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ABREVIATURAS

VE Valerato de estradiol

NAH Nucleo Arcuato Hipotalamico

LB Linea Base

VH Vehlculo

E2 Estradiol

T Testosterona

POMC Proopiomelanocortina

H-H-G Hipotalamo-Hipdfisis-Gonadas
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NADH Aldehido Deshidrogenasa Hepatica

MEOS Sistema Microsomal de Oxidacion del etanol

H20; Perdxido de Hidrogeno

GABA Acido Gama Amino Butirico

NMDA N-Metil D-Aspartato

SNC Sistema Nervioso Central

AMPC Adenosina monofosfato ciclico

TH Tirosina Hidroxilasa

ATV Area Tegmental Ventral

NA Nucleo Accumbens

B-end B-endorfinas

P Preferentes

NP No Preferentes

RNA Acido Ribonucleico

RNAmM Acido Ribonucleico mensajero

RNAt Acido Ribonucleico de transferencia

TSH Hormona Estimulante del Tiroides

ACTH Hormona Adrenoccorticotropa

TSH Hormona Estimulante del Tiroides

FSH hormona foliculoestimulante

LH hormona luteinizante

ADH hormona antidiurética o vasopresina

TRF Factor Liberador de Tirotropina

LHRH Hormona Liberadora de Hormona
Luteinizante

ADN Acido Desoxiribonucleico

Ip3 Trifosfato de Inositol

DAG Diacilglicerol

CMPC Guanosin Monofosfato Ciclico

RE Receptor Estrogénico

SHBG Globulina Fijadora de Hormona Sexual

GnRH Factor Liberador de Gonadotropinas

TMX Tamoxifen

i.p. Intraperitoneal

s.C. Subcutanea

i.m. Intramuscular
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RESUMEN:

Se ha reportado que al aplicar una sola dosis de Valerato de Estradiol (VE)
(2mg) a ratas hembras con ovarios intactos, ocurre un fenémeno de
citotoxicidad en el nucleo arcuato hipotalamico (NAH), observandose reduccidon
en el namero de neuronas secretoras de B-endorfinas (B-end) y por
consiguiente de este peptido 60 dias después de su administracién. La
dependencia al alcohol se ha relacionado con una deficiencia de $-end y se ha
observado que en este modelo de citotoxicidad los sujetos incrementan los
consumos de alcohol. Se ha postulado que los estrogenos enddgenos ovaricos
median este proceso de citotoxicidad, ya que las hembras ovariectomizadas no
muestran esta lesion hipotalamica. Con el fin de estudiar la participacion de
dicho esteroide gonadal en el efecto que produce el VE en el nimero de
neuronas inmunoreactivas B-end y en el consumo de alcohol, utilizamos 2
grupos de ratas hembras Wistar adultas intactas. Evaluados los niveles basales
(LB) del consumo de alcohol, cada hembra fue tratada con 2mg de VE/dosis
unica. Tres semanas después de esta inyeccion de VE, un grupo recibié s.c.
250ug/kg/dia/9 semanas del inhibidor de aromatasa Letrozol (LTZ), y el otro
grupo fue tratado con vehicuio (VH) en el mismo periodo de 9 semanas.
Recolectamos 5 muestras sanguineas en cinco intervalos para monitorear
variaciones en niveles de estradiol (E2) y testosterona (T), empleando analisis
inmunoenzimaticos en plasma. El consumo voluntario de alcohol fue reiniciado
a partir de la segunda semana con LTZ o VH continuando hasta la semana 9.
El VE redujo dramaticamente el niumero de neuronas B-end en el grupo
VE+VH, decrement6 el consumo de alimento y peso, provoco estro continuo en
las hembras y ovarios poliquisticos; sin embargo no afectd el consumo de
alcohol, ya que dicho consumo decrementd paulatinamente en el tiempo
independientemente del tratamiento con LTZ o VH. De esta manera las
semanas 8, 9 y 10 fueron significativamente menores a la semana 1. El
consumo de alcohol no tuvo ningun efecto atribuible al VE. EI LTZ inhibid
significativamente la citotoxicidad por el VE, incrementd la T significativamente,
la reduccidon de E2 fue minima, disminuyd los efectos del VE a nivel de
ovarios, ademas, produjo un incremento notable en el peso corporal en relacion
al grupo VH, consecuencia atribuible a la privacion de estrégenos, sin embargo,
el consumo de alcohol tampoco fue afectado con la privacion farmacolégica de
estrégenos. Conclusiones: El incremento en el consumo de alcohol esperado
con el VE no es apoyado en este estudio, a pesar de la reduccién significativa
en el numero de neuronas B-end. La inhibicién estrogénica a través de un
inhibidor de aromatasa no altera dicho consumo, pero si minimiza los efectos
centrales y periféricos ocasionados por el VE. Atribuimos el que no se haya
incrementado el consumo de etanol a variaciones metodolégicas de exposicidn
post-VE, ya que se suspendié el consumo por 4 semanas, después de haber
expuesto a los sujetos diariamente al consumo durante la induccién y la LB, y
ademas consideramos la posibilidad de que sea necesario emplear dosis

mayores para inhibir de manera mas evidente la biosintesis estrogénica por el
ovario.
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ABSTRACT

It has been reported that a singie dose of estradiol valerate (EV) (2mg) to
female rats with intact ovaries produces a cytotoxicity in the hypothalamic
arcuate nucleus (HAN}, a reduction in the number of secretory neurons of B-
endorphins (B-end) and consequently of this peptide 60 days after its
administration. The dependence to the alcohol has been related with a
deficiency of B-end and it has been observed that in this cytotoxicity model the
subjects increase the consumptions of alcohol. It has been postulated that the
ovarian endogenous estrogens mediates this cytotoxicity process, since the
ovariectomized females does not show this hypothalamic lesion. With the
purpose of studying the participation of this gonadal steroid in the effect that
produces the EV in the number of B-end-immunoreactive neurons and in the
consumption of alcohol, two groups of intact mature Wistar female rats were
used. After assessing the basal levels (BL) of the consumption of alcohol, each
female was treated with 2mg of the single dose of EV. Three weeks after this
injection of EV, a group received s.c. 250ug/kg/day/9 weeks of the aromatasa
inhibitor letrozol (Itz), and the other group was treated with vehicle (vh) in the
same period of 9 weeks. We gather 5 blood samples in five intervals to assess
variations in estradiol levels (E2) and testosterone (T), using inmunoenzimatic
analysis. The voluntary consumption of alcohol was restarted from the second
week with Itz or vh continuing until the week 9. The EV reduced dramatically the
number of neurons B-end in the group EV+vh, decreased the food consumption
and weight, caused continuous estrous in the females and polycystic ovaries;
however it didn't affect the consumption of alcohol, since this consumption
diminishes gradually in the time regardless of the treatment with Itz or vh. This
way the weeks 8, 9 and 10 were significantly smaller than week 1. The
consumption of alcohol didn't have any effect attributable to the EV. The itz
inhibited significantly the cytotoxicity produced by EV; the T increased
significantly, the reduction of E2 was minimum and diminished the effects of the
EV on ovary. At the same time Itz produced a remarkable increment in the
corporal weight in relation to the vh group, probably depending on the estrogen
deprivation, however, the consumption of alcohol was not affected with the
pharmacological deprivation of estrogens. Conclusions: the hypothesized
increment in the alcohol consumption with the EV it is not supported in this
study, in spite of the significant reduction in the number of B-end neurons. The
estrogenic inhibition by an aromatase inhibitor doesn't alter this consumption,
but minimizes the central and peripherals effects caused by the EV. We
attribute that the consumption of ethanol was not increased due to
methodological variations of alcohol exposure post-EV, since the consumption
was interrupted by 4 weeks, after the daily exposure during induction and the
BL periods. We also consider the possibility that it is necessary to use higher
dose to inhibit in a greater extent the estrogenic biosynthesis from the ovary.

v



INTRODUCCION

Es un hecho innegable el que el alcohol y la dependencia que se desarrolla hacia
esta droga de facil acceso, representan actualmente un grave problema de salud,
social y hasta economico a nivel mundial. El alcoholismo es considerado como el
mas expandido tipo de adiccidn, y afecta cada vez mas a personas de cualquier
edad, raza o género influyendo negativamente en las relaciones familiares,

sociales y laborales del paciente.

Ultimamente ha crecido el interés por comprender |0s mecanismos
neurofisioldgicos gue participan en el reforzamiento de fa conducta adictiva. Hasta
ahora, se atribuye su origen a multiples factores, entre ios cuales cabe citar a los
sociales, culturales, bioguimicos, genéticos, metabdlicos, de estrés, etc., es decir
se plantea una etiologia multifactorial (Gianoulakis y col., 2004; Marinelli y col.,
2003). Diversas investigaciones centradas en la predisposicion genetica hacia el
alcoholismo, hechas en gemelos y sujetos en adopcidn, han logrado demostrar
que efectivamente los factores genéticos participan en el desarrollo del trastorno
(Gianoulakis 2004), ademas los estudios realizados con lineas de animales con

alta o baja preferencia hacia el consumo de alcohol, apoyan esta teoria (Marinelli
y col., 2000).

El presente proyecto forma parte de las incognitas que nuestro laboratorio se ha
planteado con el propdsito de aumentar ios conocimienios acerca de aquelios
mecanismos de indole neurofisioldégica que subyacen a la conducta adictiva,
especificamente al alcoholismo. Consideramos muy importante |a relacidon entre
dos sistemas: el sistema endocrino y el sistema opioide, en el desarrolio de las

adicciones.

Reid y col., (2002), indica gue entre los sistemas de neurotransmision propuestos
como importantes en el control de ta conducta de busqueda de alcohol, destaca el

sistema opioide. Gianoulakis (2001; 1989), en sus investigaciones experimentales



en sujetos animales y en humanos menciona que el sistema opioide endogenc
juega un rol prominente en el mantenimiento de la conducta de beber y ademas
contribuye desde el punto de vista genético a una mayor predisposicion de la
dependencia. Genazanni y cal., {1982), encuentran que los sujetos adictos al
alcohol, presentan niveles de B-endorfinas en liquido cefalorraquideo menores a
sujetos voluntarios no alcohdlicos, después de un periodo de desintoxicacion. Lo
cual sugiere que la adiccidon al alcohol se relaciona con alteraciones en la

produccion de peptidos opioides derivados de la POMC.

Asi mismo, el hecho de que el alcohol sea capaz de estimular la liberacidén de
péptidos opioides como las B-endorfinas, que al ser liberados en regiones
cerebrales relacionadas con circuitos de recompensa cerebral, hace pensar que
este sistema participa de manera importante en el mantenimiento de consumos
elevados de esta droga (Koob, 1996). Los péptidos opioides estan estrechamente
relacionados con un sin numero de procesos adaptativos y fisiologicos, como lo
son la analgesia, respuesta al estrés, recompensa, procesos motivacionales,
temperatura corporal e ingesta. Actuan a nivel nervioso como moduladores o
neurotransmisores (Herz, 1997). Las areas cerebrales en las cuales se realiza la
piosintesis de B-endorfinas son hipdéfisis y nucleo arcuato hipotalamico y se ha
observado que el factor liberador de corticotropina induce su liberacidon en ambas

areas.

Otro sistema que se ve afectado por el etanol, es el sistema endocrino. Las dos
principales vertientes para estudiar la interaccion del alcohol con las hormonas
son: relacionando los efectos del alcohol sobre las hormonas o estudiando los

efectos de éstas sobre el consumo del alcohol (Juarez y col., 2002).

Las hormonas responsables de la regulacion del eje hipotalamo hipdfisis-gdnadas,
son esenciales para la propia funcion reproductiva y ha sido mostrado que el
etanol ejerce sus efectos en los tres niveles del eje. Al respecto se ha hallado que

la ingesta de alcohol repercute directamente sobre los niveles de hormonas



circulantes (Hilakivi, 1996). Por ejemplo se ha reportado que cuando mujeres
posmenopausicas son bebedoras habituales, los niveles de estrogenos se

incrementan y los de testosterona se reducen (Gavaler y col., 1992).

Si el alcohol es administrado de forma aguda, ocurren alteraciones en hormonas
como la prolacting, la hormona del crecimiento, la hormona adrenocorticotropa y
cortisol (Emanuele y Emanuele, 1997), cuando esto ocurre se observan algunos
trastornos en ambos sexos, como irregularidad del ciclo menstrual, aumenta el
riesgo de abortos asi como de padecer cancer de mama y llega a provocar
menopausia precoz, entre muchos otros. En el vardén puede observarse un
decremento tanto en la produccién como en la motilidad de los espermatozoides,
ya que ejerce efectos directos en los testiculos, inclusive es capaz de
desencadenar feminismo como secuela de 10s cambios de hormonas circulantes
que provoca el consumo crénico del alcohol {Ruusa y col., 1997; Villalta y col.,
1997). En contraste, hay pocos estudios dirigidos a manipular y conirolar los

niveles hormonales, para observar su repercusion sobre la ingesta de etanol.

l.os estrogenos ejercen efectos diversos sobre el sistema opioide y por ende sobre
el consumo de alcohol. Por ejemplo se ha encontrado que los estrégenos
decrementan los niveles de B-endorfinas en hipotalamo (Desajardins y col., 1993;
Lapchack, 1991; Schipper y col, 1994, Wardlaw 1985), incrementan la
internalizacion de receptores a opicides (Sinchak K., y Micevych P., 2003) y
entonces produce un decremento en el numero de recepiores disponibles. Otros
investigadores han encontrado que el tratamiento con estrogenos a ratas
ovariectomizadas con preferencia por el alcohol, al inicio reduce los consumos
(Almeida y col, 1998, Sandberg y col, 1982; Sandberg y Steward, 1982),
restableciendo los niveles de linea base después de aproximadamente dos

semanas de tratamiento continuo (Sandberg y col., 1982; Sandberg y Steward,
1982).



El Valerato de Estradiol (VE) es una preparacion que libera estradiol por un
periodo de 12 a 20 dias y que es capaz de desarroilar en la rata hembra intacta,
ovarios poliquisticos y reduccion en el numero de neuronas (3-endorfinérginas en
el arcuato hipotalamico, hasta de un 60%, y por ende en los niveles de B-
endorfinas. Este procedimiento nos proporciona un moedelo Unico para estudiar la
relacion entre hormonas, peptidos opicides y consumo de alcoho! en animales.
Ademas esto plantea una problematica realmente importante ya que en la
actualidad se emplea la terapia de reemplazo hormonal de manera frecuente vy

precisamente a través de este tipo de farmaco cuya accién es de depésito o

Iiberacion prolongada.

Reid y col., (2002), describe que en ratas con oportunidad continua para beber
alcohol, a las cuales les son aplicadas dosis farmacoldgicas de estradiol (VE), es
posible detectar que durante los primeros dias post-VE, el consumo de bebidas
alcohdlicas endulzadas se reduce dramaticamente, con el subsecuente regreso al
consumo equivalente a los niveles de la linea base. Si los sujetos tratados con VE
tienen la oportunidad de beber alcohol por un tiempo proiongado, estos beben una
mayor cantidad que los sujetos control. Asi también cuando el VE es administrado
15 y 31 dias previos a la primera oportunidad para beber alcohol, los sujetos
incrementan su significativamente el consumo en relacion al grupo control. Al
comparar niveles de 3-endorfinas no se encuentran diferencias significativas. Sin
embargo diversas investigaciones sefalan que sujetos catalogados como
bebedores fuertes, presentan bajos niveles de @-end.

Por su parte Camargo y col., (2005), encuentran que tras esta misma
manipulacion experimental, ios sujetos expuestos de manera continua al consumo
voluntario de etanol, incrementan significativamente dicho consumo en las

semanas 4 y 5 posteriores al VE.



El mecanismo a traves del cual el VE es capaz de desencadenar la reduccion en
neuronas (-endofinérgicas del nucleo arcuato hipotalamico es desconocido, vy
dado que esta situacién no ocurre cuando las ratas son ovariectomizadas, se
especula que los estrégenos endoégenos producidos por los ovarios poliquisticos
son 1os responsables de dicha citotoxicidad, sin embargo hasta donde sabemos no
hay estudios que analicen su participacion directa, por ello, el presente proyecio
pretende determinar si son los estrégenos endégenos los mediadores de dicha
citotoxicidad, asi mismo, analiza si los peptidos opiocides actuan como sustrato
neural en el comportamiento de un altc consumo del alcohol, especificamente el
rol de la B-endorfinas como componentes de los mecanismaos de reforzamiento del

alcohol.



ANETECEDENTES

ALCOHOL Y ALCOHOLISMO

El consumo permitido y socialmente aceptado del alcoho! etilico o etanol,
sustancia de abuso utilizada en la mayor parte de las culturas y épocas y tdxico
mas universalmente consumido, origina una problematica que, en el caso de
abuso en su consumo trasciende a lo social, sanitario, laboral y familiar. Un gran
porcentaje de la mortalidad anual es consecuencia de factores desencadenados

por el consumo de etanol (Brismar y Bergman, 1998).

En la actualidad el alcoholismo ha sido aceptado como una enfermedad compleja,
de dificil tratamiento, asociada a multiples consecuencias. Con anterioridad era
considerada un sintoma de estrés emocional y psicologico o en algunos casos
como un comportamiento aprendido e inadaptado. En el mundo es la cuarta causa
de incapacidad. El alcoholismo es una enfermedad crénica progresiva que puede
ser fatal, y que incluye, dependencia fisica hacia el alcohol pero también se
encuentran asociadoes factores genéticos, psicolégicos v sociales. El alcoholismo
es definido por la Organizacion Mundial de la Salud como la ingesta diaria de
alcohol superior a 50 gramos en la mujer y 70 gramos en el hombre (un cuarto de

litro de vino de 30 gramos y un cuarto de cerveza de 15 gramos),

La conducta adictiva asociada con alcoholismo se caracteriza por una
preocupacion compulsiva por obtener alcohol, pérdida de control sobre el
consumo y desarrollo de tolerancia y dependencia, asi como con un deteriorado
funcionamiento social y ocupacional. Como sucede con otros desérdenes
adictivos, el alcohoclismo se distingue por una vulnerabilidad crdnica a recaidas

después de que ha cesado el consumo.



Para entender los factores que llevan a ciertos individuos a beber excesivamente,
la investigacion sobre alcoholismo se ha centrado en identificar los mecanismos
cerebrales que apoyan las acciones reforzantes del alcohol y la progresion de
cambios en la funcion neural, inducidas por el consumo crénico de etanol que
permite desarrollar la dependencia (Friedbert W. y Linda J., 2002).

Las condiciones desencadenantes de un consumo excesivo de alcohol en algunos
individuos y no en otros, son complejas, debido a que éstas involucran
interacciones entre factores geneéticos, psicosociales, ambientales y factores
neurobiolégicos. Particularmente el alcoholismo es un factor multigénico. Los
modelos animales, incluyendo modelos genéticos de alcoholismo, e
investigaciones genéticas sofisticadas son algunas de las estrategias que se han

dirigido a esta cuestion especifica.

Los efectos farmacologicos del etanol que dan soporte al reforzamiento del alcohol
y a la conducta de busqueda involucran acciones sobre multiples sistemas
neuroquimicos y receptores que ocurren en extensos sitios neuroanatdomicos a
traves del cerebro. Juntos todos estos factores, representan una oportunidad Unica

para comprender las bases del uso y abuso del alcohol.

Los especialistas que abordan este problema, desarrollan modelos de
experimentacion, en los cuales se expone at consumao crénico de alcohol a los
sujetos animales, con la finalidad de estudiar factores neuronales, quimicos, etc.,
que median los efectos reforzantes que produce el etanol. También empiean
sustancias que bloquean estos efectos, las cuales son denominadas antagonistas
opioides. El objetivo principal de estas lineas de investigacién es ayudar a reducir
el consumo del alcohol, conociendo los mecanismos a traves de los cuales esta

droga produce la adiccion.

Hay dos tipos de dependencia en esta adiccidn: la fisica y la psicolégica. La
dependencia fisica se revela por si misma, cuando se interrumpe la ingesta de

alcohol, con sintomas muy claros como la tolerancia, cada vez mayor, al alcohol y



enfermedades asociadas a su consumo. El alcohol penetra todos los tejidos del
cuerpo y afecta funciones vitales, ya que es una molécula pequefia hidro y

liposoluble. El higado es el 6rgano que se ve mas severamente afectada por el
alcoholismo.

El efecto temprano de tipo estimulante se debe a la depresion de la inhibicidon
cerebral, mientras que los efectos tardios son el resultado de una depresion mas
generalizada de otras funciones. El alcohol afecta los reflejos simples y complejos,
las reacciones de asociacion libre, la memoria y al coordinacion motora. Todos los
aspectos del desarrollo motor se ven perjudicados por el alcohol; el movimiento no
es solo mas lento sino también erratico e impreciso. De manera similar, el alcohol
disminuye la eficiencia de la funcion mental, del proceso de aprendizaje y la
memoria, disminuye la atencién y la concentracién y trastorna el juicio y la-

capacidad de razonar en forma clara.

El aicohol también afecta a otros sistemas corporales. Puede aparecer una
irritacion del tracto gastrointestinal con erosiones en las paredes del estdomago
debidas a las nauseas y vomitos. Las vitaminas no se absorben bien, y esto
ocasiona deficiencias nutricionales en los alcohdlicos de larga evolucion. El
sistema cardiovascular se ve afectado por cardiopatias. También puede aparecer
una alteracion sexua! causando una disfuncion en la ereccion del pene en el
hombre y una desaparicion de la menstruaciéon en la mujer. El consumo de alcohol
durante el embarazo puede causar problemas en el desarrollc del feto,
produciendo el llamado sindrome fetal del alcohol. Entre los factores psicoldgicos
se incluyen: la necesidad de consuelo para la ansiedad, conflictos en las
relaciones personales, baja estima personal, etc. Los factores sociales incluyen: la
facilidad de consumo de alcohol, la aceptacion social del consumo de alcohal,
estilos de vida, stress, etc. '

El consumo de alcohol puede ser significativamente afectado por esquemas de
reforzamiento y/o por asociacién con otros reforzadores; son de igual importancia

los factores farmacogenéticos. El abuso consiste en el consumo de alcohol en



circunstancias peligrosas (mientras se conduce, p.gj.). La dependencia es definida
como el uso excesivo de etanol que suele lievar a trastornos mentales especificos
como intoxicacion alcohodlica, sindrome de abstinencia (a veces delirium),
alucinosis, trastorno mnésico, demencia, encefalopatia de Wernicke y demencia
tipo Korsakoff (Donovan, 1986). Varios estudios sugieren que las alteraciones
neurolégicas relacionadas por el alcohol pueden ser causadas por una
combinacion de efectos neurotdoxicos del etanol o sus metabolitos, factores

nutricionales y predisposicidn genética.

METABOLISMO DEL ALCOHOL

H H
,_I.‘ _,l,, - La estructura molecular del alcohol etilico se
H—C—C—0O—H compone de carbono, hidrégeno y oxigeno:
I CH3CH20H.
H H

El alcohol se obtiene por fermentacion de azucares, por destilacion de la madrea,
etc., y es usado como bebida, medicamento, perfume, limpiador, etc.,, se
acomparfa de otros componentes (aldehidos, cetonas, acidos, ésteres, taninos,
colorantes, y sustancias con efectos farmacoldgicos) que le confieren sus

cualidades.

El metabolismo es el proceso corporal que convierte las substancias ingeridas en
otros compuestos. El metabolismo tiene que ver con un numero de procesos, uno
de los cuales es conocido como la oxidacion. A través de la oxidacion en el
higado, el alcohol se desintoxica y se elimina de |la sangre, evitando asi que el
alcohol acumule y destruya las celulas y los érganos. Una cantidad muy pequefia
de alcohol evita el metabolismo y se elimina, sin cambios, en el aliento, en el sudor

y en la orina. Hasta que todo el alcohol consumido haya sido metabolizado, se



distribuye por todo el cuerpo, teniendo efecto sobre el cerebro y otros tejidos.
Respecto a su distribucion, el alcohol llega a todo el organismo por lo que su
volumen de distribucion es de 42 litros, que es +/- la cantidad de agua que hay en
el organismo. El alcohol no se fija a ningln tejido ni se une a las proteinas del
plasma y pasa facilmente |la barrera hemato-encefalica y |la placentaria.

El alcohol se elimina principalmente por biotransformacion a nivel del higado, el
90% del alcohol es biotransformado en este érgano, y el otro 10% es
biotransformado en otros tejidos como el corazén, cerebro y pulmén, siendo una
pequeria parte excretado como tal por el sudor y orina (Wiberg G. S. y col., 1971).

La principal via de biotransformacion es a traves de la alcoholdeshidrogenasa
(ADH), que es una enzima citosolica que trabaja con NAD (Nicotinamida-Adenina-
Dinucledtide) el cual transforma a NADH (aldehido deshidrogenasa hepatica). Este
sistema se satura rapidamente con el alcohol cuando la cantidad de alcohol que
se ingiere es muy alta. En los seres humanos, pero también en roedores, la ADH
es un sistema que implica varios genes y alelos que dan lugar a diferentes
subtipos de enzimas. Las distintas isoenzimas se han agrupado en tres clases,
ADH clase |, ADH clase Il y ADH clase Il.

Una segunda via pero de importancia menor, es el sistema microsomal, en este
caso se denomina MEQS por Microsomal Hepato Oxidation Sistem, y este sistema
como todo sistema microsomal requiere de NADPH que se transforma en NADP y
existe consumo de oxigeno. Este sistema microsomal se induce por el consumo
cronico de alcohol, por lo tanto, adquiere importancia cuando el consumo de
alcohol es crénico o cuando la ingesta es muy alta (Quilali y Crabb, 1882; Qulali y
col., 1991, Rachamin y col.,, 1980 y; Techke y Heymman, 1982). Este sistema
enzimatico es miembro de la familia de los citocromos microsomales P450, y la
denominacidn actual mas extendida para este sistema es P450 CYP2E1, que

corresponde a la proteina purificada.
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Un tercer sistema es el sistema de la catalasa el que soélo adquiere importancia
cuando la ingesta de alcohol es muy alta. La catalasa es una enzima tetramérico
conh un grupo hemo en cada subunidad. El gen de la catalasa humana ha sido
localizado en el cromosoma 11 (Goth y Pay, 1996). Se encuentra en todos los
organismos aerobicos y todo indica que su funcién es degradar rapidamente
peroxido de hidroégeno. La catalasa es uno de los mas activos catalizadores
producidos por la naturaleza. Es Gnica entre las enzimas que degradan H20?
porque lo hace de una manera muy eficiente energéticamente por ello se ha
propuesto como sistema regulador de la homeostasis de perdxido de hidrégeno en

ia célula.

No importa la cantidad que haya sido consumida, el higado sélo puede
metabolizar cierta cantidad de alcohol por hora. La velocidad del metabolismo del
alcohol depende parcialmente de la cantidad de enzimas metabolizantes en el
higado que varia entre las personas y en general, después de la ingestién de una
bebida normal la cantidad de alcohol de la sangre del bebedor alcanza su punto
maximo entre 30 y 45 minutos.

El alcohol se metaboliza mas lentamente de lo que se absorbe. Ya que el
metabolismo del alcohol es lento, Ia ingestidbn se tiene que controlar para evitar
que se acumule en el cuerpo y cause embriaguez. Un gran numero de factores
influye sobre el proceso de la absorcidn, como la presencia de comida y el tipo de
comida dentro de las vias gastrointestinales cuando se consume aicohol. La
velocidad a la cual se absorbe el alcohol depende de lo rapide que el estomago
vacia su contenido al intestino. Cuanto mas alto sea el contenido de grasas, mas

tarda el estbmago en vaciarse y mas largo es el proceso de absorcion.

Las mujeres absorben y metabolizan e! alcohol de una manera diferente de los
hombres. Tienen concentraciones de alcohol en |la sangre mas altas después de
consumir la misma cantidad de alcohol que los hombres y son mas susceptibles a
las enfermedades del higado y dafios a los musculos del corazén y al cerebro
relacionados con el alcohol. La diferencia entre las concentraciones de alcohal en
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la sangre de las mujeres y de los hombres ha sido atribuida a la menor cantidad
de agua del cuerpo femenino. Otro factor que contribuye a la diferencia de la
concentracién de alcohol en fa sangre puede ser que las mujeres tienen una
actividad mas baja de la encima ADH en el estémago, io cual hace gque una
proporcién mas elevada del alcohol ingerido alcance la sangre. La combinacion de
estos factores puede hacer a las mujeres mas vulnerables que los hombres a los
dafios de higado y corazon relacionados con el alcohol (Norton y col., 1987).

El etanol es volatil y, como resultado, una cantidad de alcohol, en proporcion a la
concentracion de la sangre, pasa de la sangre a los sacos de aire alveolar en los
pulmones. Por lo tanto, es posible analizar una muestra de aire alveolar para
determinar la concentracién alcohdlica del aliento y predecir, con mucha precision,

la concentracién en la sangre en ese mismo momento.

