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I INTRODUCCION

a) Generalidades.

Los esteroides son lipidos que derivan de un esqueleto comun de cuatro
an.llos fusionados, conocido como ciclopentanoperhidrofenantreno. Esta
relacion estructural del grupo de los esteroides aunque comuin, cumple
funciones de gran diversidad en los seres vivos, interviniendo en procesos
trascendentes como la reproduccion.

De manera general, se ha sabe que las hormonas esteroides no se
metabolizan totalmente en los 6rganos blanco donde ejercen sus acciones
bioldgicas, sino también en otros d6rganos que a su vez tienen actividad
esteroidogenica como el cerebro, los testiculos, la corteza suprarrenal, el tejido
adinoso, la piel y la placenta.

En todas las especies animales estudiadas, el foliculo ovarico es el
sus’rato anatomico mas importante para la sintesis de 17B-estradiol.

La biosintesis de las hormonas esteroides en el ambito ovarico inicia a
partir del colesterol, ¢l cual puede ser sintetizado de nove a partir del acetato;
pero la principal fuente de colesterol para la esteroidogénesis en el ovario
proviene de las lipoproteinas circulantes, en el humano, predominantemente

de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), en la rata, de las lipoproteinas de



alta densidad (HDL), que se unen a receptores especificos de las células de la
teca interna, al penctrar al ciloplasma se unen a los lisosomas, cuyas proteasas
y esterasas las desdoblan dejando en l.ibertad a los aminoacidos y al colesterol
no esterificado. (Gore-Langton et al, 1994)

Al entrar el colesterol en contaéto con las mitocondrias es transformado
en pregnenolona mediante la accion del citocromo P450scc (“side-chain
cleavage enzyme”), reaccion que también se ha encontrado en tejidos
periféricos y en el cerebro (Brown ct al.,, 1989). La pregnenolona es el
precursor comun a todas las hormonas esteroides del ovario, su produccion
esta regulada por hormonas troficas de naturaleza peptidica como son: la
hormona luteinizante (LH) en el ovario y testiculo, la gonadotropina corionica
(GCH) en la placenta y la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) en la corteza
suprarrenal. A partir de la pregnenolona, se derivan las hormonas sexuales, los
glucocorticoides y mineralocorticoides (Fig. 1), Asi, la pregnenolona puede
convertirse directamente a progesterona y posteriormente a aldosterona (ruta
A, Fig. 1), o convertirse a 17a-OH-pregnenolona, la cual es el precursor de la
forraacion de cortisol (ruta B, Fig. 1), o metabolizarsc a los esteroides
sexuales (ruta C, Fig. 1). Como se muestra en la figura 1, la ruta A puede
contribuir con la ruta B y ésta a su vez con la ruta C. La

dehidroepiandrosterona (DHEA), el primer producto de la ruta C, puede



inhibir la cascada metabdlica a través de la ruta B y C, por inhibir la
coaversion de pregnenolona a 17a-OH-pregnenolona. Las diferentes vias
metabolicas que puede seguir la pregnenolona revelan su importancia en la
biosintesis de esteroides al producir mineralocorticoides, andrégenos a

estrogenos y glucocorticoides (Roberts, 1995).
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Figura 1. Ruta del metabolismo de los esteroides, algunas referencias que pueden ser consultadas
con relacion al metabolismo de los esteroides son: Burstein y Gut, 1971; Prasad v Lieberman, 1990;
Liebzrman et al., 1984; Leszeynski y Shafer, 1991; Provencher et al.,, 1992; Mathur et al., 1993;
Castagnetta et al., 1990, Fraina et al, 19838 Esquema modificado de Robents, 1995,



Los estrégenos, que son producidos fundamentalmente en el ovario,
presentan la estructura quimica basica del hidrocarburo estrano, constituido
por 18 dtomos de carbono con sustituciones cspecificas.

Los principales estrogenos naturales son: la estrona, el estradiol y el
estriol. El estradiol, derivado de la estrona es el producto mas abundante en el
ovario.

La figura 2 muestra la biosintesis y metabolismo parcial de los
estrogenos, donde se observa la ruta hacia la estrona y la ruta principal
a partit de 4-androsten-19-0l-3,17-diona, representada por la via
1,4-androstandien-19-0l-3,17-diona, esdecir, que la acciébn de Ila
A'-reductasa se lleva a cabo antes de que actie la 10,19-desmolasa. Sin
emoargo, la 19-nor-4-androsten-3,17-diocna permanece como una ruta
alternativa para la estrona y el estradiol. El metabolismo en el higado se lleva
a cabo principalmente por hidroxilacion de C,, Cs y Cyq, siendo la estrona el
sus'rato principal. La reduccién del anillo aromatico no parece llevarse a cabo

(Briggs y Brotherton, 1970).
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b) Efectos Biologicos:

L.as hormonas esteroides ejercen su accion sobre una gran variedad de
procesos biologicos. En forma particular, los estrogenos regulan diferentes
acciones en el utero. Los primeros trabajos sobre dichas acciones estan
relacionados con la retencion de agﬁa en el espacio intersticial (Astwood,
1938; Cole, 1950; Hisaw, 1959); hipercmia (L.oeb y Kounts, 1928; Markee,
1932; Macleod y Reynolds, 1938; Holden, 1939; Reynolds, 1949; Szego y
Roberts, 1953); y transporte de iones (T‘albot ct al. , 1940; Cole, 1950).

Los estudios sobre la hiperemia uterina revelaron que aproximadamente
30 minutos después de la administracion subcutanea del estrogeno en ratas se
detzcta un incremento del volumen uterino por retencion de agua (Markee,
1952). La respucsta dc distension y crecimiento uterino fue originalmente
estudiada en conejas tratadas con estrogenos. Este efecto contrasto
marcadamente con el descrito en conejas ovariectomizadas sin tratamiento
(Reynolds y Kaminester, 1937; Reynolds, 1937). Posteriormente se reporto
que en ratas ovariectomizadas hay un aumento en el peso uterino entre las 8 y
54 horas posteriores a la administracion subcutdnea de 1 pg de 17B-estradiol
(Ccle, 1950).

El incremento del peso uterino en roedores ha sido empleado como un

indicador biolégico de la presencia de estrégenos, bien sea administrados o



secretados, en respuesta a la estimulacion gonadotrépica de los ovarios. El
cdema; la hipertrofia y la hiperplasia del endometrio (tanto en el estroma
como en la mucosa) y la hipertrofia del miometrio se dan como resultado de
los efectos uterotropicos de los estrégenos.

A fines de los afios 50 y durante los 60 los estudios realizados
principalmente por Mueller (Mueller et al., 1958; Mueller; 1965) en el utero
de rata y por O'Malley (1969) en el oviducto de pollo, muestran el efecto
temprano de las hormonas sexuales en tejidoé reproductivos, por lo que esta
accion fue relacionada con la sintesis de RNAm de ciertas proteinas celulares,
indicando un efecto de estos agentes en los procesos de transcripcion.

