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l. RESUMEN

La terapia de reemplazo hormonal (TRH) con estrogenos naturales o sintéticos reduce la
sintomatologia de la depresiébn en mujeres con hipoestrogenismo, su efecto puede estar
influenciado por varios factores como son: tipo de estrogeno utilizado, dosis, edad e inicio de
tratamiento. Algunos trabajos clinicos reportan un aumento en el riesgo de eventos
tromboembdlicos en usuarias de TRH. Por lo tanto, es necesario contar con nuevos compuestos
estrogenicos con ventajas sobre las TRH convencionales. El perfil farmacoldgico del
aminoestrogeno conocido como prolame sugiere que podria constituir una alternativa a la TRH
convencional para mujeres con predisposicion a eventos tromboembolicos, ya que tiene actividad
estrogénica y anticoagulante, en contraste con el efecto pro-coagulante del estradiol (E2). En
nuestro laboratorio, se ha demostrado en ratas hembras adultas jovenes ovariectomizadas que el
tratamiento con prolame tiene efectos antidepresivos similares a los producidos por el E2 (Lemini
y cols., 2013). Por otra parte, se sabe que el estado endocrino de las pacientes (tiempo de
privacion hormonal, natural o quirdrgico) es crucial para observar un efecto benéfico de la TRH
sobre los sintomas depresivos (Estrada-Camarena, 2012). Diversos estudios reportan que el
efecto tipo antidepresivo de E2 se modifica en funcion del tiempo post-ovariectomia (TPOVX).
Sin embargo, no se han realizado estudios para determinar si el TPOVX también influye sobre el
efecto tipo antidepresivo de prolame. Debido a lo anterior, el objetivo principal del presente
trabajo fue determinar la influencia de diferentes TPOV X sobre el efecto tipo antidepresivo de E2

y prolame en ratas hembra adultas jovenes.

Se utilizaron ratas hembra Wistar adultas jovenes (3 meses) con diferentes TPOVX (3, 8, 16 y 24
semanas) que se sometieron a la prueba de nado forzado (PNF) para evaluar la actividad
antidepresiva de E2 (30 pg / Kg) y prolame (60 pg / Kg). Para descartar efectos inespecificos de
los tratamientos se utilizé la prueba de actividad locomotriz (PAL).

Los tratamientos de E2 y prolame redujeron significativamente la conducta de inmovilidad en la
PNF comparados con vehiculo en los grupos de 3 y 8 semanas de TPOVX, también aumenté de
manera significativa la conducta de nado, mientras que en la conducta de escalamiento no se
observo ningln cambio en los diferentes TPOVX. El analisis del peso del Utero demostrd que hay

diferencias significativas respecto al vehiculo en todos los TPOVX con ambos tratamientos
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hormonales. En el andlisis de la PAL no se encontraron diferencias significativas en ningun
grupo de TPOVX. Por altimo, en cuanto a la concentracion sérica de E2, se observo que el
tratamiento con esta misma hormona provoco niveles séricos supra-fisioldgicos pero este efecto

no se observo en los grupos control ni en los grupos tratados con prolame.

Con base a estos resultados se puede concluir que E2 y prolame producen un efecto tipo
antidepresivo en ratas hembra adultas jovenes con 3 y 8 semanas TPOVX. Al mismo tiempo, los
datos indican que el efecto tipo antidepresivo de E2 y prolame se pierde a mayor TPOVX. Tales
efectos no guardan relacién con alteraciones motoras. El efecto uterotrofico de E2 y prolame se
produjo incluso en los TPOVX en los que no hubo beneficio sobre la conducta, sugiriendo que el
SNC y el tejido uterino responden diferente a los compuestos estrogénicos usados en este estudio.
Dado que prolame no aumentd los niveles séricos de E2 se puede afirmar que la dosis aqui

analizada de prolame no se biotransforma a E2.
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II. INTRODUCCION

La depresion es un trastorno del estado del animo que se caracteriza por tristeza, anhedonia,
parasomnias, sentimientos de culpa y falta de concentracion (DSM-V, 2014). Murray y LOpez
(1997) estimaron que para el 2020 seria la segunda causa de muerte en la poblacion mundial. En
México, los trastornos depresivos ocupan el primer lugar en dias de trabajo perdidos (Lara-
Mufioz y cols., 2007). Por otra parte, Bell6 y cols. (2005) reportaron que en la ciudad de México
la prevalencia de depresion es de 4.5 % - 5.8 % en las mujeres y 2.5 % en hombres, y que esta
aumenta con la edad: 4 % en mujeres mayores 40 afios y 9 % en mayores de 60 afios. Esto
destaca la necesidad de establecer mecanismos que permitan la deteccion oportuna y el
tratamiento adecuado de la depresion.

Se ha observado que la depresion prevalece en el sexo femenino, en una relacion de 2:1 respecto
a los hombres, por lo que se ha propuesto que las oscilaciones hormonales a lo largo de la vida de
la mujer influyen en la mayor incidencia y prevalencia de estos padecimientos (Jensvold, 1995).
Ademas, diversos estudios prospectivos gque incluyeron un seguimiento de 3 a 8 afios a partir de
la premenopausia, reportan que la prevalencia y severidad de la depresién aumentan en la
perimenopausia (Cohen y cols., 2006, Freeman y cols., 2007; Ryan y cols., 2008), con una tasa
de riesgo para la enfermedad 2.5 veces mayor que en la premenopausia (Freeman y cols., 2007) y
se ha relacionado a las fluctuaciones de la hormona foliculoestimulante (FSH) y de los estrdégenos

(Freeman y cols., 2007).

Varios estudios retrospectivos, abiertos, randomizados y controlados con placebo, han mostrado
que la terapia de reemplazo hormonal (TRH) reduce la depresion en mujeres perimenopausicas
después de varias semanas de tratamiento (Amsterdam y cols., 1999; Blumel y cols., 2001;
Soares y cols., 2001; Cohen y cols., 2006), aunque algunos reportes muestran resultados
contradictorios, por ejemplo, se han descrito algunos efectos adversos, como el aumento en el
riesgo de padecer cancer, sangrados y eventos tromboembdlicos que pueden presentarse en
mujeres vulnerables (Farquhar y cols., 2009). Ademas, el efecto tipo antidepresivo de la TRH no
se observa en mujeres postmenopausicas, concluyendo que es importante considerar el estado
endocrino de las pacientes para obtener un efecto benéfico (Soares y Zitek, 2008; Pae y cols.,

2009). En modelos animales se ha encontrado que el efecto antidepresivo de E2 se pierde al
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administrarse en ratas jovenes y viejas con ovariectomia de 20 semanas (Walf y cols 2009g;
Estrada-Camarena, 2012). Lo anterior nos indica que existe una “ventana de oportunidad” para

que la TRH sea benéfica.

El aminoestrogeno prolame es un estrogeno sintético derivado de la estrona. Posee una estructura
quimica similar a la del E2, pero en lugar del grupo funcional -OH en el C17, posee un grupo
amino -N-(CH>)3-OH lo que impacta en su perfil anticoagulante y estrogénico (Lemini y cols.,
2005a). Se ha identificado que prolame a dosis bajas (30-60 pg/kg) produce un efecto tipo
antidepresivo en ratas hembra adultas jovenes ovariectomizadas (Lemini y cols., 2013), y que
ademas posee efectos anticoagulantes prolongados en roedores, que contrastan con los efectos
procoagulantes del E2 (Lemus y cols., 1998, Lemini y cols., 2005a), esto indica que podria
constituir una alternativa a la TRH tradicional ya que podria disminuir la probabilidad de eventos
trombdticos en las pacientes. Sin embargo, se desconoce si también existe una “ventana de

oportunidad” para los efectos benéficos de prolame.
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I11.  ANTEDEDENTES

3.1. Depresion

La depresion es un trastorno afectivo, que puede ser desencadenado por diferentes eventos
bioldgicos, psicosociales y ambientales en individuos con predisposicion a padecer este trastorno
(WHO, 2009). La depresion se caracteriza por episodios de estado de animo bajo, cambios en la

cognicion y en algunas funciones neurovegetativas (DSM-V, 2014).

Los criterios para diagnosticar depresion son la presencia de los siguientes sintomas durante al

menos un periodo de dos semanas:

1. Estado de animo deprimido la mayor parte del dia, casi todos los dias, segun se desprende
de la informacién subjetiva o de la observacién por parte de otras personas.

2. Pérdida de interés o de placer por todas o casi todas las actividades, la mayor parte del dia
casi todos los dias.

3. Cambios de peso corporal, como pérdida importante de peso sin hacer dieta o por
disminucion del apetito casi todos los dias.

4. Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

5. Agitacion o retraso psicomotor casi todos los dias (observable por parte de otros, no
solamente la sensacion subjetiva de inquietud o de enlentecimiento).

6. Fatiga o pérdida de energia casi todos los dias.

7. Sentimiento de inutilidad o culpabilidad excesiva o inapropiada (que puede ser delirante)
casi todos los dias

8. Disminucién de la capacidad para pensar o concentrarse, 0 para tomar decisiones, casi
todos los dias.

9. Ideas de suicidio, intento de suicidio sin un plan determinado o con un plan especifico
para llevarlo a cabo (DSM-V, 2014).
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3.1.1. Epidemiologia

Este trastorno tiene un costo econdmico que duplica el de enfermedades crénicas como la
diabetes mellitus y las cardiovasculares (Ununtzer y cols., 2009). También es una de las
principales causas de discapacidad y se estima que afecta a 350 millones de personas en el
mundo, con prevalencias que oscilan entre 3.3 y 21.4 %. (Kessler y cols., 2007). En la ciudad de
Meéxico la prevalencia de depresion es de 4 % en las mujeres y 2 % en hombres, y aumenta con la
edad: 8 % en mujeres de 40 afios y 9.5 % en mayores de 60 afios (Bellé y cols., 2005). Otra
investigacion que evaluo la prevalencia de depresion en estudiantes de nivel medio y superior de
la CDMX, utilizando la Escala de Estudios Epidemiolégicos de Depresion (CES-D), encontrd
que esta se presentaba en un 17.9 % de las mujeres y en un 11.1 % en los hombres (Gonzélez-

Forteza y cols., 2011).

La depresién es un padecimiento recurrente que tiene importantes costos econdémicos y sociales;
por ejemplo, ocupa el primer lugar en dias de trabajo perdidos (Lara-Mufioz y cols., 2007). Es
por ello que la depresion se encuentra entre los primeros lugares de la lista de enfermedades
incapacitantes y se ha convertido en un objetivo prioritario de atencién en todo el mundo

(Berenzon y cols., 2013).

Se ha reportado que existe una coincidencia entre los periodos de fluctuaciones hormonales y la
presencia de sintomas depresivos, lo que podria explicar que la prevalencia de este trastorno sea
mas alta en las mujeres. Por ejemplo, en un estudio donde se realizd un muestreo por
conglomerados en 2 etapas, durante un periodo de cinco afios; en donde se evalué una cohorte (N
= 2572) de mujeres durante la premenopausia (esta etapa comprende entre el primer periodo
menstrual hasta el Gltimo que ocurre de forma regular; es decir, esta etapa es el periodo normal de
reproduccion femenina). Este grupo de mujeres que se acercaban a la menopausia, fue evaluado
mediante un cuestionario que mide especificamente los sintomas de depresion, encontrandose
que alrededor del 10 % de las mujeres en la perimenopausia incrementaron el riesgo de presentar
depresion en comparacion con las mujeres pre y posmenopausicas (Avis y McKinlay, 1995). Sin
embargo, no todos los estudios han mostrado un aumento en la presencia de sintomas animicos
durante la perimenopausia (Woods y cols., 2008) pero es importante mencionar que los estudios

epidemioldgicos son consistentes en sus resultados, ya que relacionan eventos que pueden
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modificarse con el tiempo (Flores-Ramos y Martinez-Mota, 2012).

3.1.2. Etiologia

Durante mucho tiempo se pensé que los trastornos depresivos tenian como causa primaria
fendmenos psicoldgicos o condiciones sociales, tales como: sensacién de falta de apoyo, pérdidas
tempranas de la nifiez, lesiones al amor propio de la persona y sentimientos internos de coraje
hacia uno mismo; sin embargo, todos estos factores permanecian como causas poco conocidas y
parcialmente entendidas (lbarra, 2003). En la actualidad, la mayoria de las investigaciones
coinciden en que esta patologia es producida por una interaccion entre algun factor genético y
diferentes factores ambientales y vivenciales. A continuacidn, se citan las teorias mas importantes

y aceptadas.

3.2.  Teorias de la depresion

3.2.1. Teoria monoaminérgica de la depresion

Esta teoria surgi6é de la observacion empirica de que un farmaco antihipertensivo, la reserpina,
producia estados depresivos asociados a una deplecion de las vesiculas que contienen
catecolaminas en las terminales nerviosas. Por otra parte, la iproniazida, que tiene una estructura
triciclica y que inicialmente fue desarrollado para el tratamiento de la tuberculosis; mejoraba el
estado de animo en pacientes tratados que también sufrian de depresion (Crane y cols., 1957).
Posteriormente se descubrié que este efecto era consecuencia de la inhibicién de la enzima

monoaminooxidasa (MAO), la cual se encarga de la degradacién de las monoaminas.

Como consecuencia de estas observaciones (Schildkraut, 1965; Praag, 1984), se plante6 que la
depresion se debe a una deficiencia en la concentracion de una 0 mas monoaminas biogénicas:
noradrenalina (NA), dopamina (DA) y/o serotonina (5-HT), por lo que el aumento en los niveles
de monoaminas por medio de antidepresivos revertiria la depresion. Esto quiere decir que la
etiologia de la depresion endogena estd relacionada con una reduccion de la actividad
monoaminérgica en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Callado, 2008).
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En la actualidad, la accion de la mayoria de los farmacos antidepresivos se basa en esta teoria, ya
que producen un aumento de la concentracion de monoaminas a nivel del espacio sinaptico
(Callado, 2008). Por ejemplo, algunos antidepresivos triciclicos (ATC), como la imipramina o la
amitriptilina, bloquean la recaptura tanto de noradrenalina como de serotonina. Existen otros
antidepresivos que resultan ser mas eficaces ya que bloquean la recaptura de serotonina o de
noradrenalina, y presentan menos efectos secundarios; los cuales pertenecen al grupo de los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) y los inhibidores selectivos de la
recaptura de noradrenalina (ISRN) (Callado, 2008). Los ISRS son el tratamiento méas recetado
para la depresion primaria porque sus efectos secundarios no comprometen la vida, aunque

muchos pacientes presentan disfuncion sexual (Shors y Leuner, 2003).

3.2.2. Teoria neurotrofica de la depresién

Esta teoria fue propuesta a partir de la observacion en pacientes con depresion, en los cuales se
encontré una disminucion del volumen hipocampal, la corteza prefrontal y la amigdala, lo que
llevo a proponer que este trastorno involucra descensos en los niveles de factores neurotréficos
(Krishnan y Nestler, 2008). Las neurotrofinas son una familia de proteinas que se encargan de
controlar algunos aspectos de la supervivencia, el desarrollo y el funcionamiento de las neuronas

tanto en el SNC como en el periférico (Reichardt, 2006).

