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RESUMEN DE TESIS

"ACCION VASODILATADORA DE DEHIDROEPIANDROSTERONA EN LA
AORTA AISLADA DE RATA".

Los estrogenos ejercen un importante efecto "protector" en el sistema
cardiovascular, principalmente por inducir vasodilatacion. También se ha
reportado que algunas progestinas y androégenos producen un marcado efecto
vasodilatador no gendmico, endotelio independiente. Por otro lado, el esteroide
adrenal, dehidroepiandrosterona (DHEA) ha sido asociado con el aumento de
la longevidad y uno de sus principales atributos es disminuir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (ECV). El objetivo de este estudio fue
determinar la potencia vasodilatadora de DHEA en relacién a la ejercida por
sus metabolitos (andrégenos y estrégenos) y caracterizar su tipo de accién. Se
utilizaron anillos aodrticos de ratas macho adultas y la actividad se registro
mediante la técnica de registro isométrico. El efecto de DHEA fue observado
en preparaciones con y sin endotelio sobre la contraccion inducida por
noradrenalina (NA 0.3 uM), a diferentes concentraciones (3-300 uM), probadas
independientemente y de manera no acumulativa. En forma colateral, se
evalué el efecto de DHEA en presencia del inhibidor de la éxido nitrico
sintetasa (L-NAME 10 uM), de la sintesis de proteinas (cicloheximida 40 puM) y
de la transcripcion (actinomicina D 10 pM). Los resultados obtenidos muestran
que DHEA ejerce un efecto vasodilatador rapido (~1 min) y reversible
dependiente de la concentracidén, que no fue diferente en ausencia del
endotelio y no modificado por L-NAME, cicloheximida o actinomicina D. La
relacién de la potencia relajante fue: 5p-DHT = DHEA > 5a-DHT > P4 = 17B-E2
= T4. Los datos sugieren que la vasodilatacion de DHEA es una accién no
genomica e independiente del endotelio vascular, no mediada por éxido nitrico.
Se concluye que el papel "protector” atribuido a DHEA en el desarrollo de ECV,
podria deberse a su capacidad de regular el tono vascular y de transformarse a
otros compuestos, que podrian sinergizar o potenciar la accion de su
precursor.




I. INTRODUCCION

A. Hormonas esteroides y disfuncién cardiovascular.
En la actualidad, uno de los principales problemas de mortalidad mundial lo
representan las enfermedades cardiovasculares (ECV). En México, las recientes
estadisticas del censo deI afo 2000, revelaron que la primer causa de muerte en

: hombres son Ias ECV mlentras que en Ias muJeres son la segunda causa de

: morbllld d Y. mortalldad deblda a trastornos cardiovasculares que las mujeres, en

' eI rango de: 35 75 afos de edad (Lerner y Kannel, 1986). También se ha definido

que Taf presmn arterial es mas elevada en hombres que en mujeres hasta antes de
i .Iavhfenber;ausi‘a, igualando el riesgo en ambos sexos airededor de los 70-79 afios
(Wunberg et -al 1995) e incluso, incrementandose mas en las mujeres alrededor
B de Ios 60- 69 anos (Burt et al., 1995).

Por lo anterlor se ha propuesto que existe un claro dimorfismo sexual en el

riesgo de presentar ECV con una estrecha reIacnon entre los niveles de hormonas

esteroides sexuales (Perusqwa y Hernandez 1998) Al respecto, la evidencia mas

nas esteroides lo representa la

contundente de’la |mportanCIa de-la
menopausia (etapa'carecteriza‘da'bo'r:f la’disminucion drastica de los niveles de

estrogenos y progestinas), dado'quejhutmferosos datos han demostrado que en




esta etapa ,at:Jrhe'n'ta la- incidén}ciaﬁde hipertensiéon arterial, infarto agudo al

et al, 1987; Matthews et al., 1989; Sullivan et al.,

1990;\-Martin-yf‘Fr'eeman, 1993; Gilligan et al., 1994; Stampfer

et al ,: ‘;1996). En consecuencia a estos hallazgos,

1996;

1994 Volterranl et: ar

1995; Guetta y Cannon Iil,

Las‘ progestlnas (otro grupo de esteroides femeninos) se han estudiado
. tarﬁble pér su efecto "benéfico" en el desarrollo de ECV (Barbagallo et al., 2001).
Este grupo de hormonas, al igual que los estrogenos, ejercen vasodilatacion
(Jlang et al., 1992; Perusquia et al., 1996; Glusa et al., 1997; Chan et al., 2001),
mdman_glp que los esteroides ovaricos son substancias vasodilatadoras.