La oxidacion del etanol lieva a la produccion de distintos tipos de radicales libres,
anién superdxido, radical hidroxilo y radical hidroxietilo. Estos radicales producen
lesibn oxidativa a distinto nivel intracelular. Reaccionan con los liguidos de
membrana generando peroxidacién de los mismos, hecho que se relaciona con
lesion hepatica aguda y fibrosis. El consumo cronico de alcohol depleciona
ademas, los depdsitos de antioxidantes naturales, vitamina A, E y glutation. (Arteel
G. E. 2003).

Si bien el acetaldehido se metaboliza rapidamente a acetato, en los alcohdlicos su
metabolismo es méas lento por lo que tiende a la acumulacion. De esta manera
puede fransformarse en sustrato de la enzima xantino-oxidasa y producir radicales

libres, con las consecuencias ya mencionadas (Holstege A. y col., 1994).

El acetaldehido, producido por la oxidacién del etanol a través de cualquiera de los
sistemas enzimaticos descritos, es metabolizado en acetato por la aldehido
deshidrogenasa hepatica. La ALDH es una enzima tetramérico que oxida gran
variedad de aldehidos alifaticos como el acetaldehido, ademas de otros aldehidos
de tipo aromatico. La ALDH mitocondrial oxida el acetaldehido mediante la
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transferencia de hidrogeno al cofactor NAD y asi forma acido acético o acetato. El
acetaldehido se metaboliza fundamentalmente en la mitocondria, al contrario que

el etanol, cuyo metabolismo hepatico es esencialmente citosdlico.

La oxidacion del etanol en humanos y otros animales se da en dos etapas vy
acontece principalmente en el higado. A pesar de ello, existe la posibilidad de que,
junto a la periferia, exista un metabolismo cerebral del etanol. Esta posibilidad
queda sustentada por la demostracion de la existencia, en el SNC, de diferentes

sistemas enzimaticos capaces de metabolizar etanol.

En el caso del cerebro el mapa enzimatico es menos conocido que en el higado y
parece ser un tanto diferente. De hecho la importancia relativa de los sistemas
enzimaticos parece variar notablemente en el cerebro en relacion al higado. Asi la
ADH clase |, que en el higado es el principal oxidante del etanol a concentraciones
bajas y moderadas, posee una muy limitada actuacidén en el SNC (Raskiny
Sokoloff, 1972). Fundamentalmente, en el cerebro de humanos y también en el de
roedores, la isoforma mas abundante de esta enzima es la clase lll (Rout U. K,
1992). Sin embargo esta isoforma, tiene baja afinidad por el etanol y dificilmente
es activada por éste; ya que aun en severas intoxicaciones etilicas, no se
alcanzan las concentraciones necesarias para que su contribucidn sea relevante
(Gill K. y col., 1992).

También se ha descrito la presencia de citocromos pertenecientes al complejo
enzimatico MEOS, y en concreto se ha demostrado que el CYP450 cerebral es
inducido por el etanol como ocurriria en el higado (Lands W. E. 1998). Se sabe
que la distribucion cerebral del CYP2E1 en humanos no es uniforme (Upadhya S.
C. y col.,, 2000); concentrandose sobre todo en neuronas del cortex cerebral,
células de purkinje y granulares del cerebelo, el giro dentado y el hipocampo. De
esta forma, aunque solamente cantidades muy pequefias de alcohol sean
oxidadas en el cerebro, la generacién local de acetaldehido puede tener

importantes consecuencias funcionales. Por ejemplo, esta induccién ha sido
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asociada con la aceleracién de la lipidoperoxidacion y posiblemente con los

efectos toxicos del etanol y la alteracion de las membranas neuronales (C.
Montoliu y col., 1994).

Finalmente existe un gran numero de pruebas de que el sistema catalasa-peroxido
de hidrégeno se haya presente y activo en e} SNC (Zimatkin S. M. y col., 1998).
Algunas investigaciones han presentado pruebas indirectas de la oxidacién de
etanol a acetaldehido en el cerebro de rata, via este sistema enzimatico. Estudios
inmunohistoquimicos (Moreno S. y col., 1995) han puesto de relieve que la
catalasa se sitda fundamentaimente en los cuerpos de neuronas
catecolaminérgicas del tronco encefalico y también en ciertos tipos de glia de las
mencionadas areas, por tanto el nimero total de células con alta concentracion de
catalasa es muy pequefia en relacion al total del cerebro. Estos datos sugieren
que aungue la cantidad total de acetaldehido que pueda producirse en el encéfalo
a traves de la catalasa sea pequefa, existe la posibilidad de que se produzcan
acumulaciones de acetaldehido suficientes para provocar cambios en la fisiologia
y la actividad de determinados grupos neuronales.

Los tejidos de otros organos corporales tales como el rifion, el corazén o el
estdbmago también presentan uno o mas de los sistemas enzimaticos a los que
nos hemos referido, y por tanto, son capaces, de oxidar etanol a acetaldehido. A
este respecto, el metabolismo mas estudiado ha sido el digestivo. En el estomago
humano se han descrito tres clases de ADH. ADH clase |, ADH clase Il y ADH
clase IV, que parece casi exclusiva para este tejido y que no se encuentra en el
higado (Lieber C. S. 1997). La mayoria de la oxidacién gastrica del etanol tiene
lugar en la mucosa mediante la ADH clase 1y V.
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FARMACOLOGIA DEL ALCOHOL

El estudio de las acciones, propiedades y efectos del etanol, asi como de todas
aquellas facetas de su interaccidn con los sistemas bioldgicos, por medio de
procesos quimicos, ha sido un tema complejo de abordar. Juarez (2004) se refiere
a la dependencia fisica como una manifestacién de reacciones adaptativas
intracelulares al efecto depresivo que el etanol ejerce en los procesos metabdlico,

fisiologico y bioguimico en el cerebro.

Las diversas células de! sistema nerviosec logran funcionar regularmente, ain en
presencia de niveles de alcohol que son toxicos, gracias a que surgen
adaptaciones compensateorias en dichos sistemas, las cuales constituyen el
mecanismo que desencadena la llamada tolerancia fisiologica y repreducen una
hiperactividad que compensa la funcién de células nerviosas para contrarrestar el
efecto inhibitorio del alcohol. Al suspender la conducta de beber las neuronas
hiperactivas cerebrales, al no estar deprimidas ya por el alcohol, crean
excitabilidad excesiva a través del sistema nervioso y por ende aparece el

sindrome de abstinencia (Kalant, 1996).

Existen estudios recientes que muestran que los sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico y de peptidos opioides cerebrales, estdn involucrados
directamente en el efecto reforzante del alcohol (Terenius, 1996; Tomkins Y
Sellers, 2001; Gianoulakis, 2001; Schuckit, 2000). La serotonina, dopamina,
noradrenalina y los péptidos opicides, participan entonces en el mantenimiento de
fa conducta del beber. Diversas investigaciones han encontrado que el etanol
incrementa el metabolismo de dopamina, tras su administracién, situaciéon en la
cual el sistema opioide, participa como mediador (Strother y col., 2001;
Gianoulakis 2004). E! consumo de esta droga se ve afectado cuando se

administran péptidos opioides exdgenos, y a su vez el alcohol altera la actividad
del sistema opioide endégeno.
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A nivel de los receptores de dopamina, fas neuronas dopaminérgicas A9 y A10, se
localizan en el sistema mesolimbico y a nivel del nicleo accumbens. Ellas se
asocian con los efectos estimulantes y euforizantes del alcohol. A nivel de los
receptores GABA, el alcoho! estimula el receptor GABA tipo A, el que ejerce una
accion inhibitoria neuronal, es el que se asocia a los efectos sedativos
(depresores) del alcohol. A nivel de los receptores opioides, el alcohol activa el
sistema opiocide endégeno elevando los niveles de B-endorfinas cerebrales,
mismas que inducen un efecto de bienestar y euforia vinculado a la intoxicacion. A
nivel de los receptores Glutamato, que estan vinculados a neurotransmisores
excitatorios el N-metil-D-aspartato, provocan 2 tipos de efectos: durante la
intoxicacion, son inhibidos por el alcohol y contribuyen a los efectos de la
intoxicacién, se asocian, por ello con las lagunas mentales por alteracién en la
zona de procesamiento neuronal vinculado a la memoria; mientras que durante la
abstinencia tras el consumo crénico, son los responsables de los efectos

excitatorios adversos de la abstinencia.

El etanol actia como agente perturbador inespecifico de la membrana neuronai
alterando tanto su permeabilidad como las propiedades de sus componentes
lipidos. Los modelos de exposicién crénica al alcohol, han provocado incremento
en el numero de receptores en el SNC, mismos que son sensibles a la dopamina,
por lo que se ha inferido ci;ue los cambios en el sistema de neurotransmision
dopaminérgico, son importantes en los efectos que se observan con la
administracion de etanol. El etanol también altera otros procesos celulares de
neuro-transmision, a través de la modificacion de la actividad enzimatica de los

sistemas de generacién de “segundos mensajeros”.

El alcohol es un depresor del SNC (la aparente alegria derivada de su consumo no
es otra cosa que |la depresion de 10s centros inhibitorios corticales, que permite la
realizacién de actos no permitidos por el individuo en estado de sobriedad). Por
otro lado, el alcohol ocasiona una vasodilatacion que lieva a hipotermia, irritacién

de las mucosas, en especial del tracto gastrointestinal y laringe (que lleva a
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alteracion en la absorcidn de nutrientes, vitaminas y aminoacidos); malnutricién
por la inadecuada ingesta de alimentos derivada del alto valor calérico (mas no
nutricional) del alcohol, de casi 7.1 calorias por gramo; diuresis por inhibicion de la
hormona antidiurética; disminucion de ia libido por disminucion de |a testosterona y
aumento de estrogenos con dano testicular, compromiso del sistema nervioso
periféerico {neuropatia periférica por disminucion de la Tiamina y de la vaina de
mielina} y del SNC (trastornos mnésicos, alucinaciones, celotipia, trastornos del
suefio con disminucién de la latencia, disminucién del REM y despertar prematuro
y vértigo por disfuncion de la serotonina debido a la disminucién del Triptéfano,
cambios degenerativos del cerebelo), gastritis, Glceras pépticas, cirrosis y
pancreatitis (15% de los que tienen una ingesta masiva); cancer de esoéfago,
estdmago y otras partes del tracto gastrointestinal, leve elevaciéon de la presidn
arterial y elevado riesgo de enfermedad cardiaca; temblor, marcha inestable y

disfuncion eréctil.

Presenta tolerancia cruzada con los barbitiricos y BZD por accién sobre
receptores GABA-A (Ticku M. K., 1989). El alcohaol tiene interacciones con
anticonvulsivantes, aspirina, anticoagulantes y drogas antidiabéticas incluida la

insulina, por la competencia que ejerce sobre las vias enzimaticas.

El uso créonico de alcohol puede llevar a depresion y a la ansiedad; el abuso de
alcohol esta presente en algunos trastornos mentales como psicosis, trastornos
bipolares (30% a 50% de los casos), trastorno depresivo mayor, trastorno de
ansiedad generalizada, dependencia a la nicotina y trastorno de personalidad
antisocial (Ross, 1988; Windle, 1995).
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FENOMENOS NEURCADAPTATIVOS: TOLERANCIA Y ABSTINENCIA

Ambos ocurren con exposiciones repetidas a determinadas sustancias, sean éstas
adictivas 0 no. Ambos fenbmenocs pueden aparecer conjuntamente, lo que sugiere

que probablemente comparten algunos de sus mecanismos.

Tolerancia: la administracion repetida de etanol produce una disminucion en la
intensidad de sus efectos, conocida como tolerancia, tolerancia es, por tanto,
péraida de potencia en la intensidad de un efecto, intensidad que puede ser
obtenida habitualmente mediante un incremento de la dosis. La tolerancia a los

efectos del etanol puede ser producida por diferentes mecanismos.

A dosis altas, el etanol da lugar a la induccion enzimatica del sistema oxidativo
microsomal, encargado de la propia metabolizacién del etanol. Esto ocasiona que
a igualdad de ingesta, las alcoholemias sean menores. Es lo que se conoce como
tolerancia farmacocinética (Ayesta F. J., 2002).

Sindrome de abstinencia: el sindrome de abstinencia alcohdlico es un fenémeno
complejo que ocurre a diversos niveles cerebrales. En lineas generales, se
caracteriza por sintomas contrarios a los producidos por la exposicion aguda al
etanol unido a una activacion simpatica. Este sindrome refieja, en parte, las
consecuencias de los cambios celulares responsables de la tolerancia alcohdlica.
No obstante, sélo algunos de los cambios caracteristicos de la tolerancia se ven
reflejados en la abstinencia; de la misma manera, hay fenomenos que sin afectar a
la intensidad de los efectos (a la tolerancia) juegan un papel importante en la

manifestacién de la sintomatologia abstinente (Diamond y A. S. Gordon, 1997).

El aumento de la actividad simpatica que se observa en el sindrome de
abstinencia esta en gran parte mediado por Ia hiperactividad del locus coeruleus,
hiperactividad debida a la pérdida de auto-inhibicion noradrenérgica causada por

la hipofuncion de los receptores presinapticos ax-adrenergicos.

18



Manifestaciones de esta hiperactividad simpatica son, entre otros sintomas, la
taquicardia, la hipertensién, la sudoracion y el temblor (Ayesta F. J., 2002). Los
principales aspectos desencadenantes de la hiperactividad NMDA en la
abstinencia alcohdlica son: el aumento del flujo intracelular de calcio que conlleva
a pérdida de memoria y muerte neuronal, asi como convulsiones del delirium
tremens. Otro aspecto es la pérdida de magnesic, que al ser un ién antagonista
natural del glutamato, su ausencia predispondria a las acciones excitadoras del
glutamato.

MECANISMOS DE ACCION DEL ETANOL

En la actualidad se sabe que el etanol interactia con determinadas proteinas
situadas en la membrana neuronal y que son responsables de la transmision de
sefiales. No todas las proteinas de la membrana son sensibles al etanol, pero
algunas cascadas de transduccion de sefiales son altamente sensibles (Diamond
y A. S. Gordon, 1997). Entre los puntos en los que el etanol actlia se encuentran
canales idnicos, transportadores, receptores, proteinas G y protein-kinasas. La
interaccién del etanol con sus proteinas diana da lugar a cambios en la actividad
de numerosas enzimas, chaperonas y reguladores de la expresion génica (Eckardt
M. J. y cols, 1998; Stubbs C. D. y Slater S. J., 1999). La determinacién de las
proteinas responsables de los efectos del etancl abre la posibilidad de disedar
farmacos que compitan con el etanol en lugares lipofilicos especificos, pudiendo
asi bloguear o revertir determinados efectos sin alterar la funcion de otras

proteinas de la membrana neuronal (Diamond y A. S. Gordon, 1997).

La mayor parte de las acciones del etanol se deben a su interaccion con 2
receptores concretos: el receptor GABA y el receptor NMDA del glutamato.
Aunque hay otros neurotransmisores inhibidores, el GABA es el neurotransmisor
inhibidor por excelencia  del SNC, las neuronas que lo utilizan como
neurotransmisor disminuyen de manera transitoria las respuestas de otras
neuronas a estimulos posteriores. Por el contrario el glutamato —junto con el
aspartato- es el neurotransmisor excitador por excelencia del SNC, la respuesta

19



de las neuronas inervadas por neuronas glutamatérgicas se ve aumentada. Ei
etanol potencia la accién del GABA y antagoniza la accion del giutamato;
consecuentemente a nivel cerebral, el etanol potencia al inhibidor e inhibe al

excitador: sus acciones son propiamente las de un depresor del SNC (Nutt D.,
1999).

Entre los diversos sistemas de neurotransmisién que han sido implicados en las
acciones agudas del etanol, destacan el sistema opioide y el sistema
serotoninérgico. Las evidencias arrojadas por algunas investigaciones indican que
gran parte de los canales ibnicos pueden ser modulados por el etanol. A nivel
segundos mensajeros, es claro que la protein-kinasa C, esta implicada en muchas
de las respuestas celulares del etanol, regulando ia sensibilidad al etanol de
diversos canales y receptores. El etanol parece potenciar también la produccién
de AMPc mediada por receptores, lo que podria explicar parte de sus efectos
intracelulares. La liberacidn de dopamina a nivel de los nucleos de los circuitos de
recompensa (Area Tegmental Ventral y Nucleo Accumbens), responsable en gran

manera de sus propiedades adictivas, no es una accién directa del etanal.

a) Mecanismos moleculares,

1. Relacignados con_el receptor GABAa. la exposicion crénica al etanol produce

incremento (up-regulation) en el niumero de subunidades a6 Esto podria influir en
la tolerancia, ya que la subunidad o6 es el sitio en el que actttan agonistas
inversos de las benzodiacepinas (como el flumacenilo}, por 1o que se produciria
una hipofuncion GABAs En estudios con personas alcoholicas se ha observado
una reduccidon en el numero de sitios de fijacion GABA, de la corteza frontal y en
otras areas, asi como que el lorazepam produce menores respuestas funcionales.
Sin embargo adn no se ha descartado que estos cambios puedan ser sefial de

una predisposicion y no una consecuencia del consumo etilico (Diamond y A. S.
Gordon, 1997; Nutt D., 1999).
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2. Relacionados con el receptor NMDA: |la exposicion cronica del etanol también

da lugar a un aumento en el numero de receptores NMDA, aumento que es
responsable de una disminucién en los efectos del etanol. Este incremento en el
numero de receptores NMDA sirve para contrarrestar el efecto del etanol cuando
estd presente; no obstante, en ausencia de etanol, este mayor nimero de
receptores NMDA da lugar a una hiperfuncion glutamatérgica, que explica la
hiperexcitabilidad que se ve en la abstinencia alcohdlica.

3. Relacionados con canales dependientes de voltaje: el incremento de canales de

calcio dependientes de voltaje inducido por etanol es responsable de muchos de
los signos y sintomas que aparecen en el sindrome de abstinencia, como son la
intensa hiperactividad neuronal y las convulsiones potencialmente letaies. La
exposicién crénica al etanol da lugar a un incremento en el numero de canales de
calcio, sobhre todo tipo L, que se traduce en un mayor flujo intracelular de calcio
dependiente de voltaje, efecto que parece estar mediado por proteinas cinasas C
(Ayesta F. J., 2002).

b) Mecanismos celulares.

La exposicién prolongada al etanol aumenta el crecimiento de las dendritas y
axones neuronales en diferentes regiones cerebrales. Este incremento en la
fongitud de las neuritas probablemente altera la funcién cerebral retrasando la
conduccidn eléctrica e interfiriendo en la remodelacion sinaptica, que interviene en
los procesos de aprendizaje y en el desarrollo. Parte de las acciones celulares gque
el etanol produce a largo plazo podrian inducir alteraciones en la expresidn génica
o ser consecuencia de ella. La exposicion crénica al etanol altera la expresion de
muchos genes, como el de la proopiomelanocortina, el de! transportador de
glucosa, el de la tirosin-hidroxilasa, diversas isoformas de protein-kinasa C, efc.
Entre las moléculas cuya expresién génica se ve aumentada por el alcohol se
encuentran las chaperonas. Estas moléculas intervienen en el trafico celular de
proteinas y son necesarias para la insercidn de proteinas en las membranas, o

cual sugiere que los cambios producidos por el etanol en el trafico de proteinas
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contribuyen a la respuesta adaptativa del cerebro al etanol (Diamond y A. S.
Gordon, 1997).

c) Circuitos cerebrales de recompensa.

El responsable de los efectos reforzantes del alcohol es el denominado circuito de
recompensa. Con este nombre se describe una red neuronal que se encuentra en
el centro del cerebro y que se encarga de producir una sensacion de placer en
respuesta a determinados comportamientos. Existen acciones naturales como
comer, beber ¢ la actividad sexual que activan este circuito. Asi mismo numerosas

drogas encienden este circuito y se obtiene por resultado la adiccion.

Los protagonistas principales son tres regiones del cerebro donde se situa ei
circuito de recompensa: el Area Tegmental Ventral (ATV), el Ntcleo Accumbens
(NA) y el cortex prefrontal. En esta accidn placentera juega un papel importante un
neurotransmisor, la dopamina. Después de consumir algun tipo de droga, las
neuronas de! ATV envian dopamina a las otras dos regiones cerebrales, y éstas
median la produccién de la sensacion de bienestar.

Las conductas de autoadministracién — y las de autoestimulacion eléctrica-
dependen criticamente de la integridad funcional de la transmisiéon dopaminérgica
de los sistemas mesotelencefalicos, especialmente del sistema dopaminérgico
mesalimbico. El haz prosencefalico medial que va desde el ATV a la corteza
prefrontal, pasando por el nlcleo accumbens, es la estructura mas relevante

dentro de este sistema dopaminérgico.

El nlicleo accumbens se considera una interfase neural entre motivacion y accién
motora. Presenta dos territorios definidos: el nicleo y la corteza, cuyas conexiones
dibujan sus vertientes motora y limbica nitidamente. La corteza actua como
detector de coincidencia, de sefales potencialmente relevantes, capaz de
activarse en situaciones conductuales con valor adaptativo, gracias a las
conexiones que establece con la corteza frontal hipocampo y amigdala. Esta

activacion de la corteza refuerza secuencias motoras intencionales en el nucleo y
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en la corteza prefrontal, areas que a su vez estan conectadas con los sistemas
motores extrapiramidal y piramidal {lkemoto S. y Panksepp J., 1999). El nucleo
accumbens libera dopamina ante la presencia de estimulos relevantes, ya sea por
ser nuevos o por ser incentivadores. Estos estimulos no tienen porquée ser
placenteros o estrictamente reforzantes, ya que también se libera dopamina ante
estimulos aversivos. La misién fundamental del accumbens parece estar en la
incentivacicn de los estimulos no condicionados, pero no en su recuerdo o
recuperacion, ni tampoco en la percepcion cognitiva de los estimulos ambientales.
En la experiencia subjetiva del craving, asi como en las recaidas ocasionadas por
el consumo o por los estimulos asociados al consumo, también se observa la
activacion de los sustratos relacionados con este sisterma de recompensa
dopaminergico.

l_os circuitos de recompensa no son exclusivamente dopaminérgicos e incluyen
componentes a tres niveles. Conceptualmente el mas importante es el
mencionado, compuesto por neuronas dopaminérgicas telencefalicas cuyas fibras
terminan en e nlcleo accumbens. Constituye lo que se denomina el segundo nivel
de fibras de los sistemas de recompensa. La activacion de estas fibras puede ser
directa, o indirecta, bien a través de neuronas cercanas posiblemente opiocides o
bien a través de diversas vias no dopaminérgicas heterogéneas que convergen
ahi anatomicamente, siendo responsables del establecimiento y modulacion del
tono hedédnico, forman el primer nivel de recompensa. Este primer nivel de
recompensa esta constituido por neuronas mielinizadas descendentes cuyas fibras
van por la parte caudal del haz prosencefalico medial. Estas fibras provenientes de
diferentes estructuras (como el hipotalamo anterior lateral, la rama horizontal de la
banda diagonal de Broca, el nucleo intersticial de la estria medular, el area lateral
predptica, el nucleo magnocelular predptico, el tubérculo olfatorio, la sustancia
innominada y el palido ventral) y, como se ha sefalado, suelen ser no
dopaminérgicas. Tienen sus sinapsis en los nlclecs ventrales mesoencefalicos
gue contienen los cuerpos celulares del sistema dopaminérgico mesotelencefalico
ascendente. Son especialmente relevantes en la autoestimulacion eléctrica. Asi

mismo, existe un tercer nivel, cuyas neuronas llevarian las senales integradas de
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recompensa mas alla del nicleo accumbens hacia —o0 a fravés de- el palido
ventral, mediante fibras encefalinérgicas y/o gabérgicas (Altman y col., 1996). El
crucial componente dopaminérgico del sistema de recompensa es modulado asi
mismo por una amplia variedad de sistemas neurales, los cuales utilizan diversos
neurotransmisores (GABA, glutamato, serotonina, noradrenalina, opioides, etc.).
Estos sistemas neurales parecen tener importancia en el establecimiento de! tono

hedénico llevado a cabo por el sistema de recompensa dopaminérgico.
d) Neurotransmisores implicados en las acciones reforzadoras del etanol.

La ubicua distribucién cerebral de aminoacidos inhibidores y excitadores, y la
actuacion del etanol en algunos de sus receptores, sugiere que la acciéon
reforzadora del etanol podria estar mediada al menos en parte, por estos
aminoacidos. Los receptores GABAa juegan un papel crucial en el reforzamiento
del etanol, ya que sus agonistas aumentan la autoadministracion del etanol en

ratas, ejerciendo el efecto contrario sus antagonistas.

lLa estimulacién de receptores NMDA ejerce una influencia innibitoria en el
reforzamiento; por el contraric sustancias blogqueantes de estos receptores son
autoadministradas por primates (Faingold C. L. y col., 1998).

Entre los péptidos enddgenos, aquellos cuya implicacion es mas clara son los
péptidos opicides. El consumo de alcohol modula el sistema de B-endorfinas. El
receptor opioide |, esta presente en las interneuronas de neuronas gabaérgicas
que hacen sinopsis con dopaminérgicas del ATV. Su activacién por el etanol da
lugar al encendido dopaminérgico y a {a liberacién de dopamina en el nlcleo
accumbens. La administracibn aguda o crénica de antagonistas opioides
consistentemente reduce la autoadministracion oral de etanol, lo que sugiere que,
en condiciones normales, determinados péptidos opioides endégenos aumentan ef
reforzamiento etilico (Di Chiara G. y col., 1996).
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Diversos estudios han logrado confirmar que directa o indirectamente, el etanol
aumenta las descargas de las neuronas dopaminérgicas en el ATV, asi como la
liberacién de dopamina en el nucleo accumbens de ratas con alta preferencia por
etanol que en ratas con baja preferencia. La utilizacion de antagonistas nicotinicos
ha mostrado la importancia de los receptores nicotinicos centrales en las acciones
reforzadoras del etanol. Se postula que los receptores nicotinicos del ATV pueden
mediar gran parte de las propiedades reforzadoras del etanol, tanto en este ntcleo
como en el resto del sistema mesolimbico dopaminérgico.

SISTEMA OPIOIDE

Los opicides son peptidos naturales que interaccionan con receptores neuronales
especificos generando potenciales pos-sinapticos de membrana de tipo inhibitorio
O inhibiendo la liberacion de neurotransmisores (J. S. Mazana, 2001). Ambos,
péptidos vy receptores se hallan profusamente distribuidos en el SNC, lo que

evidentemente indica un importante papel fisioldgico del sistema opioide.

Hasta ahora se han identificado a tres familia de péptidos endégenos: encefalinas,
endorfinas y dinorfinas. Los cuales son generados a través de procesamiento
enzimatico de tres moléculas precursoras diferentes y presentan una distribucion

caracteristica en el cerebro. Los precursores inmediatos son:

Pro-opiomelanocortina, precursora de las B-endorfinas, las cuales son sintetizadas
por neuronas del nlcleo arcuate hipotalamico principalmente, y dichas celulas
proyectan al ATV, NA, séptum, amigdala, hipocampo, corteza frontal y area gris
periacueductal. También se ha detectado sintesis de B-endorfina en neuronas de!
nucleo del tracto solitario. En la periferia, la glandula hipéfisis ha sido identificada
como sitio de sintesis para dichos péptidos opicides. Se las localiza especialmente
en el 16bulo intermedio de la hipdfisis. La B-endorfina es el opioide endégeno mas
importante en el cuerpo humano, y es el responsable de muitiples sensaciones

placenteras en el organismo, ademas de ser un potente analgésico (J. S. Mazana,
2001).
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Proencefalina, precursora de la molécula de 4-metionina (met) encefalina y de
cada met-encefalina; met-encefalina-Arg-Phe; met-encefalina-Arg-Gly-Leu y Leu-
encefalina. Se localiza a las encefalinas ampliamente distribuidas en el SNC, pero
especialmente en el diencéfalo y tronco encefalico.

Prodinorfina, precursora de dinorfinas, a-neoendorfinas y Leu-encefalinas. Células
nerviosas que sintetizan encefalinas y dinorfinas estan distribuidas en todo el
SNC, en especial en hipocampo y médula espinal.

Los genes que codifican para los precursores son muy similares, lo gue puede
indicar que tienen una via evolutiva en comun, el gen de POMC se encuentra en el
cromosoma 2 (J. L. Santos M. y col,, 2008) y el gen de proencefalina en el
cromosoma 12,

Cada uno de estos péptidos codifican con receptores particulares y ejercen
funciones especificas en el SNC. Son capaces de influir sobre una gran variedad
de procesos conductuales y fisiolégicos: el dolor, regulacion de ia temperatura,
respiracibn y respuestas cardiovascuiares. Presentan propiedades psicotrépicas,
analgésicas, heddnicas y participan en la modulacién del estado de animo y en
aspectos motivacionales y emocionales de la conducta. Cuando nos enfrentamos
a situaciones de ejercicio, alimentacion, la actividad sexual se liberan en el cerebro

este tipo de sustancias ejerciendo un efecto placentero.

