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RESUMEN

La hipertensién arterial ha sido asociada entre otras cosas a la accién de
los glucocorticoides y mineralocorticoides; los estrogenos tienen efectos
opuestos, produciendo vasodilatacion en diferentes lechos vasculares.

Asimismo, las progestinas y andrégenos b5-reducidos inducen un
marcado efecto vasodilatador en la aorta toracica de la rata. Sin embargo, se
desconoce el mecanismo por el cual ejercen su accion vasodilatadora. Por lo
tanto, se evaliio la accion GABAérgica sobre el tono vascular de la aorta
toracica de rata, analizando el efecto de la 5B-dihidrotestosterona (5p8-DHT) en
ausencia y presencia de antagonistas GABAérgicos. Colateralmente la
participacion del calcio externo en la vasodilatacién del esteroide fue evaluada
con nifedipina (80 nM) y 58-DHT (30 uM) antes y sobre la contraccion de
noradrenalina y potasio. En otros experimentos se evalu6 el efecto de BAY K
8644 (10 uM) antes y sobre la vasodilatacion de 5B-DHT en ambos tipos de
contracciones. También, se evallio la posible interaccion de 5pB-DHT con
los B-adrenoreceptores independientes del endotelio presentes en la membrana
de la célula vascular en presencia y ausencia de propranolol. Los androgenos
(5a-DHT, 5B-DHT y etiocolanolona) fueron evaluados sobre la presion arteriai
media de la rata descerebrada y desmedulada, investigando también la accién
de 58-DHT en presencia de atropina en el mismo modelo experimental.

La relajacion de la aorta producida por la 58-DHT no se modificé por los
antagonistas GABAérgicos. El esteroide relaja las contracciones de
noradrenalina 6 potasio en una forma dependiente de la concentracion; la
nifedipina y el esterocide muestra un sinergismo del efecto de cada compuesto
por separado. La reversion de la relajacion con BAY K indica que la 5B-DHT
produce su efecto por bloqueo del calcio extracelular al interior de la célula y
gque no es por una interaccién con los receptores que inducen relajacion
{B-adrenérgicos) ya que el efecto persiste aun en presencia de propranolol
(antagonista f-adrenérgico).

En la rata descerebrada y desmedulada con vagotomia bilateral, los
andrégenos produjeron un efecto hipotensor dependiente de la dosis.
Asimismo, la atropina no bloqueo el efecto hipotensor de 5B-DHT. Estos
hallazgos indican que el efecto hipotensor de los andrégenos no es debido a
una interaccion con el Sistema Nervioso Central, el nervio vago 6 con
receptores muscarinicos; mas bien, el efecto hipotensor podria deberse a una
accion directa de los andrégenos sobre las células del miasculo liso vascular.

xi




I. ANTECEDENTES
a) Enfermcdadces Cardiovascularcs y Esteroides Scxualcs

Las alteraciones fisiclégicas que se observan en el sistema
cardiovascular bajo la influencia hormonal 6 el embarazo son bien conocidas.
Los esteroides sexuales en enfermedades cardiovasculares, se han considerado
epidemiologicamente ligados al sexo por la incidencia de ciertos desérdenes.
Asi, por ejemplo, se ha reportado menor incidencia de enferinedades
cardiovasculares y cerebrovasculares en mujeres premenopausicas que en
hombres de la misma edad, incrementandose los riesgos progresivamente
despmés de la menopausia, cuando la producciéon de estrogenos y progestinas
en las mujeres es marcadamente reducida (Kannel y Feinleib, 1972; Weiss,
1972; Bengtsson, 1973; Kannel et al., 1976: World Health Organization, 1976;
Godsland et al., 1987). También se ha reportado que los problemas coronarios
y cardiacos aumentan rapidamente después de la cesacion de la funcion
ovarica (Kannel et al., 1976), sugiriendo que todos estos cambios pueden ser
hormonalmente mediados (Weiss, 1972) y relacionados con €l decremento en

la produccion de estréogenos y progesterona en la perimenopausia.

Algunos estudios epidemiolégicos han sugerido que los estrogenos
podrian tener un efecto "protector" sobre el estado de las enfermedades
cardiovasculares ie., hipertension arterial, isquemia, infarto del miocardio,
etc., (Von Eiff et al., 1985; Williams et al.,, 1990), ademas de la mortalidad
producida por estos trastornos (Henderson y Paganini-Hill, 1991; Mann e
Imman, 1975). Por otro lado, es generalmente aceptado que la terapia de
remplazamiento de estrogenos en mujeres posmenopausicas reducen el riesgo
de problemas coronarios en relacion a la incidencia que se presenta en las
posmenopausicas sin remplazo de estrogenos (Knopp, 1988, Matthews et al.,
1989). Los efectos benéficos de los estrogenos en los sintomas de la
menopauéia (Campbell y Whitehead, 1977) y osteopordsis (Ettinger et al.,

1985) son actualmente de gran interés. Asi, resulta cautivante estudiar los
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mecanismos a través de los cuales las hormonas estercides podrian proveer

beneficios cardiovasculares, particularmente a la mujer.

b) Efccto de los Esteroides en ¢l Sistema Cardiovascular
i) Efccto vasodilatador dc las hormonas csteroidces

El efecto de las hormonas esteroides en el sistema cardiovascular
incluye efectos directos sobre los vasos sanguineos. El cortisol, por ejemplo, €s
necesario para mantener el tono vascular y en su ausencia ocurre una
vasodilatacion anormal con una consecuente disminucién de la presion
arterial. Las primeras evidencias senalaron una vasodilataciéon periférica
inducida por estrogenos (Reynolds y Foster, 1940) y progesterona (Selye,
1941). Posteriormente, estudios in vitro han sugerido que los estréogenos
afectan directamente la contractilidad vascular (Batra y Bengtsson, 1978),
mostrando que los estrogenos causan vasodilatacion en diferentes lechos
vasculares de varias especies, e.g., vasos uterinos, umbilicales y de la piel;
vena portal y arterias coronarias arteroescleréticas (Silva de Sa y Meirelles,
1977; Raddino et al., 1986; Vargas et al., 1989; Magness y Rosenfeld, 1989:
McCalden, 1975; Williams et al., 1990; Shan et al., 1994).

