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RESUMEN

La progesterona es necesaria para el mantenimiento del embarazo y una de sus
principales funciones es la quiescencia uterina al inducir relajacion. También se ha
reportado que la testosterona produce relajacion uterina; con potencia similar a la de
progesterona y que algunos derivados S5-reducidos, producto del metabolismo de
progesterona y testosterona, presentan mayor potencia relajante que su precursor A4,3-
ceto. Sin embargo, poco se sabe sobre el potencial efecto relajante que podrian tener
los precursores 3B-hidroxi-AS de progestinas (pregnenclona, PREG) y de andrégenos
(dehidroepiandrosterona, DHEA) sobre la contractilidad uterina. Asf, el objetivo fue
determinar la accién de estos precursores sobre el miometrio aislado de rata en diestro,
utilizando la técnica isométrica convencional para tejido aislado. Se realizaron las
curvas concentracion-respuesta del efecto de PREG y DHEA, comparando su potencia
con la inducida por progesterona. Asimismo, se determind si el efecto es mediado por la
via clasica de la accidn de esteroides. Para lo cual, el efecto de PREG y DHEA fue
evaluado en presencia de los inhibidores de la transcripcion (actinomicina D) y de la
sintesis de proteinas (cicloheximida). Los resultados obtenidos mostraron que PREG y
DHEA son capaces de disminuir la amplitud de la contraccién espontanea uterina.
DHEA mostré un agudo efecto relajante dependiente de la concentracién. En contraste,
PREG mostré un tenue, pero significativo (p<0.05) efecto relajante, no dependiente de
ila concentracién. La relacion de potencia para inducir relajacidn uterina fue:
Progesterona = DHEA >>>>> PREG. El efecto relajante de ambas hormonas fue
inmediato (~ 1 min), reversible y no fue modificado por la presencia de actinomicinaD y
cicloheximida. DHEA es una molécula capaz de inducir relajacién uterina con potencia
igual a progesterona. Asl, PREG necesita de la oxidacion en el C3 y la pérdida del C20
y C21 (progesterona y DHEA, respectivamente), para optimizar su efecto relajante
sobre la contraccién uterina.



1. INTRODUCCIO

1.1 Generalidades

Los esteroides son un grupo de lipidos basados en un esqueleto de cuatro anillos
de carbono fusionados; denominado sistema ciclopentanoperhidrofenantreno y estos
compuestos son derivados del colesterol. En los mamiferos existen cinco grupos
importantes: progestinas, glucocorticoides y mineralocorticoides con 21 atomos de
carbono, androgenos con 19 y estrégenos con 18 (Fig. 1). La corteza adrenal puede
producir los cinco tipos de estercides, pero es mayor la cantidad secretada de
androgenos (que pueden ser anabdlicos), glucocorticoides (que estimulan la
gluconeogénesis) y mineralocorticoides (los cuales regulan el balance de Na*/K* en el
plasma). Las génadas y la placenta son las principales fuentes de andrégenos y
estrogenos; estos organos no secretan corticosteroides. La conversion de esteroides
puede tomar lugar periféricamente, en los tejidos. Por ejemplo, en mujeres
posmenopausicas, el estrbgeno mas abundante; la estrona, es producido en el tejido
adiposo por la aromatizacion de los andrdgenos liberados de las glandulas adrenales

(Cook y Beastall, 1987).

Colesterol (Cz7)

Pregnenolona (Cy  ——P Dehidroepiandrosterona (Co)

Progestinas (Cz1) l

(Cz1) - 4 > o {Cw)
’ +

Mineralocorticoides (Cz1) Esyogenos (C)

Fig. 1: Representacion general de la biosintesis de las hormonas es!



1.2 Biosintesis de hormonas esteroides

La sintesis de hormonas esteroides en la corteza adrenal, las génadas y la
placenta, considerados tejidos endocrinos “clasicos”, resulta de una serie de pasos
enzimaticos que involucra a las enzimas denominadas P450 y no P450. La expresiéon
de las diferentes enzimas dicta cuales esteroides seran sintetizados. Asi, los pasos
iniciales en la sintesis de todos los esteroides es comun para todos los tejidos

esteroidogénicos (Fig. 2).

Muchas de las enzimas esteroidogénicas son miembros del grupo P450 de las
oxidasas (Nebert y Gonzalez, 1987; Miller, 1988). Todas estas enzimas tienen un peso
molecular de 50 KDa. La sintesis adrenal, gonadal y placental de todas las hormonas
esteroides, originadas a partir del colesterol, involucra seis subtipos de citocromos

P450.

El primer paso en la sintesis de todas las hormonas esteroides es la conversién
de colestero! a pregnenclona (PREG). Esta reaccion es catalizada por la enzima
mitocondrial del colesterol "side-chain cleavage", P450;.c. La PREG, puede asi, tener
dos conversiones: 17« hidroxilacién hacia 17oa-hidroxipregnenolona o puede ser
convertida a progesterona a través de la enzima 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3p-HSD), ver Fig. 2. Esta enzima tiene dos distintas actividades enzimaticas: 3p-
dehidrogenacion e isomerizaciéon del doble enlace de C5-6 en el anillo B (esteroides AS)
a C4-5 en el anillo A (esteroides A4) (Thomas, et al., 1989; Luu-The, et al.,1989;

Lorence, et al.,, 1990). Progesterona es el sustrato para la sintesis de las progestinas



naturales, las cuales son progestinas reducidas en el C5 (dihidroderivados) yen el C5y
C3 (tetrahidroderivados). De ahi !a gran importancia de PREG en la biosintesis de
hormonas esteroides; por ser el precursor bésico para la produccion de todas las
hormonas esteroides, incluyendo los esteroides sexuales, los glucocorticoides y los

mineralocorticoides (ver Fig. 2).

En la sintesis de mineralocorticoides, la etapa inicial es la sintesis de la
aldosterona, el principal mineralocorticoide, la biotransformacion consiste en la
hidroxilacién del C21 de la progesterona, reaccion catalizada por el complejo enzimatico
citocromo P450 21-hidroxilasa. La 11-desoxicorticosterona resultante se hidroxila en
C11 mediante el citocromo P450 11B-hidroxilasa. El grupo metilo angular C18, se oxida
por accion de la enzima aldosterona sintasa a aldehido, produciéndose la aldosterona,

éstas reacciones se muestran en la Fig. 2.

La sintesis de andréogenos se Iléva a cabo en las glandulas androgénicas
clasicas y en el cerebro (Tsutsui, et al.,1999; Matsunaga, et al., 2002). Comienza con la
hidroxilacion de la progesterona en C17 para formar la 17a-hidroxiprogesterona, ésta
reaccion es mediada por el citocromo P450c17. La cadena lateral en C20 y C21, se
escinde para liberar la androstendiona. La testosterona, se forma por reduccion del
grupo 17-ceto de la androstendiona mediante la presencia de 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17p-HSD), una enzima clave para la formacion de andrégenos
(Matsunaga, et al., 2002) ver Fig. 2. Cabe destacar que para la sintesis de andrégenos
por medio de la via A5, es necesaria la presencia del principal precursor de esta ruta, la

dehidroepiandrosterona (DHEA). La testosterona, asi como la androstendiona y DHEA



se metabolizan en tejidos periféricos mediante procesos de oxido reduccién, dando
lugar a metabolitos 5a- y S5p-reducidos (Fig. 2), asi como por procesos de reduccién en

el grupo ceto para dar origen a esteroides 3a- y 3p-hidroxilados.

