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RESUMEN

En afos recientes se ha establecido que los andrégenos son importantes
moduladores del tono vasomotor, capaces de provocar disminucion del tono
vascular. El efecto vasodilatador de la testosterona (TES), el principal andrégeno, ha
sido observado en varios tipos de vasos sanguineos de diferentes especies; sin
embargo, existe discrepancia sobre la sensibilidad a la accion vasodilatadora de
TES, en los diferentes lechos vasculares estudiados. Lo cual puede ser debido a: (i)
la variacion de especie; (ii) el tipo de vaso sanguineo vy; (iii) los diferentes agentes
vasoconstrictores empleados en cada estudio. Por tal motivo y con fines
comparativos, el objetivo principal de este trabajo fue analizar la potencia
vasodilatadora de TES y sus metabolitos 5-reducidos (5a-dihidrotestosterona;
50-DHT y 5B-dihidrotestosterona; 53-DHT) sobre contracciones inducidas por un
mismo agente vasoconstrictor en tres diferentes vasos sanguineos de la misma
especie. En forma colateral, también se estudio la eficacia vasodilatadora de cada
andrégeno y la posible participacion del endotelio vascular en su efecto
vasodilatador. Para este estudio se utilizaron anillos, con y sin endotelio, de arteria
coronaria izquierda, arteria femoral y vena safena de perro macho adulto. Los anillos
fueron precontracturados con KCI (60 mM) y su actividad fue registrada mediante la
técnica isométrica. Cada androgeno fue evaluado por separado y a diferentes
concentraciones en forma no acumulativa. Los andrégenos mostraron una rapida
capacidad vasodilatadora, la cual fue dependiente de la concentracidén en los tres
lechos vasculares, en un rango de concentracion de 1.8 a 180 uM. El efecto
vasodilatador de los andrégenos no mostrd diferencias significativas entre
preparaciones con y sin endotelio de la arteria coronaria izquierda y la arteria
femoral, mientras que la vena safena present6 un comportamiento atipico del
endotelio vascular; pero aun asi, se preservo el efecto relajante de cada androégeno,
descartando la participacion del endotelio vascular en el efecto vasodilatador de los
andrégenos. Se pudo determinar que cada uno de los tres vasos sanguineos
estudiados tiene diferente sensibilidad al efecto relajante de los andrégenos, siendo
la arteria coronaria izquierda el lecho con mayor sensibilidad, mientras que, la arteria
femoral fue el vaso con menor sensibilidad. Asimismo, los andrégenos mostraron
diferente orden de potencia en cada lecho vascular, en la arteria coronaria izquierda:
58-DHT>>5a-DHT>TES; en la arteria femoral: 58-DHT>>TES>>>5a-DHT; y en la
vena safena: 5-DHT=TES=5a-DHT. En general, estos hallazgos indican que 5f3-
DHT fue el andrégeno con mayor potencia, respecto a TES y 5a-DHT, sefialando
gue la configuracion 58/cis optimiza la accién vasodilatadora de los Cig esteroides.
Estos datos resaltan que la diferente sensibilidad de cada lecho vascular canino, al
efecto vasodilatador de los andrégenos depende, en parte, de las diferencias
funcionales intrinsecas de cada vaso y de la estructura quimica de cada androgeno.



SUMMARY

Recently it has been established that androgens are regulators of vascular reactivity
by diminishing the vascular tone. The vasodilator property of testosterone (TES), the
main androgen, has been observed in several vascular beds from different species;
but the different efficiency of TES to induce vasodilation has caused controversy.
Thus, this study investigated the vasodilating potency and efficacy of TES and its
5-reduced metabolites (5a-dihydrotestosterone; 5a-DHT, and
5B-dihydrotestosterone; 58-DHT) on three different vascular beds from the same
species contracted with KCl; as well as the possible role that the vascular
endothelium may play. In the dog coronary and femoral arteries and the saphenous
vein, with and without endothelium, isometrically recorded, contractions by KCI (60
mM) were inhibited by each androgen in a concentration dependent manner from 1.8
to 180 uM. Removal of endothelium did not prevent androgen-induced vasodilation in
the coronary and femoral artery, while the saphenous vein showed a dysfunctional
endothelium, but the vasodilation to androgens was still preserved, suggesting that
the endothelium is not involved. Each blood vessel showed different sensitivity to
androgen-induced vasodilation. With respect to ICso values, the order of potency
was: (1) left coronary artery 5B-DHT>>5a-DHT>TES; (2) femoral artery,
58-DHT>>TES>>>5a-DHT; and (3) saphenous vein TES=5B-DHT=5a-DHT. These
findings indicate that 5B-DHT was the best vasorelaxant, revealing that the 5f/cis
configuration optimizes the vasodilator action of Cj9 steroids. In conclusion, the
vasodilator effect of androgens depends, in part, from: (i) the different nature of each
blood vessel and; (i) the different chemical structure of each androgen.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

Las hormonas esteroides son un grupo de lipidos que comparten una estructura
comun, el ciclopentanoperhidrofenantreno, compuesto de 4 anillos de carbono
fusionados (Fig. 1); los esteroides se han clasificado por su nimero de carbonos en:
progestinas, glucocorticoides y mineralocorticoides (21 carbonos), androgenos (19

carbonos) y estrégenos (18 carbonos) (Voet et al., 2007).

Fig. 1. Estructura basica de las hormonas esteroides, ciclopentanoperhidrofenantreno.

La importancia biolégica de las hormonas esteroides es evidente al observar su
amplia distribucion en la escala filogenética, que va desde los insectos hasta los
vertebrados. Asimismo, participan en una gran variedad de funciones fisioldgicas,
regulando el metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos; el equilibrio de

liquidos y electrolitos; el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias de



hembras y machos. Ademas, las hormonas esteroides intervienen en mdultiples
procesos en los sistemas: endocrino, genital, inmunitario, muscular, 6seo, nervioso y
cardiovascular.

Todas las hormonas esteroides derivan de un precursor comun: el colesterol, el
cual es un lipido de 27 carbonos organizados en el ciclopentanoperhidrofenantreno y
una cadena lateral. Durante la biosintesis de los esteroides (Fig. 2), la cadena lateral
del colesterol es cortada por el citocromo p450scc (side chain cleavage), originando
a la pregnenolona, primera hormona de 21 carbonos y precursora de los esteroides
sexuales (andrégenos, progestinas y estrogenos), los mineralcorticoides vy
glucocorticoides; la biosintesis de los esteroides es, principalmente, en las glandulas
suprarrenales, las gbénadas y la placenta; y en menor medida, en hipotalamo,
higado, tejido adiposo subcutaneo, mamario y musculo liso vascular (Tsutsui et al.,

1999).

1.2 Andrégenos

Esta tesis se enfoca al estudio de los esteroides sexuales masculinos (andrégenos).
Los C19 esteroides son un grupo de andrégenos que regulan una gran cantidad de
procesos biologicos; principalmente, mantienen la fertilidad y el fenotipo masculino
(Lyon, 2002).

El principal andrégeno, la testosterona, se sintetiza a partir de otros dos
androgenos: la androstendiona, por la reduccion reversible del grupo 17-ceto dirigida
por la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD); y el androstendiol, por accion de
la 3B-HSD que oxida el grupo 3B-hidroxilo (ver Fig. 2). La sintesis de la testosterona
es principalmente en los testiculos (en las células de Leydig) y, en menor medida, en

la corteza adrenal, el higado, el rifién, el tejido adiposo, el cerebro, el musculo



esquelético y en ovarios (Bidlingmaier et al., 1986). En hombres sanos los niveles de
testosterona en sangre son ~13.9-31.2 nmol/l; de esta concentracion sélo ~2% de la
testosterona se encuentra libre en la sangre (Ostatnikova et al., 2007), mientras que
el resto se encuentra unida a la albumina, a los eritrocitos y a la globulina unida a
hormonas sexuales (steroid hormone binding globulin; SHBG) (Diver et al., 2003).

La testosterona, ademas de ser uno de los andrégenos mas importantes, da
origen a otros esteroides de gran importancia fisiolégica (Fig. 2). Por un lado, la
testosterona es precursora del principal esteroide femenino, el 17p-estradiol, por
accion de la enzima p450 aromatasa, que cataliza la aromatizacion del anillo Ay la
reduccion del grupo 3-ceto (Stoffel-Wagner, 2001), la aromatizacion de la
testosterona ocurre principalmente en los testiculos y los ovarios. Por otro lado, la
testosterona origina a otros andrdégenos, los dihidrometabolitos:
5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (53-DHT), por accion de la
5a- y la 5B-reductasa, respectivamente; estos androgenos son sintetizados
principalmente en testiculos y, a diferencia de la testosterona, no son aromatizados
a estrégenos (Poletti et al., 1998; Pozzi et al., 2003). Los dihidrometabolitos son
reducidos por las enzimas 3a- 6 3B-HSD y originan, de manera irreversible,
tetrahidroderivados no aromatizables: androstandiol (3a,5a); epiandrostandiol
(3B,50a); etiocolanolona (3a,5B) y epieticolanolona (33,58) (Jez y Penning, 1998;

Penning et al., 2000) (Fig. 2).
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La testosterona y su dihidrometabolito 5a-DHT, son los principales andrégenos
responsables de la diferenciacion sexual durante la embriogénesis, ya que inducen
el desarrollo y la maduracion de las estructuras sexuales masculinas internas
(prostata, epididimo, conductos deferentes y vesicula seminal) y externas (pene,
testiculos y escroto) (Grino et al., 1990). También, durante este periodo prenatal, la
testosterona tiene efectos irreversibles sobre el sistema nervioso, especificamente,
la testosterona determina el desarrollo de las regiones del cerebro relacionadas con
la conducta sexual masculina y con habilidades masculinas, como la habilidad
espacial (Arnold y Gorski, 1984; Matsuda et al., 2008). En la pubertad y la edad
adulta, los andrégenos son esenciales para inducir la maduracion sexual y el
mantenimiento de los caracteres sexuales masculinos; siendo primordial los niveles
normales de testosterona para que se lleve a cabo la espermatogénesis y se
mantenga la fertilidad masculina (McLachlan et al., 2002).

Ademas de sus efectos sobre el sistema reproductor masculino, los andrégenos
también modulan varios procesos fisiol6gicos importantes, entre ellos: el crecimiento
y caida del pelo corporal; el incremento de la masa muscular esquelética (Sinha-
Hikim et al., 2004), la cantidad y distribucion del tejido adiposo (Blouin et al., 2006);
el metabolismo de lipidos y azlUcares (Osuna et al., 2006); la densidad 6sea;
estimulan la migracion de células madre endoteliales (Ray et al., 2008) y la
liberacion de la eritropoyetina en la medula 6sea; inducen la incorporacién de hierro
a las células sanguineas (Shahani et al., 2009). También, se ha aceptado que los
androégenos juegan un importante papel regulador en el sistema cardiovascular,
particularmente sobre el tono vasomotor.

Debido a la diversidad de procesos fisioldgicos que son regulados por los

andrégenos, numerosos estudios clinicos, epidemioldgicos y algunos experimentales



han establecido que niveles bajos de andrégenos (deficiencia androgénica) estan
relacionados con una mayor incidencia de padecimientos asociados con el género,
como las enfermedades metabodlicas, endocrinas, neurodegenerativas vy
cardiovasculares (Traish et al., 2009a; Traish et al., 2009b; Traish et al., 2009c). Con
respecto a la accion reguladora que los andrégenos pueden ejercer sobre el sistema
cardiovascular, cabe resaltar que los efectos que producen han sido controversiales,
por lo que actualmente son un tema de creciente investigacion.

Algunos estudios epidemiologicos han sefialado que los andrégenos son
perjudiciales para el sistema cardiovascular masculino, ya que la incidencia de
enfermedades cardiovasculares (ECV) es mayor en hombres que en mujeres en
edad reproductiva (Wingard et al., 1983; Levy y Kannel, 1988; Farhat et al., 1996;
Jousilahti et al., 1999; Ruixing et al., 2008). Asimismo, otros reportes han indicado
gue los andrégenos anabdlicos (como enantato y cipionato de testosterona), solos o
combinados con estrégenos, a dosis superiores a las concentraciones fisiologicas de
andrégenos (por ejemplo se han administrado 200mg/semana) y/o administrados de
forma crénica, disminuyen las concentraciones de lipoproteinas de alta densidad
(high density lipoprotein; HDL), aumentan los niveles de triglicéridos, de
lipoproteinas de baja densidad (low density lipoprotein; LDL) y la acumulacion de
grasa abdominal (Haffner et al., 1983; Kantor et al., 1985; Enzi et al., 1990;
Rockhold, 1993; Meriggiola et al., 1995; Lovejoy et al., 1996; Sullivan et al., 1998).
Debido a que estos efectos estan directamente relacionados con el desarrollo de la
aterosclerosis y un aumento en el riesgo de sufrir infartos al miocardio, estas
evidencias han indicado que los andrégenos tienen efectos perjudiciales para el
sistema cardiovascular. Sin embargo, se debe resaltar que varios casos reportados,

son de mujeres, hombres y mujeres transexuales, con un claro abuso cronico de los



andrégenos sintéticos, los cuales fueron administrados a concentraciones
suprafisiolégicas (Schror et al., 1994; Herman et al., 1997; McCredie et al., 1998;
Getov et al.,, 2008). Por lo tanto, estos reportes no se han considerado como
evidencia solida, que sugiera que los androgenos enddgenos, a concentraciones
fisiol6gicas, sean un factor de riesgo para desarrollar ECV (Wu y von Eckardstein,
2003).

Colateralmente, se ha reportado que en hombres con ECV el tratamiento con
testosterona, a dosis fisioldgicas, tiene beneficios cardiovasculares (Marin et al.,
1992; Pugh et al., 2003). Por ejemplo, se ha reportado que en hombres con angina
de pecho o isquemia la administracion crénica y aguda de testosterona disminuye
los sintomas (Hamm, 1942; Stigler y Tulgan, 1943; Wu y Weng, 1993; Rosano et al.,
1998; Rosano et al., 1999; Webb et al., 1999a; Thompson et al., 2002; Rosano et al.,
2005). Del mismo modo, se ha reportado que en hombres con ECV la administracién
de testosterona, de manera aguda-intravenosa (Ong et al., 2000), crénica-oral (Kang
et al., 2002) y cronica-intramuscular (Malkin et al., 2006), tiene beneficios
cardiovasculares, ya que se incrementa la reactividad de la arteria subcutanea y la
braquial. Asimismo, la administracion de testosterona, a dosis fisioldgicas, reduce los
factores de riesgo cardiovascular, ya que la testosterona disminuye el desarrollo de
la aterosclerosis y los niveles de LDL, al mismo tiempo, la testosterona mantiene un
nivel adecuado de HDL (Rockhold, 1993; Rosano et al., 1998; Rosano et al., 2005),
reduce la presion sanguinea e incrementa el diametro y el flujo sanguineo coronario
(Rosano et al., 1998; Rosano et al., 1999; Webb et al., 1999b) y; puede mejorar la
perfusién cerebral (Azad et al., 2003).

Adicionalmente, se ha observado que hombres con bajos niveles de testosterona

tienen un mayor riesgo de padecer diabetes, sindrome metabdlico y obesidad, lo que



aumenta el riesgo de desarrollar diversas patologias cardiovasculares, tales como la
hipertension y la arterosclerosis (Khaw y Barrett-Connor, 1991; Phillips et al., 1994,
Alexandersen et al., 1996; English et al., 1997; English et al., 2000; Zitzmann et al.,

2002; Littleton-Kearney y Hurn, 2004; Nettleship et al., 2009; Traish et al., 2009c).

1.3 Accion de los andrégenos en el tono vasomotor

Entre los efectos cardioprotectores mas importantes de la testosterona, se ha
considerado su efecto vasodilatador directo sobre la arteria coronaria (Rosano et al.,
1999), el cual ha sido observado en diferentes especies animales como: el mono
(Adams et al., 1995), el perro (Chou et al., 1995), el cerdo (Crews y Khalil, 1999;
Murphy y Khalil, 1999; Quan et al., 1999; Teoh et al.,, 2000; Deenadayalu et al.,
2001) y la rata (English et al., 2001; English et al., 2002).