En las tres ualtimas décadas, después del descubrimiento de los
receptores intracelulares de hormonas esteroides, una gran cantidad de
evidencias experimentales han mostrado los mecanismos mediante los cuales

estas hormonas ejercen sus efectos reguladores en tejidos blanco como el

utero.

i) Mecanismo gendmico de la accion de esteroides.

El modelo original y todavia actual, que se ilustra en la figura 3, explica
el mecanismo general de la accion de hormonas esteroides. Este modelo no
difiere en gran medida del propuesto originalmente por Jensen (1968) y

9



Gorski (1968). Las descripciones de estos procesos y las moléculas
involucradas en cada paso de esta via han sido descritos en detalle (Rories y
Spelsberg, 1989; Spelsberg ct al.,1989; Landers y Spelsberg, 1992; Truss y
Beato, 1992; y Tsai et al., 1991).

El modelo de la accién genémica de hormonas esteroides segun
Robinson y Spelsberg (1997) puede ser explicado en la siguiente forma: los
estzroides libres difunden pasivamente al interior de las células, debido a que
no existe una evidencia sélida de un “transporte activo” de estas moléculas.
Los esteroides son retenidos preferencialmente en las células blanco como
comnplejos estables, con receptores ﬁroteicos intracelulares, los cuales son
especificos para el tejido y el esteroide, formando ¢l complejo esteroide-
reczptor (ER). Las concentraciones de los receptores de esteroides fluctian
ente las 10000 a 100000 moléculas por célula en varios tejidos
reproductivos, pero pueden ser mucho menores en algunas cé€lulas no
reproductivas  (menos de 2000 por célula). Cada receptor se fija
reversiblemente a su respectivo esteroide (de alta afinidad) y con constantes de
disociacién de equilibrio (Kd) tipicamente entre 10° y 107" M.

La fijacion del esteroide al receptor resulta en una “activacién” de la
moiécula receptora. Esta activacion actualmente comienza a ser entendida y

parcce involucrar interacciones terciarias y cuaternarias (asociacion con otras

10



proteinas), cambios en la conformacion y orientacién de la misma molécula
receptora. El proceso de activacion finalmente permite que ¢l receptor se fije
con alta afinidad a sitios especificos de la cromatina, denominados sitios
aceptores nucleares. Una vez unidos a estos sitios se especula que la
act.vacion del complejo ER actia como un elemento que contribuye a
modular la transcripcién de genes que responden a los esteroides, o alteran
pasos postranscripcionales, a menudo por procesos desconocidos, que resultan
de un cambio en los niveles del estado de equilibrio de las proteinas y de
RNAm especificos. El resultado final de la accion del esteroide es la
alteracion de los patrones de la expresion de los genes en una célula. El
entendimicnto del orden cronoldégico de estos procesos (figura 3) es
importante tanto para los aspectos fisiologicos como mecanicos. En general, el
transporte de los esteroides al interior de la célula y la fijacién nuclear ER es
rapido, sucediendo en minutos después de la inyeccién o de la exposicion de
las c:élulas al esteroide.

Los siguientes pasos ocurren después de la formacion del complejo ER
(1-4 minutos después de tratamiento): -

1. El ER se fija a los sitios aceptores nucleares (2-5 minutos)

2. La fijacién nuclear afecta la s‘intcsis y las concentraciones del RNAm

(varias horas para los genes “tardios”) y

11



3. Finalmente, el perfil de proteinas cambia debido a modificaciones en

la sintcsis de proteinas y a su intercambio (de 12 a 24 horas después del

tratamicnto).

En resumen, el efecto de los estéroidcs en las células se observade 12 a
36 horas después del tratamiento. Los antiesteroides como los antiestrégenos
pueden actuar de varias maneras; la mayoria de los componentes
antiestrogénicos se fijan al ER o bien, son incapaces de activar el receptor, o
activan al receptor que se fija a los sitios aceptores, pero fallan para regular
completamente la transcripcion genética o su expresion.

De alguna manera hay una paradoja mecanica referente al periodo de 2
a 4 horas que hay entre la fijacion del ER a los sitios aceptores nucleares y la
respuesta tardia de los genes transcripcionales. Esto ha sido denominado fase
o0 periodo de retardo, durante este tiempo se piensa que ocurren varios eventos

moleculares ain no definidos (Robinson y Spelsberg, 1997).

12
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Figura 3. Mecanismo general de la accion de las hormonas esteroides. Entrada pasiva del esteroide
al micleo, donde se une a la proteina receptora de esterotde (R). El complejo esteroide-receptor (ER)
“transforma™ el sitio de union en el DNA e interactia con secuencias genomicas especificas
(elementos reguladores). Resultando la modificacion de la transcripcion de varios genes blancos. La
transcripcion del RNAm es trasladada al citosol, induciendo la sintesis de varias proteinas que
resultan en una multitud de respuestas biologicas. Los tiempos representan el intervalo endre la
exposicion de la célula al esteroide y los cambios detectables. PU= proteina de union en suero; R=
receptor; E= esteroide; ER= receptor activado, SRE= elemento regulador del esteroide. (Esquema
modificado de Robinson y Spelsberg, 1997)

ii) Mecanismo no-genémico de la accion de esteroides.

De manera colateral, se ha reportado una accién inmediata de los
esirogenos en el Sistema Nervioso Central (S.N.C.), la cual no es mediada
gendémicamente, caracterizando a estas respuestas como efectos de tipo no
genomico {(McEwen., 1991), los cuales no pueden ser explicados por el
modelo clasico de la accion de hormonas esteroides para la operacion de los

procesos de transcripcion.
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Los efectos no gendomicos, los cuales son tan rapidos (de segundos a
minutos después del tratamiento con esteroides) (Landers y Spelberg, 1992),
tienen ademas, la caracteristica de que el efecto desaparece cuando el
esteroide se retira del tejido. Un ejemplo de ésto es el efecto de la
progesterona, que ha mostrado tener una importante influencia en procesos de
neLrosecrecion en tejidos excitables (McEwen, 1991). Los efectos no-
genomicos de los esteroides fueron descritos por primera vez en el Sistema
Nervioso para sus acciones anestésicas, sedativa‘hipndtica y anticonvulsiva,
que producen algunos neuroesteroides y esteroides neuroactivos (Baulieu et
al.,, 1978; Schumacher, 1990; McEwen, 1991), como resultado de una
disminucién de la excitabilidad del Sistema Nervioso. Ademas, la
prozesterona tiene también influencia en la maduracion de espermatozoides y
ovocitos como resultado de su accidn en la superficie de estas células (Tesarik
eta.., 1993).