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) es la neurotrofina
gue se expresa con mayor abundancia en estructuras limbicas de los adultos, por lo que se ha
estudiado la relacion entre la depresion y las neurotrofinas enfocandose principalmente en la
participacion de BDNF (Sequeira y cols., 2009). EI BDNF activa cascadas de sefializacion que
modifican la funcién de blancos sinapticos locales y que tienen efectos a largo plazo en la
transcripcion génica (Hu y Russek, 2008). Existe evidencia que muestra que el estrés lleva a una
reduccion en los procesos de sefializaciéon mediados por BDNF en el hipocampo, pero que el
tratamiento crénico con antidepresivos incrementa dichos procesos (Duman y Monteggia, 2006;
Nestler y cols., 2002). Por otra parte, también se ha observado en modelos animales de depresion
que existe una disminucion del Acido Ribonucleico mensajero (ARNm) del BDNF en
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hipocampo, lo que sugiere que este factor participa en la aparicion de este trastorno (Hu y Russek
2008). Pese a las evidencias, la relacion entre la depresion y las neurotrofinas es mucho mas

compleja de lo que parece, por lo que hace falta mas investigacion al respecto.

3.2.3. Etiologia de la depresion relacionada a hormonas gonadales

Como se menciono anteriormente, el trastorno depresivo es dos veces mas frecuente en las
mujeres que en los hombres. Existe una coincidencia entre los periodos de fluctuaciones
hormonales y la presencia de sintomas afectivos, 1o que ha reforzado la teoria de que los factores
hormonales podrian ser la causa de esta diferencia en la prevalencia de depresion en la mujer
(Henshaw, 2003; Josefsson y cols., 2001). Estas observaciones incluso han llevado a un grupo de
autores a sugerir que los trastornos mentales que sufren las mujeres en periodos de fluctuaciones
hormonales podrian agruparse como “trastornos relacionados con la vida reproductiva de la
mujer” (Soules y cols., 2001). Entre los trastornos que podrian enlistarse dentro de esta categoria
se encuentran: el sindrome premenstrual (SPM) y su forma mas severa, el trastorno disforico
premenstrual (TDPM), ambos se presentan durante la fase lutea del ciclo menstrual y algunos de
sus sintomas incluyen irritabilidad, cambios de &nimo, depresion, ansiedad, distension
abdominal, dolor mamario y fatiga (Rapkin y Winer, 2009); la depresion postparto (DPP), que se
trata de un episodio depresivo mayor no psicotico que de acuerdo a los criterios del DSM-IV
(American Psychiatric Association, 1994) se presenta durante las cuatro primeras semanas
después del parto, aunque algunos autores sefialan que se deben considerar de 6-12 semanas
después del parto o incluso de 6 a 12 meses (O’Hara y cols., 1984); por Gltimo se encontraria la
depresion durante la perimenopausia, ya que se ha observado que durante este periodo se
incrementan los sintomas depresivos hasta en un 10 % en las mujeres (Burt y cols., 1998; Flores-
Ramos, 2011).

Debido a que la presencia de estos sintomas coincide con los periodos de fluctuaciones
hormonales, se considera que la deficiencia de estrégenos puede desempefiar un factor importante
en el desarrollo de la depresion en la mujer (Shors y Leuner, 2003). En un estudio comparativo se
observd que las concentraciones séricas de la hormona luteinizante (LH), hormona

foliculoestimulante (FSH) y la progesterona (PRO) fueron normales en mujeres premenopausicas
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con o sin depresién que se emparejaron en grupos por edad y dia del ciclo menstrual; sin
embargo, las concentraciones de E2 fueron significativamente menores en las mujeres
deprimidas. Ademas, se report6 una vida media menor de la LH en mujeres con depresion, tanto

en la fase litea como en la fase folicular (Young y cols., 2000).

La menopausia se ha relacionado con la presencia de sintomas depresivos (Flores-Ramos y
Ontiveros-Uribe, 2008). Freeman y cols. (2004) encontraron, en una cohorte de mujeres de entre
35 a 47 afios de edad, la cual fue seguida durante cuatro afios, que los sintomas depresivos
aumentaban durante la perimenopausia y disminuian la postmenopausia. De manera similar,
Harlow y cols. (2003) encontraron que, en mujeres de 36 a 45 afios de edad, se presentd un
primer episodio depresivo cuando llegaron a la perimenopausia, esto en una proporcion tres veces
mayor en comparacion con aquellas mujeres de edad similar que permanecieron en la
premenopausia. Por otra parte, Rasgén y cols. (2005) propusieron una teoria integradora, en la
cual se postula que en el periodo perimenopausico existe una mayor susceptibilidad a desarrollar
depresion en algunas mujeres, que puede deberse a la disminucion de las concentraciones de

estrdgenos y a la presencia de sintomas somaticos resultantes de esta disminucion hormonal.

3.3.  Papel de las hormonas gonadales en la depresion

Como se ha mencionado, se ha propuesto que la deficiencia de estrégenos puede cumplir un
papel importante en la generacion de la depresion en la mujer. En un estudio longitudinal de 8
afios de duracién, se examind a 231 mujeres de 35 a 47 afios de edad que no tenian antecedentes
depresivos, donde se observo una disminucion en la concentracion de E2 y un incremento de
FSH que se relacion6 con depresion diagnosticada por medio de la Escala del Centro de Estudios
Epidemioldgicos de Depresion (CES-D) (Freeman y cols., 2006). A su vez, un estudio
prospectivo basado en una poblaciéon de 138 mujeres seguidas durante la perimenopausia hasta la
posmenopausia, reportd una disminucion del E2 sérico total durante los dos afios de seguimiento,
lo que incremento tres veces el riesgo de sintomas depresivos, mientras que el aumento en los
niveles de FSH en el mismo periodo se asocié también con sintomas depresivos, utilizando la
escala CES-D (Ryan y cols., 2009). Estos datos sefialan que FSH y E2 son las hormonas que de

forma mas consistente se han encontrado relacionadas con los sintomas depresivos, es importante
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mencionar que algunos estudios también han sugerido que la falta de balance en la testosterona
puede ocasionar sintomas depresivos y agresivos (Rohr, 2002).

Considerando que la disminucion en la concentracion de E2 puede ser una causa de la presencia
de sintomas depresivos, se ha propuesto que la terapia de reemplazo hormonal (TRH) podria
resultar util para el tratamiento de la depresion en dicho periodo de la vida reproductiva de la
mujer. Por otra parte, Cohen y cols. (2003) examinaron el efecto de la TRH con E2 transdérmico
(100 pg/dia) sobre la depresion en mujeres perimenopausicas (N = 10) y posmenopausicas (N =
12). En dicho estudio las mujeres recibieron la TRH durante 4 semanas y se evaluaron los
sintomas depresivos utilizando la Escala de Depresién de Montgomery-Asberg y el Inventario de
Depresion de Beck; mientras que, para evaluar los sintomas relacionados con la menopausia se
utiliz6 la Escala Climatérica de Greene y, por ultimo, para evaluar la mejoria clinica global al
inicio y al final de la TRH se utiliz6 la Impresion Clinica Global (CGl). Se observo una remision
de la depresion en 8 de las 20 mujeres que completaron el tratamiento; de estas sélo dos eran
posmenopausicas y seis eran perimenopausicas, lo que sugiere que la perimenopausia también
podria considerarse una “ventana de oportunidad terapéutica” para que la TRH sea efectiva para

tratar la depresion.

En un estudio realizado a 10,374 mujeres de entre 40 y 55 afios de edad, de diferente origen
étnico (afroamericanas, estadounidenses de origen japonés, estadounidenses de origen chino e
hispanoamericanas); el cual consisti6 de 2 etapas: una encuesta transversal realizada entre
noviembre de 1995 y octubre de 1997 y una investigacion longitudinal para rastrear los cambios
en la salud fisica y mental de las mujeres a medida que envejecian y experimentaban la
menopausia. Se encontrd6 que las mujeres en la perimenopausia temprana tenian altas
puntuaciones de alteracion psicoldgica (sentirse tensa 0 nerviosa, triste o deprimida y sentirse
irritable o malhumorada), mientras que las mujeres posmenopausicas tenian menos alteraciones
psicologicas (Bromberger y cols., 2001). Por otra parte, en un estudio longitudinal, se
monitorizaron veintinueve mujeres premenopausicas asintomaticas durante un promedio de 5
afios hasta que cumplieron al menos 6 meses de amenorrea; se midio el estado de animo mediante
una Entrevista Clinica Estructurada basada en el DSM-1V y también los niveles plasmaticos de

FSH cuantificados a intervalos de 3 a 6 meses. Asi se determind el niumero de episodios
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depresivos (11 episodios) y su tiempo relativo al Gltimo periodo menstrual (24 meses),
encontrando que el riesgo de sufrir depresion durante la perimenopausia es de hasta 14 veces mas
que en la premenopausia. Es importante mencionar que las mujeres que desarrollaron depresion
durante la perimenopausia no tuvieron diferencias significativas respecto a las que permanecieron
asintomaticas, esto respecto al perfil de sintomas, la duracion de la perimenopausia o las medidas
endocrinas (Schmidt y cols., 2004).

Varios autores han propuesto que la perimenopausia es un periodo critico en el que las mujeres
son més vulnerables para desarrollar un trastorno afectivo de tipo depresivo, ya sea por primera
vez 0 bien episodios repetidos (Parry, 2010; Rocca y cols., 2008; Soares y Zitek, 2008). Es
importante sefialar que estudios epidemioldgicos sugieren que el riesgo de padecer alguin
trastorno depresivo es mayor en aquellas mujeres que tienen una historia de depresion asociada al
periodo premenstrual y al periodo post-parto (Parry, 2008; Parry, 2010). Por su parte, los estudios
clinicos reportan que las mujeres con una historia de cuadros depresivos presentan niveles
plasmaticos elevados de FSH y bajos niveles de E2 (Harlow y cols., 2003; Freeman y cols., 2006;
Rajewska y Rybakowski, 2003). Esto refuerza la teoria de que la depresion observada en las
mujeres durante la perimenopausia esta asociada a la disminucion de la actividad ovéarica (Harlow
y cols., 2003). Por todo lo anterior, la perimenopausia es considerada por algunos autores como
una etapa de vulnerabilidad para que algunas mujeres padezcan algun tipo de trastorno depresivo
(Soares, 2008).

3.4.  Eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario

Los efectos de los estrogenos son importantes en el desarrollo de caracteres sexuales y la funcién
reproductiva de la mujer. Esta funcion implica ciclos repetitivos en el desarrollo del foliculo,
cuerpo lateo y la ovulacion, que depende de la actividad coordinada de diferentes areas cerebrales
y oOrganos periféricos. Este patron de ciclos regulares se conoce como ciclo menstrual y se
establece por la integracion funcional y temporal del hipotalamo, la hipéfisis anterior y los
ovarios (eje hipotalamo-hipofisis-ovario: eje HHO) que controla el periodo de fertilidad en la
mujer (Jensvold, 1995; Hall, 2004). El hipotalamo se encarga de sintetizar y secretar la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual estimula a la hipdfisis anterior para sintetizar y
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secretar FSH y LH, que son liberadas al torrente sanguineo para llegar a los ovarios e inducir la
secrecion de estrogenos y PRO. A su vez, el aumento de la concentracion de hormonas ovaricas
transportadas en el torrente sanguineo hasta el hipotalamo y la hipofisis, ejerce un efecto de
retroalimentacion negativa inhibiendo la liberacion de GnRH o de gonadotropinas. Ademas, la
liberacion de inhibina, producida en el ovario, ejerce un efecto negativo sobre la liberacion de LH
y FSH (ver Figura 1) (Jensvold, 1995; Prieto-Gémez y Veldzquez-Paniagua, 2002; Brann y
Mahesh, 2005).

HIPGFISIS

Figura 1. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovarios (HHO). El eje HHO controla el sistema reproductivo de la mujer
mediante mecanismos de retroalimentacion positiva y/o negativa (Modificado a partir de la informacién de Hall,
2004).

La secrecion de GnRH en los mamiferos, y en especifico en las hembras, es pulsatil, esta
secrecion varia tanto en amplitud como en frecuencia durante las diferentes etapas reproductivas
(Tabla 1) (Trujillo-Hernandez y cols., 2015). De esta forma, la regulacién del eje HHO durante la

vida reproductiva se da en periodos aproximados de 28 dias, conocido como ciclo menstrual, éste
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se puede dividir en varias fases: 1) la fase folicular: se caracteriza por niveles altos de estrogenos,
con una duracién de 12 a 16 dias; 2) la ovulacion: se caracteriza por ser el periodo con el pico
maximo de secrecion de E2, con una duracién de 1 a 2 dias; 3) la fase Iutea: ocurre una elevacion
en la concentracion de PRO, mientras que los estrégenos alcanzan un segundo pico de
concentracion plasmatica (menor al de la fase ovulatoria) y, posteriormente, comienza a declinar
la secrecién hormonal, tanto de PRO como de E2, acompafiado de un incremento de las
gonadotropinas, fundamentalmente de la FSH; esta etapa tiene una duracion de 10-16 dias
(Jensvold, 1995; Trujillo-Hernandez y cols., 2015). A medida que la mujer envejece se produce
una reduccion de la fase folicular que altera el ciclo menstrual (Jensvold, 1995; Trujillo-
Hernandez y cols., 2015).

Tabla 1
Liberacion pulsatil de GhRH y hormonas ovaricas
Etapas del GnRH FSH LH E2 PRO

ciclo menstrual
Fase folicular =~ 1 pulso/90- ~ 2-10 IU/ml = 2-6 IU/ml 30-100 pg/ml 100-1000 pg/mi

100 minutos
Fase ovulatoria | 1 pulso/60 | 8-20 IU/ml | 6-40 IU/ml | 100-400 pg/ml 1000-2000
minutos pg/mi
Fase latea 2-8 1U/ml 3-8 1IU/ml 50-200 pg/mi 4000-15000

pg/mi

Tabla 1. Liberacion pulsatil de GnRH y las concentraciones de gonadotropinas y hormonas ovaricas, en diferentes

fases del ciclo menstrual en la mujer adulta (Tomado de Trujillo Hernandez y cols., 2015).

Con el envejecimiento se produce una disminucion en los niveles de inhibina, hormona que
regula a la baja la sintesis de FSH, con niveles de E2 normales o ligeramente bajos. Sin embargo,
conforme comienza la atresia de los foliculos ovaricos ocurre un aumento de los niveles séricos
de FSH, provocando un descenso en la produccion de estrégenos, ya que al encontrarse
disminuida la cantidad de estrogenos en el torrente sanguineo (principalmente E2), el hipotalamo
libera mas GnRH para que la hipdfisis reciba la sefial de liberar mas FSH, a pesar de que no hay
foliculos suficientes para la produccién de E2 (Guyton, 2011). El descenso de los niveles de E2

produce una maduracién folicular irregular con ciclos ovulatorios y anovulatorios (Torres-
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Jiménez y Torres-Rincon, 2018). La deficiencia de estrogenos puede tener un papel importante en
el desarrollo de la depresion en la mujer. Por ejemplo, Rajewska y cols. (2003) encontraron que
mujeres deprimidas de 38 a 46 afios de edad tenian menores concentraciones de E2 y mayores

niveles de FSH en comparacion con mujeres sin depresion de la misma edad.

3.5.  Estructuray funciones del Estradiol

Los estrogenos son hormonas esteroideas derivadas del colesterol por lo que son capaces de
atravesar la membrana celular por difusién (Nilsson y cols.,, 2001). En hembras, existen
principalmente tres estrégenos: estriol (E1), E2 y estrona (E3). Estas moléculas son esteroides de
18 carbonos, que contienen un anillo fendlico A (anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el
carbono 3) y un grupo B-hidroxilo o cetona en la posicion 17 del anillo D. El anillo fendlico A es
la caracteristica estructural principal, ya que de él depende la union selectiva y de alta afinidad a
los receptores de estrogeno (Wawrzak y cols., 1988). EI E2 (Figura 2) es el mas abundante de los
estrogenos, la principal fuente de sintesis es el ovario, mismo que produce pequefias cantidades
de E3 (Locia-Espinoza y cols., 2013) La fuente principal de la E3 es el tejido adiposo, en tanto
que E1 se produce principalmente en el higado (Sherwood, 2011). Los estrégenos también se
producen en cantidades menores en glandulas adrenales, SNC y tejido adiposo (Bonkhoff y
Berges, 2009; Freeman, 2006).