El efecto vasodilatador de la testosterona, también se ha observado en otros
importantes lechos vasculares animales, diferentes a la arteria coronaria, por
ejemplo en: la aorta toracica de la rata (Perusquia et al., 1996; Costarella et al.,
1996; Honda et al., 1999; Perusquia y Villalon, 1999; Ding y Stallone, 2001; Tep-
areenan et al., 2003; Unemoto et al., 2007; Montafio et al., 2008), la aorta toracica y
la arteria femoral de conejo (Mosnarova et al., 1994; Yue et al., 1995); las arterias
deferentes, cerebral, mesentérica y pulmonar de la rata (Geary et al., 2000; English
et al.,, 2001; Jones et al.,, 2002; Tep-areenan et al., 2002; Lafayette et al., 2008;
Rowell et al., 2009) y; las arterias prostaticas de cerdo (Navarro-Dorado et al., 2008).

Los numerosos trabajos que han estudiado el efecto vasodilatador inducido por la
testosterona en varios lechos vasculares de animales experimentales, indican que
induce un importante efecto vasodilatador, el cual también se presenta en vasos

sanguineos humanos, tales como las arterias: subcutanea (Malkin et al., 2006),
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cavernosa (Waldkirch et al., 2008), radial (Seyrek et al., 2007), mamaria interna
(Yildiz et al., 2005), pulmonar (Smith et al., 2008; Rowell et al., 2009), y umbilical
humana (Fausett et al., 1999; Perusquia et al., 2007; Cairrad et al., 2008) y; la vena
espermatica (Irkilata et al., 2008).

Aunque son menos estudiados, otros andrégenos también son capaces de
disminuir el tono vascular; por ejemplo, se ha demostrado que el primer andrégeno,
la dehidroepiandrosterona (DHEA), induce un efecto vasodilatador en la arteria
pulmonar del hurén (Farrukh et al., 1998), la aorta toracica de la rata (Gupte et al.,
2002) y la arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007). Igualmente, se ha
observado que el sulfato de DHEA inhibe el tono de la arteria caudal de rata
(Barbagallo et al., 1995) y la arteria oftdlmica humana (Hata et al., 1995). Por su
parte, los dihidrometabolitos (5a-DHT y 5B-DHT) y tetrahidroderivados de la
testosterona (androstandiol, androsterona, etiocolanolona, epietiocolanolona vy
epiandrosterona) son capaces de inducir un importante efecto vasodilatador en la
aorta toracica de rata (Perusquia et al., 1996; Perusquia y Villalén, 1999; Ding y
Stallone, 2001; Montafio et al., 2008), la arteria coronaria de conejo (Yue et al.,
1995) y la arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007). Se ha reportado que
5a-DHT tiene un efecto vasodilatador en las arterias coronarias (Deenadayalu et al.,
2001) y prostéticas de cerdo (Navarro-Dorado et al., 2008) y; en la arteria carvenosa
humana (Waldkirch et al., 2008). También, varios analogos de la testosterona (3a-
hidroxi-5a-androst-16-ene, 17(3-hidroxi-5a-androst-1-ene-3-ona, el enantato de
testosterona y el hemisuccinato de testosterona) relajan la coronaria de conejo (Yue

et al., 1995) y la aorta toracica de la rata (Ding y Stallone, 2001).
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1.4 Eficaciay potencia vasodilatadora de los andrégenos

Existen pocos estudios que se han enfocado a evaluar, de forma comparativa, el
efecto vasodilatador de varios androgenos en diferentes vasos sanguineos y/o en
diferentes condiciones experimentales (ver Tabla 1). Teniendo en cuenta que se ha
caracterizado un importante efecto vasodilatador inducido por 17p-estradiol
(revisado por Dubey y Jackson, 2001), en forma notable, algunos estudios
comparativos han mostrado que el esteroide sexual femenino, 173-estradiol, es
menos efectivo que la testosterona para relajar la aorta toracica (Perusquia y
Villalon, 1999) y las arterias coronaria y pulmonar de la rata (English et al., 2001).
También, se ha reportado que la testosterona tiene una potencia vasodilatadora
mayor que la progesterona (otro importante esteroide femenino) en la aorta toracica
(Perusquia y Villalén, 1999) y la arteria coronaria de la rata (English et al., 2001) vy;
en la arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007). Asi, estos datos atribuyen a
la testosterona un mayor efecto relajante que el que inducen los esteroides sexuales
femeninos.

De manera interesante, como se muestra en la Tabla 1, el 58-dihidrometabolito
de la testosterona, 5B-DHT, también ha resultado ser un vasodilatador mas potente
que el 17B-estradiol y la progesterona en la aorta toracica de rata (Perusquia et al.,
1996; Perusquia y Villalén, 1999) y en la arteria umbilical humana (Perusquia et al.,
2007); asimismo, 5B-DHT es mas potente para disminuir las corrientes de calcio en
miocitos aislados en fresco de la aorta toracica de la rata (Montafio et al., 2008).
También, es importante remarcar que 5B-DHT ha resultado ser, en forma
consistente, mas potente que sus precursores (DHEA vy testosterona), su isbmero

(5a-DHT) vy los tetrahidroderivados de la testosterona (androsterona y androstandiol)
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para relajar la arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007) y la aorta toracica de
rata (Perusquia et al., 1996).

Asimismo, en la Tabla 1 se muestra que el 5a-dihidrometabolito de la
testosterona 5a-DHT, es menos potente en comparacion con la testosterona para
relajar varios lechos vasculares (Deenadayalu et al., 2001; Ding y Stallone, 2001;
Perusquia et al., 2007); por ejemplo, de acuerdo a la concentracion inhibitoria media
(Clso; concentracion a la que se produce el 50% de inhibicién del tono), 5a-DHT
(Cl5p=188 uM) fue menos potente que la testosterona (Clso=40.20 pyM) para relajar
preparaciones con y sin endotelio de la aorta toracica de rata (Ding y Stallone,
2001); igualmente, la potencia de 5a-DHT (Cls0>1.0 mM) fue muy inferior a la de
testosterona (Clsp=161.8 uM) para relajar la arteria umbilical humana (Perusquia et
al., 2007). También, 5a-DHT ha mostrado menor eficacia que la testosterona para
relajar la arteria coronaria de cerdo (Deenadayalu et al., 2001) y la arteria umbilical
humana (Perusquia et al., 2007). Sin embargo, algunos estudios han reportado que
la potencia de 5a0-DHT es igual a la de testosterona en la arteria prostatica de cerdo
(Navarro-Dorado et al., 2008) y en la arteria cavernosa humana (Waldkirch et al.,
2008); algunas observaciones incluso sefialan que la potencia de 5a-DHT puede ser
mayor que la de testosterona en la aorta toracica de rata (Perusquia et al., 1996);
pero en general, los reportes sefialan que en contraste con 5B-DHT, su isémero
50-DHT induce un tenue efecto relajante.

Los resultados discordantes, en cuanto al orden de potencia entre la
testosterona, su metabolito 5a-DHT y otros esteroides, se pueden atribuir a las
diferentes variables que hay entre las investigaciones; de manera mas especifica, se
puede considerar: la especie seleccionada, la concentracion a la que se prueban los

esteroides, los diferentes lechos vasculares, la manera de usar las preparaciones
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(anillos o tiras), asi como los agentes y las concentraciones utilizadas para inducir
las contracciones. Asi, estos factores podrian influir en la diferente sensibilidad de
los vasos sanguineos al efecto vasodilatador de los diferentes andrégenos, lo cual
hasta el momento hace dificil el analisis de la accion vasodilatadora de la
testosterona y sus metabolitos en el musculo liso vascular.

De los datos disponibles, es importante destacar que en los diferentes trabajos
varia el agente vasoconstrictor y la concentracién a la que fue utilizado, quedando
de manifiesto que la eficacia y la potencia de los andrégenos varian en
contracciones inducidas con diferentes vasoconstrictores (ver Tabla 1). A este
respecto, se ha reportado que en anillos de aorta toracica de rata la testosterona fue
mas potente para relajar que 5a-DHT cuando se precontracturd con fenilefrina (Phe)
(Ding y Stallone, 2001); pero cuando se utilizd noradrenalina (NA) para
precontracturar, este resultado fue inverso (Perusquia et al., 1996). De manera
similar, en la aorta toracica de rata se observd que sobre la contraccion inducida por
cloruro de potasio (KCI), 58-DHT fue 3 veces mas potente para inducir relajacion que
la testosterona, mientras que sobre la contraccién inducida por NA la potencia de
5B-DHT se vio disminuida (Montafio et al., 2008). También, en la arteria coronaria de
cerdo (Deenadayalu et al., 2001) y la arteria mamaria interna de humano (Yildiz et
al., 2005) se observd que la eficacia de la testosterona fue mayor sobre la
contraccion inducida por prostaglandina F,, (PGF,,) que sobre la contraccion
inducida por KCI. Asimismo, recientemente se reportoé que el efecto vasodilatador de
la testosterona, DHEA, 50-DHT y 5B-DHT; fue significativamente mayor sobre la
contraccion inducida por KCI que sobre la inducida con serotonina (5-HT) en la

arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007).
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Tabla 1. Comparacion entre la potencia vasodilatadora de los androgenos y
otros esteroides en lechos vasculares de diferentes especies

Especie Agente
Lecho vasoconstrictor || Orden de potencia Refencia
Vascular | (concentracion)
Conejo:

Arteria Coronaria

PGF,q (3 UM)

TES = epietiocolanolona =
epiandrosterona > 173-hidroxi-5a-

androst-1-ene-3-ona > 3a-hidroxi-5a-

androst-16-ene > enantato de TES

Yue et al., 1995

Rata:
Aorta Toracica

NA (0.3 uM)
NA (0.3 uM)

KCI (60 mM)

Phe (1 um)

NA (0.3 uM)

KCI (60 mM)

Arteria Coronaria
PGF,, (100 pM)
Arteria Pulmonar

PGFyq (100 M)

5B8-DHT > 5a-DHT > TES > P
5B-DHT > 17B-estradiol
5B-DHT > 17B-estradiol

THS-BSA > TES > androsterona =
THS = etiocolanolona > 5a-DHT >>
enantato de TES

5B-DHT = TES

5B-DHT >>> TES

TES > P > 17B-estradiol > cortisol

P > TES > cortisol >173-estradiol

Perusquia et al., 1996

Perusquia y Villalon,
1999
Perusquiay Villalén,
1999

Ding y Stallone, 2001

Montafio et al., 2008

Montario et al., 2008

English et al., 2001

English et al., 2001

Cerdo:
Arteria Coronaria

PGF,, (10 puM) TES > 5a-DHT Deenadayalu, 2001
Arterias Prostaticas
_ Navarro-Dorado et al.,
NA (1 uMm) TES = 5a-DHT 2008
Humano:
Arteria Cavernosa
NA (1 pm) TES = 5a-DHT Waldkirch et al., 2007

Arteria Umbilical

KCI (40 mM)

5-HT (10 uM)

5B3-DHT > androsterona = DHEA >
TES > P >> 5B-pregnandiona >
5a-DHT = androstandiol

5B-DHT = DHEA > TES > P >
5B-pregnandiona > 5a-DHT

Perusquia et al., 2007

Perusquia et al., 2007

TES (testosterona), P (progesterona), 5a-DHT (5a-dihidrotestosterona), 5B-DHT
(5B-dihidrotestosterona), THS (hemisuccinato de TES), THS-BSA (hemisuccinato de TES conjugado
con albumina de sueron bovino), DHEA (dehidroepiandrosterona), PGF,, (prostaglandina F,,), NA
(noradrenalina), Phe (fenilefrina), cloruro de potasio (KCI) y serotonina (5-HT).
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Se ha considerado que la variacion en la sensibilidad de las contracciones,
inducidas por diferentes agentes vasoconstrictores, al efecto vasodilatador de los
androégenos podria ser debida, en parte, al diferente mecanismo de accion de cada
agente vasoconstrictor para inducir la contraccion, asi como al mecanismo de la
accion vasodilatadora de cada andrégeno (Jones et al., 2003b; Yildiz y Seyrek,
2007).

En relacion a lo anterior, sélo un par de trabajos han investigado el efecto
vasodilatador de la testosterona en diferentes vasos sanguineos de la misma
especie (English et al.,, 2001; Rowell et al., 2009). Utllizando vasos de rata
contraidos con PGF,4 (100 uM), English y colaboradores (2001) mostraron que la
arteria coronaria fue mas sensible que la arteria pulmonar al efecto vasodilatador
inducido por la testosterona a concentraciones superiores a las fisiologicas (1-1000
MM). De manera similar, Rowell y colaboradores (2009) estudiaron la sensibilidad de
diferentes vasos pulmonares humanos despolarizados con KC| (1-100 mM). Este
trabajo mostré que hubo una mayor sensibilidad al efecto vasodilatador inducido por
la testosterona a concentraciones suprafisiolégicas (30 6 100 uM) en: (i) las arterias
pulmonares de resistencia vs. las arterias pulmonares de conductancia; (ii) las
arterias pulmonares de hombres vs. las arterias pulmonares de mujeres y (iii) las
arterias pulmonares con endotelio intacto vs. las arterias pulmonares con el
endotelio dafiado. Ademas, en este mismo trabajo no se observaron diferencias en
la sensibilidad al efecto vasodilatador inducido por la testosterona (1 nM-100 pyM)
entre: (i) las arterias pulmonares de resistencia vs. las venas pulmonares de
resistencias y (ii) las arterias pulmonares de conductancia vs. las venas pulmonares
de conductancia. Cabe resaltar que estas dos investigaciones (English et al., 2001;

Rowell et al., 2009) aportan evidencias valiosas de que los diferentes vasos
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sanguineos podrian presentar diferente sensibilidad al efecto vasodilatador inducido
por los andrégenos.

Ademas de lo anterior, varios trabajos han propuesto que la potencia y la eficacia
vasodilatadora de cada androgeno podria obedecer, ademéas, a su estructura
guimica (Yue et al., 1995; Perusquia et al., 1996; Perusquia y Villalén, 1999;
Perusquia, 2003; Perusquia et al., 2007; Montafio et al., 2008). Por lo tanto, se debe
considerar que la variacibn en la potencia y eficacia vasodilatadora de los
andrégenos, también podria estar determinada por la diferente estructura quimica de

cada andrégeno para actuar en diferentes sitios de accion.

1.5 Mecanismo de accién del efecto vasodilatador de andrégenos

En afos recientes, el mecanismo de la accion vasodilatadora de los androgenos,
especialmente de la testosterona, ha sido vigorosamente estudiado. Los estudios
funcionales en vasos sanguineos aislados han reportado que la vasodilatacion
inducida por los androgenos se manifiesta rapidamente después de la adicion de
estos (~2 min) y es reversible; esto ha sugerido que el efecto vasodilatador inducido
por los andrégenos es de tipo no gendémico (Yue et al., 1995; Perusquia et al., 1996;
Chou et al., 1996; Perusquia y Villalén, 1999; Ding y Stallone, 2001; Montafio et al.,
2008); es decir, es independiente del receptor intracelular de andrégenos (RA), a la
expresion de genes y de la sintesis de proteinas, procesos que requieren al menos
~40 min (Heinlein y Chang, 2002). Varias investigaciones han establecido que el
efecto vasodilatador inducido por la testosterona no requiere del RA intracelular, ya
gue la vasodilatacion inducida por los androégenos no se modifica en presencia de
flutamida (antagonista del RA intracelular) en: la coronaria de conejo (Yue et al.,

1995); las arterias pulmonares (Jones et al., 2002) y la aorta toracica de rata (Tep-
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areenan et al., 2003); la arteria coronaria (Teoh et al., 2000) y prostatica de cerdo
(Navarro-Dorado et al., 2008) y; la arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007).