Existen 3 tipos de receptores opioides los cuales pertenecen a la familia de
receptores transmembrana 7 acoplados a proteinas G: y, 8, y k, actualmente se
han descrito 3 categorias de los mismos:

Ty 2
*kl1a, 1b,2ay2b

*51 y 52
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Interesantemente los diferentes ligandos de opioides endogenos muestran cierta
preferencia para los distintos receptores, las B-endorfinas para los p, las
encefalinas para los & y las dinorfinas para los k (J. M. Van Ree y cols., 2000)

Los receptores ¢ representan el 22 % de los receptores opioides, los receptores O
el 35% vy los receptores k el 24%, entre los tres rednen el 99% de los receptores
para opioides. Hoy se sabe que existen receptores diferentes presentes en una
misma célula, lo que se llama coneurotransmision (Acufia M., 1998).

OPIOIDES Y ALCOHOL

El alcohol modifica la actividad de los sistemas neuronal y neuroendocrino por
medic de alteraciones en varios sistemas de neurotransmisores vy
neuromoduladores. Los estudios sobre los mecanismos de adiccién de drogas
que, como el alcohol, son fuertemente reforzadoras y adictivas, sugieren gue la
dopamina, la serotonina, el acido y —aminobutirico (GABA), el glutamato y el
sistema opioide juegan un papel importante en estos procescs (Gianoulakis C.,
1993; HuntW. A, 1993; Um R. R. y col., 1995)

Se ha postulado al sistema opiocide como posible mediador de los efectos
reforzadores positivos del alcohol. El consumo de |la sustancia es alterado por ia
administracion de peptidos opicides exdgenos, y el alcohol, a su vez, afecta la
actividad del sistema opioide. El aicohol modifica la sintesis y 1a liberacidn de
algunos péptidos opicides, asi como la actividad de los receptores opiaceos p y 8.
Por otro lado, la administracion de antagonistas selectivos de dichos receptores,
reduce la preferencia por el alcohol y la ingesta de |la sustancia en animales. Los
antagonistas opiaceos como la naltrexona, reducen las propiedades reforzadoras
del alcohol en bebedores sociales y disminuyen la ingesta excesiva de la
susiancia. En consecuencia, es posible que la preferencia por el alcohol esté

asociada con una activacién aumentada del sistema opioide.
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El alcohol y los péptidos opioides comparten muchas caracteristicas
farmacolodgicas y exhiben efectos similares sobre el comportamiento en animales y
en el hombre. Como la cocaina y las anfetaminas, el alcohol y los opioides
estimulan la actividad motora a través de la activacion del circuite dopaminérgico
del tracto medial del cerebro anterior (Imperato A., Di Chiarra G., 1986; Wise R. A,,
1980; Wise R. A., Bozarth M. A., 1987), via que también es activada por
estimulacion eléctrica cerebral de recompensa.

Como el alcohol, los opioides exhiben efectos bifasicos sobre la actividad
locomotora. Dosis bajas producen activacion psicomotora y euforia, mientras que
dosis altas causan sedacion (Frye G. D., Breese G. R., 1981; Wise R. A., Bozarth
M. A., 1987). Ambos tipos de sustancias pueden ser autoadministradas hasta el
punto del abuso y producir tolerancia y dependencia fisica. Observaciones clinicas
muestran que la ingesta del alcohol disminuye en sujetos dependientes de
opioides, mientras que en los periodos de privacion de éstos el consumo de
alcohol aumenta considerablemente. Esto sugiere que el alcohol y los opioides
tienen efectos farmacoldgicos similares y mecanismos biolégicos comunes. Wise y
Bozarth {1987), han sugerido que la dependencia al alcchol y a 10s opicides podria
estar mediada por un mecanismo comdn que involucra vias dopaminérgicas de
reforzamiento en el cerebro.

Se ha sugerido que las propiedades reforzadoras del alcohol se deben, al menos
en parte, a la activacién del sistema opioide por el alcohol (Um R. R., y col,,
1995). Esta hipétesis proviene de varias lineas de investigacién, en las que, por un
lado, se estudian los efectos de la administracién de péptidos opioides exdgenos
sobre el consumo del alcohol y sobre respuestas asociadas a mecanismos de
reforzamiento positivo, y por el otro, las modificaciones ejercidas por Ia
administracion de la sustancia sobre los sistemas opioides. A continuacién se

mencionan algunas evidencias que apoyan dicha hipotesis:
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1. El hipotdlamo, el séptum y el nucleo accumbens, regiones cerebrales que
juegan un papel importante en los efectos reforzadores positivos de muchas

drogas de abuso, son ricas en encefalinas y endorfinas (Gianoulakis C., 1993).

2. Los opiaceos afectan la preferencia y el consumo de alcohol dependiendo de la
dosis administrada y de la previa exposicion a éstos. La administracion de bajas
dosis de agonistas de receptores opidceos del tipo 4, como la morfina aumentan la
preferencia y la ingesta de aicohol en animales (Reid L. D., Hunter G. A., 1884,
Wild K. D., Reid L. D., 1990), mientras que dosis moderadas-altas las reducen
(Volpi_celli J. R, col, 1991). Por otra parte, en condiciones de privacién de
opiaceos, los animales parecen compensaria aumentando la ingesta de alcohol
(Ho A. K., Chen R. C., 1978). De la misma manera individuos dependientes de
opioides incluidos en terapias de sustitucion (metadona), generalmente ingieren
mas alcohol (El-Bassel N., y col., 1993).

3. Los antagonistas no especificos de receptores opiadceos, como la naloxona y la
naltrexcna, disminuyen consistentemente la autoadministracion de alcohol en
roedores y monos €n una gran variedad de condiciones equrimentaleS (Froehlich
J. C., 1995; Froehlich J. C., y col., 1990; Myers R. D., Borg S., Mossberg R., 1986;
Reid L. D., Hunter G. A,, 1984; Uim R. R., y col., 1985) y reducen tanto el nimero
de episodios de recaidas como el tiempo de latencia entre ellos, en pacientes
alcohdlicos abstinentes(O'Malley S. S., y col., 1992; Volpicelli J. R., y col., 1992).

4. La administracién central y periférica de péptidos del tipo de las endorfinas y las
encefalinas, asi como la de analogos opiaceos, produce respuestas asociadas a
mecanismos de reforzamiento positivo, mientras que la administracion de
antagonistas opiaceos, bloquea estas respuestas (Bozarth M. A, Wise R. A,
1984; Shippenberg T. S., y col., 1992; Van Wolfswinkel L., Van Ree J. M., 1885).
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5. Numerosos estudios en animales y en humanos han demostrado que el alcohol
altera la actividad del sistema opioide endodgeno (Gianoulakis C., 1993; Um R. R,,
y col., 1995).

6. Evidencias recientes sugieren una posible predisposicién genética relacionada
con el consumo de alcohol, tanto en roedores como en el hombre (De Waele J. P.,

y col., 1992; Gianoulakis C., y col., 1989), que puede estar asociada con una
responsividad aumentada del sistema opicide al alcohol.

El conjunto de estos datos indica que la activacion del sistema opioide en
resp_uesta a la ingesta de alcohol puede aumentar el valor hedénico y el efecto
reforzador de la sustancia, lo cual a su vez incrementaria la ingesta de alcohol.
Este tipo de mecanismo podria ser importante para el estabiecimiento eventual de
una conducta adictiva. A continuacién se intenta describir de manera detallada, los
mecanismos a través de los cuales el alcohol puede modificar la transmisién de
peéptidos opicides en el cerebro.

Biosintesis de péptidos opioides. Se conoce muy poco sobre la expresion de los

genes asociados a la sintesis de los péptidos opioides en relacidn a los
mecanismos de activacion del sistema opioide por alcohol. El contenido de RNAm
de Proopiomelanocortina (POMC) (precursor de la B-endoifina y otros péptidos
biolégicamente activos) en la hipéfisis y el hipotalamo de cepas de roedores que
prefieren alcohol (P), es superior al detectado en las cepas correspondientes que
no prefieren alcohol (NP) (De Waele J. P., y col., 1992; Gianoulakis C., y col,,
1992). De la misma manera, los niveles de péptidos derivados de POMC también
son distintos en ambas lineas de ratas (Gianoulakis C., y col., 1992). Ademas un
tratamiento agudo con alcohol produce un mayor incremento en el contenido de
RNAm de POMC en los I6bulos anterior y neurointermedio de Ia hipofisis de ratas
P que en las ratas NP (Froehlich J. C., 1995). Estos resultados sugieren por un
lado, que el alcohol puede afectar la sintesis de péptidos opioides como la -

endorfina, y por otro, gque existe una sensibilidad aumentada del sistema de
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endorfina al alcohol en las lineas de roedores que prefieren alcohol, la cual parece
estar asociada con una predisposicidon genetica hacia el alto consumo de la
sustancia. El conjunto de estos resuitados muestra que la sintesis de péptidos
opicides en el cerebro es afectada por la administracion de alcohol en forma
diferencial segun la cepa de animales y la region cerebral estudiada.

Liberacion de péptidos opioides. A nivel neuroendocrino, el alcohol tiene efectos

reforzadores a través de la activacion del gje hipotalamo-hipéfisis-adrenal y se ha
mostrado que el consumo de la sustancia estd asociado con la liberacion de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH), B-endorfina y glucocorticoides (Lukas S. E.,
Mendelson J. H., 1988; Noth R. H. , Walter R. M. Jr., 1984). Se ha propuesto que
la liberacién de estas hormonas podria estar relacionada con algunos de los
efectos euféricos y ansioliticos del alcohol (Lukas S. E., Mendelson J. H., 1988;
Pohorecky L. A., 1991). Diversos estudios en animales han mostrado que la
exposicidon a alcohol modifica el contenido y la liberacidn de B-endorfinas. La
administracion aguda intragastrica (Patel V. A. , Pohorecky L. A., 1989) o
intraperitoneal (Ho Aks, Allen J. P., 1981) de alcohol, asi como el tratamiento
cronico con la sustancia (Seizinger B. R., y col, 1984) aumentan
respectivamente, los niveles plasmaticos (Ho Aks, Allen J. P., 1981; Patel V. A,
Pohorecky L. A., 1989) hipotalamicos (Patel V. A., Pohorecky L. A., 1989), v el
contenido y la liberacidn in vitro de endorfina en la adenohipofisis (Seizinger B. R.,
y col., 1984). Por otra parte, los niveles basales de B-endorfina en el nicleo
accumbens de las ratas P son inferiores a los detectados en las ratas NP, pero

éstos son semejantes en el hipotdlamo de estas cepas de ratas.

En el caso del hombre, dosis moderadas de alcohol aumentan los niveles
periféricos de B-endorfina en bebedores sociales con una historia familiar de
dependencia de alcohol, mientras que la sustancia no afecta los niveles del
péptido en sujetos sin historia familiar de dependencia (Gianoulakis C. y col.,
1989). Se puede pensar gue el alcohol estimula la liberaciéon de péptidos opioides

en el cerebro, aumentandose asi la motivacion para consumir la sustancia (Di
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Chiara G., y col., 1996). La liberacién de dopamina del nlcleo accumbens inducida
por alcohol es blogueada por antagonistas no especificos de receptores opiaceos,
como la naltrexona (Benjamin D., y col.,, 1993). Estos datos sugieren que el
alcohol probablemente no estimula directamente la liberacién de dopamina en las
vias cerebrales de recompensa, sino que mas bien estimula la liberacion de

peptidos opioides que a su vez activan al sistema dopamineérgico.

Activacién de receptores opiaceos. Algunos estudios-muestran que el alcohol tiene

mayores efectos sobre subtipos particulares de receptores opiaceos y que la
actividad de éstos depende de la dosis y del tiempo de exposicidn al alcohol.
Estudios in vitro muestran que dosis bajas de alcohol a largo plazo aumentan la
union de opiaceos a receptores y, mieniras que dosis aitas la reducen (Tabakoff
B., Hoffman P. L., 1983). Sin embargo, la exposicion a alcohol a largo plazo
reduce la actividad de receptores u en ratones (Hoffman P. L., y col., 1882). Por lo
tanto, los efectos de dosis de alcohol a corto plaze probablemente contribuyen a
los efectos reforzadores iniciales de la sustancia. La administracion de naloxona a
ratas que prefieren alcohol suprime selectivamente y en forma dependiente de la
dosis, la ingesta de la sustancia, sin alterar la de agua (Froehlich J. C., y col,
1990). A bajas dosis, la naloxona es eficaz para antagonizar ios receptores u, con
un ligero antagonismo de los receptores & o k, mientras que altas dosis
antagonizan receptores p y & (Chang K-J, Cuatrecasas P., 1981, Chang K-J., y
col., 1979). El hecho de que dosis altas de naloxona supriman el consumo de
alcohol de manera mas efectiva que las dosis bajas, sugiere que tanto los
receptores y como los & juegan un papel importante en el comportamiento de
ingesta de alcohol. Ya que las endorfinas tienen mayor afinidad por los receptores
u, y las endorfinas y las encefalinas por los receptores & (Raynor K., y col., 1994),
y dado que los antagonistas de receptores opiaceos, particularmente los selectivos
para estos receptores, disminuyen el consumo de alcoho! sin alterar la ingesta de
agua y comida, se puede pensar que la activacion de los sistemas endorfinérgico y
encefalinérgico juega un papel importante en comportamientos relacionados con el

mantenimiento de un alto consumo de alcohol. El conjunto de estos datos sugiere
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entonces la participacion de los receptores y y & en los mecanismos de
reforzamiento del alcohol.

El conjunto de las evidencias anteriormente expuestas sugiere que los sistemas
opioides en el cerebro actuan como mediadores de los efectos reforzadores
positivos del alcohol. Esta modulacién parece llevarse a cabo a través de la
activacion de vias opioides por el propio alcohol. De esta manera, puede pensarse
que el alcohol podria afectar eventos especificos de la transmisidn de péptidos
opioides, y que estos efectos podrian ocurrir en areas particulares del
cerebro. Ademas de estos eventos de la transmision de péptidos opioides, otras
etapas, como el transporte y el procesamiento de los precursores, la inactivacion
de los péptidos activos, y los mecanismos intracelulares de fransduccion que
siguen a la activacidon de los receptores involucrados, podrian ser tambien
afectadas en forma especifica por el alcohol.

SISTEMA ENDOCRINO

El sistema endocrino, en conjunto con el sistema nervioso representa el principal
medio a traves del cual en nuestro cuerpo, se transmite informacion entre células y
tejidos diferentes; pudiéndoseles adjudicar un papel regulador sobre diversas
funciones corporales. El sistema endocrino u hormonal es un conjunto de érganos
y tejidos del organismo que liberan un tipo de sustancias llamado hormonas. Los
organos endocrinos también se denominan glandulas sin conducto o glandulas
endocrinas, debido a que sus secreciones se liberan directamente en el torrente
sanguineo, mientras que las glandulas exocrinas liberan sus secreciones sobre la
superficie interna o externa de los tejidos cutaneos, la mucosa del estémago o el

revestimiento de los conductos pancreaticos.

Las hormonas secretadas por las glandulas endocrinas regulan el crecimiento, el
desarrollo y las funciones de muchos tejidos, y coordinan [os procesos
metabdlicos del organismo. Por ello se dice que el sistema endocrino actia como

una red de comunicacién celular que responde a los estimulos liberando
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hormonas y es el encargado de diversas funciones metabdlicas del organismo,

entre ellas:

= Controlar la intensidad de funciones quimicas en las células

» Registrar el transporte de sustancias a través de las membranas celulares

= Regular el equilibrio (homeostasis) del organismo

= Hacer aparecer las caracteristica s sexuales secundarias

» Otros aspectos del metabolismo de las células, como crecimiento y

secrecion.

El sistema endocrino esta formado basicamente por las siguientes glandulas

endocrinas (que secretan sus productos a la sangre):

Sistema Endocrino

Hipotalamo Cuerpo
™, Pineal

1h ’)

Pituitaria

Tiroides y
(\:j Paratiroides

Corazon
Glandula ¢ -
Adrenal & Rifion
("/_}7

& »

Ovario ?ﬁ
\é Testiculo /

HIPOFISIS: o glandula pituitaria, es una glandula compleja que se aloja en una

< N
Pancreas

oquedad Osea llamada “silla turca” del hueso esfenoides, situada en la base del
craneo, en la fosa cerebral media, que conecta con el hipotalamo a través del tallo

hipofisiario y que consta de dos partes: Lobulo anterior o adenohipdfisis y l6bulo
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posterior o neurohipofisis, ambos segregan hormonas diferentes. El [6bulo anterior
segrega hormona del crecimiento, hormona estimuiante del tiroides (TSH),
hormona estimulante de la corteza suprarrenal (ACTH), hormona estimulante del
foliculo (FSH), hormona luteinizante (LH) y prolactina; asi mismo la hipdfisis
anterior produce susfancias llamadas endorfinas, que son péptidos que actuan
sobre el sistema nervioso central y periférico. El 1dbulo posterior segrega oxitocina

y hormona antidiurética (ADH).

HIPOTALAMO: es una glandula que forma parte del diencéfalo, y se situa por
debajo del talamo, y suele considerarsele como el centro integrador del sistema
vegetativo, dentro del sistema nervioso central. Controla muchas funciones
corporales incluyendo la ingesta de alimentos y liquidos, funciones y conductas
sexuales, presion sanguinea y palpitaciones cardiacas, mantiene la temperatura
corporal, el ciclo vigilia-suefio y estados emocionales. Es una porcién del cerebro
de donde deriva la hipdfisis, secreta hormonas que circulan y se almacena en €l
|Gbulo posterior de la hipofisis. La secrecidon de tres de las hormonas de la hipéfisis
esta sujeta a control hipotalamico: la secrecién de la tirotropina esta estimulada
por el factor liberador de tirotropina (TRF), y de hormona luteinizante, por la
hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH). La dopamina elaborada
por el hipotalamo suele inhibir la liberaciéon de prolactina por la hipdfisis anterior.
Ademas la liberacién de la hormona del crecimiento se inhibe por la somatostatina,

sintetizada también en el pancreas.

Una de las funciones del sistema endocrino es mantener en equilibrio al
organismo, por medio de diversas glandulas relacionadas con los factores
liberadores del hipotalamo, los cuales regulan la sintesis y secrecion de las
hormonas producidas en la hipéfisis. A su vez, las hormonas hipofisiarias regulan
la actividad de distintas glandulas endocrinas que les sirven de blanco.
Caracteristicamente los niveles elevados de hormonas dan por resultado la
inhibicién por retroalimentacion, tanto directa como indirecta, de su produccion por

la glandula que las origina.
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TIROIDES: glandula endocrina situada en la parte frontal del cuello a la altura de
las vértebras C5 y T1, justo debajo de la manzana de Adan junto al cartilago
tiroides sobre la traquea y cubierta de varias capas de piel y musculo. Es una
glandula endocrina bastante grande formada por dos Iébulos en forma de
mariposa a ambos lados de la traquea. Su principal funcidn es la produccién de las
hormonas tiroxina y triyodotironina, las cuales aumentan el consumo de oxigeno y
estimulan la tasa de actividad metabdlica, regulan el crecimiento y la maduracion
de los tejidos del organismo y actlan sobre el estado de alerta fisico y mental. El
tiroides también secreta una hormona denominada calcitonina, que disminuye los

niveles de calcio en la sangre e inhibe su reabsorcién osea.

GLANDULAS PARATIRQIDES: se localizan en un area cercana o estan inmersas

en la glandula tiroides, la hormona paratiroidea regula los niveles sanguineos de

calcio y fésforo y estimula la reabsorcién del hueso.

OVARIQ: es la gonada femenina productora de hormonas sexuales y ovulos. Son
estructuras pares de color blanco rosado, situadas a ambos lados del Gtero. Los
foliculos ovaricos producen 6vulos que segregan estrogenos y progesterona,
hormonas que, inducen y mantienen los cambios fisicos de la pubertad y las
caracteristicas sexuales secundarias, apoyan [a maduracion del endometrio
uterino a la espera de una posible implantacion de un o6vulo fecundado y
suministran sefiales adecuadas al hipotalamo y la pituitaria para mantener el ciclo
menstrual. Asi mismo los estrégenos también producen una hormona llamada
relaxina, que actia sobre los ligamentos de la pelvis y el cuello del Gtero y provoca
su relajacién durante el parto, facilitando de esta forma el alumbramiento. La
actividad del ovario esta regulada por las concentraciones en sangre de las
hormonas hipofisiarias FSH y LH, la secrecidon de ambas hormonas depende del
factor liberador de gonadotropinas hipotalamico.
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TESTICULO: las gonadas masculinas o testiculos son cuerpos ovoideos pares
que se encuentran suspendidos en el escroto. Las células de leydig de los
testiculos producen una o mas hormonas mascuiinas, denominadas androgenos.
La mas importante es la testosterona, que estimula el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios, influye sobre el crecimiento de la prostata y vesiculas
seminales, y estimula la actividad secretora de estas estructuras, los testiculos
también contienen células que producen el esperma.

PANCREAS: el un érgano retroperitoneal situado detras de la parte inferior del
estdbmago, secreta insulina, glucagon y somatostatina para regular 1a cantidad de
glucosa en sangre. La mayor parte del pancreas esta formado por tejido exoccrino
gue libera enzimas en el duodeno. Por todo el tejido que conforma a éste érgano
hay grupos de células denominados islotes de Langerhans, cada una de estas
células en estos sitios tiene un fin determinado: las células alfa producen
glucagon, que eleva el nivel de glucosa en la sangre; las células beta producen
insulina; y las células delta producen somatostatina.

GLANDULAS SUPRARRENALES. o adrenales, en los mamiferos son glandula
endocrinas, que estan situadas encima de los rifiones, cuya funcion s la de regular
las respuestas al estrés, a través de la sintesis de corticosteroides vy
catecolaminas, que son el cortisol y la adrenalina principalmente. Estas glandulas
estan formadas por estructuras diferentes que son la médula suprarrenal y la
corteza suprarrenal, ambas inervadas por el sistema nervioso autdénomo. Como su
nombre sugiere, la medula suprarrenal esta situada dentro de la glandula, rodeada
por la corteza suprarrenal que forma la superficie. La medula suprarrenal produce
adrenalina y noradrenalina que afectan a un gran numero de funciones del
organismo, ya que estimulan la actividad del corazén, aumentan la tensién arterial
y actuan sobre la contraccion y dilatacion de los vasos sanguineos vy la
musculatura. La corteza suprarrenal elabora un grupo de hormonas denominadas
glucocorticoides, que incluyen la corticosterona y el cortisol, y los

mineralocorticoides, que incluyen la aldosterona y otras sustancias hormonales
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esenciales para el mantenimiento de la vida y la adaptaciéon al estrés. Las
secreciones suprarrenales regulan el equilibrio de agua y sal del organismo,
influyen sobre la tensién arterial, actiian sobre el tejido linfatico, influyen sobre los
mecanismos del sistema inmunoldgico y regulan el metabolismo de los gllcidos de
las proteinas. Ademas, las glandulas suprarrenales también producen pequerias
cantidades de hormonas masculinas y femeninas.

Por todo lo anterior podemos decir que las hormonas son los productos quimicos
de la accidon del sistema endocrino, y constituyen mensajeros quimicos que son
producidos por una célula para afectar el metabolismo de ofra. Las principales
caracteristicas de las hormonas son que se producen en pequefias cantidades y
se liberan al espacio extracelular, vigjando a través de la sangre logran afectar
tejidos gue se encuentran lejos de su punto de origen y ademas que su efecto es

directamente proporcional a su concentracion.
DEFINICION DE LAS HORMONAS

Son definidas como sustancias liberadas por una glandula endocrina, y son
transportadas a través del torrente sanguineo a otro tejido para actuar regulando
funciones de un érgano blanco. La manera en la cual ejercen estas acciones es a
través de la union de al hormona a moléculas receptoras. Estos receptores
distinguen a las hormonas de oiros millones de moléculas a las que estan
expuestos (Baxter, 1997). De acuerdo con el concepto tradicional, las hormonas
son sustancias secretadas por un tejido especifico y transportadas a distancia
donde ejercen su accion sobre otros tejidos. Actualmente se ha hecho evidente el
papel de las hormonas como neurctransmisores y como moduladores de algunos

otros neurotransmisores.
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CLASIFICACION DE LAS HORMONAS

Las hormonas pueden ser clasificadas considerando los siguientes factores; unidn
a proteinas transportadoras en sangre, vida media en plasma, solubilidad en agua
o lipidos, ubicacién de receptores celulares, tipo de mediador intracelular y si
pueden o no cruzar la barrera hematoencefalica (Juarez 2001). Las hormonas mas

conocidas pertenecen a tres grupos quimicos. proteinas, esteroides y aminas.

Aguellas que pertenecen al grupo de las proteinas o polipéptidos incluyen las
hormonas producidas por la hipéfisis anterior, paratiroides, placenta y pancreas.
Los aminoacidos tienen una funcion importante en la formacion de péptidos vy
proteinas, en este caso los aminoacidos se unen entre si de manera covalente
para formar los enlaces peptidicos. La secuencia de aminoacidos constituida por
enlaces covalentes, determina entonces la estructura primaria de un peptido; las
proteinas son macromoleculas formadas por una © varias cadenas de
polipéptidos. Las hormonas polipeptidicas se sintetizan en los ribosomas, el
proceso se inicia a partir de un gen que transfiere la informacion al acido
ribonucleico mensajero y se inicia ia transduccién, para luego empaquetarse en
forma de granulos para su posterior secrecion (Virgen, 2002).

En el grupo de esteroides se encuentran las hormonas de la corteza suprarrenal y
las gbnadas. Los esteroides son compuestos cuya estructura fundamental es el
nucieo del ciclopentanoperhidrofenantreno de 17 carbonos. Estas hormonas se
forman a partir del colesterol via pregnenolona, que representa la hormona
progenitora de todos los esteroides. La sintesis de los esteroides ocurre en el
reticulo endaplasmico liso y la mitocondria; su tasa depende de la regulacién de
las enzimas lindantes que, intervienen en la biosintesis a partir de la hidroxilacién
y segmentacion de las cadenas laterales del colesterol, para producir
pregnenolona,
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La rapidez de secrecion de los esteroides presenta una relacion estrecha con su
tasa de sintesis, ya que, una gran cantidad de hormona no puede ser almacenada
por la célula, y sale rapidamente de ella a través de la membrana. La secrecién de
esteroides, depende principalmente de mecanismos de retroalimentacidn tanto a

nivel central como hipofisiario (Juarez, 2001).

Las aminas son compuestos que se derivan de un aminoacido y son sintetizados
en el citoplasma de la célula por una serie de fases enzimaticas, ademas son

producidas por la médula suprarrenal y el tiroides.

SINTESIS Y SECRECION HORMONAL

Las hormonas circulantes interactdan con las celulas blanco en mayor o menor
grado de acuerdo a su concentracion plasmatica y a su afinidad por el receptor
principalmente. La concentracién depende de la velocidad de sintesis, liberacion,
degradacion y eliminacién. Un mecanismo de control fisiolégico comun es la
servo-regulacion. La retroalimentacién ("feed-back) mas comun en fisiologia
endocrina es la negativa en los diferentes ejes, los circuitos pueden ser largos,
cortos o ultracortos. Las hormonas se segregan de manera pulsatil, con pulsos
cortos (de forma que logran evitar la regulacidén de receptores a la baja), o largos
de acuerdo a ritmos circadianos. La sintesis de hormonas tiene lugar en el interior
de las células y, en la mayoria de los casos, el producto se almacena en su interior
hasta que es liberado en la sangre. Sin embargo el tiroides y los ovarios contienen
zonas especiales para el almacenamiento de hormonas. Algunas hormonas
pueden sintetizarse y liberarse en las neuronas y ser localmente activas en donde
se secretan (Del Rio Irma, 1996). Cualquier molécula que se vierta en la sangre y
pueda ser reconocida por un receptor, en o sobre un tejido celular para lievar
informacion, puede ser usada por el organismo como una hormona. Las hormonas
pueden ser divididas por su liberacién en dos grandes clases: las que son
guardadas en vesiculas y son liberadas desde una célula endocrina por fusién de

las vesiculas con la membrana plasmatica, como respuesta a un estimulo; vy
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aquellas que son secretadas inmediatamente sobre la sintesis de una forma no
mediada por la fusién de la vesicula a la membrana, existen mecanismos de
transporte especificos que se encuentran fuera de la célula y que hacen posible el

paso de los esteroides del espacio intracelular al extracelular.

La liberacion de las hormonas depende de los niveles en sangre de otras
hormonas y de ciertos productos metabdlicos bajo influencia hormonal, asi como
de la estimulacion nerviosa. El mecanismo a través del cual los niveles
hormonales circulantes se mantienen en equilibrio constante, se conoce como
homeostasis o retroalimentacidon negativa. La liberacibn de hormonas esta
regulada también por la cantidad de sustancias circulantes en sangre, cuya

presencia o utilizacién queda bajo control hormonal.

La funcion endocrina esta regulada también por el sistema nervioso, como
demuestra la respuesta suprarrenal al estrés. Los distintos érganos endocrinos
estan sometidos a diversas formas de control nervioso. La médula suprarrenal y la
hipdfisis posterior son glandulas con rica inervacion y controladas de modo directo
por el sistema nervioso. Sin embargo la corteza suprarrenal, el tiroides y las
gdnadas, aunque responden a varios estimulos nerviosos, carecen de inervacion
especifica.

