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I. INTRODUCCION.

1.- GENERELIDADES DE MUSCULO LISO.

EL tejido muscular se divide en tres grupos: misculo estriado, misculo cardiaco
y musculo liso (ML). El misculo estriado se encuentra asociado con el esqueleto de
donde también recibe el nombre de musculo esquelético, es el responsable del
movimiento locomotor y de otros movimientos voluntarios de los vertebrados. El
muisculo cardiaco, es una forma semejante del misculo estriado; cuya contraccion
ritmica es involuntaria, y difiere del esquelético en que las fibras ramificadas no son
sinciciales, sino que estan formadas por unidades individuales unidas entre sus
extremos. El ML esta compuesto por células fusiformes de un solo micleo, su
contraccion es en respuesta a la estimulacion del sistema nervioso auténomo,

debido a que no esta sometido a un control voluntario (Fawcett, 1990).

El ML se denomina también musculo involuntario; la razén consiste en que no se
encuentra bajo el control de la mente consiente, que como ya se menciono, se
encuentra bajo el control del sistema nervioso auténomo (involuntario); se localiza
principalmente en las paredes de las visceras huecas y de los vasos sanguineos
(venas y arterias, en los cuales su funcion principal es controlar el didmetro de la
luz de éstos vasos), ademds de vasos linfaticos (Ham, 1984). Forma la parte
contractil de la pared del sistema digestivo, desde la porcion media del eséfago
bhasta el esfinter interno del ano. Proporciona la fuerza motriz para mezclar los
alimentos ingeridos con los jugos digestivos y para propulsarlos a lo largo de la
porcién absorbente vy eliminatoria del intestino grueso. Se localiza en las vias

urinarias y genitales; asi como también en la pared de las vias respiratorias desde la



traquea hasta los conductos alveolares. En la piel forma unos musculos diminutos,
| llamados erectores del pelo, responsables de la piloereccién. En la areola de la
glandula mamaria participa en la ereccion del pezon y en el tejido subcutineo del
escroto, causa el arrugamiento de la piel que acompaiia a la elevacién de los
testiculos. En el ojo forma la musculatura del iris y del cuerpo ciliar, que regulan la

acomodacion, la constriccién y dilatacion de la pupila (Fawcett, 1990).

La mayor parte de las visceras huecas estan cubiertas por dos capas de ML: una
interna compuesta por fibras de distribucion circular, y una externa compuesta por
otras de distribucion longitudinal. En los vasos sanguineos, la capa de las fibras de
ML pueden estar confinadas en la media, sitio en que las fibras estdn colocadas de
manera espiral. La distribucion espiral hace que las fibras estén en dngulo obtuso
con el eje del vaso (Strong, 1932, Ham, 1984), estas fibras son importantes para la
contraccion vascular (Sollmann y Gilbert, 1938; Schmitt, 1972; Heaiisler, 1978).

Las fibras musculares lisas estdn compuestas principalmente de células largas y
fusiformes, que se agrupan unas junto a otras formando laminas o haces, el nacleo
alargado de la célula lisa relajada tiene un perfil liso que se redondea en sus
extremos. Las células musculares lisas varian mucho en longitud, de unos érganos a
otros, en el utero gestante humano pueden llegar a ser de 0.5 mm de largo, su
longitud promedio en la musculatura del intestino humano es de airededor de
0.2 mm, las células musculares lisas mis pequefias son las de las paredes de los

vasos sanguineos, pueden medir solo 20 micras de largo.

Aunque ordinariamente es considerado por los morfologos como un tipo tinico de
misculo, ¢l ML se adapta a una gran variedad de funciones y difiere marcadamente

en sus propiedades fisiologicas segim el lugar en que se localice. En los vaso$



sanguineos, se comporta mas bien como e! misculo esquelético; en él, la actividad
se inicia ordinariamente por fibras nerviosas (nervios vasomotores) y, hay pocas
pruebas que hablen en favor de una conduccion entre las unidades celulares. El ML
visceral, por otra parte, presenta cierta semejanza funcional con el misculo
cardiaco, pues tiene una autorritmicidad miogénica. Existen otras diferencias
fisiologicas y farmacoldgicas del ML en los diferentes drganos. Por ejemplo, la
cantidad de actina y miosina del ML uterino, estd bajo control endocrino. La
musculatura uterina en las fases terminales de la gestacion también responde a la
hormona oxitocina, elaborada en el 16bulo posterior de la hipéfisis. Et ML de otras
partes del cuerpo es relativamente inerte frente a hormonas que no sean la
adrenalina (Fawcett, 1990).

El ML difiere del musculo estriado no sélo por su aspecto histoldgico y
citolégico, sino también por sus propiedades fisiologicas y farmacolégicas. Sus
contracciones son mas lentas que las de los otros tipos de miisculo, pero es capaz
de mantener una contraccién intensa por periodos mas largos y con un gasto
relativamente pequefio de energia. La contraccion puede iniciarse, dependiendo de
las diferentes localizaciones, por los impulsos nerviosos, por estimulos hormonales
o por cambios locales que nacen del propio musculo. Esta propiedad es
fundamental del protoplasma que, en grado muy variable, poseen todos los tejidos
celulares. En el tejido muscular se ha desarrollado al maximo la capacidad de las
células para convertir la energia quimica en trabajo mecanico por medio de la

contraccion (Fawcett, 1990).



a) Estructura fina del misculo liso vascular.

La superficie membranal es una estructura trilaminar de aproximadamente 8 nm
de diametro (Garfield y Somlyo, 1977). La variacién en didmetro es considerada
por presentar proteinas de la membrana. Tales formaciones son consistentes con el
modelo del mosaico fluido, propuesto para membranas celulares (Nicolson, 1976),
de acuerdo a este modelo las proteinas son de forma globular y estan asociadas con

una bicapa lipidica.

La superficie del musculo liso vascular (MLV) es una extensa membrana basal
con un aspecto amorfo (Somlyo y cols., 1973), la cual se caracteriza por contener
una serie de invaginaciones (vesiculas superficiales), de 50 a 80 nm (Matthews y
Gardrier, 1966; Cliff, 1967, Devine, 1978), lds cuales  contienen
glicosaminoglicanos. Se ha sugerido que tales vesiculas presentan diferencias en
nimero y distribucién (Parker, 1958; Fawcett, 1959; Keech, 1960; Pease y
Molinary, 1960; Karker, 1961; Ham, 1962; Rhodin, 1962; Reale y Ruska, 1965;
Spiteri y cols., 1966), asi como también en la cantidad de complejos de proteinas y
glicoproteinas, que pueden estar involucradas en el transporte de iones, regulacion
del volumen de liquidos y actividad de receptores a farmacos (Nicolson, 1976;
Garfield y Daniel, 1977ab; Garfield y Somlyo, 1977), estando ademas las que
regulan el transporte de otros compuestos tales como ferritina, peroxidasa de
rabano, oro coloidal y lipoproteinas de baja densidad (Palade, 1960; Jennings y
cols., 1962; Bruns y Palade, 1988; Smith, 1990). Estas vesiculas se asocian muchas
veces con las mitocondrias y el reticulo sarcopldsmico (RS) (Devine y cols., 1973;
Wootton y Goodford, 1975).



Las mitocondrias, como en otros tejidos, en el MLV es el sitio de metabolismo
oxidativo, muchas veces se localizan en los polos del miicleo en un nimero
significativo, algunas veces estdn adyacentes a la membrana plasmatica y en otras
en asociaciéon con vesiculas y RS. Varian considerablemente en longitud, con un
maximo de 7 micras (Sachs, 1967, Westman 1567; Garfiel y Somlyo 1977), en los
granulos observados en ellas se han encontrado iones divalentes: calcio y estroncio
(Somlyo y cols., 1974). Ademas, parecen jugar un papel menos importante dentro

del MLV, como reservorio de calcio para la contraccion (Jones, 1981).

El aparato de Golgi ésta compuesto de membranas laminares y vacuolas., Se
localiza prevalentemente en la regién perinuclear (Rhodin, 1962; Gonzéles-Crussi,
1971; Jones, 1981; Fawcett, 1990), se piensa que estd involucrado en la sintesis de
glicosaminoglicanos y otros materiales de la matriz extracelular. El aparato de
Golgi no juega un papel en la sintesis de glicoproteinas de la membrana plasmatica
(por ejemplo, receptores), y su sistema no estd involucrado en cambios de

sensibilidad a farmacos, asociado con la hipertension (Jones, 1981).

Se han identificado tres tipos de filamentos contrictiles (gruesos, delgados e
intermedios) presentes cominmente en la superficie de los vasos (Choi, 1962;
Campbell y Campley, 1975; Jones, 1981). Filamentos gruesos de 13.5-17.5 nm de
didmetro observados (prevalentemente) en venas y arterias, los cuales contienen
miosina (Choi, 1962), y tienden a acomodarse paralelamente uno con otro en el eje
largo de la célula, Filamentos delgados de 5-8 nm de didmetro acomodados en
forma de rosetas alrededor de los filamentos gruesos, en un ordenamiento
hexagonal con 11-12 nm de espacio entre filamentos (Heumann, 1970, Rice y cols.,
1970; Somlyo y cols., 1973) y contienen actina (Murphy y cols., 1974). Son

observados entre cuerpos densos localizados entre el citoplasma y la membrana



(Asthon y cols., 1975; Somiyo y cols.; 1976). Filamentos de 10-11 nm de didmetro
(intermedios) son comummente vistos en varios tipos de ML (Fawcett, 1959,
Asthon y cols,, 1975; Devine, 1978; Jones, 1981), proveen un medio de
transduccién de fuerza entre citoplasma, cuerpos diversos y membrana de unién; la
relacién numérica entre filamentos gruesos y delgados es de alrededor de 1:15 en
MLV (Somlyo y cols., 1973).