Aunado a lo anterior, también se ha mostrado que el dihidrometabolito
5B-reducido de la testosterona y algunos anélogos (173-hidroxi-5a-androst-1-ene-3-
ona, 3a-hidroxi-5a-androst-16-ene y enantato de testosterona), que no se unen al
RA intracelular y por ende no inducen efectos genémicos, son capaces de inhibir el
tono de la arteria coronaria de conejo (Yue et al., 1995), la aorta toracica de rata
(Yue et al., 1995; Perusquia et al., 1996; Perusquia y Villalon, 1999; Ding y Stallone,
2001; Montafio et al., 2008) y la arteria umbilical humana (Perusquia et al., 2007).
Otros hallazgos que apoyan que el efecto vasodilatador de los andrégenos es
independiente del RA intracelular, es el hecho de que el andlogo de la testosterona,
hemisuccinato de testosterona unido a albumina de suero bovino, forma un complejo
incapaz de atravesar la membrana celular y de entrar al citoplasma para unirse al
RA intracelular; sin embargo, este complejo fue capaz de inducir un efecto
vasodilatador mayor que la testosterona en la aorta toracica de rata (Ding y Stallone,
2001). Colateralmente, se ha reportado que el efecto vasodilatador inducido por la
testosterona es producido en vasos de ratones con mutacion testicular para
feminizarlos (Testicular feminised mouse; Tfm), los cuales carecen de un RA
funcional (Jones et al., 2003c).

Con las contundentes evidencias que se han sefialado, se ha establecido
categéricamente que el efecto vasodilatador de los andrégenos es de tipo no
gendmico, es decir, independiente del la unién al RA intracelular. Sin embargo,
gueda por explicar cual seria el mecanismo que los andrégenos utilizan para
producir la accién vasodilatadora; asi, a continuacion se mencionan los posibles

mecanismos de la accién vasodilatadora de los androgenos que han sido sugeridos.
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a) Participacion del endotelio vascular en la accion vasodilatadora de androgenos
Numerosos trabajos han investigado si la vasodilatacion producida por los
androégenos puede ser a través de inducir la liberacion de factores vasodilatadores
derivados del endotelio vascular, como oOxido nitrico (NO) y la prostaglandina I,
(PGI,). En estos trabajos se ha evaluado el efecto vasodilatador de la testosterona
en presencia de: (i) L-NAME (N“-nitro-L-arginina metil ester), un inhibidor de la 6xido
nitrico sintetasa (NOS), enzima que sintetiza NO y/o; (ii) indometacina, un inhibidor
de la ciclooxigenasa (COX), enzima que sintetiza PGl,.

Algunos trabajos han reportado que el L-NAME y la indometacina disminuyen el
efecto vasodilatador de la testosterona (10 pM-10 uM) en la arteria coronaria de
perro (Chou et al.,, 1996) y las arterias mesentéricas de rata (Tep-areenan et al.,
2002). En forma colateral, se ha observado que la eficacia vasodilatadora de la
testosterona (10 pM-300 uM) disminuye cuando se elimina la capa de endotelio
vascular en la aorta toracica (Ding y Stallone, 2001) y las arterias mesentéricas de
rata (Tep-areenan et al., 2002). En conjunto, estas evidencias indican que el efecto
vasodilatador inducido por la testosterona (en el rango de 10 pM-300 uM) podria ser,
parcialmente, a través de inducir la liberacion de factores relajantes del endotelio,
principalmente NO.

Sin embargo, de forma controversial, existe una gran cantidad de evidencias que
indican que la vasodilatacion inducida por la testosterona (en el rango de 10-300 uM)
no requiere la liberacién de los factores relajantes del endotelio, ya que no se
modifica: (i) en presencia de indometacina en la arteria coronaria de conejo (Yue et
al., 1995), la aorta toracica (Honda et al., 1999) y las arterias pulmonares de rata
(Jones et al., 2002); las arterias protéaticas de cerdo (Navarro-Dorado et al., 2008) y

la arteria radial humana (Seyrek et al., 2007) y; (ii) en presencia de L-NAME en la
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arteria coronaria de conejo (Yue et al., 1995) y de cerdo (Deenadayalu et al., 2001);
la aorta toracica (Honda et al., 1999) y las arterias pulmonares de rata (Jones et al.,
2002); las arterias prostaticas de cerdo (Navarro-Dorado et al., 2008) y; la arteria
radial (Seyrek et al., 2007) y umbilical humana (Perusquia et al., 2007).

Ademas, varios trabajos han descartado que la vasodilatacion inducida por la
testosterona (0.1-1000 uM) sea a través del guanosin monofosfato ciclico (cGMP);
un segundo mensajero que induce vasodilatacion y puede sintetizarse en las células
del musculo liso, como resultado de la accién del NO sobre la enzima guanilato
ciclasa soluble (Yue et al.,, 1995; Honda et al.,, 1999; Jones et al.,, 2002).
Complementando que la testosterona actua de forma independiente al endotelio
vascular, varios trabajos han demostrado que la vasodilatacion inducida por los
andrégenos (0.1-300 uM) se preserva en vasos donde la capa endotelial fue
eliminada (Yue et al., 1995; Perusquia et al., 1996; Crews y Khalil, 1999; Honda et
al., 1999; Murphy y Khalil, 1999; Perusquia y Villalon, 1999; Deenadayalu et al.,
2001; Seyrek et al., 2007; Navarro-Dorado et al., 2008); estos hechos sugieren que
el endotelio vascular no participa en el efecto vasodilatador de los andrégenos.

Con base al analisis de los hallazgos existentes, se puede concluir que el efecto
vasodilatador de la testosterona es parcialmente dependiente del endotelio a
concentraciones menores al rango micromolar (10 pM-100 nM), mientras a
concentraciones micromolares (0.1-300 pM), es claramente independiente del

endotelio.

b) Participacién de los canales iénicos en la accion vasodilatadora de andrégenos

Estudios en vasos sanguineos han indicado que el mecanismo de la accion

vasodilatadora de los andrégenos es directa sobre la membrana de las células de
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masculo liso: (i) activando los canales de K': sensibles a ATP (Katp), de gran
conductancia activados por Ca** (BKca) y sensibles al voltaje (Ky) (Yue et al., 1995;
Chou et al., 1996; Honda et al., 1999; Deenadayalu et al., 2001; Ding y Stallone,
2001; Tep-areenan et al., 2002); y/o (ii) bloqueando los canales de Ca*" operados
por voltaje (CCOV), operados por receptor (CCOR) (Crews y Khalil, 1999; Murphy y
Khalil, 1999; Perusquia y Villalon, 1999; Jones et al., 2002; English et al., 2002) y
operados por reservas (siglas en inglés: SOCC) (English et al., 2002; Jones et al.,
2003c).

Estudios recientes, midiendo las corrientes i6énicas mediante la técnica
electofisiologica de patch-clam, han confirmado que los andrégenos son capaces de
activar los canales de K* (Deenadayalu et al., 2001) y/o bloquear los canales de Ca?*
(Scragg et al., 2004; Hall et al., 2006; Scragg et al., 2007; Montafio et al., 2008).
Estos estudios han demostrado que la testosterona a 200 nM activa los canales
BKca de células aisladas de la arteria coronaria de cerdo (Deenadayalu et al., 2001).
Ademas, la testosterona (1 pM-10 uM) es capaz de inhibir las corrientes de Ca** tipo
L y tipo T, en las lineas celulares: (i) de masculo liso vascular, A7r5 y; (ii) de rifién de
embrion humano, HEK293 (Scragg et al., 2004; Hall et al., 2006; Scragg et al.,
2007). En estos estudios, de acuerdo a la concentracion inhibitoria media (Clsp;
concentracion a la que se produce el 50% de inhibicion de las corrientes idnicas), la
testosterona, a concentraciones fisiologicas (Clsp=34 nM), fue mas potente que
nifedipina (Cls;=55 nM) para inhibir las corrientes de Ca®" tipo L, un conocido
inhibidor de las corrientes de Ca?' tipo L. Scragg y colaboradores (2007) han
demostrado que los metabolitos inmediatos de la testosterona, 17B-estradiol y
5a-DHT, carecen de la habilidad para inhibir las corrientes de ca®* tipo L, a la misma

concentracion que la testosterona (10 uM). En marcado contraste, el metabolito de la
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testosterona 5B-DHT, a concentraciones fisiolégicas (1-100 nM), resultd capaz de
inhibir las corrientes de Ca®* tipo L en la linea celular de musculo liso vascular A7r5,
pero su potencia fue menor que la de testosterona para inhibir dichas corrientes (Hall
et al.,, 2006). Respecto al mecanismo de la testosterona, para inhibir las corrientes
de Ca* tipo L, se ha demostrado que es por su unién al mismo sitio que las
dihidropiridinas, la regién S5 del dominio Il del canal de Ca®" tipo L (Scragg et al.,
2004; Scragg et al., 2007).

Recientemente, resultados similares fueron observados por Montafio y
colaboradores (2008). Utilizando células de musculo liso vascular aisladas en fresco
de la aorta toracica de rata, se observo que la testosterona (Clsp=150 nM) fue mas
potente que nifedipina (Clsp=450 nM), 5B-DHT (Cl5=1.89 uM) y 17pB-estradiol
(Clsp=3.70 pM) para inhibir las corrientes de Ca?* tipo L. En este trabajo, se confirmé
la habilidad de la testosterona para inhibir las corrientes de Ca?" tipo L a
concentraciones fisiolégicas y cercanas (30-300 nM), la cual fue revertida a
concentraciones micromolares (3.2-32 uM), es decir, a concentraciones
farmacoldgicas, la testosterona fue capaz de activar los canales de Ca®" tipo L,
aumentando el influjo de Ca?* extracelular y observandose también un aumento en
la concentracién de Ca®" citosélico.

Con base a la informacion actual, existen evidencias sélidas (tanto en vasos
aislados como en células) de que el mecanismo de la accion vasodilatadora de los
andrégenos a concentraciones fisiolégicas podria ser a través de bloquear los
canales Ca** tipo L. Sin embargo, a concentraciones suprafisioldgicas (>100 nM) el

efecto relajante de la testosterona podria ser a través de activar los canales de K.
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c) Vias de sefalizacion interna involucradas en la accién vasodilatadora de
androgenos
La variabilidad en la eficacia y potencia de los androgenos cuando han sido
evaluados en diferentes vasos sanguineos o en diferentes condiciones
experimentales, también ha llevado a especular sobre potenciales mecanismos de
accion de los andrdgenos, relacionados con la activacion de cascadas de
sefializacion de segundos mensajeros, independientes del RA. A este respecto, se
ha investigado si el efecto vasodilatador inducido por los andrégenos pudiera ser a
través de incrementar nucleétidos ciclicos, como el cGMP y el adenin monofosfato
ciclico (cAMP); ya que se ha demostrado que estos nucleotidos estan implicados en
la modulacién de la vasodilatacion en varios vasos sanguineos, como la arteria
coronaria de cerdo (Lillestll et al., 1998), la arteria cavernosa (Waldkirch et al., 2005)
y la pulmonar humana (Rabe et al., 1994). En este sentido, se ha reportado que la
testosterona a 200 nM incrementa la produccion intracelular del cGMP en musculo
liso de la arteria coronaria de cerdo (Deenadayalu et al., 2001); y a 120 uM
incrementa el cAMP en musculo liso de aorta toracica de rata (Montafio et al., 2008).
El cGMP y el cAMP pueden regular la vasodilatacion a través de mecanismos
comunes (Wang y Robinson, 1997); por ejemplo, el cGMP y el cAMP pueden activar
proteinas cinasas (PKG y PKA, respectivamente), que fosforilan a la fosfolamba, una
proteina que al ser fosforilada, deja de inhibir a la ATPasa de Ca®* del reticulo
sarcoplasmico (RS), lo que lleva a una reduccién de los niveles de Ca*" intracelular e
induce vasodilatacion (Raeymaekers et al., 1988). En este contexto, el trabajo de
Montafio y colaboradores (2008), mostr6 que la testosterona, a concentraciones
micromolares, incrementa el cAMP intracelular en el mUsculo liso de la aorta toracica

de rata; sin embargo, ellos también observaron que la inhibicion de la PKA no
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modificé la vasodilatacion inducida por la testosterona, por lo que descartaron que el

mecanismo fuera dependiente de PKA.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente se ha considerado que los esteroides sexuales masculinos, los
androgenos, son importantes compuestos vasoactivos, ya que son capaces de
inducir un importante efecto vasodilatador en varios vasos sanguineos de diferentes
especies animales, incluyendo al humano. Sin embargo, de forma controversial, se
ha observado que el efecto vasodilatador del principal andrégeno, la testosterona, es
diferente en cada vaso estudiado.

Respecto al mecanismo de la accion vasodilatadora de los androgenos, se ha
documentado que el efecto es independiente de la via gendmica. Sin embargo,
actualmente no es claro si el endotelio participa en el efecto vasodilatador inducido
por los andrégenos. Algunos reportes muestran que la accién vasodilatadora de los
andrégenos pudiera ser directa sobre las células de musculo liso y, por lo tanto,
independiente de la funcion endotelial; en contraste, otras evidencias han indicado
qgue la vasodilatacion pudiera ser indirecta, es decir, a través de vasodilatadores
producidos en el endotelio vascular. Por lo anterior, el papel que el endotelio juega
en la vasodilatacion inducida por los andrégenos ha resultado controversial.

Las controversias sefialadas podrian ser causadas por: (i) la variedad de
especies, (i) la diversidad de esteroides probados, (iii) los diferentes agentes
vasoconstrictores empleados para la experimentacién y/o (iv) la distinta naturaleza
de cada uno de los vasos sanguineos estudiados.

Con base a que no existen datos disponibles concernientes a las respuestas
vasodilatadoras inducidas por andrégenos sobre diferentes vasos sanguineos de la
misma especie, el presente estudio consistio en: (i) examinar, de manera

comparativa, la capacidad vasodilatadora de diferentes androgenos: la testosterona
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y sus metabolitos 5a-DHT y 58-DHT, sobre el tono vasomotor inducido por solucion
despolarizante (KCI 60 mM) en tres lechos vasculares de fundamental importancia
fisiologica: las arterias coronaria izquierda y femoral (vasos de conductancia) y la
vena safena (vaso de capacitancia) de la misma especie (perro); (i) analizar la
participacion del endotelio vascular en la accion vasodilatadora de los distintos
androgenos; y (iii) analizar la posible relacion entre la estructura quimica y la

potencia vasodilatadora de los androgenos de estudio .
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3. HIPOTESIS

Se espera encontrar variacion en la sensibilidad de diferentes lechos vasculares de
la misma especie a la accion vasodilatadora ejercida por varios andrégenos.
Ademas, como ha sido reportado en varias especies, también se determinara si los
androgenos son capaces de producir una accion vasodilatadora independiente del

endotelio en cada vaso sanguineo.
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4. OBJETIVOS

General:

Determinar la accién y eficacia vasodilatadora de la testosterona y sus
dihidroderivados, 5a- y 5B-dihidrotestosterona, sobre el tono vascular inducido por
KCI (60 mM) en la arteria coronaria izquierda, la arteria femoral y la vena safena del

perro macho adulto.

Particulares:
1. Construir las curvas concentracion-respuesta del potencial efecto
vasodilatador de los andrégenos de prueba sobre la contraccion producida
por KCl en cada uno de los lechos vasculares, determinando la potencia

(concentracion inhibitoria media; Clsp) y la eficacia (relajacion maxima; Rmax)-

2. En preparaciones con y sin endotelio de los diferentes vasos sanguineos,

evaluar la participacion de la funcion endotelial en el efecto vasodilatador de

cada andrégeno.

3. Analizar la posible relacién estructura quimica-efecto vasodilatador del grupo

de androgenos de estudio.
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5. METODOLOGIA

5.1 Modelo biolégico
La presente investigacion fue realizada con perros mestizos obtenidos de la Seccion
de Ensefianza Quirurgica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ,
UNAM), los cuales fueron tratados de acuerdo a la norma mexicana NOM-062-ZOO-
1999 y a la “Guide for the care and laboratory animal use” elaborada por la
“Commission Life Sciences”, U.S.A.