La informacién que se tiene sobre la accidn de los estrégenos y
androgenos sobre la superficie de c_:élulas diferenciadas es menos clara.
Existen reportes recientes de cambios rapidos en los niveles de segundos
mensajeros (i.e., calcio citosélico, AMPC, GMPc y fosfatidilinositol) en
respuesta al tratamiento con estrogenos y androgenos (Lieberherr y Grosse,

199:4). El interés en los efectos no gendmicos de los esteroides en la funcién

14



cerebral ha aumentado desde el descubrimiento de un mecanismo molecular
que regula los efectos rapidos dc ciertos csteroides. Estudios sobre la accién
de los esteroides anestésicos revelan-que pueden modular alostéricamente a
los receptores del acido y-aminobutirico (GABA) (Harrison y Simmonds,
1984) aumentando la conductancia al Cl Numerosos reportes posteriores han
mostrado una alta afinidad de los 3a-hidroxiesteroides por los receptores
GABA, (Majewska et al., 1986; Harrison et al., 1987, Morrow et al., 1987
Gee et al., 1987; Gee et al., 1988; Peters et al., 1988; Turmer et al., 1989;
Marrow et al., 1990), lo que permite proponer la existencia de sitios de unién

del esteroide con el receptor GABA, (Morrow et al., 1990; Lan et al., 1990)

con multiples sitios de reconocimiento en las subunidades de este receptor
GABAérgico (Rommerts y Vander Molen, 1971; Robinson y Karabolas,
1973; Jung-Testas ct al., 1989; Krieger y Scott, 1984; Barnea et al., 1990;
Melcangi et al., 1990). Estos estudios han promovido la especulacion de que
algunos de los 3a-hidroxiesteroides son moduladores endégenos de los
receptores GABA,, facilitando la respuesta de GABA (potenciacién) la cual
aumenta la entrada de CI” disminuyendo la excitabilidad celular.

Sin embargo, se ha propuesto. que los neuroesteroides y esteroides
neuroactivos pueden también modular canales ionicos operados por otros

ligandos. Tal es el caso para el receptor de glicina sensible a estricnina y el

15



receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), donde algunos esteroides inhiben
las corrientes de CI” inducidas por glicinal y otros potencian la despolarizacion
inducida por la misma (Prince y Simmonds, 1992). Asimismo se ha propuesto
que algunos esteroides pueden ser iglhibidores competitivos de la unién de

ligzndos al receptor .de opioides (Su et al., 1988).

Algunas cvidencias han  permitido sugerir que los esteroides
neuroactivos pueden interactuar con la proteina G acoplada a receptores o
sistemas efectores en membranas de neuronas (Joéls 1997). Varios estudios
han confirmado que el esteroide puede estar involucrado con la inhibicion de
la actividad de la adenilciclasa y la activacion de la fosfolipasa C (Finnidori-
Lepicard et al., 1981; Sadler y Maller, 1981, 1982; Blondeau y Baulieu, 1984;
Smith, 1989; Chien et la., 1991). Ademas, se ha reportado que los esteroides
pueden estar regulando su respuesta m;diantc el AMPc (Minami et al., 1990;
Broski et al.,, 1991; Petitti, 1992) y estimular la actividad de la GTPasa
(Ravindra y Aronstam, 1992).

También se ha propuesto un mecanismo adicional para algunos
estcroides activos sobre el GABA,, en el que pueden suprimir las corrientes
de Ca® dependientes de voltaje en forma rapida y reversible de neuronas

(ffreach-Mullen y Spence, 1991).

Ademas, se ha reportado que los estrogenos y otros esteroides sexuales
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inducen un efecto rapido y reversible (no-genémico) sobre la actividad
cor.tractil espontanea del utero con lo que se produce relajacion. En 1925, los
estudios pioncros dcl grupo dc Franljx' mostraron que ¢n un grupo de ratas
previamente  ovariectomizadas (donde el utero es extraordinariamente
inactivo), después de la administracion subcutanea de estrégenos se pudo
observar una actividad uterina ritmica céponténea. Mas tarde, Reynolds (1931)
obszrvo en estudios in vive en conejas, un incremento de la actividad uterina
varias horas después de la administracidon de estrogenos. Posteriormente,
estudios mas refinados de Csapo y Corner (1952) in vitro y de Schofield
(1955) también in vivo en conejas, reportaron que la actividad contractil del
utero cs regulada por los estrogenos.

Los primeros estudios ¢n tiras de miometrio humano in vitro revelaron
que el estradiol reduce la frecuencia de la contracciéon sin cambios de la
amplitud (Kumar et al., 1964). Posteriormente, numerosos trabajos
determinaron que los esteroides sexuales, entre los que se encuentran los
estrogenos, pueden afectar la contractilidad uterina de diferentes especies de
marniferos. Estudios in vitro han mostrado una respuesta relajante ejercida por
andrdgenos, progestinas (Kubli-Garfias et al., 1980; Perusquia et al., 1990;
Perusquia y Villalén, 1996) y estrégenos (De la Pefia et al., 1991) sobre la

contraccion uterina espontanca de la rata en diestro. La accion relajante

17



incucida por los esteroides fue observada de 1 a 2 minutos después de su
adicion, lo que induce a pensar también en una acciéon no-gendémica de los
estzroides sobre la actividad uterina (Perusquia et al., 1990).

Se ha postulado que en el mecanismo de accion de los esteroides para
inducir relajacién uterina se encuentran involucrados algunos iones. Asi, Batra
en 1973 estudio la captacidén de calcio por las mitocondrias del miometrio
hurnano que habia sido tratado con estrgenos y observo que éstos inhiben la
captura del calcio mitocondrial dependiente de ATP, en tanto que la
progesterona no la afecta. Posteriormentc se mostrd que esta hormona
disminuye la fijacion de calcio por el miometrio (Batra y Bengstsoon, 1978).

En los ultimos afios se ha descrito que las progestinas y los androgenos
producen un efecto calcio-antagonico con lo que inhiben la contraccion
inducida por calcio en el utero despolarizado de la rata, encontrindose
tam»ién que dicho efecto es revertido por la adicién de iondforos de calcio, lo
que permite sugerir que la relajacion producida por los esteroides se debe a la
disminucién de la entrada de calcio extracelular, probablemente por bloqueo
de los canales de calcio operados por voltaje (Perusquia et al., 1990). Por otro
lado, otros resultados experimenta]és indican que los andrégenos y las
progestinas son capaces de inhibir las contracciones inducidas por la oxitocina

(Perusquia y Campos. 1991), scrotonina (Pcrusquia ct al., 1991) y acetilcolina
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(Perusquia et al.,, 1991), ademas de poseer la capacidad de prevenir las
cor.tracciones mediadas por las prostaglandinas E; y F, (Perusquia et al.,
1992). Estos datos muestran que en ¢l efecto relajante uterino producido por
las hormonas esteroides estan también involucrados los canales de calcio
operados por receptor. En la actualidad en el tejido uterino no se ha
cariclerizado un receptor membranal cspecifico a hormonas esteroides. La
informacion con la que se cuenta para explicar el mecanismo de accién de los
esteroides sobre la contractilidad uAterina son escasos y contradictorios,

habiendo sido estudiado particularmente en la rata.

iii) Accion del 17a-estradiol.