La red de tubulos y sacos formados en el citoplasma constituyen el reticulo
sarcoplasmico (RS). El reticulo sarcoplasmico liso {RSL), es libre de ribosomas y
se localiza principalmente en la superficie de la membrana en varias formas y
origenes, pero el significado de estas variaciones es desconocido (Jones, 1981), en
contraste con el reticulo sarcoplasmico rugoso (RSR), el cual parece ser mas
prevalente en los polos nucleares, siendo mas abundante en todas las células
desarrolladas del ML. En animales adultos (conejo y cobayo) la cantidad de RSR
varia entre diferentes misculos, presentdndose en forma mas abundante en el MLV
y en el miometrio, que en el misculo intestinal (Jones, 1981), Una importante
relacién ha sido notada entre el contenido total de RS y la habilidad del MLV para

contraerse en solucion libre de calcio (Devine y cols., 1972).
b) Fisiologia del misculo liso vascular.

El ML de la vena porta del conejo es considerado de tipo fisico (Somlyo y
Somlyo, 1968, 1970). Este tipo esta caracterizado por actividad espontinea, una
habilidad para generar potenciales de accion y menos potenciales de membrana. En
contraste, el ML de la arteria pulmonar es de tipo tonico, este muesira poca
actividad espontanea; responde a diferentes estimulos con cambios graduados en ¢l

potencial de membrana.



El ML fésico no puede contraerse en solucion libre de calcio, esto debido a que
la cantidad de calcio que puede almacenar internamente es minima. Se ha sugerido
_ ademds, que la actividad de este musculo estd asociada con respuesta fisica y
respuesta tonica, las cuales actian paralelamente frente a la membrana
(Golenhofen, 1975). Experimentos de tipo farmacoldgicos, han sugerido que el
sistema féasico esta asociado con los potenciales de accidn, mientras que el sistema
ténico involucra despolarizacion. Esto puede proponer que el RS juegue un papel
importante en el almacenamiento y liberacién de calcio; el misculo con mas RS,
puede disponer de mds calcio para su contraccion. Ademds, el transporte
membranal juega un importante papel en los niveles de calcio citoplismicos. El
hecho de que el MLV pueda contraerse en soluciones libres de calcio, indica la
existencia de sitios intracelulares donde se controla el almacenamiento y liberacion
de calcio (Devine y cols., 1972). Ahi son también importantes las diferencias en la
permeabilidad idnica entre estos dos tipos de MLV, ésto puede también contribuir a
la diferente sensibilidad a soluciones libres de calcio. Se ha sugerido que la
respuesta fasica en MLV tonico representa la liberacion de calcio de reservorios
con capacidad limitada, como en la membrana o en RS (Casteels y cols.,, 1977;
Endo, 1977).

El transporte de sodio y calcio ha recibido mas atencion a causa de su papel
potencial en el acoplamiento contraccion-relajacion (Blaustein, 1977). Se ha
observado que el MLV puede contraerse en concentraciones altas de calcio, cuando
la concentracién de sodio es baja o cuando es alta. A la vez, se ha observado que el
MLV responde a estimulos via una graduada despolarizacién y no a potenciales de

accion generados bajo condiciones fisiologicas (Somiyo y Somlyo, 1968; 1970).  _



En 1969 Somlyo y cols., observaron una buena correlacion entre cambios en los
potenciales de membrana inducidos por noradrenalina (NA), y el desarrollo de la
contraccion, También observaron que agonistas de diferente potencia en la
respuesta contractil, tienen efectos paralelos en el potencial de membrana (Somlyo
y Somlyo, 1968, 1970). Por su parte Heaiisler (1978), confirmé la relacion cercana
entre despolarizacion y respuesta contractil a NA en la arteria pulmonar de conejo.
Estos estudios sugieren una serie de eventos, en los cuales la accién de NA (y otros

agonistas) en la membrana son importantes para iniciar la despolarizacion.

La liberacion de calcio de RS y de estructuras membranales es importante para la
contraccion inducida por NA, el calcio extracelular (libre y asociado con la matriz
celular), es también considerado importante, por ser una firente de calcio; el cual es

utilizado en el proceso contractil (Jones, 1981).

Las fibras nerviosas que inervan el MLV se originan desde el sistema nervioso
autonomo (Gabella, 1981), la principal es: Ia de la cadena simpatica (paravertebral)

que forma las fibras adrenérgicas del sistema cardiovascular.

El ML puede ser estimulado mediante multiples tipos de sefiales: nerviosas,
hormonales y de otras clases; esto es debido a que el ML contiene diferentes tipos
de proteinas receptoras que pueden dar inicio al proceso contractil;, también tiene
otras proteinas que lo inhiben. Estas, a su vez, controlan la apertura de canales
iénicos, o bien controlan algunas otras vias posibles de activacién o inhibicién de la

fibra muscular lisa.

Se sabe que la inervacién auténoma del ML puede ser principalmente de dos

tipos; colinérgica la cual secreta neurotransmisores como la acetilcolina (Ach), y



adrenérgica cuyo principal neurotransmisor es la noradrenalina (NA), La Ach excita
las fibras de ML en algunos érganos y la inhibe en otros. Normalmente, cuando la
Ach excita una fibra muscular, la NA la inhibe y viceversa (Guyton, 1992).

2.- DISTRIBUCION DE MUSCULO LISO VASCULAR.

Es un interés particular en este trabajo, estudiar la relacién que guardan algunos
compuestos con la fisiologia del MLV, Este tipo de misculo se encuentra en las
arterias, las cuales se dividen en tres categorias segin su tamafio y ciertas
caracteristicas histologicas y, aunque todas conducen sangre, tales estructuras
ejecutan funciones un poco diferentes e importantes, a las cuales esta adaptada
particularmente su estructura (Somlyo y Somlyo, 1968; Ham, 1984; Fawcett, 1990).

Las células que las constituyen son funcionalmente diversas y dependientes del
tamafio y naturaleza del vaso. Esta diferenciacion en funcién es debida a la
diferente organizacion de las células, inervacion, propiedades de membrana y
receptores (Creed, 1979). Estas células ademds pueden existir en un amplio
espectro de fenotipos (Chamley-Chapbetl y cols., 1979).

a) Arterias de grueso calibre o eldsticas,

Incluyen la aorta y sus ramas principales: tronco bronquiocefalico, subclavia,
comienzo de la cardtida primitiva y origen de las arterias pulmonares, Sus células
son principalmente de forma circular o helicoidal y la superficie es irregular (Smith,

1990).

b) Arterias de mediano calibre o muscuiares.



Son también lamadas arterias distribuidoras, formadas por células lisas

circulares o espirales, colocadas en capas concéntricas (Ham, 1984; Smith, 1990).

¢) Arterias de pequeiio calibre.

En las cuales se incluyen capilares y arteriolas; por lo regular con didgmetro
menor de 2 mm, se encuentran en su mayor parte, dentro de los tejidos v érganos
(Ham, 1984, Smith, 1990), se constituyen principalmente por células transversales

en direccion del flujo y en forma espiral alrededor del lumen.

Todos estos tejidos se caracterizan por poseer tres capas o tinicas; intima, media
y adventicia, que se distinguen claramente en los vasos de mayor calibre. Conforme
disminuye el calibre vascular, las tres capas se tornan cada vez menos precisas y,

por tltimo, en las arteriolas, dejan de ser identificables (Smith, 1990).

3.- AORTA TORACICA.

La aorta es la principal arteria de la circulacién general del cuerpo. Se divide en
aorta ascendente cayado adrtico y aorta descendente, la aorta ascendente es una
porcion localizada en el pericardio y que da origen a dos ramificaciones: arteria
coronaria izquierda y arteria coronaria derecha. El cayado adrtico, es la
continuacion de la aorta ascendente; se localiza a la izquierda y por delante de la
traquea, las ramas del cayado aortico son: €} tronco braquiocefalico, la arteria
car6tida primitiva izquierda y la arteria subclavia izquierda. La aorta tordcica es la

continuacion del cayado adrtico y se localiza a la izquierda de la columna vertebral;

10



se ha dividido para propdsitos de descripcion en la porcion toracica y la porcién
abdominal,

La aorta tordcica se extiende desde el arco adrtico de el diafragma, iniciando al
principio, un poco a la izquierda de la columna vertebral pero se aproxima a la linea
media conforme alcanza el diafragma. En la rata, la persistente vena cava superior
izquierda, atraviesa la aorta para alcanzar el corazon y la vena acigos se localiza a
la izquierda de la aorta. Las ramificaciones de la aorta toracica son: intercostal,

subcostal, y la fénica superior (Greene, 1963).
a) Preparacion in vitro.

El tamafio de la aorta en conejos, cerdos y ratas, asi como la relativa facilidad
con la cual el tejido adrtico puede ser disecado, y limpiado de tejido adiposo y
adventicio, ha ayudado a el uso comin de esta preparacion. A pesar de las
variaciones en la técnica de diseccion de la aorta, esta ha sido con pocas
excepciones (Scott y cols., 1970), bien utilizada en solucién Buffer Krebs-Ringer
(BKR) o buffer salino; la aorta aislada (disecada) ha sido perfundida o cortada en
segmentos de diferente tamafio e incubada. Estudios realizados con el microscopio
electronico de transmision, han demostrado que existen alteraciones aparentes del
endotelio adrtico, que ocurren durante la preparacion del tejido para su incubacion,
Ademis, la capa intacta de células endoteliales es rapidamente perdida durante el
periodo inicial o subsecuente a su incubacién, bajo condiciones establecidas ahora
en uso comn. Estos estudios han mostrado alteraciones en la estructura de la capa
endotelial, las cuales son causadas durante el breve periodo requerido para preparar
al tejido para su incubacién, en donde las células endoteliales son dafiadas y la

integridad de algunos organelos internos modificada. Sin embargo, esto no significa
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que se observaron cambios en la estructura del MLV (Morrison y cols 1977,
Furchgott y Zawadzki, 1980).

b) Accién de firmacos.