EFECTOS DE LAS HORMONAS

Cada hormona puede tener funciones diferentes, aunque a menudo algunas son
tal vez mas importantes que otras. La accion puede ser directa (en los tejidos) 0 a
traves de la liberacion de otras. Se desconoce la forma en que las hormonas
gjercen muchos de sus efectos metabdlicos y morfolégicos. Sin embargo se
piensa que los efectos sobre la funcién de las células se deben a su accidon sobre
las membranas celulares o enzimas, mediante la expresion de los genes o

mediante el control de la liberacion de iones u otras moléculas pequerias.
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Juarez J. (2001) ha descrito que la accion de una hormona sobre su argano

blanco esta regulada por varios factores:

* Tasa de sintesis y secrecidon de la hormona

* La disponibilidad de los sistemas especificos de transporte en plasma, los
cuales ayudan a preservar la vida media de la hormona circulante

* La cantidad de receptores especificos en la membrana plasmatica o en el
citosol

* La posible conversidén de la hormona a metabolitos mas activos en las
celulas diana

» El sinergismo biolégico entre diferentes hormonas cuando actuan
simultaneamente o en forma secuencial, los cual puede modificar la
susceptibilidad de la célula a la accidon hormonal

» | atasa de degradacion de la hormona

Cualquier variacién en alguno de estos factores puede cambiar la actividad o la

cantidad de una hormona en un tejido dado.

Los principales efectos de las hormonas son: estimulante al promover la actividad
en un tejido; inhibitorio: ya que disminuye la actividad en el tejido; y antagonista:
cuando un par de hormonas tiene efectos opuestos entre si.

La forma como las hormonas actian en las células blanco es por medio de
activaciones enzimaticas o por modulacion de la expresién genética, estimulando
la transcripciéon de un grupo especifico de genes. Esta actividad la logran por
medio de la interaccion, bien con receptores de membrana, o bien, con receptores

nucleares.
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RECEPTORES HORMONALES

A cada hormona le corresponde un receptor, los receptores son proteinas que
reconocen especificamente a su hormona, ya que son sintetizados por la propia
celula con la finalidad de poder responder a esa hormona determinada. Por regla
general, mientras mas receptores tiene una célula para una hormona dada, mas

sensible sera al control que el sistema endocrino quiera ejercer scbre €sa celula.

Cuando una hormona es secretada al torrente sanguineo llega a los érganos
blanco e interactia con ellos a través de los receptores, produciendo un
determinado efecto, que generalmente consiste en la sintesis de nuevas
proteinas. Por su parte la informacidén necesaria para que la célula sintetice una
proteina especifica y no olra, se halla contenida en el nlcleo celular, en los
cromosomas, los cuales contienen la informacion de miles de proteinas
susceptibles de ser fabricadas por la célula en respuesta a un estimulo adecuado.
Para que el receptor realice su mision de sintesis de nuevas proteinas, se debe
unir a zonas del ADN, llamadas secuencias, que reconoce de manera especifica.
A estas secuencias se les conoce genéricamente como “elementos de respuesta”,
y son clave para activar el inicio de la transcripcion de la informacion contenida en
el ADN para dar lugar al ARNm. A partir de la unién del complejo hormona-
receptor a su elemento de respuesta se activa todo el mecanismo de copia.

Se ha encontrado que existen dos tipos de receptores hormonales: receptores de
membrana que se fijan a proteinas localizadas en la membrana celular, y
receptores localizados dentro de las células o nucleares, como en el caso de la
familia de las hormonas esteroides tiroideas. El complejo hormona-receptor se
forma debido a la afinidad existente entre el receptor y la hormona
correspondiente.
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Receptores de membrana celular: tienen regiones que contribuyen a tres dominios

basicos, como son los extracelulares, los transmembrana, y los intracelulares. Los
receptores de membrana son de varias clases, siendo los mas comunes los siete
transmembrana acoplados a proteinas G (llamados 7TM o GPRC), proteinas que
al ser activadas producen los segundos mensajeros, que actian como sefiales
intracelulares cuando la hormona no puede atravesar la membrana, como en el
caso de las proteicas. Estos segundos mensajeros son: EL adenosin monofosfato
ciclico (AMPc}); el 1, 4, 5-inositol trifosfato (IP3); el diacilglicerol (DAG) y el calcio;
el guanosin monofosfato ciclico (CMPC). Una hormona puede utilizar diferentes
segundos mensajeros y estos a su vez pueden ser producto de la interaccion de

los receptores con diferentes hormonas.

Receptores intracelulares: localizados en el citosol, son los utilizados por las

hormonas esteroideas que alcanzan el citoplasma celular mediante difusion
pasiva, tras su union se trasladan al nucleo-translocacion, uniéndose a secuencias
especificas reguladoras de DNA, controlando asi la tasa de transcripcion de RNA
a partir de los genes controlados por estos elementos reguladores, y asi la sintesis
de RNAm aumenta o disminuye y la sintesis de proteinas citoplasmaticas que

median los efectos de la hormona se incrementa o se reduce.

ESTERCIDES

Entre las sefiales hormonales que afectan el desarrollo y la funcién cerebral, las
hormonas gonadales tienen un papel destacado. Estos esteroides cruzan la
barrera hematoencefalica y actuan sobre diferentes poblaciones de neuronas que
expresan sus receptores. Estos receptores son factores nucleares de franscripcion
que regulan la expresidn de diferentes genes. Actuando sobre el SNC, las
hormonas gonadales regulan una amplia variedad de funciones neuroendocrinas y
comportamentales, incluyendo la regulacién de la secrecién de gonadotropinas y
la regulacién del comportamiento sexual. Ademas el cerebro sintetiza diversos
esteroides directamente a partir del colesterol y con independencia de los niveles
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sistémicos de hormonas gonadales. Estos esteroides endogenos, conocidos como
neuroesteroides, afectan la funcion cerebral actuando sobre los receptores para

aminoacidos neurotransmisores.

Garcia Segura (1999), afirma que el nucleo arcuato hipotalamico es un centro
clave para la regulacion neurcendocrina, y se 1o ve como un modelo de plasticidad
sinaptica asociada a la liberacién de gonadotropinas. En éste nucieo es posible
ver qgue durante las fases preovulatoria y ovulatoria del ciclo estral se produce una
desconexion transitoria de sinapsis GABAergicas sobre los somas de las neuronas

del arcuato en ratas hembras adulias.

Tanto la corteza de las glandulas suprarrenales como las gonadas son
productoras de hormonas esteroides. Los esieroides pertenecen al grupo de
“derivados lipidicos”. Son un grupo heterogéneo de acidos grasos insolubles en
agua. Se encuentran en todos los organismos, y estan asociados con diversas
funciones. Tienen una estructura basica similar que consiste en un complejo de
anillos hidrocarbonatos fusionados. El mas importante de la familia de los
esteroides es el colesterol, que es precursor metabdlico primario de otros

esteroides mas importantes, incluyendo acidos biliares y hormonas sexuales.
De la corteza suprarrenal derivan tres clases de esteroides:

1. los glucocorticoides, que primordialmente afectan el metabolismo de las
proteinas, carbohidratos vy lipidos, se sintetizan en la zona fascicular.

2. los mineralocorticoides, que influyen sobre el transporte de electrolitos y la
distribucion del agua en los tejidos, se sintetizan en la zona glomerular.

3. los andrégenos y estrogencs, que afectan las caracteristicas sexuales

secundarias en los 6rganos especificos que les sirven de blanco, se sintetizan en
la zona fascicular y reticular.
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Se ha descrito que el acetato es el precursor primario para la sintesis de todos los
esteroides. La via implica la sintesis inicial del colesterol, el cual, después de una
serie de desdoblamientos de la cadena lateral y oxidaciones en pregnenolona, un
esteroide del cual derivan todas las demas hormonas esteroideas, la convierte en
el citosol en progesterona por una deshidrogenasa, o en 17-hidroxipregnenolona
por una 17-hidroxilasa especifica. Estos esteroides se convierten en toda una
gama de hormonas activas en el reticulo endoplasmico y las mitocondrias

mediante oxigenasas y deshidrogenasas especificas.

Tanto algunos de los esteroides secretados por las glandulas suprarrenales como
los secretados por las génadas se liaman esteroides sexuales. Los esteroides
producidos por las génadas poseen la capacidad de estimular y mantener los
caracteres sexuales secundarios y se clasifican en andrbégenos, estrogenos vy
progestagenos. Las hormonas esteroideas atraviesan libremente la barrera
hematoencefalica, por lo que alcanzan todas las células del tejido nervioso
(Luquin, 1995).

La cantidad de evidencias cientificas va en aumento en cuanto a que se ha
demostrado que las diferencias en el comportamiento y las habilidades cognitivas
(y por ende el funcicnamiento cerebral) dependen de los niveles de hormonas
sexuales, dichas hormonas pueden tener un efecto organizador sobre el desarrollo
anatomico y funcional del sistema nervioso y otro activador sobre los sistemas
fisiol6gicos ya formados.

Las hormonas sexuales se unen al receptor ya sea en el citosol 0 en el nlcleo
celular, reaccionando con la cromatina e influye en la formacién de moléculas de
RNAm, aumentando su sintesis al igual que el RNAt. Se ha observado que se
necesita de la sintesis de RNA y de proteina para que los efectos hormonales de
los esteroides se hagan evidentes.
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El hipotalamo y la hipdfisis estan involucrados en la secrecion de las hormonas
sexuales por las gonadas. En el hipotalamo se secretan diversos factores
liberadores que facilitan la produccion de las hormonas gonadotrépicas producidas
pro la hipofisis. Las hormonas gonadotrépicas, como la foliculo-estimulante y la
luteinizante, estimulan la produccién de las hormonas gonadales: testosterona
(producida en mayor cantidad en los machos), estrégenos y progesterona (con

niveles mas elevados en la hembra).

Las gbénadas son la fuente principal de esteroides sexuales, los cuales ejercen una
intensa actividad anabdlica proteica, y cuya secrecion esta regulada por las
hormonas tropicas de la hipéfisis, las cuales actian en parte, haciendo que
disminuya el AMP¢ intracelular (Del Rio Irma, 1996). El estradiol y la progesterona
son producto de las glandulas ovaricas y representan los esteroides mas
importantes para el despliegue de la conducta sexual femenina, también llamada
estral en animales mamiferos (Kubli, 1993). En gran medida estas hormonas son
responsables de la regulacion del ciclo estral o menstrual. La progesterona se
produce solo durante un determinado periodo del ciclo, fundamentalmente
después de la liberacidn del évulo desde los foliculos rotos, en ese momento
comienza a regular la preparacién de la mucosa uterina para el depésito del dvulo
fecundado. Si el 6vulo no es fecundado, el nivel de progesterona decae y su
produccidn no se renueva hasta el ciclo siguiente.

La sintesis de estrdgenos y progestercna se lleva a cabo en los ovarios a partir,
principalmente del colesterol que hay en la sangre, pero también aungue en menor
extension, a partir de |la acetilcoenzima A, de la que pueden combinarse moléculas
multiples para formar el nicleo esteroide apropiado. Estas hormonas se
transportan en la sangre, acarreadas principaimente por la albumina plasmatica,

aunque se fijan también en pequefias cantidades en globulinas especificas de

cada una de estas dos hormonas.
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ESTROGENOS

Los estrogenos esteroides naturales se forman a partir de androgenos,
androstenediona ¢ testosterona por accién de enzimas aromatasas. Los ovarios
son la principal fuente de estrégenos en mujeres premenopausicas y el estradiol

es el producto principal.

Estas hormonas son responsables del desarrollo y mantenimiento def fenotipo
femenino y actian tanto a nivel periférico como a nivel del SNC afectando por
ende la conducta de las diversas especies animales (Juarez 2001). Los
estrogenos tienen efectos importantes a nivel central, donde actGan en estructuras
que participan en aspectos motivacionales de la conducta sexual. Tienen un efecto
activador en el SNC que lleva a una elevacion en el estado de animo, un mayor
nivel de actividad con efectos antidepresivos.

Ramos (2001), hace hincapié en la importancia de los estrogenos sobre el estado
animico en diversos periodos de la vida, afectandolo en la etapa posterior al parto,
en la fase premenstrual del ciclo y en la menopausia, ademas las observaciones
realizadas sobre las alteraciones en el estado de animo revelan que se dan
cuando tiene lugar una disminucién en los valores de estrogenos. Cuando se
administra terapia de sustitucion hormonal en mujeres menopausicas que
presentan cuadros depresivos, se logran disminuir los sintomas del trastorno
(Hilakivi, 1998). El consumo de alcohol incrementa los niveles de estrogenos en
sangre y orina en mujeres posmencpausicas que beben menos de una bebida
alcohdlica por dia (Gavaler y Van Thiel, 1992), sugiriendo estos hallazgos que, un
consumo moderado de alcohol podria ayudar a prevenir eventos indeseables

caracteristicos de esta etapa.

Ademas afectan el desarrolio de la corteza cerebral, el tamafio de las neuronas,
las conexiones interneuronales y el volumen del nucleo de las neuronas, modulan

la liberacién de neuropéptidos, neurotransmisores y neurchormonas, y tienen
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efectos antioxidantes ya gue aumentan la utilizacion de |la glucosa por el cerebro.
El ovario produce principalmente 2 tipos de esteroides: los estrégenos (que se
originan en el foliculo en desarrollo) y los progestagenos, que se producen a nivel

del cuerpo luteo (Luquin, 1995).

En el plasma de la hembra se encuentran 3 estrégenos importantes; 17B-estradiol,
estrona y estriol. Los estrégenos que se secretan principalmente en los ovarios
son el 17B-estradiol, es considerado el principal estrégeno circulante, y la estrona
(en cantidades pequefias), la formacién de ésta ultima tiene lugar principalmente
en los tejidos periféricos a partir de los andrégenos que secretan las cortezas
suprarrenales y las células de la teca y del estroma del ovario. El estriol es un
producto oxidativo derivado del estradiol y de la estrona. Su conversion ocurre

principalmente en el higado.

La accién biolégica del estradiol en el cerebro de la rata se lleva a cabo
principalmente en el area predptica del hipotalamo anterior y medial, el téctum, el
nucleo arcuato, la amigdala y el area hipotalamica ventromedial (Kubli, 1983).
Todas estas estructuras del sistema limbico involucran un gran nimero de
receptores a opioides (Blum, 1991), y de manera especial el hipotalamo. Se ha
correlacionado un incremento en la actividad eléctrica de neuronas hipotalamicas
en presencia de estradiol. Sugiriendo que las hormonas afectan directamente la
excitabilidad de la membrana celular de éstas células (Hutchinson, 1984). Asi
mismo Kerdelhué y col., (1988), han observado que durante el periodo
preovulatorio, tanto en ratas como en mujeres, se pueden cuantificar
concentraciones plasmaticas reducidas de B-endorfinas. Una de las acciones mas
importantes de los estrégenos es que son capaces de inducir la produccién de

proteinas y enzimas relacionadas con la sintesis y recambio de receptores a
neurotransmisores.
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Es evidente la importancia de! estradiol en los ciclos menstruales de los primates y
estarles de otras especies de mamiferos debido a su accidén conjunta con la
progesterona y con ofros eventos neuroendocrinos a nivel hipotalamo e
hipofisiario. Juarez (2001), sostiene que la administracién de estroégenos a
hembras intactas procduce una inhibicién de la secrecion de gonadotropinas, y por
ende, de la ovulacién, sin embarge menciona que, es posible inducir estro o celo
tanto en hembras intactas como en ovariectomizadas cuando se administran
estrégenos, aungue es mas efectivo ese resultado cuando estos van seguidos de

progesterona, lo cual, enmendaria la ciclicidad hormonal endégena.

RECEPTORES ESTROGENICOS

Los efectos fisioldgicos del estradiol (hormona esteroide producida en los ovarios,
y la mas poderosa de las hormonas femeninas denominadas estrégenos), son
distribuidos a través del cuerpo por proteinas receptoras de estrégenos

localizadas en las células.

El estradiol, fluye a través del sistema circulatorio y es por consiguiente capaz de
alcanzar a cada una de las células del cuerpo. Lo que determina si una célula
utiliza el estradiol es si esa célula posee una proteina receptora en su nicleo.
Dicha células poseedoras del receptor de estrégeno, son llamadas células diana
de estrégeno, e incluyen a las que forman los tejidos que componen el Utero,
cervix, vagina, ovario, mama, prostata, sistema cardiovascular, el hueso,
adenochipdfisis y eminencia media hipotalamica.

El 17B-estradiol, ademas de ejercer sus caracteristicas acciones hormonales
relacionadas con el desarrollo y la vida sexual de la mujer, ejerce efectos diversos
celulares en el sistema nervioso central, tanto de la mujer como del varén y todas
estas acciones son realizadas mediante su interaccidon con los receptores
estrogenicos (RE), que se encuentran ampliamente distribuidos por el sistema

nervioso central.
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El RE constituye un ejemplo de proteina que se une especificamente a una
hormona determinada. Como cualquier otra proteina, también el RE esta
codificado en el ADN, con la particularidad de que existen 2 tipos diferentes de RE
de acuerdo al punto de vista estructural, uno denominado a, porque fue el primero
que se descubrid, y cuyo gen codificador se encuentra en el cromosoma 6 y el
otro, légicamente, denominado B, por haber llegado mas tarde cuyo gen se
encuentra en el cromosoma 14 (Brinton R. D., 2001). A los RE se les han dado
también nombre de acuerdo a su localizacion celular, los hay de localizacidn
intranuclear; de localizacion intracitoplasmica, no nuclear; y aquellos de

localizacion en la membrana celular.

Ambas formas se encuentran presentes en practicamente todos los puntos clave
de control neuroendocrino. De manera exclusiva, el REB se encuentra en
neurcnas del bulbo olfatorio, nucleos hipotalamicos supraoptico, paraventricular,
supraquiasmatico, zona inserta, area Tegmental ventral, cerebelo, glandula pineal
y varias laminas de la médula espinal; y el REa esta en el nicleo ventromedial del
hipotalamo y en el érgano subfornical. De forma mixta, ambos tipos de receptores
se encuentran en areas y nucleos cerebrales: amigdala, area predptica, sustancia
gris periacueductal, habénula lateral, nlicleo parabraquial, locus coeruleus, nucleo
del tacto solitario, nucleo espinal dei trigémino, laminas superficiales de la médula
espinal, hipocampo y corteza cerebral, si bien en estas dos Ultimas localizaciones
son mucho mas abundantes los Ref8 que los REa. Esta diferencia tan sustancial
en la localizacion cerebral de los dos tipos de RE indica que median funciones
diferentes (Shotaro Susuki y R. Handa, 2004).

TRANSPORTE DE LOS ESTROGENOS EN EL ORGANISMO.

Cuando se liberan hacia la circulacion, los esteroides gonadales se fijan a
proteinas plasmaticas. El estradiol se fija con avidez a la globulina de transporte
ltamada, giobulina fijadora de hormona sexual (SHBG), y se fija con menor

afinidad a la albumina. l.a SHBG se sintetiza en el higado, y dado que su sintesis
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se estimula por estrogenos y se inhibe por andrégenos, los valores son el doble de

altos en mujeres que en hombres.
CICLOS ENDOCRINOS

El sistema endocrino ejerce un efecto regulador sobre los ciclos de la
reproduccion, incluyendo el desarrollo de las génadas, el periodo de madurez
funcional y su posterior envejecimiento, asi como el ciclo menstrual, y el periodo
gestacional. El patrén ciclico del estro, que es el periodo durante el cual es posible
el apareamiento fértil en los animales esta regulado también por hormonas. Los
estroégenos deben su nombre a la capacidad de provocar el ciclo estral en los

mamiferos hembras.
CICLO ESTRAL DE LA RATA

En la rata el ciclo estral que resulta de los cambiantes niveles hormonales se
acompafia de cambios citologicos y conductuales caracteristicos de las diferentes
fases estrales, cada una de las cuales tiene una distinta duracién: el proestro dura
de 12 a 14 horas, el estro de 25 a 27 horas, el metaestro de 6 a 8 horas y el
diestro de 55 a 57 horas. Sumadas las horas de cada etapa dan un total de entre 4

y & dias, correspondiente al ciclo estral completo.

El termino estro se define como el periodo propicio para la actividad sexual en la
hembra; las conductas femeninas que lo caracterizan se dividen en tres
componentes: atractividad, receptividad y proceptividad. Mediante lavados
vaginales es posible obtener una muestra de las células que recubren la pared
vaginal en la rata. A esto le liamamos monitoreo de frotis vaginales que nos
permiten observar los cambios citolégicos especificos del ciclo estral, y
caracterizar a cada etapa: el proestro, que es la fase preovulatoria, se pueden
detectar células epiteliales nucleadas agrupadas que aparecen en la cumbre del

proestro mostrando un nucleo redondeado y facilmente distinguible. Transcurridas
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las 14 horas del proestro, ya en la fase de estro, en la cual durante las dos
primeras horas ocurre la ovulacion, con una duracion aproximada de 12 horas, se
detecta una gran cantidad de células cornificadas que carecen de nucleo
observable y contienen un citoplasma altamente granuloso con forma irregular, La
fase correspondiente al metaestro se caracteriza por la presencia de leucocitos,
ademas de células cornificadas enucleadas. Durante el periodo de diestro, los
leucocitos invaden el epitelio, siendo las células dominantes, ademas comienzan a

aparecer células epiteliales nucleadas.
EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-GONADAS

Tanto en hombres como en mujeres, este eje es un sistema hormonal que controla
la liberacién de hormonas sexuales. En ambos géneros, el sistema es activado por
la GnRH (Susanne Hiller-Stumhéfel y col. ,1998), sintetizada como parte de una
gran molécula de 92 aminoacidos, llamada prepro-GnRH, esta Uitima es un
decapéptido sintetizado en unas 1000 a 3000 neuronas ubicadas en el nucleo
arcuato del hipotdlamo medio basal, desde donde es transportada a través de los
axones de éstas neuronas hacia la eminencia media en donde vierten su

secrecion sobre los capilares portales fenestrados (Teppa Garran y col., 2004 ).

La GnRH es liberada regularmente por pulsos cortos provenientes del hipotalamo.
E! hipotalamo puede dividirse a groso modo en las regiones medial, periventricular
y lateral, siendo la region medial la que contiene la mayor parte de los nucleos
hipotalamicos, incluyendo al supradptico, paraventricular, ventromedial y
supraguiasmatico. Bordeando al tercer ventriculo se encuentran los nicleos
periventricular y arcuato.

El Ultimo de estos nucleos hipotalamicos, es una banda de células que se extiende
a través del hipotalamo a ambos lados del tercer ventriculo y que en la rata tiene
aproximadamente 2mm. de extension el cual posee una extensa variedad de

neurotransmisores y neuropéptidos que incluyen a la dopamina, GABA,
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Acetilcalina, hormona adrenocorticotropa, encefalinas, neuropéptido Y,
somatostatina, hormona liberadora de gonadotropinas, tirosina hidroxilasa,
hormona liberadora de la hormona del crecimiento, prolactina y neurotensina.
{(Luquin, 1995). El hecho de que las neuronas de éste nicleo proyectan axones
sobre la eminencia media, lo conviete en un centro clave para la regulacién
neuroendocrina, y en una parte esencial en el control de la liberacion ciclica de
gonadotropinas. Ademas de esas proyecciones, el arcuato envia proyecciones
hacia el hipotalamo lateral, anterior, nlcleo ventromedial y area preéptica, y las
recibe del area preodptica ventromedial y posiblemente de otras varias regiones
hipotalamicas. Knobil y col., (1980) le dieron al nlcleo arcuato el nombre de
generador de pulsos, debido a que la sintesis hipotalamica de GnRH se realiza en
forma de descargas agudas, ritmicas y de corta duracién. Diversos estudios
indican que para que haya una liberacion de gonadotropinas confrolada, es
necesario que el nlcleo arcuato se mantenga intacto, ya que la pérdida del ciclo
estral y estro vaginal constante provocados por manipulacidén experimental con
estradiol o la exposicion a iluminacién constante, en roedores, se acompanan por

cambios citohistoldgicos en el nicleo arcuate del hipotalamo.

Ademas las neuronas del nlcleo arcuato, que producen GnRH, reciben inervacién
proveniente de otros lugares del SNC, por la cual les llegan diferentes estimulos
que frenan o aceleran su produccion, los cuales pueden ser olfatorios, visuales y
emocionales. Por lo tanto la activacion del generador de pulsos estd sujeta a
neuromodulacion por parte de neurctransmisores con accion tanto estimujadora

como inhibitoria. El generador de pulsos también puede ser influenciado a través
de los esteroides ovaricos.

En el caso particular de la hembra, la GnRH es transportada por la red de vasos
portales hacia la hipofisis, donde estimula la sintesis de las hormonas
foliculoestimulante (FSH) vy luteinizante (LH) que tienen como érgano blanco a los

ovarios. Estos sincronizan la foliculogénesis, la ovulacion y la sintesis de las
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hormonas sexuales, las que, a su vez, son capaces de desencadenar un

mecanismo de retroalimentacién sobre el hipotalamo y |a hipofisis.

Matthew J. Smith y Lotear Jennes, (2001), indican que la produccién de GnRH es
la sefial cerebral primaria responsable de la liberacion de LH y FSH de {a glandula
pituitaria anterior. La principal funcién de estas hormonas es inducir la produccion
de estrégenos en el ovario. La hormena esteroide ovarica estradiol retroalimenta
tanto al sistema nervioso central como a la pituitaria anterior para regular los
modelos de liberacion de GnRH y de gonadotropinas, como la FSH vy la LH
(sintetizadas en un area de la hipofisis denominada gonadotropo). Ei receptor de
la GnRH es una glucoproteina que se encuentra ubicado en la superficie de la
membrana plasmatica de células del gonadotropo, y una vez que la GnRH se ha
unido a su receptor, desencadena una serie de acciones que dan como

resultados la secrecién de LH y FSH,

El ciclo estral o menstrual, resulta de una intrincada integracién de eventos
neuroquimicos y endocrinos actuando a nivel del SNC, pituitaria anterior y ovario
(Freeman, 1994). Los diferentes modelos de secrecidn pulsatil de GnRH dentro
del sistema porta hipofisiario, unidc a cambios en la responsividad de
gonadotropos de la pituitaria hacia la GnRH, provoca cambios en la secrecion de
LH y FSH observados a lo largo del ciclo estral. Las gonadotropinas estimulan en
el ovario el crecimiento folicular, la ovulacién y la formacion del cuerpo liteo, con
la consiguiente produccién de esteroides sexuales. Estos productos ovaricos
pueden mediante mecanismos de retroalimentacion, influenciar el ritmo de los
pulsos de GnRH, afectar la sensibilidad del gonadotropo a la GnRH, asi como la
sintesis y secrecidn de FSH y LH por parte de las células hipofisiarias. Durante
varios periodos del ciclo estral, los esteroides ovaricos, detienen la secrecién de
LH y FSH mediada por la GnRH a través de retroalimentacion negativa. Evidencia
reciente sugiere que el estradiol podria actuar directamente sobre algunas

neuronas GnRH a través de mecanismos gendmicos clasicos. Diversos estudios
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han publicado que son necesarics los sistemas receptivos de aferentes de

estradiol para la conduccion apropiada de la ciclicidad reproductiva.

Muchos neurotransmisores clasicos y neuropéptidos alteran la actividad neuronal
GnRH, a través de acciones directas y algunas veces indirectamente. Entre estos
nheurotransmisores podemos mencionar a las catecolaminas, GABA, glutamato,
neuropéptido Y, neurotensina, B-endorfinas y péptido intestinal vasoactivo.
Evidencia reciente neuroanatémica y molecular, propone que el estradiol influye
en la actividad de todos estos sistemas de neurotransmisores y neuropéptidos,
dentro de la red que conduce la ciclicidad reproductiva. La confirmacién de una
extensa coexistencia de diversos neurotransmisores, RNAm de receptores de
neuropéptidos y proteinas en neuronas GnRH, vuelven a éstas neuronas
altamente susceptibles de sufrir alteraciones que rompen con su funcién, [a cual
es, particularmente hablando del ciclo estral mantener la ciclicidad reproductiva.

En el presente trabajo es de particular importancia examinar el papel de los
péptidos opioides endbdnenos como componentes del circuito neural que regula la
secrecion de GnRH. Estos péptidos constituyen un componente inhibitorio
importante de la circuitreria que regulan la secrecién de GnRH; un decremento
significativo en el tono opicide inhibitoric es critico para la generacion de LH
(Kalra, 1993),; existe evidencia que apoya el rol de las -endorfinas actuando a
través de receptores opioides | en la transmision de la informacidn a cerca del
entorno esteroidal hacia neuronas GnRH. Las terminales nerviosas que contienen
B-endorfinas, hacen sinapsis sobre el soma y dentritas de neuronas GnRH en la
rata. Sin embargo, el RNAm de los tres tipos de receptores opioides, no ha sido
encontrado en neuronas GnRH (Mitchell et al, 1997). No obstante los receptores
opioides estan presentes en muchas células dentro del area predtica y del
hipotalamo, lo cual indica que las B-endorfinas podrian influir en neuronas GnRH a
través de la inhibicién de interneuronas. La administraciéon de (-endorfinas en

hipotalamos aislados y en mujeres, provoca la supresidon de los pulsos GnRH vy
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LH, contrariamente, la aplicacion de antagonistas opioides, induce un aumento de
la amplitud y la frecuencia de los pulsos GnRH y LH.