Se ha considerado que el 17a—estradiol es el isdmero hormonalmente
inactivo del 17p-estradiol (Girasole et al., 1992; Vargas et al., 1989), por lo
que se ha utilizado para determinar la especificidad hormonal de la respuesta
de 17B-estradiol. Numerosos datos experimentales han mostrado que el 17a-
estradiol carece de efectos genémicos (Merrlam et al., 1980; Schwartz et al.,
199.; Nasatzky et al., 1993). Sin embargo, en los uGltimos afios a este
estrogeno se le ha atribuido un efecto relajante sobre el musculo liso vascular
(Salas et al., 1994; Rodriguez et al., 1996). Respecto al mecanismo de accion

del efecto vasodilatador del 17a-estradiol, se ha propuesto que podria actuar
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corio antagonista de los canales de calcio (Collins et al., 1993). Otros estudios
han demostrado que esta hormona, con propicdades vasoactivas, produce una
disminucidén de las corrientes de calcio dependientes de voltaje en la célula
vascular (Jiang et al.,, 1991; Zhang, et al., 1994). Estos estudios también
mostraron que la relajacion vascular inducida por el 17c-estradiol es
practicamente inmediata, por manifestarse a los pocos minutos (2-4) después
de su administracion, haciendo pensar asi en una accion de tipo no gendémico.

Por otra parte, se ha demostrado que la accidén biolégica de algunas
hormonas puede ser bloqueada por sus isdmeros, actuando como
antthormonas. De este modo, se ha reportado que la epitestosterona, isémero
de la testosterona, es un antiandrégeno que antagoniza la accion de la
testosterona por ocupar su receptor intracclular (Nuck y Lucky, 1987;
Starka et al., 1989; Bicikova et al ., 1992).

En complemento a esta importante actividad encontrada entre hormona
e istmero, recientemente se demostrd que la epitestosterona induce también
un e’ecto no gendmico, ya que induce ia disminucién de la actividad contractil

uterina, de manera semejante a la testosterona (Perusquia et al., 1996).
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¢) Estructura y mecanismo contrictil del misculo liso uterino.

i) Estructura:

El miometrio esta compuesto por dos capas distintas de musculo liso,
una externa longitudinal y una interna gruesa circular, entre las que se
encuentra una capa vascular con vasos linfaticos, nervios y tejido conectivo.
La capa muscular longitudinal externa se limita en su cara interna por células
de musculo liso que se encuentran orientadas a lo largo del ¢je uterino,
mientras que en su cara externa se relacionan con la capa serosa que recubre y
sostiene al ttero. Las células de la capa circular interna, s¢ encuentran entre la
capa muscular longitudinal y el endometrio, distribuidas concéntricamente
alrededor del cje longitudinal del utero.

La contraccion del miometrio da como resultado el acortamiento del
utero, disminuyendo el didmetro de la luz uterina de manera similar como el
musculo liso vascular contrae a los vasos sanguineos.

El musculo liso uterino se encuentra rodeado de tejido conectivo; las
célilas de musculo liso han mostrado la capacidad de sintetizar colageno
(Ross y Klebanoff, 1971), elastina (R(;SS, 1971), glicoproteinas (Ross, 1971) y
proteoglicanos (Wight y Ross, 1975). Estas capacidades del tejido conectivo y

su distribucién, son responsables de la fuerza que se desarrolla durante la
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contraccion. El espacio extracelular del musculo liso es relativamente grande y
se calcula que ocupa entre ¢l 37 y ¢l .57% del volumen total del miometrio
(Law, 1982). Los cspacios extracelulares no varian cntre uteros gestantes y
no-gestantes, ni en uteros estimulados con estrégenos y progesterona (Jones,
1968).

A nivel del citoplasma perinuclear de las células del musculo liso, sobre
todo en las regiones adyacentes a los dos polos del nicleo, se observa una
distribucion extensa de filamentos delgados (7nm) y gruesos (15nm)
eniretejidos. Los filamentos deigados estin compuestos por actina en tanto
que los filamentos gruesos estan compuestos por miosina (Gabella, 1984,
Shoenberg y Stewart, 1980).

La vaina elastica que contiene un fasciculo muscular eclemental, se
conoce como sarcolema. Con las técnicas de microscopia electronica se ha
mostrado la distribucion de los filamentos de actina y miosina en el muisculo
liso. Los filamentos de actina se enlazan a pequeiias estructuras que actian
corno puntos de anclaje llamados cuerpos electrodensos, algunos de estos
cucrpos estan unidos a la membrana cclular, otros estan dispersos en el
interior de la célula y son mantenidos en su posiciéon por un aﬁnazén de
proteinas estructurales que unen a estos cuerpos electrodensos entre si. Entre

los numerosos filamentos de actina se intercalan en menor numero los
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filaimentos de miosina (en proporcion de 15 a 1). Algunos cuerpos
electrodensos de la membrana plasmatica de células contiguas también estin
unidos entre si por puentes intercelulares de proteina. Basicamente, la fuerza
de contraccién se transmite de una célula a la siguiente a través de estos
enlaces. Otras caracteristicas particulares del miocito liso en el ambito de su
membrana plasmatica son: la presencia de numerosas invaginaciones
vesiculares de la membrana basal conocidas como cavéolas. Estas vesiculas
pucden funcionar en la descarga y en el secuestro de iones de calcio. Las
membranas celulares de los miocitos lisos estan intercomunicz-ldas por
numerosas uniones intercelulares laxas tipo nexos (gap junctions), que
permiten €l flujo libre de iones de una c€lula a la otra, de tal forma que los

potenciales de accion o los iones simples pueden viajar de una fibra muscular

a la siguiente favoreciendo asi que las fibras musculares se contraigan juntas.

ii) Mecanismo de contraccion:

Como sucede en el musculo estriado, el acontecimiento que inicia la
contraccién en el musculo liso es un aumento de los iones de calcio
intracelulares. Este aumento de calcio puede estar causado por estimulacion
nerviosa de la fibra lisa, estimulacion hormonal, distensién de la fibra o

incluso cambios en el ambiente quimico dec la misma fibra. A falta de
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troponina, las c€lulas musculares lisas contienen una gran cantidad de otra

proteina reguladora llamada calmodulina. La calmodulina activa los puentes

transversales de miosina. Esta activacion y la contraccion subsiguiente, se
producen segun la siguiente secuencia:

1) Los iones de calcio se ligan a la calmodulina.

2) La combinacion de calmodulina y calcio se une y activa la miosina cinasa
Jue es una enzima fosforiladora.