Las progestinas y andrégenos también han sido reportados como
substancias vasodilatadoras. Asi, se describe que una progestina
(pregnanolona) produce un efecto relajante sobre la arteria coronaria de perro
(Kubli-Garfias, 1987) y, mas recientemente, se ha demostrado que progestinas
y androgenos 5-reducidos inducen un marcado efecto vasodilatador en la aorta
toracica de rata; siendo el andrégeno 5B-dihidrotestosterona el mas potente

(Perusquia et al., 1996).

El efecto relajante de los esteroides no es privativo del musculo liso
vascular, ya que se ha mostrado que la progesterona (Csapo, 1959; Csapo y
Weist, 1969) y varios de sus metabolitos son capaces de inhibir la contraccion

uterina espontanea {Kubli-Garfias et al., 1979, 1980, 1983a), asi como la
2




inducida por calcio y potasio (Perusquia et al.. 1990: Perusquia y Villalén,
1996), oxitocina (Perusquia y Campos, 1991), prostaglandinas (Perusquia y
Kubli-Garfias, 1992), acetilcolina (Perusquia et al., 1991b) y serotonina
(Perusquia et al., 1991a). También pueden inhibir la respuesta contractil
inducida por bario en epididimo y vesicula seminal (Kubli-Garfias et al.,
1983b), ademas de provocar relajacion en el tracto wurinario, tejido
gastrointestinal (Kumar, 1962; Bruce y Behsudi, 1979; Batra et al., 1985;
Kubli-Garfias et al., 1987) y musculo liso aéreo (Perusquia et al., 1997).

ii) Presion arterial y esteroidces

La hipertension arterial se ha asociado, entre otras cosas, con
niveles elevados de glucocorticoides y mineralocorticoides (Kuhlman et al.,
1939; Tonolo et al., 1988; Bravo, 1986). Mas aun, la elevacion de la presion
sanguinea parece estar mediada por una accién de los esteroides adrenales en
el Sistema Nervioso Central (van den Berg et al., 1990; Gomez-Sanchez, 1991).
En los ultimos afios se ha reportado que los receptores cerebrales de
mineralocorticoides desempenan un papel importante en la patogénesis de la

hipertensién clinica (Janiak y Brody, 1988; Gomez-Sanchez, 1991).

En marcado contraste, se ha encontrado un efecto contrario al de los
glucocorticoides y mineralocorticoides por los esteroides sexuales. Asi, un
notable efecto vasodilatador reportado para los esteroides sexuales sugiere un
aumento del flujo sanguineo, con una consecuente disminucion en la
resistencia periférica, resultando un efecto hipotensor. Las evidencias senalan
una disminucién de la presion arterial en ratas castradas tratadas con
estradiol (Fischer y Swain, 1977) y que, niveles elevados de estrogenos
incrementan el fluido sanguineo uterino durante el estro (Stice et al., 1987b}.
En mujeres posmenopausicas pueden causar una reduccion de la resistencia
periférica e incremento del flujo sanguineo medio (Volterrani et al., 1995},
ademas de producir una accién hipotensora por incrementar la velocidad del

fluido arterial, asi como, disminuir la resistencia vascular sistolica y diastdlica
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de la presion sanguinea (Magness y Rosenfeld, 1989; Vargas et al., 1993).
Siendo también capaces de antagonizar los efectos vasopresores de la
noradrenalina en ratas (Kondo et al., 1980) y que, el tratamiento prolongado
de estradiol disminuye la respuesta presora de: angiotensina 1l en concjas
castradas (Chesley y Tepper, 1967; Yoshimura et al., 1984) y en ratas macho
(Shan et al., 1994) y. de [Arg’] vasopresina en ratas ovariectomizadas
(Toba et al., 1991).

Adicionalmente, se ha mostrado que otros esteroides no estrogenocs
pueden disminuir la presion sanguinea, por ejemplo: en gatos anestesiados
con Altesin (alfaxolona, 3o-hidroxi-5a-pregnan-11, 20-diona), un esteroide
anestésico de uso clinico que produce hipotension {Dodds y Twissell, 1972).
Por su parte, la progesterona (Armstrong, 1959; Franklin et al., 1962; Genest
et al., 1962; Soldati et al., 1966; Rylance et al., 1985), el acetato de
deoxicorticosterona (Wambach y Higgins, 1979), la tetrahidroprogesterona
(Holsbauer et al., 1985) y la dehidroepiandrosterona (Shafagof et al., 1992) son
capaces de inducir un efecto hipotensor. Ademas del efecto antihipertensivo de
la progesterona, se le ha atribuido un efecto diurético en la enfermedad

hipertensiva del embarazo (toxemia gravidica) (Sammour et al., 1975, 1982).