La acci6n de los compuestos puede ser de dos tipos: el primero, el cual puede ser
Namado de accién directa, resulta de 1a reaccion del compuesto con determinados
componentes de 1a célula del ML o con las células dependientes de actividad
funcional. Estos componentes que son los comiinmente referidos como receptores

del compuesto en cuestion.

El segundo tipo, €l cual puede ser llamado de accion local indirecta, resulta de la
interaccion del compuesto con algin otro componente de la célula o del tejido
adyacente, conduciendo la acumulacion o liberacién de una segunda substancia, la
cual ejerce una accion directa en la célula. En el caso de muchos compuestos es
posible deducir de evidencias experimentales el tipo de accién ya sea directa o
indirecta o ambos tipos combinados; mientras que en el caso de algunos

compuestos el tipo de accidn ejercida no es afin clara (Furchgott, 1955).

4.- ENDOTELIO VASCULAR.

El endotelio vascular es un amplio y necesario sistema compuesto de una
monocapa de células endoteliales (Highsmith y cols., 1992). Asi, esta capa
endotelial esta ubicada para una variedad de papeles clave en la modulacion del
tono vasomotor (Moncada y cols,, 1976), Se sabe actualmente que el endotelio
vascular es un sitio de procesos bioquimicos activos, como la conversibn e

inactivacion de polipéptidos, prostaglandinas, nucledtidos y aminas. Ademds,
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convierte precursores inactivos en productos vasoactivos (Smith, 1990; Highsmith y
cols., 1992).

a) Propiedades del endotelio vascular.

El endotelio juega un importante papel en la hemostasis fisiologica (Todd, 1959;
Wabel y Palade, 1964; Spaet y Erichson, 1966, Tranzer y Baumgarther, 1967,
Warren y Bono, 1970; Stemerman y Spaet, 1972; Zeldis y cols., 1972; Becker y
Nachman, 1973), mediante el revestimiento de las superficies (Robbins, 1988) y en
la respuesta de los vasos sanguineos a estimulos fisioldgicos y patologicos (Ryan y
cols., 1970; Didisheim, 1972; Fanburg y Glazier, 1972; Smith y Ryan, 1972; Strum
y Junod, 1972). Las anormalidades en la estructura y funcién del endotelio para el
transporte, puede contribuir significativamente en desordenes de la pared de los
vasos sanguineos, tal como: trombosis, ateriosclerosis, vasculitis e hipertension
(Spaet y Ts'ao, 1969; Wolinsky, 1970; Stemerman y Spaet, 1972; Didisheim, 1972;
Bobik y Campbell, 1993), esta diferenciacion en funcién es debida a la diferente
organizacion de las células; inervacion, propiedades de la membrana y receptores
(Creed, 1979). Ademads, el endotelio puede sintetizar y secretar proteinas de
material celular y tejido conectivo de la membrana basal: elastina, proteoglicanos y
colageno (Todd y Freedman, 1972; Jurokova y cols., 1976), también posee una

funcién sensitiva desempefiada por los neuropéptidos (Robbins, 1988).

La integridad del endotelio es un requerimiento fundamental para conservar la
estructura y funcion normal de la pared vascular. Cualquier alteracion de la funcion
de las células endoteliales, particularmente una disminucion en su capacidad para
migrar y proliferar, puede inhibir mas bien que promover curacién de la lesion, Los

vasos sanguineos sufren una marcada constriccion cuando la produccion de oxido
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nitrico (ON) es inhibida por las células endoteliales (Furchgott y Zawadzki, 1980;
Moncada y Higgs, 1991). Asi, la eliminacion de este vasodilatador natural de los
vasos, puede ser causa también de la vasoconstriccidon observada en las regiones
carentes de células endoteliales. Recientemente, se ha observado que la actividad
de la oxido nitrico sintetasa (ONS), puede ser inducida en MLV de el fenotipo
sintético (Beasley y cols., 1991; Schini y cols., 1991) y ahi, en ausencia de
endotelio, las células del ML son capaces de formar un posendotelio con la
superficie laminar de los vasos en los cuales, largas areas de endotelio han sido
removidas. La capa modificada de posendotelio del ML puede revertir esa
constriceién por medio de la produccion de ON o de la produccion de otro relajante
vascular e inhibidor del crecimiento (O'Brien y cols., 1987; Beasley y cols., 1991;
Schini y cols., 1991; Bobik y Campebll, 1993).

Esta capa de células del ML, es un auténtico endotelio, no trombogénica y con el
tiempo produce grandes cantidades de la prostaglandina Iy (Eldor y cols., 1981). Se
ha propuesto que la exposicion de células endoteliales a compuestos que inducen la
relajacion, es seguida de una serie de eventos, que relajan el ML (Rapaport y
Murad, 1983). Por lo que, el efecto inductor de estos compuestos relajantes
dependen de la presencia de endotelio, ya que, si esta capa de células es eliminada
al adicionar estos compuestos relajantes, el efecto no se manifiesta (Furchgott y
Zawadzki, 1980).

b) Composiciéon del endotelio.

La membrana basal del endotelio contiene coldgena tipo IV y V, laminina,
heparan, sulfato de proteoglican y una cantidad variable de fibronectina (Bobik y

Campbell, 1993). El cuerpo central de estas células es ensamblado con la neonitina,
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ésta contiene grandes cantidades de RSR y ribosomas libres. Como otros
endotelios, el arterial normal es una membrana semipermeable, pero sus

caracteristicas precisas de permeabilidad son temas de discusién (Jaffe, 1983).

En la mayor parte de las regiones arteriales las uniones intercelulares
normalmente son impermeables a una gran variedad de moléculas, pero son
estructuras relativamente lébiles que pueden ensancharse por influencia de factores
hemodinamicos (como presion arterial elevada) y posiblemente agentes vasoactivos
(Hitter, 1982). Por lo tanto, esta capa celular, apenas visible en los cortes
histolégicos rutinarios, no es una simple membrana pasiva como se pensaba, sino
un participante activo en la interaccion de sangre y tejidos (Fishman, 1982; Jaffe,
1983). El importante papel del endotelio en la modulacion de la reactividad de ML

a varios compuestos ha sido aceptada (Tetsuda y cols., 1993).

Previos estudios indican que como resultado de la anoxia, ¢l ML responde con
contraccion y este fendmeno es mediado en parte por un decremento en la
liberacion del factor relajante derivado del endotelio (FRDE). El papel de las
plaquetas que relajan vasos sanguineos por estimulo de FRDE liberado o la

contraccién producida por anoxia, no es conocido (Yang y cols., 1993).

¢) Clasificacién.

Es comin clasificar al endotelio de acuerdo a su estructura y funcion en dos
grandes grupos: los de revestimiento y los glandulares. Este criterio encierra cierto
grado de arbitrariedad, ya que existe endotelio de revestimiento donde todas las

células secretan moco (endotelio de revestimiento del estomago), o también donde



solo algunas células son glandulares (células caliciformes del endotelio de la
traquea y del intestino) (Fishman, 1982; Jaffe, 1983),

d) Factores liberados del endotelio.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (FCDP). Este compuesto fue
descubierto por Kohler y Lipton en 1974, como el principal mitégeno integro del
suero sanguineo, actuando en cultivo de células del mesénquima. Este no es el
tnico mitdgeno liberado por plaquetas activas, pero es ocupado por el 50% de la
actividad miogénica (Heldin y cols., 1981). El termino FCDP es conocido a causa
de su intervencion en los producios de células tales como las endoteliales
(Dicotleto y Bowen-Pope, 1983), en el MLV (Seifert y cols., 1984; Nilsson y cols.,
1985) y activador de monocitos/macrofagos (Shimokado y cols., 1985; Martinet y
cols., 1986).

En el sistema cardiovascular, células endoteliales, capilares y arteriales, células
de MLV vy fibroblastos son capaces de sintetizar el factor acido y bésico de

crecimiento de fibroblastos, ademds de producir y liberar endotelinas.

Las endotelinas (ETS), son un grupo de pequeflos péptidos secretados por
células del endotelio vascular y ML (Vanagisawa y cols., 1988; Sokolovsky, 1991).
Tres diferentes isoformas han sido identificadas ET-1, ET-2 y ET-3, La secrecion
de ET-1 (Yanagisawa y cols., 1988) parece estar involucrada en el sistema
microtubular (Kitazumi y cols, 1991). Esta secrecion de ET-1 de células
endoteliales puede ser estimulada por hipoxia (Kourembanas y cols., 1991) y por
una variedad de substancias, incluyendo trombina, factor trasformante de

crecimiento, vasoprecina-arginina y angiotensina II (Emori y cols., 1991).
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Algunas evidencias implican a la ET-1 en la patofisioldgia o hipertrofia de los
vasos y lesiones artereoscleroticas. La ET-1 estimula la proliferacion de células de
ML (Bobik y cols., 1990) y sintesis de ADN (Hirata y cols., 1989). Los niveles en
plasma de ET-1 son incrementados en pacientes hipertensos (Saito y cols., 1990),
tanto como en pacientes con lesiones artereoscleroticas (Lerman y cols., 1991). En
este dltimo grupo, los niveles de ET-1 en plasma correlacionan directamente con el
namero de lesiones vasculares; ET-1 fue también detectada dentro de las lesiones,
presumiblemente en células de ML. Normalmente, la ET-1 se localiza en la capa de
células endoteliales (Hiroe y cols., 1989; Miyauchi y cols., 1990), es un potente
vasoconstrictor de la irrigacion uterina y es considerablemente més potente que NA
y fenilefrina (Yang y Clark, 1992). Estas observaciones se correlacionan con los
trabajos de Fried y Samuelson (1991), quiénes reportaron este tipo de efectos en

arterias uterinas y venas humanas.