3) Una de las cadenas ligeras de cada.cabeza de miosina, denominada cadena
reguladora, se fosforila por accion de la miosina cinasa. Cuando esta
cadena no esta fosforilada no se produce el ciclo de enlace-separacién de la
cabeza con el filamento de actina. Cuando la cadena reguladora esta
fosforilada, la cabeza tiene capacidad de unirse al filamento de actina y
seguir todo el proceso de ciclos, de la misma manera como sucede con el
musculo esquelético, causando asi la contraccion muscular.

4) Cuando la concentracion de calcio idnico disminuye a un nivel critico, el
proceso mencionado se revierte automaticamente, a excepcion de la
‘osforilacion de la cabeza de¢ miosina. El deshacerla requiere de la
intervencion de otra enzima, la miosina fosfatasa, misma que se localiza
en el citoplasma de la célula muscular lisa y que separa el fosfato de la

cadena ligera reguladora. El tiempo nccesario para la relajacion esta
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determinado en gran medida por la cantidad de fosfatasa de miosina

existente en la célula (Guyton y Hali, 1997).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha propuesto que el |7a-estradiol es un compuesto inactivo sin
atributos fisiologicos, sin embargo, la transformacion en el organismo de
estrona a 17a- y 17B-estradiol plantea la posibilidad de que el isdmero 170-
también pudiera intervenir en alguna accion bioldgica. Por lo anterior, el
presente estudio pretende investigar las posibles acciones bioldgicas de este
compuesto en el Otero de rata, ya que éste es un 6rgano blanco de la accion de
lgs estrogenos. Sc espera distinguir la accion no genémica y gendémica del
1 7c-estradiol. Basado en los antecedentes sobre la accion membranal y en la
respuesta que como antihormona presentan algunas hormonas y sus isémeros,
s¢ plantea que el 1somero del 17(-estradiol presente ¢l mismo
comportamiento.

Los datos obtenidos en este proyecto contribuiran al conocimiento de la

accidn de hormonas y podrian descartar la idea de que el 17a-estradiol es un

rnetabolito inactivo.
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I1I. HIPOTESIS.

Con base en la accion relajante (no gendmica) y antiandrogénica (gendmica)
producida por la similitud estructural y propiedades fisico quimicas que
presentan las moléculas de testosterona y epitestosterona, se postula que el
1 7ci-estradiol, isémero del 17f3-estradiol, induce un efecto antiestrogénico
(gendmico) y como el 17a-estradiol relaja al musculo liso vascular, se postula
que esta hormona también induce un efecto relajante (no gendémico) en el

utero de rata.
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IV. OBJETIVOS.

a) General:

Estudiar la posible accién biologica (genomica y no gendmica) del 17c-

estradiol en el utero de rata.

b) Particulares:

1) Comparar la accion del 17a-estradiol y del 17B-estradiol sobre la

contractilidad espontanea del utero aislado de rata.

2) Estudiar si el 17a-estradiol tiene efectos antiestrogénicos sobre el efecto

uterotrofico producido por el 17p-estradiol en la rata in vivo.
2) Con base en los resultados obtenidos, proponer cual es la parte funcional

de la molécula de estradiol responsable de sus acciones gendmica y

cxtragenomica.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Se utilizaron 98 ratas hembras adultas de la cepa Wistar (180-220 g de
peso corporal), mantentdas en condiciones de bioterio con un ciclo de 12h
luz'12h oscuridad, a temperatura de 21°C y con suministro de agua y alimento
ad /ibitum. El presente proyecto fue aprobado por el comité para el cuidado de
animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas. UN.A.M. Los animales
fueron tratados y manipulados segtn los lineamientos de la American guide
for care and use of laboratory animals, aprobado por The American
Physiological Society.

Las 98 ratas fueron divididas en dos grupos: Un primer grupo (A) de 56
rata; con las que se realizaron los experimentos de registro de la contractilidad
uter.na, y un segundo grupo (B) de 42 ratas con el que se evalud la actividad
uterotrofica y antiuterotrofica.

Cormpuestos: Las hormonas: 1,3,5(10)-Estratrien-3,17B-diol (17B-estradiol)

y 1,3,5, (10)-Estratrien-3,17a-diol (17a-estradiol) fueron obtenidas de Sigma
Chemical Co. (St. Louis MO, USA). Alcohol etilico (etanol absoluto) de
Merck-México, S.A., éter anhidro de Baker, México. Aceite de maiz

comestible Mazola yg
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a) Registro de la Contractilidad Uterina.

Para los experimentos del grupo A sc le realizé diariamente un frotis
vaginal con la finalidad de delcrminar, por citologia, la fase del ciclo estral en
la que se encontraban. Con el propésito de usar todos los especimenes en el
mismo estado endocrino y de acuerdo a las necesidades experimentales i.e.,
con concentraciones plasmaticas bajas de estrogenos y progesterona y con alta
actividad contractil, se eligieron solamente ratas en fase de diestro y que
hubieran presentado dos ciclos estrales consecutivos de cuatro dias.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical e
inmediatamente se les realizd la histerectomia. Los cuernos uteri'nos fueron
disecados del tejido graso y conectivo circundante y colocados en solucién
Kress-Bicarbonato, oxigenado (O,/CO; 95:5) y precalentado (37°C), con la
siguiente composicion (mM): NaHCO; (25), NaCl (120), KCI (4.7), KH,PO,
(1.2), MgSO, (1.2), CaCl, (1.5) y glucosa (11), con un pH de 7.4 ajustado por
burtujeo constante de la mezcla gaseosa. Posteriormente, cada cuerno uterino
fue cortado transversalmente en dos cilindros de aproximadamente 1 c¢cm de
longitud. Cada cilindro se coloco verticalmente en camaras de incubacion que
contenian 10 ml de solucion Krebs-Bicarbonato. Los tejidos fueron sometidos
auna fuerza de 10 mN (1 g de tension) durante 30 minutos. Inmediatamente

desp 1€s se registro la respuesta contractil tsométrica de cada tejido (Figura 4)
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usando un transductor (Grass FTO3 Michigan, U.S.A) conectado a un

poligrafo (Grass 79. Michigan, U.S.A.).