No obstante a toda la informacién anterior, se deben considerar las
evidencias de algunos reportes clinicos previos, que han mostrado que el
tratamiento con estrogenos a mujeres posmenopausicas no han sido
conclusivos. Asi, se ha reportado que su administracién sola 6 en combinacion
con progesterona ha producido efectos contradictorios sobre la presion
sanguinea; la hiperestrogémia puede constituir un factor de riesgo
cardiovascular cuando se presenta patologicamente en machos (Phyllips,
1975), cuando altas dosis de estrogenos son administradas en algunas
condiciones patolégicas, como es el cancer de prostata (Veterans
Administration Cooperative Urological Research Group, 1967), 6 cuando se
usan anticonceptivos orales (Mann e Imman, 1975). En humanos, se ha

reportado que los estrogenos administrados oralmente no presentaron un
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efecto discernible sobre la funcién renal y la respuesta presora a angiotensina
I en mujeres no prenadas, concluyendo que estas observaciones
contradictorias hacen dificil entender la accién de los estrégenos en el sistema

cardiovascular (Chesley y Tepper., 1967).
C) Mccanismo de 1la Accidon Vasodilatadora de Estcroides Scxuales

Debido a que el efecto vasodilatador de estradiol (Vargas et al., 1995;
McNeill et al.,, 1996; Jiang et al.,, 1991; Shan et al., 1994), progestinas y
andrégenos (Perusquia et al., 1996} ha sido observado como una respuesta
rapida (2-8 min), estos estudios han sugerido que la unién al receptor nuclear,
la transcripcién del gene y la sintesis de proteinas no pueden estar
involucrados en esta accion, determinando que se trata de efectos de tipo no
gendmico, como se ha reportado para la accién anestésica, sedativa/hipnética
y anticonvulsiva de algunos neuroesteroides y esteroides neuroactivos en el
Sistema Nervioso Central (Baulieu et al., 1978; Schumacher, 1990 y McEwen,
1891).

El descubrimiento de un sitio receptor a esteroides en €l canal de cloro
(CI) del complejo receptor acido y-aminobutirico,-benzodiazepinas y, el
hallazgo de los efectos de progesterona sobre la movilizacién de iones de calcio
(Ca®") en oocitos y espermatozoides, han encausado nuevamente la atencion a

la accién de los esteroides sobre la superficic membranal.

El interés en los efectos no genomicos de los esteroides en la funcion
cerebral ha aumentado desde el descubrimiento de un mecanismo molecular
que media los efectos rapidos de ciertos esteroides. Investigaciones en relacion
a la accion de los esteroides anestésicos revelan que pueden modular
alostéricamente, a los receptores del acido y-aminobutirico (GABA) (Harrison y
Simmonds, 1984), aumentando la conductancia al CI. Asi, numerosos
reportes posteriores han mostrado una relativa alta afinidad de los

3a-hidroxiesteroides por los receptores GABA, (Majewska et al., 1986;
S




Harrison et al., 1987; Morrow et al., 1987; Gee et al., 1988; Gee et al., 1987,
Peters et al.,, 1988: Turner et al., 1989; Morrow et al., 1990); proponiendo la
existencia de sitios de unién del esteroide con el receptor GABA, (Morrow et
al., 1990; Lan et al., 1990). con multiples sitios de reconocimiento en las
subunidades de este receptor GABAérgico {(Romumerts y van der Molen, 1971;
Robinson y Karabolas, 1973; Jung-Testas et al., 1989; Krieger y Scott, 1984;
Barnea et al.,, 1990: Melcangi et al., 1990). Todos estos estudios han
promovido la especulacion de gue algunos de los 3a-hidroxiesteroides, son
moduladores enddgenos de los receptores GABA,, facilitando la respuesta de
GABA (potenciacion), la cual aumenta la entrada de CI' para disminuir la

excitabilidad celular.

Sin embargo, se ha propuesto que los neuroesteroides y esteroides
neuroactivos pueden también modular canales ionicos operados por otros
ligandos. Tal es el caso para el receptor de glicina sensitivo a estricnina y el
receptor de NMDA, donde algunos esteroides inhiben las corrientes de CI
inducidas por glicina y, otros potencian la despolarizacion inducida por glicina
(Prince y Simmonds, 1992). Asimismo, se ha propuesto que algunos esteroides
pueden ser inhibidores competitivos de la unién de ligandos al receptor o de

opioides (Su et al., 1988).

Algunas evidencias han sugerido que los esteroides neuroactivos pueden
interactuar con la proteina G acoplada a receptores 0 sistemas efectores en
membranas de neuronas. Varios estudios han confirmado que el esteroide
puede estar involucrado con la inhibicién de la actividad de la adenil ciclasa y
la activacion de la fosfolipasa C (Finidori-Lepicard et al., 1981; Sadler y Maller,
1981 y 1982; Blondeau y Baulieu, 1984; Smith, 1989; Chien et al., 1991}.
Ademas, se ha reportado que los estercides pueden estar regulando sus
respuesta a través del AMPc (Minami et al., 1990; Borski et al., 1991; Petitti,
1992) y de estimular la actividad de la GTPasa (Ravindra y Aronstam, 1992).




También se ha propuesto un mecanismo adicional para algunos
esteroides GABA, activos, en el que pueden rapida y reversiblemente suprimir
las corrientes de Ca** dependientes de voltaje en neuronas (ffrench-Mullen y
Spence, 1991).

"Con respecto al mecanismo de accion que tienen los esteroides sexuales
en su efecto vasodilatador, existen pocas y encontradas evidencias. Asi, se ha
descrito que los estréogenos pueden inducir efectos indirectos en el sistema
cardiovascular, e.g, a través de una interaccion con el sistema nervioso
adrenérgico (Colucci et al., 1982). Considerando que el endotelio vascular
desempena un papel preponderante en la accién de varios agentes vasoactivos,
en los tltimos anos se ha descrito que el 17f-estradiol muestra un efecto
relajante por un mecanismo dependiente del endotelio (Miller et al., 1988;
Williams et al., 1990; McNeill et al., 1996). Estos resultados, sin embargo.
contrastan con numerosos reportes que muestran una acciéon no genomica €
independiente del endotelio para el efecto vasodilatador de estrogenos (Jiang et
al., 1991: Ravi et al.,, 1994: Shan et al., 1994: Rodriguez et al., 1996),
progesterona, testosterona y varios de sus metabolitos 5-reducidos (Perusquia
et al., 1996).