Las hormonas sexuales masculinas (androgenos) también ejercen una

accmn vasodllatadora in.vitro (Yue et al., 1995; Costarella et al., 1996; Perusquia

et aI 1996 Crews y Khalll 1999 Honda et al., 1999; Perusquia y Villalén, 1999;

Deenadayalu et aI 2001; Engllsh et al.,, 2001; Tep-areenan et al., 2002;




2002>' La potenma‘vasodllatadora de la testosterona (Engllsh et al.,

Perusquua

rzvados 5-reducidos (Perusquia et al., 1996; Perusquna y

vasoactlvas por - inducir .un agudo efecto

‘ no Ba‘rret-Connor et al., 1986; Nestler et al., 1988; Mortola y
Yen 1990 Mltchell et al 1994; Morales et al., 1994; Haffner et al., 1995) como en

anlmales (Gordon et al., 1988; Shafagoj et al., 1992; Hayashi et al., 2000).

B. Dehidroepiandrosterona (DHEA) como agente protector del riesgo

cardiovascular.

a) DHEA y su accion en el sistema cardiovascular.
En los dltimos afios DHEA ha sido el blanco de numerosos estudios por

presentar multiples beneficios que se relacionan con el aumento de la longevidad.




un

1986 Regelson et al., 1988;
et al , 1996; Kroboth

I: la - determinacién. de dichos mecanlsmos .

(Grpdstelnvet al.,,1996; Kang et al., 2002; Shulman, 2002).




Existen - evidencias - d

”hipercrélesft'é:riorjlrémlcgs educe. |a aterosclerosis: ‘;19‘93')/7y"a largo

plazo*: retard corazones

donde los autore

y' estrégénos, (

posmenopausicas, ha mostrado una disminucion de triglicéridos 'y de. colesterol

rﬁ'enio de colesterol HDL (Lasco et al., 2001), pérjérﬁé/quéiqué comb
se mévnrc:_ionév,: é:on factores de riesgo para desencadenar una ECV.

'Evﬁkforma contrastante, existen evidencias de que el empleo de terapias con
DHEA eyh animales y humanos, no ejerce ningun efecto benéfico a corto piazo (Arlt
et al., 2001; Yoneyama et al., 1997), sin embargo; no se descarta la posibilidad de
que a Iaréo plazo se produzcan efectos benéficos en la salud.

Respecto al efecto directo. de DHEA sobre el tono vascular, existen muy

pocos estud ;bbservé que DHEA retarda el desarrollo de la

hipertension  arterial nducida con d}axémetasona (Shafagoj et al., 1992), lo cual

6




SDHEA como una hormona vasoactlva dado que’ ejerce vasodnlatacnon en anillos

aortlcos y artenales alslados de rata pro d que eI pOS|ble mecanismo de la

accion vasodllatadora es a través de Ia homeostasns del Ca?*. Realmente no exnste
aun un trabajo que reporte con clarldad“‘e_ ecanismo mediante el cual DHEA
ejerce su accion benéfica en el sistema cardiovascular, ni se ha caracterizado ain

el efecto vasodilatador de esta hormona y la potencia que ejerce comparada con

andrégenos y estrogenos.
b) Generalidades de DHEA.

El sulfato de DHEA (SDHEA) fue alslado por prlmera vez en orina en el afio

de 1944 (Munson et al.,, 1944) y 10 anos mas t de : s- >fa|slo DHEA de sangre
periférica de humanos (Mlgeon y Plage : D EA s un; esteronde, precursor

n un doble enlace entre

>arte de DHEA es

transformadacon rapldez por la adicion de un grupo’ sulfato en el carbono 3,

dando lugar al 3p-sulfato de dehidroepiandrosteronal‘(SDFH”VEA’), como se aprecia
en la Fig. 1. Dicho proceso se conoce como sulfatacion y es realizado por un
grupo de enzimas de la familia sulfotransferasas, este proceso ocurre
aproximadamente en partes iguales en la suprarrenal y en el higado (Murray et al.,
1994). Este grupo de enzimas han sido caracterizadas en acidos biliares, higado

humano y glandulas adrenales (Falany et al., 1996). Asi, el proceso de sulfatacion




- L e e e o -

: que SDHEA se une fuertemente ala albumlna (Longcope 1996)

HO

Figura 1. Representacion estructural de: A) dehidroepiandrosterona (DHEA) y B) su forma
sulfatada, sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA).

