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L PROLOGO

La diferenciacién sexual, desarrollo embrionario, el control y mantenimiento de la funcién
reproductiva en mamiferos son procesos cuya regulacion esta a cargo del eje hipotalamo-hip&fisis-
gonadas. Por estimulos externos el hipotalamo produce la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH), que estimula a la adenohipéfisis liberando las hormonas; foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH), las cuales estimulan la biosintesis de los estrogenos, andrégenos y

progestagenos en los tejidos blanco para ejercer su accion (1).

En afios recientes se han encontrado numerosas sustancias de origen natural o sintético que
pueden interferir con diferentes procesos endocrinos. Entre estos se encuentran una serie de
compuestos que no tienen una relacion estructural evidente con la de los estrogenos naturales, sin
embargo, simulan los efectos producidos 'por 17B-estradiol (Ez). También, pueden interferir en su
biosintesis y/o el metabolismo, y tienen la capacidad de unirse al receptor de estrogenos

produciendo efectos agonistas o antagonistas (2).

Estas acciones dan como resultado que este grupo de farmacos puedan interferir con los
procesos normales de reproduccion. Algunos de ellos se encuentran presentes en el ambiente,
formando parte de la contaminacién ambiental por lo que se les denomina estrogenos ambientales
(EA). En este grupo, estan incluidos pesticidas como el DDT, herbicidas, bifenilos policlorados,

hidrocarburos aromaticos polibiclicos, dioxinas y alquilfenoles (2-5)."

La exposicién crénica de EA sobre la ecologia es un motivo de gran preocupacion ya que
EA como el DDT, algunos alquilfenoles y dioxinas, son compuestos bioacumulables y se han
asociado con la aparicién’ de anormalidades en el aparato reproductor de diversas especies de
animales, que han conducido al deterioro de su reprodﬁccic’)n, y estan contribuyendo a su
extincion. En el hombre la exposicién ambiental de EA, se ha asociado a una mayor incidencia de
anormalidades congénitas, disminucion de la fertilidad y mayor frecuencia en la aparicion de

cancer de mama, préstata‘y testiculos (6-8)



Por otro parte, estudios recientes han mostrado que el acido benzoico (AB), farmaco
utilizado como conservador de alimentos, produce. efectos estrogénicos en roedores (10). La
potencia estrogénica relativa del AB con respecto al estradiol es muy baja, sin embargo este

farmaco se utiliza en concentraciones del 0.1 al 1% (11).

E! 4cido p-hidroxibenzoico (APHB) es un derivado del AB que se ha descrito como
producto metabolico de un grupo de compuestos que son utilizados ampliamente como
conservadores y' que se conocen como Pbens. Este compuesto contiene en su estructura quimica
un anillo fendlico que en los estrogenos naturales ha sido reconocido como un factor de gran

importancia en el inicio de la union al receptor ( 12-13).

.Debido a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la ‘actividad estrogénica del
APHB mediante los métodos clasicos de cornificacidén vaginal de Allen-Doisy(14) y el incremento
de peso uterino por administracion de estrégenos descrito por Evans, Varney y Koch (15) en
ratén hembra inmadura y adulta ovariectomizada (Ovx) CD1. Los resultados obtenidos indican
que la administracion de APHB en el ratén CD1, produce efectos de comnificacion del epitelio
vaginal y aumentos de peso uterino dosis-dependientes tanto en ratonas hembra infantiles como -

ratonas adultas ovariectomizadas, de lo que se infiere que el APHB posee actividad estrogénica. .

+
~

Las implicaciones que estos datos pueden tener en el humano se desconocen en este
momento y dependerén de numerosos factores, uno de gran importancia es el conocimiento de la
farmacocinética de este grupo de substancias y su relacién con los efectos estrogénicos, asi como

de la exposicién que se tenga a este grupo de firmacos.