También ha sido propuesto que las hormonas esteroides sexuales
podrian interferir con la entrada de Ca®* hacia las células del misculo liso
vascular (McCalden, 1975; Harder y Coulson, 1979; Stice et al., 1987a,b;
Jiang et al., 1991; Dhar et al.,, 1994) y uterino (Takayama, 1986; Downing et
al., 1988: Perusquia et al.,, 1990, 1991a,b; Perusquia y Campos, 1991;
Perusquia y Kubli-Garfias, 1992 y 1994, Perusquia y Villalon, 1996).
Asimismo, para explicar el directo y agudo efecto inhibitorio de 17f3-estradiol
sobre la contraccion del muasculo liso vascular, recientemente se ha utilizado
la técnica de “"patch-clamp” para estudiar el efecto de esta hormona sobre los
canales de Ca®* dependientes de voltaje en células cultivadas de misculo liso

vascular de la linea A7r5 (Zhang et al., 1994) y en células aisladas de la arteria




caudal de rata (Shan et al., 1994), observando que 17p-estradiol ¢s capaz de

inhibir las corrientes de Ca** voltaje dependientes.




II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que los padecimientos cardiovascularaes son menos frecuentes
en mujeres premenopausicas que en hombres de la misma edad y mujeres
posmenopausicas. Asimismo, la estrogenoterapia en mujeres
posmenopausicas reduce el riesgo de problemas coronarios. Sin embargo, la
informaciéon existente en relacion a los demas esteroides sexuales (no
estrogenos) es practicamente nula. Asi, resulta importante estudiar los
mecanismos, a través de los cuales las hormonas esteroides puedan proveer
beneficios cardiovasculares, particularmente en la mujer. En este sentido, el
presente estudio pretende revelar la participacion de estas hormonas en la
modulacién del tono vasomotor del sistema vascular y su posible accion como
"protectores” en padecimientos cardiovasculares, especificamente en la

hipertension arterial.




I11. HIPOTESIS

Se propone que tanto los estrogenos como otros esteroides sexuales,
como son la 5B-dihidrotestosterona y algunos etiocolanos, participen como
vasomoduladores para prevenir trastornos en ¢l sistema circulatorio como
puede ser la hipertension arterial. Se plantea que esta modulaciéon es
directamente en la membrana celular del musculo liso; a través de la
disminucion de la entrada de calcio extracelular, sin la participacion indirecta

de neurotransmisores y/6 interaccion con receptores.
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IV. METAS.

1. Debido a que el mecanismo molecular de la accién no gendémica de las
hormonas esteroides en tejidos excitables no se ha determinado, se pretende
dilucidar el sitio(s) y mecanismo de accién del efecto relajante de los esteroides

sexuales masculinos en masculo liso vascular.

2. El estudio permitird establecer la importancia y relacion entre el
efecto vasodilatador e hipotensor de los estercides sexuales con repercusion
directa en el discernimiento de la etiologia de la hipertension arterial y asi,

proveer beneficios cardiovasculares.
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V. JUSTIFICACION

Puesto que la hipertension arterial es un problema de salud puablica,
resulta necesario estudiar, comprender y establecer los mecanismos
endocrinos de la regulacion de la presion arterial. Mas aun cuando parece
evidente que un grupo de hormonas esteroides ie, glucocorticoides y
mineralocorticoides la aumentan y otras familias como estrogenos, androgenos
y progestinas la disminuyen. Sin embargo, lo anterior no es suficiente, es

necesario conocer los mecanismos subyacentes en la accidén bioldgica de las

hormonas esteroides.
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V1. OBJETIVO GENERAL

Establecer el papel que desemperian los esteroides sexuales masculinos
en el Sistema Cardiovascular, proponiendo asi, el mecanismo y sitio de accion
de su efecto vasodilatador. Asi como, determinar la posible accion
antihipertensiva de algunos androgenos naturales, estructuralmente

relacionados, sobre la presion arterial.
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VII. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Estudio dcl sitio y meccanismo dc¢ la accion vasodilatadora
in vitro de 5p-dihidrotcstosterona.

En trabajos previos hemos mostrado que a partir de una ampiia serie de
progestinas y androgenos 5-reducidos, la 5p-dihidrotestosterona (58-DHT)
resulté ser el esteroide con mayor potencia vasodilatadora (Perusquia et al.,

1996). Por lo que se pretende investigar:

a) La posible participacién del neurotransmisor GABA sobre el tono
vascular de la aorta toracica aislada de rata, estableciendo
farmacologicamente la presencia del receptor GABA,, a través de la respuesta
de GABA y muscimol (agonista GABA,). Asimismo, determinar si el efecto
vasodilatador de la hormona (5p-DHT) es por interactuar con los receptores
GABA,; para tal proposito, se emplearon los antagonistas GABA, especificos

bicuculina y picrotoxina.

b) Relacionar la participacion del calcio extracelular con la accion

vasodilatadora de 5p-DHT:

i) Estudiar la asociacién de los canales de calcio, operados por
voltaje y los operados por receptor, en el efecto relajante de 53-DHT;
examinando la potencia vasodilatadora de esta hormona sobre las
contracciones inducidas por la noradrenalina (NA) y el cloruro de
potasio (KCI). Asi como comparar su accion vasodilatadora con
nifedipina (antagonista de canales de calcio sensibles a voltaje} en

ambos tipos de contracciones.
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ii) Analizar la posible reversion del efecto relajante de 53-DHT por
BAY K 8644 (activador de los canales de calcic sensibles a las

dihidropiridinas), sobre las contracciones inducidas por NA y KCL

c) Evaluar la probable interaccion de 53-DHT con los adrenoceptores f3,
independientes del endotelio, presentes en la membrana de la célula muscular
que inducen vasodilatacion; para tal propodsito, se analizara el efecto de la

53-DHT antes y después de propranolol (antagonista f3-adrenérgico).