Los estrogenos se sintetizan a partir de los andréogenos (ver Fig. 2) por pérdida
del grupo metilo angular C19 y por la aromatizacién del anillo A, esta reacciéon es
catalizada por el citocromo P450 aromatasa. La estrona es un derivado de la
androstendiona (Cook y Beastall, 1987), mientras que e} estradiol, se forma a partir de

la testosterona.

Como se ha mencionado, PREG y DHEA son precursores importantes de la
biosintesis de hormonas esteroides, ambos compuestos tienen en comun un doble
enlace en C5 (A5) y difieren en su nimero de carbonos; PREG (A5-pregnen-3p-ol-20-
ona) con 21 atomos de carbono (Fig. 3a); DHEA (AS-androsten-3g-ol-17-ona) formada
por 19 atomos de carbono (Fig. 3b). La sintesis de PREG se lleva a cabo en las
mito;:ondrias de varios drganos y tejidos que producen hormonas esteroides y los
dérganos mas comunes son: las glandulas adrenales, el higado, la piel y las génadas
(testiculos y ovarios). Aunque también otros tejidos, como el cerebro y la retina, tienen
la capacidad de producir PREG (Guarneri, et al., 1994). La importancia particular de la
PREG radica en ser el precursor basico que origina a DHEA, la cual es convertida hacia

androgenos y estrégenos.
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Desde la década de los 40's, la PREG ha sido usada experimentalmente y en
terapéutica; cuando se encontré que incrementaba la productividad, reducia el estrés y
podria ser un excelente antiinflamatorio, sustentando su uso en el tratamiento de artritis

reumatoide y alergias (Guth, et al., 1994; Roberts, 1995).

DHEA y su éster sulfatado (DHEAS) se secretan en respuesta a
adrenocorticotropina (ACTH) (Stocco, 2001). La DHEA también se produce en las
gonadas, es un intermediario indispensable en la sintesis de esteroides sexuales
masculinos y femeninos y es la hormona mas abundante en el torrente sanguineo junto
con su éster sulfatado. DHEA se encuentra libre en el plasma sanguineo y se une
ligeramente a la globulina de unidn a hormonas sexuales (SHBG), mientras que DHEAS
se une a la albdmina y forma un reservorio en circulacion (Longcope, 1996). Mucho se
ha publicado respecto a los efectos potenciales de DHEA sobre varios sistemas. A
pesar de la identificacion de DHEA y DHEAS hace mas de 50 afios, existe adn una
considerable controversia sobre el papel fisioldgico de ambas hormonas. Se ha
postulado que DHEA tiene efectos anti-envejecimiento y que la variacién en sus niveles
séricos puede ser vista como un posible marcador del envejecimiento fisiologico

(Rudman, et al., 1990; Morales, et al., 1994).
Ha Hs
Ha Hy

HO' L 2-)

(@) ®)

Fig. 3: Estructura quimica de pregnenoclona (a) y dehidroepiandrosterona (b).
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1.3 Niveles plasmaéticos de PREG y DHEA en el organismo

Los niveles enddgenos de PREG deciinan con la edad, de una manera similar
que los niveles de DHEA (Labrie, et al., 1997). Se ha reportado que el estrés, la
depresion, el hipotiroidismo y la exposicion a toxinas son factores que se encuentran
asociados a una disminucidn en la produccion de PREG y DHEA (Kroboth, et al., 1999;
Fabian, et al.,, 2001). Sin embargo, los niveles normales de PREG, a diferentes edades

para cada sexo en el humano, no han sido claramente establecidos como para DHEA.

De esta manera, estudios realizados para la determinacién plasmatica de PREG,
bajo varias condiciones fisioldégicas, muestran que en sujetos del sexo masculino,
puberes y adultos, los valores plasmaticos estan en el mismo rango de concentracion:
4.9 y 2.7 nM, respectivamente (Abraham, et al., 1973). La concentracién de PREG en
recién nacidos es muy elevada, aproximadamente de 57 nM (Abraham, et al.,, 1973;
Mathur, et al.,, 1980). Asi, los niveles disminuyen significativamente a partir de los 20
hasta los 80 afos de 5.5 a 1.2 nM aproximadamente, es decir, un 78% (Belanger, et al.,
1994; Labrie, et al., 1997). El comportamiento de los niveles de PREG en las mujeres
es similar al de los hombres; PREG disminuye de 3.8 a 2.0 nM; es decir, un 45% a partir
de los 20 hasta los 80 afios (Labrie, et al., 1997). Por el contrario se reporta que, de los
20 hasta los 80 afnos los niveles de PREG en el hombre disminuyen de 3.0 hasta 1.3
nM y en mujeres de 3.9 hasta 1.2 nM, (Hill, et al., 1999); encontrando que los picos de

concentracion son mas bajos en hombres que en mujeres.



Como se ha mencionado los esteroides adrenales DHEA y DHEAS, son los
esteroides mas abundantes que circulan en el plasma humano y su concentracion
plasmatica disminuye con la edad. DHEA esta presente en el recién nacido en
concentraciones elevadas, entre 9.0 y 16 nM (Abraham, et al., 1973; Mathur, et al.,
1980), pero es muy poca la cantidad de DHEA que se produce a partir de los 6 meses
de vida, lo cual se revierte al inicio de la pubertad, donde los niveles aumentan
continuamente, presentando el pico maximo en la segunda década de la vida. Después
de los 30 afios hay una disminucion progresiva en los niveles de DHEA y DHEAS en
hombres y mujeres; la disminucion es aproximadamente de 7% por década en hombres
(Orentreich, et al., 1984; Belanger, et al., 1994). Sin embargo, la tasa de disminucién en
los niveles de DHEA es diferente en ambos sexos: 80.1% en hombres y del 69.7% en
mujeres, entre el periodo de edad de los 20 y 80 afnos, por ejemplo: DHEA disminuye de
22.7 a 4.5 nM en hombres y de 23.8 a 7.2 nM en mujeres (Labrie, et al., 1997). Se
estima que alrededor de los 70 anos de edad, sélo se produce un cuarto de la cantidad
producida en la juventud y a los 90 afos, tal vez un décimo, tanto en hombres como en

mujeres (Ravaglia, et al., 1996).

El embarazo representa un estado endocrino especial, donde los niveles
hormonales son de gran importancia. La concentracion de PREG aumenta
considerablemente durante el embarazo, alcanzando una concentraciéon plasmatica
entre 35.7 y 57.3 nM al final de la gestacién (Mathur, et al., 1980; Murphy, et al., 2001;
Riepe, et al., 2002). Mientras los niveles de DHEA no aumentan significativamente, asi
no existe cambio en la concentracién de DHEA al inicio y al final del embarazo,
manteniéndose una concentracion entre 15 y 25.6 nM, dependiendo si hubo o no

trabajo de parto (Buster, et al., 1979; Mathur, et al., 1980).



Un caso de interés particular en los niveles de DHEA y PREG, lo representa las
concentraciones de estos esteroides en el cerebro humano, donde los valores de PREG
son mayores que los de DHEA (Lanthier y Patwardhan, 1986); 74 y 6.5 veces mas,
respectivamente, que los niveles en plasma (Lacroix, et al., 1987). Las altas
concentraciones de PREG, son atribuidas a la existencia de una via biosintética
independiente de las glandulas endocrinas periféricas, asi como también a la

acumulacién progresiva de esteroides durante toda la vida.