El factor relajante derivado de endotelio (FRDE) es un compuesto producido
localmente, causa relajacion en MLV en preparaciones in vivo e in vitro (Furchgott
y Zawadzki, 1980; Griffith y cols., 1984). Es liberado en respuesta a incrementos
de fluyjo sanguineo y substancias vasoactivas como por ejemplo Ach y adenina
(Furchgott y Zawadzki, 1980; Griffith y cols., 1984; Cocks y cols., 1985; Buga y
cols., 1991). Se sabe que el FRDE y ON tienen propiedades quimicas y
farmacologicas similares, esto conduce a la sugerencia que FRDE puede ser ON
{(Palmer y cols., 1987, Moncada y cols., 1988). El ON es producido y liberado de
las células endoteliales durante la conversion enzimatica de L-arginina a L-citrulina
(Palmer y cols., 1988; Schmidt y Klein, 1988), demostrandose que analogos de
L-arginina pueden actuar como inhibidores competitivos de la ONS, reduciendo la
produccién de ON (Rees y cols., 1989; 1990). El efecto vasodilatador de ON y
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FRDE se sabe que es finalmente mediado por estimulaciéon de la guanilato ciclasa
soluble (Johns y cols., 1990).

La relajacion dependiente del endotelio, la cual fue subsecuentemente
demostrada en muchas preparaciones, incluyendo algunas venas, arterias y micro
vasos, ocurre en respuesta a una variedad de substancias, tales como; Ach, adenina,
nucledtidos, trombina, substancia P, el iondforo de calcio A23187 y bradicinina.
Otras condiciones ¢omo la hipoxia, incrementos en flyjo y la estimulacion eléctrica,
también causan relajacion dependiente del endotelio de tejido vascular in vitro. No
obstante, algunos compuestos, tales como loslnitrovasodilatadores, agonistas B-
adrenérgicos y prostaciclina, inducen relajacién vascular por mecanismos
independientes de la presencia del endotelio (Moncada y cols., 1976, Furchgott vy
Zawadzki, 1980, Griffth y cols., 1984, Busse y cols., 1985).

A pesar de la potente accion vasodilatadora de Ach in vive, este neurotrasmisor
no siempre produce relajacion de preparaciones aisladas de vasos sanguineos in
vitra. Por ejemplo, en tiras helicoidales de aorta toricica descendente de conejo, la
inica respuesta reportada para Ach, ha sido a concentraciones graduadas,
ocurriendo a concentraciones mayores de 0.1 uM y mediada por receptores
muscarinicos (Furchgott y Bhadoakom, 1953; Furchgott, 1955). Ademds, se ha
observade que en anillos de aorta toracica de conejo, Ach produce una marcada
relajacion a concentraciones menores que las requeridas para inducir contraccion
(Furchgott y Davison, 1979; Furchgott y Zawadzki, 1979).

Esta aparente discrepancia en la pérdida de relajacién por Ach en el caso de
tiras, fue el resultado de un raspado no intencional de la superficie intima con la

superficie del equipo de cirugia durante la preparacion del tejido, en el cual; ya sean
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anillos, tiras transversales o helicoidales, siempre mostraron relajacion a Ach. La
relajacion de Ach en preparaciones aisladas de aorta tordcica de conejos y otros
vasos sanguineos requieren la presencia del endotelio, de igual manera que la
relajacion inducida por algunas hormonas en MLV, donde de algin modo se activa
una secuencia de reacciones en las cuales el 4cido araquidonico (o algunos otros
acidos grasos insaturados) es liberado y luego oxidado por lipoxigenasa, dando un
producto que es responsable de la relajacion en las células del ML (Van Voorde y
Leusen, 1982ab). Este producto oxidado que es liberado es sensible a peréxido o
. radicales libres como: hidroquinona, el cual es un antioxidante y radical libre que
actua inhibiendo la relajacién. El acido liberado puede provocar elevacion o
disminuciéon de las contracciones inducidas por agonistas adrenérgicos; estas
respuestas son igualmente dependientes de la integridad del endotelio (De Mey y
Vanhoutte, 1982; Singer y Peach, 1983; Miller y Vanhoutte, 1985), de no ser este
acido graso oxidado, pudiera ser algin otro 4cido graso insaturado, como
quinacrina, un inhibidor de la fosfolipasa A, inhibidores de agonistas-inductores
dependientes del endotelio. El 4cido graso puede ser oxidado por anoxia o mediante
Ia inhibicién de cicloxigenasa y/o lipoxigenasa, dando como resultado inhibicion de
1a relajacion (Furchgott y Zawadski, 1980; Furchgott, 1981).

Los efectos vasodilatadores de nitroprusiato y nitroglicerina, se piensa puedan
ser mediante la activacion de la guanilato ciclasa y formacién de GMPc (Katsuki y
cols., 1977; Katsuki y Murad, 1977, Schultz y cols., 1977) como resultado de la
activacion de fosfolipasa, debido a que cuando se inhibe fosfolipasa, se revierte

parcialmente la relajacién inducida por Ach.

La eliminacién del endotelio previene el efecto relajante de nitroprusiato y

nitroglicerina, ademds de prevenir el incremento de los niveles de GMPe.
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(Rapoport y Murad, 1983). Estos compuestos probablemente inducen la formacién
de ON el cual activa la guanilato ciclasa (Amold y cols., 1977; Katsuki y cols.,
1977). La guanilato ciclasa puede ser activada con radicales hidroxilo libres (Mettal
y Murad, 1977), 4cidos grasos insaturados (Walch y Pastan, 1976; Glass y cols.,
1977) y peréxidos lipidos (Hidaka y Asano, 1977).

Los compuestos contractiles asi como el iondforo de calcio A23187, han
mostrado incrementar los niveles de GMPc en una variedad de ML (Dunham y
cols., 1974; Clyman y cols,, 1975; Diamond y Blisard, 1976; Katsuki y Murad,
1977).

En un estudio sistemdtico en ratas del efecto de histamina en preparaciones
adrticas precontraidas con NA, se observo que la histamina produce relajacion,
mientras preparaciones de aorta de otras especies (conejo, gato, cobayo), muestran
una respuesta bifdsica o inicamente contraccién (Van Voorde y Leusen, 1982a).
Todas estas preparaciones reaccionan con una relajacion tras la adicion de Ach
(Furchgott y Zawadzki, 1980; Lee, 1980; Chand y Altura, 1981, Singer y Peach
1983).

5.-EFECTO DE ESTERIODES EN MUSCULO LISO VASCULAR.

El efecto depresivo (anestésico) de los esteroides 5-reducidos sobre la actividad
cerebral ha sido mostrado desde hace mas de 50 afios (Selye, 1941; 1942), aunque
también ha sido reportado un efecto membranat en eritrocitos (Seeman, 1972). En
el sistema nervioso central (SNC), los efectos mas evidentes son en registros

electroencefalograficos, donde los esteroides producen sincronizacién y cambios en

20



la actividad multiunitaria, asi como caida del disparo neuronal en estructura limbica

y formacion reticular mesencéfalica (Kubli-Garfias y cols., 1976; 1982),

La regulacion de la contraccion espontanea uterina por hormonas sexuales, fue
observada en estudios realizados con estrogenos y progesterona (P4) en ttero de
congjas ovariectomizadas, mostrandose que tiras uterinas pretratadas con
estrOgenos aumentaban Jla tensién al ser estimuladas electricamente, pero la

revertian si los animales eran pretratados con P4 (Csapo y Corner, 1952).

La modulacién de la contractilidad uterina por progestinas y androgenos ha sido
bien establecida como una accion relajante (Kubli-Garfias y cols., 1979; 1980).
Demostrando que el utero prefiado también es sensible a la accién relajante de estos
compuestos (Kubli-Garfias y cols, 1983b). También se ha reportado que los
corticosteroides producen un marcado efecto relajante sobre las contracciones
espontaneas del utero de ratas (Perusquia y cols., 1986). En uréter, intestino
delgado y estémago, Kumar (1962) reporté un efecto relajante de P4. Por otro lado,
Bruce y Behsudi (1979, 1980), mostraron que P4 a concentraciones fisiologicas
afecta también la contractilidad del esdfago y del colon, siendo el ileo de cobayo
igualmente sensible a la accidon de progestinas, androgenos y corticoesteroides
(Kubli-Garfias y cols., 1987b). Este efecto relajante de las hormonas esteroides es
también observado en otras clases de ML, como en el epididimo y la vesicula
seminal de rata donde el tejido es estimulado con NA o bario (Kubli-Garfias y
cols., 1983c).

El aumento de presion y por consiguiente la estimulacion del flujo sanguineo por
estrogenos, ha sido demostrada en numerosas especies, incluyendo ovejas

ovariectomizadas (Killam y cols., 1973; Resnik y cols., 1974; 1976, Levine y
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cols.,1984). Sin embargo, son pocos los trabajos que existen con respecto al efecto
de esteroides en MLV, en donde pregnanolona ha mostrado un efecto relajante en
arterias coronarias aisladas de perro contraidas con ergonovina o cloruro de potasio
(Lara-Lemus y cols., 1986), de igual manera se ha reportado que la androsterona
disminuye la contractilidad de auriculas aisladas de rata (Rojas-Mejia y cols.,
1986).

Otros autores han mostrado que los andrégenos; Sa- y 5B-dihidrotestosterona
(DHT), aumentan la fuerza de contraccién a una concentracion de 10°M y la
disminuyen a 10-8M en auriculas aisladas de rata en las cuales el tejido es

estimulado eléctricamente (Garcia-Valencia y cols., 1989).