El principal érgano productor de DHEA es |a glandula adrenal. En humanos

-y varids :primates, ' las glédndulas adrenales sintetizan y secretan grandes

cantldades EATy de SDHEA, que se metabolizan hacia andrégenos y

estrogeno activos'en tejidos penfencos (Fig 2) Al respecto, se ha reportado la

conversnpn d .D‘HEA;-haCIa androgenos y estrégenos, en diferentes modelos




biolégicbs‘(Par'ké‘rfy‘"M‘é‘l'\esh. o77: Kalimi y Ré;ge_léyon,f"IIQBBQ; La‘briéfet al., 1996a;

nte_con la edad,

.alcanzando su nlvel serlco maxnmo alred d _n{)s (Suicova et al.,
serv ués de los 30 afios hay una
97a,:Howard, 1996), la cual

en'la vejez (Fig 3).
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Figura 2. Ruta de biosintesis de hormonas esteroides donde se muestra de manera
general los productos metabdlicos formados a partir de dehidroepiandrosterona. Los
numeros indican las enzimas que catalizan la reaccion. 1) 20,22 liasa (P4s0 SCC); 2) 33-
hidroxiesteroide deshidrogenasa; 3) 17a-esteroide hidroxilasa; 4) C,7.20 liasa; 5) sulfatasa;
6) sulfotransferasa; 7) 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 8) Sa-reductasa; 9) 5pB-
reductasa y 10) aromatasa (Robel et al., 1999).
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Figura 3. Niveles séricos de DHEA a lo largo de la vida del humano (Grafica

modificada de Howard. J. M., 1996).
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Il. JUSTIFICACION

En la actualidad, los trastornos ‘que presentan .mayores ‘indices de

mortalidad son las enfermedades cardiovasculares,

arterial, infartos al miocardio e i

son l;lh‘ pro’blemé‘ de sélud»pu‘t})}ljca

multifactoria

Y pf&gést_ as egy_laéién del tono

bre el desarrollo de estos

- noradr}enallnaAenkla;aorta ‘toracic:

relacién :.con - el

12




Asimismo, establecer si el efecto es mediado por el endotelio vascular y si la

accién es o no'a través de la via clasica de-accién de las hormonas esteroides

(accién genémica).

13




- estos compuestos;’ se esperari

. HIPOTESIS

Con base al efecto vasodllatador que ejercen androgenos y estrogenos

producto del metabollsmo de DHEA"‘se espera encontrar~un efecto S|m|Iar‘

inducido por este p c; s |tudes estructuralequue comparten

e Ia accion sea de tipo no genomlco e

independiente ajantesdeléndotefio vaséulér, como ha sido

rekporvt,a;dd para suUs metabolitos.

14




IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la accion vasodllatadora de DHEA en Ia aorta toracica aislada
de rata. .

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Cuantufcar el efecto vasodllatador de DHEA a diferentes concentraciones
sobre contraccuones |nducndas por - 03 p.M ‘de noradrenalina (NA) en

1 'presencna y ausencia del endotelio vasc‘:uvla_r. f -
2. Comparar la potencia vasodilatadora de. bHEA con datos previamente

publicados sobre la accidon induciaé“ﬁ por. 17B-estradiol (17p-E2),

progesterona (P,), testosterona (T4)' >s'u‘s 'dihidroderivados So- y 5p-

dihidrotestosterona (5a - y 53-DHT), en la aorta toracnca aislada de rata.

1 3. Determlnar si el efecto vasodilatador de 'DHE es medlado por oxndo mtnco
lnhlblendo la enzima responsable de su sm _SI ‘
4. Establecer si la accién vasodllatadora de DH e la, clasnca via

de accion de hormonas esteroides (genomlga)' o lnhlbldores de la

transcripcion y sintesis de proteinas.