I. INTRODUCCION
i Regulacion de Hormonas Gonadales.

La periodicidad reproductiva observada en las hembras de los mamiferos son el resultado
de una serie de cambios debidos a la produccion de estfégenos y progestdgenos que afectan la
morfologia, el control de la actividad metabélica del utero y otros tejidos sexuales accesorios. En
los roedores, regulan aspectos de la conducta sexﬁal y las actividades fisiologicas esenciales para
la reproduccion de la especie (1).  Los cambios fisiologicos antes mencionados son regulados
por hormonas secretadas por el eje hipotalamo-adenohipofisis-gonadas. La porcidn hipotaldmica
del cerebro es la fuente de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) que pasan a través de
la vena porta a la adenohipofisis, donde estimulan la liberacién de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y de la hormona luteinizante (LH). La FSH actia en los ovarios sobre las células de la
granulosa y de los foliculos; y LH en los testiculos sobre las células de Sertoli y de Leydig, como

se observa en al figural (1).

HIPOTALAMO GoRE | ADENOHIPOFISIS
l " CELULAS DE
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’ I LEYDIG
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ESTRADIOL TESTOSTERONA
ESTRONA ¢- —Y

Figura 1. Contrel hormonal de la biosintesis de estrégenos y androgenos. (1)



En los ovarios, la LH se une a su receptor en células de la Teca, esta unidn estimula la
producciéon de "adenosin 3',5-monofosfato ciclico (cAMP) activando la biosintesis de
androstendiona y testosterona. Posteriormente estas difunden a la células de la granulosa, que en
presencia de FSH, y cAMP conducen a la aromatizacién de‘ los androgenos a estrégenos,

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

progestagenos (1, 17).

il _ Biosintesis de Hormonas Gonadales

Las hormonas esteroidales tienen como nucleo estructural al ciclopentano
perhidrofenantreno. La biosintesis de estas hormonas, tiene como precursor al colesterol, del cual
se derivan las cinco clases diferentes de hormonas esteroides: andrégenbs estrogenos,
progestagenos, glucocorticoides y mineralcorticoides (1, 17). Estas hormonas contienen de 18 a
21 4tomos de carbono. En la brimera etapa de su biosintesis se lleva a cabo la eliminacién de seis
atomos de la cadena lateral del colesterol que conduce a la pregnenolona. En los procesos de
formacién de estas hormonas, participan un grupo de enzimas que forman parte de un complejo de
oxidasas denominado citocromo P450 que se localizan en las mitocondrias o en el reticulo

endoplasmico.

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



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

secuencia de estas biotransformaciones (17).

iii. Mecanismo de Accion de Estrogenos

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

especifica (1).

.’ Evaluacién de la Actividad Estrogénica “in vivo”

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

roedores.
6
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V. Ciclo Reproductivo del Ratén.

El ciclo reproductivo en las hembras de los mamiferos, requiere de la participacion de los
drganos que integran su funcion en condiciones optimas para la fecundacién, la implantacion y el
desarrollo embrionario. Un término que abarca estos procesos es el de ciclos sexuales, que se han

definido y clasificado basandose en el tipo de ovulacion que presenta cada especie.

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

fases tratando solo las caracteristicas mas relevantes del estadio (16).

Estro: se caracteriza como la fase de receptividad sexual y en la que 'ocurre la ovulacién. Los
cambios conductualeé comprenden: vibracion de las orejas, lordosis o arqueo en respuesta al
manejo o al aproximarse el macho. En esta etapa el ovario presenta foliculos maduros, debido a la
accién de la FSH que incrementa su concentracién y estimula la produccion de estrégenos. En el
endometrio aumenta la proliferacion glandular, el itero aumenta de tamafio y sé distiende debido a
la acumulacion del liquido intraluminal. Se presenta aumento de mitosis en la mucosa vaginal, y a
medida que se acumulan nuevas células las capas superficiales se queratinizan, volviéndose

-

escamosas y cornificadas (figura SA).