Los perros recibidos en la FMVZ fueron mantenidos en cuarentena, con alimento
Pedrigee® y agua ad libitum. Los animales utilizados en este estudio fueron perros

machos, adultos con un peso entre 15-30 Kg y libres de parasitos e infecciones

5.2 Diseccion de los vasos sanguineos

Los perros fueron sacrificados con pentobarbital sédico a una dosis de 150 mg/Kg,
inmediatamente se procedié a rasurar las areas de incision para disecar los lechos
vasculares de estudio (la arteria coronaria izquierda, la arteria femoral y la vena
safena).

Arteria Coronaria lzquierda. El corazon fue extraido mediante toracotomia
izquierda, y se depletd rapidamente de contenido de sangre por gravedad, después
fue colocado en solucion fisiolégica de bajo calcio a 4°C. Para disecar la arteria
coronaria izquierda, se separd el tronco pulmonar de la aorta ascendente y se
localiz6 el seno adrtico izquierdo, después se retir6 el tejido adiposo que cubre a la
arteria hasta la rama interventricular subsinusoide. Finalmente se ligaron los
extremos de la arteria y se cortd un segmento de la arteria coronaria izquierda de

aproximadamente 4 cm.
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Arteria Femoral. Se realizd una incision longitudinal sobre el triangulo femoral de la
cara medial del muslo, entre los musculos sartorio y gracilis del miembro pelviano,
cuidadosamente la arteria femoral (aproximadamente 4 cm) se separ0 del tejido
conjuntivo que la une a la vena y al nervio femoral. Las ramificaciones y los
extremos de la arteria femoral se ligaron para evitar el sangrado al cortar el
segmento de arteria.

Vena Safena. Se realizd una incision sobre el musculo gastrocnemio de la pierna,
por la vista lateral, siguiendo el curso subcutaneo de la vena. Rapidamente se retird
el tejido conjuntivo que une a la vena con la piel y el gastrocnemio, el segmento de
vena disecado (aproximadamente 4 cm) fue ligado en sus extremos.

Inmediatamente después de la diseccion de cada vaso sanguineo, estos fueron
colocados en una caja de Petri que contenia solucién Ringer de bajo calcio (4°C) con
la siguiente composicion (mM): NaCl (110), KCI (5), CacCl, (0.16), MgCl, (2), Hepes
(12), NaHCO3; (10), KH,PO4 (0.5), NaH,PO,4 (0.5), Glucosa (10), EDTA (0.49) y
Taurina (10).

La sangre contenida en los vasos sanguineos fue depletada por gravedad,
eliminando la sangre remanente mediante varios recambios del mismo Ringer. Con
ayuda de material de microcirugia, los vasos sanguineos fueron limpiados
cuidadosamente de los tejidos adyacentes (conectivo y adiposo). Finalmente, todas
las muestras se colectaron en viales, con Ringer de bajo calcio, para su transporte al
laboratorio donde fueron almacenados en refrigeracion a una temperatura de 4°C

durante 24 y 48 horas antes de iniciar el registro.
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5.3 Preparacién y montaje de las muestras vasculares

Las muestras de los diferentes vasos sanguineos disecados se colocaron en una
caja de Petri de doble pared que contenia solucion Ringer Krebs-Henseleit con la
siguiente composicion (mM): NaHCO;3; (24.9), NaCl (119.5), KCI (4.74), KH,PO,
(1.18), MgSO, (1.18) y Glucosa (12). La temperatura de esta solucién fue mantenida
a 37°C mediante un bafio recirculador de agua (Haake, D1); el pH de la solucién se
estabilizé a 7.4 por burbujeo constante con una mezcla de gases (5% C0O,/95% Oy).
En estas condiciones, cada vaso sanguineo fue cortado en anillos con una longitud
de 0.3 cm.

En este trabajo se utilizaron anillos de las muestras vasculares con y sin
endotelio. Para retirar la capa endotelial de las preparaciones, los anillos fueron
raspados cuidadosamente realizando movimientos circulares con un corddén
trenzado de nylon introducido en el lumen de los anillos. Las preparaciones con
endotelio fueron manejadas con extremo cuidado evitando dafar la capa endotelial.

El montaje de las preparaciones vasculares se realizdé de la siguiente manera:
cada anillo vascular fue colocado en una camara de incubacion con 10 ml de
solucion Krebs-Henseleit normal a temperatura constante (37°C), mantenida
mediante un bafio recirculador de agua, y con pH de 7.4, mantenido mediante
burbujeo continuo de 95% 0,/5% CO,. Cada anillo fue suspendido de manera
horizontal en la cdmara de incubacion, utilizando dos ganchos de acero inoxidable
en forma de “L”, que fueron introducidos a través del lumen de manera contrapuesta.
Uno de los ganchos fue fijado a la base de la cAmara y el otro gancho se sujetd, con
ayuda de un hilo de seda (000), a un transductor de tension (Grass Instruments,
FTO3C), el cual detecto las sefiales mecanicas del tejido y las transformé en sefiales

eléctricas que envidé a un poligrafo de cuatro canales (Grass Instruments, modelo
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79), el cual registro las sefales mecéanicas en su graficador. Ademas, el poligrafo fue
acoplado a una computadora (Pentium Il de 1.13% GHz), a través de un convertidor
analdgico/digital (Astro-Med Inc polyView 2.5, ADM-20002), para capturar las

sefiales en tiempo real (Fig. 3).

Fig 3. Sistema de registro isométrico para tejido aislado. 1. Cémaras de incubacion, 2. Bafio
recirculador de agua para mantener la temperatura constante a 37°C, 3. Suministro de la mezcla
gaseosa 5% CO,/95% O,, 4. Transductores de tensién, 5. Poligrafo y 6.Computadora acoplada al
poligrafo mediante un convertidor analégico-digital.
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5.4 Protocolo experimental

Una vez que los anillos se montaron en el sistema de registro isométrico y se
sometieron a una fuerza de tension de 1 g (10 mN), que se mantuvo durante todo el
experimento, se dejo transcurrir un periodo de estabilizacion (120 min) antes de

iniciar cualquier procedimiento experimental.

a) Determinacion farmacologica de la presencia o ausencia de endotelio

Después del periodo de estabilizacién de los anillos, se realiz6 la determinacion
farmacolégica de la presencia o ausencia del endotelio. Inicialmente, la
estandarizacion de la prueba farmacologica del endotelio, se pretendié hacer de
manera comparativa, por lo que se considerd realizar la misma estrategia
experimental en los tres vasos estudiados. Dicha estrategia experimental consistid
en inducir una contraccién con noradrenalina (NA, 0.3 uM) y, sobre el tono estable
de esta contraccion, observar la respuesta a acetilcolina (ACh, 20 uM). La presencia
del endotelio en los anillos no raspados seria verificada por la relajacion inducida por
la ACh (al menos 40% de relajacidén); mientras que en los anillos raspados, la
ausencia de endotelio seria confirmada por el fallo de la ACh para inducir relajacion.
Sin embargo, este protocolo fue modificado en cada vaso como a continuacion se
describe.

Arteria Coronaria Izquierda. Debido a que los anillos coronarios tienen una pobre
sensibilidad a la NA, la determinacion de la presencia o ausencia del endotelio se
realiz6 induciendo una contraccibn con PGFy, (1 uM), la contraccion tonica
sostenida se registro durante ~20 min antes de adicionar la ACh (por la alta
sensibilidad de la coronaria izquierda a la ACh, esta se prob6 a 10 uM). Los anillos

no raspados donde la ACh (10 uM) produjo una relajacion de por lo menos 40%,
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fueron considerados preparaciones con endotelio. En los anillos raspados, donde la
ACh 10 puM no modificé el tono de la contraccion inducida por PGF,,, fueron
considerados preparaciones sin endotelio.

Arteria Femoral. Los resultados con la prueba inicial con NA (0.3 uM) y ACh (10 y
20 uM) no fueron satisfactorios, dado a que la contraccion de NA no mantuvo un
tono estable y a que la ACh a 10 y 20 uM produj6é un efecto vasoconstrictor en
preparaciones sin endotelio. Por lo anterior, se evalué otra estrategia experimental
para determinar la presencia o ausencia del endotelio en esta arteria. Asi, los anillos
de la arteria femoral fueron contraidos con fenilefrina (Phe) 1 uM, cuando el tono de
la contraccion fue estable (~10 min) se adicioné carbacol (CCh) 10 uM; en los anillos
donde CCh produjo una relajacion (al menos 40%) fueron considerados
preparaciones con endotelio; mientras que en los anillos donde CCh no modifico el
tono de la contraccion inducida por Phe, fueron considerados preparaciones sin
endotelio. Con base en que esta segunda prueba fue repetible, fue utilizada en esta
investigacion para determinar la presencia o ausencia de endotelio en los anillos de
arteria femoral canina.

Vena Safena. De manera similar que en la arteria femoral, en la vena safena,
ademas de realizar la primera prueba con NA (0.3 uM) y ACh (20 uM), se realizaron
otras pruebas, debido al hecho de que la ACh produjé un incremento del tono en
preparaciones donde se raspo el endotelio (raspadas) y donde no fue raspado el
endotelio (no raspadas). Asi, se realizaron pruebas con ACh (20 y 10 uM) sobre la
contraccion inducida con Phe (1 uM); observandose que sobre esta contraccion la
ACh a 20 y 10 uM también incremento el tono en anillos raspados y no raspados.
Por lo tanto, en la vena safena se realizaron otras pruebas con: (i) CCh (0.5, 1y 10

uM) sobre la contraccion inducida por Phe (1 uM) y; (i) ACh (20 y 10 uM) sobre las
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contracciones inducidas por KCI (60 mM), serotonina (5-HT; 10 uM) y PGFyq, (1 uM).
En cada una de estas pruebas se observé que la ACh y el CCh, a todas las
concentraciones probadas, incrementaron el tono de las contracciones en anillos
raspados y no raspados, por lo que estos resultados no permitieron corroborar la
presencia 0 ausencia de endotelio en la vena safena. Colateralmente, estos
resultados llevaron a cuestionar la sensibilidad del musculo liso de la vena safena al
NO; ya que se sabe que, a través del NO la ACh y el CCh inducen vasorelajacion.
Por lo tanto se considerd evaluar la sensibilidad del musculo liso de la vena safena
al NO. Para este fin, se realizaron pruebas con un donador de NO, nitroprusiato de
sodio (NPS), el cual se prob6 a varias concentraciones (0.001-10 uM) de manera
acumulativa sobre la contraccion inducida por Phe (1 uM) en anillos de vena safena
no raspados.

Con base a que no fue posible determinar de manera farmacoldgica la presencia
0 ausencia de endotelio en las preparaciones de la vena safena, el protocolo
experimental para la prueba de los andrégenos sélo se realizd en preparaciones de
vena safena donde el endotelio fue completamente eliminado mediante un delicado
raspado (la técnica para eliminar la capa endotelial se corrobor6 mediante
observaciones histolégicas).

En la arteria coronaria izquierda y la arteria femoral, al finalizar las pruebas para
determinar la presencia o ausencia del endotelio, se retiraron los compuestos
mediante un cambio de solucién Ringer normal (lavado) y se continio con el

protocolo experimental.
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b) Prueba de los andrégenos sobre la contracciéon inducida por KCI (60 mM) en
preparaciones con y sin endotelio de los diferentes vasos sanguineos caninos

Para continuar con el protocolo experimental en las preparaciones con y sin
endotelio de las arterias coronaria izquierda y femoral se dejo pasar un tiempo de
recuperaciéon de aproximadamente 20 min. A partir de este punto, todas las
preparaciones, incluidas las preparaciones sin endotelio de la vena safena,
recibieron el mismo tratamiento experimental.

Los tejidos fueron depolarizados con una solucion Ringer de alta concentracién
de potasio (KCI 60 mM), obtenida por sustitucion equimolecular de NaCl 64.7 por
KCI 60 mM. Después de 5 min, los tejidos fueron repolarizados mediante un cambio
de la solucion despolarizante por Ringer Krebs-Henseleit normal y cuando
recuperaron su tono basal, se dejo transcurrir 20 min antes de inducir un segundo
estimulo con la solucién despolarizante (KCl 60 mM), la nueva contraccion tonica fue
registrada durante 60-90 min y fue considerada como contraccién control (100% de
contraccion). Después de lavar con Ringer normal (repolarizacion), se esperd un
intervalo de 60 min para realizar un tercer estimulo con la misma solucién (KCIl 60
mM). Una vez que esta contraccion mantuvo un tono estable (aproximadamente a
los 60 min), se adicionaron los andrégenos de prueba de manera independiente y en
forma no acumulativa (cada uno por separado), en el siguiente rango de
concentracion (cuartos de logaritmo): arteria coronaria izquierda 1.8-100 pM, arteria
femoral y vena safena 18-310 pM. Los anillos que desplegaron una fuerza de
contracciéon menor a 1 g fueron descartados.

El efecto de cada concentracion de los diferentes androgenos sobre la
contraccion inducida por KCI (60 mM) se registré6 durante 30 min, inmediatamente

después, los tejidos fueron lavados tres veces con solucion Krebs-Henseleit normal

36



(2 recambios de solucién con un intervalo de 10 min cada uno), con el fin de retirar
todos los residuos de androgeno del tejido. Cuando los tejidos regresaron a su tono
basal se dejaron reposar durante 60 min, antes de realizar un Gltimo estimulo con
KCI (60 mM), que se registré durante 60-90 min con el fin de observar la viabilidad y
recuperacién del tejido (estimulo de recuperacion). Ademas, en las preparaciones de
cada vaso estudiado se realizaron las pruebas correspondientes al vehiculo (etanol

absoluto) en el cual fueron disueltos los andrégenos, a un volumen final de 0.1% v/v.

c) Determinacion histolégica de la presencia o ausencia de endotelio vascular

Al final de los experimentos, para corroborar mediante la observacion histoldgica la
presencia o la ausencia de endotelio vascular, algunas preparaciones con y sin
endotelio fueron fijadas en paraformaldehido al 4%. Posteriormente, los tejidos se
deshidrataron con etanol al 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100% durante 30 min (para
cada concentracion de etanol) y con Xilol (60 min), para su impregnacion (60 min) e
inclusién (60 min) en parafina. Con ayuda de un microtomo (American Optical), se
realizaron cortes (10 um de grosor) de los tejidos incluidos en parafina y se
montaron en portaobjetos. Posteriormente, para desparafinar los tejidos fijados en
los portaobjetos, se dejaron reposar nuevamente en xilol (15 min), etanol al 70, 96 y
100% (5 min por concentracion) y agua destilada (dos min). Finalmente, los cortes
fueron tefiidos con la técnica convencional de hematoxilina-eosina. Mediante un
microscopio de luz convencional (40X), se observo y determind la presencia o
ausencia de la monocapa endotelial, cotejando con la determinacién farmacolégica

la presencia o ausencia del endotelio realizada al inicio del experimento.
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5.5 Evaluacion y analisis estadistico de los datos

En cada lecho vascular estudiado, el efecto vasodilatador inducido por cada una de
las concentraciones de los androgenos se evalué durante 30 min, en términos de
porcentaje de inhibicion (% de relajacién) de la contraccion inducida con KCI (60
mM). El 100% de la amplitud de la contraccién (control) fue considerado justo antes
de adicionar el andrégeno y comparado con la amplitud de la contraccion 30 min
después de la adicién del andrégeno (efecto). Todos los datos representan la media
de n=6zerror estandar de la media (E.E.M.), donde cada “n” representa a un perro.
Con los datos obtenidos se construyeron las curvas concentracion-respuesta de los
androgenos.