15




‘conservarla integra

V. MATERIAL Y METODOS
A. Modelo biologico

Para realizar este estudio se emplearon ratas machos adultas de Ia cepa

Wistar, en un intervalo de peso de 220-250 g. Los ammale" se

a Ltuvneron en
condiciones de bioterio: con temperatura constante de + 21°C; ciclo de 12 h luz/12

h oscuridad, recibiendo alimento Harlan Teklad y agua ad i

_Las ratas fueron sacrificadas por dislocacion “cervical. i iInmediatamente
despues, se efectUé una incisidén en el térax,- para exponer Ia»abrta toracica

descendente y proceder a su diseccién (Flgura 4). La aorta fue Ilmplada de tejldo

conecttvo 'y ad oso con Ia ayuda de material de mlcrocwugla colocandola en

solucuon Rlnge Kreb Henselelt con Ia sngu:ente composncuon (mM) Glucosa”

CI'(119 5)7 Kl (4 7), KH2PO4 (1 18):" M 0’ (1 18)

16




[ Costillas intercostales
Corazén

Aorta toracica

Higado descendente

Figura 4. Esquema donde se muestra la ubicacién de la aorta toracica descendente en la
rata.
B. Sistema de registro

Cada anillo adrtico fue montado de manera horizontal con la ayuda de dos
ganchos de acero inoxidables en forma de "L", introducidos al lumen de la aorta.

Uno de los ganchos fue fijado a la base de la camara de incubaciéon para tejido

17




als|ado que con em 10 mL de la solucnon Krebs Henselelt mantenlendo las

' condlcmnes de temperatura (37°C) y pH (7 4'con burbu;eo contlnuo con la mezcla

'}'do con un hilo de seda (000) a un

e reglstro (Flg 5), los tejidos se

sometieron a una fuerza de tensién’ de'1 g (10 mN) Io cual corresponde a 2 cm de

desplazamiento de la pajI"

Los tejidos fueron_mantenidos bajo estas condiciones durante 1 h (periodo

de estabilizacién) antes de iniciar el experimento.

Figura 5. Sistema de registro isométrico horizontal para tejido aislado:
A) anillo adrtico,: B) camara de incubacién, C) transductor y D) poligrafo.

18




: contracc_lon fue

C. Comprobacion farmacoldgica de la presencia de endotelio.

Después del periodo de estabilizacion, se adicioné a la camara 0.3 uM de
noradrenalina (NA), con el objeto de mducnr una contraccnon tonlca sostenlda y5

min despues se adlmono 203';1M de acetllcohna (ACh), observando 'su efecto

durante 10 min En las preparaciones raspadas»(sm,endoteho). la AChjno modlﬁco

el tono de Iz

determina 6n, . os tedeOS fueron Iavados mediante recamblos de la solucwn

fisioldgica.

D. Protocolo experimental.

1. Cuantificacion del efecto vasodilatador de DHEA en presencia y

ausencia del endotelio vascular.

Después de la determinacion de la presencia o ausencia del endotelio, las
preparaciones fueron divididas en dos grupos: tejidos con endotelio (grupo ) y

tedeOS sin endoteho (grupo ). ASI Ios tejldos se dejaron reposar durante 1 h antes

de una segund adlcm d ‘NA~ a la mlsma ‘concentracién (0.3 uM). Esta vez la

cqn el objeto de observar si el tono de la

_contraccién se. mantenia constante ‘durante este tiempo, esta contraccion fue
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ambos grupos;  calculando -la  pendiente de la recta y las concentraciones

inhibitorias (CI) 16, 50 y 84 por el método de Litchfield y Wilcoxon (1949).

-2, Comparacion de la potencia relajante de DHEA con un estrégeno, un

androgeno y dos derivados §-reducidos.

Con la finalidad de comparar la potencia vasodilatadora de DHEA con la

que ejercen otros esteroides: 17f3- estrad:ol progesterona testosterona y Sa- y 5[3-

La formula emp ada para determlnar la potencna fue:

: % de relajacion del esteroide

" Potencia .
% de relajacion de DHEA

3. Determinacion del efecto relajante de DHEA a través de 6xido nitrico.

Con la finalidad de investigar si el efecto de DHEA es mediado por la
produccién de oxido nitrico (ON), se realizaron los siguientes experimentos en

preparactones con endotello Antes del tratamlento con DHEA (30 mln) el tejldO

fue lncubado con 10 uM de' Nm mtro L-arglmn metll ester (L-NAME) mhlbldor de la

enzima oxnd‘ n Iaconcentrac:on

|nh|b|tor|a medla (CI concentracion a la cual DHEA produce 50% de relajacién
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P du0| o por 20 ;,LM de ACh, como tamblen ha S|do

eviamente (Blshop—Balley et aI 1997), garantlzandose asi, la

inh‘ibiléiié de Ia'a‘c;’ttvvbl. ad qe I_a ON smtetasa;.f .