Figura 2. Estructura quimica del 17B-estradiol. Tomada de Gambini, 2008.

La sintesis de hormonas esteroides comienza con la escision de la cadena lateral del colesterol
por un complejo enzimatico (familia de citocromos P450), posteriormente se forma &cido
isocaproico y pregnenolona, este Gltimo es precursor de todas las hormonas esteroides en los
mamiferos (Novac y Heinzel, 2004). Una vez sintetizada la pregnenolona puede seguir dos rutas,

dependiendo del lugar donde se secrete, en las células de la granulosa se transforma en
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progesterona; mientras que en la teca interna, a través de la 17a-hidroxilasa, se convierte en 17a-
hidroxipregnenolona y luego de una segunda oxidacion se convierte en dehidroepiandrosterona
(DHEA), un esteroide precursor de andrégenos y estrogenos (Champe y cols., 2005); este a su
vez es convertido en sulfato 16-hidroxidehidroepiandrosterona (16 OH DHEA), y por ultimo se
convierte E1 (Lopez-Moratalla y cols., 2011). Por otra parte, la progesterona, después de una
hidroxilacion, forma la 17a-hidroxiprogesterona que sufre una ruptura en el C17 y produce
androstenediona donde puede tomar dos vias, la primera por accion de la aromatasa (también
conocido como CYP450) e convierte en E3 y la segunda donde finalmente se convierte en
testosterona. Posteriormente la testosterona después de una serie de reacciones se convierte en E2
por medio de la aromatasa que actda sobre el anillo A de la molécula y lo aromatiza (Garcia-de
Nava, 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Sintesis de estrégenos. Tomado y modificado de Lopez-Moratalla y cols., 2011.

Los estrogenos tienen principalmente tres funciones: promover el desarrollo y el mantenimiento
de las estructuras reproductoras de la mujer; ayudan al mantenimiento del control del balance
electrolitico y aumentan el anabolismo de las proteinas (Covini y cols., 2013). ElI E2 en el SNC
produce o estimula varias funciones vinculadas a la neuromodulacion, proteccion antiestrés y

accion antidepresiva (Covini y cols., 2013).
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3.6. Mecanismo de accion del E2

Muchas de las funciones del E2 son mediadas por sus receptores intracelulares. Los receptores a
estrégeno (REs) forman parte de la superfamilia de receptores nucleares (RNs) (Kingle, 2000;
Sivadinovic y cols., 2005; Couse y Korach; 1999), son activados por estrégenos y por moléculas
estructuralmente similares; actian como factores de transcripcion ligando-dependientes y regulan
la expresion genética (Couse y Korach, 1999; Kingle, 2000: Zivadinovic y cols., 2005). Estos
receptores se encuentran en las vias reproductoras femeninas, las mamas, la hipofisis, el
hipotalamo, hueso, higado y otros 6rganos (Gambini, 2008). Existen dos subtipos del RE
intracelulares conocidos como REa y REP codificados por diferentes genes, los cuales se
diferencian tanto en sus propiedades como en su distribucién tisular (Hewitt y Korach 2002,
Gambini, 2008). Tanto el REa como el REB presentan dominios estructurales y funcionales
comunes, ambos se unen a estrégeno con alta afinidad (Kumar y Thompson, 1999; Mas, 2007),
pero algunas diferencias en su estructura y a su distribucion en los tejidos provocan que tengan

funciones distintas (Kuiper y cols., 1997).

Las respuestas estrogénicas ocurren mediante dos mecanismos de accion del E2, clasico o no
clasico. ElI mecanismo de accion clasico, o también denominado gendémico, es relativamente méas
lento, ocurre en un marco de tiempo de horas o dias después de que los estrogenos se unen a sus
REa y REB nucleares clasicos. Ambos subtipos de receptores pertenecen a la familia de
receptores de hormonas nucleares que esta presente principalmente dentro del nlcleo y forman
complejos con chaperonas, y funcionan como factores de transcripcion activados por ligandos
(Herndndez-Hernandez y cols., 2019). Los estrogenos circulan en el plasma sanguineo unidos a
proteinas plasmaticas, éstos se disocian para entrar a la célula donde se unen a RES en el
citoplasma (Kowalski, 2001; Novac y Heinzel, 2004). La union de RE con el estrégeno produce
un cambio conformacional que promueve la homo o heterodimerizacion del receptor (Kumar y
Thompson, 1999), de esta manera se facilita su traslado al nucleo y la union del mismo con alta
afinidad a regiones promotoras ubicadas en el Acido desoxirribonucleico (ADN), Illamadas
elementos de respuesta a estrégeno (ERES) (Kuiper y cols., 1997). La formacién del complejo
ligando-RE-ADN da como resultado la union de correguladores que controlan la expresion de
genes que responden a estrogenos (Kumar y Thompson, 1999) (Figura 4). A pesar de que REa y
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REP conservan homologia en su dominio de union al ADN vy al ligando, tienen diferencias en sus
dominios de accion transcripcional (Gambini, 2008, Hernandez-Hernandez y cols., 2019). Esto
quiere decir que, de acuerdo con la distribucion de los receptores en los tejidos, su accion sera
diferente (Kuiper y cols., 1997). Ademas de este mecanismo clasico, existen otras vias que
pueden activar ambos REs, lo que aumenta la complejidad de la transduccion de la sefial (Kumar
y Thompson, 1999).
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Figura 4. Mecanismo de accion no clasico o clasico del E2. (1) Accidn no clasica mediada por estrogenos a través
de receptores de estrdgeno acoplados a proteinas G y sub-poblacion de receptores a estrogeno de membrana. (2)
Accion clasica a través de receptores a estrdgeno nucleares en células neurales. AKT: proteina cinasa B; ER:
receptor a estrogenos; ERK: cinasa regulada por sefiales extracelulares; GPER: receptor a estrégenos acoplados a
proteinas G; MAPK: proteina cinasa activada por mitégenos; PI3K: fosfatidilinositol-3-cinasa; PKA: proteina cinasa
A; PKC: proteina cinasa C; PLC: fosfolipasa C; RAS: proteina RAS; Src: cinasa Src; TF: factor de transcripcion

(Tomado y modificado de Hernandez-Hernandez y cols., 2019).
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Existe otra via por la cual los estrogenos pueden ejercer sus efectos, se trata de la via no clasica o
no gendmica (Chaban y cols., 2004; Lobaton y cols., 2005). Se trata de un proceso mucho mas
rapido, ocurre en segundos 0 minutos y no requiere de procesos de transcripcion ni de sintesis de
proteinas, por lo que es mediado por un receptor en membrana (Gambini, 2008). Los procesos
rpidos que se encuentran son flujos de iones, desencadenamiento de potenciales de accion,
descarga de vesiculas secretoras 0 activacion de proteinas quinasas asociadas a la membrana
(Watson y cols., 1999; Schmidt y cols., 2000). Los receptores a estrégeno de membrana incluyen
RE acoplado a proteina G (GPER, por sus siglas en inglés), como GPR30 (Carmeci y cols., 1997,
Filardo y cols., 2002; Prossnitz y cols., 2008; Revankar y cols. 2005; Thomas y cols., 2005) y
Gg-mER (Filardo y cols., 2002; Prossnitz y cols., 2008), subpoblaciones de RE de membrana
(mREa/B) (Revankar y cols. 2005; Murphy y cols., 1998) y RE-X (Toran-Allerand y cols., 2002;
Toran-Allerand, 2005). Los RE de membrana se expresan en las neuronas del sistema nervioso
central y periférico, el tejido intestinal, el pancreas, tejidos adiposos, células del musculo
esquelético, células del musculo cardiaco y células inflamatorias (Hernandez-Hernandez y cols.,
2019). Los GPER se expresan en gran medida en muchas regiones del cerebro, como el
hipotdlamo, la hipdfisis, el hipocampo, el tronco encefalico, la corteza y el cuerpo estriado
(Brailoiu y cols., 2007). A diferencia de la mayoria de los demas receptores acoplados a proteina
G, el GPER se localiza en las membranas del reticulo endoplasmatico, asi como en la membrana
celular. Ademas, los RE de membrana pueden acoplarse a otros receptores de membrana
(Hernandez-Hernandez y cols., 2019). Los estrogenos se unen a RE de membrana y median
rapidamente multiples vias intracelulares que involucran varios tipos de segundos mensajeros y
proteinas cinasas asociadas con la sefializacion de proteina G (Figura 4) (Prossnitz y cols., 2008;
Revankar y cols. 2005; Thomas y cols., 2005; Filardo y cols., 2000). Los mecanismos de
sefializacion de los RE de membrana incluyen la activacion rapida de fosfolipasa C, aumentos en
la concentracion intracelular de Ca?* y proteina cinasa C (Pietras y cols., 2001); produccion de
Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y activacion de la proteina cinasa A (Aronica y cols.,
1994; Szego y Davis, 1967); activacion de cinasa Src y fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/AKT;y

activacion de RAS/proteina cinasa activada por mitocondrias (MAPK) (Meyer y cols., 2009).
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3.7.  Perimenopausia

La etapa reproductiva de la mujer da inicio con la primera menstruacién (menarca), y finaliza
alrededor de los 50 afios con el dltimo periodo menstrual, denominado menopausia; definida
como el cese permanente de la menstruacion, resultado de una menor actividad ovarica (OMS,
1980; 1996). Sin embargo, antes de presentarse esta etapa, que marca el fin de la vida
reproductiva de la mujer; existe otra condicion endocrina que se presenta aproximadamente 5 o
10 afos antes de la menopausia, conocida como perimenopausia o climaterio (STRAW, 2001).
Este periodo se caracteriza por la presencia de ciclos menstruales de duracion variable y dos o
mas ciclos ausentes o 60 dias de amenorrea (Soules y cols., 2001). Se consideran marcadores
hormonales de la perimenopausia los niveles altos de FSH en sangre que se producen en
respuesta al envejecimiento ovérico. Este proceso ocurre antes del envejecimiento del
hipotalamo, el cual libera cantidades elevadas de GnRH, lo que da como resultado un aumento en
la concentracion de FSH (> 40 pg/ml) en un esfuerzo por estimular a los ovarios. Al mismo
tiempo, disminuye la produccion de prolactina, testosterona y E2 (40 < pg/ml), pero incrementa
la concentracion de E3, lo cual induce un estado fluctuante de estrogenismo. Las cantidades
secretadas de estrogenos resultan insuficientes y gradualmente disminuye la actividad de los

ovarios, hasta llegar a un estado no funcional (Brann, 2005; Soules y cols., 2001).

Un afio después de la Gltima menstruacion, inicia la posmenopausia (Figura 5), en la que no hay
ciclos menstruales, es decir cesa definitivamente la actividad reproductiva (Huerta, 2000) y
aumenta la concentracion de FSH (Figura 6) (Soules y cols., 2001). En la peri- y posmenopausia
ocurren alteraciones cardiovasculares, osteoporosis, cambios en el peso corporal y en el ciclo
suefio-vigilia (Dalbert, 1997; Albert y cols., 2011), asi como bochornos, sudoracién, falta de
libido y sintomas psicolégicos de gravedad variable, dependiendo del historial clinico de cada
mujer. La perimenopausia tiene una duracién promedio de 5 afios, en tanto que la posmenopausia
abarca casi un tercio de la vida de una mujer, durante estas etapas se presentan alteraciones tanto
endocrinas como neuroendocrinas que disminuyen la calidad de vida en la mujer (Soules y cols.,
2001; Burger y cols., 2002; Burger, 2008), lo que ha motivado la busqueda de alternativas de
atencion integral que mejoren la calidad de vida de las mujeres que concluyen su etapa

reproductiva.
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Transicion a la

Reproductiva s Posmenopausia
Terminologia i et
Temprana Fico Tardia Temprana Tardla Temprana Tardla
Perimenopausia
Duracion Variable Varable 1-3afos 2 anos (1+1) 3.6 anos  Vida restant
Criterios principales
Duracién
Giclos Regutares variable del  Periodos
enstrusies e Regular  Regular Cambios ciclo amenorea
Iregulares >7dias (> 60 dias)
diferente
de o normal
Cniterios de soporte
Endocrino Basja Veriable  Variable  Variable Vanable Estable
FSH Baja Baja Baja >25UIL Baja Muy baja
AMH Baja Baja Baja Baja Baja Muy baja
Inhibina 8 Baja
f::;‘,"’ folicutsr Baja Baja Baja Bsia  Muybaja Muy baja
Caracteristicas descriptivas
Probable- Aumento
mente Muy probablemente de
Sintomas sintomas sintomas sinlomas
vVaso- vasomolores de atrofia
motores urogenital

Figura 5. Descripcion general de las etapas reproductivas y la no reproductiva de la mujer. La clasificacion
STRAW se utiliza para entender la cronologia del envejecimiento reproductivo en la mujer, en ella se describen los
cambios clinicos, endocrinos y reproductivos. Esta clasificacion considera ciclos menstruales, sintomas, mediciones
de FSH, LH, inhibina B, hormona antimulleriana y cuenta folicular; aspectos que varian dependiendo de la etapa en
la que se encuentre la mujer: reproductiva, transicion a la menopausia y posmenopausia. Tomado de Alvarado-
Garciay col., 2015.
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Figura 6. Cambios en los niveles de E2, FSH y LH durante la menopausia. Tomada de Yabur, 2005.
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3.8.  Terapia de reemplazo hormonal

La TRH con estrogenos tiene como objetivo mantener la salud de la mujer que envejece y al
mismo tiempo mejorar su calidad de vida, es decir, las condiciones que le permiten a dicha mujer
continuar existiendo comodamente después de la menopausia (Ibarra, 2003). Esta terapia se
indica para el tratamiento de los sintomas climatéricos (osteoporosis posmenopausica,
enfermedades cardiovasculares, atrofia vaginal, sofocos entre otros) o para tratar la depresion

asociada a esta etapa (Martin-Aragon, 2009).

Existen cuatro tipos de estrogenos en las formulas farmacéuticas, los cuales pueden administrarse
en forma ciclica continua, con o sin progestagenos (progestina). La administracién puede ser via
oral, intravaginal, transdérmica (jaleas o parches) y subdérmica (inyectable o implantes) (Ibarra,
2003). Los estrogenos utilizados mas comunes son los estrogenos conjugados equinos (EEC) o
sintéticos, E2 y etinilestradiol (EE2). Por su parte los progestdgenos son acetato de
medroxiprogesterona (MPA) y acetato de noretisterona (Vargas-Hernandez, 2013). La accion de
las hormonas puede clasificarse de acuerdo a su accion: actividad sistémica (que afecta a todos
los 6rganos) y otro con actividad predominantemente local, sobre los tejidos de las vias urinarias
(Ibarra, 2003).