Por ofra parte se¢ ha reportado que el tratamiento crénico con estrégenos,
aumenta el efecto contractii dependiente de endotelio inducido por &cido
araquidonico y prostaglandinas, en aorta de conejo (Miller y Vanhoutte, 19%0).
También se ha descrito que implantes subcutaneos de P4 (14 a 21 dias antes del
experimento) afecta minimamente las respuestas dependientes de endotelio en
arteria coronaria de perro (Miller y Vanhoutte, 1991). Posteriormente se ha
mostrado que el estradiol disminuye el tono muscular de la arteria uterina de

mujeres posmenopdusicas (Hillard y cols., 1992).

Otros estudios han reportado que la L-nitroarginina metil éster antagoniza el
efecto vasodilatador de 178-estradiol en la vasculatura uterina, sugiriendo que el
ON es necesario para mediar la vasodilatacion producida por 17B-estradiel (Van
Buren y cols., 1992). Lo cual propone que la respuesta de los estrogenos es
endotelio dependiente, pero que los mediadores responsables de la vasodilatacion

inducida por estrégenos, es aun desconocida (Van Buren y cols 1992).
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El tratamiento con estrogenos no afecta uniformemente las relajaciones
dependientes de endotelio en los vasos sanguineos de conejo. Sin embargo, facilita
1a relajacion dependiente de endotelio para Ach en arteria femoral (Gisclard y cols.,
1988) y ovarica pero no en arteria mesentérica de conejo (Miller y cols., 1988). En
aorta de conejos hembras hipertensas experimentalmente, la terapia de esteroides
también eleva la relajacion inducida por Ach, que es dependiente del endotelio
(Willians y cols., 1988).

Estos resultados confirmaron que el tratamiento crénico con estrogenos
incrementa la sensibilidad de los vasos sanguineos a NA (Gisclard y cols., 1988;
Miller y Vanhoutte, 1990). La accién de NA en los receptores adrenérgicos a
elevadas concentraciones parece estimular la produccién de substancias contréctiles

de células endoteliales de 1a aorta de conejo (Buonassisi y Verter, 1976).

Sobre la contractura de NA, la contraccién endotelio dependiente inducida por
acido araquidonico fue elevada por estrégenos en aorta de conejos pretratados con
17B-estradiol (Miller y Vanhoutte, 1990). El efecto del tratamiento de estrdgenos
sobre el endotelio puede involucrar cambios en la produccién de algunos factores
derivados del endotelio. Por otro lado, se ha reportado que P4 afecta minimamente
la respuesta endotelio dependiente. El resultado de estos trabajos indica que
hormonas esteroides pueden modular selectivamente la expresion de la relajacion
endotelio dependiente o independiente. (Miller y Vanhoutte, 1991).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se ha reportado que los esteroides 5-reducidos inducen relajacién en diferentes
tipos de ML, ie., uterino e intestinal, asi como en el tracto reproductor masculino
(epididimo y vesicula seminal). Sin embargo, son pocas las evidencias que existen
acerca de la acciéon de estos compuestos sobre la musculatura vascular y la
participacion que pueda tener el endotelio para ejercer su efecto. Los reportes
existentes son controversiales en cuanto al efecto de estos compuestos en la
musculatura vascular, ya que algunos autores reportan vasodilatacion (Lara-Lemus
y cols., 1986; Rojas-Mejia y cols., 1986; Burne y cols., 1992; Hillard y cols., 1992)
y otros estudios han mostrado un efecto vasoconstrictor (Garcia-Valencia y cols.,
1989; Miller y Vanhoutte, 1991). Asimismo, existe informacion aislada que
documenta sobre una accién vasodilatadora de estrdgenos, a la que se le ha
atribuido que es dependiente del endotelio (Van Buren y cols., 1992; Van Voorde y
Leusen, 1982b).

Por lo anterior resulta interesante estudiar de manera sistematica, el efecto de un
grupo de metabolitos de progesterona (andrdgenos y progestinas 5-reducidos) sobre
la aorta toracica aislada de rata y determinar la participacion del endotelio en su

accion.
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III. HIPOTESIS.

Si los esteroides han mostrado ejercer un efecto relajante en diferentes tipos de
musculo liso entonces, el miisculo liso vascular puede ser blanco de la accién
relajante de los esteroides 5-reducidos. Postulando asi, que las hormonas esteroides
puedan estar modulando la excitabilidad en general, en una forma no especifica y
que el efecto sea independiente de los factores relajantes derivados del endotelio,

como ocurre en otros tipos de musculo liso libre de células endoteliales.

25



IV. OBJETIVOS.

a) OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de esteroides 4-en y 5-reducidos en musculo liso vascular de

rata y relacionar su accion con la presencia de endotelio.
b) OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Construir la curva concentracion-respuesta de progesterona, sobre la contraccion
inducida por noradrenalina, en presencia y ausencia de endotelio vascular de aorta

toracica aislada de rata.

2) Obtener las concentraciones inhibitorias 16, 50 y 84 de progesterona en

preparaciones con y sin endotelio.

3) Probar diferentes progestinas y andrégenos a una concentracion equimolecular

en ambos tipos de preparaciones.
4) Describir el efecto que ejercen los esteroides en la musculatura vascular.

5) Establecer Ia influencia del endotelio vascular, en la accion producida por los

esteroides.

6) Hacer una relacion de potencia de los diferentes metabolitos de progesterona y

correlacionar su estructura quimica con su actividad bioldgica.
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V. MATERIAL Y METODOS.

a) MODELO BIOLOGICO.

Para este estudio se utilizaron ratas machos adultas de la cepa Wistar de
aproximadamente 200-300 g de peso, alimentadas con Purina-Mills (PMI 5001
Feeds, Inc) y agua ad [libitum, mantenidas en un bioterio con un ciclo
luz/obscuridad de 12hr luz/12hr obscuridad.

Los animales utilizados fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Inmediatamente después, mediante una incision en el térax, se disecd la aorta
toracica de la porcion descendente; situada entre el corazén y el diafragma. Una
vez separada del tejido conectivo circundante, utilizando material de microcirugia:
tijeras de iris Barquer de 2% pulgadas, de iris rectas de 4 pulgadas, de mayo rectas
de 5% pulgadas y pinzas de diseccion finas rectas de 4 pulgadas. La aorta se coloco
en una caja de peiri, la cual contenia solucion Ringer Krebs-Henseleit (K-H) con la
siguiente composicion (mM); Glucosa 12,0, NaHCO3 24,9, NaCl 118.5, KC1 4,74,
KHpPO4 1.18, MgSO4 1.18 y CaCly 2.5, La solucién fue preparada con agua
desionizada, mantenida a 37°C y el pH se ajusto a 7.4 mediante burbujed constante

de una mezcla gaseosa de 5% de CO7 en 95% de O).

En estas condiciones se evito al maximo la manipulacion del tejido y posible
dafio. Asi, la aorta fue disecada. Posteriormente fue cortada en anillos de

aproximadamente 1 cm de longitud.
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Para este estudio se obtuvieron preparaciones con y sin endotelio; las primeras
fueron disecadas en la forma antes mencionada, con el objeto de obtener el
endotelio intacto. Mientras que las preparaciones sin endotelio se obtuvieron
raspando gentilmente el lumen, mediante la introduccion de hilo de nylon trenzado
en la luz de la aorta, con ¢l fin de eliminar la capa de células endoteliales y asi,

obtener un tejido libre de ellas.

b) SISTEMA DE REGISTRO.

Los anillos de aorta fueron suspendidos horizontalmente por dos ganchos de
acero inoxidable en forma de "L" (Fig. 1A), evitando cuidadosamente el dafio
tisular. Asi, uno de los ganchos se sujet6 de un extremo a la base de una cdmara de
incubacion para tejido aislado (Fig. 1B), con un volumen de 10 ml de selucidn K-H
y el otro gancho fue amarrado a un hilo de seda de 000 y este a su vez, sujetado a
un transductor Grass, modelo FTO3C (Fig. 1C), el cual detectd las sefiales

mecanicas y las envid a un poligrafo Grass, modelo 79 de 4 canales (Fig. 1D).

Los anillos fueron sometidos a una fuerza de 10 mN (1g de tension), io cual

corresponde a 2 cm de desplazamiento de la pajilla,
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Figura 1. Sistema de registro: A) Anillos sujetados por dos ganchos de acero
inoxidable, B) Camara de incubacién, C) Transductor, D) Poligrafo.
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¢) DESARROLLO EXPERIMENTAL.

1) Preparaciones con endotelio.

Después de un periodo de estabilizacion de 1h, con la finalidad de adaptar al
tejido a las condiciones in vitro, los anillos atrticos fueron incubados en solucion
K-H, posteriormente se adicioné a la cdmara noradrenalina (NA), a una
concentracion final de 0.3 uM y la contraccion fue registrada durante 30 min con la
finalidad de estandarizar la respuesta a NA, se provocaron dos contracciones mas
con NA 0.3 uM con el objeto de observar que la respuesta fuera reproducible.

Ademas, con ello determinar las condiciones de experimentacion.

En los siguientes experimentos, la contraceion ténica sostenida inducida por
dicha concentracién de NA, fue registrada durante 5 min y tomada como valor
control, inmediatamente después, con el objeto de mostrar farmacologicamente la
presencia de endotelio (Furchgott y Zawadzki, 1980; Rapoport y Murad, 1983), se
adiciond acetilcolina (ACh) a una concentracion de 20 uM vy se registrd, su efecto
durante 20 min, Considerando la presencia de endotelio cuando se observé un
efecto relajante inmediato sobre Ia contraccion inducida por NA, Unicamente se
ensayaron las preparaciones donde la ACh provocd una relajacion mayor al 40%
(Furchgott y Zawadzki, 1980; Rapoport y Murad, 1983).

Después de 20 min de la adicion de ACh, los tejidos fueron lavados con solucidn
K-H hasta que la contraccion regresd a su linea basal original y dejando al tejido
reposar durante 1h para su adaptacion al medio. Posteriormente, se indujo

nuevamente la contraccion ténica sostenida por NA 0.3 uM y 5 min después, se
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adiciond a la camara de incubacion progesterona (P4) a 3 diferentes
concentraciones y su efecto fue registrado durante 20 min (una concentracién por

cada experimento).