Por tanto, el fundamento del control hipotaldmico sobre la funcidn del ciclo estral
reside en los cambios de amplitud y frecuencia de la secrecion pulsatil de GnRH
en la circulacién portal, durante las distintas fases del ciclo.

INHIBIDORES DE AROMATASA

La enzima aromatasa es un complejo enzimatico microsomal, el cual esta
compuesto de dos proteinas: una reductasa ubicua NADPH-citocromo P450 y una
aromatasa citocromo P450. Cataliza la conversién de andrégenos a estrogenos y
se localiza sobre el reticulo endoplasmico. En humanos esta expresada en el
ovario, testiculos, cerebro, tejido adiposo y en la placenta, esta Ultima es
particularmente una rica fuente en dicha enzima y por ello ha sido cominmente
usada para medir inhibidores de aromatasa. En la rata, el sitio primario de
actividad aromatasa es el ovario (Odum, y cols., 2002). Dado que el paso final en
la biosintesis de los estrdgenos es mediado por la enzima aromatasa, estos
compuestos ofrecen la mejor oportunidad de inhibir potente y selectivamente la
biosintesis de estrégenos (Lawrence Woo, 2003).

El aminoglutatimida fue el primer inhibidor de aromatasa establecido (1970) como
un tratamiento activo para pacientes con cancer de mama avanzado, pero su falta
de especificidad fue asociada con efectos colaterales (Smith, 1999). Desde
entonces, se han desarrollado series de inhibidores de aromatasa no esteroides
mucho mas especificos, los cuales son 10 000 veces mas potentes que el
aminoglutatimida in vivo, sin evidencia de inhibir otras vias esterocides al

administrarlos a dosis requeridas para inhibir estrogenos.
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La nueva generaciobn de estas drogas la forman: anastrozol, letrozol (no
esteroides) y exemestan (esteroide). Estos tres agentes difieren en términos de
estructura y productos metabdlicos y en el grado en que suprimen la actividad
aromatasa, se ha demostrado que anastrozol y letrozol tienen un efecto
equivalente o superior que el tamoxifen (TMX) (antagonista estrogénico) en

mujeres con metastasis (Ligebel J. A. y Winer E.P. 2003).

Varios autores sostienen que los inhibidores de aromatasa representan una nueva
clase de agentes que parecen ser mas efectivos que los antiestrogenos, como el
TMX, en el tratamiento de cancer de mama, ademas de incrementar la

supervivencia y presentar mayor tolerabilidad a éstos farmacos.

Letrozol (LTZ) (Femara, Novartis) es un agente que logra 98-99% de |a inhibicién
de la enzima aromatasa, y por ende de la actividad estrogénica y reduce
concentraciones en suero de Estrona y Estradiol mas aila del limite de deteccidn

en muchos pacientes.

Letrozol es un polvo cristalino blance a amarillento,
practicamente inodoro, scluble en diclorometano,
moderadamente soluble en etanol, y practicamenie insoluble
en agua.

" Férmutla estructural; C17H11NS

N
\\ o
N Peso molecular; 285 31.
TN R Inhibidor ne esteroide de la enzima aromatasa, que se une al
E [ grupc hemo que cataliza la conversion de androgenos a
NG S RPN CN estrogenos.

Vida media: Presenta una vida media terminal de
aproximadamente 2 dias.

Este agente no esteroide, presenta una vida media en plasma de 2 a 4 dias,
usando una dosis de 2.5 mg/dia (Buzdar, 2003), inhibe la aromatasa petiférica en
15 98% vy suprime los niveles de estrogenos en sangre y orina en un 95% tras 2

semanas de tratamiento en mujeres posmenopausicas (Lamb H. M., 1998).
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Bhatnagar, (1995), sostiene que el tratamiento con LTZ puede provocar una
deprivacion de estrégenos total en ratas hembras adultas con ciclos regulares, ya

que mimetiza la secuela endocrina de una ovariectomia.

M. Dowsett, explica que los inhibidores de aromatasa son generalmente descritos
como inhibidores de tipo 1 o tipo 2. El tipo 1 son compuestos esteroides que
podrian ser puramente inhibidores competitivos o sustratos suicidas irreversibles;
y los inhibidores del tipo 2 son no esteroides y no presentan actividad hormonal.
Cuando se usan aquellos esteroides del tipo 2 como tratamiento, particularmente
LTZ en dosis de 2.5 mg/dia, es posible observar que las pacientes muestran
actividad aromatasa no detectable, ya que este farmaco provee de un 99% de
supresion (1. E. Smith, 1999).

Odum, y col., (2002) con el fin de probar in vitro la eficacia de varios inhibidores de
aromatasa (anastrozol, fadrozol y Letrozol), removieron ovarios de ratas hembras
maduras, y decidieron usar ovarios provenientes de ratas maduras porque la
actividad aromatasa es mayor en éstas que en ovarios de ratas inmaduras, de
hecho se ha demostrado que la actividad aromatasa en la rata varia durante el
ciclo estral, y es mayor en la etapa de proestro (Brand y col., 1890). Encontraron
que l[a inhibicidén in vitro de la actividad aromatasa fue significativamente reducida
por los tres inhibidores empleados.

R. Eshet y col., (2004), sostiene que la administracién s.c. de LTZ (2mg/kg), a
ratones machos en etapa preplber, incrementa significativamente los niveles de
testosterona (T) en suero e incrementa el peso corporal y longitud de la cola de
estos sujetos, pocas semanas después de su administracion.

Hasan y col., (2004) reportaron que en ratas tratadas con LTZ (administrado en
una solucion acuosa de carboxmetilcelulosa 1%, via oral) en concentraciones de
0.1, 0.5 y 1 mg/kg/dia, por un periodo de 21 dias, es posible detectar niveles en

suero de estradiol y progesterona reducidos, en una manera dosis dependiente, y
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niveles de T elevados asi como de LH. Por su parte la FSH también fue

marcadamente elevada para las dos dosis mas elevadas de LTZ.

Nufiez y-col., (2004) compararon los efectos de TMX y L.TZ, sobre el crecimiento
de tumores mamarios. Este modelo simula el cancer de mama posmenopausico
en varios aspectos, incluyendo la ausencia de la funcién ovarica. Para ello
emplearon células humanas cancerigenas dependientes de estrogenos,
transferidas con el gen aromatasa e inoculadas en matrigel, implantadas
subcutaneamente en ratones ovariectomizados, tratados con LTZ (10ug/dia, s.c.)
o TMX (100 ug/dia s.c.) por 7 semanas (Ambos compuestos se prepararon en
hidroxipropilcelulosa al 0.3%). Encontraron que el crecimiento de los tumores fue
inhibido por ambos tratamientos, sin embargo a diferencia del tratamiento con
TMX, el tratamiento con LTZ inhibidé el crecimiento de tumores sin inducir
hipertrofia uterina, proporcionando evidencia de que este farmaco es una
alternativa segura y efectiva en el tratamiento de cancer de mama. Estos
hallazgos son consistentes con estudios previos en cuanto a que comparado con
TMX, LTZ requiere una dosis mucho menor para ejercer un mejor efecto en la

inhibiciéon del crecimiento tumoral.

Brian J. Long y col., (2004) para probar la eficacia del LTZ, asi como su uso
Optimo en el tratamiento de cancer de mama, en comparacion con TMX, o
combinados, utilizaron ratones ovariectomizados, los cuales recibieron
inoculaciones subcutaneas en 4 sitios con la solucién preparada con células
cancerigenas humanas. La dosis s.c. de LTZ fue de 10 pg/dia, de 100ug de TMX
o vehiculo (hidroxipropilcelulosa, 0.3%). Sus hallazgos demostraron lo siguiente,
los tumores doblaron en tamarfio en un promedio de 3-4 semanas en el grupo
control, tardaron 16 semanas cuando recibieron TMX, con el tratamiento de LTZ +
TMX, estos tumores tardaron de 17-18 semanas y al recibir solamente LTZ, los
tumores tardarcn 34 semanas en doblar su tamafio, indicando que el tratamiento
con LTZ fue superior al tratamiento con TMX solo o combinado. Estos hallazgos lo

convierten el agente mas potente de aquellos estudiados en modeios de roedores.
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A. S, Bhatnagar y col., (2001), mencionan que una caracteristica importante del
perfil farmacoldgico de los inhibidores de aromatasa es |la habilidad que poseen de
inhibir la aromatasa intracelular. Estos compuestos inhiben potentemente la
produccion periférica de estrégenos, asi mismo inhiben la aromatasa intratumoral,
previniendo que las celulas tumorales produzcan su propio estrégeno. Para
estudiar la inhibicién aromatasa intracelular, compararon la potencia de los
inhibidores no estercides: LTZ, Anastrozol (ATZ) y Fadrozol (FDZ) en una
variedad de modelos endocrino celulares y sisternas de tumores que contenian
aromatasa. Usaron fragmentos de tejido ovarico de hamster, fibroblastos de tejido
adiposo de mama humana normal, y células cancerigenas transferidas con el gen
aromatasa humano. Encontraron que LTZ fue consistentemente 10-30 veces mas
potente que cualquier otro tratamiento inhibiendo intracelularmente a la enzima
aromatasa, en los tres tejidos analizados.

Brodie y col., (1999) mencionan que después de la menopausia, la produccién
ovarica de estrdégenos declina, y que la sintesis de estrégenos se incrementa en
tejidos periféricos, concurrentemente con niveles circulantes usualmente bajos.
Ellos desarrollaron un modelo aromatasa-intratumoral para simular el cancer de
mama de pacientes posmenopausicas con tumores estrogeno-dependientes. Este
modelo utiliza células cancerigenas de cancer mamario estrégeno-dependiente
transferido con el gen aromatasa, inoculade en matrigel s.c. dentro de ratones
ovariectomizados. A través de este modelo investigaron los efectos sobre el
crecimiento tumoral de los antiestrogenos TMX (60p/dia) y faslodex (FSX)
(70pg/week), los inhibidores de aromatasa LTZ (10p/dia) y ATZ (5ug/dia), solos y
en combinacion, Encontraron que ambos tratamiento fueron efectivos deteniendo
el crecimiento tumoral, sin embargo reportan que LTZ fue significativamente mas

efectivo que cualquiera de los otros tratamientos.
Afios mas tarde, Brodie y col., {2003) usando el mismo modelo, estudiaron los

efeétos de los inhibidores de aromatasa; LTZ y ATZ, asi como, el de los

antiestrogenos TMX Y Fulvestrant in vivo. Encontraron que los inhibidores de
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aromatasa fueron mas efectivos que TMX y que ademas fueron mas efectivos
solos que cuando fueron combinados con antiestrégenos, ademas agregan que
LTZ tuvo un efecto de mayor duracion gque el TMX. La combinacién LTZ+TMX dio
como resultado que ios tumores doblaran en volumen en aproximadamente 22
semanas. Sin embargo los tumores de ratones tratados con LTZ doblaron en
tamafo sino hasta las 35 semanas, demostrando que éste inhibidor de aromatasa
es mas efectivo y tienen una duracién de respuesta mayor como agente solo que
el TMX o en combinacion con éste Gltimo.

Un aspecto importante que se debe considerar en farmacologia al emplear las
diversas drogas es la diferencia de género en la farmacocinética de éstos
compuestos. Liu X. D. y col., (2000), estudiaron las diferencias de género en la
farmacocinética de LTZ en la rata. Para ello determinaron la concentracidon
plasmatica y en tejido de este inhibidor, tras su administracién i.g. (2mg/kg), asi
mismo recolectaron excreciones urinarias y heces de [0s sujetos para su analisis.
Encontraron marcadas diferencias de genero 6 hrs. después de la administracion
del farmaco, de esta manera, las concentraciones plasmaticas de LTZ en ratas
macho fue significativamente menor que las encontradas en hembras. También en
tejido las concentraciones de LTZ fueron significativamente mayores en las ratas
hembras gue en e! tejido de los machos 24 hrs. después de la administracién.
Estos investigadores concluyen que existen marcadas diferencias de género en la
farmacocinética de LTZ en ratas.

VALERATO DE ESTRADIOL Y EFECTOS SOBRE EL HIPOTALAMO

El VE es una preparacién que libera estradiol por un periodo aproximado de 12 a
20 dias y que cuando se administra como dosis Unica (2 mg) a ratas hembras con
ovarios intactos provoca anovulacién crénica, cornificacion vaginal persistente y
ovarios poliquisticos (Brawer y col., 1978; Brawer y col., 1986). Este tratamiento
unico también inicia una lesibn multifocal a lo largo del nucleo arcuato

hipotalamico (NAH). Dentro del foco de lesion, la microscopia electronica
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demuestra la presencia de elementos neuronales en degeneracion, asi como
células microgliales reactivas y una variedad inusual de astrocitos reactivos. Si los
ovarios son removidos antes de la aplicacién de VE, la lesién no ocurre (Brawer y
col., 1980), indicando que la patologia evoluciona en respuesta a una exposicion
ininterrumpida a concentraciones de E2, producidas por los ovarios como

resultado de la agresion inicial del VE hacia el eje neuroendocrino.

El estradiol proporciona sefiales fisioldgicas hacia el cerebro a lo largo de la vida,
que son indispensables para el desarrollo y regulacién de la funcion reproductiva.
Ademas de sus multiples acciones fisiolégicas, diversos estudios han mostrado
que la exposicién constante a altos niveles plasmaticos de estradiol provoca un

efecto neurotdxico selectivo sobre neuronas B-endorfinérgicas del nicleo arcuato.

La reguiacién de la liberacién de GnRH es afectada de manera nociva ante la
exposicion prolongada de estas neuronas al estradiol, durante ia condicion de
ovarios poliquisticos, producida por la administracién de una sola dosis de VE
{2mg). Al parecer, la activacion incrementada de la inervacién simpatica es un
evento que precede a la induccion de ovarios poliquisticos en ratas a [as cuales
les es aplicado VE, por lo tanto el mecanismo de induccién a través de VE podria
involucrar componentes directos y neurogénicos. Los ovarios poliquisticos
ademas, se correlacionan con incremento en la secrecidon de andrdgenos,
incremento en la actividad de la enzima aromatasa y por ende en los niveles de

estradiol, el desarrollo de foliculos prequisticos, y un decremento en la proporcion
ovulatoria.

Posterior a este evento periférico ocasionado por el VE, a nivel central, este
esteroide actua de manera indirecta sobre neuronas hipotalamicas a través de
peptidos que regulan la liberaciéon de gonadotropinas. Por su parte el mecanismo
que subyace a la deficiencia de neuronas [-endorfinérgicas involucra ia
conversion de estradiol a catecol estrogeno y la subsecuente oxidacion a radicales

libres o-semiguinonas. La pérdida de neuronas B-endorfinérgicas inducida por €l
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estradiol provoca un incremento compensatorio en ligandos opioides u en el Area
Predptica Medial (APM) volviendo a ésta area supersensible a residuos de (-
endorfinas o a otros opioides endégencs. La consecuente y persistente inhibicion
opioide, da como resultado una cascada de déficits neuroendocrinos que
finaimente son expresados como un patrén cronicamente atenuade de LH
plasméatico. El estradiol ejerce un efecto patolégico especifico sobre el hipotalamo
que podria contribuir a una variedad de desordenes reproductivos femeninos con
un componente hipotalamico significativo. Brawer y col., (1993) descubrieron esta
accion patoldgica usando una sola dosis de VE, y encontraron que dicha patologia
realmente se desarrolla en respuesta a niveles fisiologicos de estradiol (Brawer y
coi., 1980; Brawer y col., 1983).

Brawer (1978), sostiene que la administracion de estrégenos a ratas hembras que
presentan una ciclicidad normal, induce una degeneracidn neuronal acomparfiada
generalmente por hiperactividad astrocitica y microgliai en el NAH. De hecho,
hembras jovenes tratadas con estrogenos exhiben un sindrome anovulatorio
caracterizado por cornificaciéon vaginal persistente y el desarrollo de ovarios
poliquisticos, estas caracteristicas paralelas sugieren que el tratamiento con
estrégenos podria acelerar el envejecimiento del hipotadlamo reproductivo.

Brawer 1978, demostré la aparicién de una lesién en el arcuato en ratas jovenes
las cuales entraron en estro persistente tras [a administracién de una sola
inyeccion de VE (2mg), v la lesion a dicho nucleo se piensa que representa una
deaferentacidon quimica de esté nlcleo con el APM, ya que: 1) déficits
reproductivos idénticos ocurren tras una desconexidn quirlrgica del NAH con el
APM, y 2) la degeneracion dentro dei NAH de ratas tratadas con VE involucra
terminales axonicas y dendritas. Los resultados del presente estudio son
consistentes con la hipdtesis de que un producto ovarico contribuye a la disfuncion
hipotalamica de ratas aciclicas a través de la produccion de una deaferentacién
quimica del nucleo arcuato hipotaldmico.
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Con el fin de estudiar los efectos de una sola inyeccion de VE sobre el NAH vy
sobre la funcién reproductiva en la rata hembra, este autor (Brawer, 1978) trabajé
con ratas hembras Wistar sexualmente maduras, a las cuales les administré una
sola dosis de VE (2 mg en 0.2 m! de aceite de sésamo s.c.) o vehiculo. Realizaron
observaciones endocrino y neurccitoldgicas, en varios pericdos tras la aplicacion
de la inyeccion, para lo cual sacrificaron al menos a 2 sujetos de cada grupo de la
siguiente manera: 1 dia, 1 semana, 1 mes, 2 meses, 3, 4 y 6 meses. Los
resultados obtenidos sefialaron la iniciacidn y progreso de cambios patologicos en
el ntcleo arcuato del hipotalamo ya que, los astrocitos exhibieron una variedad de
cambios citoldgicos incluyendo depésitos lipidicos densos y acumulaciones de
flamentos gliales, asi mismo, las células microgliales se mostraron mas
numerosas, con mayor actividad y se caracterizaron por inclusiones
extremadamente densas y grandes. Este proceso patologico fue gradualmente
progresivo, hasta los 6 meses post-VE. Por su parte las terminales axdnicas
también mostraron degeneracion en este nucleo. Algunas neuronas mostraron
contener grandes cantidades de lipofusina. La patologia descrita fue mayormente
concentrada en la region baso-lateral de la linea media del nlcleo arcuato
posterior, quedando asi, practicamente intactas las regiones ventromedial,
dorsomedial y el nlcleo periventricular anterior de dichos sujetos. Por su parte la
mayoria de los sujetos experimentales exhibieron estro vaginal persistente a partir
de las 6 semanas post-inyeccion, asi como ovarios poliquisticos, que contenian
foliculos pobremente desarrollados y sin cuerpos Uteos. Al medir las
concentraciones plasmaticas de LH y FSH, no se encontraron diferencias
significativas. De |la misma manera al examinar Prolactina (PRL) tampoco se
observaron diferencias significativas entre grupos. Las concentraciones
plasmaticas de Hormona del Crecimiento (GH) a las 12 semanas post-VE fueron
significativamente altas con respecto a las concentraciones de los grupos control.
En cuanto a los estrégenos circulantes, a las dos semanas de recibir la dosis Unica
de VE, la concentracion plasmatica de 17 B-estradiol fue extremadamente
elevada, misma que tendid a declinar en las 6 semanas posteriores a la

administracion de dicha preparacidn. Estas primeras evidencias mostraron

65



claramente el comienzo y progreso temporal de la lesion en el NAH que es posible
inducir tras la aplicacién de una sola dosis de VE a ratas hembras con ovarios
intactos. Previamente se ha especulado que el estradiol o uno de sus metabolitos
sea directamente responsable de los cambios patolégicos en dicho nucleo, ya que
el estradiol medido en plasma es producido por los ovarios.

Por su parte es aceptado desde hace mucho tiempo que las hormonas ovaricas
también juegan un importante rol en el envejecimiento reproductivo normal en
roedores. Brawer y col., (1980), evaluaron los efectos del VE y exposicion
constante a la luz, sobre el aspecto histolégico del NAH, en ratas hembras.
Encontraron que ambas manipulaciones experimentales, incrementan
dramaticamente el numero de reacciones en microglia y astrocitos, y que la
ovariectomia al grupo control previno la reaccion glial. Por ello los autores
deducen que el VE es capaz de desencadenar la secrecion de un producto
oxidativo ovarico que es selectivamente toxico al NAH, sugiriendo que
precisamente los estrégenos endogenos serian el agente neuropatoldgico,
especificamente el estradiol.

Schipper y col., (1981), al realizar su estudio e interesados por el rol de las
gdnadas en el envejecimiento histologico def NAH, sostienen que la actividad glial
y astrocitica se incrementa marcadamente desde los 6 hasta los 14 meses de
edad en roedores intactos, y que estos indices son muestra de un envejecimiento
histoldgico de dicho nucleo, durante éste intervalo. La ovariectomia previno el
desarrolio de la hiperactividad glial en el NAH relacionada con la edad, indicando
que al menos algunos aspectos del deterioro caracteristico del envejecimiento en
el nucleo arcuato son producto ovarico-dependientes. Este autor difiere de otros
en la suposiciéon de que la alta concentracion de receptores a Estradiol (E2)
presentes en células del NAH en la rata, podria en parte relacionarse con la
especificidad anatomica de la lesion. La pérdida de la ciclicidad, relacionada con la
edad es posiblemente un proceso multifactorial que involucra muchos

componentes del eje hipotalamo-pituitaria-gonadas. Los cambios histolégicos
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observados en células gliales del NAH de ratas envejecidas, se asocian con

degeneracion neuronal.

Desjardins (1990), teniendo en consideracidon los antecedentes de que
anovulacién crénica y ovarios poliquisticos (OP) ocurren en la rata como
consecuencia de una sola inyeccion de VE (Brawer y col., 1986) y que el
tratamiento con estradiol produce un defecto permanente a nivel hipotaladmico,
dando por resultado un patron aberrante en fa liberacidon de LHRH, mismo que
provoca un patron anoémalo de LH, al cual {0s ovarios responden volviéndose
poliquisticos; asi como atendiendo un gran numero de evidencias provenientes de
diversos laboratorios, las cuales sugieren que el dafo primario hipotalamico
involucra a neuronas productoras de opioides endégenocs, los cuales son potentes
inhibidores de ia liberacion de LH bajo una gran variedad de condiciones, realizé el
siguiente estudio con el fin de esclarecer el rol del sistema opiocide hipotalamico en
ovarios poliquisticos inducidos por el VE. Para determinar la selectividad de los
receptores y localizacidn precisa de la elevacién en ligandos tras el tratamiento
con VE, emplearon autoradiografia in vitro, empleando ligandos especificos para
receptores opioides {4, & y k. Y debido a que la B-endorfina ha sido
especificamente implicada en la supresion de secrecidn gonadotrdpica, también
midieron concentraciones de 3-endorfinas en hipotalamo de animales a los cuales
se les indujo OP con VE. Sus resultados indican que 8 semanas post-VE se
produce una elevacion aitamente especifica de receptores p en una regidon
restringida del APM, concurrente con una reduccién en la concentracion de [-
endorfinas. Asi mismo, sus datos sefalan que el APM y el nlcleo
supraquiasmatico exhibieron un marcaje p-opicide denso, el nicleo hipotalamico
anterior y ventromedial fueron moderadamente marcados, mientras que el nucleo
arcuato, dorsomedial y magnocelular mostraron un marcaje muy esparcido, en
animales tratados con VE. Por su parte las concentraciones hipotaldmicas de B-
endorfinas medidas por RIA fueron significativamente menores en estos sujetos.
Asi mismo sus hallazgos indican que el incremento en ligandos es atribuible a una

elevacion selectiva en receptores opioides M y que estan localizados
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predominantemente en el APM y antero ventral predptica de animales tratados con
VE. Dado que estas areas corresponden a regiones en las cuales los cuerpos
celulares LHRH son localizados, los resultados observados, apoyan la hipbtesis de
que el defecto hipotalamico subyacente a la oleada suprimida de LH en ratas
tratadas con VE, es debido a la hipersensibilidad de neuronas LHRH hacia la

accion inhibitoria de opioides endogenos.

La demostracién de contactos sinapticos entre axones inmunoreactivos a B-
endorfinas y neuronas LHRH en el APM hace posible esta teoria. El incremento
observado en los ligandos para receptores opioides y podria ser el resultado de
una liberacion disminuida de B-endorfinas en el APM. En conclusiéon este estudio
apoya el que los OP inducidos por el VE podrian resultar de una sobrereguiacion
cronica de receptores p-opiocides sobre y/o en la vecindad de neuronas LHRH
volviéndolas susceptibles a la inhibicibn opicide. La condicién de ovarios
poliquisticos inducidos por el VE remeda en varios aspectos la condicion ovarica
multifolicular vista en mujeres con amenorrea hipotalamica, por lo que es
importante considerar que el sistema opioide hipotalamico parece jugar un rol

clave en este tipo de patologia ovarica.

Desjardins y col., (1992}, teniendo en cuenta que el tratamiento con VE da como
resultado la destruccidn del 60% de neuronas B-endorfinérgicas del NAH, y que el
mecanismo sugerido para que esta preparacién induzca [a neurotoxicidad
involucra la conversion de estradiol a catecol-estrogeno y la subsecuente
oxidacién a radicales libres en astrocitos peroxidas positivos locales, examiné si el
tratamiento con el antioxidante vitamina E, protegia a neuronas B-endorfinérgicas
de la accidon neurotdxica del estradiol. Sus resultados demuestran que el
tratamiento crénico con vitamina E, previene el decremento en las
concentraciones de 3-endorfinas hipotalamicas resultante de la pérdida de células
B-endorfinérgicas del nlcleo arcuato, sugiriendo que dicha pérdida es mediada por
los radicales libres. La vulnerabilidad Gnica de neuronas B-endorfinérgicas podria

ser el resultado de una variedad de factores, incluyendo una insuficiencia selectiva
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en las enzimas recolectoras de radicales libres o una proximidad Unica a astrocitos
peroxidasa positivos generadores de radicales libres. Estos hallazgos contribuyen
a fortalecer la idea de gue ademas de sus roles fisioldgicos bien establecidos, los

esteroides, actian como neurotoxinas selectivas.

Asi mismo el tratamiento con este antioxidante previno la aparicion de
cornificacion vaginal persistente y ovarios poliquisticos, condicion resultante de la
patologia hipotalamica inducida por el VE. E! tratamiento con VE resultd en
reducciones significativas en las concentraciones de B-endorfinas hipotalamicas,
consistente con pérdida de células, en contraste animales tratados
concomitantemente con VE y vitamina E, que presentaron niveles de B-endorfinas
comparables con los sujetos controles. Por su parte los sujetos tratados solamente
con vitamina E, mostraron concentraciones de B-endorfinas que fueron
significativamente mayores que las de sujetos controles. Asi mismo fueron
evidentes |os efectos del VE sobre ovarios al desencadenar ovarios poliguisticos y
estro vaginal constante en sujetos tratados solo con VE, en contraste los sujetos
tratados con VE+vitamina E tuvieron ovarios menos dafiados y ciclos estrales
normales. El mantenimientoc en las concentraciones de B-endorfinas en ratas
tratadas con VE+vitamina E sugiere que el antioxidante previno la pérdida de
neuronas B-endorfinérgicas inducida por estradiol. La prevencién de los efectos
degenerativos del estradiol por el tratamiento con vitamina E, apoya la hipotesis de
que la neurotoxicidad del estradiol es mediada a través la peroxidacidn lipidica
inducida por radicales libres.

Desjardins (1993), examind los efectos neurotoxicos del estradiol sobre neuronas
del nucleo arcuato hipotalamico en un modelo de estrogenizacion cronica inducido
por una sola inyeccion de VE. Encontraron que 8 semanas tras la administracién
de dicha preparacién, las neuronas inmunoreactivas (3-endorfinérgicas detectadas
en el NAH, habian disminuido en un 60 %, y en contraste el niUmero de neuronas
inmunoreactivas de neurotensina, somatostatina y TH no habian sufrido ningun

cambio, sugiriendo que los efectos del estradiol fueron selectivos para neurcnas [3-
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endorfinergicas. Aun mayor evidencia acerca de la selectividad de la accién del
estradiol fue arrojada por RIA, indicando decrementos en concentraciones de B-
endorfinas hipotalamicas, pero no en concentraciones de neuropéptido Y o en
Met-encefalina. Sus resultados confirman la selectividad de los efectos del
estradiol sobre la poblacion celular de B-endorfinas y demuestran que el
decremento observado en inmunoreactividad para B-endorfinas refleja pérdida
celular real. Esto indica que el efecto neurotdxico selectivo del estradiol sobre
neuronas B-endorfinérgicas contribuye a la senectud reproductiva, sugiriendo que
los esteroides pueden participar en la ruptura de las funciones biolégicas que ellos
normalmente facilitan. En los sujetos controles, se observé abundancia en
neuronas inmunoreactivas para B-endorfinas, distribuidas dentro del nicleo
arcuato hipotalamico, en contraste, los sujetos tratados con VE, exhibieron un
numero considerablemente menor de células activas inmunoreactivas a B-
endorfinas; ademas las pocas neuronas inmunopositivas detectadas eran
peguefias y secas (exprimidas), y mostraron dendritas deformes e infiadas,
indicativo de degeneracion. Los decrementos en el nimero de neuronas
inmunoreactivas para [B-endorfinas, asi como en las concentraciones
hipotalamicas observados tras el tratamiento con VE reflejan pérdida celular real y
no reducciones en la expresion del péptido, demostrando asi que la lesion
inducida por el VE es progresiva. E! conteo de neuronas inmunopositivas para -
endorfinas del nucleo arcuato, demostré una reduccién del 60% en animales
tratados con VE, en comparacion con los controles. Los hallazgos de este estudio
demuestran que la exposicion a concentraciones plasmaticas altas o
farmacologicas bajas de estradiol, iniciadas por el tratamiento por el VE, da como
resuitado una destruccion selectiva de neuronas [B-endorfinérgicas dentro del

arcuato, mientras que no afecta a ofras poblaciones neuronales coextensivas.