1.4 Efectos biolégicos de PREG y DHEA

En la década de 1940, los investigadores empezaron a experimentar con el uso
de PREG, concluyendo que esta hormona podia ser una ayuda en el tratamiento dei
estrés, incrementando la energia en quienes estaban fatigados (Roberts, 1995). Sin
embargo, a! mismo tiempo se descubrid la cortisona, quién le robd atencién al uso

terapéutico de la PREG.

Se han estudiado muchos efectos de PREG, principalmente sobre el sistema
nervioso. PREG., DHEA y sus ésteres sulfatados, han sido considerados como
neuroesteroides. Estudios en ratas indican efectos sobre la memoria (Isaacson, et al.,
1995). En hombres saludables de entre 20 y 30 afios, la administracion de PREG
mejord la calidad del suefio y disminuyd el insomnio (Steiger, et al., 1993). En un
estudio de la respuesta al estrés en ratas, se observé un aumento en la ansiedad
después de la administracion de PREG; sugiriendo un efecto benéfico durante un

periodo estresante (Melchior y Ritzmann, 1994). Aunque existen numerosos datos que
10



describen efectos de aumento en la memaoria por la administracion de PREG o su éster
suifatado en roedores adultos de ambos sexos (Flood, et al.,, 1992; Isaacson, et al.,
1995; Vallée, et al.,, 2001), la relevancia fisioldgica de estos efectos esta abierta a
discusién. En un modelo de dafio a la médula espinal de rata, la administracion de
PREG, junto con un antiinflamatorio y un modulador inmune, resuité en una mejoria
estadisticamente significativa en la funcidn motora, en relacién a los controles (Guth, et
al., 1994). También se ha reportado gque en individuos con depresidn frecuente o con
una historia de depresion, los niveles de PREG fueron significativamente mas bajos que

en personas saludables (George, et al., 1994).

Con respecto a los efectos de PREG sobre el miometrio, hay pocos reportes en
la literatura. Un estudio indica que el sulfato de PREG incrementa las contracciones de
atero de conejo {(Majewska y Vaupel, 1991), mientras que otro estudio muestra que
PREG y sus derivados 20a y 208-hidroxi-PREG ejercen un efecto relajante dependiente
de la concentracion sobre las contracciones uterinas inducidas por potasio (KCIl) en

ratas (Hidalgo, et al., 1996).

Referente a DHEA y a pesar de la abundancia de esta hormona en el organismo,
su papel fisioldgico aun no ha sido establecido. Su efecto estrogénico o androgénico
reportado por algunos investigadores, depende del balance homeostatico en la
secrecion de hormonas sexuales. DHEA tiene un efecto androgénico y estrogénico en
el tejido miometrial y en las células de cancer de mama (Ebeling y Koivisto, 1994),
ademas estos autores proponen que DHEA funciona tanto como un estrégeno como un
andrégeno. Asl, la diferencia en sus efectos depende de la concentracién hormonal en

el medio. En la mujer premenopausica hay una alta concentracion de estrégenos que
11



contrarrestan el efecto androgénico de DHEA; sin embargo, en la mujer
posmenopausica, al disminuir la concentracion de estrégenos, la DHEA revierte su
efecto y funciona como un estrogeno evitando el efecto del nuevo medio hormonal de
predominio androgénico y tendria como consecuencia la proteccidn de la patologia
cardiovascular. La administracion de DHEA se ha visto como un posible tratamiento
para la enfermedad de Alzheimer (donde las concentraciones plasmaticas de DHEA y
DHEAS, son marcadamente disminuidas), ya que tiene un posible efecto reductor del
deterioro cognitivo, ademas del aumento en los procesos de memoria y el aprendizaje

(Kroboth, et al., 1999; Vallée, et al., 2001).

Algunos trabajos ponen de manifiesto el papel protector de DHEA en otras
patologias: DHEA reduce el desarrollo de aterosclerosis acelerada en transplantes de
corazén (Eich,et al., 1993) y estimula la produccién de citocinas (/L-2) en ratones
(Daynes, et al.,, 1990) provocando un aumento de la respuesta inmune (Kroboth, et al.,
1999). Se ha propuesto que al igual que otros neurcesteroides, DHEAS actia
directamente sobre la membrana incrementando los efectos del glutamato y reduciendo
los efectos del GABA (Majewska, 1992). Se han detectado niveles bajos de DHEA y
DHEAS en diversos fluidos del cuerpo (sangre, fluido sinovial y frotis salivares) de
pacientes de ambos sexos con artritis reumatoide, sugiriendo la posibilidad de un papel
patogénico por los niveles disminuidos de los andrégenos inmuno-supresivos (Cutolo, et
al., 2002). Otro efecto conferido es el antiestresante, debido a que DHEA revierte las
patologias asociadas al estrés inducido por la inmovilizacién de ratas macho, asi DHEA
disminuye la peroxidacion lipidica en higado y corazén (Hu, et al., 2000). Mientras que
la administracion oral de DHEA en ratas obesas reduce la ingesta de alimento y por lo

tanto el peso corporal, produciendo un efecto anti-obesidad (Abadie, et al., 1993). Otras
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patologias donde se reporta niveles plasmaticos disminuidos de DHEA son: la anorexia
nervosa, la etapa. final de la enfermedad renal, ia diabetes mellitus no insulino-

dependiente y en el lupus eritematoso sistémico.

Respecto al efecto de DHEA sobre musculo liso vascular y miometrial, existen
muy escasos estudios. DHEA evita la hipertension inducida por dexametasona en ratas,
de manera dosis-dependiente (Shafagoj, et al.,, 1992), lo cual sugiere un efecto
vasodilatador por parte de DHEA. Posteriormente, se demostré que en et hurén, DHEA
revierte la vasoconstriccion pulmonar aguda producida por hipoxia y que también ’
revierte el efecto de KCi sobre la vasculatura pulmonar, ademas de incrementar la
actividad de canales de K* operados por Ca?* (Farrukh, et al., 1998). DHEA también
ejerce vasodilatacién en aorta toracica aislada de rata, de manera dependiente de la
concentracion (Silva, 2002). También, DHEAS fue postulado como una hormona
vasoactiva, por ejercer vasodilatacion en anillos aérticos y arteriales de rata (Barbagallo,
et al.,, 1995). Respecto a su efecto en musculo liso no vascular, Ishida, et al., (1972)
reportaron un fuerte efecto inhibitorio por DHEA sobre las contracciones inducidas por
diferentes agentes contractiles en preparaciones aisladas de ileum de cobayo y Utero de
rata. Posteriormente, otro estudio realizado sobre contracciones espontaneas uterinas
de rata mostro que la administracion in vitro de DHEA provoca un débil efecto inhibitorio
de la respuesta contractil, en comparacion con el efecto que provocaron androgenos
con configuracién 3a-hidroxi-5a en el anillo A, androsterona y androstandiol , pero con
una potencia similar a la inducida por testosterona (Kubli-Garfias, et al., 1980). Sin
embargo, estas evidencias han quedado marginadas y no existe informacién reciente
disponible sobre la posible regulacion fisioldgica que DHEA pudiera tener sobre el

fendmeno de la contractilidad del musculo liso.



1.5 Mecanismo de accién genémico y nogenomico de hormonas esteroides

Los efectos de las hormonas esteroides que son mediados por la modulacion de
la expresidn de genes ocurren en un tiempo prolongado de horas o varios dias (accién
gendmica). Otras respuestas de las hormonas esteroides son mucho mas rapidas y
toman lugar en segundos 0 minutos (accién nogendmica).