Con estos valores se construyé la curva concentracion-respuesta de P4 sobre la
confraccion inducida por NA en la aorta tordcica con endotelio presente. Una vez
hecha la observacién, el tejido fue nuevamente lavado con solucién K-H y 1h
después (tiempo de recuperacion del tejido), la contraccion fue inducida una vez
mas con NA 0.3 M, observando Ia respuesta por 20 min con ia finalidad de ver la

recuperacion de la contraceién, asi como la viabilidad del tejido.
2) Preparaciones sin endotelio.

En estas preparaciones, el lumen de los anillos adrticos fue previamente raspado,
antes de ser montado en fas camaras de incubacion y de la misma manera que en las
preparaciones con endotelio, primero se estandarizaron las condiciones del tejido,
después del periodo de estabilizacion se provocaron 3 respuestas contractiles de
NA 03 uM, registrando cada estimulacién durante 30 min, para de esta manera

estandarizar que la respuesta a NA fuera constante y sin variacion.

En otros experimentos, la contraccidn fonica sostenida inducida por NA se
registrd durante 5 min, después de los cuales se adiciond ACh (20 uM) y se
registro su efecto durante 20 min. Solamente fueron consideradas las preparaciones
sin endotelio cuando ACh no modifico la contraccion inducida por NA, de acuerdo
a lo descrifo por Furchgott v Zawadzki (1980), Rapoport y Murad (1983).
Posteriormente los tejidos fueron lavados con solucion K-H, cuando la pajilla

regreso a Ia linea basal, se dejo reposar a los tejidos durante 1h, antes de inducir la

31



contraceion tonica sostenida por NA 0.3 uM, 5 min posteriores a la contraccion, se
adiciono a la cAmara de incubacion P4 a 3 diferentes concentraciones (una por cada

experimento) y su efecto fue registrado por 20 min.

A continuacion el tejido fue nuevamente lavado con solucion K-H, dejandolo
estabilizar también durante 1h, para inducir nuevamente la contraccién tonica
sostenida con NA a la misma concentracin, registrando Ia respuesta por 20 min
con la finalidad de observar la reproductibilidad de la contraccion, asi como la
viabilidad del tejido.
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AORTA TORACICA

RASPADA SIN ENDOTELIO

SIN RASPAR CON ENDOTELIO

CONTRACCION INDUCIDA POR NA 0.3 uM.

ESTIMULO CON ACh 20 pM

EFECTO NO OBSERVADO

RELAJACION >40%

DEMOSTRACION FARMACOLOGICA DE
AUSENCIA DE ENDOTELIO.

DEMOSTRACION FARMACOLOGICA DE
PRESENCIA DE ENDOTELIC

SEGUNDA CONTRACCION INDUCIDA POR NA 0.3 pM

PROGESTERONA PROBADA A DIFERENTES CONCENTRACIONES

Figura 2: Representacion esquematica de la estrategia experimental.
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3) Observacién morfolégica del endotelio.

Con el objeto de comprobar morfologicamente la presencia o ausencia de
endotelio en las preparaciones ensayadas, se fijaron los tejidos correspondientes

con formaldehido al 3%.

Para observar 1a integridad del endotelio vascular, en condiciones nornnales, se
realizd una perfusion intracardiaca con paraformaidehido al 4% en Buffer fosfatos
0.1M pH 7.4 a temperatura ambiente durante 45 min. Después se extrajo la aorta y
se elimind de ésta el tejido conectivo y adiposo. Inmediatamente el tejido fue
colocado en 10 ml de paraformaldehido al 4% durante 24 hr y se lavd en solucion

Buffer fosfatos 0.1 MpH 7.4 a 4°C 48 .

Todas las preparaciones fueron deshidratadas en alcohol al 80% durante 6 hr a
temperatura ambiente. Posteriormente se pasd a alcohol 96% (2 veces), alcohol
absoluto (2 veces), alcohol-xilol 1:1 (2 veces), xilol (2 veces). La permanencia del
tejido en cada solucion fue de una hora, realizindose un cambio mas de la misma
solucion antes de colocarlo en una solucidn diferente, finalmente el tejido se

incluyd en parafina con un punto de fusidén de 57°C.

Se obtuvieron cortes histologicos transversales de un espesor de 4 micras con la
ayuda de un micrétomo (Modelo 820 Spencer, American Optical). Los cortes
fueron colocados en portaobjetos con alcohol al 30% para facilitar su manipulacion.
Posteriormente las lamimilas fueron colocadas en una estufa a 56°C para que los

cortes se adhieran a la superficie del portaobjetos y se eliminara la parafina.
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Inmediatamente las [aminillas fueron teftidas para su observacién morfoldgica

con la técnica Hematoxilina-Eosina:

Hematoxilina de Harris.

Hematoxilina 10g
Alcohol absoluto 100 m!
Alumbre de potasio 100 g
Oxido rojo de mercurio 25¢g
Apgua destilada 900 ml
1000 ml

Calentar el agua con el alumbre hasta que este se disuelva. Adicionar la
hematoxilina disuelta en alcohol absoluto y hervir lo mas rapido posible. Dejar
enfriar un poco y agregar el 6xido de mercurio. Una vez frfa colocarla en un frasco
color ambar y almacenarla a temperatura ambiente. La hematoxilina madura en 6
meses; si se desea usar inmediatamente, adicionarle de 2 a 4 m! de 4cido acético

glacial por cada 100 ml y filtraria.

Eosina Acuosa,

Eosina amarillenta 25¢g
Agua destilada 100 mi
Alcohol absouto 400 mi

500 mt
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Disolver la eosina en agua destilada, y afiadirle el alcohol absoluto. Agregar 2
gotas de 4cido acético glacial por cada 100 ml de eosina para acelerar y estabilizar

el colorante.

Alcohol Acido.
Alcohol absoluto 70 mi
Agua destilada 29 ml
Acido clorhidrico concentrado 1ml
100 ml
Agua amoniacal al 2%.
Agua destilada 98 ml
Hidréxido de amonio 2ml
100 ml

Desarrollo de Ia Tincién con

"Hematoxilina-Eosina."
Fijar el corte histologico mediante calor, Después desparafinar de la siguiente

manera; xilol § min (2 veces), Xilol-alcohol 1:1 2 min; alcohol absoluto 30 seg

(2 veces); alcohol 95% (3 veces).
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Hidratar el tejido con agua 20 seg. Inmediatamente proceder a hacer la tincién
con Hematoxilina acuosa de Harris 3 min, Lavar con agua corriente 2 min; pasar a
alcohol-dcido un bafio rapido y lavar con agua corriente 2 min. Diferenciar los
cortes con agua amoniacal, después lavar con agua corriente 2 min. Sumergir en
eosina acuosa al 0.5% de 10 a 15 veces; pasar alcohol 96% 20 veces; alcohol
absoluto 20 veces; alcohol-xilol 1:1 10 veces. Transferir a xilol 10 min y realizar
dos cambios mds, dejar en xilol 20 min més. Eliminar el exceso de xilol y montar
las preparaciones en resina sintética al 60% en xilol. Las observaciones
morfoldgicas se realizaron en un microscopio triocular (modelo OPTIPHOT-2,
NIKON), del cual se tomaron las micrografias (400X) de los anillos adrticos con y

sin endotelio asi como en preparaciones intactas.

4) Curvas concentracion-respuesta.

De las respuestas de progesterona (P4) en ambas preparaciones {con y sin
endotelio), fueron graficadas las curvas concenfracion-repuesta para obtener la
concentracion inhibitoria media (Cl50); la cual es la mitad de la respuesta maxima
producida por la concentracion de P4 sobre la contraccion inducida por NA. Los
limites de confianza, las Clg, Clsg, ClIg4 y el valor de la pendiente de la recta se
obtuvieron por el método de Litchfield y Wilcolxon (1949).

5) Efecto de los metabolitos de Progesterona.

Con el valor de la Clyg de progesterona se probaron los diferentes esteroides
“(progestinas y androgenos A4, 5o y 58 reducidos) a una concentracion
equimolecular sobre las preparaciones consideradas previamente con presencia o

ausencia de endotelio, segin la respuesta a ACh.
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d) ANALISIS DE LOS DATOS.

El efecto de ACh se cuantifico en porciento de inhibicién de la relajacion
inmediata a su adicion, midiendo la amplitud (altura) en cm de la contraccion
inducida por NA, justo antes de adicionar ACh, considerando esta medicién como
control (100% de respuesta), y el efecto se valor6é en ¢l punto més bajo de la

relajacion efectuada inmediatamente a la adicion de ACh,

En la misma forma la respuesta de cada concentracién de los diferentes
esteroides probados, se evaluaron 8 veces. Se probé un compuesto por
experimento, el efecto fue cuantificado a los 10 min de la adicion del esteroide vy el
valor obtenido fue comparado con el valor control, considerado sobre la misma
contraccion de NA, justamente antes de afiadir al bafio el esteroide. Los datos
fueron expresados en porcentaje de relajacion + D.E. Ademds, se utilizd la prueba

estadistica de "t" de Student para comparar los valores en ambos grupos.

La valoracion de estas mediciones se realizd midiendo la amplitud de Ia
contraccion inducida por NA en presencia y ausencia de esteroide, utilizando

escuadras con graduacion en centimetros,

La potencia del efecto para los diferentes esteroides de prueba se obtuvod
mediante la siguiente formula:

% de inhibicién del metabdlito.

Potencia = 9, de inhibicién de progesterona.

Asignando el valor de uno al precursor de progestinas y androgenos

(Progesterona).
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¢) SUBSTANCIAS UTILIZADAS.

NORADRENALINA.