Metaestro: se presenta poco después de la ovulacion, en esta fase ya no se presenta receptividad
sexual. Se caracteriza por desarrollo del cuerpo liteo y pequefios foliculos, el ovario, empieza a
secretar prdgesterona_por influencia de la LH, y los niveles de estrogenos disminuyen. Tambi¢n
disminuye la vascularizacién y contractilidad del utero, aparecen leucocitos en Ja luz vaginal junto
con unas cuantas células cornificadas, esta fase es distinguible también por que ademﬁs se secreta

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



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

disminuyen considerablemente (figura 5C).

Proestro: fase en la que la hembra empieza a tener receptividad al macho. Esta antecede a la
ovulacién. En el ovario se inicia la maduracidon de los foliculos, el endometrio inicia la
proliferacion glandular, los niveles de progesterona disminuyen, la liberacion de la FSH estimula el
crecimiento del foliculo'y los niveles de estrogenos se elevan. Aumenta la retencién de liquido en
los uteros y su contractilidad. El frotis vaginal se caracteriza por la presencia de células redondas
nucleadas (figura 5D).

Otro modelo utitizado para evaluar la actividad estrogénica es el desarrollado por Evans
Varney y Koch (15) que se basa en el efecto utei‘otrépicd que produce el E; en roedores cuando

estos son tratados con estrogenos. Este método puede ser utilizado tanto en animales adultos

como en animales inmaduros y constituye un pardmetro muy confiable para evaluar

estrogenicidad.

vi. Estrégenos Ambientales

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

importante a la extincién de un gran numero de especies (18).



Los contaminantes ambientales se encuentran de manera casi constante en cualquier
ecosistema, algunos tiene la propiedad de bioacumularse produciendo efectos fisiologicos sobre
los sistemas inmunolégico, cardiovascular, y endocrino entre otros. Sus efectos sobre el sistema
endocrino pueden producir interferencia con los procesos normales de reproducciéon y como

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

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

les ha denominado simuladores hormonales o estroégenos ambientales (EA).

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

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

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

continuacion.

Se estima que se ha liberado en el ambiente cerca de 100 millones de Kg de DDT. Este
farmaco broduce efectos estrogénicos en mamiferos, aves, y reptiles (2, 3). Tanto el DDT como
su producto de biotraﬁsforrnacic')n el DDE se unén al receptor de estrogenos, y producen
inhibicion de su biosintesis (4-7). La exposicién a estos firmacos en aves, reptiles y mamiferos se

ha relacionado con infertilidad y efectos carcinogénicos (8).

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

cuales se estima que mas de la mitad se encuentra en el ambiente (3, 8). En algunas especies de

9
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aves en extincién como; aguilas, pelicanos, cuervos, gaviotas y golondrinas que han sido

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

(8).

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

también se manifiesta con mayor frecuencia criptorquidia (8).

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

mama, siendo el feto mas sensible a los efectos daflinos del DEB.

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

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

- estrogenos (5, 23, 24).
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II... PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

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

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

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

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

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

(11).

Por otra parte aunque se conoce desde los afios 30 que compuestos fenolicos son capaces
de producir efectos estrogénicos en roedores, en los Ultimos afios se hén incrementado los estudios
de relacién estructura-actividad estrogénica basados en datos de cristalografia de rayos X y
modelos moleculares én los que se sefiala la importancia del anillo aromatico fendlico del estradiol
como un requisito inicial para su unidn al receptor y produccion de los cambios conformacionales

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

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

grupo de substancias que se emplean ampliamente como conservadores de cosméticos, productos

11



farmacéuticos y de alimentos, conocidos como parabenos (Pbens) por lo que su evaluacion

estrogénica es de gran importancia (25-27).

HO

Acido P-Hidroxibenzoico 17 Estradiol

Figura 7. Estructuras de 4cido p-hidroxibenzoico y estradiol
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IV. OBJETIVOS
Evaluar el efecto estrogénico del acido p-hidroxibenzoico (APHB) en experimentos in vivo
utilizando ratones hembra CD1 adultas Ovx e inmaduras.

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

hembra inmadura sobre cornificacidon vaginal y peso uterino.