1.5.1 Accién genémica

De acuerdo al modelo clasico de la accion de hormonas esteroides, la molécula
esteroidal entra a la célula por difusidn pasiva a través de la membrana lipidica o
asistida por proteinas transportadoras; el esteroide se une al receptor especifico de
esteroides que se localiza principalmente en el citosol. La unidn hormona-receptor
induce un cambio conformacional en la proteina receptora, el cual es acompafiado de
una disociacién de proteinas accesorias, de ese modo adquiere la capacidad de unirse
a sustancias aniénicas como el DNA. En el nucleo, el complejo hormona receptor se
une al DNA y modula la transcripcién de genes. La longitud del tiempo entre la entrada
del esteroide y la acumutlacion de cantidades significativas de proteinas recién formadas
es del orden de horas y la via completa es sensible a inhibidores particulares, tales

como actinomicina D o cicloheximida (Revisado por L&sel y Wehling, 2003).

1.5.2 Accién nogenémica

En 1942, Hans Selye notd que algunos esteroides inducian efectos (tales como

la anestesia) en s6lo minutos después de su aplicacion. Asl, el reporte de Selye fue el
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primero en detallar una accidon nogendmica para las hormonas esteroides. Estudios in
vitro sobre la modulacion del intercambio de ibnes Na” por aldosterona en eritrocitos de
perro contribuyeron con mas evidencias para la accién nogenomica de esteroides
(Revisado por Lésel y Wehling, 2003). Muchos esteroides inducen fenémenos que
ocurren rapidamente, por ejemplo; la reaccidon acrosoma, la cual es inducida por
progesterona y toma lugar segundos después de que el esperma entra en contacto con
este esteroide (Revisado por Lésel y Wehling, 2003). Otro ejempio es la rapida
disminucion de la contractilidad uterina producida por testosterona, progesterona y
algunos de sus metabolitos 5-reducidos (Revisado por Perusquia, 2001). Las acciones
nogendmicas con frecuencia involucran la generacidon de segundos mensajeros
intracelulares y varias cascadas de transduccion de senales, tales como flujo de idnes
(frecuentemente calcio), modulacién de AMP ciclico y vias de proteinas cinasas.
Ademas, los efectos de las acciones nogendmicas no son debilitados por inhibidores de
la transcripcion, tal como actinomicina D, siendo también insensibles a cicloheximida,

un inhibidor de la sintesis de proteinas.

1.6 Actividad contractil del mua lo liso uterino

La regulacion de la contraccién miometrial es de primordial importancia para el
mantenimiento del embarazo y para desencadenar el trabajo de parto. Las células del
musculo liso dependen en gran medida del aumento de la concentracién de calcio
intracelular ([Ca?']i) para contraerse, este fenodmeno puede ser causado por
estimulacién nerviosa de las fibras musculares, estimulaciéon hormonal o por cambios en

el ambiente quimico de la fibra. En la célula miometrial, como en otras células de
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mtilsﬁulo liso, existe una gran canudad de la proteina calmodulina (16.7 kDa), la cual
reacciona con cuatro iones de calcio, formando el complejo 4Ca?*-calmodutina. Cuando
la [Caz']i es aumentada, este complejo activa a la enzima miosina cadena ligera cinasa
{MLCK) (Revisado por Savineau y Marthan, 1997). La MLCK fosforila a la cadena ligera
reguladora de 20 kDa (LCzo), la fosforilacion de la LC;, permite que miosina ATPasa sea
activada por actina, causando asi la contraccion (Revisado por Savineau y Marthan,
1997). Por el contrario, la relajacion del muasculo liso se produce cuando la [Caz’]i
disminuye a un nivel critico, provocando la inactivacién de la MLCK por disociacion del
complejo calcio-caimodulina, lo cual permite que la enzima miosina cadena ligera
fosfatasa (MLCP), que se localiza en el citoplasma, separe el fosfato de la cadena ligera
reguladora. Esta enzima se une a miosina y su actividad no es dependiente del calcio
(Revisado por Savineau y Marthan, 1997; Guyton y Hall, 2000). La desfosforilacion de la
MCLP es regulada negativamente por las proteinas G; rhoA, rho asociada cinasa (ROK)

y la proteina cinasa C (PKC) y regulada positivamente por GMPc¢ (Sanborn, 2001).

Los farmacos pueden provocar cambios en la [Ca®'li de la célula de musculo liso
uterino, por promover o inhibir el influjo o el eflujo de calcio. Asi, los agonistas unidos a
su receptor especifico pueden iniciar: (1) una contracciéon al aumentar la [Ca?']i, por
activacion de canales de calcio operados por voltaje (VOC) o por receptor (ROC) y por
la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmatico (SR) por medio de 1,4,5-trifosfato de
inositol (IP3); o (2) una relajacién por disminuir la [Ca®*]i por inactivacion de los VOC o
ROC; por secuestro intracelular de caicio o por el aumento del eflujo de calcio del

citoplasma.



Agentes contractiles del musculo liso, tales como acetilcolina, oxitocina y
prostaglandinas aumentan la concentracion intracelular de calcio. Por o tanto, las
prostaglandinas, PGEz2, PGF2, u oxitocina disminuyen la recaptura de calcio
dependiente de ATP; de manera interesante, PGE: puede también liberar calcio. Una
gran variedad de agentes, tales como bloqueadores de la entrada de calcio y/o
hormonas esteroides, son capaces de bloquear el influjo de calcio. También se asume
que el aumento del segundo mensajero, AMPc, es el mediador de los efectos relajantes
de una variedad de agentes tales como los agonistas B-adrenérgicos (Revisado por

Perusquia, 1999).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la ruta metabdlica del colesterol hacia hormonas esteroides, compuestos 3p3-
hidroxi-AS, tales como pregnenoilona (PREG) y dehidroepiandrosterona (DHEA); asi
como sus ésteres sulfatados, son formados en células endocrinas. Hasta hace poco
tiempo., estos dos compuestos habian sido reconocidos solamente como
productos/substratos de las sucesivas reacciones quimicas que dan origen a la
estructura de hormonas activas. Sin embargo, en la actualidad estas dos hormonas
parecen jugar un importante papel fisiologico, por tener actividades farmacoldgicas

propias; e.g., en el sistema nervioso central, ejerciendo disminucidn de la excitabilidad.

Los productos del metabolismo de estos dos precursores, regulan una amplia
gama de efectos bioldgicos, entre los que se encuentra la importante modulacion de la
actividad contractil uterina. Asi, numerosas evidencias experimentales han mostrado
que la produccién de metabolitos, que pueden ser mas o menos activos que los
precﬁrsores Ad-3ceto (progesterona y testosterona) y los derivados 5-reducidos, podria
ser importante en la regulaciéon de los efectos endocrinos de los esteroides en la
reproduccién. Por lo que resulta interesante estudiar el potencial efecto modulador de

los precursores 3B-hidroxi-A5 (PREG y DHEA) sobre la contractilidad uterina.



3. HIPOTESIS

Con base en la estructura esteroidal comun que presentan los precursores 3p-
hidroxi-AS, con esteroides sexuales de accion relajante conocida, se espera que PREG
y DHEA produzcan también relajacion uterina. Sin embargo, se propone que la potencia
rélajante de PREG y DHEA sea semejante a la de progestinas y andrégenos
respectivamente; debido a la similitud estructural que presenta PREG con progestinas y

DHEA con andrégenos.

Por la caracterizacion del efecto quiescente de la progesterona como una accion
de tipo nogendmico, se espera que el efecto de los precursores 3p-hidroxi-A5, sea

también una accién independiente de la regulacion gendmica.