Los datos fueron graficados, ajustando la recta mediante regresion lineal, para
obtener la concentracion inhibitoria media (Clsp; concentracion del androgeno
requerida para inducir 50% de relajacion de la contraccion inducida por KCI) de los
androgenos. Con la Clsg se establecio la relacion de potencia de los andrégenos
probados con la siguiente férmula: Clsp de testosterona/Cls, de cada
dihidrometabolito de testosterona; se asigno el valor de 1 para la testosterona.

La eficacia de los androgenos se expresd como Rmax (relajacion maxima inducida
por los andrégenos a la mayor concentracion probada).

Con la prueba de “t” de Student no pareada se comparo: (i) la respuesta del
vehiculo, en el cual fueron disueltos los andrégenos (etanol 0.1%), con el efecto
vasodilatador inducido por cada una de las concentraciones de los androgenos; y (ii)
los valores de Rnax, Obtenidos para cada andrégeno. Las curvas fueron comparadas
por el andlisis de covarianza (ANCOVA) seguido de la prueba de Tukey. Las Clsy de

los andrégenos fueron comparadas con la prueba no paramétrica “U” de Mann-
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Whitney para dos muestras. En todas la pruebas se consider6 un valor

significativamente diferente cuando p<0.05.

5.6 Compuestos utilizados

Fueron adquiridos de Sigma (Chemical Co., St Louis MO., U.S.A.) los compuestos:
testosterona (17pB-hidroxi-4-androsten-3-ona), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT;
17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona), 5B-dihidrotestosterona (5B-DHT; 17p-hidroxi-5p-
androstan-3-ona, prostaglandina F,q (PGF.; acido (5Z,90,11a,13E,15S)-
9,11,15-trihidroxiprosta-5,13-dienoico sal tris), fenilefrina hidroclorada (Phe; 3-[(1R)-
1-hidroxi-2-metilaminoetil]fenol hidroclorado), carbacol clorado (CCh;
2carbamoiloxietil-trimetilazanio  clorado),  acetilcolina  clorada  (ACh;  2-
(acetiloxi),N,N,N,-cloruro de trimetiletanamina) y nitroprusiato de sodio (NPS;
pentacianonitrosilferrato (Ill) de sodio).

Los andrégenos y la PGF,, se disolvieron en etanol absoluto (Merck-México,
S.A.). Cada andrdgeno se aplicé en un volumen final de 0.1 % v/v en 10 ml, lo cual
corresponde a 17.14 mM. Los compuestos CCh, Phe, ACh y NPS se disolvieron en
agua destilada; la Phe y el NPS se mantuvieron en un frasco ambar para evitar su
degradacion.

Los reactivos utilizados para realizar las preparaciones histologicas fueron
adquiridos de Mallinckdt Baker, S.A., México: hematoxilina ((6aS,11bR)-7,11b-
dihidro-6H-indeno[2,1-c]cromene-3,4,6a,9,10-pentol), xilol (1,3-dimetilbenzeno) vy
eosina (sodio 2-(2,4,5,7-tetrabromo-3-hidroxi-6-oxoxanteno-9-il) acido benzoico). Los

tejidos fueron incluidos en parafina de Kendall plas X-TRA.
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6. RESULTADOS

6.1 Arteria coronaria izquierda canina

a) Determinacion de la presencia o ausencia del endotelio

Se utilizaron preparaciones con endotelio (anillos donde no se raspé el endotelio) y
preparaciones sin endotelio (anillos donde se raspé el endotelio) de la arteria
coronaria izquierda. En los anillos de coronaria izquierda, donde se preservo la capa
de endotelio intacta (anillos con endotelio), la acetilcolina (ACh; 10 uM) produjo una
disminucion del tono de la contraccion inducida por la prostaglandina Fyq (PGFoq; 1
UM); para este trabajo, se utilizaron anillos con endotelio donde la relajacién inducida
por la ACh fue mayor al 40%. En los anillos donde se elimin6 el endotelio (anillos sin

endotelio), la ACh no modificé el tono de la contraccién inducida por PGF,4 (Fig. 4A).

b) Efecto vasodilatador de andrégenos sobre la contraccion inducida por KClI 60 mM
en la arteria coronaria izquierda canina
El vehiculo utilizado para disolver los androgenos (etanol, 0.1%) no modificd, de
manera significativa (p>0.05), la contraccion inducida por KCI en la arteria coronaria
izquierda con y sin endotelio (0.37£0.37 y 0.38+0.68% de relajacion,
respectivamente). En contraste, los androgenos, a todas las concentraciones
probadas, provocaron una inhibicién de la contraccién inducida por KCI en la arteria
coronaria izquierda con y sin endotelio, esta inhibicién fue significativamente
diferente (p<0.05) a la inducida por el vehiculo.

En las preparaciones de la arteria coronaria con y sin endotelio el efecto
vasodilatador de los andrégenos se observo rapidamente tras la adicion de estos (~2

min) y, después de que los androgenos fueron retirados del tejido, en el siguiente
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estimulo con KCI, se observo una recuperacion total de la amplitud y del tono de

contraccion (Fig. 4B).

Fig. 4. Registros tipicos de la arteria coronaria izquierda canina donde se muestra: A) la contraccion
inducida por la prostaglandina F,, (PGF,,, 1uM) inhibida por la acetilcolina (ACh, 10 puM) en
preparaciones con endotelio (panel izquierdo) y sin modificacién por la ACh en preparaciones sin
endotelio (panel derecho); B) la contraccion inducida por KCI (60 mM) en preparaciones con endotelio
y el inmediato efecto relajante producido por la testosterona (TES, 100 uM), 5a-dihidrotestosterona
(50-DHT, 56 uM) y 5B-dihidrotestosterona (58-DHT, 56 uM). Notese la recuperacion de la contraccion
después del lavado (L), mostrando que el efecto de los andrégenos es reversible. La barra negra
indica el tiempo de incubacion de los andrégenos.
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Los andrégenos probados provocaron disminucion del tono de la contracciéon
inducida por KCI, esta pérdida del tono (relajacién) fue dependiente de la
concentracion (Tabla 2). Como se observa en la Tabla 2, a las concentraciones de
5.6-56 puM 5B-DHT indujo un fuerte efecto vasodilatador, mayor al provocado por la
testosterona y 5a-DHT, por lo que fue necesario probar concentraciones menores
(1.8 y 3.1 uM). En relacién a los otros andrégenos, se puede observar que 58-DHT
tiene un efecto relajante mayor, mientras la testosterona fue el andrégeno que
mostré el menor efecto vasodilatador a las concentraciones de 5.6-56 uM; sin
embargo a 100 pM, la testosterona, fue capaz de inducir un efecto vasodilatador
maximo (95.39+1.30% de relajacion) (Tabla 2).

Con los datos de la Tabla 2 se construyeron las curvas concentracién-respuesta
de los andrégenos (Fig. 5). Como se observa, no hay diferencias significativas
(p>0.05) entre el efecto vasodilatador inducido por los andrégenos tanto en
preparaciones con endotelio, como en preparaciones sin endotelio de la arteria
coronaria izquierda.

El andlisis de covarianza mostré que la curva de 5B-DHT fue significativamente
diferente (p<0.05) comparada con las curvas de testosterona y 5a-DHT, mientras
que las curvas de testosterona y 5a-DHT no mostraron diferencias significativas

entre ellas (p>0.05).
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Tabla 2. Porcentaje de relajacion producido por androgenos sobre la contraccion inducida por KCl (60 mM) en la
arteria coronaria izquierda

Androgeno 1.8 uM 3.1 uM 5.6 yM 10 uM 18 uM 31 uM 56 yM 100 uM
CON ENDOTELIO
TES NP NP 11.90 + 1.06 13.72+1.21 | 30.70+1.94 | 59.16 +2.17 | 71.70+1.89 | 95.39+1.30
5a-DHT NP NP 14.22 + 0.89 28.32+1.37 | 60.76 £2.38 | 72.35+£2.22 | 93.09+1.58 NP
5B-DHT 10.45+1.16 29.86 + 1.95 35.23+2.32 4439+2.05 | 57.92+1.35 | 91.79+£2.19 | 98.25+1.11 NP
SIN ENDOTELIO
TES NP NP 13.77 £ 1.34 1544 +1.05 | 31.03+1.31 | 58.13+234 | 7248+242 | 92.68 +2.37
5a-DHT Np NP 14.28 £ 1.45 20.83+224 | 62.31+£3.02 | 72.10+1.57 | 91.25+2.17 NP
5B-DHT 9.69+1.17 27.19+1.33 34.64 £2.14 4459 +212 | 58.71+£2.23 | 91.35+2.29 | 98.45+1.23 NP

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 53-dihidrotestosterona (5B-DHT). No hay diferencias significativas entre el efecto vasodilatador de
los andrégenos en preparaciones con y sin endotelio (p>0.05). Los valores son la media de n=6:EEM. Concentracion no probada (NP).
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Fig. 5. Curvas concentracion-respuesta de testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y
5B-dihidrotestosterona (5B-DHT) sobre la contraccion inducida por KCI (60 mM) en la arteria coronaria
izquierda con (+E) y sin (-E) endotelio. Cada concentracion probada fue significativamente diferente
comparada con el vehiculo (p<0.05). La curva de 538-DHT fue significativamente diferente al comparar
con las curvas de TES y 5a-DHT (p<0.05). No hay diferencias significativas entre el efecto
vasodilatador de los andrégenos en preparaciones con y sin endotelio (p>0.05). Cada simbolo en las
curvas es la media de n=6xEEM.
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La testosterona y sus dihidrometabolitos, 5a-DHT y 5B-DHT, mostraron una alta
eficacia vasodilatadora en la arteria coronaria izquierda; esta eficacia, expresada
como la Rmax, fue cercana al 100% de relajacion para los tres andrégenos:
testosterona a 100 uM, 5a-DHT y 5B-DHT a 56 uM (Tabla 3). La comparacion entre
la Rmax, de los andrégenos en preparaciones con y sin endotelio, no mostro
diferencias significativas (p>0.05). Sin embargo, la comparacion de las Rmsx entre los
andrégenos mostréo que 5B-DHT es un andrégeno vasoactivo, con una eficacia
estadisticamente mayor (p<0.05) que la de su isémero, 5a-DHT. Por el contrario, la
testosterona fue el androgeno con menor eficacia vasodilatadora, en comparacion
con sus dihidrometabolitos, ya que requirido una concentracion mayor (100 uM) para
inducir su Rnax, (Tabla 3). Con base en lo anterior, el orden de eficacia de los
andrégenos fue: 5B-DHT > 5a-DHT >> Testosterona.

Como era de esperarse, los valores de las Clso de los andrégenos, obtenidas en
preparaciones con y sin endotelio, no mostraron diferencias significativas (p>0.05).
Sin embargo, como es evidente, la comparacion de los valores de las Clsg entre los
tres andrégenos mostré diferencias significativas (p<0.05) entre ellos. Este analisis
reveld6 que las Clso de testosterona fueron significativamente mayores (p<0.005)
comparadas con las Clsp de 50-DHT y 5B-DHT vy, entre estos dos androgenos, las
Clso de 5B-DHT fueron las menores (p<0.005); por lo que 5B3-DHT fue el andrégeno
mas potente en la arteria coronaria izquierda con y sin endotelio (Tabla 3).

Por lo anterior, el orden de potencia de los andrégenos en la arteria coronaria

izquierda con y sin endotelio fue: 58-DHT >> 5a-DHT > Testosterona.
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Tabla 3. Andlisis de la vasodilatacién producida por andrégenos sobre la
contracciéon inducida por KCI (60 mM) en la arteria coronaria izquierda
canina

0, .
Clso uM r % de Rmax Potencia~
Andrégeno (rango) (concentracion)
+E -E +E -E +E -E +E -E
TES 26.19 26.35 0.97 0.97 9539+130 92.68+2.37 1.0 1.0

(21-30) (21-32) (100 pM) (100 pM)

5a-DHT  16.05+ 15.30* 098 0.97 93.09+158 91.25+217 1.63* 172
(13-18) (13-17) (56 M) (56 pM)

5B-DHT  9.10® 930*° 096 097 9825+11° 9845+123° 287" 283"
(7-10)  (7-11) (56 uM) (56 uM)

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (58-DHT). La
concentracion inhibitoria media (Cls), expresada como media (rango), se calcul6 por regresion lineal
de las curvas concentracion-respuesta de los andrégenos. La relajacion maxima (Rnsy) inducida por
los andrégenos en la arteria coronaria izquierda con (+E) y sin (-E). El coeficiente de correlacion de
Pearson (r) representa el ajuste a una linea recta. «<La potencia se obtuvo mediante la formula: Clsg
de TES/ Cls, del metabolito, se considero valor de 1.0 para la TES; *Veces mas potente que TES.
Todos los valores son la media de n=6+EEM. Diferencias significativas *p<0.005 al comparar con
TES; %p<0.05 y **p<0.005 al comparar entre 5a-DHT y 58-DHT. No hay diferencias significativas en
la Rnax Y la Clgp entre preparaciones con y sin endotelio (p>0.05).
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6.2 Arteria femoral canina

a) Determinacién de la presencia o ausencia del endotelio
En las preparaciones con endotelio (anillos donde no se rasp6 el endotelio) y
preparaciones sin endotelio (anillos donde se raspd el endotelio) de la arteria
femoral, a diferencia de la prueba realizada en la arteria coronaria izquierda para
determinar la presencia o ausencia del endotelio, inicialmente se realizd la prueba
con NA (0.3 uM) para inducir la contraccién, sobre la cual, cuando mantuvo un tono
estable, se adicion6 la ACh (20 uM). Los resultados de esta primera prueba
mostraron que en los anillos con endotelio la ACh disminuyé el tono de la
contraccién inducida por NA (0.3 uM), indicando que en estos anillos se conservo la
integridad del endotelio (ver Fig. 6). En los anillos sin endotelio, la ACh no relaj6 la
contraccion inducida por NA (0.3 uM), por el contrario, produjo un aumento del tono
(Fig. 6), por lo que se considero¢ realizar esta misma prueba a una concentracion
menor de ACh (10 uM); a dicha concentracion la ACh continu6 induciendo un
incremento de la contraccion inducida por la NA en los anillos sin endotelio de la
arteria femoral (Fig. 6). Ademas, en estas pruebas, la contraccion inducida con NA
(0.3 uM) no siempre mantuvo el tono estable en la arteria femoral, por lo que se
consider0 realizar otra estrategia farmacologica (Fig. 6); en la cual se utilizé
fenilefrina (Phe; 1 uM) para inducir la contraccion, cuando la contraccion mantuvo un
tono estable, se adicion6 CCh (10 uM).

En esta segunda estrategia experimental, se observé que en los anillos con
raspados, CCh (10 uM) disminuyé la contraccion inducida por Phe (1 uM),
confirmando la presencia del endotelio; para este estudio se consideraron las

preparaciones con endotelio cuando el CCh relajo al menos 40%. En los anillos sin
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endotelio, CCh no modificd la contracciéon inducida por Phe; estas preparaciones
fueron consideradas sin endotelio (Fig. 6). Por los consistentes resultados obtenidos
en esta la ultima estrategia experimental, se utilizé en este trabajo para determinar la

presencia o ausencia de endotelio en los anillos de arteria femoral canina.