2) Efecto de los andrdgenos sobre la presion arterial.

a) Relacionar el efecto vasodilatador, inducido por andrégencs, con una
accion hipotensora; estableciendo la accion de 58-DHT y otros dos andrégenos,
estructuralmente relacionados (5¢-DHT y etiocolanolona), sobre la respuesta
presora a NA en la rata descerebrada y desmedulada, colateralmente
descartando la posibilidad de que el efecto sea por depresion del Sistema

Nervioso Central.
b} Determinar la posible participacion del Sistema Colinérgico, como un
efecto indirecto de los andrégenos en su accién hipotensora, observando su

efecto en presencia de atropina (antagonista colinérgico muscarinico).

c) Establecér la relacion estructura quimica-actividad biologica de los

andrégenos en base a su potencia hipotensora.
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VIII. METODOLOGIA

1) Estudio del sitio y mccanismo dc la accidn vasodilatadora
in vitro de 5p-dihidrotcstostcrona.

Para este estudio se utilizaron ratas macho adultas (200-250 g) de la
cepa Wistar. Los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical,
inmediatamente la aorta toracica, de la porcién descendente, fue extraida y
colocada en una caja de Petri, la cual contenia solucién Ringer Krebs-Henseleit
con la siguiente composicion (mM): Glucosa (12.0), NaHCO; (24.9), NaCl
{119.5), KCIl {4.74), KH,PO, (1.18), MgSO, (1.18) y CaCl, (2.5); mantenida a
37°C y con pH de 7.4 ajustado mediante burbujeo constante de una mezcla
gaseosa de 5 % de CO, en 95 % de O,

En todos los experimentos se utilizaron aortas libres de endotelio, debido
a que el efecto vasodilatador de las progestinas y androgenos ha sido
propuesto como independiente del endotelio (Perusquia et al., 1996). Las
preparaciones fueron obtenidas raspando cuidadosamente la cara interna de
la aorta mediante la introducciéon de un hilo de nylon trenzado a través del
lumen. Posteriormente la aorta fue cortada en anillos de aproximadamente 1
cm de longitud. De esta manera los anillos aérticos fueron suspendidos
horizontalmente, con la ayuda de dos ganchos de acero inoxidable en forma de
“L", en camaras de incubacion para tejido aislado que contenian 10 ml de
solucion Ringer. Uno de los ganchos se sujetd a la base de la camara de
incubacién y el otro gancho fue atado a un hilo (seda de 000) y sujetado a un
transductor (Grass, modelo FT03C), el cual detectd las senales mecanicas y las
envié a un poligrafo (Grass, modelo 79) de 4 canales (Fig. 1). Los anillos fueron
sometidos a una tension inicial de 1 g (10 mN de fuerza) y mantenidos en un

periodo de estabilizacién de 1 h.
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Figura 1. Sislema de registro: A) Anillos sujetos por dos ganchos de acero inoxidable,
B) Camara de incubacion, C) transductor, D) Poligralo.
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Después del tiempo de estabilizacion, los anillos aérticos fueron
estimulados con noradrenalina (NA 0.3 pM) y la contraccion fue registrada
durante 30 min. Inmediatamente después, el tejido fue lavado con la misma
solucion Ringer y se dejé recuperar durante 1 h. Para estandarizar la
respuesta de NA, se repitieron dos estimulos consecutivos de NA, bajo las
mismas condiciones, con la finalidad de establecer reproducibilidad en la
contraccién inducida por NA. En un estimulo posterior de NA, la contraccion
fue registrada durante 5 min y fue tomada como valor control; posteriormente
se adiciond acetilcolina (ACh 20 pM) con la finalidad de mostrar
farmacolégicamente la ausencia de endotelio. Se consideré como
preparaciones sin endotelio aquellas en las cuales ACh no modificé el tono de
la contraccion inducida por NA. Después de 20 min, los tefidos fueron lavados
con Ringer, observando la relajacion de la contraccién hasta que la linea basal
alcanzara su posicion original. Todas las preparaciones fueron tratadas en la

misma forma antes de efectuar algun protocolo experimental.

En todos los experimentos que a continuacion se describiran, después
de todos los tratamientos, los tejidos fueron lavados (cuando mienos 4 veces)
con Ringer normal, dejandolos reposar durante 1 h antes de realizar el
siguiente estimulo. Por altimo, se tom6 siempre un segundo control con las
mismas condiciones del primero para verificar la recuperacion y viabilidad del
tejido.

a) Accion GABAdérgica sobre c¢l tono vasomotor dc la aorta

toracica dc rata.

Después de realizar el protocolo antes descrito para verificar la ausencia
de endotelio, se indujo otra contraccién con 0.3 pM de NA y, pasados 5 min se
adiciond: GABA (107, 10°, 10°, 10™ y 10° M) 6 muscimotl (10°, 10°y 10 M)

de manera no acumulativa, después de 10 min los tejidos fueron lavados con
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Ringer; posteriormente, se verificod la viabilidad del tejido con otro estimuleo de

NA sin ningtin tratamiento.

b) Efecto vasodilatador de 535-DHT cn prescencia de los antagonistas
GABA,.