Lo Bes Laaie
(2.2 Bes Laate]
o&-? .99, og}_g;‘?ﬂ

Figura 4. Sistema de registro isométrico convencional para tejido aislado. A) Cilindro
uterino, B) Camara de incubaciéon (con sistema recirculador de agua a 37°C y
burb yjeo constante de 5% de CO; en O;), C) Transductor, D) Poligrafo.
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Para su estabilizacidon los cilindros uterinos se mantuvieron en las
condiciones mencionadas durante una hora. Los siguientes 10 minutos fueron
tomados como el testigo de la actividad uterina espontinea, inmediatamente
se adiciond 0.1% de volumen final de etanol (ETOH 1.7 x 10°M) vehiculo
usado para disolver los esteroides y adicionarlos al mismo volumen,
registrando la actividad también por 10 minutos. Después de observar que el
vehiculo no causd cambios relevantes sobre la contractilidad uterina, en los
otros tejidos sec procedié en la misma forma para probar las hormonas.
Después de 10 minutos de registro de la actividad cspontanea se adicioné
directamente al bafio de la camara, de manera independiente, 17p-estradiol
(usado como testigo positivo) o 17a-estradiol. Cada estrégeno fue disuelto en
10 ul de etanol (0.1% del volumen de la cémara), se probaron
conzentraciones ascendentes de manera no acumulativas en un rango de 0.2 a
200 puM. Solamente una concentracion de cada estrégeno fue adicionada a
cada cilindro uterino. El efecto de las diferentes concentraciones de los
estrogenos fue registrado también durante 10 minutos y comparado con el
testizo de la actividad contréctil, tomado 10 minutos antes de adicionar la
hormona.

Después de realizar el procedimiento descrito en algunos casos se

obseivo la respuesta del esteroide durante dos horas y, en otros, los tejidos
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fueron lavados mediante recambio de la solucién Krebs-Bicarbonato (3 veces)
con la finalidad de retirar al esteroide del medio y asi observar la actividad

contractil.

b) Evaluacion de la Actividad Uterotrofica y Antiuterotrofica.

Las ratas del grupo B fueron ovariectomizadas bajo anestesia con éter.
Quince dias después, el grupo fue dividido en siete subgrupos de seis ratas
cada uno. En el grupo I, se inyectd subcuténeamcnte a cada animal con aceite
de maiz, una dosis diaria de 0.4 ml/Kg de peso corporal durante 3 dias.

(tes:igo dc vehiculo). En el grupo II, cada rata fue tratada con 0.3
umoles/Kg/dia, durante 3 dias de 17[3-.estradiol. Cada dosis fue administrada
por via subcutanea en 0.4 ml/Kg de peso corporal de aceite de maiz. Los
animales del grupo 111 fueron inyectados con 17a-estradiol a la misma dosis y
via que el 17B-estradiol (0.3 pmoles/Kg/dia, durante 3 dias). Los animales de
los grupos IV a VII se trataron con combinaciones de 17p3- y 17a-estradiol en
diferentes proporciones de dosis durante 3 dias (en pmoles/Kg/dia): grupo IV,
1:1 (0.3:0.3), grupo V, 1:3 (0.3:0.9), grupo VI, 1:5 (0.3:1.5) y grupo VII,
1:100 (0.3:30). Todos los rangos de dosis/dia fueron disueltos y administrados

por via subcutanea en 0.4 ml/Kg del vehiculo.
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Las ratas se pesaron 24 horas después de la ultima administracién, se
tomo el frotis vaginal y se le examiné con un microscopio de luz (Zeiss), para
determinar el grado de la comificacion vaginal.

Inmediatamente después, los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical, practicando la autopsia para disecar el utero y cuantificar
¢l peso humedo del drgano.

El aumento del peso uterino de cada grupo fue calculado en mg de peso
uterino humedo/100 g de peso corporal. El grupo I (vehiculo) se comparé con
el grupo Il (17B-estradiol) y grupo ll.l- (l7a-éstfadiol). Los grupos tratados a
diferentes proporciones de dosis de 17B:17a (grupos: 1V, V, VI y VII) fueron
comparados con el efecto uterotrdfico del grupo 1l (17B-estradiol), i.e.,

crecimiento uterino inducido por 0.3 umol/dia/Kg de peso corporal = 100%.
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¢) Calculos y estadistica.

El total de la actividad contractil uterina (el area bajo la curva inscrita
por la frecueﬁcia y amplitud de la contraccién) fue medida en intervalos de 10
minutos, usando un planimetro digital (Tamaya, planix 7). Los datos de la
accion de cada compuesto sobre la contractilidad uterina fueron calculados
corno el valor promedio de n 2 6 determinaciones independientes, cada uno de
diferentes experimentos y expresado como porcentaje + Error Estandar de la
Media (E.E.M). Las curvas concentracion-respuesta de! efecto de cada
estrdgeno fueron graficadas y, para cada compuesto se obtuvo la
concentracion inhibitoria media (Cls, = valor de la concentracion de
estrogenos a la cual se produce el 50% de la inhibicién de la contraccion
uterina espontanea) mediante el método de Litchfield y Wilcoxon (1949). Con
el propésito de evaluar la respuesta inhibitoria de 17a-estradiol, su potencia
fue comparada con el efecto relajante ejercido por 17B-estradiol sobre la
coatraccion del utero aislado de rata. La prueba de “¢” de Student fue aplicada
para comparar la diferencia entre el testigo y el efecto de cada estréogeno
(Cosset, 1908).

La respuesta de los cstrogenos sobre el crecimiento uterino fue
calculada en mg de peso uterino himedo/100 g de peso corporal, reportando el

velor de la media de n = 6 £ E.E.M. El analisis estadistico para examinar la
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respuesta de crecimiento uterino fue realizado aplicando el método de

Bonferroni para comparar las diferencias.
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VII. RESULTADOS.

a) Efectividad relajante de los estréogenos sobre la
contraccion uterina in vitro.

El vehiculo utilizado para disolver los esteroides {etanol), no modificéd
la contraccidon uterina espontanea (Fig. 5). Mientras que, el 17a- y el 173-
estradiol causaron un efecto lineal relajante sobre la contractilidad del tutero
dependiente dc la concentracion (Fig. 8). El cfecto relajante de ambos
estrogenos fue casi inmediato, apro;cimadameﬁte 1 minuto después de su
adicion al tejido. La respuesta fue observada como una disminucién en la
amplitud y frecuencia de la contraccion, presentandose por lo menos durante
50 minutos (Fig. 6). Los resultados mostraron un evidente efecto relajante de
ambas hormonas sobre la actividad espontanea del miometrio.

La Clso del 17a-estradiol fue significativamente mayor que la Clso de su
isomero 17, lo que representa que el |1 7a-estradiol es 10 veces menos potente
para inducir relajacion uterina. En la Tabla I, se muestran los valores

encontrados.

La actividad contractil uterina se recuperd cuando el estrogeno fue
retirado del tejido mediante recambio de la solucion Krebs-Bicarbonato (Fig.

7).

37



10 mN I

— {

10 min " ETOH (1.71x102 M)

Figura 5. Registro de la actividad contractil uterina de la rata en diestro. Nétese, que el

vehiculo (etanol, ETOH) en el cual se disolvieron los estrogenos no modifica el patron de la
contractilidad.

