritacion minima

Grupo 3 (Placebo) con indice 4.5, igualmente corresponderian a valores de no irritacion.

Actualmente, se estan desarrollando pruebas mas refinadas para evaluar la irritacion cérvico-
vaginal con el uso de antimicrobianos, espermaticidas, que incluyen inmunofluorescencia
dirigida a marcadores de inflamacion solubles y celulares (Alaya et. al, 2010)

9.-CONCLUSION

La crema y el ungiento con promestrieno 1g/100g y el placebo, no mostraron cambios
significativos en la mucosa vaginal que pudieran ser considerados como irritantes potenciales
para la mucosa vaginal de la mujer.

Los hallazgos histolégicos del utero mostraron posible estimulo estrogénico, en los animales
tratados con promestrieno 1g/100g.
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ANEXO
Anexo 1

Tablas traducidas de la ISO 10993

Evaluacion bioldgica de dispositivos médicos. Parte 10: Prueba vaginal

Reaccion

1.-Epitelio

Normal, intacto
Degeracion celular
Metaplasia

Erosion Focal

Erosion Generalizada

2 -Infiltracion leucocitaria
Ausente

Minimo (menos de 25)
Medio (26 a 50)
Moderado (51 a 100)
Marcado (mas de 100)
3.- Congestion Vascular
Ausente

Minimo

Medio

Moderado

Marcado, con distribucion de vasos
4.-Edema

Ausente

Minimo

Medio

Moderado

Marcado

Clasificacion Numérica

In W M= O B W MR e O B oW = O

B oW M= O
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Anexo 2

INDICE DE IRRITACION

Grado

1la4

5a8

9all
12316

Descripcion de la respuesta
Ninguna

Minima

Media

Moderada

Severa
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