4. Efe : to de. clclohex:mlda y actl' oml" nya,D sobre la relajacion inducida
por DHEA '

Con el objeto de dlluudar de DHEA es a través de la accion

clasica’ de hormonas estermdes (accion’ genomnca). se emplearon inhibidores de la

snnteS|s de prote e Ia transcrupcnon (actlnomlcma D

o DHEA a la 0150 sobre la -

respuesta de DHEA‘(CI50) en ausent:la k

Los datos fu ron evaluados mldxendo la amplltud (en cm) dela contracctonv

: que |nduce O 3 p.M'de NA (control) y 10 mln despues (efecto) de la adlcron del.
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compuesto. Los efectos. fueron:presentados .como porcentaje de . relajacion  con

respecto al 'cc}'ntrol‘ : por- la férmul:

% relajacion =

tomando como valor sngmfcatavo una p < 0 05

F. Sustancias utilizadas

Todos Ios compuestos fueron obtenldo e Slgma Chemlcal Co St Louis

E U A acetilcolina clorada

evitar su degradacion por sef fotosensibles.
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VI. RESULTADOS

1. Efecto de DHEA en preparaciones ‘cbon, y sin endotelio,

El efecto del vehiculo (etanol 0. 1%) no modlfco SIgnlfcatlvamente (p >_ )

0. 05) el tono de Ia contraccnon |nduC|da po 0'3 n ‘ de NA en Ios anlllos aortlcos

endotello en Ia aorta (Flg v )
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Figura 6. Trazos tipicos de la contraccién inducida por 0.3 M de noradrenalina (NA) en la aorta toracica aislada
de rata, donde se muestra la presencia de endotelio por la refajacion inducida por 20 uM de acetilcolina (ACh) y
la falta del efecto de ACh en la aorta sin endotelio. Ei tono de la contraccién se ve disminuido por la adicién de
DHEA (300 pM); la barra horizontal representa el tiempo de incubacién de la hormona, los circulos cerrados

representan el recambio de la solucion (lavado). Nétese que la contraccion de NA es recuperada cuando DHEA
es retirada del tejido.




Tabla 1. Valores obtenidos del efecto vasodilatador de dehidroepiandrosterona
sobre la contraccion inducida por 0.3 uM de noradrenalina en aorta aislada de

rata, evaluados 10 min después de la adicién de la hormona.

CONCENTRACION PORCENTAJE DE RELAJACION
(V1) n=6+E. E. M.
CON ENDOTELIO SIN ENDOTELIO
3 4.02+1.32 5.54 + 0.63

10 10.00£1.32 = 9.75%0.63

30 33524236 . 30.09£023 .
100 52.40 + 1.60 50.91+ 2.62
300 79.19+2.24 79.89 + 1.79

Los valores para cada concentracion no fueron significativamente diferentes cuando se
compararon ambos grupos (con y sin endotelio).
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Figura 7. Curva concentracion-respuesta de dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre la
contraccion inducida por 0.3 uM de noradrenalina (NA) en la aorta toracica aislada de rata
con endotelio y sin endotelio. Cada punto representa la media de 6 experimentos + E. E.
M. Nétese, que el comportamiento de las curvas no fue significativamente diferente.
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Con los: datos se obtuvo Ia pendlente de la- recta de cada curva y se

determlnaron Ias concentractones mhlbntorlas (Cl):16 50 y 84‘ con Iosvllmltes de .

conflanza para Ia Clso por el metodo acordado (thchfeld y Wllcoxon 1949) Ver‘

Tabla 2.

Tabla 2 : Céncentraciones'_ inhibitorias (CI') del efecto vasodilatador de
dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre la contraccion inducida por NA en aorta

' aislada de rata.