El mecanismo subyacente al efecto patbgeno del estradiol sobre células B-
endorfinérgicas hipotalamicas es desconocido. Una Unica caracteristica del nicleo
arcuato podria relacionarse con su susceptibilidad hacia la neurotoxicidad por el

estradiol, y es la presencia inusual de astrocitos peroxidasa positiva que son
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altamente sensibles a los niveles de estradiol circulante (Brawer y col., 1978;
Schipper H. M. Y col., 1990). Estos astrocitos identificados tanto en el cerebro de
la rata como en el humano, puede transformar catecol-estrégenos, generados
espontaneamente en el cerebro a partir del estradiol circulante, a radicaies libres
o-semiquinonas (Schipper y col., 1991). Estos radicales libres podrian, a su vez,

causar peroxidacion lipidica de la membrana neuronal y eventualmente provocar
muerte celular.

CIRCUITOS NEURONALES AFECTADOS POR LA TOXICIDAD DEL VE

Actualmente se ha logrado correlacionar la disfuncién del hipotalamo ovario-
dependiente, con la lesion inducida por el VE en el nucleo arcuato hipotalamico, el
cual contiene celulas nerviosas que proyectan al APM y en dicha area se localizan
la mayor parte de células GnRH. Muchas de las aferencias que provienen del
arcuato parecen contribuir a la regulacién de LH, influyendo de manera directa o
indirecta sobre el sistema de neuronas GnRH (Brawer y Col., 1993), algunos de
éstos inputs, como aquellos que liberan NPY o neurotensina, son excitatorios,
mientras que los inputs que contienen B-endorfinas son inhibitorios (Kalra y Col.,
1988). Aunque ia poblacion neuronal es densamente entremezclada en el nucleo
arcuato, la accion patolégica del estradiol parece ser selectiva para neuronas B-
endorfinérgicas.

Desjardins, 1993, indica que tras 8 semanas de tratamientoc con VE, la
concentracién hipotalamica de f-endorfinas y el nOmero de neuronas
inmunoreactivas 3-endorfinérgicas en el nlcleo arcuato son reducidas en un 60%.
En contraste, el tratamiento con VE no tiene efecto sobre neuronas
inmunoreactivas para neurotensina, somatostatina ¢ tirosina hidroxilasa. De la
misma manera dicho tratamiento parece no afectar las concentraciones
hipotalamicas de Met-encefaiina o neuropéptidc Y. Cuantitativa v
morfoldégicamente el remanente de neuronas B-endorfinérgicas indica que hay

numerosos disturbios a nivel de procesos dendriticos y de soma inmunoreactivo, y
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por ende se inflere que las células que aun sobreviven estan en proceso de
degeneracién (Brawer, 1993).

La beta-endorfina es un poderoso inhibidor de la liberacion de LH. La pérdida
selectiva aferentes 3-endorfinicos que llegan al area preoptica medial, produciria
un incremento en la secrecion de LH hipofisiaria y paraddjicamente ocurre lo
contrario, ya que la destruccion de neuronas B-endorfinérgicas inducida por el VE
coincide con una marcada supresion del patrén plasmatico de LH (Brawer y col,
1993, Desjardins, 1990). Una explicacién para esta incongruencia involucra una
respuesta especifica de las células diana B-endorfinérgicas en el APM hacia la
pérdida de aferentes de B-endorfinas. Cuando estudiaron esta respuesta a traves
de autoradiografia, usaron ligandos opioides especificos y demostraron que este
incremento se debié a un incremento selectivo en ligandos p-opioides y que esto
ocurrié en la region del APM densamente poblada con neuronas GnRH, sugiriendo
que los elementos diana para B-endorfinas en el APM, posiblemente las celulas
GnRH, exhiben una sobrerregulacién compensatoria de sitios de ligandos y en
respuesta a la deaferentacion parcial. Esto podria volver a estas células
supersensibles a residuos de [B-endorfinas o hacia otros ligandos | endégenos
como la Met-encefalina. Asi, la inhibicidn opioide cronica resultante podria
relacionarse con el patron suprimido en plasma de LH, caracteristico de las ratas
tratadas con VE. Ademas de la pérdida de células B-endorfinérgicas, ocurren otros
cambios en el nucleo arcuato hipotalamico posteriores al tratamiento con VE,
observandose una significativa, aunque transitoria reduccion en el nimero de

sinapsis axo-somaticas y axo-dendriticas.

MECANISMOS DE NEUROTOXICIDAD DEL ESTRADIOL

Hasta ahora no se ha logrado establecer claramente como y porqué el estrégeno
es selectivamente patdgeno al NAH, ya que algunas células diana para estradiol
en dicho nucleo, como aquellas que expresan tirosina hidroxilasa o Met-

encefalina, permanecen exentas de la lesion, lo cual hace improbable que el dafio
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neuronal esté directamente mediado por una interaccidon convencional receptor-
E2. Mas adn, otros nlcleos hipotalamicos, ricos en receptores para E2 y/o
aferentes de neuronas receptivas de E2, no exhiben esta respuesta patolégica
para el estradiol (Brawer, 1980, 1978).

Schipper (1991), estudié la toxicidad causada por estrogenocs, por medio de un
estudio realizado en cultivos celulares en la unica poblacidon de astrocitos
periventriculares del NAH, que contienen gran cantidad de inclusiones de glia
Gomori-positiva, las cuales mostraron actividad no-enzimatica de una enzima, la
peroxidasa positiva, utilizando DAB (diaminobenzidina), fue posible marcar éstas
inclusiones. El tratamiento con VE incrementa ampliamente el nimero y tamafo
de ésas inclusiones. Tras este estudio es posible inferir gque la actividad
peroxidativa al catalizar la formacién de radicales libres citotoxicos, podria mediar

el efecto patologico que el E2 ejerce en el NAH.

OVARIOS POLIQUISTICOS COMO MECANISMO MEDIADOR EN EL
PROCESO DE CITOTOXICIDAD POR VE

El sindrome de ovarios poliquisticos (SOP) afecta al 4% de las mujeres en edad
reproductiva, se caracteriza por anovulacién crénica e hiperandrogenismo y es
actualmente la causa mas comun de infertilidad. Concretamente el SOP es
causado por un desvalance en las hormonas centrales y las del ovario. La
glandula pituitaria produce a las hormonas LH y FSH, las cuales envian sefiales a
los ovarios para que produzcan estrégenos y progestercna, asi mismo el ovario
produce andrdégenos en proporciones pequefias, principalmente testosterona. El
SOP ocurre cuando entre estas hormonas no hay una adecuada comunicacion, y
especificamente la pituitaria produce demasiada LH, causando que los ovarios
produzcan testosterona extra.



Wood y col., 2003, reportan que el sello distintivo de esta patologia corresponde a
una secrecién de andrdégenos excesiva por las céluias de la teca, lo cual esta
directamente ligado a los sintomas que se observan durante esta condicion. Sin
embargo se cree que este sindrome conlleva un gran nimero de factores y su
desarrollo puede estar asociado a disturbios en la generacién de puisos
hipotalamicos GnRH, observandose que éstos son demasiado frecuentes,
favoreciendo asi la secrecion de LH, y disminuyendo en consecuencia la de FSH.

Los hallazgos de laboratorio mas frecuentes son: aumento de la LH, aumento de
la relacion LH/FSH, aumento de andrégenos y de estrégenos circulantes, los
ovarios presentan acumulacién de foliculos inmaduros, ademas tienen un tamafio
de dos a cinco veces mayor que los ovarios normales y presentan una cubierta
externa blanca, gruesa y muy resistente. Ei uso de estrégenos de depésito es util
para la produccién del sindrome de ovarios poliquisticos en animales de
experimentacion (Méndez y col., 1997).

Paredes (1998), menciona que la activacion de la inervacidn simpatica es un
evento que precede a la induccidn de ovarios poliquisticos en ratas a las cuales
les es aplicado VE, por lo tanto el mecanismo de induccion a través de VE podria
involucrar componentes directos y neurogénicos. Para probar esta hipotesis,
usaron un tipo de estrés combinado para inducir un incremento en el tono
simpatico, incluyendo aquel de los nervios simpaticos ovaricos. Ellos encuentran
que tres semanas después de comenzar con el estrés, se incremento el contenido
de norepinefrina (NA) en el ganglio celiaco, se incrementé también la liberacién de
NA por el ovario, no se registré6 cambio en la recaptura de NA por el ovario y
tampoco hubo cambios en el contenido en ovario de este neurotransmisor. Por su
parte se observdé un decremento significativo en el contenido ovarico de
neuropéptido Y. Sugiriendd que la sintesis de NA y su secrecion estan
incrementadas durante este periodo, y se correlacionan con el incremento en la
secrecion de andrégenos y estradiol, el desarrollo de foliculos prequisticos, y un

decremento en la proporcion ovulatoria. Estos resultados sugieren la participacion
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de un factor extraovarico que puede actuar lccalmente para controlar la liberacion
de NA desde el ovario, y apoyan la hipétesis de que una actividad simpatica
'ncrementada, juega un papel clave en el desarrolio y mantenimiento de quistes

ovaricos.

Otro estudio importante es el realizado por Luza y col., (1995), en el cual ponen de
manifiesto que ovarios poliquisticos, asi como anovulacion crénica, se puede
inducir por una sola dosis de VE (2mg, i.m.) en la rata. Ademas apoyan que la
exposicion constante a altos niveles plasmaticos de estradiol provoca un efecto
neurotéxico sobre neuronas hipotaldmicas, incluyendo a las neuronas del NAH.
Dada la importante participacion de la NA hipotalamica en la regulacion de la
liberacién de GnRH vy los posibles efectos nocivos de una exposicion prolongada
de estas neuronas al estradiol, ellos se interesaron en estudiar la actividad de
neuronas noradrenérgicas que inervan al hipotdlamo, para elic analizaron ia
biosintesis, contenido y liberaciéon de NA provenientes de terminales nerviosas
noradrenérgicas del hipotalamo durante la condicidén de ovarios poliquisticos.

Los hallazgos revelan que la liberacion de NA del hipotalamo anterior, inducida
eléctricamente, estuvo incrementada durante la condicidn de ovarios poliquisticos
provocada por el VE y se decrementd en hipotalamo medial, asi mismo, estos
autores encontraron un decremento en el contenido de dopamina en hipotalamo
anterior. Ademas es Interesante que las observaciones del presente estudio,
consistentes en cambios en la actividad neural de neuronas NA, se correlaciona
con evidencia obtenida de pacientes humanos con SOP, la cual sugiere
fuertemente un tono noradrenérgico hipotalamico incrementado y una actividad
dopaminérgica decrementada.

Barria A y col., (1993) comentan que la induccion del SOP en roedores, a través
de la administracion de una sola dosis de VE, da como resultado una activacion de
neuronas simpaticas periféricas que inervan al ovario, la cual es evidenciada por
una capacidad incrementada de las terminales nerviosas ovaricas para incorporar

y liberar NA, un incremento en el contenido ovarico de NA y un decremento en el

75



numero del receptor ovarico B-adrenérgico en los compartimentos ovaricos que
reciben inervacion catecolaminérgica. Estos investigadores se interesaron por
determinar las consecuencias funcionales de esta salida simpatica incrementada
hacia el ovario. Las ratas tratadas con VE exhibieron un incrementc marcado en
las respuestas de la progesterona ovarica y andrégenos hacia un agonista de
receptores B-adrenérgicos. Estos autores indican que la transeccion del nervio
superior ovarico, el cual lleva muchas de las fibras catecolaminérgicas que inervan
a células ovaricas, reduce dramaticamente las respuestas exageradas de los
esteroides gonadales hacia la estimulacién B-adenérgica y de gonadotropinas,
también esta técnica reduce los elevados niveles de NA ovarica resultante del
tratamiento con VE y causa sobrerregulacion de los adrenorreceptores B; de
mayor importancia aun, es el que esta transeccion del nervio superior ovarico
restaurd la ciclicidad estral y la capacidad ovulatoria. Los resultados indican que la
salida incrementada de esteroides ovaricos en la condicion de ovarios
poliquisticos es debida, al menos parcialmente, a una responsividad incrementada
de la glandula hacia estimulacion catecolaminérgica y de gonadotropinas. El
hecho de gque la transeccion del nervio superior ovarico restaure una respuesta
normal indica, que la alteracion de la salida de esteroides, es el resultado de un
desarreglo en la activacion de componentes selectivos de la inervacién
noradrenérgica al ovario. Estos hallazgos apoyan el concepto de que una
alteracion en el control neurogénico del ovario contribuye a la eticlogia de ovarios
poliquisticos.

Lara y col., (1993), sefialan que en roedores se puede inducir experimentalmente
una condicion similar a la del SOP, inyectando una sola dosis de VE, y empleando
este modelo examinaron la posibilidad de gue esta condicidn se asocie con una
descomposicidn en el control del ovario. Sus resultados confirman que existe una
relacion entre la activacidn precedente de neuronas simpaticas gque inervan al
ovario y el desarrollo de ovarios poliguisticos, y aumentan la posibilidad de que
una descomposicién de las entradas simpaticas hacia el ovario contribuye a la
etiologia del SOP.
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Posteriormente Lara (2000), realizaron otro estudio para probar la hipotesis de que
el cambio en el tono simpatico se relaciona con una produccién aumentada del
Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) y que esta produccion anormalmente
elevada de dicho factor, contribuye a la formacién de quistes ovaricos inducidos
por el VE. Encontraron que la inyeccidon del esteroide dio como resultado una
incrementada sintesis intraovarica del NGF y su baja afinidad hacia el receptor
P75NGFR. El incremento fue maximo 30 dias post-VE, coincidiendo con la
elevacion en el tono simpatico al ovario y precediendo la aparicion de quistes
foliculares. Sus resultados indicaron que la hiperactivacidon de los nervios
simpaticos ovaricos vista en los ovarios poliquisticos inducidos por el VE esta
relacionada con una sobreproduccion de NGF y su baja afinidad receptora en la
glandula.

Dissen y col., (2000), apegados también al modelo de induccién de ovarios
poliquisticos a través del VE, comentan que precediendo el desarrollo que quistes
foliculares, existe un incremento en la sintesis intraovarica del factor de
crecimiento nervioso (NGF) y una baja afinidad por su receptor (p75 NGFR); y que
el bloqueo selectivo de las acciones del NGF y la sintesis de su receptor en el
ovario, restaura la ciclicidad estral y ia capacidad ovulatoria en ratas tratadas con
VE, sugiriendo que el incrementc en el NGF y las acciones mediadas por su
receptor dentro del ovario contribuyen al desarrollo de quistes ovaricos. Por tanto
se deduce que una produccién anormalmente elevada de NGF dentro del ovario
basta para iniciar muchas de las alteraciones estructurales y funcionales

asociadas con el desarrollo de quistes foliculares en el ovario de la rata.

Carriere (1989), enfatiza que el tratamiento a ratas hembras con VE provoca un
dafio hipotalamico que resuita en una aciclicidad anovulatoria y ovarios
poliguisticos. Asi mismo sostiene que el dafo hipotalamico compromete a la
regulacién del sistema opioide enddgeno, generando una supresién opioidérgica
en la secrecidon de GnRH, la cual es subsecuentemente reflejada en un contenido

hipofisiario créonicamente bajo de receptores de GnRH. Hipotetizando que esto
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sucedia, ellos sugirieron que la inhibicién de la transmision opicidérgica podria
incrementar el patrén GnRH y daria como resultado un incremento en el contenido
hipofisiario de receptores de GnRH y una mejora de la condicidn de ovarios
poliquisticos. Ellos trataron a ratas con ovarios poliquisticos, con inyecciones
diarias de naltrexona y observaron que en la primera semana hubo un incremento
significativo en dichos receptores y una mejoria marcada en la morfologia ovarica,
indicando que el sistema opioidergico hipotalamico estd cronicamente activo, y

contribuye significativamente al desarrollo de la condicidn de ovarios poliquisticos.

Desjardins y col., (1993 y 1990) y Brawer y col., (1978), ha indicado que en el
desarrollo de ovarios poliquisticos, producto de la disfuncion hipotalamica, estan
fuertemente involucradas celulas opioidéergicas. Algunos otros autores sefialan que
los opioides son potentes inhibidores de la liberacién cerebroespinal de LH bajo
una variedad de condiciones (Kalra y col., 1988). Cuando han estudiado el APM,
encuentran que el nimero de ligandos opicides se encuentra elevado cuando a
sujetos experimentales se les induce SOP a través de una sola dosis de VE,
haciendo posible deducir que tal vez el sistema opioide se encuentra hipersensible
hacia los pulsos acelerados de LH, y cuando las ratas tratadas con VE reciben
tratamiento con naltrexona, inmediatamente se observa una elevacion de
receptores LHRH hipofisiarios, y se puede ver una mejoria en la morfologia
ovarica (Carriere y Brawer, 1989).

Marinelli y col., (2003) y Reid y col., (2003), en sus més recientes estudios inducen
SOP en ratas intactas tratadas con VE dosis Gnica (2mg), y reportan la ocurrencia
de eievaciones en el estrogeno plasmatico a las dos semanas post-VE, este efecto
se prolonga meses, lo cual hace sefialarlo como efecto causal de la lesién gradual
y selectiva hacia neuronas POMC hipotaldmicas, paralela a reduccién en los
niveles de B-end en &l NAH.
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RELACION ENTRE EL DECREMENTO CENTRAL DE B-ENDORFINAS
HIPOTALAMICAS, CAUSADO POR EL VE, Y CONSUMQ DE ALCOHOL

Diversos estudios a lo largo de la lUltima década han intentado correlacionar el
decremento en concentraciones de B-endorfinas hipotalamicas con variaciones en
consumo de alcohol en modelos experimentales, para lo cual han administrado
dosis de VE (2 mg) a ratas hembras adultas que ciclan regularmente. El alcohol
ejerce un amplioc rango de efectos a través de su interaccion con muchos
neurotransmisores y neuromoduladores en el SNC. Entre éstos, parece ser que el
sistema opioide enddgenc, podria jugar un rol prominente en algunos de los
efectos conductuales del etanol en roedores, asi como en otros mamiferos. Son

muchas las lineas de investigacion que indican esta interaccion.

El etanol modifica las propiedades de ligandos de receptores opioides asi como la
sintesis y secrecion de opioides endégenos (De Waele JP y col., 1992; 1993,
Gianoulakis C y col., 1989; Rasmussen DD. Y col., 1998). Una gran cantidad de
estudios han mostrade que los antagonistas opicides reducen los efectos
conductuales del etanol, asi como el consumo voluntario o la actividad locomotora
inducida por esta droga (Davidson y col, 1997). Reciprocamente, otros autores
han reportado que dosis bajas de agonistas opioides, especiaimente ligandos de
receptores opioides y, pueden incrementar algunos de estos efectos del etanol
(Hubell CL y col., 1987). Un gran numero de estudios en rcedores y en humanos
revelan que los sujetos con alta sensibilidad del sistema opicide endégeno al
etanol, presentan alto riesgo para consumir excesivamente etanol, mé&s que
aquellos sujetos con baja sensibilidad al etanol (Gianoulakis y col., 1996). Parece
que la B-endorfina, puede ser particularmente significativa para explicar las
interacciones opioides endégenos-alcohol. Los sitios cerebrales de sintesis de
POMC incluyen al nicleo arcuato hipotalamico y al nlcleo del tracto solitario. Las
neuronas POMC del nlcleo arcuato presentan proyecciones extensas, incluyendo
proyecciones rostrales al diencéfalo periventricular, telencéfalo y muchos otros

nucleos hipotalamicos (Tsou K. y col., 1986). Por consiguiente, la extension y
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blancos de estas proyecciones, sugieren que el NAH es un sistema interesante
para medir las interacciones entre alcohol y los péptidos POMC relacionados en el
SNC.

El hecho de que el tratamiento con VE produce un decremento del 60% en el
numero total de neuronas inmunoreactivas para g-endorfinas en el NAH, mientras
que otras poblaciones neuronales no son afectadas vuelve al VE una herramienta
interesante para examinar el rol de las neuronas del NAH que contienen (-
endorfinas en el amplio nimero de procesos fisioldgicos en los cuales estos
péptidos han sido involucrados, incluyendo su interaccidn putativa con el etanol.

Sanchis Segura (2000), teniendo en cuenta que el sistema opioide endégeno,
especialmente las [-endorfinas, pueden jugar un rol clave en los efectos
conductuales del etanol, y considerando los antecedentes de que una sola
inyeccion de VE produce un efecto neurotdxico sobre la poblacion de neuronas B-
endorfinérgicas del nudcleo arcuato hipotalémico, se propuso revelar el rol de
neurcnas del NAH que contienen B-endorfinas, en algunos efectos conductuales
del etanol, usando VE. Y para dar respuesta a esta pregunta realizd el siguiente
estudio. Ratones hembras tratadas con inyecciones i.m. de VE (2mg), o vehiculo,
fueron sometidas a pruebas conductuales 8 semanas después de dicho
tratamiento. Primero, en un intento por medir los efectos de este tratamiento sobre
la actividad locomotora inducida por el etanol, estos ratones fueron sometidos a
inyecciones i.p. de alcohol (0.0, 0.8, 1.6, 2.4 0 3.2 g/kg), sus resultados revelaron
lo siguiente; la administracién de VE no produjo ningin cambio en la actividad
locomotora espontanea pero, reciprocamente, blogued la actividad locomotora
inducida por dosis bajas (0.8 g/kg) y moderadas de etanoi (1.6 o 2.4 g/kg). Este
autor sugiere que las neuronas del NAH que contienen B-endorfinas, pueden jugar

un importante rol en algunos, pero no en todos los efectos conductuales del
etanol.
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Reid (2002), motivado por hallazgos previos en los cuales se confirma que una
sola inyeccion de VE, produce dafio selective a neuronas hipotalamicas secretoras
de B-endorfinas, y considerando que este tratamiento se podrian emplear como
modelo para medir el rol de las B-endorfinas en procesos relacionados con el
abuso de alcohol o alcoholismo, realizdé una serie de experimentos. Para averiguar
los efectos de una sola inyeccion de VE en ratas hembras, asi como su relacion
con el consumo de etanol y concentraciones de p-endorfinas, emplearon
soluciones que contenian variadas concentraciones de etanol y sacarina. Sus
hallazgos sostienen que los sujetos a los cuales se les expuso al consumo
voluntario de alcohol a los 3 dias posteriores a la i.m. de VE, decrementaron
dramaticamente el consumo de bebidas alcohdlicas endulzadas, en los primeros
dias subsecuentes a la administracion del VE y que entre la cuarta y quinta
semana posteriores a la inyeccion de VE, los sujetos retornaron a los niveles
basales de consumo, mismos que se mantuvieron estables por mas de 39 dias.
En cambio aquellos sujetos a los cuales se les expuso al consumo voluntario de
alcohol, un mes después de lai.m. de VE, presentaron incrementos considerables
en el consumo de alcohol. Por su parte, aunque las concéentraciones de [3-
endorfinas no fueron significativamente menores que las de los sujetos controles,
si mostraron una reduccién. Los autores indicaron que los sujetos que fueron
calificados como bebedores fuertes, presentaron niveles bajos de dicho péptido.
Dado que hay variacién en diversos reportes a cerca de las modificaciones que se
observan sobre e! consumo de alcohol, tras la aplicacién de VE, es de gran
importancia considerar las variaciones en la metodologia, a la hora de elaborar el
disefio experimental que se basa en el modelo de citotoxicidad inducida por el VE
(especificamente el tiempo entre la inyeccidn y la primera oportunidad para beber).
Fue posible observar también cambios en el peso corporal de los sujetos tratados
con VE, consistiendo en una pérdida de peso inicial justo los primeros 15-21 dias
después de la inyeccién de VE, con una posterior recuperacion inmediatamente
después de este periodo, el cual coincide con el tiempo en el cual el VE ya no esta
liberando grandes cantidades de estradiol.
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Ademas se podria deducir que mientras que la preparacién de VE esta liberando
estradiol (12-20 dias) los sujetos se someten a cambios abruptos en su organismo
adaptandose a dosis suprafisiologicas de estradiol, provocados por la liberacion
de dicha hormona, y como consecuencia al malestar experimentado por tal
fenémeno, disminuyen el consumo. Una vez que cesa la liberacion, y que ha
ocurrido el dafo, especificamente el decremento en neuronas B-endorfinérgicas,
los sujetos retoman la conducta de ingesta y beben cantidades aln mayores que
las registradas antes de la aplicacién del VE.

Reid (2002) muestra que una sola inyeccidén de VE (2mg) en ratas, modifica el
consumo de bebidas alcohdlicas, ya que mientras el estradiol esta siendo liberado,
el consumo de bebidas alcohdlicas endulzadas, es reducido considerablemente.
Cuando la liberacién de estradiol, provocada por el VE finaliza, el consumo de
bebidas alcoholicas endulzadas y no endulzadas se incrementa significativamente
y el efecto post-VE es marcadamente duradero, ya que sostienen consumos

elevados de etanol por varios meses tras la inyeccion.

Algunos investigadores interesados en este modelo experimental, deciden
presentar la bebida alcohdlica al tiempo en que otros datos reportan que el apetito
por bebidas alcohélicas ha iniciado, dicho periodo corresponde a 4 o 5 semanas
post-VE (Marinelii y col., 2003; Reid y col., 2003; Camargo y col., 2005).

Reid (2003} realizd otras investigaciones recientemente, con €l fin de observar si
se presentaban modificaciones en el consumo de bebidas alcohdlicas preparadas
con diversas concentraciones de sacarina, después de la aplicaciéon de VE. En
estos estudios también se emplearon ratas hembras, a las cuales les fue
administrada la dosis farmacolégica de VE (2 mg) o vehiculo en el mismo volumen
de dilucidén al grupo control. La dosis se administré 15 dias previos a la primera
exposicion al etanol. La primera exposicidon al consumo de etanol, se realizé con
una bebida que contenia una concentracion de 12% de etanol + 0.25% de

sacarina, por un periodo de 25 dias, durante los cuales los sujetos tuvieron aguay

82



alimentc ad libitum. Luego de estos primeros 25 dias de exposicion, hubo un
segundo periodo de exposicion de 3 semanas durante el cual se empezaron a
reducir gradualmente las concentraciones de sacarina siendo de 0.125%, 0.0625%
y 0% respectivamente. La etapa posterior a aicohol 12% + sacarina 0, los sujetos
se expusieron al alcohol sin endulzar por 12 dias mas, el cual una vez terminado
fue seguido por un periodo de abstinencia de 21 dias. La ditima etapa del presente
estudio correspondiente al periodo post-abstinencia, consistié en someter a los
sujetos a etanol al 12% + 0.0625% de sacarina durante 3 dias (es decir a los 94-
96 dias post-VE). En general pudo detectarse que el VE provoca realmente un
aumento en la ingesta de bebidas alcohélicas, iniciando en ia tercera semana y
acentuandose en las semanas 4 y 5 post-VE. Sin embargo, la cantidad de

endulzante fue una condicién importante en el consumo de etanol.