En los estudios donde se ha evaluado la eficacia de la TRH en la depresion se han utilizado
metodologias distintas y existen diferencias en cuanto a la definicion de la menopausia, la
definicién del estado hormonal, los instrumentos diagndsticos y de medicién estandarizada, las
dosis y las vias de administracion de las hormonas. Lo anterior ha provocado que los resultados
sean controvertidos ya que lo mismo se reporta la reduccion de sintomas depresivos o incluso la
remision total, que la carencia de efecto (LOpez-Rubacalva y cols., 2012). Sin embargo, los
hallazgos encontrados apuntan a que un uso adecuado de la TRH puede llevar a la mejoria de
sintomas afectivos durante la perimenopausia. En un estudio aleatorizado, doble ciego, se
compard el uso de E2 transdérmico o placebo en pacientes perimenopausicas con depresion
mayor, distimia o depresion menor, y se encontrd una remisién de la depresion en 68 % de las
pacientes tratadas con E2 y en 20 % de las tratadas con placebo (Soares y cols., 2001). En otro

estudio se encontraron resultados similares, en el cual se siguié un disefio paralelo doble ciego,
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donde a un grupo de 36 mujeres perimenopausicas se les administréo E2 (N = 16) o placebo (N =
18) durante 3 semanas. Se observé que los puntajes de sintomas visuales analogicos (tristeza,
anhedonia y aislamiento social) disminuyeron significativamente en comparacion con los
puntajes basales (p < 0.01) y fueron significativamente mas bajos que los puntajes en mujeres que
recibieron placebo (p < 0.01), que no mostraron mejoria significativa; corroborando asi la
eficacia de la TRH en el tratamiento de sintomas depresivos (Schmidt y cols., 2000). Ademas, se
sabe que las pacientes deprimidas en la perimenopausia pueden responder a tratamientos con
estrégenos como unico farmaco, y que los estrogenos pueden aumentar la respuesta a farmacos
antidepresivos en pacientes que no han respondido a estos Gltimos (Schmidt y cols., 2000). En
ese sentido, se ha evaluado el tratamiento conjunto de estrogenos y antidepresivos; Morgan y
cols., 2005, encontraron que mujeres de edades entre 40 y 60 afios, con diagndstico de trastorno
depresivo mayor en remision parcial, es decir, que no habian presentado signos o sintomas
significativos del trastorno durante los Gltimos dos meses; que tomaron 0.625 mg de estrégenos
conjugados al dia mas un antidepresivo, presentaron una disminucion significativa en las
puntuaciones de la Escala de Depresién de Hamilton en comparacién con las mujeres que
recibian placebo. Estos estudios en conjunto sugieren que las TRH con EEC, valerato de estradiol
y E2, han resultado Utiles para tratar los sintomas somaticos y psiquiatricos de la perimenopausia
(Sitruk-Ware, 2007), contribuyendo de manera importante con la mejora en la calidad de vida de

la mujer.

3.8.1. Efectos secundarios de la terapia de reemplazo hormonal

Los reportes que sustentan los efectos benéficos de la TRH, también describen algunos efectos
adversos, como el aumento en el riesgo de padecer cancer, sangrados y eventos tromboembdlicos
que pueden presentarse en mujeres vulnerables (Farquhar y cols., 2009). Estudios
epidemioldgicos han reportado un aumento del riesgo de trombosis venosa de 2 a 4 veces en
mujeres postmenopausicas que utilizan TRH con estrogenos Unicamente, o combinado con
progestagenos. Por ejemplo, en uno de ellos se tuvo una muestra de 6.608 mujeres
postmenopausicas entre las edades de 50 y 79 afios, quienes tuvieron un seguimiento de 5 0 6
afios. Por asignacion aleatoria, se les administro a las mujeres 0.625 mg/dl de EEC y mas 2.5

mg/dl de acetato de medroxiprogesterona o placebo, se encontré que el tratamiento de EEC y
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progestina se asocié con duplicar el riesgo de trombosis venosa (Cushman y cols., 2004;
Maturana y cols., 2007). Evidencia de estudios bésicos permite afirmar que el E2 y los EEC
producen efectos sobre la coagulacion sanguinea, predominantemente procoagulantes (Rubio-P6o

y cols., 1990; Lemini y cols., 1993; Lemus y cols., 1998).

Aunque la mayoria de las mujeres con TRH la toleran adecuadamente, se han reportado otros
efectos indeseables como cefaleas (dolor de cabeza), cambios de humor y mastodonia (dolor
mamario) (Ibarra, 2003). Al respecto, los grandes ensayos de la Iniciativa de Salud de la Mujer
(WHI) se concluyeron antes del tiempo estipulado porque algunas mujeres con la TRH basada en
el uso de EEC y/o progesterona, experimentaron trombosis y/o aumento del riesgo de céncer de
mama y cancer de ovario (Anderson y cols., 2003; Cunat y cols., 2004). Existen otros estudios
donde no se ha encontrado un efecto benéfico claro con la TRH en las mujeres (Sherwin, 2007),
las discrepancias de estos resultados pueden deberse a la naturaleza de la terapia utilizada, la
edad, y el tiempo transcurrido entre la perimenopausia y el inicio de la TRH (Walf y cols., 2009).
Es posible que se responda mejor al tratamiento con E2 si se inicia el reemplazo con el deterioro
de los ovarios, no después. Por ejemplo, se ha encontrado que hay un menor deterioro cognitivo
en el envejecimiento de las mujeres que iniciaron una TRH basada en E2 durante la
perimenopausia en comparacion con las que ya eran mayores, tuvieron una exposicion mas
reciente a E2 y/o comenzaron la TRH con E2 durante la posmenopausia (MacLennan y cols.,
2006; Matthews y cols., 1999).

3.9. 17-p-aminoestrégenos como una alternativa a los estrégenos clinicamente

utilizados

Los 17-B-aminoestrogenos (AEs): prolame [17B- (3-hidroxi-1-propilamino)-1,3,5(10)-estratrien-
3-ol)], butolame [17B-(4-hydroxy-1-butylamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol] y pentolame [17p- (5-
hidroxi-1-pentilamino)-1,3,5(10)-estratrien-3-ol)], son estrégenos sintéticos derivados de la
estrona. Los AEs tienen una estructura quimica similar a la del E2, pero en lugar del grupo
funcional -OH en el C17, poseen un grupo amino sustituido por diferentes radicales que impactan
en su perfil anticoagulante y estrogénico (Lemini y cols., 2005a). Estudios de la serie homologa
de AEs con el grupo amino -N-(CH2)n-OH, en donde n = 3, 4 0 5 (prolame, butolame y
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pentolame, respectivamente) (ver Figura 7), indican que los efectos estrogénicos de los AEs estan
relacionados con su estructura quimica, sugiriendo que la longitud de la cadena de -CH>- sobre el
grupo amino tiene un papel critico en la potencia de estos compuestos. Los efectos estrogénicos
de los AEs son similares a los inducidos por el E2: disminuyen la secrecion de LH, aumentan el
peso del dtero y el nimero de células cornificadas en el tejido vaginal, activan la transcripcion a
través de los receptores REa y REP, inducen la sintesis de receptores a PRO en la hipofisis
anterior y estimulan la conducta sexual femenina en la rata; estos efectos estdn mediados por
REs, y se considera a los AEs agonistas parciales de éstos (Lemini y cols., 1993; Jaimez y cols.,
2000; Lemini y cols., 2005b; Lemini y Canchola, 2009).
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Figura 7. Estructura quimica de 17p-estradiol y 17p-aminoestrogenos (tomada de Lemini y cols., 2015).

Se ha observado que la administracion de prolame, una vez al dia, durante tres dias consecutivos
(0.01 a 1000 pg/kg sc.), aumenta el peso del utero de las ratas hembras ovariectomizadas respecto
al grupo vehiculo. Los efectos sobre el peso uterino se evaluaron en himedo y en seco. Prolame
aumentd el peso del utero de manera dependiente de la dosis (Lemini y cols., 2005a). También se
ha encontrado que el tratamiento agudo (administracion unica, s.c., LQED50 268 + 19 ug/kg) de
prolame en ratas hembras ovariectomizadas estimula la conducta sexual (Lemini y Canchola,
2009). Estos efectos también se observan con la administracién de E2 a menor dosis (10 pg/rata),
lo que evidencia una diferencia en potencia farmacol6gica entre prolame y el E2 en relacién con
los efectos sobre una conducta que directamente depende de la estrogenicidad de una substancia.
Ademas, se ha identificado que prolame a dosis bajas (20-50 pg/kg) produce un efecto tipo
antidepresivo mediado por los REs en las ratas adultas ovariectomizadas evaluadas con la prueba
de nado forzado (PNF) (Lemini y cols., 2013). En el estudio se utilizaron ratas adultas Wistar con
tres semanas de TPOVX, que fueron administradas con E2 (5, 10 y 20 p/rata), prolame (10, 20,
50, 100 y 200 p/rata) o vehiculo (0.2 ml/rata de aceite me maiz); todos los tratamientos se

administraron s.c., una vez al dia, durante tres dias. Se encontrd que prolame a (a dosis de 20 y de
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50 pg/kg) tuvo resultados similares a E2 (10 pg/kg), ya que disminuy6 de manera significativa el
tiempo de inmovilidad y aumentd la conducta activa de nado. Posteriormente se evaluaron las
dosis efectivas de prolame y del antagonista tamoxifeno (15 mg/kg). Se observd que el
antagonista no tuvo ningun efecto por si solo en la PNF, pero cancelo los efectos tipo
antidepresivos de prolame y de E2. Por lo que se puede concluir que los REs participan en la
accion tipo antidepresiva de ambas hormonas (Lemini y cols., 2013).

Ademas de la accion antidepresiva de prolame, se sabe que tiene menor potencia estrogénica y un
efecto anticoagulante que contrasta con las acciones estrogénicas y procoagulantes del E2 cuando
se administran de manera aguda, sub-crénica y cronica (Lemus y cols., 1998; Jaimez y cols.,
2000; Lemini y cols., 2005a; 2005b; Lemini y Canchola, 2009). En un estudio donde se midio el
tiempo de coagulacion de la sangre, se utilizaron ratones hembra ovariectomizadas de la cepa
CD1 que se agruparon y recibieron una Unica administracion s.c. de prolame o estradiol (20, 80,
80, 60 mg/kg de peso corporal, respectivamente), o vehiculo (5 ml/kg). El tiempo de coagulacién
de la sangre se evalud en 12, 24, 48, 72, 96 y 120 h después de la administracion. Se observé que
E2 redujo el tiempo de coagulacion de la sangre del — 10 % al — 25 % (48 h; p < 0.01) mientras
que prolame aumento la latencia (~ 12 h + 48 %; p < 0.01) y duracién (~ 72 h + 58 %; p < 0.01)
(Lemini y cols., 2005a). Por todo lo anterior, prolame podria representar una ventaja terapéutica
sobre las hormonas usadas en las TRHs tradicionales, ya que podria tener mas utilidad en

individuos con problemas de trombosis venosa (Fernandez y cols., 1985; Lemini y cols., 2005a).

3.10. Modelos animales de depresion en roedores

La depresion es un trastorno muy complejo, por lo que es dificil de modelar en el laboratorio si se
quiere considerar la totalidad de los sintomas. La mayoria de las pruebas actuales estan basadas
en inducir factores de estrés, y aunque existe evidencia de una relacion entre estrés y depresion
esto no siempre se cumple (Cryan y Slattery, 2007). Por ello, los modelos animales de depresion
se centran en el estudio de algunos de sus signos mas relevantes, como son la desesperanza y la
anhedonia (Flores-Ramos y Martinez-Mota, 2012). Dos de los modelos mas utilizados son la
PNF y el modelo de estrés moderado cronico (EMC), cuya validez radica en que responden de

forma selectiva a los farmacos antidepresivos clasicos, asi como a otros tratamientos con eficacia
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antidepresiva en la clinica, por ejemplo, los agentes hormonales (Anisman y Matheson, 2005;
Willner, 2005; Porsolt y cols., 1977; Detke y cols., 1995). Sin embargo, es importante recalcar
que la validez de la efectividad de estos modelos animales, requiere que el compuesto activo en

éstos sea aprobado en pruebas clinicas (Cryan y Slattery, 2007).

Se ha demostrado que las conductas tipo depresivas en las hembras de los roedores tienen
influencia de las variaciones hormonales (Frye y Walf, 2002). En una rata con capacidad
reproductiva hay menor conducta tipo depresiva en la PNF (Frye y Walf, 2002; Contreras y cols.,
1998; Contreras y cols., 2001), cuando se encuentra en la etapa de proestro de su ciclo estral, la
cual se caracteriza por altas concentraciones de estrégenos, asimismo en el segundo tercio de la
gestacion (Molina y Téllez, 2001). Por el contrario, la conducta tipo depresiva en el mismo
modelo aumenta en la etapa de diestro cuando hay bajas concentraciones de esteroides ovaricos
(Frye y Walf, 2002; Contreras y cols, 1998; 2000). Cuando se suprimen los niveles de las
hormonas gonadales, mediante una OVX aumenta la expresion de la conducta tipo depresiva en
la PNF (Bekku y Yoshimura, 2005). Estos cambios incrementan en relacion con el tiempo de
privacion hormonal, con un periodo critico de doce semanas posteriores a la cirugia. Algunos
estudios indican que las hembras jovenes (3-5 meses) con capacidad reproductiva muestran
oscilaciones en el desarrollo de anhedonia en el modelo de EMC (Dalla y cols, 2005), a
diferencia de las hembras de mediana edad (13-16 meses), en las cuales, después de varias
semanas de estrés, se produce una respuesta de anhedonia contundente. En coincidencia, se ha
reportado un aumento de la inmovilidad en la PNF en las ratas de 14 meses respecto a las adultas
jévenes (Walf y cols, 2009b). Los resultados de ambos modelos animales sugieren que la edad
confiere mayor susceptibilidad al estrés en las hembras, lo que podria favorecer el desarrollo de

conductas asociadas a la depresion (Flores-Ramos y Martinez-Mota, 2012).

3.10.1. Prueba de nado forzado

La PNF es un modelo de estrés agudo. Esta prueba reine al menos dos de los criterios de validez
utiles para ser utilizada como modelo animal en psicofarmacologia: el criterio de validez
predictiva, que sefiala que las manipulaciones que modifican la patologia en el humano también

deben hacerlo en el modelo animal; y el criterio de validez de apariencia que asume que el



38

modelo debe representar un sintoma (signo en los animales) del trastorno a modelar (Willner,
1995).

El modelo de PNF se basa en la observacion de que los roedores, cuando se ven obligados a
nadar en un cilindro lleno de agua, inicialmente realizan esfuerzos vigorosos (nadar y escalar)
para tratar de escapar, posteriormente desarrollan una conducta de inmovilidad (L6pez-Rubalcava
y cols., 2009). En este modelo, la inmovilidad se interpreta como un signo de depresion (Cryan y
cols., 2002). La prueba original fue propuesta por Porsolt y cols. (1977), la cual ha sido
modificada en varios aspectos, por lo que actualmente la mayoria de los autores utiliza la version
modificada de Detke y Lucki (1996). Generalmente, la prueba se realiza en cilindros de vidrio
(46 cm de altura x 20 cm de diametro), con agua a una temperatura de 23-25°C, y a una
profundidad de 30 cm. Dichas condiciones, en ratas adultas (200-350 g de peso corporal o con 2-
3 meses de edad) impiden que los roedores sean capaces de sostenerse tocando el fondo del
cilindro con sus patas o cola, 0 que no se muevan debido a que el agua es muy fria 0 muy caliente
(Detke y Lucki, 1996; Detke y cols., 1995; Lopez-Rubalcava y Lucki, 2000), lo que podria
confundirse con una conducta de inmovilidad. La PNF se divide en dos sesiones, en la primera se
fuerza al roedor a nadar durante 15 minutos (pre-prueba), cuyo fin es generar en el roedor la
desesperanza aprendida, adquirida al percatarse de que la situacion a la que se enfrenta carece de
solucion. La segunda sesion (prueba) se realiza de 24 h mas tarde, tiene una duracién de 5
minutos y es videograbada desde una vista superior con el fin de, posteriormente, realizar el
conteo de las conductas (Detke y Lucki, 1996; Lopez-Rubalcava y cols., 2009). Se han realizado
algunas modificaciones a la PNF, por ejemplo, hacer la prueba 48 h, 7, 14 o 21 dias después de la

pre-prueba, y se ha observado que el impacto de la primera sesion se mantiene en la segunda.