Limites de
. Chs Clso Clga confianza Pendiente de la
PREPARACION  (uM) (1tM) (1M) de la Clso recta de la Clso

Inferior- Superior

CON

ENDOTELIO 9.20 71.10 549.64 25.28 — 199.99 38.28
SIN

ENDOTELIO 9.51 75.18 594.10* 26.43 — 213.87 37.87

*Valor tedrico obtenido por extrapolacién de la recta. La pendiente de ambas curvas no
fue diferente significativamente.
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2. Comparacion de la potencia relajante de DHEA con un estrégeno, un

andrégeno y dos derivados 5-reducidos.

Con el objeto de comparar la eficacia de DHEA con algunos otros esteroides

como:“17[3—estradiol (17p3-Ez), progesterona (P4), testosterona (T4) Y. ,s‘thV' 7

d|h|droder|vadosf. 5a— y 5[3 dnhldrotestosterona (Soc- y 5pB- DHT), obtemd s

trabajos previos (Perusqula et al 1996 Perusqula y Vlllalon 19

29

P A — s et aa




Tabla 3. Comparacién de la potencia vasodilatadora de estrégenos, andrégenos y
su precursor (DHEA) sobre la contraccion inducida por NA (0.3 uM) en aorta

toracica de rata sin endotelio a la concentracién equimolecular de 30 uM.

ESTEROIDE % DE POTENCIA* REFERENCIA
[30 uM] RELAJACION
nz6+D. E. M
DHEA 30.09 £ 0.57 1.00 Presentes datos.
17B-E2 18.4 £ 0.40 0.61 Perusquia y Villalon,
1999.

Ta 18.41+ 3.59 0.61 Perusquia et al., 1996.

Py 20.20 +5.17 0.67 Perusquia et al., 1996.

50-DHT 23.59 + 6.86 0.78 Perusquia et al., 1996.

53-DHT 33.29 +2.52 1.1 Perusquia et al., 1996.

* Potencia evaluada por la formula: % de relajacion del esteroide / % de relajacion de
DHEA. Asumiendo un valor de 1.00 para DHEA.
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3. Efecto de DHEA en presencia del inhibidor de la 6xido nitrico sintetasa

(L-NAME).

L.a incubacion del tejido con L-NAME (10 uM) no modifico significativamente
(p > 0.05) la relajacion inducida por DHEA a la Clsp (71.10 uM) en aorta toracica de
rata con endotelio, mostrando que el efecto vasodilatador de DHEA no es

dependiente de ON (Fig 8 y 9).

4. Efecto de DHEA en presencia de inhibidores de la sintesis de

proteinas (cicloheximida) y de la transcripcion (actinomicina D).

Para determinar si DHEA ejerce su accidon vasodilatadora mediante la via
clasica de hormonas esteroides (accion gendémica), los tejidos fueron incubados

con el mhlbldor de la sintesis de protelnas {cicloheximida 40 uM), observando que

el pretratamlento con este’ compuesto_ no ‘modifica significativamente (p > 0.1) la
relajac op ia Clsoven aorta sin endotelio como puede
apreciarse’en laFig 8y

bfdbi" dela transcripcién (actinomicina D 10 uM) el

pre,tratabrﬁiento, este agente tampoco modlf ico significativamente (p > 0.1) la

relajacién ihd ' EA a su Clso en aorta sin endotelio, ver Fig 8 y 9.
Cabe frecordar.que, estos pretratamlentos unicamente se realizaron en aorta
sin endotello d ‘o ex1$te diferencia significativa en la vasodilatacion