1 7(1-E1

Figura 6. Registros tipicos que muestran el efecto del 17B-estradiol (17B-Ez) y el 17a-

estradiol (17a-Ez) a la concentracion equimolecular de 20 HM sobre la contractilidad
ulenna espontanea de la rata en diestro.
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Figura 7. Efecto relajante inmediato inducido por el 17a-estradiol (17a-E;) sobre la
contractilidad del atero de rata en diestro. Observesc la recuperacion de la contraccion
después de lavar (L) al tejido.
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Figu-a 8. Curva concentracién-respucsta del efecto inhibitorio del 17w-estradiol (17a-E;) y
el 17B-estradiol (17B3-E;) sobre la contraccion espontianea del utero aislado de la rata en
diest-o. Los simbolos son las medias de n=7tE.E.M., diferencia significativa *p<0.02,
+¥p<0.002, ***+p<0.0005 comparando el efecto que produce cada concentracién de las
hormonas.
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TABLA 1. Concentracion inhibitoria media (Clso) de la relajacion uterina
incucida por 17a-y 17B-estradiol en la rata en diestro.

JORMONA Clsg LIMITES PENDIENTE POTENCIA*
(uM)  INFERIOR-SUPERIOR
17¢.-ESTRADIOL  89.39 6.35-1246 21.06 0.09
17f-ESTRADIOL  8.42 1.18-59.6 31.47 1.00

Los datos fueron calculados segin el método de Lichfield y Wilcoxon (1949).
*No. de veces menos potente, obtenido por la formula: Clsy 17B-estradiol / Clsy 17a-estradiol
asurniendo valor de 1 para ¢l 173-cstradiol.

b) Actividad Uterotroéfica y Antiuterotrofica in vivo:

El efecto del grupo I testigo (vehiculo aceite de maiz) mostré una tenue
respuesta en su actividad uterotrofica. El grupo II (17f8-estradiol), produjo su
potente accion uterotrofica. El grupo Il (17a-estradiol) mostrdé una ligera
accidn uterotréfica significativamente mayor al grupo I testigo. El 17a-
estradiol antagonizd el efecto estrogénico (uterotrofico) de 17B-estradiol en
todos los rangos de proporciones e;sayadaé, tﬁg. 9). Los valores de los
diferentes tratamientos son mostrados en la tabla II.

Paralelamente se constatd, por citologia, que ¢l grado de comificacién
vaginal disminuy6 conforme se aumentaba la dosis de 17a-estradiol en las

diferentes concentraciones administradas.
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1 Aceite de maiz (0.4 miKg)

[_] 17p£, 0.3 g

Hl 170,03 MKy

B 1:1 (0.3 uM 17P-E,: 0.3 uM 17aE))
350 [ 1:3 (0.3 um 17(-E,: 0.9 pM 170-E,)
1:5 (0.3 M 17(-E: 1.5 M 170-E)
4 —— 1:100 (0.3 pM 17f-E: 30 pM 170-E)
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Figura 9. Efecto de 17a— y 17B-estradiol, solos y en combinacion sobre el aumento de
peso uterino en ratas maduras ovariectomizadas. El tenue efecto uterotréfico que induce el
17o-estradiol resultd ser significativo (+p< 0.01) con respecto al control (aceite de maiz).
Valores significativos de Ila inhibicién del efecto estrogénico que induce el 17f-

esradiol (* p <0.002, **p <0.001, ***p <0.0001) v Diferencia significativa {P<0.002)
entre las proporciones de dosis 1:1 y 1:100.
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Tabla II. Actividad antiuterotrofica de 17a-estradiol en ratas maduras.

DOSIS DE 17a-E;  RADIO? PESO " % DE INHIBICION®
(pmoles/dia/Kg de  17B-E;:17a-E; ~ UTERINO .
peso corporal) HUMEDOmg/100 g
0.3 1 266.1% 8.2 18.55
0.9 1:3 229.9+10.7 29.63
1.5 1:5 228.3+10 4 30.00
T

30.0 1:100 213.1+ 7.8 34.77

“Dosis fija usada de 17B-E; = 0.3 pmoles/dia/Kg dec peso corporal.
bDatos de seis experimentos independientes + E.E.M. (6 ratas por grupo).

“En relacion al efecto uterotréfico de 17B-E,.

Los datos mostraron que la molécula de estradiol con configuracion
a/trans O f/cis en C|; manifiesta la misma acciéon no gendmica (relajacion
uterina). Sin embargo, este cambio parece ser el responsable de su diferente

accion gendmica sobre la ganancia del peso uterino (figura 10).
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Estradiol-173

Figura 10. Representacion estercoquimica de las moléculas estudiadas.




VIII. DISCUSION.

El presente estudio mostré dos aspectos interesantes de la accidon
fisiolégica del 17a-estradiol, la primera es que en la rata produce disminucién
de la contractilidad uterina espontanea, la segunda que produce también

inhibicidn parcial de la accidn uterotrépica del 17B-estradiol.

Dcbido al corto tiempo de latencia observado en su efecto relajante (~1
minuto), éste podria ser categorizado como una accion de ﬁpo no genomico
(membranal) ya que esta rapida respuesta hace improbable un efecto que
involucre la transcripcion génica. El hecho de que el efecto relajante fue
revertido cuando el esteroide se retird del tejido apoya esta interpretacion.
Tarabién se ha descrito que el 17a-estradiol tiene una accion no genémica, al
producir relajacién en el musculo liso vascular (Salas et al., 1994; Rodriguez
et al., 1996).

Asi, el efecto relajante que induce el 17a-cstradiol en el musculo liso
vascular y uterino evidencian claramente que es una hormona biolégicamente

activa, con potencial vasodilatador y antiuteroténico.

Por otro lado, los resultados de este trabajo muestran que el 17a-

estradiol también produce una respuesta uterotrofica significativa en ratas
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castradas y que esta accion estrogénica fue 10 veces menor que la de su

isdmero 1703.

La observacion de mayor relevancia fue que 1a respuesta uterotréfica del
1 7f-estradiol fue antagonizada por el |7a-estradiol en todos los rangos de
dosis probadas, lo que permite sugirir que esta hormona produce una accioén
antiestrogénica que se lleva a cabo mediante el clasico efecto gendmico de los
estrogenos, que Involucra la unidén al receptor proteico nuclear/citosélico,
forrnando el complejo hormona receptor, el cual, por activacién interactlia con

los clementos sensibles a la hormona en ¢l DNA (Davison et al, 1989).

La potencia antiuterotréfica del 17a-estradiol para antagonizar la
respuesta uterotrofica del 17B-estradiol concuerda con la que produce el
tamoxifen, en los mismos rangos de dosificacion con respecto a su isomero
17B (1:2 a 1:10) bajo las mismas condiciones experimentales (Agarwal y
Bincal, 1991).

Las evidencias experimentales obtenidas corroboran la hipétesis
propuesta, que en forma resumida dice: “se espera por una parte, que el
isdmero de 17f3-estradiol, el 17a-estradiol, induzca un efecto antiestrogénico
(gendmico) y por otra se espera un efecto relajante (no gendmico) en el tutero

de rata.”