+ Arterenol: Clothidrato de Noradrenalina, + Norepinefrina, 1-(3,4-
dihidroxifenil)-2-aminoetanol, 4-(2-amino-1-hidroxietil)-1,2-benzonadiol, 2-amino-
1-(3,4-dihidroxifenil)-etanol, de Sigma Chemical Co. St Louis MO. Solubilizada en
agna desionizada. Utilizada para inducir la contraccion ténica sostenida a una

concentraci6n final en la camara de incubacién de 0.3 uM.
ACETILCOLINA,

Clorhidrato de acetilcolina, acecolina, arterocolina, 2-(acetiloxi)-N,N,N-Cloruro
de trimetiletanamina, de Sigma Chemical Co. St Louis MO. Solubilizada en agua
desionizada. Utilizada para mostrar la presencia de endotelio (respuesta endotelio

dependiente) a una concentracion final en la cdmara de incubacion de 20 pM.,
ESTEROIDES.

PROGESTINAS: 4-pregnen-3,20-diona {progesterona), 3B-hidroxi-5B-pregnan-
20-ona (pregnanoiona, SB-pregnanolona) y 3B-hidroxi-Sa-pregnan-20-ona (5o

pregnanolona, alopregnanolona).

ANDROGENOS: 17B-hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona), 17B-hidroxi-
5B-androstan-3-ona (5B-dihidrotestosterona, 58-DHT) y 178-hidroxi-5a-androstan-
3-ona (5a-dihidrotestosterona, So.-DHT).
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Los esteroides probados fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. St Louis MO.

Para disolver los esteroides se utilizd etanol absoluto (Alcohol Etilico, Merck-
México, S. A.) a una concentracion final en la cAmara de incubacion de 17.14 mM
con un volumen de 0.1%. Previamente se realizaron los registros para observar que

el vehiculo no ejerciera efecto en la contraccion inducida por NA.
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VI. RESULTADOS.

1.- ESTANDARIZACION DE LA RESPUESTA A NA.

La estimulacién de los receptores o] adrenérgicos por NA 0.3 pM causa una
contraccion tonica sostenida inmediata (Cauvin y cols., 1982; 1984), la cual se
mantiene durante el tiempo de experimentacion (30 min). La respuesta en tres
estimulos consecutivos de NA fue comparada entre si, observandose que no se
modificé el tono y la amplitud de la contraccion durante 30 min, siendo esta
reproducible. Ademas, el vehiculo utilizado (etanol) para disolver los esteroides no
causé efecto alguno sobre la contraccién inducida por NA (fig. 3). Lo que indica
que ¢l efecto de los farmacos estudiados (esteroides), observado posteriormente, es

debido a la accién del compuesto y no al vehiculo.
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0 min.

NA | L
ETOH

FIGURA 3. Registros que muestran la contraccién tonica sostenida inducida por
noradrenalina (NA 0.3 uM) en anillos aérticos de rata. En la parte superior se
muestra que el vehiculo de los esteroides, etanol (ETOH 0.1%) no modifica el tono
de la contraccion. En la parte inferior se observa que el tono y amplitud de la
contraccion, asi como la duracion se mantiene constante en tres adiciones
consecutivas de NA. El lavado (L) del tejido fue realizado por cambio de la
solucién Ringer,
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En las preparaciones donde se elimin6 la capa endotelial (aorta raspada) se
observé que Ach (20puM) no modifico el tono de la contraccién inducida por NA,
en contraste con las preparaciones con endotelio (aorta sin raspar), donde Ach
provoco una relajacion > 40% (Fig. 4). lo cual muestra que el efecto de Ach es
endotelio-dependiente, Esta estimacion, fue verificada al observar en los cortes
histolégicos que en los anillos raspados no se observa la capa de células
endoteliales y en los anillos intactos se visualiza claramente la monocapa de células

endoteliales (fig. 5).

2. RESPUESTA ENDOTELIO DEPENDIENTE.

La relajacion producida por progesterona (P4) sobre la contraccién inducida por
NA fue observada mediante una disminucion paulatina de la amplitud de la

contraccion.

A diferentes concentraciones, la P4 produjo relajacion de la contraccion inducida
por NA en ambos tipos de preparaciones Le. con y sin endotelio (Fig, 4), donde se
observa que el efecto, a diferentes concentraciones (n=8), sigue una linealidad
dependiente de la concentracion (grafica I). Se observo que el efecto de P4 en las
preparaciones sin endotelio resultaron significativamente diferentes (P < 0.00005)

con respecto a su efecto en preparaciones con endotelio (tabla I).

#3



AORTA SIN RASPAR

Ill mm

i Ml NA
Ach P4

AORTA RASPADA

NA I L NA l NA
Ach P4 '

Figura 4. Arriba: registro tipico de las preparaciones con endotelio (aorta sin
raspar) del efecto relajante inducido por acetilcolina (Ach 20 uM), sobre la
contraccion de noradrenalina (NA 0.3 uM) y el efecto relajante de progesterona (P4
70 uM) sobre una segunda contraccién de NA. Abajo: preparaciones sin endotelio
(aorta raspada), que muestra que la contraccion inducida por NA (0.3
uM), no es afectada por Ach (20 pM), sin embargo, el efecto relajante de P4 (70
uM), es observado en una posterior contraccién de NA. Notese la recuperacion de
la contraccion en la tercera estimulacion por NA después de lavado (L) el tejido en
ambos tipos de preparaciones.
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Figura 5. Micrografia, corte transversal de aorta toracica de rata 400X.
A) Preparacion de aorta con endotelio (sin raspar). B) Preparacién de aorta sin
endotelio (raspada). Las flechas indican la ubicacion de las células endoteliales
(CE), células musculares (CM) y el lumen (L).
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TABLA L

EFECTO DE PROGESTERONA EN PREPARACIONES CON Y SIN
ENDOTELIO DE LA AORTA TORACICA DE RATA IN VITRO
SOBRE LA CONTRACCION INDUCIDA POR NORADRENALINA.

PORCENTAJE DE INHIBICION.
CONCENTRACION nz8+DE.
(uM) CON SIN
ENDOTELIO ENDOTELIO
35 15.00 2 5.08 20.75 + 3.66
70 33.14 + 8.66 42.63 +5.63
140 60.40 % 5.12 81.96 + 8.48

Los valores de las preparaciones sin endotelio resultaron ser significativamente
diferentes p < 0.00005.

El comportamiento de la accion relajante de P4 fue dependiente de la

concentracion. Esto podemos constatarlo en la curva concentracidn-respuesta
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(grafica I), donde se puede. observar que la potencia de esta hormona para inducir

relajacion es mayor en las preparaciones sin endotelio.

8

8

SIN ENDOTELIO O
80 CONENDOTELIO @

% DE INHIBICION
8

CONCENTRACION pM

Grifica 1. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de progesterona
(P4) sobre la contraccion inducida por NA 0.3 uM, en aorta torécica de rata tanto
en presencia (®) como en ausencia (O) de endotelio. Los puntos representan las
medias de 8 experimentos y las barras verticales la desviacién estandar. Notese una
mayor pendiente para el efecto de P4 en preparaciones sin endotelio.
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La pendiente del efecto de P4 fue mayor en las preparaciones sin endotelio (tabla
III). Asimismo, los datos obtenidos para las concentraciones inhibitorias, reflejan

que los tejidos sin endotelio son ms sensibles a la accion de P4 (Tabla Il y II),

TABLA 11,

CONCENTRACIONES INHIBITORIAS DEL EFECTO RELAJANTE
DE PROGESTERONA SOBRE LA CONTRACCION INDUCIDA
POR NORADRENALINA EN LA AORTA TORACICA AISLADA
DE RATA.

ANILLOS Cli6 Cls¢ Clg4
AORTICOS (#M) (M) (M)
CON
ENDOTELIO 41.5 99 235
SIN
ENDOTELIO 30 72 180

CI= Concentracién inhibitoria obtenida por interpolacion en la grafica I.
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TABLA III.

CONCENTRACION INHIBITORIA MEDIA DE PROGESTERONA
SOBRE LA CONTRACCION DE NORADRENALINA EN AORTA
TORACICA DE RATA IN VITRO; EN PREPARACIONES CON Y SIN
ENDOTELIO, ASI COMO SUS LIMITES DE CONFIANZA Y EL VALOR
DE LA PENDIENTE DE LA RECTA.

ANILLOS Ciso LIMITES
AORTICOS

(uM) | INFERIOR--SUPERIOR. | PENDIENTE

CON

ENDOTELIO 99 58.62-----167.18 0.4225
SIN

ENDOTELIO 72 43.38-----119.49 0.5799

Los metabolitos de la P4 (pregnanolona, alopregnanolona, testosterona, 5o- y
58-DHT) que fueron valorados equimolecularmente a la Cljg de P4 tanto en
ausencia (a 30 pM) como en presencia (a 41.5 uM) de endotelio, mostraron un
efecto relajante. Sin embargo, resultaron ser mas activos para inducir relajacion de

la contraccion de NA en las preparaciones sin endotelio, con excepecion de la
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progestina Sa. (alopregnanolona) que no mostrd modificacién de la contractura de
NA en ambos tipos de preparaciones, siendo asi inefectiva (fig. 6 y tabla IV).

AORTA SIN RASPAR

i T

o | 1
NA ;t\ch NL L-prez NA lﬂ-pn‘g

AORTA RASPADA

¥ 1 t

NA Ach NA

Figura 6. Arriba: Registro de preparaciones con endotelio (aorta sin raspar)
mostrando el efecto relajante inducido por acetilcolina (Ach 20 puM), sobre la
contraccion provocada por noradrenalina (NA 0.3 pM), nétese que la adicion de
Sa-pregnanolona (Sa-preg. 41.5 pM) no causa efecto en la contraccién de NA,
contrastantemente al efecto relajante de 58-pregnanolona (58-preg. 41.5 uM),
Abajo: Preparaciones sin endotelio (aorta raspada) que muestra que Ach (20 pM)
no afecta la contraccién inducida por NA (0.3 pM), observese que la adicion de
So-pregnanolona (5o-preg. 30 uM), no modifica la contraccién inducida por NA;
sin embargo, se observa el efecto relajante de SB-pregnanolona (58-preg. 30 uM).
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TABLA 1IV.