inducida por QHEA en preséf{bié o ausencia del endotelio, ver Tabla 1 y Fig 7.
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Figura 8. La vasodilatacion inducida por DHEA a la Clsg (71.10uM) sobre la contraccion
inducida por 0.3 uM de noradrenalina (NA), no fue bloqueada por el inhibidor de la enzima
oxido nitrico sintetasa (L-NAME 10 uM) en aorta con endotelio (A). En el caso del
inhibidor de la sintesis de proteinas (cicloheximida 40 uM), éste no afecto la relajaciéon
inducida por DHEA en aorta sin endotelio (B) a la Clso (75.18 uM). La incubacién con el
inhibidor de ia transcripcién (actinomicina D 10 uM) no modificé la relajacion inducida por
DHEA en aorta sin endotelio (C). La barra negra representa el tiempo de incubacioén de
DHEA. Los circulos cerrados representan el recambio de la solucion (lavado). Notese que
la contraccion de NA es recuperada cuando DHEA y los agentes de cada tratamiento son
retirados del tejido. El efecto relajante de acetilcolina (ACh 20 uM) se observa solamente
en las preparaciones con endotelio (A).
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Figura 9. Comparacion del efecto de DHEA a la concentracion inhibitoria 50 (Clse= 71.10
1M con endotelio y 75.18 uM sin endotelio) sobre la contraccion inducida por 0.3 uM de
NA en presencia de inhibidores de la enzima dxido nitrico sintetasa (L-NAME 10 uM), de
--la transcripcion (actinomicina 10 uM) y de la sintesis de proteinas (cicloheximida 40 pM).
) El efecto relajante de DHEA no fue diferente significativamente (p > 0.1) con respecto a
- los diferentes tratamientos. Cada barra representa lamedian =6+ E. E. M.
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) en este'anallms‘ y en .trabaj'bs

Vil. DISCUSION

Los presentes datos muestran que DHEA ejerce un agudo efecto

vasodilatador, dependiente de la concentracmn sobre la contraccmn inducida por

NA en la aorta toracica aislada de rata' ok_ nterlor concuerda con’ la accién
vasodilatadora atribuida a esta hormona en la’ vasculatura del hurén (Farrukh et -

al.,, 1998). Asimismo, el efecto fue observado inmediatamente después de la :
adicién de DHEA (~ 1 min), lo cual garantiza que es un efecto producndo por

DHEA antes de la conversién a otros compuestos.

k a) Potencia y Relacion Estructura-Funcion
En este estudio se observé un agudo efecto vasodilatador produéidsﬂpbr
DHEA que resulté ser mas potente que 17B3-E2, P4, T4 ¥ 5a-DHT. La relac:on de
potencna indica que existe una relacion entre la estructura qulmlca de Ia molecula
y el efecto relajante ejercido, ya que la configuracién 38- hldroxn-AS de DHEA hace

que la molécula sea mas potente que cuando presenta la conﬁgurac:|on A4-3ceto

como para Pg y T4 Por otro ado la‘ aromatnzacnon del amllo A, cuando se

transforma a estrégenés,;la(,ha menos. ef caz mostrado por Ia baja potencia de

S comparada en este analisis, sino a

evios (Perusquia et al., 1996; Perusquia, 2002).
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b) Mecanismo de accion

El efecto relajante de DHEA ,"fube_" bﬁseAijv"ad:o'en préparaciones con y sin

endotelio, mostrando que no‘hay;dikfé‘r" cia ’signiﬁcaiiva' en el efecto relajante de

DHEA en presencia o ausencié e id vastular Esta evidencia muestra que

el efecto vasodllatador de DHE en Ia aorta ‘aislada de rata es independiente del

endotello vascular Ade erando que el endotelio de la microvasculatura

adyacente a uir en Ia vasodilataciéon de DHEA, la aorta con

endotello fue | ihhibidbf de la enzima ON sintetasa (L-NAME), antes

de la: D encontrando que no existe diferencia en presencia o
ausencla de‘ L-NAME ‘Lo anterlor nos confirma que la relajacion inducida por
DHEA es mdependlente del endotelio vascular y de la liberacion de ON. Existen
evidencias de que el mecanismo de la accidon vasodilatadora de estrégenos,
andrégenos y progestinas es independiente del endotelio vascular (Salas et al.,
1994; Jiang et al.;, 1991; Jiang et al., 1992; Perusquia et al., 1996; Perusquia y
Villalén, 1999; Yue'et al., 1995; Teoh et al., 2000). Sin embargo, la controversia
existe por un estudlo remente que postuld que DHEA activa la produccion de ON
en celulas endotellales (Liu y. Dillon, 2002). Por lo tanto, la participacion de los
factores re!_g;antes derivados del endotelio deberan continuar estudiandose en el
efecto vésbdilatador de DHEA, aunque nuestros experimentos descartan
categéricamente su participacion.