Fig. 6. Registros tipicos de la arteria femoral canina donde se muestran las pruebas farmacologicas
para determinar la presencia o ausencia del endotelio vascular. N6tese que la contraccion inducida
por noradrenalina (NA) es inhibida por la acetilcolina (ACh) en anillos no raspados y es aumentada en
los anillos raspados. La contraccion inducida por fenilefrina (Phe 1 uM) es inhibida por carbacol (CCh)
en anillos no raspados y no se modifica en anillos rapados.
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b) Efecto vasodilatador de andrdgenos sobre la contraccion inducida por KCI (60
mM) en la arteria femoral canina

El vehiculo en el cual se disolvieron los androgenos no modific6 de manera
significativa (p>0.05) la contraccion inducida por KCI en la arteria femoral con y sin
endotelio (0.67+£0.43% y 0.45+0.45% de relajacién, respectivamente). Sin embargo,
los androgenos, a todas las concentraciones probadas, causaron un rapido efecto
vasodilatador (~2 min) estadisticamente diferente (p<0.05) al inducido por el
vehiculo. Después de la prueba de los andrégenos, en otro estimulo con KCI, se
observo una recuperacion total de la amplitud y del tono de la contraccién (Fig. 7) en

anillos de la arteria femoral.
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Fig. 7. Registros tipicos de la arteria femoral canina donde se muestra la contraccion inducida por KCI
(60 mM) y efecto relajante de: testosterona (TES; 310 uM), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT; 310 uM)
y 5B-dihidrotestosterona (58-DHT; 180 uM) en preparaciones con endotelio. Notese la recuperacion
de la contracciéon después del lavado (L), mostrando que el efecto de los andrégenos es reversible.
La barra negra indica el tiempo de incubacion de los andrégenos.
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Los andrégenos provocaron una relajacion dependiente de la concentracion
(Tabla 4). La testosterona y 5a-DHT a 180 pM fueron los andrégenos menos
efectivos para relajar la contraccion inducida por KCI; por anterior, estos dos
andrégenos fueron probados a una concentracion mayor (310 uM) (Tabla 4). Aunque
los datos muestran que testosterona y 5a-DHT a 310 uM no alcanzaron un efecto
méaximo (>90% de relajacién), debido a las propiedades hidrofébicas de estos

compuestos, no se permitié la aplicacion de concentraciones mas altas.

Tabla 4. Porcentaje de relajacion producido por andréogenos sobre la
contracciéon inducida por KCI (60 mM) en la arteria femoral canina

Androgeno 18 uM 31 uM 56 yM 100 uM 180 uM | 310 pM
CON ENDOTELIO
TES 1044+ | 10.46 + 2273+ 35.95 + 69.85 + 78.73 +
1.50 1.47 1.87 2.13 2.13 2.73
.55 + 13.81 + 21.94 + 24.03 + 34.38 + 49.51 +
Sa-DHT 0.86 2.25 2.19 2.19 2.24 1.42
1130+ | 17.76+ 52.70 + 80.08 + 81.62 +
SB-DHT 1.66 2.02 2.36 2.42 1.45 NP
SIN ENDOTELIO
TES 8.97 + 10.10 + 24.16 + 35.70 + 69.78 + 81.72 +
0.61 0.87 0.97 1.05 1.71 1.74
.65 + 1211+ 22.36 + 27.05 + 35.62 + 52.33 +
Sa-DHT 0.65 1.13 1.88 1.48 2.22 1.17
1018+ | 16.95+ 54.72 + 82.19 + 82.58 +
5B-DHT 0.76 1.65 2.11 2.41 1.53 NP

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (58-DHT). No hay
diferencias significativas entre el efecto vasodilatador de los andr6genos en preparaciones con y sin
endotelio (p>0.05). Los valores son la media de n=6tEEM. Concentracién no probada (NP).
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Como se observa en la Fig. 8, no hay diferencias significativas (p>0.05) en las
curvas concentracion-respuesta de los andrégenos entre las preparaciones con y sin
endotelio en la arteria femoral. Asimismo, la comparacion de los valores de Rmax Y
Clsp de los androgenos, entre preparaciones con y sin endotelio, no mostro
diferencias significativas (p>0.05), indicando que el efecto vasodilatador de los
androgenos es igual en preparaciones con y sin endotelio (Tabla 5).

En cambio, se observdé que las curvas concentracion-respuesta de los tres
andrégenos mostraron diferencias significativas entre ellas (p<0.05), indicando que
el efecto vasodilatador de cada andrégeno fue diferente en la arteria femoral, tanto
en preparaciones con endotelio, como en preparaciones sin endotelio (Fig. 8).
También, es importante resaltar que 5B-DHT fue el Unico andrégeno que alcanz6 un
efecto maximo sin diferencias significativas (p>0.05) a 100 y 180 puM, por lo que ya

no se continué probando a una concentracion mayor (310 uM) (Fig. 8).
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Fig. 8. Curvas concentracion-respuesta de testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y
5B-dihidrotestosterona (5B-DHT) sobre la contraccion inducida por KCI (60 mM) en la arteria femoral
canina con (+E) y sin (-E) endotelio. Cada concentracion probada fue significativamente diferente
comparado con el vehiculo (p<0.05). Las curvas de los tres andrégenos fueron significativamente
diferentes entre ellas (p<0.05). No hay diferencias significativas entre el efecto vasodilatador de los
andrégenos en preparaciones con y sin endotelio (p>0.05). Cada simbolo en las curvas es la media
de n=6xEEM.
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El andlisis de las curvas mostré6 una marcada diferencia entre los valores de las
Rmax Y las Clso de los andrégenos (Tabla 5). Notablemente, 58-DHT fue el andrégeno
con mayor eficacia para relajar la arteria femoral, ya que, a pesar que su Rnax fue
estadisticamente igual (p>0.05) a la de testosterona, se obtuvo a una concentracion
menor (180 uM) en comparacion con la testosterona y, respecto a 5a-DHT, la Rmax
de 5B-DHT fue significativamente mayor (p<0.0005). La comparacién entre los
valores de Rmax de testosterona y 5a-DHT (ambos a 310 pM) mostré que la eficacia
vasodilatadora de 5a-DHT fue significativamente menor (p<0.0005), comparada con
la de testosterona. De acuerdo a las diferencias en la Rnax, €l orden de eficacia de
los andrégenos fue: 58-DHT >> Testosterona >> 5a-DHT.

Como se observa en la Fig. 8, 5a-DHT mostré valores de Cls, significativamente
mayores (p<0.05) a los obtenidos para la testosterona y 5B-DHT, por lo que fue el
andrégeno con menor potencia vasodilatadora. En contraste, las Clsg de 53-DHT
fueron significativamente menores (p<0.05) que las de testosterona, mostrando que
5B8-DHT fue el androgeno mas potente para relajar en la arteria femoral con y sin
endotelio. Asi, con base en los valores de las Cls, el orden de potencia de los

andrégenos fue: 58-DHT >> Testosterona >>>> 5a-DHT.
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Tabla 5. Andlisis de la vasodilatacion producida por andrégenos sobre la

contracciéon inducida por KCI S6O mMZ en la arteria femoral canina

0 .
Clso IV r % de Rmax Potencia
Andrégeno (rango) (concentracion)
+E -E +E -E +E -E +E -E

119.77 11472 094 095 78.73+273% 81.72+1.74° 1.0 1.0

TES (90-150)  (96-132) (310 pM) (310 pM)

S5a-DHT  483.18*" 404.54*" 092 094 4951+1.42* 5233+1.17* 0247 0.287
(434-560) (252-593) (310 uM) (310 pM)

58-DHT 58.80*°° 57.72*° 0.95 095 81.62+1.45% 8258+153% 205" 2.00"
(49-69)  (50-66) (180 pMm) (180 uM)

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (58-DHT). La
concentracion inhibitoria media (Clsp), expresada como media (rango), se calculo por regresion lineal
de las curvas concentracion-respuesta de los andrégenos; Valores teoricos obtenidos por
extrapolacion de la recta. La relajacion maxima (Rmax) inducida por los andrégenos en la arteria
femoral con (+E) y sin (-E) endotelio. El coeficiente de correlacion de Pearson (r) representa el ajuste
a una linea recta. ~La potencia se obtuvo mediante la formula: Cls, de TES/ Cls, del metabolito, se
considerd valor de 1.0 para la TES; *veces mas potente que TES y *veces menos potente que TES.
Los valores son la media de n=6xEEM. Diferencias significativas *p<0.0005 al comparar con TES y
$p<0.0005 al comparar entre 5a-DHT y 53-DHT. No hay diferencias significativas en la Rmax Y 1a Clso
entre preparaciones con y sin endotelio (p>0.05).
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6.3 Vena safena canina

a) Respuestas atipicas del endotelio de la vena safena canina

En anillos de vena safena con endotelio intacto (no raspado) y sin endotelio
(eliminado mediante un suave raspado), se llevaron a cabo varias pruebas para
estandarizar un protocolo experimental que permitiera determinar la ausencia o la
presencia de endotelio en dichas preparaciones. En la primera estrategia
experimental realizada se produjo una contraccién con NA (0.3 uM), cuando el tono
de la contraccion se mantuvo estable, se adicion6 ACh (20 uM). En estos
experimentos se observo lo siguiente: (i) la contraccion inducida por NA no siempre
mantuvo un tono estable en las preparaciones (raspadas y no raspadas) de la vena
safena; y (ii) la ACh (20 uM) adicionada sobre la contraccion de NA produjo un fuerte
incremento del tono en ambas preparaciones de la vena safena (con y sin endotelio)
(Fig. 9).

Por los dos resultados anteriores, que no permitieron corroborar la presencia o
ausencia de endotelio en la vena safena, se realizO una segunda estrategia
experimental, en la cual se utilizé Phe (1 uM) para inducir una contraccion ténica
sostenida, sobre la cual se adicion6 ACh (10 y 20 uM); en esta segunda prueba,
nuevamente se observo que la ACh a 10 y 20 uM incrementé del tono de la

contraccién en anillos de la vena safena con y sin endotelio (Fig. 9).
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Fig. 9. Registros tipicos de la vena safena donde se muestran las pruebas farmacoldgicas para
determinar la presencia o ausencia del endotelio vascular. Notese que las contracciones inducidas
por noradrenalina (NA) y fenilefrina (Phe) son aumentadas por la acetilcolina (ACh) en anillos
raspados y no raspados.
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Por los resultados obtenidos, se decidio realizar otra estrategia experimental, en
la cual se utilizé Phe 1 uM para inducir una contraccion con un tono estable, sobre la
cual se adicion6 CCh a diferentes concentraciones (0.5, 1y 10 uM). EICCh a 0.5, 1
y 10 uM, de manera similar que la ACh, incremento el tono inducido por Phe en las
preparaciones con y sin endotelio de la vena safena (Fig. 10). Debido a que estos
resultados tampoco permitieron diferenciar preparaciones con o sin endotelio de la

vena safena, se realizaron otras series de pruebas.

Fig. 10. Registros tipicos de la vena safena donde se muestran las pruebas farmacoldgicas para
determinar la presencia o ausencia del endotelio vascular. N6tese que la contraccion inducida por
fenilefrina (Phe) es aumentada por carbacol (CCh) en anillos raspados y no raspados.
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De manera independiente, se provocaron contracciones estables con diferentes
agentes vasocontractores, como KCI (60 mM), 5-HT (10 uM) y PGF,4 (1uM), sobre
estas contracciones se adicioné ACh (10 6 20 uM); en todos los casos, la ACh a 10
0 20 uM produjo un aumento del tono de las contracciones, tanto en anillos con y sin

endotelio (Fig. 11).

Fig. 11. Registros tipicos de la vena safena donde se muestran las pruebas farmacolégicas para
determinar la presencia o ausencia del endotelio vascular. Nétese que las contracciones inducidas
por KCI, 5-HT y PGF,, son aumentadas por la ACh en anillos raspados y no raspados.
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De las pruebas realizadas, se observd que ni la ACh ni el CCh, a diferentes
concentraciones 'y sobre contracciones inducidas por diferentes agentes
vasoconstrictores, fueron capaces de inducir relajacion en preparaciones con
endotelio de la vena safena; un efecto igual se observo en las preparaciones sin
endotelio de esta vena. Por lo anterior, se consideré que, posiblemente, el musculo
liso de la vena safena no fuera capaz de responder al 6xido nitrico (NO), a través del
cual se sabe que la ACh y el CCh inducen relajacion.

Para confirmar que el musculo liso de la vena safena puede responder al NO, se
evalué la sensibilidad de este lecho vascular al NO. Para este objetivo, se probé un
donador de NO, nitroprusiato de sodio (NPS), el cual se adicion6 a varias
concentraciones (0.001-10 uM) acumulativas sobre la contraccion inducida por Phe
(1 M) en preparaciones no raspadas de la vena safena.

Las pruebas con el NPS, realizadas para evaluar la sensibilidad de la vena
safena al NO, mostraron que a todas las concentraciones probadas, el NPS relajo la
contraccion inducida con Phe, de manera inmediata (~2 seg) y dependiente de la

concentracion (Fig. 12).
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Fig. 12. A) Porcentajes de relajacion y B) curva concentracion-respuesta del efecto relajante
producido por nitroprusiato de sodio (NPS) sobre la contraccion inducida por fenilefrina (Phe, 1 uM)
en la vena safena. La concentracion inhibitoria media (Clsy), expresada como media + E.E.M, se
calculo por regresion lineal de la curva concentracion-respuesta de NPS. Los datos son la media de

n=6.
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Con los datos anteriores, se puede considerar que el endotelio de esta vena tiene
respuestas atipicas a ACh y a CCh, ya que no fueron capaces de inducir relajacion
dependiente del endotelio en este vaso; por el contrario, en todas las pruebas
provocaron un incremento del tono. En contraste, el donador de NO (NPS) fue capaz
de inducir un agudo efecto vasodilatador (Cls,=0.05 puM) en la vena safena,
indicando que el masculo liso de la vena safena si es capaz de relajarse por accion
de NO.

Con base en los resultados comentados arriba y a que no fue posible determinar
(ni cuantificar el porcentaje de relajacion dependiente del endotelio) de manera
farmacologica la presencia o ausencia de endotelio en la vena safena canina, para
los fines de este trabajo, las pruebas de los andrégenos se realizaron Unicamente en
anillos de vena safena donde el endotelio fue completamente eliminado mediante un
delicado raspado (la técnica para eliminar la capa endotelial fue corroborada
mediante observaciones histologicas de los anillos). De esta forma, se determiné si
los andrégenos mantienen la habilidad de inducir vasodilatacion en preparaciones

sin endotelio de vena safena.

b) Efecto vasodilatador de andrégenos sobre la contraccion inducida por KCI 60 mM
en la vena safena canina
El vehiculo utilizado para disolver los androgenos no mostré un efecto significativo
(p>0.05; 1.99+0.63% de relajacién) sobre la contraccion inducida por KCI (60 mM)
en preparaciones sin endotelio de la vena safena canina.

Notablemente, los andrégenos, a todas las concentraciones probadas, fueron

capaces de inducir un efecto vasodilatador significativo (p<0.05) sobre la contraccion
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inducida por KCI (60 mM) en preparaciones de la vena safena donde se eliminé el
endotelio (Tabla 6).

Es importante resaltar que el efecto vasodilatador inducido por los andrégenos en
la vena safena sin endotelio mostré un comportamiento similar al observado en los
otros vasos estudiados (las arterias femoral y coronaria izquierda), es decir, este
efecto fue inmediato a la adicion de los andrégenos (~2 min) y, después de retirar los
andrégenos del tejido, se observo una recuperacion total de la amplitud y del tono en

la siguiente contraccién inducida con KCI (Fig. 13).
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Fig. 13. Registros tipicos de la vena safena sin endotelio donde se muestra la contraccion inducida
por KCI (60 mM) y el inmediato efecto vasodilatador de: testosterona (TES; 310 uM),
5a-dihidrotestosterona (5a-DHT; 180 uM) y 5B-dihidrotestosterona (5B-DHT; 310 uM). Nétese la
recuperacion después del lavado (L), mostrando que el efecto de los andrégenos es reversible. La
barra negra indica el tiempo de incubacion de los andrégenos.

62



Cabe seialar que en algunas preparaciones de la vena safena donde no se
elimino el endotelio (corroboracion histolégica), se realizaron algunas pruebas de los
andrégenos (datos no mostrados). La comparacion entre el efecto vasodilatador de
los androgenos entre preparaciones donde se elimind el endotelio y donde no fue
eliminado el endotelio de la vena safena, no mostré diferencias significativas

(p>0.05) (datos no mostrados).