4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar el efecto antiuteroténico de los precursores de esteroides:

pregnenolona (PREG) y dehidroepiandrosterona (DHEA) sobre la actividad contractil del

miometrio aislado de rata en diestro.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. - Construir la curva concentracién-respuesta de PREG y DHEA, estableciendo las

concentraciones inhibitorias 16, 50 y 84 para cada hormona.

2. - Comparar la potencia ttero relajante de PREG y DHEA con la conocida acciéon

inhibitoria ejercida por progesterona sobre la actividad contractil uterina.
3. - Determinar si la respuesta inducida por PREG y DHEA es a través de la clasica via

de accién de hormonas esteroides (gendmica); observando el efecto de éstas hormonas

en presencia de inhibidores de la transcripcion y sintesis de proteinas.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Modelo animal

Para este estudio se utilizaron ratas hembras virgenes adultas, de la cepa Wistar
de 180-220 g de peso corporal, las cuales se mantuvieron en grupos de 15 animales; 5
ratas por caja, en condiciones de bioterio: termperatura de 20-22°C, con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas luz/12 horas oscuridad y con acceso al agua y al alimento Harlan

(TEKLAD LM 485 Mouse/rat diet 7012) para rata ad libitum.

Después de dos ciclos estrales consecutivos, las ratas fueron elegidas en fase
de diestro. Esta fase fue determinada por citologia; tomando un exudado vaginal
diariamente a cada rata con ayuda de una pipeta Pasteur con punta roma que contenia:
0.5 ml de solucion salina isoténica al 0.9%, fa cual fue depositada en la vagina y retirada
inmediatamente mediante un bulbo succionador de goma (Fig. 4). El contenido fue
colocado en un portaobjetos de vidrio y analizado en fresco bajo un microscopio 6ptico

(Carl Zeiss junior, modelo K-4D) a un aumento de 10x.

La citologia vaginal de la fase de diestro fue determinada por la presencia de

abundantes leucocitos y muy esc células basal Todas las ratas fueron utilizadas

en este estado endocrino, que es caracterizado por niveles bajos de hormonas

sexuales, presentando también una alta actividad contractil miometrial.
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Fig. 4: Toma de frotis vaginal.

Los animales elegidos en diestro fueron sacrificados por dislocacion
cervical y posteriormente, se procedid a realizar la histerectomia con material
de microcirugia. El Gtero fue colocado en una caja petri de doble pared,
conectada a un bafo recirculador de agua (Haake D1), para mantener la
temperatura a 37°C de la solucion Ringer Krebs-Henseleit con la siguiente
composicién en mM: NaHCO3; 25.0, NaCl 119.0, KCI 4.6, KHPO, 1.2, MgSO,
1.2, CaCls 1.5, Glucosa 12.0, con burbujeo constante de una mezcla gaseosa
de 5% CO.y 95% O para estabilizar el pH a 7.4.
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5.2 Preparacion del tejido uterino y sistema de registro

Bajo estas condiciones, el lutero fue separado de los ovarios y limpiado de tejido
adiposo y conectivo circundante. Cada cuerno uterino fue cortado transversalmente en
anillos de aproximadamente 1 cm de longitud y cada uno fue sujetado en forma vertical,
usando hilo de seda (000), para fijar uno de sus extremos a la base de una camara de
incubacion y el otro a un gancho pendiente a un transductor de tension (Grass
Instrument Co., Quincy, Mass., U.S.A.,, modelo FTO03C). La camara de incubacién
contenia 10 m! de solucidn Ringer Krebs-Henseleit, mantenida a 37°C por medio del
bano recirculador y burbujeada continuamente con la mezcla gaseosa para mantener

un pH de 7.4 constante.

La actividad contractil espontanea del atero fue registrada mediante la técnica
isométrica para tejido aislado. Asl, cada uno de los tejidos, sujetados a diferentes
transductores que a su vez fueron conectados a un poligrafo (Grass Instrument Co.,
Quincy, Mass., U.S.A., modelo 79) de 4 canales, para registrar la sefial mecanica de la
contraccién en el graficador del poligrafo (ver Fig. 5). Por su parte, el poligrafo fue
acoplado a una computadora (Pentium Il a 1.13 GHz), con un convertidor analégico
digital (polyVIEW, version 2.1, ADM-20002 de Astro-Med Inc. Rl., U.S.A.) para capturar

y analizar la sefial en tiempo real.
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En las condiciones antes mencionadas, los tejidos fueron sometidos a una
fuerza de tensién de 10 MmN (1.0 g de tension = 2 cm de desplazamiento de la
pajilla). Después de mantener dicha tension, durante un periodo aproximado de 10-
20 minutos, !a linea basal fue ajustada, dejando que la actividad contractil uterina se
estabilizara a las condiciones in vitro durante un periodo de por lo menos 30
minutos.

Fig. 5: Sistema de registro isométrico para tejido aislado, mostrando: 1) ias camaras de
incubacién donde se mantiene al tejido, 2) bafio recirculador de agua que alimenta a las
camaras de incubacién para mantener una temperatura constante de 37°C, 3) suministro de
aeracién de la mezcla gaseosa, 4) transductor de tension, 5) polig y 6) comp , con

convertidor analégico-digital, acoplada al poligrafo.
{  TESIS CON
| FALLA DE ORI
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5.3 Protocolo experimental
i. Curva concentraciéon-respuesta de PREG y DHEA

Después de la estabilizacion de la contraccidn espontanea del Gtero, se
registraron 10 minutos de actividad, que fue considerada como control (100% de
actividad contractil). Inmediatamente, se adiciond cada una de las dos hormonas de
prueba, PREG y/o DHEA, aplicando cada hormona por separado y a diferentes
concentraciones (2, 20 y 200 pM) de manera no acumulativa; /. e., cada concentracién
en diferente muestra proveniente de diferentes animales. El efecto fue registrado
también durante 10 minutos y comparado con el control (100%) en términos de
porcentaje de inhibicidn de la actividad contractil. Después de registrar el efecto (10
min), la hormona fue retirada del tejido mediante recambio de la solucién Ringer
(lavado), para observar la recuperaciéon de la actividad contractil espontanea y la
viabilidad del utero. Cada ensayo se repitic por lo menos 6 veces (n = 6), para cada
concentracion de las dos hormonas. Previamente se realizé el control del efecto del
vehiculo (etanol 0.1%) en el cual se disolvié y administré el esteroide, usando el mismo

protocolo experimental.

Con los datos obtenidos se elabord la curva concentracidn-respuesta de cada
hormona, de cuerdo al método de Litchfield y Wilcoxon (1949). Se obtuvé el valor de la
concentracion inhibitoria media (Clso: concentracién de la hormona a la cual se produce
el 50% de inhibicidén de la actividad contractil espontanea del Gtero de rata), los limites

de confianza y el valor de la pendiente de la recta.
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ii. Relacion de potencia

Con el objeto de comparar la potencia relajante de PREG y DHEA con la que
ejerce la progesterona (hormona que juega un papel muy importante en el
mantenimiento del embarazo, por su accién utero-relajante) sobre la actividad contractil
uterina, se realizé un analisis de potencia a la Clsg de las hormonas en estudio,
comparando con la Clso de progesterona, reportada previamente (Kubli-Garfias, et

al.,1979).