Las principales conductas consideradas en la PNF son las siguientes (ver Figura 8):

(1) Inmovilidad: el animal realiza Gnicamente los movimientos necesarios para mantener su
cabeza a flote.
(2) Nado: movimientos de nado activos (generalmente horizontales) alrededor del cilindro,

que incluye el cruce a través de los cuadrantes del cilindro.
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(3) Escalamiento: movimientos activos con las patas delanteras dentro y fuera del agua,

generalmente dirigidos contra las paredes del cilindro.

Figura 8. Principales conductas consideradas en la PNF. A) Escalamiento: movimientos activos con las patas
delanteras, generalmente dirigidos contra las paredes del cilindro. B) Nado: movimientos activos de nado
(generalmente horizontales) alrededor del cilindro, incluyendo el cruce entre los cuadrantes del cilindro. C)
Inmovilidad: movimiento de flote en el agua sin dificultad y realizando s6lo los movimientos necesarios para

mantener la cabeza a flote (tomada de Lopez-Rubalcava y cols., 2009).

3.11. Modelo animal de menopausia

Para comprender la fisiologia del envejecimiento reproductivo y el sistema endocrino en la mujer
se realizan investigaciones con roedores, estos se utilizan como modelos de estudio debido a la
semejanza de la regulacion del ciclo reproductivo; ademas de la similitud de la sintomatologia del

envejecimiento endocrino tanto a nivel fisiolégico como conductual (Neal-Perry y cols., 2010).

La vida reproductiva de la rata comprende de los 3 a los 12-14 meses de edad, dependiendo de la
cepa. A nivel endocrino se caracteriza por ciclos estrales regulares, que tienen una duracién de
cuatro a cinco dias (Marcondes y cols., 2001), y que se encuentran bajo el control del eje HHO.
Los ciclos estrales estan organizados en cuatro fases: diestro, proestro, estro y metaestro, que se
caracterizan por fluctuaciones en las concentraciones de E2, progesterona, inhibina, asi como de
LHy FSH (ver figura 9).
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Figura 9. Cambios hormonales, ovéaricos y del epitelio vaginal durante el ciclo estral (Tomado de Juérez-Tapiay
Miranda-Anaya, 2016).

El ciclo estral en las ratas de mediana edad exhibe patrones de liberacion y cambios en los niveles
de la LH, FSH, E2 y PRO, similares a los patrones que se observan durante el ciclo menstrual en
la mujer perimenopdusica, donde aumentan los niveles de la FSH, disminuye la produccion de
inhibina B, los ciclos se prolongan y la produccidn de foliculos es escasa hasta que se produce la
inactividad reproductiva (Neal-Perry y cols., 2010). Alrededor de los 10 meses de edad, inicia
una etapa denominada ‘“periestropausia” (Matt y cols., 1986), que se caracteriza por ciclos
irregulares prolongados y niveles plasméticos elevados de FSH y LH, en comparacién con ratas
hembra jovenes en diestro (Besletti y cols., 1991). Esta etapa es analoga a la perimenopausia en
mujeres donde las irregularidades de los ciclos menstruales se relacionan con niveles elevados de
FSH, LH y E2 (Prior, 1998; Rannevik y cols., 1995). Sin embargo, Olvera-Hernandez y
colaboradores (2013) describen que una de las objeciones al modelo natural, es la baja proporcién
de hembras Wistar que alcanzan la periestropausia cuando tienen una edad razonable para la
investigacién y el tiempo que ésta conlleva. Por lo anterior, la manera mas adecuada de generar
una condicion semejante es mediante la remocion de los ovarios para eliminar la secrecion

enddgena de estrogenos y progestinas (Estrada-Camarena, 2012).

De forma alternativa, el método mas utilizado para eliminar la secrecion de estrégenos enddgenos
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circulantes en las ratas hembra es mediante la OV X, que consiste en la extirpacion quirurgica de
los ovarios y genera en las ratas un estado enddcrino semejante a la posmenopausia de la mujer
(Estrada-Camarena, 2012). Las ratas ovariectomizadas, al igual que las mujeres menopausicas,
experimentan pérdida de la densidad 6sea, aumento de la temperatura y de la grasa corporal
(Okada y cols., 1997), cambios en la ingesta de alimentos, disminucion de la conducta sexual y
alteraciones conductuales en modelos de depresion y ansiedad (Rachman y cols., 1998; Estrada-
Camarena y cols., 2003; Walf y cols., 2004; Bekku y cols., 2006). También existe evidencia que
muestra que la OV X induce un aumento de los niveles de FSH y LH (Liu y cols., 2010). De esta
manera la OVX es un modelo que simula algunos aspectos de la menopausia. Es por ello que, al
realizar la OV X para inducir una condicién similar a la menopausia y, posteriormente, someter a
los animales a la PNF es posible evaluar el posible efecto tipo antidepresivo de E2 y de prolame

en un modelo de depresién asociado a las hormonas ovaricas.

3.11.1. Importancia de la edad para la efectividad de los tratamientos

La edad también es un factor muy importante, esto se debe a que cuanto mas temprano se
presente la menopausia, ya sea natural o quirdrgica, mayor sera la vulnerabilidad para desarrollar
un trastorno depresivo (Rocca y cols., 2008). Por ejemplo, se reporta que aquellas mujeres que
fueron sometidas a ooferectomia y/o histerectomia en el periodo premenopausico (entre 35 a 45
afios) son mas susceptibles a desarrollar algin trastorno de ansiedad y/o depresién en
comparacion a aquellas que llegan a la menopausia de manera natural alrededor de los 45-55 afios
(Roccay cols., 2008; Rocca y cols., 2010).

Estrada-Camarena (2012) analizé la importancia de la edad en la que se induce la perimenopausia
sobre el efecto tipo antidepresivo de E2. Se utilizaron ratas ovariectomizadas de 3, 12 y 15 meses
de edad y un TPOVX de tres semanas. Se evalud el efecto en la PNF de diferentes dosis de E2:
10, 20 y 40 pg/kg en las ratas con 3 'y 12 meses de edad; y dosis de 40 y 80 ug/kg en las ratas de
15 meses. El grupo de 3 meses de edad corresponde a hembras jovenes, el de 12 meses a
animales de mediana edad que recién entraron a la periestropausia y el grupo de 15 meses
corresponde al grupo de animales en estropausia (Walf y cols., 2009a; Olvera-Hernandez y
Fernandez-Guasti, 2011). Se observé que la conducta de inmovilidad aumentd de manera
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significativa conforme las hembras envejecian. También se observé que el efecto tipo
antidepresivo de E2 se perdia conforme aumentaba la edad de los animales, ya que en hembras
ovariectomizadas a los 12 meses requerian de dosis mayores de E2 en comparacion con las
hembras de 3 meses; mientras que en las hembras de 15 meses ninguna de las dosis evaluadas
redujo la conducta de inmovilidad (Estrada-Camarena, 2012). En el estudio citado la
administracion fue aguda (una administracion) por lo que se podria requerir de un tratamiento
cronico para observar el efecto tipo antidepresivo de E2, sin embargo, en otro estudio realizado
en ratas de mediana edad después de cinco meses de TPOVX, la TRH cronica carecio de efecto
(Walf y cols., 2009b). Los antecedentes indican que es importante el proceso de envejecimiento,
ya que éste genera condiciones endocrinas que, por un lado, generan vulnerabilidad al estrés (lo
gue aumenta la conducta de inmovilidad) y, por otro, contribuyen a disminuir el efecto tipo
antidepresivo de los estrogenos; sugiriendo que, al igual que en las mujeres, en las ratas también
existe una “ventana de oportunidad” para la accion benéfica de la TRH, que en gran medida

depende de la edad.

3.11.2. Importancia del tiempo post-ovariectomia en el efecto tipo antidepresivo

En los dltimos afios ha quedado cada vez mas claro que es importante considerar el papel que
juega el periodo en que se inicia la TRH en relacion con tiempo de inicio de la menopausia sobre
el efecto antidepresivo de la TRH. Como se ha mencionado, el estado endocrino de las pacientes
es crucial para observar un efecto benéfico de la TRH sobre los sintomas depresivos (Estrada-
Camarena, 2012), por lo que se ha propuesto que existe una ventana de oportunidad terapéutica
para que la TRH sea efectiva en relacion al periodo perimenopausico (Parry, 2008; Soares y
Zitek, 2008; Rocca y cols., 2010), es decir que la TRH es mas efectiva si se administra en la fase
de inicio de la perimenopausia y que carece de efecto cuando se prescribe varios afios después de
la posmenopausia (Parry, 2008; Soares y Zitek, 2008). Sin embargo, este punto ha sido poco
explorado en modelos animales (Estrada-Camarena, 2012). En un estudio se evaludé el efecto de
E2 y de EE2 en animales que fueron ovariectomizadas a los tres meses de edad y analizados
conductualmente después de una, tres, doce o veinte semanas posteriores a la pérdida de
estrogenos. Lo que se obtuvo fue un efecto tipo antidepresivo del E2 y EE2 en los animales que
se sometieron al tratamiento después de una y tres semanas TPOVX (Estrada-Camarena y cols.,
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2011), sin embargo, a las doce semanas de TPOVX el Gnico tratamiento efectivo para reducir la
conducta de inmovilidad fue el EE2 a la dosis de 10ug/kg. Por Gltimo, a las veinte semanas
ambos estrogenos carecieron de efecto (Estrada-Camarena y cols., 2011). Los antecedentes
anteriores nos indican que hay una pérdida del efecto estrogénico y, por ende, del efecto tipo

antidepresivo de los estrégenos después de cierto TPOVX.

Es importante mencionar que los resultados anteriores son similares a los hallazgos clinicos
(Rocca y cols., 2008; Payne y cols., 2007). Por lo tanto, las evidencias clinicas y en modelos
animales apoyan la idea de que la TRH debe iniciarse durante, o en un periodo muy cercano, al
inicio de la perimenopausia y no en la posmenopausia, ya que es muy probable que en esa etapa
el organismo se haya adaptado a la supresion hormonal y, por ende, existan cambios en la
sensibilidad de los receptores cuya actividad es modulada por las hormonas ovaricas (Estrada-
Camarena, 2012).

IV. Planteamiento del problema

El E2 produce un efecto tipo antidepresivo en modelos animales de depresion, como es la PNF
reflejado en una disminucién del tiempo de inmovilidad (Bernardi y cols., 1989; Galea y cols.,
2001; Okada y cols., 1997; Rachman y cols., 1998; Estrada-Camarena y cols., 2003; Walf y cols.,
2004, Walf y Frye, 2005). En la investigacion clinica, se ha reportado que la TRH reduce las
alteraciones neuropsiquiatricas asociadas a la perimenopausia, como son la depresion y la
ansiedad, sin embargo, estudios epidemioldgicos han reportado un aumento del riesgo de
trombosis venosa de 2 a 4 veces en mujeres postmenopausicas que utilizan TRH de estrégenos
como tratamiento Unico, o combinado con progestdgenos (Cushman y cols., 2004; Maturana y
cols., 2007). También existe evidencia de que la TRH puede aumentar el riesgo de cancer de
ovario, de mama y de endometrio (Cunat y cols., 2004; Vivacqua y cols., 2006). Los estrégenos
podrian favorecer la progresion tumoral aumentando la proliferacion celular y promoviendo la
movilidad celular (Cunat y cols., 2004). La presencia de estos efectos adversos aumenta la
necesidad de encontrar una alternativa a la TRH de estrégeno convencional. El perfil
farmacolégico de prolame sugiere que podria constituir una nueva alternativa para mujeres con

predisposicion a eventos tromboembdlicos, debido a que los antecedentes nos indican que
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comparados con las acciones estrogénicas y procoagulantes del E2, prolame tiene menor potencia
estrogénica y un efecto anticoagulante cuando se administran de manera aguda, sub-cronica y
cronica (Lemus y cols., 1998; Jaimez y cols., 2000; Lemini y cols., 2005a; 2005b; Lemini y
Canchola, 2009).

La evidencia clinica ha demostrado que los efectos benéficos de la TRH con E2 puede inducir
mejoria de sintomas depresivos durante la perimenopausia, sin embargo, esto no se ha observado
en mujeres posmenopausicas, concluyendo que es importante considerar el estado endocrino y los
cambios adaptativos a nivel del SNC de las pacientes para obtener efectos benéficos sobre el
estado emocional (Soares y Zitek, 2008; Pae y cols., 2009). En modelos animales encontraron
que existe efecto tipo antidepresivo de E2 cuando la restitucién hormonal se da inmediatamente
después de la OVX y se pierde cuando el tratamiento con E2 comienza varias semanas después
de realizada la cirugia (Estrada-Camarena, 2012). Otro estudio muestra que la administracién de
E2 inmediatamente después de la ovariectomia y continuado por seis meses en ratas hembra de
14 meses, mostrd una disminucion significativa en el tiempo de inmovilidad en comparacion con
ratas ovariectomizadas a la misma edad, pero que recibieron el tratamiento solo por un mes y
empezando el mismo a los 19 meses de edad (Walf y cols 2009a). Estos datos sugieren que el
TPOVX tiene un papel crucial para obtener un efecto benéfico con el tratamiento.

Por otra parte, se ha identificado que prolame a dosis bajas (30-60 pg/kg) produce un efecto tipo
antidepresivo en ratas hembra adultas jovenes ovariectomizadas (Lemini y cols., 2013). Sin
embargo, estos resultados sélo han sido evaluados en periodos de TPOVX a corto plazo. Se sabe
que E2 no produce efecto tipo antidepresivo en ratas con TPOVX de 12 y 20 semanas (Estrada-
Camarena y cols., 2011; Walf y cols., 2009a). Por otra parte, no existen estudios sobre la eficacia
de prolame en diferentes TPOVX, por lo tanto, el presente estudio propone determinar si el
TPOVX a largo plazo tiene influencia sobre el efecto tipo antidepresivo de prolame en ratas
hembra adultas jovenes sometidas a PNF, de la misma manera que ocurre con E2. A su vez,
conocer estos resultados ayudaria a establecer en qué momento se obtendrian mejores resultados

con la administracion de prolame como una TRH alternativa.
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V. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar si los diferentes TPOVX tienen influencia sobre el efecto tipo antidepresivo de

prolame en ratas hembra adultas jovenes sometidas a prueba de nado forzado.

5.2.  Objetivos particulares

= Comparar el efecto tipo antidepresivo de prolame con el de E2 en ratas hembra adultas
jévenes con diferentes TPOVX.

» Analizar si el efecto tipo antidepresivo de prolame se relaciona con la concentracion de
E2 en sangre.

= Determinar el efecto estrogénico de prolame sobre peso del Gtero.

= Analizar si prolame y E2 alteran la actividad locomotriz de ratas hembra adultas jovenes.

V1. Hipotesis
Si prolame tiene actividad farmacoldgica y endocrina similar a la de E2 se espera que produzca
un efecto tipo antidepresivo similar en ratas adultas jovenes con diferente TPOVX sometidas a

prueba de nado forzado, a su vez se espera observar que a mayor TPOVX el efecto tipo

antidepresivo de prolame sea menor 0 no se produzca.