Después del protocolo requerido para determinar la ausencia de
endotelio, se corrobor¢ el efecto relajante de 5p-DHT a 30 uM [concentracion
que induce un 33.2 + 0.9 % de relajacion previamente reportada (Perusquia et
al.,, 1996)] sobre una siguiente contraccion de NA 0.3 uM. En otros
experimentos 5 min después de inducida la contraccién con NA, se
adicionaron 1, 10y 100 uM de bicuculina en unas camaras y, en otras 1, 10y
100 uM de picrotoxina, de manera no acumulativa, y su efecto fue registrado
durante 20 min; colateralmente, 5 min después de inducida la contraccién con
NA se adicion6é 100 pM de bicuculina en unas camaras y, en otras 100 uM de
picrotoxina. Después de 10 min fueron adicionados 30 pyM de 5B-DHT. El
efecto relajante de 58-DHT sobre la contractura de NA fue registrado durante
10 min y comparado en ausencia y presencia de los antagonistas GABA,.
Después de los lavados se registré6 un ultimo estimulo con NA sin ningun

{ratamiento.

<) Efecto vasodilatador de 58-DHT sobre contracciones inducidas
por noradrcnalina (NA) 6 por altas concentraciones de cloruro
dc potasio (KCI).

Se evalud el efecto relajante de 58-DHT a diferentes concentraciones (en
un rango de 7.5 a 120 pM)} en forma no acumulativa, tanto en las

contracciones inducidas por NA (0.3 uM) como por Ringer de potasio alto (el

cual fue obtenido por sustitucion de NaCl 64.7 mM por KCl 60 mM). El
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esteroide fue adicionado 10 min después de inducida la contraccion,
redgistrando su efecto durante 20 min. Con el fin de comparar el efecto del
androgeno, se construyeron asi las curvas concentracién-respuesta en ambos

tipos de contracciones, segin el método de Litchfield y Wilcoxon (1949).

d) Prevencion de la contraccion de NA y KCI por nifedipina y
58-DHT. '

Posterior al tratamiento previo para iniciar los experimentos, se indujo
en unos experimentos la contraccion de NA, y en otros la contraccion de KCI.
La contractura fue registrada durante 20 min y considerada como control;
10 min antes de inducir una segunda contraccién, el tejido fue incubado con
90 nM de nifedipina {concentracion con la cual se observa la maxima
inhibicion de la contraccién de KClj 6 53-DHT (30 pM). registrando la
contraccion durante 20 min y comparada con la contraccion anterior (control).
De esta forma, se evaluo el efecto de nifedipina 6 53-DHT sobre las respuestas

inducidas por dos diferentes agentes.

Colateralmente, con la finalidad de observar el efecto preventivo en
conjunto de nifedipina y 58-DHT, 15 min antes de inducir la contraccién con
NA 6 KC! se adicioné nifedipina (90 nM) y 5 min después 5B-DHT (30 pM);
pasados 10 min de esta incubacion, se indujo la contraccion con el agente

correspondiente (NA 6 KCl), registrando su efecto durante 20 min.

c¢) Efccto dc la nifedipina y 55-DHT sobre la contraccion induacida
por NA y KCL.

Siguiendo con la misma estrategia, en otros experimentos 10 min

después de inducida la contraccion de NA 6 KCI se adiciond nifedipina (90 nM)
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6 5p-DHT (30 uM), su efecto fue registrado durante 10 min. La aplicacion en
conjunto del esteroide y nifedipina también fue probada sobre el tono de la
contraccion de NA y KCIL. Asi, 10 min después de indﬁcida la contraccion se
adicioné nifedipina (90 nM) y 10 min después 5B-DHT (30 nM), registrando su

efecto durante 10 min.

Finalmente, después de los tratamientos descritos, los tejidos fueron
lavados y se indujo una ultima contraccién, que sirvié para observar la

recuperacion del tejido sin tratamiento.

f) Accion de BAY K 8644 sobre ¢l cfecto vasodilatador de 58-DHT.

Para obtener informacién sobre el posible mecanismo de accion de la
58-DHT en su efecto vasorelajante in? vitro, se evalud la reversion de su accion
vasodilatadora con la aplicacion del activador de los canales de calcio por
dihidropiridina (BAY K 8644). Asi, 10 min después de observado el efecto
relajante de 30 uM de 5B-DHT sobre la contraccion inducida por NA 6 KCI
(seguin se describié anteriormente), se adicioné el calcio agonista BAY K 8644 a
tres diferentes concentraciones (1, 10 y 100 pM), registrando su efecto durante
10 min. Posteriormente, los tejidos fueron lavados con Ringer y, 1 h después
se indujo un estimulo mas (con NA 6 KCI, segin el caso), con €l objeto de
observar la recuperacion de la contraccién y la viabilidad del tejido. De esta
manera, se evalué el porcentaje de recuperacion que induce el BAY K 8644

sobre la contraccion de NA y KCI relajada por el esteroide.

Una vez determinada la concentracion adecuada de BAY K 8644
(10 uM), que induce la respuesta maxima para revertir el efecto relajante del
esteroide, en otro diseno experimental, se adicioné BAY K 8644 (10 pM) 10 min
después de inducida la contraccién por NA 6 KCl, transcurridos 10 min, se

adicion6 5p-DHT (30 uM). El efecto del esteroide en presencia del activador de
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los canales de calcio fue wvalorado durante 10 min. Finalmente, las

preparaciones fueron lavadas con solucién Ringer normal.

El efecto del esteroide en ambas preparaciones fue observado y
comparado con la adicion del BAY K 8644, antes y durante el efecto del
esteroide; de esta manera se evalud el porcentaje de recuperacion que induce

el activador sobre las contracciones de NA 6 KClI relajadas por el esteroide.

g) Efccto vasodilatador de 55-DHT cn presencia de un antagonista

p-adrenérgico.