Por otro lado, el efecto vasodilatador de DHEA no fue bloqueado por los

inhibidores de la transcripcidén y de la sintesis de proteinas. Proponiendo que la

accién no es a través del mecanismo clasico de ia accion de hormonas esteroides;
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0. genomico.~A ésté'}réépééto,"s'é ha reportado que la

Sién de’ las células vasculares humanas por DHEA no es

genos y andrégenos, con

‘estos recéptbres intracelulares, mostrando que

nvolucrados en Ia 'c DHEA (Williams et al.,

5 Melkle et

Regelson 1988 Otro argumento que apoya ! accién'ﬁo gén‘érhica es el hecho

de que el efecto es |nmed|ato y desaparece cuando DHEA se retira del tejido.

El premso mecanlsmo de accmn o genomlco de DHEA no ha sido
establecido. Sin embargo, un estudlo prevuo del efecto de este esteroide sobre las
corrientes de potasio en células cultivadas y aisladas de arteria pulmonar ha
propuesto que DHEA es t;m activador de los canales de potasio relacionados a los
canales de calcio (Kca) en la vasculatura pulmonar del hurén (Farrukh et al., 1998).
Por otro lado, en un trabajo previo se ha hipotetizado que DHEA activa la
produccion de ON en células endoteliales por un receptor membranal especifico
acoplado a la proteina G (Liu y Dillon 2002) Sin embargo, este postulado esta

aun en conmderacnon debxdo a que eI estudlo no aislé o caracterizd el supuesto

receptor membranal
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c) Implicaciones fisiolégicas
DHEA y su éster sulfatado (SDHEA) son los p'ro‘devJétos mas abundantes de

la corteza adrenal y los niveles séricos declinan drasticamente después de los 30

afios en ambos sexos (Carlstrém et al.,..

papel fisiologico de DHEA ‘  los multiples beneficios

cuentran los beneficios

éqgﬁéi'deria:do;swcdmo protectores del sistema vasculé"i';v 'pq‘r:j ducir vasodilatacion.
’ Los préséntes datos muestran que el esteroide adrenal,; BIHEA,Tbroduce per se un
efecto .Qasodilatador, por el corto tiempo en el que se o’bser\)a el efecto y que es
aun mas potente que el inducido por varios de sus derivados. Asi, el efecto
vasodilatador de DHEA podria ser potenciado y/o sinergizado con el de sus

metabolitos. Por lo que, se infiere que la deficiencia de DHEA, particularmente en

los hombres, con la consecuente disminucion en la sintesis de esteroides

sexuales, implica una falla en la regulacién del tono vasomotor y por ende, el

individuo es’s sceptible a problemas vasculares como la hipertension arterial. De
tal maneré‘.que esta, Q'r"rhona juega un papel central en la regulacién del sistema

cardiovascular;:impidiendo la vasoconstriccién.

En resumen,” DHEA. una hormona producida endogenamente, induce

vasoréfajacion en la aorta toracica aislada de rata por un mecanismo no genémico
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e - independiente ‘del “endotelio " vascular.. Por' los 'escasos datos sobre la
caracterizacion.del efecto de DHEA sobre la circulacién sistémica, los presentes

resultados contribuyen al conocimie'ht'o d_é la accién relajante de esta hormona en

el musctilo liso vascular
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" Vill. CONCLUSIONES

1)

2)

) A4;3c_et para

3)’

4)

5)

DHEA ejerce un agudo efecto vasodilatador dependiente de la
concentracion, en la aorta toracica aislada de rata. Por el corto tiempo en el

que se observa el efecto se descarta que la vasodilatacion sea producida

por sus derivados.-
La confgurac n'3|3 hldfOXl-AS de DHEA es mejor que la configuracion
ducw vasorelajamon Sin embargo, la potencia se optimiza

si ellgompuesto es 5|3-redumdo.

‘E‘l éfétﬁté" vasodilatador de DHEA no es mediado a través del clasico

mecanismo de union al receptor intracelular de esteroides, relacionado con

las vias de transd_uéciéh. Postulando que la vascdilatacién de DHEA es un
efecto de tipo nd;gehérﬁico.',

La modificacion de la produccion de éxido nitrico no esta involucrada en el

‘efecto no-gendmico de DHEA para inducir vasodilatacion y parece ser un

efecto indépendiente del endotelio vascular.

El. papel “protector” atribuido a DHEA en el desarrollo de ECV, podria
de\befse é su ‘capacidad de regular el fono vascular y de transformarse a
otros corﬁpuestos que podrian sinergizar o potenciar la accién de su

precursor.
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