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

hembra adulta Ovx sobre cornificacion vaginal y peso uterino.

Calcular la potencia estrogénica del APHB relativa al estradiol.

13



V.- MATERIAL Y METODOS

Firmacos y Disolventes.  Las sustancias utilizadas en los experimentos, fueron:
est}adiol (3-hidroxi-estra-1,3,5(10)trien-3,17B-diol, E;) obtenido de Syntex , S.A. México D.F. y
acido p—hidr_oxibenzoico (APHB). Este Gltimo fue preparado mediante hidrélisis basica del éster
metilico del acido p;}nidroxibehzoico las constantes fisicas y espectroscopicas del producto
obtenido fueron comparadas con las descritas en la literatura y también con una muestra auténtica
proveniente de Slgma Chemlcal Company, St. Louis, MO, USA. Todos los compuestos fueron

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

Animales. 'Los experimentos se llevaron a cabo en ratones hembra inmaduras de 20
dias de nacidas, con peso de 9-12g y ratones hembra adulta de 25-30g de la cepa CDI
procedentes del bioterio de la Facultad de Medicina de ]a UNAM. Los ratones hembra adultas
fueron ovariectomizadas (OVx) tres semanas antes de iniciar el estudio. A los animales Ovx se les
tomaron muestras de exudados vaginales para certificar lalintervencic’m quirirgica ahtes de iniciar
el tratamiento. Los aﬁimales fueron mantenidos a temperatura constante de 20-22° en periodos de
lui-oscuﬂdad de 12h-12h y se alimentaron con nutricubos de la marca Purina y agua ad libitum.
Los animales fueron marcados de manera individual para su identificacion, mediante pequeiias
muescas hechas en ¢l borde de las orejas siguiendo la clave empleada en el laboratorio.

Disefio Experimental. La actividad estrogénica del APHB fue evaluada por los
métodos de cornificacién vagina.l de Allen-Doisy (23) y peso uterino de Evans, Varney y Koch
(24). En cada bioensayo, cinco grupos de animales con un minimo de & animales por lote se
distﬁbuyeron en base a un arreglo de cuadrados latinos, en estratos basados en el peso corporal y

se asignaron a los diferentes tratamientos al azar.

‘ En experimentos preliminares, cinco grupos de ratonas Ovx fueron inyectados por via
subcutanea diariamente por tres dias, con: el vehiculo (aceite de maiz, V, 10 mVKg), E2 10ug/Kg
) y APHB en diferentes dosis (5, 50, 500 pg/Kg). Los exudados vaginales fueron obtenidos en los

dias 0 (antes del tratamiento) y los dias 1, 2, 3 y 4 después del tratamiento.
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En experimentos posteriores, a los diferentes grupos se les administraron por via
subcutanea, durante tres dias consecutivos: APHB en dosis de.50, 500 y 5000 ng/Kg de peso
corporal/dia, el control positivo estradiol E,, 10 ug/Kg de peso corporal/dia y el vehiculo aceite
de. maiz (V), 10 ml/Kg de peso corporal/dia. Al cuarto dia se tomaron muestras de exudado
vaginal, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, removien(io los uteros,
eliminando el liquido intraluminal y pesandolos. Los exudados vaginales fueron tefiidos y fijados
coh solucion de Harris y las preparaciohes observadas al microscopio. La abundancia de células
redondas anucleadas, poligonales, cornificadas, y leuco citos en los frotis se evalio en escala de
+1,+2,+3,+4, posteriormente, estos resultados se expresaron en porcentaje. Los resultados del

peso uterino fueron calculados por 100g de 'péso corporal. ;

Anilisis Estadistico. Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza y
pruebas de comparaciones multiples utilizando los métodos de Student-Newman-Keuls o Dunnet.
Se consideraron diferencias significativas entre los grupos cuando los valores de P fueron menores

de 0.05 (29)

J Técnicas Utilizadas en los Experimentos.