VIl. Metodologia

6.1. Sujetos de estudio

Se utilizaron ratas hembra Wistar adultas jévenes (3-5 meses), que se alojaron en condiciones

estandar de bioterio (ciclo luz/oscuridad de 12 x 12 horas, la luz se encendia a las 22:00 horas, y



46

temperatura constante de 22-25°C), con alimento (Purina Chow) y agua ad libitum. El cuidado y
manejo de los animales se realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para Animales de
Experimentacion (NOM-062-Z00-1999). EI protocolo fue aprobado por los Comités de
Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz (INPRFM
NC143370.2).

6.2. Farmacos

Se utilizaron los siguientes farmacos: 1,3,5-Estratrien-3,17p-diol (E2, Sigma-Aldrich, MO); este
compuesto posee la misma afinidad por REa y REB (Meyer y cols., 2001); y prolame, que
muestra mayor afinidad por REa (Jaimez y cols., 2000). Prolame se sintetizo a partir de estrona

de acuerdo con métodos descritos previamente (Rubio-Pdo y cols., 1990; Lemini y cols., 1993).

6.3. Determinacion de las fases del ciclo estral

Para determinar las fases del ciclo estral en el que se encontraban las ratas, se realizaron frotis
vaginales diariamente durante un mes, a las 12 horas. El frotis vaginal se llevo a cabo mediante
pipetas de plastico con bulbo utilizando solucion salina (NaCl 0.9 %), la punta de la pipeta se
colocé en la apertura vaginal realizando un lavado. Las muestras se colocaron en un portaobjetos

para posteriormente observarlas sin tefiir en un microscopio optico con un lente objetivo de 10X.

Las fases del ciclo estral se pueden diferenciar por la presencia de tres tipos celulares (Gorbman y

cols., 1983; Hebel y Stromberg, 1986; Martin, 1979), como se indica a continuacion:

» Proestro. En esta fase abundan las células epiteliales de gran tamafio y con ndcleo, no
hay presencia de leucocitos.

» Estro. Hay abundancia de células cornificadas, que pueden aparecer formando masas
blancas e irregulares. Proceden de la descamacion del epitelio superficial de la vagina. Al
final del estro ocurre la ovulacién. Suele durar 12 horas.

» Metaestro. Se caracteriza por la presencia de leucocitos ademas de células cornificadas

anucleadas. Los leucocitos se reconocen con facilidad por su tamafio pequefio y la forma
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irregular de su ndcleo. Dura de 10 a 14 horas.

» Diestro. En esta fase los leucocitos invaden el epitelio vaginal y son las células
predominantes en los frotis vaginales. Es la fase més larga y variable del ciclo (2-3 dias).
Empiezan a aparecer células nucleadas epiteliales, a mayor abundancia de células mas

avanzada se encuentra la fase.

Mediante la identificacion secuencial de cada una de las fases del ciclo se confirmé que las ratas

jévenes presentaron al menos 3 ciclos estrales regulares.

6.4. Ovariectomia

Se realizaron ovariectomias bilaterales con la finalidad de eliminar la principal fuente de
estrogenos. Este procedimiento ha sido empleado por numerosos grupos de investigacion para
evaluar el efecto de diferentes estrogenos y otras hormonas de origen ovarico sobre la conducta
(Walf y Frye, 2005). Para la cirugia, las ratas fueron anestesiadas con 2, 2 2 —Tribromoethanol a
0.2 gr / kg, anestésico de corta duracién, y se siguieron los procedimientos indicados de asepsia y
desinfeccion. Las trompas uterinas se ligaron y se cortaron los ovarios. Como cuidados post-
operatorios, las ratas recibieron el antibiético enrofloxacino (1 mg / ml en agua de bebida) y el
analgésico ketorolaco (0.3 mg / ml en agua de bebida). Posteriormente, se permitié un periodo de
3, 8, 16 y 24 semanas de reposo post-operatorio, para permitir la cicatrizacién, la disminucion de
los niveles plasmaticos de estrégenos y medir la capacidad de respuesta a la hormona ante una
nueva exposicién. Datos de la literatura demuestran que después de 3 semanas las ratas son

capaces de responder a los tratamientos hormonales (Estrada-Camarena y cols., 2011).

6.5. Disefio experimental

El efecto de prolame en el modelo de depresion se analizd mediante grupos independientes de
ratas adultas jovenes ovariectomizadas que recibieron uno de los siguientes tratamientos: prolame
a 60 pg / kg o E2 a 30 pg / kg disueltos en aceite de maiz. Los animales del grupo control
recibieron inyecciones de aceite de maiz (0.2 mL) y una manipulacion idéntica a los grupos

experimentales. Después de 3 administraciones los animales fueron evaluados en dos pruebas
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conductuales: a) prueba de actividad locomotriz, para la evaluacion de la actividad locomotora, y
b) PNF, para la identificacion de los efectos antidepresivos (Figura 10). Las dosis y esquemas de
administracion se escogieron con base en reportes previos que demuestran su efecto
antidepresivo (Lemini y cols., 2013). De acuerdo con estudios previos del laboratorio, la
aplicacion de esta secuencia de pruebas no genera efectos residuales ni interfiere con el efecto de

los tratamientos.

6.6. Prueba de nado forzado

Este modelo es el méas utilizado en la investigacion de farmacos con potencial antidepresivo,
incluyendo las hormonas gonadales y derivados sintéticos (Lopez-Rubalcava y cols., 2009). En el
presente trabajo se utilizo la version de la prueba modificada por Detke y cols (1995; 1997), que
consta de dos sesiones de nado separadas por 48 hrs. En la primera sesion (pre-prueba), los
animales fueron forzados a nadar en un cilindro de vidrio (20 cm de didmetro por 45 cm de
altura) con agua (30 cm de profundidad) a 23-25 °C, durante 15 minutos; la segunda sesion
(prueba), de 5 min de duracidn, se llevo a cabo bajo las mismas condiciones, excepto que ésta se
videograb6 para su analisis posterior. Se registraron las conductas de inmovilidad, nado y
escalamiento, para identificar tanto el efecto de tipo antidepresivo (mediante la reduccién de la
conducta de inmovilidad) (Porsolt y cols., 1977), como dilucidar un mecanismo de accion
primario (el nado incrementa con la activacion del sistema serotonérgico, mientras que el

escalamiento incrementa por estimulacién del sistema de catecolaminas).

Cada grupo recibid diariamente, durante tres dias, 3 inyecciones subcutaneas de prolame (a dosis
de 60 ug / kg), E2 (a dosis de 30 pg / kg) o vehiculo (aceite de maiz, a dosis de 1 m I/ kg). La
primera inyeccion se realizd6 media hora después de la pre-prueba, la segunda administracion se
aplico 24 horas despueés de la primera inyeccion, mientras que la Gltima se aplicd 5 horas antes de
la prueba. Media hora antes de la PNF, cada rata fue evaluada en la prueba de actividad
locomotriz (PAL) (figura 10). El disefio experimental fue transversal, con grupos independientes,
teniendo como factores el tratamiento y el TPOVX. EIl esquema de administracion se selecciono
con base en la literatura (Lemini y cols., 2013; Lemini y cols., 2016). El nimero de animales para
cada grupo fue de al menos 7 ratas.
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Figura 10. Disefio experimental. Método llevado a cabo para explorar el efecto tipo antidepresivo de
E2 y prolame en Ratas ¢ Wistar adultas jovenes con diferente TPOVX. PNF: Prueba de nado forzado,
PAL: Prueba de actividad locomotriz, OVX: Ovariectomia, TPOVX: Tiempo post-ovariectomia.

6.7. Prueba de actividad locomotriz

Esta prueba se realizd para descartar que los efectos de prolame y de E2 en la PNF se debieran a
cambios en la actividad locomotora general. La prueba se llevé a cabo en una caja automatizada
(PanLab), la cual consiste en una caja de acrilico (45 x 35 x 45 cm) con dos sensores infrarrojos
localizados sobre las paredes de la caja acoplados al software IR LE8811 que miden la

ambulacion de los roedores, durante un periodo de 5 minutos con intervalos de un minuto.
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6.8. Determinacioén de los niveles de E2 en suero

Los animales fueron sacrificados por decapitacion 30 minutos despues de la PNF, se realizo en
este tiempo porque los niveles de corticosterona alcanzan su maxima concentracion en sangre
después de realizarse la PNF (Martinez-Mota y cols., 2011). Se obtuvo la sangre troncal de los
animales, la cual fue centrifugada (4000 rpm durante 25 min a 4°C) para obtener el suero, que se
almaceno a - 20°C. El E2 total se midi6 mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
utilizando un kit comercial (estradiol EIA-2693, DRG Instruments GmbH, Alemania) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en el principio de vinculacion competitiva. Los
pocillos de microvaloracion se recubrieron con un anticuerpo policlonal dirigido hacia un sitio
antigénico en la molécula E2. E2 en la muestra compitié con un conjugado E2-peroxidasa de
rabano picante para unirse al anticuerpo recubierto. Después de un periodo de incubacién, se lavd
el E2 no unido (en la muestra o conjugado). La cantidad de conjugado E2-peroxidasa unido era
inversamente proporcional a la concentracion de E2 en la muestra. Después de la adicion de la
solucion de sustrato, la intensidad del color desarrollado fue inversamente proporcional a la
concentracion de estradiol en la muestra. La variabilidad intraensayo del kit fue de 4.13 — 6.81 %

y la variabilidad entre ensayos fue de 6.72 — 9.39 %.

6.9. Peso del utero

Con el propdsito de comparar los efectos estrogénicos y determinar el potencial de prolame con
referencia a E2, posterior a la eutanasia y a la obtencidn de sangre, se extrajeron los Uteros de
cada animal, retirando todo el tejido adiposo, y se pesaron en fresco en una balanza analitica. El
peso del utero se normaliz6 respecto al peso corporal de cada rata. El indice Utero-somatico se
calculd6 mediante la férmula: peso del Utero de la rata en miligramos / peso de la rata en su

totalidad en gramos x 100 (Rizwana y cols., 2019).

6.10. Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante una prueba de normalidad de Shapiro-Wilks,
posteriormente se realizo un ANOVA de dos vias, teniendo como factores el tratamiento y el
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TPOVX; esto con el fin de conocer el efecto de un tratamiento especifico en los diferentes
TPOVX. En el caso donde se encontraron diferencias significativas se realizé una prueba post-
hoc de Holm-Sidack para la comparacion multiple de medias. Un valor p inferior a 0.05 se
considerd significativo. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software Sigma Plot
(version 12.0).

vill. Resultados

8.1.  Efecto del tiempo post-ovariectomia sobre la actividad tipo antidepresiva de E2 y

de prolame en la prueba de nado forzado

En el presente trabajo se estudio el efecto del TPOVX sobre la accidn tipo antidepresiva de E2 y
de prolame en ratas adultas jovenes sometidas a la PNF. La Figura 11 muestra que la
administracion de E2 y prolame disminuyd la conducta de inmovilidad en los grupos de 3y 8
semanas TPOVX. EI ANOVA de dos vias mostr6 diferencias significativas en el factor de
tratamiento (F2s1 = 7.760, p < 0.001), mientras que no hubo diferencias significativas para el
factor de TPOVX (Fss1 = 0.879, p = 0.455) ni en la interacciéon de estos (Fes1 = 1.849, p =
0.100). Al no haber diferencia significativa entre la interaccion de los factores se realizé una
ANOVA de una via para analizar cada TPOVX vy tratamiento. Se observaron diferencias
significativas entre grupos en el tiempo de 3 semanas (Fz2,16 = 8.715, p = 0.003) y en el de 8
semanas (F220 = 5.873, p = 0.010). La comparacion mdltiple de medias utilizando el método
Holm-Sidak mostr6é diferencias significativas con ambos tratamientos respecto a su grupo
control, en los grupos de 3 semanas: E2 (p = 0.015) y prolame (p = 0.028); y en el de 8 semanas:
E2 (p = 0.037) y prolame (p = 0.013). Por otra parte, para la conducta de nado (Figura 12), el
ANOVA de dos vias mostro diferencias significativas en el factor de tratamiento (F2s1 = 10.173,
p < 0.001), pero no por el TPOVX (Fzs1 = 2.168, p = 0.098) ni por la interaccion de estos (Fe,s1 =
1.306, p = 0.264). EI ANOVA de una via indico diferencias significativas entre grupos en los
TPOVX de 3 (F216 = 8.715, p = 0.003) y 8 semanas (F220 = 4.412, p = 0.026). La prueba de

Holm-Sidak mostro diferencias significativas en ambos tratamientos, 3 semanas TPOVX: E2 (p =
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0.004) y prolame (p = 0.007), mientras que en el caso de 8 semanas TPOVX: E2 (p = 0.044) y
prolame (p = 0.047). Por ultimo, en el caso de la conducta de escalamiento (Figura 13), el
ANOVA de dos vias no mostré diferencias significativas en el factor de tratamiento (F2s1 =
0.743, p = 0.479).
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Figura 11. Efecto del TPOVX sobre la conducta de inmovilidad en la prueba de nado forzado.
Vehiculo (aceite de maiz 1 ml/ rata), E2 (30 ug / kg) y prolame (60 pg / kg) fueron administrados en
ratas adultas jovenes con cuatro diferentes TPOVX 3, 8, 16 y 24 semanas; cada grupo con una n = 8.
Los resultados se presentan como la media + S.E.M del nimero de veces que se presenta la conducta
de inmovilidad en un periodo de 5 minutos. EI ANOVA de dos vias indicé un efecto significativo para
el factor de tratamiento (F2,81 = 7.760, p < 0.001), el ANOVA de una via, seguido de una prueba de
Holm-Sidak, indico diferencias significativas: TPOVX de 3 semanas, E2 (p = 0.015) y prolame (p =
0.028); TPOVX de 8 semanas, E2 (p = 0.037) y prolame (p = 0.013).
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Figura 12. Efecto del TPOVX sobre la conducta de nado en la prueba de nado forzado. E2
(30 pg/kg) y prolame (60 ug/kg) fueron administrados en ratas adultas jévenes con diferente
TPOVX: 3, 8, 16 y 24 semanas; cada grupo con una n = 8. Para los grupos control se administrd
1 ml/rata de aceite de maiz. Los resultados se presentan como la media + S.E.M del nimero de
veces que se presenta la conducta de nado en un periodo de 5 minutos. EI ANOVA de dos vias
indicé un efecto significativo para el factor de tratamiento (F281 = 10.173, p < 0.001)
posteriormente se realiz6 una ANOVA de una via, seguido de una prueba de Holm-Sidak, donde
se observaron diferencias significativas: TPOVX de 3 semanas, E2 (p = 0.004) y prolame (p =
0.007); TPOVX de 8 semanas, E2 (p = 0.044) y prolame (p = 0.047).
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Figura 13. Efecto del TPOVX sobre la conducta de escalamiento en la prueba de nado forzado.
Vehiculo (aceite de maiz 1 ml/rata), E2 (30 ug/kg) y prolame (60 pg/kg) fueron administrados en
ratas adultas jévenes con cuatro diferentes TPOVX 3, 8, 16 y 24 semanas; cada grupo con una n = 8.
Los resultados se presentan como la media + S.E.M del nimero de veces que se presenta la conducta
de escalamiento en un periodo de 5 minutos. EIl ANOVA de dos vias no indicé un efecto significativo
para ninguno de los factores ni por su interaccion.
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8.2. Efecto tréfico de E2 y de prolame sobre el peso del utero
Se estudio el efecto de los tratamientos y del TPOVX sobre el indice Utero-somatico (peso Utero
mg/peso de la rata en gr x 100). EI ANOVA de dos vias arrojé diferencias significativas en el
factor tratamiento (F2ss = 92.711, p < 0.001), mientras que no hubo diferencias significativas
para el factor de TPOVX (Fzss = 0.188, p = 0.905) ni por la interaccién entre ambos (Fess =
0.538, p = 0.778). Posteriormente, se realizd6 un ANOVA de una via para analizar el efecto de los
tratamientos en cada TPOVX, se observaron diferencias significativas entre grupos en todos los
TPOVX: 3 semanas (Fz2,16 = 12.737, p = 0.002), 8 semanas (F220 = 16.485, p < 0.001), 16
semanas (F2,21 = 15.849, p < 0.001) y 24 semanas (F224 = 18.591, p < 0.001). Seguido de una
prueba de Dunn, donde se observaron diferencias significativas con ambos tratamientos respecto

a su grupo control en todos los TPOVX (p < 0.05 en todos los casos) (Figura 14
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Figura 14. Indice Gtero-somatico (peso Utero mg/peso de la rata en g x 100). Los Gteros se pesaron en fresco y se
hizo una relacion del peso del Gtero por cada 100 g del peso de la rata. EI ANOVA de dos vias mostré diferencias
significativas en el factor tratamiento (F2ss = 92.711, p < 0.001), mientras que en el ANOVA de una via se
observaron diferencias significativas en todos los TPOVX: 3 semanas (F2,16 = 12.737, p = 0.002), 8 semanas (F2,20
= 16.485, p < 0.001), 16 semanas (F2,21 = 15.849, p < 0.001) y 24 semanas (F2,24 = 18.591, p < 0.001). En la
prueba de Dunn el valor de p fue < 0.05 en todos los TPOVX para ambos tratamientos, * p < 0.05 vs el respectivo
grupo control.
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8.3.  Efecto de E2 y prolame sobre la actividad locomotriz

Se estudio el efecto de los tratamientos y del TPOVX sobre la actividad locomotriz general. El
ANOVA de dos vias (Tabla 2) no mostré diferencias significativas para los factores de TPOVX
(Fass = 0.989, p = 0.402), tratamiento (F2s5 = 0.643, p = 0.528), ni por la interaccion de estos
(Fe.gs = 6, p = 1.240).