EFECTO DE ANDROGENOS Y PROGESTINAS SOBRE LA CONTRACCION
INDUCIDA POR NORADRENALINA EN AORTAS CON Y SIN ENDOTELIO
A LA CONCENTRACION EQUIMOLECULAR DE PROGESTERONA,

CON SIN
ENDOTELIO ENDOTELIO
% DE % DE
ESTEROIDES INHIBICION | pOTENCIA.* | INHIBICION | POTENCIA.*
n2>8+D.E. 1> 8 +DE.
PROGESTINAS
PROGESTERONA 17.85 £ 5.81 1.00 2020 £5.17 1.00
5B-
PREGNANOLONA | 2488+6.72% 1.39 28.4945.59 1 1.41
Sa- :
PREGNANOLONA | SIN EFECTO 0 SIN EFECTOQ 0
ANDROGENOS
TESTOSTERONA 17.29£2.1 0.96' 18.41 +3.59 0.91
5B-DHT 3823 +13.28 ¢ 2.14 33.20£2.52 4 1.64
50-DHT. 26.70 £ 6.65 + 1.49 23.59 +6.86 1.16

* Relacion de potencia obtenida por la formula: % de inhibicion del metabolito /
% de inhibicion de progesterona. Asumiendo un valor de 1 a progesterona,
t Valor significativo P < 0.01 comparado con progesterona.
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3.ACCION DE LOS ESTEROIDES.

Los datos muestran una interesante relacién de potencia entre los diferentes
metabolitos de progesterona (P4) para ejercer su accién relajante en ambos tipos de
preparaciones (tabla IV). En todos los casos se observo que P4 y sus metabolitos
fueron mas activos en las preparaciones sin endotelio, excepto Sa-DHT y 58-DHT
que fueron ligeramente més efectivas en las preparaciones con endotelio. Los
metebolitos mas potentes (pregnanolona, 5a- y 58-DHT) para inhibir la contraccién
de noradrenalina resultaron ser significativamente diferentes (p < 0.01) a su
precursor P4. Sin embargo, el efecto de testosterona no mostré diferencia con

respecto a P4, resultando ser estos dos compuestos equipotenciales.

En el caso de las progestinas, el metabélito 58 (pregnanolona) mostr6 una fuerte
potencia relajante en contraste con su isémero 5o (alopregnanolona) que no
produjo ningin efecio. Esta relacién también fue observada para los andrégenos,
donde 58-DHT fue mas potente que su isémero 5a-DHT, los precursores Ad,

progesterona y testosterona, presentaron un efecto medio para inducir relajacién.
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VII. DISCUSION.

Los resultados del presente estudio mostraron que los esteroides: progesterona,
pregnanolona, testosterona, Sca- y 5B-dihidrotestosterona, son compuestos
vasoactivos, lo cual postula al misculo liso vascular como tejido blanco de la

* accion de hormonas esteroides.

El efecto relajante inducido por los esteroides estudiados, sobre la contractura
de NA en la aorta toricica aislada de la rata, evidencia una clara accién
vasodilatadora que se relaciona con la relajacion que producen en musculo liso
uterino, intestinal, vesicula seminal y epididimo (Kubli-Garfias y cols., 1979; 1980,
1983abc; Perusquia y cols., 1986). Estos datos concuerdan con el efecto relajante
de algunos esteroides sobre la musculatura vascular lisa como el de: pregnanolona
sobre contracciones inducidas en la arteria coronaria de perro (Lara-Lemus y cols.,
1986), de androsterona (Rojas-Mejia y cols., 1986), Sa- y 5B-DHT (Garcia-
Valencia y cols., 1989) sobre la actividad contrictil de auricula de rata y de

estradiol sobre la arteria uterina humana (Hillard y cols., 1992),

El efecto vasodilatador de los compuestos probados, fue observado tanto en
preparaciones con endotelio como en preparaciones libres de endotelio, revelando
asi que esta accion es independiente de los factores relajantes derivados del
endotelio. La actividad relajante de los esteroides fue inmediata (de pocos segundos
a un minuto) y reversible (recuperacion total de la subsecuente contractura de NA)
en ambos tipos de preparaciones, lo que sugiere un efecto membranal de tipo no

gendmico.
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Sin embargo, existen algunas discrepancias en los presentes resultados con
respecto a estudios realizados por otros autores, en los que se muestra que en aorta
de conejo la respuesta contractil dependiente del endotelio, inducida por 4cido
araquidonico y prostaglandinas se incrementa por el tratamiento crénico con
estrogenos y que implantes subcutdneos de progesterona afectan las respuestas
dependientes de esta capa endotelial (Miller y Vanhoutte, 1990). También se ha
reportado que el dxido nitrico es necesario para mediar el efecto vaso dilatador de
178-estradiol (Van Buren y cols., 1992). Por lo anterior, se ha propuesto que el
efecto de estrdgenos y progesterona es una respuesta que depende del endotelio
vascular. Estas diferencias podrian ser en respuesta a la prolongada administracién
de los estrogenos, o bien a que las observaciones son hechas varios dias después de
su administracion, lo que implicaria un efecto de tipo gendmico de los esteroides,
en el cual pueden estar involucrados otros procesos como: aumento de la poblacién
de diferentes tipos de receptores a ofras substancias y/o metabolismo de los

compuestos administrados.

Las observaciones hechas en el presente trabajo mostraron que las preparaciones
libres de endotelio son mas sensibles a la accion de los esteroides, atn a
concentraciones mas bajas (30 uM), que las preparaciones con endotelio
(41.5 uM). Se encontrd que So- y 58-DHT ejercen una actividad ligeramente
mayor en las preparaciones con endotelio que las preparaciones sin endotelio, pero
esta diferencia minima no puede ser representativa, dado que ambos andrégenos
estan produciendo practicamente el mismo efecto en las preparaciones con
endotelio pero a una concentracion mayor que en tejidos sin endotelio. Lo anterior
indica que el esteroide ejerce su accion directamente en la membrana de la célula
muscular y que la capa endotelial podria estar actuando como una barrera

contenedora para los esteroides o bien el endotelio podria estar metabolizando los
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esteroides de igual manera que lo hace con otras substancias (Smith, 1990;

Higsmith y cols., 1992), haciendo a éstos inactivos.

Por otra parte, Cauvin y col., (1985) han demostrado que la respuesta contractil
de NA en la aorta de conejo es el resultado de una serie de eventos: 1) interaccion
de NA con los receptores o-adrenérgicos, 2) activacion de los canales de calcio
operados por receptor y 3) aumento de entrada de calcio extracelular para producir
la contraccion. Por lo cual, se propone que la relajacion de la contraccion inducida
por NA, causada por los esteroides en la aorta de rata, podria ser debida a una
disminucion de influjo de calcio, a través de bloquear los canales operados por
receptor, como se ha propuesto para el mecanismo de accién del efecto utero

relajante de los esteroides (Perusquia y cols., 1991abe; 1992).

Interesantemente se observé una clara relacion entre la estructura quimica y la
actividad biologica de los compuestos. Asi, la progestina 5B (pregnanolona) mostro
una fuerte potencia relajante, en contraste con su isomero 5o (alopregnanolona), el
cual no produce ningin efecto, como se ha reportado para 5o progestinas
(alopregnanolona y alopregnandiona) que son préacticamente inefectivas en misculo
liso uterino (Kubli-Garfias, 1979, 1987a; Perusquia, 1991abc; 1992) e intestinal
(Kubli-Garfias y cols., 1987b). Esta relacion fue también observada en el caso de
los andrégenos, donde 58-DHT fue mas potente que su isdmero 5o-DHT. Sin
embargo, el fuerte efecto que mostré este Sa-androgeno, podria ser explicado por
que es uno de los metabolitos mas abundantes, encontrado en los niveles
plasmaticos de los machos. Los precursores A4 (progesterona y testosterona)
fueron equipotenciales con mediano efecto para inducir relajacion vascular. Esta
relacion evidencia que la reduccion del carbono 5 (cis/trans) es importante para la

accion de los esteroides, concluyendo que los metabolitos 5B8-reducidos tienen
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mejor actividad relajante, como ha sido descrito en otros musculos lisos
(Kubli-Garfias y cols., 1987a; Perusquia y Kubli-Garfias 1992).

Finalmente es importante mencionar que los esteroides también estan
involucrados en la fisiologia de la musculatura vascular, siendo moduladores del
tono vascular. Desde el punto de vista fisiologico, es probable que estos hallazgos
se relacionen con el padecimiento de la hipertension arterial, que se presenta en la

vejez por disminucion de los niveles de las hormonas sexuales.

56



VIII. CONCLUSIONES.

El misculo liso vascular es sensible a la accién relajante de los esteroides.
Proponiendo a éste tejido, blanco de hormonas esteroides por sus propiedades vaso

activas,

El efecto relajante de los esteroides no es dependiente de los factores relajantes
derivados del endotelio, siendo las preparaciones sin endotelio mas sensibles a la

accion vasodilatadora de los esteroides.

El efecto vasodilatador de los esteroides es directamente sobre la célula muscular

y no sobre la endotelial.

El mecanismo por el cual las hormonas esteroides modulan las funciones
cardiovasculares es probablemente por disminucion del influjo de calcio
extracelular a través de bloquear los canales de calcio operados por el receptor de

noradrenalina.
Los esteroides probados mostraron una clara relacion estructura quimica-

actividad bioldgica en cuanto a su potencia para inducir vasodilatacién, siendo

5B>4-en>5a.
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