El efecto de diferentes concentraciones (1, 10y 100 utM) del agonista
B-adrenérgico, isoproterenol, fue evaluado sobre la contractura de NA (0.3 pM);
el agonista fue adicionado 5 min después de inducida la segunda contraccion
de NA, registrando la relajacién provocada por este agente durante 10 min.
Posteriormente, las preparaciones fueron lavadas con Ringer normal, dejando
recuperar al tejido durante 1 h antes de adicionar el antagonista
B-adrenérgico, propranolol (20 uM, concentracion obtenida en experimentos
previos y con la cual se bloquea el efecto relajante de isoproterenol), 5 min
después se aplico NA, la contraccion fue registrada durante 10 min, y en
seguida se adiciond 100 pM de isoproterenol (concentracion utilizada para
observar la respuesta maxima); la acciéon fue registrada por 10 min, después
los tejidos fueron lavados con Ringer. Una hora después, se incubd
nuevamente al tejido con 20 nM de propranolol, 5 min antes del tercer
estimulo con NA, y 10 min después de inducida la contraccion se adiciond

5p-DHT (30 uM), su efecto fue registrado durante 10 min.
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2) Efccto de los andrégenos sobre la presidon arterial media dc la
rata descercbrada y desmedulada en:

a) Condicioncs control

Para este estudio se utilizaron ratas Wistar macho adultas (220-240 g).
Los animales fueron anestesiados con éter para practicar una traquecotomia, a
travées de la cual se les asisti6 con respiracion artificial (aire ambiental
2 cm®/100 g de peso del animal) mediante una bomba Palmer (modelo SW).
Posteriormente, €l animal fue descerebrado y desmedulado, con ayuda de un
estilete de acero inoxidable, de 2 mm de diametro y 25 cm de longitud, el cual
fue introducido oblicuamente por la fisura octlar en un angulo de 45° hasta la
parte media del cerebro, seguido de la introduccion del estilete a lo largo del
canal espinal, para asi, desmedular al animal, segin la técnica descrita por
Shipley y Tilden (1947). Inmediatamente después, el animal fue vagotomizado
bilateralmente a nivel cervical y canulado en la carétida para monitorear la
presién arterial mediante un transductor de presién (Grass modelo P23X1),
enviando la sefial a un poligrafo de 6 canales (Grass, modelo 7H). A estos
animales se les realizaron dos canulaciones mas: en la vena femoral izquierda
para administrar los compuestos de prueba (androégenos) y en la vena femoral
derecha para administrar una  infusion continua (durante todo el
experimento) de NA (0.059 umoles/Kg-min), la cual incrementa la presion

arterial del animal en un rango de 125-135 mmHg.

Una vez que la presion arterial media (P.A.M.) se mantuvo constante, por
mas de 10 min, fue considerada como valor control y se adininistrdo por
separado: etiocolanolona, 5a-DHT y 5B-DHT a diferentes dosis (5. 10, 15, 20y
25 umoles/Kg durante 1.2 min) disueltos en propilen glicol en un volumen
variable de 7 a 38 pl, segun la dosis administrada. Cada dosis fue evaluada en
forma independiente (no acumulativa). La respuesta fue cuantificada en
intervalos de 10 min, comenzando 2 min después de la administracion y hasta

el min 60. El efecto fue expresado en términos de diferencia de la P.A.M. en
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mmHg en relacidon al valor control. Con los valores obtenidos se construyeron

las curvas dosis-respuesta para cada hormona.

Previamente se evalud el efecto de varios solventes con la finalidad de ser
usados como vehiculos de los esteroides. De esta forma se probaron: etanol
absoluto, propilen glicol y moleculsol a diferentes voliimenes (dosis) y tiempos
de administracién sobre la P.AM. con infusién continua de NA

(0.059 nmoles/Kg-min) en la rata descerebrada y desmedulada.

b) Condicioncs dc pretratamicnto con atropina.

Para descartar la posibilidad de que el efecto hipotensor de los
andrégenos sea dado por liberaciéon de acetileolina {ACh) y/6 una posible
interaccion del esteroide con receptores colinérgicos muscarinicos,
previamente, con el mismo modelo experimental, se probaron diferentes dosis
de ACh (0.0006-0.06 umoles/Kg durante 1.2 min), administradas a través de
la canula de la vena femoral izquierda. Asi, se determiné el efecto maximo
(E,.Jd de la accion hipotensora de ACh sobre la respuesta presora de NA
(0.059 pmoles/Kg-min) a una dosis de 0.0684 pmoles/Kg¢g durante 1.2 min,
posteriormente se probo atropina a la dosis de 0.003 pmoles/Kg durante 1.2
min, con la cual se bloquea la disminuciéon de la P.AM. que induce ACh.
Colateralmente, en otros experimentos, se administré por la vena femoral
izquierda atropina (0.003 pmoles/Kg durante 1.2 min), 5 min antes de la
administraciéon por vena femoral izquierda del andrégeno con mayor potencia
hipotensora 5B-DHT (20 yunoles/Kg durante 1.2 min), y asi poder comparar el

efecto hipotensor del esteroide en presencia y ausencia de atropina.

24




3) Analisis de los datos.

El efecto in vitro de los compuestos es expresado tanto en el texto como
en las figuras, en terminos de porcentaje de inhibicion en relacién al control,
obtenido de una media de n > 6 + E.E.M. para cada concentracion (cada

concentracion fue evaluada en experimentos independientes).

La prevencion de la contraccion de NA 6 KC! por nifedipina 6 58-DHT fue
considerada en términos de porcentaje en relacion a la amplitud (en cm} de la
contracciéon anterior inducida en ausencia de nifedipina 6 53-DHT (control
100 %). En los experimentos en los cuales se adicionaron cada unc de los
compuestos sobre el tono de la contraccion inducida (NA 6 KCI) el control
considerado (100 %) fue la amplitud de la contraccién justo antes de adicionar
el compuesto de prueba, y comparado con la amplitud de la contraccién

10 min posteriores a la adicion de los compuestos.