Tabla 6. Porcentaje de relajacion producido por andrégenos sobre la
contraccién inducida por KCI (60 mM) en la vena safena canina sin endotelio

Andrégeno 18 yM 31 uM 56 uM 100 pM | 180 uM | 310 pM
TES 11.28 + 19.92 + 44.09 + 77.75 % 81.53 + 87.92 +
0.59 1.53 2.09 2.14 1.63 1.47
sapHT | 15080 | Bize | s | el | oTees |
SBOHT | “Jao™ | “2i6 | 220 | 216 | 210 | 240

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (58-DHT). No hay
diferencias significativas entre el efecto vasodilatador de los andr6genos en preparaciones con y sin
endotelio (p>0.05). Los valores son la media de n=6:EEM. Concentracion no probada (NP).

Como se observa en la Fig 14, de manera similar a lo observado en las arterias
caninas en este trabajo, en las preparaciones de vena safena sin endotelio, los
androgenos fueron capaces de inducir un efecto vasodilatador dependiente de la

concentracion. Cabe mencionar que 5a-DHT a 100 pM mostré un efecto
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vasodilatador maximo (66.11+2.12% de relajacion) sin diferencias estadisticas con
SU Rmax a 180 uM (67.16+2.29% de relajacion), por lo que ya no se probé a una

concentracion mayor (310 uM) (Tabla 6 y Fig. 14).
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Fig. 14. Curvas concentracion-respuesta de testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y
5B-dihidrotestosterona (5B-DHT) sobre la contraccion inducida por KClI 60 mM en la vena safena
canina sin endotelio. Cada concentracion probada fue significativamente diferente comparado con el
vehiculo (p<0.05). No hubo diferencias entre las curvas de los andrégenos (p>0.05). Cada simbolo en
las curvas es la media de n=6tEEM.
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De forma interesante, el andlisis de las curvas concentracion-respuesta de los
androgenos no mostro diferencias significativas (p>0.05) entre ellas, este resultado
indica que el efecto vasodilatador de la testosterona y sus dihidrometabolitos,
50-DHT y 5B-DHT, es igual en la vena safena canina sin endotelio (Fig. 14).

Respecto a la eficacia de los andrégenos en la vena safena, la comparacién de
los valores de Rmax entre la testosterona y 5-DHT (ambos a 310 uM) no mostro
diferencias significativas (p>0.05), indicando que estos dos andrégenos tienen la
misma eficacia para relajar la vena safena (Tabla 7). Sin embargo, los valores de
Rmax de 5a-DHT fueron significativamente menores (p<0.005) respecto a los
obtenidos por la testosterona y 58-DHT (ambos a 310 uM), indicando que este
androgeno es menos eficaz para relajar la vena safena canina (Tabla 7). De acuerdo
a la Rmax, €l orden de eficacia vasodilatadora de los androgenos, en la vena safena
sin endotelio fue: 58-DHT = Testosterona >> 5a-DHT.

Finalmente, de manera consistente con el andlisis de las curvas, la comparacion
de los valores de las Cls, calculadas para los andrégenos en la vena safena, no
mostré diferencias significativas entre los tres (p>0.05) (Tabla 7). Estos resultados
indican que la potencia de la testosterona y 5a-DHT y 58-DHT es igual en la vena

safena.

65



Tabla 7. Andlisis de la vasodilatacién producida por andréogenos sobre la
contraccién inducida por KCI (60 mM) en la vena safena canina sin

endotelio.
0, .
Andrégeno Clso M r % de Rmax. Potenciaw
(rango) (concentracion)

TES 66.49 0.95 87.92 + 1.47 1.0
(55-76) (310 pM)

5a-DHT 68.76 0.93 67.96 + 2.29* 0.96
(54-58) (180 pM)

58-DHT 66.00 0.96 88.69 + 0.89° 1.0
(51-79) (310 pM)

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (5B-DHT). La
concentracion inhibitoria media (Clsg), expresada como media (rango), se calculd por regresion lineal
de las curvas concentracion-respuesta de los andrégenos. La relajacion maxima (Rmax) inducida por
los androgenos. El coeficiente de correlacion de Pearson (r) representa el ajuste a una linea recta.
~|a potencia se obtuvo mediante la férmula: Cls, de TES/ Cls, del metabolito, se considero valor de
1.0 para la TES. Los valores son la media de n=6tEEM. Diferencias significativas *p<0.005 al
comparar con TES 'y §p<0.005 al comparar entre 5a-DHT y 53-DHT.
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6.4 Sensibilidad de los vasos sanguineos al efecto vasodilatador de los

andrégenos

Las curvas concentracion-respuesta de los androgenos fueron comparadas entre los
tres vasos sanguineos sin endotelio; este analisis mostro diferencias significativas
(p<0.05) entre el efecto vasodilatador inducido por cada andrégeno en los diferentes
vasos estudiados. Asimismo, la comparacion de las Clso de los andrégenos entre los
tres vasos sanguineos mostro diferencias significativas (p<0.05) entre la potencia de
la testosterona, 5a-DHT y 53-DHT en cada uno de los vasos sanguineos (Tabla 8).
Cabe aclarar que las curvas y las Clso de 5B-DHT en la arteria femoral y en la vena
safena no mostraron diferencias significativas (p>0.05), indicando que estos dos
vasos son igualmente sensibles al efecto vasodilatador inducido por 53-DHT.

Con base en las comparaciones antes mencionadas, el orden de sensibilidad de
los vasos estudiados a la accién de testosterona y 5a-DHT fue: Coronaria lzquierda
>>> Vena Safena >>> Arteria Femoral; y a 5B-DHT fue: Arteria Coronaria

Izquierda >>> Vena Safena = Arteria Femoral.
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Tabla 8. Comparacion del efecto vasodilatador de andrégenos sobre la

contracciéon inducida por KCI g60 mMZ en vasos caninos

0, p
Andrégeno  Endotelio Clso M ' % de Rmax
(rango) (concentracion)
TES
. , 26.19 0.97 95.39 + 1.30
Coronaria Izquierda +E (21-30) (100 uM)
£ 26.35 0.97 92.68 + 2.37
(21-32) (100 pm)
: 119.77 0.94 78.73+2.73
Arteria Femoral +E (90-150) (310 uM)
£ 114.72 0.95 81.72 +1.74
(96-132) (310 uMm)
66.49 0.95 87.92 + 1.47
Vena Safena -E (55-76) (310 uM)
5a-DHT
, , 16.05 0.98 93.09 + 1.58
Coronaria Izquierda +E (13-18) (56 uM)
£ 15.30 0.97 91.25+2.17
(13-17) (56 uM)
: 483.18" 0.92 49.51 +1.42
Arteria Femoral +E (434-560) (310 M)
E 404.54" 0.94 52.33 +1.17
(252-593) (310 pm)
68.76 0.93 67.96 + 2.29
Vena Safena -E (54-58) (180 uM)
58-DHT
. : 9.10 0.96 98.25 +1.10
Coronaria Izquierda +E (7-10) (56 uM)
£ 9.30 0.97 98.45 + 1.23
(7-11) (56 uM)
. 58.80 0.95 81.62 +1.45
Arteria Femoral +E (49-69) (180 M)
£ 57.72 0.95 82.58 + 1.53
(50-66) (180 pm)
66.00 0.96 88.69 + 0.89
Vena Safena -E (51-79) (310 uM)

Testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (5B-DHT). La
concentracion inhibitoria media (Clsp) en preparaciones con (+E) y sin (-E) endotelio de vasos
caninos. La concentracion inhibitoria media (Clsp), expresada como media (rango), se calculé por
regresion lineal de las curvas concentracion-respuesta de los andrégenos. = Valores tedricos
obtenidos por extraplacion de la recta. La relajacion maxima (Rmax) inducida por los androgenos es la
media (n=6) + EEM. EI coeficiente de correlacion de Pearson (r) representa el ajuste a una linea
recta.

68



6.4 Observacion histoldgica de la presencia o ausencia del endotelio vascular

En la Fig. 15 se muestran las imagenes obtenidas de la observacion histologica de
las preparaciones con y sin endotelio de los vasos estudiados: la arteria coronaria
izquierda, la arteria femoral y la vena safena caninas. Como se puede observar, se
confirmd la presencia de la capa endotelial en las preparaciones donde se mantuvo
integro el endotelio. De la misma forma, en las preparaciones donde se elimino el

endotelio, no se observaron células endoteliales.

Vaso
sanguineo

Con endotelio Sin endotelio

Arteria
Coronaria
Izquierda

Arteria
Femoral

Vena
Safena

Fig. 15. Fotomicrografias de la seccion transversal de la pared de la artera coronaria, la arteria
femoral y la vena safena caninas con y sin endotelio vascular (X40).
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7. Discusion

7.1 General

Los resultados de esta tesis muestran que la testosterona, 5a-DHT y 5B8-DHT a
concentraciones suprafisiolégicas (1.8-310 uM), fueron capaces de inducir
vasodilatacion en preparaciones con y sin endotelio de la arteria coronaria izquierda,
la arteria femoral y la vena safena del perro macho adulto.

El efecto vasodilatador inducido por los andrégenos, a todas las concentraciones
probadas, fue inmediato (~2 min), indicando que éste es un efecto no genémico, es
decir, no es mediado por el receptor intracelular de androgenos (RA), ni requiere la
sintesis y transcripcién de proteinas (procesos que, juntos, tardan al menos ~40
min); esto también fue confirmado, al revertir el efecto cuando los andrégenos fueron
retirados del tejido y se observo una recuperacion total de la amplitud y del tono en
una segunda contraccién. Lo anterior, ademas se refuerza con la capacidad
vasodilatadora de 5B-DHT, en todos los vasos estudiados, el cual es un androgeno
con minima o nula afinidad al RA (Fang et al., 2003). Esta observacion esta en
acuerdo con reportes previos que han mostrado que 5B-DHT y algunos analogos de
la testosterona, sin afinidad al RA, son capaces de relajar la arteria coronaria de
conejo (Yue et al., 1995), la aorta toracica de rata (Perusquia et al., 1996; Perusquia
y Villalén, 1999; Ding y Stallone, 2001; Montafio et al., 2008) y la arteria umbilical
humana (Perusquia et al., 2007).

Varios estudios han caracterizado que el efecto vasodilatador de los androgenos
es independiente de la clasica via de accion gendmica de las hormonas esteroides,
siendo entonces de tipo no gendmico, ya que se ha observado que la flutamida, un

antagonista del RA, no modifica el efecto vasodilatador de la testosterona en la
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arteria coronaria de conejo (Yue et al., 1995), las arterias pulmonares (Jones et al.,
2002) y la aorta de rata (Tep-areenan et al., 2003); la arteria coronaria (Teoh et al.,
2000) y prostética de cerdo (Navarro-Dorado et al., 2008) y; la arteria umbilical

humana (Perusquia et al., 2007).

7.2 Participacién del endotelio vascular en el efecto vasodilatador de
andrégenos

El mecanismo preciso para explicar la accion nogenémica del efecto relajante de los
andrégenos no ha quedado esclarecido. Asi, se han hecho esfuerzos para
determinar si existe alguna participacion del endotelio vascular en el efecto
vasodilatador que inducen los andrégenos. En el presente trabajo, se observé que la
testosterona, 5a-DHT y 5B-DHT, a concentraciones de 1.8-310 uM, provocaron un
efecto vasodilatador sin diferencias entre las preparaciones con y sin endotelio en
los tres vasos estudiados, indicando que el efecto vasodilatador de los andrégenos
es independiente del endotelio en la arteria coronaria izquierda, la arteria femoral y
la vena safena canina. Estos resultados coinciden con numerosos trabajos donde se
ha demostrado que la vasodilatacion inducida por la testosterona es preservada en
vasos sin endotelio (Yue et al., 1995; Perusquia et al., 1996; Crews y Khalil, 1999;
Honda et al., 1999; Murphy y Khalil, 1999; Perusquia y Villalén, 1999; Deenadayalu
et al., 2001; Navarro-Dorado et al., 2008) o en presencia de inhibidores de la NOS
(L-NAME) o de la COX (indometacina) (Yue et al., 1995; Honda et al., 1999;
Deenadayalu et al., 2001; Jones et al., 2002). A este respecto, es preciso sefalar
gue la vasodilatacion independiente del endotelio de los andrégenos, observada en
los estudios anteriores y el presente trabajo, es dada a concentraciones

suprafisiolégicas (> 100 nM) y a altas concentraciones micromolares.
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En este contexto, Rowell y colaboradores (2009) recientemente indicaron que en
venas y arterias pulmonares humanas, la testosterona induce un efecto
vasodilatador “bifasico”, es decir, que su accion vasodilatadora es independiente del
endotelio a concentraciones suprafisiolégicas (30-100 uM), mientras que a
concentraciones cercanas a las fisiologicas (1 nM-100 nM), muestra un efecto
vasodilatador, parcialmente dependiente del endotelio.

En el presente estudio, también se pudo observar que dependiendo del tipo de
vaso sanguineo es, también, la importancia del endotelio vascular en la regulacion
del tono vasomotor. Nuestros datos muestran una funcién atipica en la vena safena,
ya que a pesar de que el musculo liso de esta vena se relajé por accion de NPS (un
donador de NO), la ACh y el CCh no provocaron relajacion a través del endotelio,
por el contrario la ACh y el CCh provocaron un incremento del tono de la contraccién
en preparaciones de vena safena con y sin endotelio. Estos resultados coinciden con
otros reportes donde, de manera similar, se observé que la ACh increment6 el tono
de la vena safena canina con endotelio (De Mey y Vanhoutte, 1982; Furchgott, 1983;
Seidel y LaRochelle, 1987; Miller et al., 1989; Argyle et al., 1999) y de las venas
pulmonar y esplénica caninas (De Mey et al., 1982; Furchgott y Vanhoutte, 1989).
Claramente, estas respuestas parecen no ser iguales en todas las venas, como en
general se ha reportado, la capacidad de varios lechos vasculares a relajarse por
ACh (Furchgott, 1983) es resultado directo de la produccion de NO en las células
endoteliales de los vasos sanguineos ( Furchgott, 1983; Miller, 1991).

Debido a que la vena safena se contrae por la ACh y el CCh, pero se relaja por el
NO, como fue observado en las pruebas con NPS, en este trabajo y previamente
(Verhaeghe y Shepherd, 1976); algunos estudios han sugerido que el endotelio de la

vena safena canina no produce NO por accion de la ACh (De Mey et al., 1982;
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Furchgott, 1983; Seidel et al., 1987). La vasoconstriccion inducida por la ACh vy el
CCh en la vena safena con y sin endotelio podria ser explicada por: (i) una accién
directa de la ACh sobre los receptores muscarinicos M1y M3 en el musculo liso, los
cuales se expresan mas abundantemente en las venas que en las arterias
(Furchgott, 1983; Ryberg et al., 2008) y; (ii)) a que el endotelio en las venas es
menos reactivo que en las arterias (Wu y Thiagarajan, 1996). Es necesario sefalar
que, el incremento del tono inducido por la ACh en varios vasos sanguineos, se ha
atribuido a la disfuncionalidad del endotelio (Vanhoutte, 1996; Vanhoutte y Tang,
2008); aunque de manera controversial, también se ha reconocido que en lechos
vasculares, sin dafio aparente, el endotelio puede liberar factores que inducen
vasoconstriccion (Feletou y Vanhoutte, 2006). Se ha sugerido que, posiblemente, el

endotelio modula de diferente manera el tono de cada lecho vascular (Aird, 2007).

7.3 Sensibilidad de los lechos vasculares caninos al efecto vasodilatador de
andrégenos

En este trabajo, se muestra que la sensibilidad de la arteria coronaria izquierda, la
arteria femoral (vasos de conductancia) y la vena safena (vaso de capacitancia), al
efecto vasodilatador inducido por los andrégenos, fue diferente. Observandose que
la arteria coronaria izquierda fue el vaso que mostr6 mayor sensibilidad a la
relajacion inducida por los tres androgenos probados, la testosterona, 5a-DHT y
5B8-DHT. La vena safena fue el siguiente vaso con mayor sensibilidad al efecto
vasodilatador de la testosterona y 5a-DHT y la arteria femoral fue el vaso con menor
sensibilidad al efecto de la testosterona y su metabolito 5a-reducido (5a-DHT). Estos

resultados indican que los vasos sanguineos de la misma especie, usando un mismo
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vasoconstrictor (KCI) difieren en su respuesta al efecto vasodilatador inducido por
los androgenos.