Tabla 2.
Prueba de actividad locomotriz en ratas hembra adultas jovenes ovariectomizadas y
administradas con E2 o prolame

Tratamiento 3 semanas 8 semanas 16 semanas 24 semanas
VEH (1 ml/kg) 1385.8 + 185.9 1326.2 £ 137.9 1703.4 +127.9 1406.5 + 151.8
E2 (30 pg/kg) 1345.5 + 109.6 1503.5 + 153.4 1216.5 + 203.7 1426 + 99.4

Prolame(60 pg/kg) 1271.4 +£217.0 1448.1 +£106.0 1737.3 £121.5 1506.2 = 157.9

Los datos se presentan como la media + S.E.M. de los movimientos ambulatorios.

8.4. Efecto de los tratamientos sobre la concentracion sérica de E2

Se estudio el efecto de los tratamientos sobre la concentracion sérica de E2 (pg / ml). EI ANOVA
de dos vias mostré diferencias significativas en el factor de tratamiento (F2,81 = 68.16, p <
0.001), también en el factor de TPOVX (F3,81 = 6.032, p < 0.001), y por la interaccion de estos
(F6,81 = 6.648, p < 0.001). La prueba de Holm-Sidack arrojé diferencias significativas con la
administracion de E2 respecto al grupo tratado con vehiculo y prolame en los grupos de 3, 8 y 16
semanas: E2 vs VEH (p < 0.001), E2 vs prolame (p < 0.001) (Tabla 3).

Tabla 3

Concentracion de E2 en sangre
Tratamiento 3 semanas 8 semanas 16 semanas 24 semanas
VEH (1 ml/rata) 14.7 £ 2.42 10.56 + 1.45 16.6 £ 3.45 23.42 £ 1.25
E2 (30 pg/kg) 417.35 +118.95* | 506.75 + 213.85* | 592.75 + 87.30* 147.8 + 67.65
Prolame (60 pg/kg) | 33.14 £5.68 35.95 + 5.96 47.32 £ 5.44 198.55 + 108.18

Los resultados se presentan como la media + S.E.M de la concentracion de E2 (pg / ml) en suero. ANOVA de dos
vias seguido de una prueba de Holm-Sidack, * p < 0 .05 vs el respectivo grupo control y prolame.
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IX. DISCUSION

En esta investigacion se analizo si el TPOVX tiene influencia en el efecto tipo antidepresivo de
E2 y de prolame. El efecto tipo antidepresivo se evalué mediante la PNF; ademas se identificaron
posibles efectos secundarios sobre la locomocion a través de la PAL. Por otra parte, se identifico
el efecto de las hormonas a nivel periférico mediante la evaluacion del peso del Gtero; asi como

también se analizo si el efecto de prolame se relacionaba con la concentracion sérica de E2.

9.1. LaOVXcomo modelo de perimenopausia

Para obtener una condicion analoga a la perimenopausia de la mujer en un modelo animal es
necesario eliminar la secrecién de estrogenos y progestinas enddgenas mediante la remocion de
los ovarios, una estrategia frecuentemente utilizada es la OV X (Estrada-Camarena, 2012). Existe
evidencia de que la OVX reduce los niveles de estrdgenos y progestinas, ademas un aumento de
FSHy LH (Liu y cols., 2010), osteoporosis (Gurkan y cols., 1986; Kalu, 1991), un aumento en la
temperatura corporal (equivalente a los “bochornos”) (Kobayashi y cols., 2000; Okada y cols.,
1997) y un aumento en la ansiedad experimental (Picazo y cols., 2006; Walf y cols., 2009). De
esta manera, al inducir algunos signos equivalentes a los sintomas de la perimenopausia, la OVX
resulta ser un modelo adecuado para simular esta etapa, estudiar los procesos biologicos que
acontecen en esta etapa y evaluar las alternativas a las terapias de restitucién hormonal

convencionales.

9.2. LaPNF como modelo para la evaluacion de hormonas con accién antidepresiva

Una de las herramientas mas utilizadas para evaluar el efecto de los farmacos y hormonas con
potencia antidepresiva es la PNF. Este modelo animal cuenta con diferentes criterios (apariencia,
predictiva y etiologica) que sustentan su uso como una importante herramienta para analizar y

detectar el potencial antidepresivo de tratamientos hormonales (Cryan y cols., 2005).

La PNF estad basada en la exposicion del animal a un estresor agudo, capaz de modificar su
conducta, equivalente a los sintomas depresivos; a la vez esto se revierte mediante un tratamiento
antidepresivo (Cryan y cols., 2005). En esta prueba los roedores son forzados a nadar, en un

principio muestran conductas activas (nado y escalamiento), con el fin de encontrar una salida a
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la situacion de estrés que enfrentan; finalmente desarrollan un comportamiento pasivo o de
inmovilidad. Esta Gltima conducta es considerada como una estrategia pasiva de afrontamiento al
estrés 0 un estado de desesperanza que semeja el estado depresivo (LOpez-Rubalcava y cols.,
2009). La reduccion de la conducta de inmovilidad a consecuencia de un tratamiento
farmacoldgico u hormonal nos indica una respuesta tipo antidepresiva, mientras que las
modificaciones en las conductas de nado y escalamiento permiten identificar el mecanismo de
accion primario en el SNC de los tratamientos evaluados; un incremento en el escalamiento
indica la activacion del sistema catecolaminérgico mientras que un aumento en la conducta de

nado indica la activacion del sistema serotoninérgico (Krolick y cols., 2018).

Con base a lo anterior, al realizar la OVX para inducir una condicién endocrina similar a la
menopausia y la PNF para evaluar el posible efecto antidepresivo de las hormonas, fue posible

analizar la influencia del TPOVX sobre el efecto tipo antidepresivo de E2 y de prolame.

9.3. Efecto de E2 y de prolame en la PNF en ratas adultas jévenes

Se ha demostrado que E2 produce efectos de tipo antidepresivo en la PNF, esto se ve reflejado en
una disminucion del tiempo de inmovilidad en ratas adultas jovenes ovariectomizadas (Walf y
cols., 2004; Walf y Frye, 2005). Este efecto se ha observado con diferentes esquemas de
administracion: agudo (Estrada-Camarena y cols., 2013), sub-crénico (Lemini y cols., 2013) y
cronico (Rachman y cols., 1998) es importante mencionar que en el presente trabajo se realizaron
administraciones sub-cronicas considerando datos previamente publicados por nuestro

laboratorio.

La evidencia del efecto tipo antidepresivo de E2, proviene de estudios basicos, en los cuales se
muestran efectos robustos de diferentes terapias estrogénicas en animales con OV X'y sometidos a
PNF (Estrada-Camarena y cols., 2003; 2011; Lund y cols., 2005; Walf y Frye, 2005). En relacion
con lo anteriormente mencionado, Estrada-Camarena y cols., 2003 encontraron en ratas adultas
jovenes ovariectomizadas que recibieron tratamiento de E2 (10 pg / rata) una reduccion en el
tiempo de inmovilidad y un aumento en la conducta de nado. En otro estudio, la administracion
de E2 a una dosis de 40 o 60 pg / kg de manera aguda y crénica, disminuy6 el tiempo de

inmovilidad de ratas adultas jovenes ovariectomizadas sometidas a la PNF, (Estrada-Camarena y
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cols., 2010). Sin embargo, también existen reportes que muestran resultados controvertidos,
como son la reduccion de los sintomas depresivos, la remision total o incluso la ausencia de
efecto (Lopez-Rubacalva y cols., 2012). Cabe la posibilidad de que varios factores, como son el
tipo de estrogeno usado, la dosis, la edad, la duracién del tratamiento y el TPOVX influyan sobre
el efecto tipo antidepresivo de E2, lo que podria contribuir a explicar estos resultados
contradictorios (Estrada-Camarena, 2012).

En el presente trabajo obtuvimos que E2 (a dosis de 30 pg / kg) redujo de manera significativa el
tiempo de inmovilidad en los grupos de 3 y 8 semanas TPOVX comparados con su respectivo
grupo control. Nuestros resultados coinciden con lo observado tanto en estudios pre-clinicos
como clinicos, reforzando la idea de que existe una “ventana de oportunidad terapéutica” para el
inicio de la TRH, por lo que se propone que esta es mas efectiva si se administra en la fase de
inicio de la perimenopausia y carece de efecto después de la posmenopausia. En relacion con esta
idea, Estrada-Camarena y cols. (2011) encontraron, que en ratas hembra con una o tres semanas
de TPOVX y sometidas a la PNF se produjo un efecto tipo antidepresivo de E2, el cual se perdio
a las doce y veinticuatro semanas. Resultados similares se han observado en la clinica, por
ejemplo, Morrison y cols. (2004) realizaron un ensayo aleatorizado y controlado en donde 87
pacientes posmenopausicas con depresion leve-moderada recibieron un tratamiento de placebo
durante dos semanas, posteriormente 57 pacientes se asignaron al azar para recibir 8 semanas de
tratamiento con E2 (0.1 mg / dia; n = 31) o placebo (h = 26). Los sintomas depresivos se
calificaron con las escalas de Depresion de Hamilton de 21 items y Centro de Estudios
Epidemioldgicos, y encontraron que E2 no produjo un efecto antidepresivo clinicamente

significativo en mujeres posmenopausicas.

En el caso de prolame, que posee un perfil estrogénico similar al de E2, pero con menor potencia,
se ha reportado que disminuye la concentracion de LH sérica, aumenta el peso uterino y produce
cambios morfoldgicos endometriales en ratas ovariectomizadas (Jaimez y cols., 2000; Lemini y
cols., 2005a, 2005b). Lemini y cols., 2013 demostraron que, en ratas hembra adultas jovenes
ovariectomizadas, el tratamiento con prolame a dosis bajas (30-60 pg / kg) tiene efectos
antidepresivos similares a los producidos por E2. Sin embargo, los TPVOVX a los que se ha
evaluado han sido a corto plazo, por lo que no se ha profundizado en la influencia que este factor
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pudiera tener a largo plazo en el tratamiento con prolame.

Nuestros resultados mostraron que prolame (a dosis de 60 pg / kg), al igual que E2; redujo de
manera significativa el tiempo de inmovilidad en los grupos de 3 y 8 semanas de TPOVX
comparados con su respectivo grupo control. Se sabe que los RE participan en las acciones tipo
antidepresivas de prolame y de E2, ademéas que prolame no muestra actividades antagonicas de
ninguno de los subtipos de RE (Lemini y cols. 2013, Jaimez y cols., 2000; Lemini y cols. 2005b).
En un estudio donde se evalto la participacion de los RE utilizando tamoxifeno, el cual es un
modulador selectivo de los RE; se observo que el efecto tipo antidepresivo de E2 y prolame, en
ratas Wistar adultas jovenes con 3 semanas de TPOVX y sometidas a PNF, es mediado por los
RE, ya que la administracion en conjunto de E2/tamoxifeno y prolame/tamoxifeno (15 mg / kg)
bloqueo el efecto tipo antidepresivo de ambas hormonas (Lemini y cols., 2013). Ademas, se ha
reportado que E2 y prolame activan la transcripcién a través de ambos subtipos de REa y REP
(Jaimez y cols., 2000). Se ha encontrado una disminucion de la expresion de los REa y REB en
la corteza y el hipocampo de la rata tres semanas después de la OVX y este efecto se mantiene
por al menos doce semanas (Rose Meyer y cols., 2003). Aunque no hay datos de si esta
disminucion se mantiene después de ese tiempo, es probable que debido al prolongado tiempo de
la privacion de estrogenos la tendencia de la expresion de los REs se mantenga a la baja.

En cuanto a las conductas activas, ambas hormonas aumentaron de manera significativa la
conducta de nado en los grupos de 3 y 8 semanas TPOVX, mientras que en la conducta de
escalamiento no hubo cambios significativos con la administracion de ambos tratamientos en
ningin TPOVX. Diversos estudios describen que las diferencias en las conductas activas
permiten distinguir el mecanismo de accion involucrado en el efecto tipo antidepresivo (Detke y
cols., 1995; Lemini y cols., 2013; Lemini y cols., 2016). Una interaccion con el sistema
noradrenérgico y/o dopaminérgico (por ejemplo, desipramina) aumentan el escalamiento en la
PNF, mientras que los antidepresivos que activan la via serotoninérgica (por ejemplo, fluoxetina)
producen un incremento en la conducta de nado (Detke y cols., 1995). Esto nos indica que tanto
E2 como prolame activan la via serotoninérgica, lo que contribuye a explicar el mecanismo de

accion por el cual ejercen sus efectos tipo antidepresivos.
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Con lo anterior podemos dilucidar que prolame tiene un efecto tipo antidepresivo mediante el
mismo mecanismo de accion que E2. Ademas, al igual que E2, existe una ventana de oportunidad

terapéutica para que el tratamiento con prolame sea efectivo.

9.4. Influencia del TPOVX en el efecto tipo antidepresivo de E2 y prolame

El estado endocrino de las pacientes es crucial para obtener un efecto benéfico sobre los sintomas
depresivos con la TRH. Lo anterior también se ha observado en modelos animales, por ejemplo,
en un estudio se observé que a las doce semanas de TPOVX el tratamiento con E2 perdié su
efecto para reducir la conducta de inmovilidad, lo mismo que a las veinte semanas (Estrada-
Camarena y cols., 2011). Esta influencia del TPOVX sobre el efecto tipo antidepresivo no se ha
determinado en el caso de prolame, por lo que fue el objetivo principal del presente estudio. En
nuestros resultados se observo que ambos tratamientos redujeron significativamente la conducta
de inmovilidad en los tiempos de tres y ocho semanas de TPOV X, pero este efecto se perdio a las

dieciséis y veinticuatro semanas.