La potencia fue calculada por la siguiente formula:

Clso de progesterona

POTENCIA =
Clso de la hormona de prueba

Dando un valor de 1.00 a progesterona.

iii. Caracterizaciéon del efecto

Con el propdsito de determinar si la respuesta que inducen las hormonas es a

través del modelo clasico de la accion de hormfmonas esteroides, se desarrolld el

siguiente protocolo:

Después de la estabilizacién de la contraccion espontanea del utero, se
registraron 10 minutos de actividad y posteriormente se incubd al tejido por 30 minutos,

con un inhibidor de la transcripcién (actinomicina D 10 uM) o con un inhibidor de la
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sintesis de proteinas (cicloheximida 40 M), antes de ta adicidon de la hormona a la
concentraciébn maxima de 200 uM y la respuesta fue cuantificada durante 10 min. Asi,
se hicieron las comparaciones entre el efecto de ia hormona con y sin tratamiento.
Previamente se realizd la prueba del potencial efecto que pudiera ejercer el vehiculo de

los inhibidores y ia hormona sobre la actividad contractil uterina.

5.4 Cuantifi ion de los d.

El efecto producido por las hormonas o el vehiculo sobre la actividad espontanea
del utero, se determiné cuantificando el area bajo la curva de las contracciones,
mediante el programa de captura polyVIEW (version 2.1, ADM-20002 de Astro-Med Inc.
RI., U.S.A.). El efecto de cada compuesto fue determinado en términos de porcentaje

de inhibiciéon de la actividad contractil uterina, mediante el procedimiento antes descrito.

Cada concentracion analizada fue la media de n = 6 + desviacion estandar de la
media (DEM) para cada compuesto. Se utilizé la prueba de t de “student” no pareada
para la comparacion del efecto de las diferentes concentraciones de cada esteroide y
del efecto del vehiculo. También con esta prueba, se realizé la comparacién estadistica
de los resultados del efecto maximo (Emax) de la hormona (200 uM) en presencia de
cicloheximida o actinomicina D. Se consider6 un valor de p<0.05 como significativo.
Finalmente, para comparar las curvas concentracién-respuesta se utilizé la prueba

estadistica ANADEVA.
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5.5 Compuestos utilizados

Todos los compuestos fueron adquiridos de Sigma Chemical Co., St. Louis MO.,
U.S.A.: A5-pregnen-3p-ol-20-ona (pregnenolona, PREG), AS5-androsten-3p-ol-17-ona
(dehidroepiandrosterona, DHEA), actinomicina D (diactinomicina) y cicloheximida (3-[2-
(3,5-dimetil-2-oxociclohexil-2-hidroxietil]-glutarimida). Todos los compuestos fueron
disueltos en etanol absoluto (Merck-México, S.A.), adicionando a cada camara de
incubacién un volumen final de 0.1% en 10 ml de la solucién Ringer Krebs-Henseleit,
que corresponde a 17.14 mM. Cabe aclarar que para el caso de PREG 200 nM, el
volumen final del vehiculo fue 0.2% en 10 ml de la solucién fisiolégica. Actinomicina D

se conservd en oscuridad, en un frasco color ambar, por ser fotosensible.
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6. RESULTADOS

TESIS CON
FALLA DB onig N

6.1 Curva io ta de PREG y DHEA

La contraccion uterina espontanea no fue modificada significativamente (p>0.05)
por la adiciédn del vehiculo (etanol 0.1% para todas las concentraciones usadas y 0.2%
para 200 uM de PREG). Sin embargo, ambas hormonas (PREG y DHEA) inducen una
disminucién en la amplitud de la contraccidon espontanea uterina. Cabe destacar que el
efecto relajante de DHEA fue inmediato (~ 1 min) y reversible, después de retirar a la

hormona del tejido (Fig. 6).

PREG
(]
'y
DHEA
Fig. 6. Registros tipk de la til uterina i vilro de la rata en diestro, en donde

se muestra: el efecto no signlﬁcauvo del vehiculo (etanol 0.1%) y el efecto utero relajante de
el

pregnenclona (PREG) y dehidroepiandrosterona (DHEA) a 200 uM. La flecha indi de
la adicidon del compuesto y el circulo cerrado representa el recambio de la solucion (lavado). Notese

que al retirar DHEA del tejido, la actividad contractil uterina es recuperada.
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DHEA mostré6 un agudo efecto relajante inmediato sobre la contracciéon
espontanea uterina (Fig. 6), el cual depende de la concentracién (Tabla | y Fig. 7). En
contraste, PREG mostro un tenue, pero significativo (p<0.05) efecto relajante (Fig. 6),
observado por disminucién de la amplitud de la contraccién espontanea uterina. En la
Fig. 8 se observa la comparacion entre el efecto de ambos esteroides (PREG y DHEA),
donde se muestra que la relajacion producida por PREG no fue dependiente de la
concentracién, mientras el efecto de DHEA es lineal en relacién a la concentracién,
siendo DHEA marcadamente més potente que PREG para inducir relajacién uterina

(Tabla 1y Fig. 8).

Tabla I. Valores del porcentaje de relajacién inducido por PREG y DHEA sobre la
contraccion espontianea def Gtero de rata en diestro.

Concentracion % de relajacion
(uM) n =6+ DEM
PREG DHEA
2 14.34 + 3.36 14.63 + 2.35
20 20.73 + 2.81 38.54 = 5.44
200 25.05 + 2.79 80.74 + 2.43

El efecto relajante de las diferentes concentraciones de PREG y DHEA fue
significativamente diferente (p<0.05) entre todas las concentraciones probadas y
respecto al efecto del vehiculo (etanol). El efecto de PREG y DHEA a 2 uM no fue
significativamente diferente (p>0.05).
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Fig. 7: Curva concentracién-respuesta de DHEA sobre la contraccion espontanea del
Gtero aislado de rata en diestro. Cada simbolo representa la media (n = 6, £+ DEM con
excepcion de 10y 100 uM, n = 2 y n = 3, respectivamente).
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Por el método de Litchfield y Wilcoxon (1949) se calculd la pendiente de |la recta
de cada curva y se determinaron las concentraciones inhibitorias (Cl) 16, 50 y 84, con

los limites de confianza para la Clso (Tabla I1).

Tabla Il. Concentraciones inhibitorias (Cl) 16, 50 y 84 de PREG y DHEA sobre ila
contraccion espontinea del utero de rata en diestro.

Che Clso Clas LiMITES PENDIENTE
HORMONA (=M) M) (nM) INFERIOR-SUPERIOR DE
K H K DE LA Clso LA RECTA
PREG 3.52 7.86 X 10° * 1.75 X 10"~ 563.18-1.09 X 10" 5.35
DHEA 272 29.05 310.36* 6.23 - 135.45 33.05

*Valores tedricos, obtenidos por extrapolacién de la recta.
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6.2 Relacion de p

Al comparar ila potencia inhibitoria de PREG y DHEA con respecto a
progesterona, se aprecia que PREG fue marcadamente menos potente que
progesterona para inducir relajacién uterina en la rata. En contraste, DHEA mostré una
potencia igual o ligeramente mayor a la ejercida por progesterona (Tabla Il). Asf, se
observa que la relacién de potencia para inducir relajacion uterina es:

Progesterona = DHEA >>>>> PREG.

Los valores de la Clso de progesterona y DHEA son practicamente iguales (Tabla

) y se puede decir que estas dos hormonas son equipotenciales para relajar el Utero

de rata.

Tabla . Relacién de la potencia relajante de progesterona y sus precursores
sobre la contraccién espontinea del Gtero de rata en diestro.