Las evidencias del presente estudio confirman que, dependiendo del lecho
vascular sera la eficacia o potencia vasodilatadora que los androgenos puedan
provocar, un hecho que explica la discrepancia entre los estudios disponibles, donde
se ha observado que diferentes lechos vasculares, de la misma especie, presentan
diferente sensibilidad a la accién vasodilatadora de la testosterona (ver Tabla 1). Es
evidente que la diferencia entre especies debe, sin duda, ser otro factor que cuenta
para no poder hacer coincidir la informacion, que indica diferencias en la potencia de
la testosterona en vasos sanguineos de especies diferentes (revisado por:
Perusquia, 2003; Jones et al., 2003b; Yildiz y Seyrek, 2007).

Otro factor en la inconsistencia de los datos sobre la efectividad de los
andrégenos para producir vasorelajacién aun los mismos vasos sanguineos en la
misma especie, es el hecho que se han usado, sin distincion, diferentes agentes
vasoconstrictores. En este contexto, la simple explicacion sobre la capacidad
relajante provocada por los androgenos, es que los reportes disponibles vienen de
experimentos realizados en vasos precontracturados con varios agentes, tal como:
() la despolarizacién del tejido; y (ii) la vasoconstriccion inducida por agonistas. A
este respecto es pertinente discutir estas diferencias.

Ha sido ampliamente reconocido que la despolarizacion membranal producida
por altas concentraciones de KCl se debe a la estimulacién de la entrada de Ca?* del
espacio extracelular, principalmente a través de los CCOV para inducir
contracciones tonicas sostenidas en el musculo liso vascular. En contraste, la
respuesta contractil generada por diferentes agonistas como: PGF,,, Phe, 5-HT o

NA puede ser por diferentes mecanismos. En general, la contraccion inducida por un
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agonista es conocida por activar la fosfolipasa C, una enzima que causa la
conversion de fosfatidil inositol-4,5-bifosfato a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y 1,2-
diacilglicerol (Berridge y Irvine, 1984). En consecuencia, IP3 estimula la liberacion de
Ca?" de los reservorios intracelulares para causar un incremento transitorio en la
concentracién citoplasmatica de Ca* (Suematsu et al., 1984), mientras, 1,2-
diaclilglicerol activa la proteina cinasa C (Nishizuka, 1992). En particular, en el caso
de PGF,, y 5-HT se propone que el disparo de la entrada de Ca** extracelular es a
través de ambos tipos de canales de Ca?*, tanto CCOV como CCOR (Medeiros y
Calixto, 1991; Priest et al., 1998). La Phe puede estimular dos vias; la liberacion de
Ca?" del RE y el influjo de Ca?* (Khalil y van Breemen, 1988). La contraccion
generada por NA puede, también, promover la entrada de Ca®" extracelular por
CCOV, CCOR vy, ademés, a través de los SOCC. Sumado a lo anterior, también
debe tomarse en cuenta que, los diversos lechos vasculares pueden presentar
diferente densidad y distribucion de los diferentes subtipos de receptores a los
agonistas que generan vasoconstriccion, como es el caso de los receptores a-
adrenérgicos entre vasos sanguineos de conductancia y de resistencia (Vargas y
Gorman, 1995).

Debido a lo anterior, es importante enfatizar que la sensibilidad a la respuesta
relajante que producen los andrégenos, varia sobre las distintas respuestas
contractiles, las cuales generan diferentes vias de sefializacion; sin embargo, los
datos muestran que los andrégenos son capaces de relajar todas estas respuestas
contractiles, por lo que es preciso destacar que, en primera instancia, estos agentes
contractiles producen la estimulacion de la entrada de Ca** externo,
predominantemente, a través de CCOV, siendo éste el primer sitio del blanco de la

accion de los androgenos, como se ha postulado previamente (Crews y Khalil, 1999;
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Perusquia y Villalén, 1999; Perusquia, 2003; Jones et al., 2003b; Scragg et al.,
2004; Hall et al., 2006; Scragg et al., 2007; Montaiio et al., 2008). Cabe indicar que
la exploracion del mecanismo de la accion vasodilatadora de los androgenos escapa
de los objetivos del presente trabajo.

Los datos de esta tesis aclaran la aparente discrepancia existente sobre la
capacidad relajante de los andrégenos, mostrando que aun en la misma especie
(perro) y sobre respuestas producidas por el mismo agente vasoconstrictor (KClI),
esta controversia radica en el hecho de la diferente naturaleza cada vaso sanguineo,
e.g., respuesta a vasorelajantes y vasoconstrictores, dependiendo de la funcién de
cada tipo de vaso sanguineo; conductancia, resistencia o capacitancia. En resumen,
como se puede apreciar, la comparacién que ha generado discrepancia ha sido
indebida.

En el presente trabajo es importante destacar que, la arteria coronaria izquierda
fue el vaso mas sensible a la vasodilatacion inducida por los andrégenos,
posiblemente debido a su importante papel en la regulacién del flujo sanguineo
coronario; mientras que el vaso menos sensible resulto ser la arteria femoral. De
forma notable, la vena safena resulté ser igualmente sensible al efecto vasodilatador
de los androgenos, pero se pudo apreciar que es un vaso con funcion atipica, dado
gue resulté ser insensible a la respuesta relajante de ACh y CCh y, por los
resultados con los andrégenos, parece ser mas resistente a la relajacion (con menor
reactividad, en comparacion con la arteria coronaria); no obstante, aunque menos

drastica, la respuesta de los androgenos se observé.
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7.4 Relacion estructura quimica-efecto vasodilatador de andrégenos en vasos
caninos

Los resultados de este trabajo, muestran que la potencia y eficacia de los diferentes
androgenos estudiados difiere en cada vaso sanguineo; en la arteria coronaria
izquierda 5B-DHT fue alrededor de tres veces mas potente para inducir
vasodilatacion, en comparacién con su precursor, la testosterona; de forma similar,
en la arteria femoral 5-DHT mostr6 el doble de potencia vasodilatadora que la
testosterona; en contraparte, su isomero 5a-DHT mostr6 menor potencia en ambas
arterias caninas estudiadas. Cabe resaltar que la potencia de 5-DHT fue igual en la
arteria femoral y en la vena safena y, que en dicha vena, la potencia vasodilatadora
de los 3 androgenos fue igual; sin embargo, marcadamente la eficacia de 5a-DHT
fue menor en la vena safena y la arteria femoral.

Con excepcién de la vena safena, se observé que 5B-DHT puede inducir una
aguda vasorelajacion, mayor a testosterona, como se ha reportado en otros vasos
sanguineos (Perusquia et al.,, 1996; Perusquia 2007; Montafio et al., 2008);
ademas de otros musculos lisos como el uterino (Perusquia et al., 2005; revisado
por Perusquia, 2003) e intestinal (Kubli-Garfias et al., 1987), donde también se
determind que 5a-DHT induce una tenue respuesta relajante.

A este respecto, se ha propuesto que la diferente potencia y eficacia
vasodilatadora de estos andrégenos, podria atribuirse a las diferencias en la
conformacion estructural de los andrégenos. Todos los androgenos comparten un
nidcleo esteroidal, pero poseen grupos funcionales o arreglos estereoquimicos
diferentes, cambiando asi, su conformacion estructural. Como se observa en la Fig.
16, la conformacion A4,3-ceto de la testosterona tiene un nucleo esteroide plano,

semejante a su metabolito 5a-reducido que posee una configuracién 5a/trans. En
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marcado contraste, el metabolito 5B-reducido de la testosterona con configuraciéon
B/cis, obliga al anillo “A” a rotarse 90° con respecto a los otros anillos de la estructura

esteroidal.

Fig. 16. Estereoquimica de las moléculas de andrégenos en vista frontal (panel izquierdo) y en vista
lateral (panel derecho) mostrando: la estructura A4,3-ceto de la testosterona; la conformacién a/trans
de 50-DHT (5a-dihidrotestosterona) y la conformacién 58/cis de 53-DHT (5B-dihidrotestosterona).
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Inicialmente, Yue y colaboradores (1995) fueron los primeros en considerar que
el efecto vasodilatador de los andrégenos podria estar determinado por la estructura
de estos; ellos mostraron que el grupo hidroxilo en la posicion 173 podria ser
importante para el efecto vasodilatador de los andrégenos, ya que observaron que
analogos de testosterona (3a-hidroxi-5a-androst-16-ene y enantato de testosterona),
carentes de este grupo funcional, eran menos eficaces que la testosterona para
vasorelajar la arteria coronaria de conejo.

Los hallazgos del presente trabajo, muestran que la configuracion 5g/cis de
5B-DHT, posiblemente le confiere mayor potencia vasodilatadora en comparacion
con los andrégenos que tienen una estructura esteroidal plana como la testosterona
y 5a-DHT. Lo anterior esta en linea con lo observado en la aorta de rata y la arteria
umbilical humana (Perusquia et al., 1996; Perusquia, 2003; Perusquia et al., 2007).
Por lo tanto, la configuracion 5f/cis es esencial para una optima accion
vasodilatadora.

Sin embargo, la baja potencia vasodilatadora de 5a-DHT, podria ser el resultado
de la configuracion 5altrans, que disminuye la potencia vasodilatadora en los
androgenos 5a-reducidos, como se ha observado en otros vasos sanguineos

(Perusquia et al., 1996; Perusquia, 2003; Perusquia et al., 2007).

7.5 Importancia de la accion vasodilatadora de los androgenos

El efecto vasodilatador inducido por la testosterona y sus dihidrometabolitos en los
tres vasos caninos estudiados indica que, estos andrégenos son importantes
moduladores del tono vasomotor, al inducir vasorelajacion. A pesar que este efecto
vasodilatador se observd a concentraciones suprafisiolégicas, en el rango

micromolar (1.8-310 pM), previamente, se ha mostrado que la habilidad

79



vasodilatadora de la testosterona se mantiene, a concentraciones cercanas a las
fisiologicas (0.1 nM-100 nM), en la arteria coronaria de perro (Chou et al., 1996)
(donde la testosterona se administrO a concentraciones nanomolares in vivo, en
contraste en la presente tesis se aplicaron concentraciones micromolares in vitro);
en las arterias mesentéricas de rata (Tep-areenan et al., 2002) y; en las venas y
arterias pulmonares humanas (Rowell, et al., 2009). Aunado a lo anterior y como
consecuencia de una vasodilatacién, se ha reportado que en condiciones in vivo
5B-DHT produce una respuesta vasodepresora sobre la respuesta presora de NA en
ratas descerebradas y desmeduladas (Perusquia y Villalon, 2002), esta accién
resulta ser de vital importancia en la regulacion de la presion arterial.

Se admite que la determinacién del efecto vasodilatador a concentraciones
micromolares puede cuestionar su relevancia fisiologica, por lo cual, es importante
considerar las limitaciones de las condiciones experimentales in vitro utilizadas en
esta investigacién, ya que debido a las propiedades hidrofébicas de los andrégenos
es necesario la adicion de altas concentraciones de andrégenos para detectar su
efecto vasodilatador, por lo que la concentracion final que llegé al tejido,
posiblemente sea menor a la concentracion adicionada.

Por otro lado, numerosas evidencias indican que en hombres con bajos niveles
de andrégenos, la administracion de testosterona, a concentraciones fisioldgicas,
induce varios efectos cardioprotectores, entre ellos, la vasodilatacion (Khaw y
Barrett-Connor, 1991; Phillips et al., 1994; Alexandersen et al., 1996; English et al.,
1997; English et al., 2000; Zitzmann et al., 2002; Littleton-Kearney y Hurn, 2004;
Nettleship et al., 2009; Traish et al., 2009c). Asimismo, se ha considerado que la
deficiencia de andrégenos es, per se, un factor de riesgo cardiovascular (Jones et

al.,, 2003a; Traish et al., 2009c), ya que hay una ausencia de los beneficios
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cardiovasculares de los andrégenos. En este contexto, Jones y colaboradores
(2003) mostraron que ratones con feminizacion testicular, con hipotestosteronemia,
tienen mayores riesgos cardiovasculares, ya que en estos ratones se observo
reducida la funcionalidad del endotelio vascular y se incrementaron los niveles
plasméaticos de colesterol.

A pesar de los riesgos cardiovasculares en hombres con niveles bajos de
andrégenos (Khaw y Barrett-Connor, 1991; Phillips et al., 1994; Alexandersen et al.,
1996; English et al., 1997; Zitzmann et al., 2002; Littleton-Kearney y Hurn, 2004;
Nettleship et al., 2009) y a los beneficios de la terapia sustitutiva con testosterona
(Marin et al., 1992; Malkin et al., 2006), actualmente la administracion terapéutica de
la testosterona es controversial, debido a que varios reportes han indicado que
incrementa los riesgos cardiovasculares (Haffner et al.,, 1983; Kantor et al., 1985;
Enzi et al.,, 1990; Rockhold, 1993; Meriggiola et al., 1995; Lovejoy et al., 1996;
Sullivan et al., 1998) a elevadas dosis farmacoldgicas, cuando la testosterona es
usada como anabdlico o para transexuales (female to male). Ademas el desarrollo
prostatico y de otros 6rganos masculinos es asociado a 5a-DHT y el céancer de
préstata esta intimamente relacionado con esta hormona (Titus et al., 2005;
Pierorazio et al., 2009; Gat et al., 2009).

Por lo anterior, y con base a que el dihidrometabolito de la testosterona 53-DHT
fue, por mucho, el andrégeno mas potente en la arteria coronaria izquierda (la cual
tiene un papel fundamental en la regulacion del flujo sanguineo en el corazon), es
claro que este derivado de la testosterona podria poseer un importante uso
terapéutico en padecimientos cardiovasculares, como en la aterosclerosis coronaria,
gue puede causar infarto al miocardio. Asimismo, 5B-DHT, también mostré ser un

importante vasodilatador en los vasos sistémicos, la arteria femoral y la vena safena,
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por lo que su potencial terapéutico, también podria ser considerado en
enfermedades vasculares sistémicas como la obstruccién arterial o venosa periférica
y la hipertension arterial. Finalmente, es necesario remarcar que 5B-DHT es un
androgeno que carece de afinidad al RA (Fang et al., 2003) y no es aromatizado a
estrogenos (Poletti et al., 1998; Pozzi et al., 2003). Asi, estas propiedades muestran
gue dicho andrégeno no presentaria efectos secundarios, como andrégenizacion o
estrogenizacion. Finalmente, cabe aclarar que los diversos efectos inducidos por los
andrégenos en diferentes 6rganos y sistemas, asi como sus multiples mecanismos
de accién (Kang et al., 2003) requieren ser considerados antes de prescribir la

terapia con androgenos.
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8. CONCLUSIONES

. El efecto vasodilatador inducido por la testosterona y sus dihidrometabolitos en
los tres vasos caninos estudiados (arterias coronaria izquierda y femoral; vena
safena), indica que estos andrégenos son importantes moduladores del tono

vasomotor.

. La sensibilidad al efecto vasodilatador inducido por los andrégenos difiere
dependiendo del tipo de vaso sanguineo, es decir, depende de la naturaleza y

funcionalidad de cada lecho vascular.

. El efecto vasodilatador de la testosterona, 5a-DHT y 5B-DHT, a
concentraciones suprafisiolégicas (1.8-310 pM), fue independiente del
endotelio vascular en la arteria coronaria izquierda, la arteria femoral y la vena

safena caninas.

. Los resultados de este trabajo muestran que 5B-DHT fue el andrégeno con
mayor potencia, respecto a testosterona y 5a-DHT, en la arteria coronaria
izquierda y la arteria femoral, sugiriendo que la configuracion 58/cis de este
dihidrometabolito optimiza su potencia vasodilatadora. Asi, la potencia y

eficacia depende de la estructura quimica de cada andrégeno.
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