'4 * Ovariectomia. Esta intervenciéon quirirgica se llevé a cabo en ratonas hembra
adultas en las que se indujo la anestesia con hidrato de cloral (7mg/Kg; solucion al 4%).
Posteriormente se rasuré y desinfecté el campo quirargico del dorso del animal. Se hizo una
indisién transversal de aprokimadamente 1 cm y una segunda incision bilateral longitudinal en el
r_nﬁsculo, a una distancia aproximada de 0.5 ¢m de los musculos espinales dentro de la cavidad
peﬁtoneal. Se localizaron.los ovarios en el tejido graso, procediendo a su diseccion. Se suturd en
loé diferentes planos. Los animales se dejaron recuperar por tres semanas, después de las cuales se
tomaron frotis vaginales para certificar la intervencién quirirgica. Solo fueron incluidos en los
experimentos animales que presentaban abundancia de leucocitos y escases de células cornificadas
(figura 5).



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

| Para la obtencion del exudado vaginal o frotis vaginal, se sujetd al ratén y se introdujo en
el orificio vaginal una asa estéril impregnada de solucion salina, posteriormente la muestra
impregnada del exudado vaginal se deposité sobre un portaobjetos, y dej6é secar para proceder a
la tincion de la muestra empleando el procedimiento de Harris (10). Los frotis se observaron en el
microscopio, realizando un bamrido del portaobjetos en forma "s" para evaluar la abundancia
relétiva de células cbmiﬂcadas, poligonales, redondas y leucocitos presentes en la muestra
empleando una escala de +1 a +4.
r :

Técnica de Tinciéon de Harris. La muestra de exudado vaginal obtenida

anteriormente se proceso de la manera siguiente:

| 1) Sumergié en alcohol de 96° durante 10 minutos; 2) lavé con agua destilada; 3) sumergio
en solucion de hematoxilina durante 8 min; 4) lavd con agua destilada; 5) paso rapidamente por
alcohol 4cido; 6) lavo con agua destilada; 7) sumergio en'agua amoniacal hasta que la preparacion
virllé a un color azil; 8) sumergié en eosina alcohdlica de 30 a 60 segundos; 9) sumergié en alcohol
de 96° durante 10 segundos; 10) sumergié en alcohol absoluto aproximadamente durante 10

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

Extraccién de Utero. Se sacrifico a los ratones por dislocacion cervical, y se llevo
a cabo una incision longitudinal en el abdomen para la diseccién de los cuernos uterinos del raton.
El :'ﬁtero se coloc en una caja de Petri con solucién salina donde se limpi6 el tejido eliminando la
grasa. Posteriormente el 6rgano se secé sobre un papel filtro eliminando el liquido intraluminal con

la ayuda de una espétula. Se coloco en una caja previamente pesada para obtener el peso uterino.
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VIL.| RESULTADOS Y DISCUSION

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

administracién de E2 y APHB.
|

|
? En la grafica 1, se ilustra la evolucion de la produccion de cornificacion vaginal por la
administracion diaria de diferentes dosis de APHB comparada con los efectos producidos por Ez y
el ve:hiculo (aceite de maiz, V) en el raton hembra Ovx. Cuando se administran dosis de 5y
SOugi/Kg/dia aumenta ia produccién de células cornificadas en el epitelio vaginal de la ratona
castrada sin embargo, la administracion de 500ug/Kg/dia de APHB produce diferencias mayores
que I son estadisticamente significativas (p<0.05). Las respuestas de cornificacién vaginal
_ prodlilcidas por el APHB son dependientes de la dosis administrada como se observa en la grafica
1y 1ai tabla 1.

. Por otra parte, la administracién de 10pg/Kg/dia de E; produce un aumento significativo
(p<0';05)‘ de células cornificadas desde el segundo dia de adminisfracién. El APHB produce estos
efect;os en la cornificacion vaginal después de tres dias de la administracién de 500ug/Kg/dia. En
las gi‘éﬁcas de la figura 1 puede apreciarse claramente que el patr()n;de respuesta observado con el

APHB es semejante al del E».