Marinelli y col (2003), en su trabajo experimental investigd si el VE altera el
consumo voluntario de aicohol en ratas Wistar y ratas Lewis, si el efecto del VE
sobre el consumo esta asociado con cambios en el contenido hipofisiario e
hipotalamico de B-endorfinas vy si las diferencias en el consumo de etanol entre
tratamientos y entre grupos de ratas se asocian con conductas locomotora y
defensiva, asi como con estados de ansiedad registrados a través de una escala.
En este estudio emplearon 60 ratas hembras adultas, de las cuales la mitad eran
de la linea Wistar y las 30 restantes fueron ratas Lewis, 15 sujetos de cada grupo
recibieron una dosis farmacolégica i.m. de VE (2 mg). El resto de los sujetos
fueron tratados con vehiculo (0.2 ml de aceite de sésamo). 8 semanas después
del tratamiento con VE o vehiculo, todos los sujetos fueron probados por 2 dias
consecutivos en un laberinto elevado en cruz y en el ensayo a campo abierto, y
cada sujeto permanecié 5 minutos en cada prueba. En la semana nueve, 4-6
sujetos de cada linea y de cada uno de ilos 4 grupos, fueron sacrificados, y se
procedid a extraer el hipotdlamo y los |6bulos anterior e intermedio hipofisiarios,
con el propodsito de cuantificar B-endorfinas en ausencia de cualquier efecto
ocasichado por el alcohol. Los sujetos restantes se expusieron al consumo

voluntario de alcohol, el cual se evalué en 2 fases. Primero, durante la fase de
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adquisicion la cual tuvo una duracidn de 8 dias, se expuso a los animales a
concentraciones ascendentes de etanol: 2%, 4%, 6% y la concentracion final de
8%. El dia 9 luego de la primera exposicidén al alcohol, comenzd la segunda fase
de exposicion al consumo voluntario de etanol (etanol 8%) denominada fase de
mantenimiento, la cual se extendid a 16 dias. Una vez concluida la fase de
mantenimiento los sujetos se sacrificaron y se extrajeron las mismas areas que
aquellos sujetos a los cuales no se les expuso al etanol tras el tratamiento con VE
y vehiculo, con el mismo fin, cuantificar B-endorfinas. Los resultados demuestran
que el VE ejercibé un efecto mayor en el peso corporal de las ratas Wistar, (durante
la mayor parte del periodo post-VE) comparado con el peso corporal de los grupos
control, mientras que en las ratas Lewis el efecto del VE sobre esta misma
variable, solo fue evidente sobre la quinta semana post-VE. El peso corporal de
ambos grupos no se vio afectado mientras fueron expuestos al alcohol. Las ratas
Wistar que recibieron VE mostraron un incremento en el consumo de etanol tanto
en la fase de adquisicion como en la fase de mantenimiento VS las ratas Lewis
que recibieron el mismo tratamiento. Asi mismo en las escalas conductuales, las
ratas Wistar mostraron incrementada su actividad locomotora y ansiedad VS ratas
Lewis. En cuanto al efecto dei VE sobre el numero de neuronas B-endorfinérgicas,
se observé que no tuvo efecto en ninguna de las regiones cerebrales
consideradas en este estudio. Sin embargo el consumo de etanol si tuvo efecto
sobre los niveles de éste péptido, observandose que en general decrementd los
niveles de B-endorfinas. En la pituitaria anterior y en hipotalamo hubo un efecto
importante y fuerte ya que se observaron niveles mas elevados de 3-endorfinas en
ratas Wistar que en ratas Lewis. Ambas lineas de ratas tratadas con VE mostraron
un incremento en el consumo de etanol VS los grupos controles, efecto que para
los autores no involucra niveles de fB-endorfinas. Ellos sefialan que el mayor
consumo del etanol por ratas Wistar podria deberse a los altos niveles de B-
endorfinas en pituitaria anterior e hipotdlamo en estas ratas, y posiblemente a
diferencias en la actividad y sensibilidad del sistema opioide endogeno en esta
linea de sujetos.
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Por su parte, Camargo y col. (2005), al emplear este mismo modelo experimental
con la finalidad de observar cambios en los patrones de consumo voluntario de
etanol y sobre la poblacién de neuronas B-end, trataron a hembras intactas que
presentaron ciclos estrales regulares, con VE (2mg) y expusieron al consumo de
etanol de manera ininterrumpida a los sujetos, con consumos cada tercer dia,
antes y después del VE. Ellos encuentran que entre las semanas 4 y 5 post-VE, se
incrementaron significativamente [os consumos, y detectaron que el grupo control
mostré una poblacién de neuronas B-end mucho mayor que la de los sujetos
tratados con VE. Es importante mencionar que en este proyecto las bebidas solo
contuvieron agua y alcohol, por lo cual el efecto observado es independiente del

contenido endulzante de la solucién consumida.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios han mostrado que los estrégenos pueden influir sobre el
consumo de alcohol, y que su administracién desencadena alteraciones en
muchos sistemas de neurotransmisién implicados en el consumo de dicha droga,
incluyendo el sistema opicide. Uno de los medios a través de los cuales los
estrogenos pueden afectar el consumo del alcohoi es a través de su interaccidn
con el sistema de POMC hipotalamico, el cual involucra la sintesis de f3-
endorfinas. Dado que varias lineas de investigacion implican la actividad del
sistema de B-endorfinas en la mediacion del consumo de etanol (De waele J. P. y
col., 1994; Froehlich J. C. y col; 1990; Marinelii y col., 2000), es probable que el
estradiol pueda alterar el consumo en ratas via su efecto sobre neuronas B-

endorfinérgicas hipotalamicas.

El sistema opioide y el consumo de alcochol han sido relacionados de manera
estrecha en base a investigaciones experimentales formales, las cuales sostienen
que la administracion de esta droga incrementa la liberacién de péptidos opioides
a nivel hipotalamico en roedores (Gianoulakis, 1990). El etanol modifica las
propiedades de ligandos de receptores opioides asi como la sintesis y secrecion
de opioides enddgenocs (De Waele J. P. y col., 1992; 1993; Gianoulakis C. y col.,
1989; Rasmussen D. D. y col,, 1998). La activacion del sistema opioide se ha

relacionado con las propiedades recompensantes del alcohol.

En correlacién con esto, Genazzani y col., (1982), indican que alcohdlicos crénicos
presentan niveles bajos de B-end en liquido cefalorraquideo y por ende suponen
que la adiccidn al alcohol podria ser inducida a través de un mecanismo que
involucra a los péptidos opioides y sus receptores. Series de experimentos han
investigado los efectos de una sola inyeccién de Valerato de Estradiol en ratas
hembras sobre el consumo del alcohol. Las observaciones sugieren que el
comienzo del estro persistente asociado con ovarios poliquisticos tras la aplicacién

de una sola dosis de VE (2 mg) desencadenan paralelamente una lesién neuronal
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identificable en el nlcleo arcuato hipotalamico, especificamente reduccidén de
hasta un 60% en neuronas B-endorfinérgicas. (Brawer J. R. y col., 1893; 1880,
Desjardins G. C. y col., 1992; Schipper y col., 1994, Lara y col., 2000). Juntos
estos antecedentes nos proporcionan un modelo interesante que permite estudiar

la participacion de las B-end en el sindrome de adiccién al alcohol.

El analisis del efecto neurofisiologico del VE sobre el consumo voluntario de
ailcohol en ratas hembras ha arrojado resultados diversos (Marinelli y col., 2003;
Reid M. y col., 2003; Reid L. y col., 2002), y recientemente nuestro laboratorio
empled este modelo para estudiar la relacion entre el consumo de alcohol y las
modificaciones en el contenido de 3-end a nivel hipotalamico (Camargo y col.,
2005) encontrando que el VE indujo una disminucion marcada en el nimero de
neuronas f-endorfinérgicas del NAH, paralelo a un incremento significativo en el

consumo de etanol, en las semanas 4 y 5 posteriores a la inyecciéon de VE.

A pesar de que se ha planteado que al parecer los estrédgenos endbdgenos
producidos por los ovarios poliquisticos son los principales responsables de la
citotoxicidad en neuronas B-endorfinergicas, hasta donde sabemos no hay ningun
estudio que analice directamente su participacién en este mecanismo y tampoco
sobre el efecto que la inhibicién de estrégenos endégenos puede tener en el
consumo del afcohol. Con base en lo anterior, el presente estudio pretende
analizar la participacion de dichos esteroides, en el efecto que produce el VE
sobre el consumo del alcohol y sobre el nimero de neuronas B-endorfinérgicas del
ntcleo arcuato hipotalamico, a través de la inhibicidn de la biosintesis estrogénica
empleando un inhibidor de aromatasa.
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Con esta base nos planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Estudiar la participacion de los estrogenos enddgenos en la citotoxicidad
producida por el VE sobre neuronas [B-endorfinérgicas en el nucleo arcuato
hipotalamico y analizar la relacidn de éstos fendmenos con &l consumo de alcohol.

Objetivos particulares:

Estudiar patrones de consumo de alcohol en el modelo de citotoxicidad en
hipotédlamo, producido por la administracion de VE.

Observar la accion del valerato de Estradiol sobre el ciclo estral de los sujetos
experimentales.

Detectar por medio de la aplicacion de un inhibidor de aromatasa si la citotoxicidad

es debida a la sobreestrogenizacidn que ocurre como secuela del tratamiento con
VE.

Evaluar en el curso temporal del experimento, los niveles plasmaticos de Estradiol
y Testosterona, para estudiar sus cambios debidos a los tratamientos
farmacologicos.

Valorar la formacién de quistes ovaricos como resultado de la aplicaciéon de VE, y

su posible menoscabo en el grupo tratado con el inhibidor un aromatasa.

Evaluar el efecto de cada uno de los tratamientos sobre la cantidad de neuronas
B-endorfinergicas en el nlcleo arcuato hipotalamico.

38



Las hipdtesis planteadas a partir de la base tedrica presentada son:

* Al administrar una sola dosis de Valerato de Estradiol:

A partir del segundo mes de administrado, habra reduccién en el nimero de
neuronas B-endorfinérgicas en el nlcleo arcuato hipotalamico, se incrementara
el consumo del alcohol, provocara ovarios poliquisticos, y los niveles
plasmaticos de estradiol seran mayores a los del grupo tratado con un inhibidor

de aromatasa.

= El blogueo de la accion estrogénica a través de un inhibidor de aromatasa:

Inhibird el incremento en el consumo del alcohol producido por el Valerato de
Estradiol, impedira la reduccién en el nimerc de neuronas $3-endorfinérgicas,
reducira el dafio a nivel de ovarios, decrementara los niveles de estradiol en
plasma e incrementara los niveles plasmaticos de testosterona en relacién al
grupo tratado sélo con VE.
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METODOS
SUJETOS

Se utilizaron 24 ratas hembras Wistar, adultos jovenes de 70 dias de edad,
procedentes de 4 camadas diferentes del laboratorio de farmacologia del instituto
de neurociencias. Hubo dos grupos con n=12, los sujetos se mantuvieron en un
ciclo de luz-oscuridad, 12/12hrs, con alimento ad libitum (croquetas Ralston

Rations, Purina).
CONDICIONES DE LABORATORIO

Estos sujetos se colocaron en cajas individuales, de 18 cm. de ancho x 27 cm. de

alto, con una temperatura entre 22 y 24°C.
ASIGNACION DE LOS SUJETOS A LOS GRUPOS

Para asignar a los sujetos a ambos grupos se ordenaron de mayor a menor los
consumos presentados durante la linea base y se asignaron alternadamente para

que los grupos tuvieran sujetos con consumos similares.

El grupo 1 corresponde a hembras tratadas con VE a las cuales 21 dias después
se les aplico un inhibidor de aromatasa. El segundo grupo representa a los sujetos
controles, hembras tratadas con VE a las cuales 21 dias después se les aplico
vehiculo.

Se selecciond a los sujetos que presentaron por lo menos dos periodos regulares
de estro completo y las fases del ciclo estral fueron monitoreadas durante el

transcurso de todo el experimento, por medio de citologia vaginal.
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VARIABLES INDEPENDIENTES:

« Valerato de Estradiol (2 mg en 0.2 ml de aceite, inyeccion unica) en sujetos
con ovarios intactos,
e Aplicacion de un ihibidor de aromatasa no esteroide (Letrozol, 250

pg/kg/dia).

VARIABLES DEPENDIENTES:

¢ Consumo de alcohol durante el tiempo (valores de consumo).

o Peso corporal de los sujetos.

» Consumo de alimento.

e Ciclo estral.

* Niveles de ambas hormonas: estrdgenos y andrégenos (testosterona vy
estradiol).

¢ Quistes ovéaricos.

e Poblacién de neuronas B-endorfinérgicas

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

INDUCCION AL ALCOHOL

Los sujetos se sometieron a un periodo de induccion al alcohol (8 dias), donde las
concentraciones se aumentaron paulatinamente (iniciaimente 6%, 8% y finaimente
10 %). Este procedimiento es ampliamente usado en este tipo de modelos
experimentales, con la unica intencidn de que los sujetos se familiaricen con el
sabor de |a preparacion, y que al tomar los datos de una linea base posterior, este

estimulo no resulte aversivo, por ello se presenta en concentraciones crecientes.
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LINEA BASE

Catorce dias previos a la inyeccién de VE, los sujetos fueron expuestos al
consumo voluntario de alcohol (concentracién al 10%) para determinar el nivel

basal de consumo. El registro se realizd tres veces por semana, durante 15 dias.

PESO, AGUA Y ALIMENTO

Diariamente se midié |la ingesta de alimento en gr., asi como el consumo de agua

en ml., y el peso fue monitoreado 3 veces por semana.

TRATAMIENTO CON ESTROGENOS

Se administré Valerato de Estradiol VE (2 mg en 0.2 ml de aceite, Primogyn Depot
SCHERING) inyeccion Unica; via intramuscular a ambos grupos. Este farmaco se
dejd actuar por tres semanas en las cuales los sujetos no tuvieron acceso al
alcohol, solamente, a agua y alimento.

TRATAMIENTO CON LETROZOL

Se aplicé al grupo 1, el inhibidor de aromatasa Letrozol (250 ug/kg/dia por via
s.c.), tres semanas después de haberse aplicado el VE, y el grupo control recibio
vehiculo (hidroxi-propil-celulosa + agua inyectable). Estos tratamientos tuvieron
una duracion de 9 semanas, basandonos en la metodologia previamente
establecida por otros estudios, acerca de que, la lesidon neuronal especifica sobre
células POMC del nlcleo arcuato hipotaldmico es evidente a los dos meses post-
VE y se sostiene por un periodo prolongado.
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POST-TRATAMIENTO CON ALCOHOL

Los sujetos se expusieron nuevamente al alcohol (concentracion al 10%), a los 28
dias de haber recibido el VE, y 7 dias después de haber iniciado el tratamiento con
Letrozol. Sus consumos se registraron diariamente en las 9 semanas
subsecuentes.

CITOLOGIA VAGINAL

Se evalud la ciclicidad de los sujetos por medio de frotis vaginal, durante 2 ciclos
consecutivos, previos a la aplicacién de la inyeccién de VE, y durante los dos
meses del desarrollo del experimento (4 veces a la semana, entre 4 y 5 dias
continuos); tomando en cuenta la secuencia del ciclo estral en la rata (etapas:
proestro, estro, metaestro y diestro) esto con la intencién de explorar los cambios
én la ciclicidad estral como consecuencia de la administracién de VE en ambos

grupos.

CUANTIFICACION DE NIVELES DE ESTROGENOS Y ANDROGENOS EN
PLASMA

Se cuantificaron niveles hormonales en plasma de estradiol (E2) y testosterona
(T), en las diversas etapas del esiudio, el primer analisis se hizo antes de iniciar
con Letrozol (LTZ)(48 h)(basal), la segunda medicién se realizd 3 semanas
después de iniciado el tratamiento Ltz, la tercera toma de muestras ocurrié a las 6
semanas de transcurrido el tratamiento y la cuarta toma se hizo al final de este
tratamiento (9 semanas de ejecucion), la ultima muestra se obtuvo el dia de la
perfusion por puncion cardiaca.

Las muestras sanguineas se extrajeron de las venas laterales de la cola de los
sujetos (vena caudal} previa anestesia superficial con pentobarbital sédico

0.02556gr/Kg, diluido en 0.2 ml de solucidn salina fisiologica, via intra peritoneal



(i.p.). Las muestras obtenidas se depositaron en tubos que contenian acido etil
diamino tetraacético di-sddico (EDTA-2Na Sigma-ED2SC) como anticoagulante a
una concentracion del 5% y se homogenizo con agitacion orbital suave para
despueés centrifugarla a 3500 RPM durante 30 min, a 4°C, separando la fase sélida
(paquete globular) y la fase liquida (plasma), la que fué utilizada para las
cuantificaciones hormonales. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su

procesamiento inmunoenzimatico correspondiente.
ESTRADIOL (E2)

Para medir la concentracion plasmatica de E2 se utilizdé el Kit comercial de
Biosurce (Cytoscreen E2-EIA), el que tiene por fundamento la base de un ligando
competitivo de inmunoanalisis para determinar cuantitativamente esta hormona en
suero y plasma. E2-EIA es un andlisis inmunoenzimatico disefiado en un plato
micro posillo. Una cantidad fijada de estradiol marcado con una peroxidasa,
compite con estradiol sin marcaje presente en los estandares o en las muestras,
por un numero limitado de sitios de ligandos de un anticuerpo especifico.
Complejo anticuerpo E2-HRP es fijado simuitaneamente sobre los pozos del plato
micro posillo, cubierto con un exceso de IgG’s de anti-conejo. Efectuando una
reaccion antigeno-anticuerpo de alta especificidad. Transcurridas dos horas de
incubacion a temperatura ambiente, los micro posillos son lavados para detener la
reaccion de competicion. Después se afiadid la solucion de tetrametilbenzidina
(substrato [TMB-H,0;] Sigma T-2885) y se incubé por 30 min. Posteriormente se
detuvo ia reaccion con acido sulfurico (H.SOs) y se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 450 nm. La intensidad del color de reaccion del sustrato es
inversamente proporcional a la concentracion de E2 en la muestra. Para la
obtencidon de los valores numeéricos (concentraciones de E2) se trazd una curva

estandar y se determind la concentracion de E2 por interpolacién de la curva
estandar.
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TESTOSTERONA (T)

La cuantificacion de T se realizé6 empleando un Kit de analisis inmuno-enzimatico
(Correlate-ElA; Testosterona; Catalog No. 901-065), el cual utiliza un inmuno-
analisis competitivo para la determinacion cuantitativa de testosterona en fluidos
biologicos. El Kit utiliza un anticuerpo monoclonal para que la testosterona sea
unida de forma competitiva, ya sea T en los estandares, muestras o ha una
molécula fosfatasa alcalina la cual tiene T covalentemente unida a él. Después de
una incubacidn simultanea a temperatura ambiente, se lavan los excesos de los
reactivos y se anade el substrato. Posterior a un breve periodo de incubacion la
reaccién enzimatica se detiene y el color amarillo generado previamente, torna a
una tonalidad roja que se lee a 405 nm. La concentracion de la coloracion del
producto final de reaccién es inversamente proporcional a la concentracién de

testosterona en |os estandares y las muestras.
ESTUDIOS CUALITATIVOS DE OVARIOS

Los ovarios se sometieron a un analisis microscopico morfologico-descriptivo para
detectar parametros histologicos que indiguen la formacién de quistes, como:
hiperplasia, vesiculas con contenido seroso, grosor de la pared y cdpsula

albuginea, presencia de focos hemorragicos, etc.

PERFUSION

Los sujetos se sacrificaron mediante perfusion intravascular, bajo anestesia
profunda por inyeccion i.p. de pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso). Los
animales anestesiados fueron inmovilizados en posicion decibito dorsal, se
practico toracotomia amplia para exponer el corazdn y los pulmones, con pinzas
de mosquito se pinz6 la arteria aorta toracica descendente y se realizd una
incision en el vértice del ventriculo izquierdo para introducir una canula roma del

numero 18. Inmediatamente después, se secciond la auricula derecha y durante 3
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min se administré 250 ml de una solucién lavadora a temperatura corporal,
compuesta por 0.9% de solucién salina isoténica con 1 gr. de procaina (sigma P-
9879) y 1,000 pl de heparinallitro (Sigma H-3393), bajo presién de 120 cm. de
columna de agua, para eliminar la mayor cantidad de sangre. Enseguida, a
temperatura ambiente, se hicieron pasar 250 ml durante 3 min de una solucién
fijadora compuesta por 4% de paraformaldehido (Sigma P-6148) amortiguado en
fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.3 y 580 mosm/l. Posteriormente se decapitd a los
sujetos y los cerebros fueron extraidos.

CUANTIFICACION DEL NUMERO DE NEURONAS INMUNOREACTIVAS A B-
ENDORFINAS (B-END)

Objetivo. Evaluar la poblacion de neuronas inmunoreactivas a (-end en la region

del nlcleo arcuato.

Una vez realizado el sacrificio, perfusion y crioprotecciéon de los cerebros, se
realizaron tres cambios sucesivos de 80 min en PBS en los cortes coronales
cortados a un espesor de 50 pm en un cridstato. En estos tejidos se efectud un

estudio para identificar la inmunoreactividad en neuronas inmunopositivas a $-end.

TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA PARA B-ENDORFINAS

Con ayuda de un cridostato (Leica CM1850) se realizaron cortes de 50 pm de
espesor en los tejidos previamente crioprotegidos. Los tejidos montados en
portacbjetos se hidrataron con PBS 0.1 M durante 5 minutos por tres veces.
Posteriormente se bloquearon las peroxidasas endégenas con una solucién
compuesta por metanol al 10%, peroxido de hidrogeno al 3% en PBS 0.1 M pH 7.4
durante 20 minutos, se realizaron lavados nuevamente con PBS y se procedi6 a
bloquear los sitios inespecificos con 100 pl a cada portaobjetos de suero normal
de cabra al 3% en PBS 0.1 M, incubandose por 20 minutos a temperatura

ambiente. Posterior a esto se aplicod el anticuerpo (Ac) primario. El Ac primario fue
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policlonal, generado en conejo contra B-end. de rata (inmundgeno) (cat. T-4045 Lab.
Peninsula) en dilucién 1:500, la incubacién se realizd durante 16 h a 4°C; Después
de realizar 3 lavados con PBS 0.1M se ariadieron 100 pi del Ac. secundario (Ac. de
enlace, vector BA1000) IgG biotinilado generado en cabra contra IgG de conejo en
dilucion 1:250 incubandolo durante 2 h a temperatura ambiente. Posterior a esto se
realizaron nuevamente 3 lavados con la solucion de PBS 0.1M a pH 7.4 para
incubarse con el complejo de avidina-biotina (ABC Vector PK-4000) el revelado de
la reaccion se realizd con una solucion de DAB-HO, al 0.07% y 0.1%,
respectivamente, durante 10-15 min. hasta obtener un precipitado con coloracidén

marron,

Los tejidos fueron deshidratados en concentraciones crecientes de alcohol etilico
(50, 70, 80,90 y 100%) y xilol absoluto por 5 minutos respectivamente y montados
con resina sintética entellan (Merck 1079610500), para su posterior analisis
cuantitativo, Se empled un sistema automatizado para andlisis de imagenes Leica
QE50IW. El analisis se realizé en las zona correspondiente al nucleo arcuato
hipotalamico, cuantificando un 4rea aproximada por sujeto de estudio de 27,360 pum?
a 500 aumentos en ensayo de doble ciego.
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Ratas Wistar Hembras de 70 dias de edad Mantenidas en condiciones
controladas de bioterio

Administracién “ad libitum® de etanol al 10% (1 semana de induccién y 2
semanas de linea base) B

{ Division de los animales en 2 grupos experimentaies

|

[ VE (dosis unica i.m. 2 mg)J

4 semanas, sin acceaso al alcohol ’

] i
| |

Inhibidor de aromatasa s.c. Vehiculo s.c. (mismo volumen de
(Letrozol, 250ug/Kg.), por 9 dilucion/Kg., que el LTZ), por 9
semanas. N=12 semanas. N=12

| |
|

1 semana posterior al inicio del tratamiento con Letrozol,
inicia el postratamiento con alcohol

|

Todos los grupos se sometieron a 5 analisis sanguineos para estimar las
concentraciones de estrogenos y testosterona, en los siguientes intervalos de
tiempo: justo antes de la aplicacion del VE, tres semanas después de iniciado el
tratamiento con dicho farmaco, a las 6 semanas de transcurrido el tratamiento. al
termino de este, y la ultima toma se realizé en el momento de la perfusion

Deteccion de ovarios poliquisticos

I

Cuantificacion de neuronas B-endorfinérgicas a través de
analisis inmuno-histoguimicos

|

ANDEVA




RESULTADOS

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS CON VALERATO DE ESTRADIOL Y
LETROZOL SOBRE EL CONSUMO DEL ETANOL

Los datos arrojados por ambos grupos se agruparon en blogues por semanas (7
dias/sem) durante la linea base (unimos los consumo de ambas semanas) y las 9
semanas post-VE. Para realizar el analisis estadistico empleamos un ANDEVA 2
factores (tratamiento por periodo), disefic mixto de parcelas divididas. El consumo
de etanol se expresé en gr/kg de peso corporal, y fue reiniciado a partir de la
segunda semana con Letrozol o Vehiculo y tuvo una duracién de 9 semanas,

periodo al cual nos referimos como post-tratamiento con alcohol.

El factor B, semanas, fue significativo (F (9, 198) = 7.25, P = 0.0001) y el analisis
posterior (Duncan 5%), mostré que la semana 1 post-tratamiento fue
significativamente mayor que todas las semanas y tanto fa LB como la semana 2

post-tratamiento fueron significativamente mayores que las semanas 8, 9 y 10

(Fig. 1).

Es decir claramente el analisis a posteriori indica que los consumos fueron

decrementando paulatinamente en el tiempo independientemente del tratamiento

con Letrozol o Vehiculo.
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CONSUMO DE ALCOHOL

3S-VE

g —a&—LTZ
~ @ - CTL

alcohol g/kg
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SEMANAS

Fig 1. Consumo de alcohol en gr/kg (M+E.S.), grupos letrozol (L'TZ) y Control (CTL) en los periodos de Linca Base (LB)
y nueve semanas postratamiento, a partir de la segunda semana de administracién con Letrozol (95-LTZ). Cada punto
representa el promedio de 7 dias. ANDEVA 2 factores (tratamiento X periodo), disefio mixto de parcelas divididas. Los
asteriscos indican de acuerdo a una prueba aposteriori (Duncan 5%) que el consumo de la semana Idel post-tratamiento
con alcohol, fue significativamente mayor que la LB y que todas las demés semanas post-tratamiento; y que las semanas
8, 9 y 10 fueron significativamente menores que la LB y la semana 2 post-tratamiento.

Estos hallazgos indican que ni el tratamiento con la dosis crénica de VE, ni la
inhibicién de la biosintesis estrogénica con LTZ, tuvieron repercusién alguna sobre
dicha variable. Por su parte el ligero incremento en el consumo de etanol
observado en la semana uno del post-tratamiento, lo atribuimos al efecto de
retoma, ampliamente documentado en la literatura, ya que, de los siete datos

correspondientes al bloque de la semana 1 post-tratamiento, sélo los 2 primeros

dias fueron mayores, permitiendo que como consecuencia aparezca esta
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diferencia estadistica. Si se eliminan esos dos datos de dicho bloque no

aparecerian diferencias en el factor semanas.

EFECTO DE AMBOS TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS SOBRE EL

CONSUMO DE ALIMENTO, AGUA Y PESO CORPORAL

Nuevamente y dando continuidad a la metodologia empleada para el consumo de
etanol, los datos fueron agrupados en bloques por semanas (7 dias/sem) durante
la linea base, 3 semanas post-VE y las 9 semanas post-LTZ. La realizacion del
analisis estadistico fue a fravés de un ANDEVA 2 factores (tratamiento por
periodo), disefio mixto de parcelas divididas. El consumo de alimento se evalud en
gr, y pudimos observar que el VE decrementd el consumo de alimento en la
semana siguiente a su aplicacion. El factor B, semanas, fue significativo (F(12,
264)=24.58, P=0.0001) {fig 2). El analisis posterior (Duncan 5%}, mostrdé que el
consumo de alimento en la semana 1 post-VE fue significativamente menor que la

LB, las semanas 2 y 3 post-VE, y que todas las semanas post-LTZ.
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CONSUMO DE ALIMENTO

3S-POSTVE
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Fig 2. Consumo de alimento en gr. (MtE.S.), grupos Letrozol (LTZ) y Control (CTL); en los periodos de Linea
Base (LB) 3 semanas post- tratamiento con valerato de estradiol (Post-VE), y 9 semanas post- tratamiento con
letrozol (9S-LTZ). Cada punto representa el promedio de 7 dias. ANDEVA 2 factores (tratamiento X periodo},
disefio mixto de parcelas divididas. El asterisco indica de acuerdo a una prueba a posteriori (Duncan 5%) que
el consumo de alimento en la semana 1post-VE fue significativamente menor que la LB , que las semanas 2 y
3 post-VE, vy las todas las semanas post-LTZ.

A pesar del efecto de VE decrementando el consumo de alimento en la semana 1
posterior a su administracién, dicho farmaco no afecté el peso corporal de los

sujetos (Fig. 3). Por su parte el tratamiento con Letrozol produjo un ligero

incremento en el peso corporal en relacién al grupo Vehiculo.

Para analizar el peso corporal de los sujetos, agrupamos los datos en bloques por
semanas (7 dias/sem) durante la linea base, 3 semanas post-VE y las 9 semanas

post-LTZ. La realizacién del analisis estadistico fue a través de un ANDEVA 2
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factores (tratamiento por periodo), disefio mixto de parcelas divididas. El factor B,
semanas, fue significativo (F(12, 264)=22.24, P=0.0001) vy el analisis posterior
(Duncan 5%), mostré que las semanas 7, 8 y 9 post-LTZ fueron significativamente
mayores que la LB, que las tres semanas post-VE y que las 3 primeras semanas

post-LTZ (Fig 3).