COMPUESTO Clso POTENCIA® ESTRUCTURA
G,
R
PROGESTERONA 25.44 uM 1.00 .
o
-
PREG 7.86 M 0.000003 . -
wo
.
DHEA 29.05 uM 0.87 -

o

*La potencia fue evaluada por la férmula: Clso de progesterona / Cisp de la hormona de
prueba, asumiendo un valor de 1.00 para progesterona. n
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6.3 Caracterizacion del efecto inhibidor de la actividad contractil

El vehiculo de los inhibidores de la transcripcion o de la sintesis de proteinas
mas la adicidn del vehiculo de la hormona (etano!l 0.1% para cada compuesto), no
meodificé significativamente la actividad contractil uterina (p>0.05), como puede
observarse en la Fig. 9A. Asimismo, el marcado efecto relajante de DHEA a 1a maxima
concentracién probada (200 upM), no fue modificado significativamente por el
pretratamiento con 10 uM de actinomicina D (p>0.5) o 40 uM de cicloheximida (p>0.1),
(Fig. 9 BC y 10). Tambi&n se observd una recuperacion de la actividad contractil uterina

después de retirar los compuestos del tejido (Fig. 9 BC).
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[TITl DHEA = 80.74 + 2.43% de relajacion
Actinomicina D + DHEA = 81.47 + 4.7% de relajacion
Cicloheximida + DHEA = 80.03 + 4.27% de relajacion

100+

80+

L
g

' _

Fig. 10: Comparacion del efecto de DHEA a la concentracién maxima probada (200 uM)
sobre la contraccién espontanea de utero de rata en diestro, en presencia de inhibidores de
la transcripcion (actinomicina D 10 uM) y de la sintesis de proteinas (cicloheximida 40 uM).
El efecto relajante de DHEA no fue significatiy e dife con al
pretratamiento con actinomicina D (p>0.5) o con icioh (p>0.1). Cada
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7. DISCUSION

7.1 General

Los resultados del presente estudio muestran que PREG y DHEA son capaces
de disminuir la actividad contractil uterina de la rata, evidenciando que estos esteroides
son compuestos Utero activos, por producir relajacién uterina. Este hecho revela que los
precursores 3-hidroxi-A5, tales como PREG y DHEA, no tienen Unicamente el papel de
producto/sustrato de las sucesivas reacciones que dan origen a la estructura de
hormonas esteroides con actividad bioldégica, sino que PREG y DHEA son verdaderas
hormonas con actividad propia; i) por regular la contraccién uterina, comoc ha sido
demostrado en este estudio, ii) por ser neuromoduladores de la excitabilidad neuronal y
iify por ser compuestos vasoactivos. Estas dos uitimas respuestas han sido
consideradas como acciones membranales independientes de los receptores
intracelulares de esteroides (Majewska, 1992; Baulieu, 1997; Farrukh et al., 1998; Silva,

2002).

La relajacion uterina producida por PREG y DHEA sé pudo observar
inmediatamente después de su adicion, cabe también senalar que en este estudio sé
observé una recuperacion de la actividad contractil espontanea del Gtero, después de
retirar a la hormona del tejido (lavado), mostrando que el efecto utero-relajante es
reversible. La respuesta observada entre ambas hormonas mostré diferente
comportamiento: 1) El efecto relajante de PREG fue tenue pero significativo, entre 14 y
25% de relajacién (a todas las concentraciones probadas), éste efecto relajante fue

evidente por la disminucién de la amplitud de la contraccion; sin embargo, el efecto no
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mostré un claro comportamiento lineal dependiente de la concentracion. 2) En
contraste, DHEA fue capaz de inducir un agudo efecto relajante, que fue claramente
dependiente de la concentracion. Por lo tanto, el andlisis de estos datos manifiestan
una marcada diferencia de la potencia de ambas hormonas para inducir relajacion

uterina.

Es importante considerar, que el efecto de relajacion uterina que ejercen PREG y
DHEA concuerda con el efecto relajante reportado para sus derivados, como son:
progesterona, testosterona y sus metabolitos S5-reducidos sobre la actividad contractil
del miometrio de la rata (Kubli-Garfias, et al., 1979; Kubli-Garfias, et al., 1980;
Perusquia, et al.,, 1990; Perusquia, 2001; Sanchez, et al., 1993; Gutiérrez, et al., 1994) y
de humano (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001). Referente a los antecedentes de estas
hormonas; PREG y DHEA, como utero moduladores, solo existe un estudio con DHEA
(Kubli-Garfias, et al., 1980) que reporta un tenue efecto relajante, mientras que para
PREG, existen dos trabajos; uno con su éster sulfatado, donde en Utero de coneja
aumenta la actividad contractil (Majewska y Vaupel, 1991), el otro en utero de rata,
donde PREG presenta un efecto antiuterotonico sobre la contraccion de potasio
(Hidalgo, et al., 1996). Esta controversia indica que hay diferencia entre especies para

la acciéon de la hormona sobre la actividad contractil uterina.

7.2 Potencia relajante

La potencia relajante de PREG y DHEA fue comparada con la potencia reportada

para progesterona en el mismo modelo experimental (Kubli-Garfias, et al., 1979).
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observando que DHEA es equipotencial a testosterona. En este estudio encontramos
que DHEA es también equipotencial a progesterona, mientras que PREG resultd ser
0.000003 veces menos potente que progesterona. Es importante mencionar que la
propiedad quiescente sobre el Gtero se le ha conferido al producto del metabolismo de
PREG, la progesterona (Perusquia, 2001). Sin embargo, algunos de los metabolitos 5-
reducidos de progesterona y los compuestos derivados de DHEA, como los
androgenos, pueden inducir un efecto relajante uterino, incluso mayor que el del
precursor A4,3-ceto (progesterona o testosterona) (Kubli-Garfias, et al.,, 1979; Kubli-
Garfias, et al.,, 1980; Perusquia, et al., 1990; Perusquia, 2001; Perusquia y Jasso-
Kamel, 2001). De tal manera, el efecto de los compuestos estudiados podria ser
potenciado o sinergizado con el de otros compuestos producto de su metabolismo. En
el caso particular del tenue efecto producido por PREG, podria deberse a que el papei
principal de PREG seria el de servir como sustrato para originar compuestos de mayor
potencia como progestinas 5B-reducidas (Perusquia, 2001). Con respecto a DHEA, es
importante destacar que su potencia reiajante resulté mucho mayor a la reportada por
Kubli-Garﬁas (1980) y este estudio no considerd a DHEA como una molécula potente

para inducir relajacion uterina.

La corﬁparacién de la potencia de DHEA con el estudio previo (Kubli-Garfias, et
al., 1980) y el presente trabajo fue analizada en relacion a la sensibilidad uterina a
DHEA (Clsp = 107.5 pM vs Clso = 29.05 uM, respectivamente), la diferencia podria ser
debida a las distintas condiciones experimentales entre ambos estudios; el estudio de
Kubli-Garfias et al (1980) utilizé ratas de la cepa Sprague-Dawley, la histerectomia se

realizd mediante anestesia con éter, se empled diferente Ringer (Tris), el vehiculo
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donde se disolvieron los esteroides fue propilen glicol (0.05 ml) y las concentraciones

probadas fueron agregadas de manera acumulativa.