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

, _
estrogenos presentes.
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1
i
i

!Los efectos mencionados anteriormente contrastan con los producidos por la
adminiist_racic')n del vehiculo en los animales Ovx, ya que durante todo el seguimiento de este

: experir:nento no se presenté un aumento significativo de células cornificadas.

|
! . '
'Curvas Dosis-Efecto de APHB en Animales Inmaduros (I) y Ovariectomizados Ovx.

|

?En la grafica 2 se muestran la comparaciéon de los resultados obtenidos de diferentes
experirinentos en los que fueron administradas diferentes dosis de APHB y una sola dosis de E; en
animahl_:s inmaduros y Ovx. La administracién de 5000 pg/Kg de APHB, produjo cornificacion
vaginai en el 85% de los animales inmaduros y 60% de los animales Ovx. Estos resultados son
muy ce!:rcanos a los obtenidos con E; el cual produjo cornificacion vaginal en un 89% de los
am'mglsies OVx y 72% en inmaduros. En todos los casos éstas diferencias fueron estadisticamente

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

I
I- |
!Evaluaci(m del efecto de la administracién de APHB comparado con el efecto

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

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

D FEPRN

las tablias 4y5.

Mg e

EDe manera se'mejante al efecto de cornificacién vaginal producido por APHB y E; se
observ!iaron diferencias significativas (p<0.01) en el peso uterino cuando se administro la dosis
mas alita de APHB (5000ug/Kg/dia). Estas diferencias fueron establecidas comparando el
promec{iio del peso uterino del vehiculo administrado con los promedios de los animales bajo
tratanﬁgnto. En los animales Ovx tratados con APHB el peso uterino se incremento en un 83% y
en los:animales inmaduros el incremento fue de 107%. El E; dio una respuesta de 134% en

animales Ovx y 110% en animales inmaduros.
18



El aumento en el peso uterino, fue dosis dependiente y como se ve en la grafica 3, la

respuesta de la dosis fnés alta en animal inmaduro es practicamente igual a la del E;. En estos

exp;erimentos se observaron incrementos en el peso uterino por la administracion de las dosis de
; ‘

50 ly 500 pg/Kg/dia tanto en animales inmaduros como en Ovx,. sin embargo, el analisis de estos

datos seifiala que estas diferencias no fueron significativas.
i

]

! .

. Los efectos observados por la administracion de APHB muestran que este farmaco es
i

capaz de producir respuestas semejantes a las producidas por E;. Esto probablemente sea debido a

que, este compuesto se una al receptor de E, y produzca los cambios alostéricos necesarios para su
|

activacion desencadenando los eventos que conduzean a la proliferacion del endometrio. Estos

resultados estan de acuerdo a los recientemente obtenidos por otros grupos de investigacion (5,

ol : . )

12-13) que sefialan que compuestos que contengan grupos fendlicos como substituyentes en
|

posicion para, pueden tener la capacidad de generar respuestas semejantes al E; .

3
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VIIL. CONCLUSIONES

I. 1
|
o
estrogemcos en ratones hembra adulta e inmadura CD1. Estos efectos son dependendientes de la
dosns administrada.
|
§
t
!

De los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que el APHB produce efectos

La respuesta_estrogénica de: cornificacién vaginal y aumento de peso uterino que se

producen por la administracién de dosis altas de APHB en animales inmaduros es sem
k

cercana a la que produce el Ep. De forma similar la administracion de APHB en ratonas adultas

ejante y muy

Ovx produce los mismos efectos estrogénicos.
.i"
b
1
| _ _ :

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

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

estrogemco es menor, es un metabolito.de substancias que se usan en concentracnones hasta del
0. 1 %.

| El significado que estos resultados tengan en ejercer sus efectos en animales y humanos
|

dependera de la exposicion que se tenga a este grupo de farmacos. Es necesario conocer el efecto
que estas substancias pueden producir por otras vias de administracion, asi como conocer su

farmacocinética para poder estimar el riesgo que implica estar constantemente expuestos a ellos.
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