PESO CORPORAL

3SPOST-VE

350 -

300 4

250 -

200 A
=

9

LTZ
150 4 W CTL

100

50 -

0 T T T T T T T T T T T T 1

1 2 4 5 6 7 8 9
ta 1 . : SEM&NAS

Fig 3. Peso corporal en gr (M£E.S.), grupos Letrozol (LTZ) y Control (CTL); en los periodos de Linea Base (LB) 3
semanas post- tratamiento con valerato de estradiol (Post-VE), y 9 semanas post- tratamiento con letrozol (9S-LTZ).
ANDEVA 2 factores (tratamiento X periodo), disefio mixto de parcelas divididas. Los asteriscos indican de acuerdo a una
prueba aposteriori (Duncan 5%) que el peso corporal en la las semanas 7, 8 y 9 post-LTZ fueron significativamente
mayores que la LB, que las tres semanas post-VE y que las 3 primeras semanas post-LTZ.
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Los consumos de agua tendieron a ser mayores en los sujetos que conforman el
grupo 2 (VE+Vh). De esta manera, analizamos el consumo de agua en mi.,
agrupando los datos en bloques por semanas (7 dias/sem) durante la linea base,
3 semanas post-VE y las 9 semanas post-LTZ. La realizacién del analisis
estadistico fue a través de un ANDEVA 2 factores (tratamiento por periodo),
disefioc mixto de parcelas divididas. El factor B, semanas, fue significativo
(F(12,264)=20.65, P=0.0001) vy el analisis posterior (Duncan 5%), mostrdé que las
semana 1 post-LTZ fue significativamente mayor que las semanas 1y 3 post-VE, y
que las semanas 2 a la 9 post-LTZ; asi mismo este analisis a posteriori muestra
que la semana 2 post-VE fue significativamente mayor que la LB, la semana 1
post-VE y todas las semanas post-LTZ; la semana 3 post-VE muestra ser
significativamente mayor que la LB, la semana 1 post-VE y todas las semanas
post-LTZ; por ultimo las semanas de LB, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 post-LTZ fueron

significativamente mayores a las semanas 7 y 9 post-TZ y a la semana 1 post-VE.

AFECCION DE LOS DE LOS NIVELES HORMONALES PLASMATICOS POR

AMBOS TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Se cuantificaron niveles hormonales en plasma de estradiol (E2) y testosterona
(T), en las diversas etapas del estudio. En esta ocasién, dada la naturaleza de los
datos, el analisis estadistico correspondié a una U Man Whitney entre grupos por

muestra.
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La literatura correspondiente a este modelo de citotoxicidad en el nlcleo arcuato
hipotalamico, a través de una sola dosis de VE (2mg) ha reportado que los niveles
de estradiol plasmaticos se incrementan hasta 50 veces por encima de los valores
normales cuando se aplica dicho tratamiento, nosotros, a través de la aplicacion
del inhibidor de aromatasa (LTZ), esperabamos un decremento drastico en los
niveles de E2 en plasma, e incrementara a la par los niveles de Testosterona.
Encontramos que dicho farmaco incrementé significativamente la Testosterona
(Fig 4) durante el curso del tratamiento con LTZ y redujo de forma minima los
niveles plasmaticos de E2 (Fig 5) en este curso temporal, nuestros hallazgos son
consistentes con estudios previos en cuanto al efecto de Letrozol sobre los niveles

hormonales en plasma. A continuacion se muestran sus respectivas graficas.

104



2500 -

2000 -

1500 -

pg/ml

1000

500 1

TESTOSTERONA

* * OLTZ

48h-PrelLtz

Fig 4. Niveles de Testosterona en plasma (media + E. S.), en los 5 periodos analizados. 48 hrs. antes del tratamiento con

Letrozol, 3, 6 y 9 semanas después de iniciado dicho tratamiento, asi como en ¢l momento de perfusion. U Man Whitney

entre grupos por toma.
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Fig 5. Niveles de estradiol en plasma (media + E. S.), en los 5 periodos analizados. 48 hrs. antes del tratamiento con
Letrozol, 3, 6 y 9 semanas después de iniciado dicho tratamiento, asi como en el momento de perfusion. U Man Whitney

entre grupos por toma.

EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS SOBRE EL CICLO

ESTRAL Y GONADAS

CITOLOGIA VAGINAL

La evaluacién de la ciclicidad de los sujetos a través de frotis vaginal, permitié que
observaramos cornificacion persistente (estro continuo) durante el monitoreo de la
citologia vaginal de los sujetos de ambos grupos, este efecto se mantuvo hasta el
final del experimento (y comenzé sobre la tercera semana luego de haber sido
administrada la Unica dosis de VE). Este efecto del VE sobre el ciclo estral de la

rata demuestra que una dosis alta de estradiol altera la ciclicidad normal en la rata
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hembra, lo cual implica una alteracion en el eje hipotalamo-hipéfisis-gbnada.
Conductualmente las hembras evidenciaron pautas caracteristicas de esta etapa
estral, por ejemplo, la conducta de lordosis. Lo énterior sugiere que la
estrogenizacion crénica observada en nuestro trabajo experimental fue inducida

por la Unica dosis de VE (2 mg) que administramos.

DETECCION DE OVARIOS POLIQUISTICOS

El andlisis microscopico morfolégico-descriptivo evidencié que los ovarios de los
sujetos del grupo 2 (VE+Vh) mostraron mayor tamano (Fig 6) (1C), menos 6vulos
maduros y por ende una mayor cantidad de foliculos inmaduros (2C) y una mayor
cantidad de quistes con la capsula ovarica engrosada considerablemente (3C) en
comparacién con los ovarios de los sujetos del grupo 1 tratados con VE+LTZ (1L),
(2L) y (3L) respectivamente. A continuacion se muestran las correspondientes

imagenes.
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Fig 6. Lesion gonadal ocasionada por la Gnica dosis de VE, y su menoscabo en el grupo que recibe 21 post-

VE una gente que inhibe la biosintesis de androgenos a estrégenos por el ovario.

Es decir el inhibidor de aromatasa actud favorablemente a nivel periférico ya que
minimizd el dafo a nivel de gdnadas ejercido por el tratamiento con VE, el cual
desencadend de manera evidente ovarios poliauisticos en ratas cuyo tratamiento

consistidé Unicamente en VE+Vh.
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POBLACION DE NEURONAS B-ENDORFINERGICAS EN EL NUCLEO
ARCUATO HIPOTALAMICO, TRAS EL TRATAMIENTO CON VE Y CON LTZ

Una vez realizado el sacrificio, perfusidn, crioproteccidn, y el posterior corte
coronal a 50 um de los cerebros, efectuamos un estudio para identificar la
inmunoreactividad en neuronas inmunopositivas a 3-end. Al evaluar la poblacién
de neuronas inmunoreactivas a 3-end en la regién del nacleo arcuato hipotaldmico
a través de un andlisis inmuno-histoquimico compiementado con microscopia
Optica, obtuvimos datos altamente significativos, al ser sometidos a analisis
estadisticos, resultados esperados e hipotetizados en nuestro estudio, ya que el
grupo que recibié el inhibidor de aromatasa, tras haberle sido administrada la
dosis Unica de Valerato de Estradiol (2mg) mostré mayor numero de neuronas (-

endorfinérgicas que el grupo que recibié solamente vehiculo (fig 7).
El analisis estadistico elegido para dichos datos, los cuales mostraron una

distribucion continua en ambos grupos, fue el analisis correspondiente a una T de

student, dicho analisis es empleado y sugerido en histologia general.
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NEURONAS B-ENDORFINERGICAS EN EL NUCLEO
ARCUATO HIPOTALAMICO

12 4
(] CTL VEHICULO
L4 LTZ
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Fig 7. La grafica muestra la poblacién de neuronas B-endorfinérgicas del nicleo arcuato hipotalamico. En el
gje de las abscisas se observan |os 2 grupos experimentales (n=4) y en et eje de las ordenadas se muestra el

numero de neuronas, asi, cada baera representa & un grupo. Se muestra la media + el error estandar.

Es decir el inhibidor actud favorablemente tanto a nivel periferico como a nivel
central, al minimizar lesion a nivel de génadas y al proteger a dichas células del
nlcleo arcuato hipotalamico de la citotoxicidad planteada en este modelo de

estrogenizacién cronica.
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DISCUSION

El posible rol de las hormonas gonadales en el control del consumo voluntario
de alcohol ha sido considerado solamente en pocos estudios. Messiha y col.,
(1981), reportd que la administracion aguda de E2 reduce el consumo de
alcohol tanto en ratas macho como en hembras que muestran alta preferencia
por el alcohol. Hilakivi y col., (1996), encuentra que ratones hembras
ovariectomizadas y tratadas con E2 reducen el consumo voluntario de etanol
en comparacion con sus controles, y deduce que el E2 decrementa la

preferencia por el alcoho! en ratones hembras.

Dado que el apetito incrementado por bebidas alcohélicas es una variable
importante para el abuso del alcohol y el alcoholismo, el hallazgo de que una
hormona puede incrementar el consumo del alcohol es particularmente
interesante. Esto es aun mas interesante cuando atendemos al hecho de que
los compuestos que inducen actividad estrogénica continua son ampliamente
usados como medicamentos por las mujeres. Ademas es importante destacar
gue el apetito incrementado en la rata, inducido tras una sola dosis de VE se
sostiene por varios dias post-tratamiento (Marinelli y col., 2003; Reid y col.,
2003; Camargo y col., 2005).

Nosotros, teniendo en cuenta que el sistema opiocide enddgeno, especiaimente
las B-endorfinas, pueden jugar un rol clave en los efectos conductuales del
etanol, y considerando que una sola inyeccién de VE produce un efecto
neurotéxico sobre neuronas B-endorfinérgicas del NAH, nos propusimos
analizar el rol de los estrégenos enddgenos sobre dicha neurotoxicidad. Asi
mismo, considerando que este tratamiento se podria emplear como modelo
para medir el rol de las B-endorfinas en procesos relacionados con el abuso del
alcohol o alcoholismo, realizamos el presente estudio. Las observaciones
sugieren que el comienzo del estro persistente asociado con ovarios

poliquisticos desencadenan paralelamente una lesion histoldgica identificable
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en el NAH, y basandonos en la especulacién compartida de que el estradiol o
uno de sus metabolitos estan directamente relacionados con los cambios
patolégicos de dicho nucleo, ya que el estradiol medido en plasma es

producido por los ovarios, decidimos valorar su participacion directa en dicha
lesién,

Nuestros hallazgos son consistentes con los de Reid y col., (2002), quienes
indican que cuando el VE, es administrado despues de que los consumos han
sido bien establecidos (linea hase), se puede observar una reduccion marcada
en los consumos de bebidas alcohdlicas. Sin embargo, en el trabajo de Reid y
col., (2002) el aicohol no se interrumpié después de la linea base en cambio en
el presente estudio decidimos presentar la bebida alcohdlica al tiempo en que
se ha reportado que el apetito por dichas soluciones ha iniciado, dicho periodo
corresponde a 4 o 5 semanas post-VE (Camargo y col., 2005), y los resultados
no apoyan dicha conclusioén. Los resultados del presente estudio indican que al
exponer a los sujetos al consumo voluntaric de etanol un mes post-VE, los
consumos de la solucion alcohdlica se reducen paulatinamente en el curso
temporal de dos meses. En cambio Reid y col., (2003) encuentran que un mes
post-VE los sujetos expuestos por primera vez al consumo voluntario de
bebidas alcohdlicas endulzadas, en periodos de 2h/dia, incrementan

significativamente su consumo respecto a sus controles.

La literatura muestra que cuando las bebidas alcohdlicas son presentadas
continuamente en dias posteriores a la iniciacion de la liberacion continua de
E2, existe algun ajuste a la sobreestrogenizacion causada por el E2 vy se
presentan consumos incrementados de bebidas alcohdlicas (Reid y col., 2002,
2003). Es posible que la adicién de un enduizante a fa solucidén alcohdlica
(Reid y col.,, 2002, 2003), lo cual es bien sabido que es un estimulo
recompensante por si mismo y que cuando es afnadido a la solucién, las ratas
beben significativamente mas liquido que el agua simple (Juarez y col., 2002).

Es probable que los estrégenos pudieran haber afectado mas la busqueda del
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endulzante que la busqueda de alcohol, pero nosotros no contamos con una
explicacion razonable para este hecho. La importancia de una solucién
endulzada en el consumo de alcohol fue evidente cuando las ratas
previamente tratadas con VE fueron expuestas a la solucion alcohdlica que
inicialmente contuvo sacarina al 0.25% y después la concentracion de este
endulzante fue reducida gradualmente hasta 0% (Reid y col., 2003). Los
resultados mostraron reduccién en el consumo de alcohol en la misma manera
en que el endulzante disminuyd, lo cual sugiere que el consumo de alcohol
después de la administracién de VE puede ser afectado por estimulos con

propiedades recompensantes por si mismos.

Observacicnes previas indican que al no interrumpir los consumos de alcohol
una vez administrado el VE, se observan decrementos pocos dias post-VE y
que al contrario, si los sujetos con corta historia de oportunidad para beber una
solucidn alcohdlica, se exponen al consumo varios dias post-VE, [os consumos
pueden ser similares 0 mayores que sus controles (Reid y col., 2002). Este
mismo investigador, en otro de sus experimentos, expuso a las ratas al
consumo de bebidas alcohdlicas endulzadas un mes post-VE, por lapsos de
2h/dia y observo que los consumos se incrementaron, asi mismo en una etapa
posterior estos mismos sujetos fueron expuestos en sesiones diarias ilimitadas
24hrs/dia, y también incrementaron sus consumos, particularmente los 3
primeros dias. Aunque nuestros resultados replican en cierta manera los
anteriores, en cuanto a que nuestros sujetos bebieron considerablemente
cantidades mayores los primeros tres dias del periodo de re-exposicion al
etanol, al inicio de la quinta semana post-VE, nosotros razonamos que es un
simple efecto de privacién al etanol descrito en varios estudios y no un
incremento atribuible al efecto del VE en si.

Marinelli y Gianoulakis (2003), expusieron tres meses post-VE al consumo

voluntario de etanol a las ratas, y encontraron que los consumos se

incrementaron significativamente, asi mismo ocurrid con otro grupo el cual 2

113



meses post-VE fue expuesto al consumo voluntario de etanol, esta ultima
metodologia no concuerda con el hallazgo de Reid (2002) ya que en uno de
sus experimentos, ratas tratadas con VE y cuya exposicion al consumo ocurrid
2 meses despues, no incrementaron sus consumos. Ademas tampoco estos
dos hallazgos son consistentes con los nuestros ya que en el curso temporai
de dos meses de post-tratamiento con etanol, no se detectaron incrementos
sobre dicha variable.

El incremento esperado en consumo de etanol pudo no haberse desarrollado
en nuestras ratas debido a gque tal vez desarrollaron una aversion condicionada
hacia la bebida alcohdlica, via las inyecciones diarias subcutaneas del inhibidor
de aromatasa o su vehiculo. Consideramos realmente como una variable
importante esta manipulacién post-VE ya que ningun otro estudic somete a
este tipo de variables a los sujetos una vez aplicada la dosis crénica de
estradiol. Asi mismo nos atrevemos a inferir que el dolor provocado por ia
viscosidad del vehiculo inyectado, pudo estar provocando en las hembras la
liberacién de B-endorfinas, como respuesta bioldgica analgésica normal,
volviéndolas de esta manera menos susceptibles a la necesidad de ingerir la
solucion alcohdlica para liberar dicho péptido.

A pesar de que Reid y col.,, (2002) sefialan que la propension para beber
mayor cantidad de bebidas alcohdlicas se manifiesta meses post-VE y que una
vez observada, tiende a sostenerse por meses, nosotros concluimos que para
conciliar datos a partir de este modelo de citotoxicidad hipotalamica por una
sola dosis de VE, es necesario manejar una metodologia comin, ya que una
revision exhaustiva de cada experimento pone de manifiesto que se han
elegido muy variadas estrategias, especificamente entre la primera oportunidad
para beber alcohol una vez aplicado el VE, asi como el empleo de
supraestimulos afadidos a la solucion alcohdlica presentada, y por Ultimo es

importante también, la variabilidad entre los periodos de exposicion, ya que es
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sumamente diferente el presentar de manera limitada una bebida alcohdlica, a
presentarla ilimitadamente.

A pesar de los datos arrojados por experimentos recientes (Ford y col., 2001;
Marinelli y col., 2000, Reid y col., 2002) y aun datos de nuestro laboratorio
(Camargo y col., 2005), en los cuales se sostiene que los cambios inherentes a
dosis farmacolégicas de E2 pueden inducir un gran apetito por bebidas
alcohdlicas, nosotros encontramos que tas el pericdo de abstinencia de 4
semanas, los sujetos bebieron bastante en los 3 primeros dias, y entonces se
podria deducir que la abstinencia provoca una motivacién incrementada para
tomar bebidas alcohdlicas. Sin embargo, los consumos no se mantuvieron,
sugiriendo la posibilidad de gue las ratas tomaron cantidades similares a la LB,
pero presentaron pérdida en alguna habilidad para metabolizar rapidamente el
etanol, y bebieron cantidades suficientes de etanol para inducir un estado de
malestar que, en turno, podria provocar alguna moderacion de consumo en |os
dias subsecuentes. Nosotros asumimos que los efectos post-ingesta del
alcohol son realmente complejos. Un efecto post-ingesta de consumos diarios
de alcohol es un cambio en las propiedades hedénicas del alcohol,

manifestandose en reaccidn a su gusto por la bebida.

La ingesta de etanol en ratas tratadas con VE no mostré cambios significativos
a lo largo del post-tratamiento en ninguno de los 2 grupos, es decir, ni el VE, ni
el tratamiento con el inhibidor de aromatasa (LTZ) modifican o afectan a dicha
variable. Este hallazgo es un indicativo de que la inhibicion estrogénica a ratas
con ovarios intactos previamente tratadas con VE, no incrementa el consumo
por la bebida alcohdlica en el periodo en el cual se ha descrito que el apetito

por dicha preparacion se ve incrementado por la sola inyecciéon de VE (Reid y
col, 2003; Camargo y col., 2005).
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Dado que la lesidn en neuronas [-endorfinérgicas del ndcleo arcuato
hipotalamico, no ocurre en ratas ovariectomizadas previamente al tratamiento
de VE (Brawer y col., 1980), se especula que la patologia evoluciona en
respuesta a una exposicién ininterrumpida a concentraciones fisiolégicas de
estradiol, producidas por los ovarios como resultado de la agresion inicial del
VE hacia el eje neuroendocrino. Este antecedente junto a nuestras propias
hipoétesis, nos condujeron a utilizar un inhibidor de la biosintesis estrogénica,
para evitar la sobreestrogenizaciéon desencadenada por el VE, y determinar
asi si son los estrégenos endogenos los desencadenantes de la neurotoxicidad

del NAH en el modelo de estrogenizacion crénica inducido por una sola dosis
de VE.

Reid y col., (2003), en un estudio posterior, indica que la primera exposicion al
alcohol (12%) 15 dias después de administrar el VE {2mg), es tiempo suficiente
para incrementar en forma significativa el consumo de alcohol con respecto al
grupo placebo. Sin embargo, la literatura indica que ia lesion hacia neuronas -
endorfinérgicas ocurre hasta un mes post-VE (Brawer y col., 1978 y 1980).

Marinelli y col., (2003} empleando este mismo modelo, expuso a |os sujetos por
primera vez al alcohol nueve semanas post-VE, y tras 8 dias del periodo
correspondiente a la induccion, durante el cual se presentaron concentraciones
crecientes de dicha droga, encontrd que se incrementa significativamente el
consumo de alcohol en las dos cepas de ratas empleadas (Wistaf y Lewis),
justo en las semanas 10 y 11 post-VE. Indicando que no solo, después de 1
mes (Reid y col., 2002; Camargo y col., 2005) ni tampoco solo después de 15
dias (Reid 2003) es posible desencadenar el efecto sobre la ingesta de
bebidas alcohdlicas. Los datos anteriormente mencionados, indican que la

lesién es permanente sobre dichas células y no un efecto transitorio.
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La pregunta por resolver es evidentemente jporqué ocurren estas
discrepancias entre los resultados de las diversas investigaciones que emplean
este modelo, para estudiar los efectos sobre el consumo del alcohol? y
creemos que es necesario considerar las diferencias metodolégicas
sobresalientes entre los estudios comentados y el nuestro, que consisten en la
presencia o ausencia de un endulzante a la bebida alcohdlica, el periodo
abstinente post-VE, la exposicion limitada a 2 hrs/dia, 3 veces por semana a
diferencia de 24 hrs/dia 7 veces por semana, asi como la aplicacién de el
inhibidor de la biosintesis estrogénica via s.c. en un vehiculo considerado
doloroso dada su viscosidad. Creemos que la exposicién voluntaria al alcohol
sin endulzante aporta datos mayormente confiables, asi mismo, empleamos
ratas estandar de laboratorio, las cuales no fueron seleccionadas
genéticamente por su preferencia al alcohol, por lo tanto no es sorprendente
encontrar reducciones en los consumos de etanol tras varias manipulaciones

experimentales.

Dado que en el estudio de Camargo y col., (2005) el efecto mostrado sobre el
incremento en el consumo del etanol, en las semanas 4 y 5 post-VE, no se
mantiene, se podria especular que el déficit inicial de niveles de B-endorfinas
ocasionado por la pérdida de neuronas B-endorfinérgicas que sintetizan dicho
peéptido, no se mantiene por mucho tiempo y ocurre una actividad
incrementada de la sintesis de B-endorfinas por aquellas neuronas gue adn
sobreviven. Asi mismo el hecho de que en dicho estudio no se encontraron
diferencias en los niveles de B-endorfinas al final, apoya esta hipdtesis, misma

que ha sido previamente sustentada (Marinelli y col., 2003).

Al parecer la exposicion al estradiol provoca una aversion inicial seguida por
una preferencia gradualmente desarrollada por el alcohol. Sin embargo el
actual estudio revela que el VE no ejercié ningun efecto sobre el consumo del
alcohol. Y consideramos la posibilidad de que el VE podria causar déficits en

las propiedades recompensantes del alcohol a través de la deplecién de B-
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endorfinas hipotalamicas (Desjardins y col.,, 1980; 1992). O bien que al
presentar niveles elevados de esirdbgenos en plasma, estos sujetos
mantuvieron un estado subjetivo de bienestar al cual respondieron con la no
necesidad de beber altas cantidades de la soluciéon alcohélica, concordando
con el hecho ampliamente descrito de gue mujeres con bajos niveles de
estrégenos favorecen su estado animico bebiendo alcohol, el cual facilita la

liberacion de estos esteroides.

Nosotros medimos niveles de estradiol plasmatico, y consideramos gque esto
afiade valor considerable al estudio. Sin embargo al no haber encontrado una
cuantificacion significativamente menor en el grupo VE+LTZ, hace pensar que
la inhibicidon de la enzima que cataliza la biosintesis de androgenos a
estrogenos no ejercid el efecto necesario para alterar esta variable periférica.
Este hallazgo concuerda con estudios previos que emplean este tipo de
inhibidores con el fin de determinar los efectos de una administracion cronica
de un inhibidor de aromatasa no esteroide en ratas macho adultos, sobre la
funcidén hipofisiaria, testicular y fertilidad (K. J. Turner y col., 200) los cuales
tampoco encuentran reducciones significativas en E2 tras la manipulacién
experimental. Por su parte, el inhibidor de aromatasa no esteroide elegido,
incrementd significativamente los niveles de Testosterona congruentemente
con o esperado

En cuanto a los efectos del VE sobre la citologia vaginal de los sujetos,
encontramos que éstos exhibieron cambios irregulares en |a citologia vaginal
durante el periodo precedente a la condicion de estro persistente. Dado que el
VE tiende a desaparecer del organismo, a los 20 dias, y al encontrar niveles
plasmaticos significativamente elevados, meses post-VE, indica que los niveles
encontrados son producidos por los ovarios. Los ovarios poliquisticos inducidos
con VE podrian reflejar una sobrerregulacién de receptores opioides J en

GnRH volviéndolas cronicamente susceptibles a inhibicion opioide. Es de
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particular interés que el sistema opioide hipotalamico parece jugar un rol clave

en la patologia de ovarios poliguisticos.

Justo despues de la inyeccidn de VE, se detectd una pausa en la ganancia de
peso a lo largo de la primera semana post-VE, coincidiendo con reportes
previos (Reid y col.,, 2002). Dicha reduccién en el consumo de alimento
provocada por el tratamiento con VE, se extendidé a una semana post-VE y la
consecuente falta de ganancia de peso, cesd a los 21 dias post-VE, es decir,
coincide con e} tiempo en el cual el VE ya no esta liberando dosis
farmacolégicas de estradiol. La pérdida de peso inicial, puede indicar
indisposicion debido a la variedad de disturbios potenciales en la homeostasis
ya que por lo general ratas indispuestas no son avidas consumidoras de
bebidas alcohdlicas. Por su parte el analisis de consumo de agua mostro una
ligera tendencia al incremento en ambos grupos, siendo mas evidente en aquel
que conformé al grupe VE+Vh, y aunque desconocemos la causa de este
efecto, parece estar asociada a la manipulacién durante el periodo de
inyecciones y a la posibilidad de que compensaban su ingestiéon de liquidos,
bebiendo mayores cantidades de agua que de la solucién alcohélica, por ende

el agua fue a lo largo del post-tratamiento con alcohol, el liquido de mayor
preferencia.

Nosotros consideramos que el VE indujo degeneracidn del sistema de (-
endorfinas, y consecuentemente redujo los inputs de B-endorfinas hacia el
APM, provocando una sobrerregulacion de receptores opioides y en dicha
area, volviendo a las células GnRH supersensibles a la accién inhibitoria de
opioides enddgenos residuales (Desjardins y col., 1990, Carriere P. D. y col.,
1989). Asi, la persistente inhibicion resultante de la liberacidon de GnRH pudo
desencadenar el patrén de liberacion LH crénicamente suprimido, hacia el cual
los ovarios respondieron volviéndose poliquisticos. Nosotros opinamos que el

decremento en neurcnas B-endorfinérgicas, observado en nuestro estudio
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aunado al desarrollo de ovarios poliquisticos, indican gue el efecto inducido por
el VE es de significacién clinica.

lLa presente investigacion sustenta el que una scla inyeccion de VE dada a
ratas hembras adultas que ciclan normalmente, provoca anovulacién cronica,
cornificaciéon vaginal persistente y ovarios poliquisticos. Este estudic apoya gue
la exposicion a altas concentraciones fisiolégicas de EZ2, iniciadas por el
tratamiento con VE, provocan destruccidon de neuronas B-endorfinérgicas
dentro del NAH, y que la administracion de un inhibidor de la enzima
aromatasa, la cual cataliza la conversién de andrégenos a estrégenos por el
ovario, ejercié un efecto protector sobre dichas células, apoyando nuestra
hipétesis de que son los estrogenos endégenos producidos por les ovarios, los
responsables de dicha citotoxicidad.

Sin embargo se debe ejercer cierta precaucion en la interpretacion de estos
resultados y se necesitan mas estudios con el propésito de elucidar el rol de
los estrégenos endbgenos sobre la citotoxicidad en neuronas POMC del NAH.
Ademas dado que hay una diferencia significativa entre el nimero de neuronas
B-endorfinérgicas de nuestro grupe VE+LTZ y un grupo control de Camargo y
col., (2005), siendo mayor en este Gitimo, encontramos necesaria la realizacion
de méas estudios que exploren el mecanismo preciso a través del cual, en estas

condiciones experimentales, se produce la deplecion selectiva de dichas
células.
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O ElIVE:

CONCLUSIONES:

Decrementd el consumo de alimento (en ambos grupos,

significativamente en la primera semana).

Provocoé estro continuo en las hembras, asi como pautas
conductuales caracteristicas de dicha etapa del ciclo estral.

Desencadend ovarios poliquisticos en los sujetos.

La ausencia de efecto del VE sobre el consumo del alcohol, no
concuerda con el estudio previo llevado a cabo en nuestro

laboratorio, lo cual puede deberse a diferencias metodoiégicas.

Decrementd de forma drastica el numero de neuronas J-
endorfinergicas en el nucleo arcuato hipotaldmico, en el grupo

control, el cual solo recibié vehiculo tras su aplicacién.

O El tratamiento con Letrozol:

No produjo efecto significativo sobre el consumo de alimento y peso,

Incrementé los niveles plasmaticos de Testosterona y se observd
ausencia de diferencias en Estradiol, coincidiendo con hallazgos
previos al emplear dicho farmaco.

La inhibicion estrogénica, al parecer, no ejerce ningun efecto sobre
el consumo del alcohol.
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* Fue capaz de inhibir de manera significativa la citotoxicidad en

neuronas B-endorfinérgicas del nucleo arcuato hipotalamico.
* Redujo el dafio ocasionado sobre las gonadas.

Q@ Nuestros hallazgos concuerdan con nuestras hipotesis ya que el inhibidor
de la biosintesis estrogénica elegido para los presentes fines, ejercid el
efecto esperado al proteger a {a poblacion de neuronas B-endorfinérgicas,
indicando que efectivamente los estrégencs enddgenos son responsables
de la citotoxicidad; sin embargo, juzgamos necesaria {a realizacion de
nuevos estudios en los cuales se empleen dosis mayores de este agente,
pues comparando resultados, en el estudio previo de nuestro laboratorio, un
grupo control que recibe ei vehiculo correspondiente al VE, muestra un
numero significativamente mayor de neuronas p-endorfinérgicas que
nuestro grupo 1 (VE+LTZ).
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