La sensibilidad de {a contraccidn espontanea uterina a PREG de los presentes
datos (Clso = 7.86 X 10°% n M) resultd ser 284,782 veces menos potente con respecto a la
sensibilidad de la contraccién inducida por KCI (Clso= 27.6 uM), reportado en un trabajo
previo (Hidalgo, et al., 1996). Esta discrepancia podria también ser debida a las
diferencias experimentales entre ambos trabajos; Hidalgo y colaboradores utilizaron
ratas estrogenizadas con benzoato de estradiol, decapitadas un dia después de la
inyecciéon, emplearon diferente Ringer (Solucion Jalén a 32°C), el vehiculo donde se
disolvieron los esteroides fue dimetil-sulféxido (DMSO), la contraccién uterina fue
inducida por KCI y las concentraciones probadas fueron agregadas de manera
acumulativa. Ademas, la mayor sensibilidad de la contraccion inducida por KCI al efecto

de la hormona, sugiere una especificidad en el sitio de accién.

s sivicdacd 1aiart:

7.3 Descripcion estructura q idad relaj

La diferente eficacia del efecto relajante producido por PREG y DHEA, puede ser
debida a la diferencia estructural que presentan ambas moléculas. La pérdida de los
carbonos 20 y 21, con la subsecuente formacién de un grupo ceto en C17; para formar
DHEA (Fig. 10) aumenta la potencia relajante, 7 ., en la molécula con estructura AS es
necesario la existencia del grupo ceto en C17. PREG y DHEA son iguales

estructuralmente en los anillos A, B y C, por lo que se propone que el anillo D pueda ser
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la parte activa de la molécula (farmacdforo). Mientras, la conversién hacia
progesterona, donde el doble enlace en C5-6 en el anillo B se isomeriza a C4-5 en el
anillo A, que ademas provoca un cambio conformacional; donde el sistema A-B-C-D
de la molécula es orientado en forma mas plana, aumentando la potencia relajante
de la molécula (Fig. 11).

PREG

! DHEA

PROGESTERONA

g >

Fig. 11: Representacidon tridimensional de la orientacién espaciat de las moléculas en estudio. Vista
frontal a la izquierda y lateral a |a derecha.

?
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Cabe destacar que el grupo ceto en C17 de DHEA es de gran importancia para
inducir relajacidon uterina. Este hallazgo concuerda con trabajos previos que han
mostrado que una serie de S5a/p-androstanos sin los grupos funcionales ceto e hidroxilo
en C17, no tuvieron efecto relajante significativo sobre la actividad contractil uterina
(Navarrete, 1999; Barrera, 2000). Asimismo, es importante mencionar que ias
subsecuentes modificaciones de DHEA hacia androgenos o de progesterona hacia
progestinas, pueden dar compuestos mas activos, cuando son reducidos en C5 e
hidroxilados en C3 (Kubli-Garfias, et al., 1979; Kubli-Garfias, et al., 1980; Perusquia, et
al., 1990; Perusquia y Campos, 1991; Perusquia, et al., 1991a; Perusquia, et al., 1991b;
Perusquia y Kubli-Garfias, 1992; Perusquia y Villalon, 1996; Perusquia, 2001;

Perusquia y Jasso-Kamel, 2001).

7.4 Caracteri. ion de la ion relajante

La rapida accion relajante inducida por PREG y DHEA (segundos a minutos) mas
la reversién del efecto (la actividad contractit es recuperada al retirar el esteroide del
tejido) después del lavado, indica que esta accidn no puede ser mediada por la clasica
via de accidbn de hormonas esteroides, donde se requiere de una duracién mucho mas
prolongada para modificar la sintesis de proteinas. Para sustentar esta propuesta, en
este estudio se observd que la relajacion producida por esteroides 3p-hidroxi-AS
persiste ain en presencia de los inhibidores de Ja sintesis de proteinas y de la
transcripcién. Este hallazgo sugiere que el efecto de PREG y DHEA no es mediado

gendmicamente y que puede ser categorizado como una accién membranal, de tipo no
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gendmico, como ha sido reportado para varios de sus derivados (Perusquia, 2001).
Ademas, se ha documentado que han fallado los intentos para aislar y caracterizar un
receptor especifico intracelular para DHEA (Kalimi y Regelson, 1988; Meikle, et al.,

1992; Kawai, et al., 1995; Okabe, et al., 1995; Liu y Dillon, 2002).

El modo exacto de accién nogenomica que los esteroides inducen en la célula
miometrial para provocar relajacion no es claro. Los escasos datos sobre el efecto de
los esteroides adrenales sobre la contraccidon uterina han sefnalado que PREG y sus
analogos hidroxilados en C20 tienen una accidn calcio antagoénica, proponiendo que la
relajacion uterina producida por PREG puede darse por inhibir el influjo de calcio y no
se descarta la posibilidad de que intervengan otros mecanismos que inhiban el influjo
de calcio (Hidalgo, et al., 1996). Otras evidencias experimentales han sugerido que, el
sulfato de PREG puede potenciar las contracciones uterinas en la coneja por suprimir la

funcion de receptores GABA (Majewska y Vaupel, 1991).

7.5 Papel fisiolégico

Los presentes datos mostraron que PREG y DHEA producen per se un efecto
relajante sobre ia actividad contractil uterina, que podria ser potenciado o sinergizado
con el efecto inducido por la amplia variedad de hormonas esteroides en el tejido,
incluyendo compuestos A4,3-ceto y 5-reducidos. Los niveles plasmaticos de ambas
hormonas son ascendentes hasta los 30 afos de edad, considerando a éste periodo
como la edad reproductiva 6ptima en las mujeres. A pesar de que los niveles

plasmaticos de DHEA durante el embarazo son menores (entre 15 y 25.6 nM) (Buster,
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et al., 1979; Mathur, et al.,, 1980) a los de PREG (entre 35.7 y 57.3) (Mathur, et al..
1980; Murphy, et al.,, 2001; Riepe, et al.,, 2002) y a los de progesterona (635.9 nM)
(Luisi, et al., 2000; Murphy, et al.,, 2001), se podria proponer a DHEA como una
hormona de interés terapéutico, ya que podria favorecer el efecto relajante durante el
embarazo, dado a que el efecto producido por DHEA es mimetizado con el de
progesterona, para evitar las contracciones uterinas, logrando asi el mantenimiento del
embarazo. Estas evidencias proponen a DHEA como un farmaco con propiedades
tocoliticas para prevenir abortos y partos prematuros, con utilidad en las areas médicas

de la ginecologia y la obstetricia.

Por otra parte, el conocimiento de la relacidon estructura quimica-efecto relajante
de los esteroides: A5, A4 y 5-reducidos sobre la actividad contractil uterina, es la base

para el desarrollo de nuevos farmacos antiuteroténicos.
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8. CONCLUSIONES

DHEA mostré un agudo efecto reiajante, dependiente de la concentraciéon,
mientras PREG produce un tenue, pero significativo efecto relajante qhe no fue

dependiente de la concentracion.

PREG y DHEA son compuestos moduladores de la contraccion miometrial, por
producir relajacién, mostrando que son verdaderas hormonas y no sélo son

precursores para la formacion de hormonas esteroides.

La diferente potencia relajante entre PREG y DHEA, posiblemente se deba a la
diferencia estructural de ambas moléculas; la estructura A4 de progesteronay su
conformaciéon plana en el anillo A, es importante para ejercer una buena actividad
relajante, en la estructura A5 es necesario que exista un grupo ceto en C17,

ademas de la pérdida de C20 y C21, para obtener una mayor actividad relajante.
El efecto relajante inducido por PREG y DHEA en el utero no es a través de la
clasica via de accién de hormonas esteroides; es decir, es un efecto de tipo

nogendémico.

DHEA es una hormona con propiedades tocoliticas y con potencial terapéutico.
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