46



Con estas evidencias el presente estudio describe por primera vez la
accion biolégica, no gendmica y genomica, del 17a-estradiol en el utero de

rata.

Con respecto al efecto relajante (no gendmico) del 17a-estradiol su
accién podria estar determinada por una disminucién de la permeabilidad de la
membrana de la célula muscular al ic;n Ca*", como ha sido reportado para su
efecto relajante en el musculo liso vascular (Collins et al., 1993; Jiang et al.,
1991; Zhang et al., 1994) y para la relajacién que inducen otros esteroides
sexuales (progestinas y androgenos) sobre la contraccion uterina (Perusquia et
al 1990, Perusquia y Villalon, 1996) y. el musculo liso traqueal (Perusquia et

al., 1997).

Referente al mecanismo de accion del efecto antiestrogénico
(genoémico) del 17a-estradiol, se conoce que la estructura que adopta el
receptor de estrogenos es debida a la interaccion con ligandos de diferentes
dimensiones o distribucion de funcionalidad, permitiendo la sensibilidad de la
accion de diferentes hormonas (Katzenellenbogen et al., 1996; y

Katzenellenbogen y Katzenellenbogen, 1996).

[.a afinidad del 17a-estradiol por el receptor de estrégenos ha sido

medida en la rata, coneja, oveja y en el humano (Anstead et al., 1997). En
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estudios realizados en rataen 1980, el grupo de Merriam reportdé una afinidad
entre el receptor de estrogenos y el 17a-estradiol del 11%. El presente trabajo
se basa en un modelo fisiolégico de antagonismo directo entre 17a- y 17B-
esiradiol con respecto al receptor, con un resultado de afinidad 10 veces
menor, lo que concuerda con la afinidad descrita del 11 % por Merriam. Sin
embargo, queda adn la posibilidad de que el antagonismo pueda ser mayor o

menor dependiendo del tejido y de la funcion estrogénica estudiada.

Para analizar la importancia de‘l. anillo aromatico en la afinidad de unién
que presentan los estrogenos al receptor de estrogenos se han sintetizado
muchos compuestos. Asi, los compuestos no aromatizados en el anillo A
muestran, menor afinidad de unién al receptor (RBA) (Zeelen y Bergink,

1980), lo que haria posible que el 17a-estradiol tenga una alta afinidad de

unidn al receptor de estrogenos.

En virtud de que el anillo A de ambos estrogenos 170 y 17Pes
aromatico, poseen un gran potencial electrostatico gracias a su propiedad
resonante. Por lo tanto, es muy probable que sea una zona importante de

interaccion intermolecular no covalente con el receptor estrogénico (Kubli-

Garfias, 1998).
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Es necesario realizar estudios complementarios para correlacionar la

esructura y la afinidad de uniéon del 17a-cstradiol con el receptor de
esirdgenos, aunado al estudio del posible desplazamiento del 17B-estradiol por

el 17a-estradiol en el receptor de estrogenos.

También seran necesarios estudios sobre aspectos mas complejos de las
interacciones subsccuentes del complejo E;-ER con los multiples elementos
de: aparto regulador de transcripcion para expresar la respuesta fisiologica.

Punto central de la presente tesis segun los datos obtenidos, es que el
17x-estradiol no es una molécula inactiva como se habia pensado, sino que
presenta cfectos no gendmicos (relajantes) y gendmicos (antiestrogeénico) en el
dtero. Esto ultimo muestra al 17a-estradiol como una antihormona capaz de

antagonizar a su epimero el 17B-estradiol. El hecho de que el 17a-estradiol

muestre la misma accién no genomica del 173-estradiol pero contraria a la
accion genémica de este isdbmero, concuerda con lo observado para la accion
bioldégica de otro par de isc’)mc;ros como son la testosterona y la
epi-estosterona, donde la epitestosterona, aparentemente sin funcion bioldgica,
ejerce una accion antiandrogénica bloqueando el efecto genomico de la
testosterona (Nuck y Lucky, 1987; Starka ct al., 1989; Bicikova et al., 1992), y
que ambos esteroides, testosterona y epitestosterona, producen una accion no

genémica i.e., relajacidn uterina (Perusquia et al., 1996). Estas evidencias
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muestran una similitud que se ha asociado al farmacoéforo localizado en el
antllo A de los dos compuestos.

La diferencia quimica entre 17a- y 17B-estradiol es la configuracion
a/tirans o [cis en el carbono 17, lo que obliga al grupo funcional hidroxilo a
adoptar una posicién hacia arriba de la molécula (17p) o hacia abajo (17a),
ver fig. 10.

Asi, la alta actividad anticstljogénica del 17a-estradiol podria ser
explicada primero por que el sistema de anillos A, B y C del esteroide es
reconocido por el receptor, lo que garantiza el antagonismo del 17B-estradiol y
segundo, por que la configuracion a/trans en el anillo D, es incapaz de
promover la transcripcion génica que permita a su vez desplegar el efecto
estrogénico genomico. Asimismo, el efecto no genémico de ambos isomeros
(17w~ y 17B-estradiol) podria ser explicado por su similitud en el sistema de
anillos A, B y C del esteroide.

Desde el punto de vista fisioldgico, es dificil explicar la accion
antagonista de una hormona, pero de manera especulativa dicha accion podria
actuar regulando, la respuesta del 17p-estradiol por competencia con el
receptor a estrogenos. Por ello, estudios posteriores podrian proporcionar
mayor informacion sobre los mecanismos de regulacién e inhibicion de los

efec-os biolégicos del 17pB-estradiol sobre el ciclo vaginal, el endometrio,
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miometrio, las trompas uterinas, mamas o €l metabolismo del hueso, ademas
de la conducta sexual en la hembra y los procesos de implantacion, entre
muchos otros que tienen que ver directamente con los eventos estrogénicos
no::males.

La accion antiestrogénica del 17a-estradiol podria representar una
novedosa aplicacion clinica en el tratamiento del cancer mamario, pulmonar,
algunos de ovario, el adenocarcinoma de endometrio, la hiperplasia

endometrial y todos aquellos padecim-i-entos eétrc')geno dependientes.
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1)

3)

VIII. CONCLUSIONES.

El 170-estradiol es una hormona con accion bioldgica, no gendémica y
genomica.

El 17a-estradiol es un relajante del atero al igual que el 17B-estradiol,
por ejercer sus efectos sobre la membrana de la célula muscular lisa.

El 17a-estradiol actiia como antthormona por antagonizar la accidn

estrogénica del [ 7B-estradiol.

La diferencia estructural entre ambas moléculas hace pensar que el anillo
A de la molécula de estradiol es la parte responsable de la accién no
genomica, mientras que los anillos B, C y D de la acciéon gendmica.
Asimismo, el cambio de posicion del grupo hidroxi en C,; podria estar

provocando los efectos gendmicos opuestos.
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