Se sabe que la OVX reduce los niveles de estrogenos circulantes y su sefializaciéon (Krolick y
cols., 2018), provocando una disminucion de la expresion de los REa y REP en la corteza y el
hipocampo de la rata (Jin y cols., 2005). Esto es importante ya que estas areas cerebrales son el
blanco de tratamientos antidepresivos, incluyendo a los estrogenos (Duncan y cols., 1996; Walf y
Frye., 2006; Walf y Frye, 2008). Walf y cols., (2004) determinaron si los efectos tipo
antidepresivos de E2 implicaban acciones en los REa y REP. Para ello utilizaron ratas
ovariectomizadas que se sometieron a PNF y 48 h antes se les administrd subcutaneamente una
dosis de vehiculo (aceite de sésamo), 10 pug de E2, un antidepresivo triciclico (desipramina; 30
ug / kg) como control positivo; 0 moduladores selectivos de RE (SERM, por sus siglas en inglés),
los SERM selectivos de REa que se utilizaron fueron propil pirazol triol (PPT) y 17a-E2; para
REP se utilizaron diarilpropionitrilo (DPN) y cumestrol. Se observaron diferencias significativas
con la administracion de E2, los SERM selectivos de REB (DPN y cumestrol) y con desipramina,
pero no hubo diferencias con la administracion de los SERM selectivos de REa. Por lo que se ha
propuesto a los REP como el principal regulador del efecto tipo antidepresivo de los estrogenos
(Walf y cols., 2004; Rocha y cols., 2005). Esto indica que si REB es necesario para que se

establezca el efecto tipo antidepresivo de los estrogenos un cambio en la expresion de este influye
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de manera directa en este efecto, asi como en varios componentes del sistema serotoninérgico y
de BDNF. La deficiencia en la neurotransmision de 5-HT es una de las principales hipdtesis
sobre la fisiopatologia de la depresion (Owens y Nemeroff, 1994). En este sentido, la privacion a
largo plazo de E2 en monas ovariectomizadas disminuy6 la disponibilidad global de serotonina,
neuronas serotoninérgicas, expresion de triptéfano hidroxilasa-2, transportador de serotonina y
receptor de serotonina 1-A (Bethea y cols., 2011); estos efectos se revierten con un tratamiento
con E2. Estos datos sugieren que, en ratas hembras, la reduccion de la actividad del sistema
serotoninérgico inducida por un TPOVX largo podria explicar la falta de efecto antidepresivo de
E2. La PNF se ha utilizado para dilucidar el mecanismo de accion principal de los antidepresivos.
Se ha demostrado que los antidepresivos que actlan sobre el sistema serotoninérgico aumentan el
comportamiento de nado, mientras que los que interactian con los sistemas noradrenérgicos y/o
dopaminérgicos facilitan el comportamiento de escalamiento (Detke y cols., 1995). En el presente
estudio, encontramos que E2 y prolame incrementaron significativamente el comportamiento de
nado en ratas jovenes a las 3 y 8 semanas TPOVX sin modificar el comportamiento de
escalamiento, estos resultados sugieren que los efectos tipo antidepresivos de ambos estrégenos
estan relacionados con la regulacion del sistema serotoninérgico, posiblemente mediante la
activacion del RE. Estos datos respaldan ain mas la hipotesis de que, durante una privacion de
estrogenos a largo plazo, la ineficacia de E2 y prolame para inducir un efecto tipo antidepresivo

esta relacionada con su incapacidad para mejorar la actividad del sistema serotoninérgico central.

Por otra parte, existe evidencia de que ocurren cambios en la capacidad de respuesta del
hipocampo a E2 y que estos son causados por la duracion de la privacion de esta hormona, por
procesos normales de envejecimiento o por una combinacion de ambos factores, lo que también
podria contribuir a explicar la disminucion o la falta de efectividad de E2 (Vedder y cols., 2014).
Por ejemplo, se ha observado que en ratas envejecidas ovariectomizadas, la duracion de la
privacion de la hormona ovarica determina si el reemplazo con E2 sera benéfico para la fisiologia
sinaptica, la densidad de la espina del hipocampo y el aprendizaje (Bohacek y Daniel, 2010;
Smith y cols., 2010; Wu y cols., 2013). Al respecto, se ha reportado que la terapia de reemplazo
de E2 es capaz de aumentar la densidad de la espina dendritica CAL, la transmision sinaptica
mediada por GIuN2B y la potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) en el
hipocampo, en ratas jovenes con hasta 15 meses TPOVX después de dos semanas de privacion de
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la hormona (Smith y McMahon, 2005; Smith y McMahon, 2006; Smith y cols., 2010). Sin
embargo, este efecto se pierde en ratas con 19 meses de TPOVX, lo que no ocurre en las ratas
con la misma edad cronoldgica con ovarios intactos, ya que son capaces de responder al
reemplazo con E2 inclusive un mes despueés, cuando las ratas tenian 21 meses de edad (Smith y
cols., 2010); esto nos indicaria que la efectividad del tratamiento va a depender de la duracion de
la privacion de estrégenos en lugar de la edad. En otro estudio donde se utilizaron ratas
ovariectomizadas a los 14 meses de edad, a las que se les administré un tratamiento con E2 de
seis meses, comenzando en el momento de la cirugia; se observd que presentaron un menor
tiempo de inmovilidad en comparacion con las ratas ovariectomizadas a los 14 meses de edad que
recibieron un tratamiento con E2 durante un mes, comenzando a los 19 meses de edad (Walf y
cols., 2009a). En conjunto, los resultados de los estudios previos de comportamiento animal y
nuestros datos demuestran que existe una “ventana critica” durante la cual el reemplazo de E2 es
benéfico y que este periodo critico también aplica en el caso de prolame. Los datos también
sugieren que la duracion de la ventana es variable y dependeré de la edad, el TPOVX, asi como

del estrdgeno utilizado (Smith y cols., 2010).

Por ultimo, cabe mencionar que ademas de la serotonina, el BDNF es una molécula que también
se relaciona con el efecto antidepresivo, respaldado por varios estudios clinicos y en animales que
han informado una disminucion en los niveles de expresion de ARNm y proteinas de BDNF en el
hipocampo y la corteza prefrontal de los sujetos deprimidos en comparacién con los sujetos
control, este efecto fue revertido por un tratamiento antidepresivo crénico (Xu y cols., 2003;
Dwivedi y cols., 2003), en este sentido, la expresion de BDNF esta regulada por E2, algunos
estudios han informado, en animales ovariectomizados, una disminucion en el ARNm de BDNF
que se revirtio con el tratamiento con E2 (Cavus y Duman, 2003; Singh y cols., 1995; Chhibber y
cols., 2017). Aunque no existen estudios sobre la relacién directa entre el BDNF y prolame, si
hay un estudio que muestra que prolame mejor6 la memoria de reconocimiento a largo plazo en
ratones hembra (18 meses de edad), efecto que se asocié con una mejora de la morfologia
dendritica en la region CA1 y CA3 del hipocampo (Diaz y cols, 2017). De acuerdo a los datos
anteriores, se puede proponer que la falta de efecto tipo antidepresivo de E2 y prolame después
de un TPOVX largo puede estar determinada, al menos en parte, por una disminucion en la

sefializacion de RE activada por estrogenos que disminuye la expresion de BDNF y los
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componentes de la via serotoninérgica.

9.5.  Efecto de los tratamientos en la prueba de actividad locomotriz

La PNF es un modelo animal de depresion que evalGa conductas que involucran movimientos
coordinados de las extremidades de los roedores y es en funcion de esta evaluacion que se puede
determinar si un farmaco u hormona tiene o no un efecto tipo antidepresivo. Esto quiere decir que
si el tratamiento en cuestion altera la actividad motora del roedor se pueden generar resultados
falsos en la PNF, por lo cual es necesario realizar una PAL para descartar que los resultados de
los tratamientos en la PNF se deban a un efecto sedante (reflejado en una disminucion del
nimero de movimientos realizados por la rata durante los 5 minutos de la prueba) o, por el
contrario, se deban a una estimulacién en la actividad motora (reflejado en un aumento del

namero de movimientos realizados por la rata).

En nuestros resultados se obtuvo que tanto E2 como prolame no produjeron ninguna alteracion en
la actividad motora de las ratas, esto quiere decir que el efecto tipo antidepresivo fue especifico,
ya que las dosis evaluadas de los tratamientos que causaron una disminucion en la conducta de
inmovilidad en la PNF no incrementaron ni disminuyeron la actividad ambulatoria de los

animales en la PAL.

9.6. Efecto trofico de los tratamientos sobre el peso del Gtero

Con el fin de determinar el efecto estrogénico de prolame en tejidos periféricos se evalué el peso
del utero. El tejido del Utero se compone de tres capas: la mucosa glandular (endometrio), la capa
muscular (miometrio) y la capa serosa (perimetrio) (Garcia-Albor, 2016). Durante el proestro
proliferan las células epiteliales del Utero, durante la cual incrementan significativamente los
niveles de estrogenos; mientras que se reducen (mediante apoptosis) en otras etapas en las que los
niveles de estrogenos son bajos. Las acciones estrogénicas de los tratamientos aqui utilizados
estan mediadas por la activacion de los RE. Los subtipos RE a y B se encuentran distribuidos en
diferentes proporciones a nivel periférico y central, ademas de que su expresion en areas del SNC
es distinta (Weiser y cols., 2008; Gustafsson, 1999). Los REa predominan en tejidos periféricos

como el Utero, esto se sabe porque los REa se detectan facilmente en las células epiteliales y en
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las células del miometrio, mientras que la presencia de REP es controversial (Rizner, 2009). El
crecimiento de las células endometriales es estimulado por E2, principalmente mediante la
activacion de REa, lo que provoca una estimulacién en la proliferacion celular, un aumento en la
irrigacion del tejido, movilizacion de moléculas de agua en las células, entre otras acciones

(Vivacquay cols., 2006).

Se ha demostrado que una exposicion de 12 horas a E2 reduce significativamente el contenido de
REa, pero no afecta la expresion de REP; en células de la linea celular Ishikawa (Vivacqua y
cols., 2006), lo que sugiere que la regulacion a la baja de REa es una consecuencia del aumento
de la formacion local de E2 (Rizner, 2009). Investigaciones han demostrado que la
sobreexpresion de REP en las células del estroma endometrial resulta en la reduccién
significativa de REa (Trukhacheva y cols., 2009). Por lo que diversos estudios han revelado que,
en el endometrio, E2 puede ejercer sus efectos proliferativos a través de REaq, la via proteinas
cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) o vias de sefializacidn proteina cinasa B (PKB/AKT), o
incluso via REP (Kayisli y cols., 2004; Vivacqua y cols., 2006; Trukhacheva y cols., 2009); estos

mismos mecanismos podrian actuar para ejercer los efectos de prolame.

En el presente trabajo se encontr6 que E2 y prolame aumentaron de manera significativa el peso
del atero en todos los TPOVX que fueron evaluados (3, 8, 16 y 24 semanas). Nuestros resultados
coinciden con los reportados por Lemini y cols. (2005) en donde evaluaron el efecto de E2 y de
los AEs (prolame, butolame y pentolame) sobre el peso del utero, administrando los tratamientos
por tres dias en una curva dosis-respuesta de 0.01 a 1000 ug / kg en ratas y ratones hembra
adultas jovenes y encontraron que prolame increment6 el peso del Gtero, aunque el efecto se
produjo con menor potencia y eficacia comparado con E2 (Lemini y cols., 2005). Esto coincide
con los datos de la literatura que sugieren que prolame tiene afinidad por ambos RE pero que su
potencia farmacoldgica es mas baja que la de E2, por lo que es considerado un estrogeno débil
(Walf y Frye, 2005). Estos datos y nuestros resultados sugieren que los efectos en el Gtero de E2
y prolame no dependen de un periodo especifico ni de la edad. de acuerdo con nuestros
resultados, los efectos uterotoficos de prolame y E2 se mantienen incluso en el TPOVX de 24
semanas,con una magnitud similar a la encontrada en el TPOVX de 3 semanas. Lo que contrasta

con las acciones de estos tratamientos sobre la conducta de inmovilidad, que se pierden después
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de la octava semana TPOVX.

Si bien el prolame tiene efectos similares a los de E2 sobre el indice Utero-somatico, se ha
determinado que este aminoestrogeno tiene un efecto anticoagulante (Lemini y cols., 2005;
Lemini y cols., 2016), antitrombdtico (Gonzéalez y cols, 2010) y cardio-protector (Roman-
Anguiano y cols., 2019), que podrian considerarse una ventaja en la TRH para mujeres con
sintomas somaticos y depresion relacionada con la privacion de estrogenos, especialmente para

aquellas con mayor riesgo de trombosis.

9.7. Efecto de los tratamientos sobre los niveles de E2 en suero

Con el fin de verificar que al administrarse E2 se aumenta su concentracion en sangre y para
descartar que prolame no se metaboliza a E2 se realiz6 una cuantificacion utilizando un kit para
ELISA (DRG) EIA-2693. Se conoce que los niveles fisioldgicos de E2, alcanzados por ciertas
dosis de tratamientos, pueden explicar sus efectos sobre el comportamiento no reproductivo, por
otra parte, los niveles infra o supra fisiologicos pueden no producir efectos, o producir efectos
nocivos, respectivamente (Lemini y cols., 2005a). En el presente trabajo se obtuvo que el
tratamiento con prolame no produjo mayores niveles séricos de E2, sino que fueron similares a
los detectados en los grupos control. Estos hallazgos sugieren que la dosis aqui analizada de
prolame no se biotransforma a E2 y podria producir efectos tipo antidepresivos por si mismo. Por
otro lado, el tratamiento de E2 produjo niveles séricos suprafisoldgicos de la misma hormona, lo
que concuerda con su administracion (60 pg / kg, durante 3 dias). En suma, los resultados
sugieren que para inducir un efecto tipo antidepresivo con prolame, en la hipdtesis aqui

propuesta, no se requiere un aumento significativo en los niveles séricos de E2.
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X. Conclusiones

Estradiol (30 ug / kg) y prolame (60 pg / kg) producen un efecto tipo antidepresivo en
ratas hembra adultas jovenes con 3 y 8 semanas de TPOVX sometidas a PNF, en
comparacion con sus respectivos grupos control. Este efecto se ve reflejado en una

disminucion de la conducta de inmovilidad y en un incremento de la conducta de nado.

El efecto tipo antidepresivo de E2 y prolame es influenciado por el TPOVX, ya que las
acciones de ambas hormonas se pierden a mayor tiempo, es decir, a 16 y 24 semanas
TPOVX.

E2 y prolame no tienen efectos en la actividad locomotriz, por lo que sus efectos tipo

antidepresivos son especificos.

E2 y prolame tienen efectos Utero-troficos, ya que las hormonas incrementaron el peso del
Utero de manera significativa comparado con las ratas tratadas con vehiculo, en todos los
TPOVX. Es posible que estos efectos periféricos se lleven a cabo por los mismos

mecanismos de accion.

Los efectos troficos de prolame no parecen estar relacionados con la concentracion de E2

€n Suero.

Prolame no se biotransforma a E2 y posee efectos tipo antidepresivos por si mismo.
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XI1. Perspectivas

Es necesario evaluar el tratamiento con diversos esquemas de administracion.

Seria interesante evaluar el efecto tipo antidepresivo de prolame, en relacion a su afinidad
a los RE. Es decir, identificar su mecanismo de accion mediante agonistas selectivos de
REa y RE.

Los tratamientos y diferentes TPOVX también deben evaluarse con ratas de diferente
edad.

Es necesario realizar experimentos que analicen como la edad y el TPOVX a largo plazo

influyen en el metabolismo de los estrogenos.
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