L.a evaluacion del efecto de los andrégenos, a diferentes dosis, sobre la
P.AM. (125-135 mmHg) inducida por NA, fue cuantificado por la diferencia de
la presion arterial en mmHg del control (justo antes de la administracion de la
droga). El efecto fue la comparacion con la presion arterial observada desde el
inicio de la administracion del esteroide hasta 60 min después, en intervalos
de 10 min. Las diferentes dosis probadas fueron evaluadas de manera

individual i.e., una sola dosis por experimento (n = 6 + E.E.M.).

La prueba de “t" de Bonferroni fue utilizada para comparar los datos
obtenidos en los experimentos in vitro, considerando como diferencia
significativa un valor de P < 0.05. Solo en el caso de los experimentos in sifu

con los diferentes andrégenos, se utilizoé analisis de varianza.
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4) Substancias utilizadas.

Con excepcion de BAY K 8644 y nifedipina de INC Pharmaceuticals, Inc.,

Costa Mesa CA., los demas compuestos fueron obtenidos de Sigma Chemical

Co., St. Louis MO.

Androgenos: 3a-hidroxi-58-androstan-17-ona (etiocolanclona), 17f3-hidroxi-do-
androstan-3-ona  (Sc-dihidrotestosterona, 5o-DHT) y  17B-hidroxi-5f-
androstan-3-ona (5p-dihidrotestosterona, 53-DHT). Debido a la respuesta per
se que producen los diferentes vehiculos probados se usdé el de menor
toxicidad. Asi, para los experimentos in situ los esteroides fueron sclubilizados
en propilen glicol y para los experimentos in vitro, 5p-DHT fue solubilizada en

etanol absoluto y aplicado en un voltimen final de 0.1 % (17.14 mM).

Activador de los canales de calcio: acido 1-4-dihidro-2,6-dimetil-5-nitro-4 [2-

(trifturometil)-fenil]-3-acido piridino carboxilico metil éster (BAY K 8644),
solubilizado en etanol absoluto y aplicado a un volamen de 0.1 %.
Bloqueador de la entrada de calcio: acido 1-4-dihidro-2,6-dimetil-4-(2-nitro-

fenil)-3,5-piridino carboxilico dimetil éster (nifedipina), solubilizado en etanol

absoluto y aplicado a un volimen de 0.1 %.

Sustancias colinérgicas

Agonista  colinérgico:  2-(acetiloxi)-N,N,N-Cloruro de trietiletanamina
(clorhidrato de acetilcolina), solubilizada en agua bidestilada. Antagonista
colinérgico: acido endo (i)-a-(hidoxi metillbenzeno acético 8-metil-8-
azabiciclo[3.2. 1]oco-3-il éster (sulfato de atropina), solubilizado en soulucidon

salina fisiologica para su uso en experimentos i situ,
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Sustancias adrenérgicas

Agonistas adrenérgicos: 1-(3,4-dihidroxifenil)-2-aminoetanol (clorhidrato de
noradrenalina) y 4-]1-hidroxi-2-[(1-metiletil)-amino]etil}- 1,2-benzenodiol
(isoproterenol), solubilizados en agua bidestilada.

Antagonista adrenérgieo: 1-[(1metietil)amino]-3-(1-naptleniloxy)-2-propranol

(propranolol}, solubilizado en agua bidestilada.

Compuestos GABAérgicos

Acido y-amino-n-butirico (GABA), solubilizado en agua bidestilada, y el
agonista GABA,: 5-aminometil-3-hidroxisozole (muscimol), solubilizado en
etanol absoluto (0.1 %). Antagonistas GABA,: [R-(R*.5*]-6-(5.6,7,8-tetrahidro-
6-metil-1,3-dioxolo-|4,5-¢g] isoquinolin-5-y) furo [3,4-¢]- 1-3-benxodioxol-8-(6H])-
ona (bicuculina), solubilizada en etanol absoluto, [1aR-
(lac,2ap.3pB.6p.6ap.8a5*,8b,3,9R*)}-Hexahidro-2a-hidroxi-8b-metil-9-(1-

metiletenil)-3,6-metano-8H- 1,5, 7-trioxaciclopentalij]cicloproplal-azuleno-

4,8(3H)-diona (picrotoxina), solubilizada en HCI (0.1 N), quedando en la

camara de incubaciéon a una concentracion de 0.1 mM.

Vehiculos

1,2-propancdiol (propilen glicol) de Merck-México. S.A. Utilizado para disolver

los esteroides de prueba en los experimentos in situ.

Alcohol Etilico f{etanol absoluto) de Merck-México, S.A., usado en los
experimentos iz vitro para disolver S5B-DHT, BAY K 8644, nifedipina, muscimol

y bicuculina; aplicando una concentraciéon final de 17.14 mM (volumen total
de 0.1 %).
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Acido clorhidrico de Baker analized, México usado para solubilizar picrotoxina
(voltumen total de 0.1 %).

2,3-dihidroxipropil 2-hidroxy-1.3propanediil éter (molecuisol dilucién al 10 %)
de Aldrich Chemical Company, Inc. Utilizado como solvente para los
androgenos a administrar por via intravenosa.

Anestésico:

Eter anhidro (éter) de Baker analyzed, México.
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IX. RESULTADOS

Los experimentos in vitro designados para evaluar el efecto de los
vehiculos en que se solubilizaron los esteroides, BAY K 8644, Nifedipina,
Bicuculina y Muscimol mostraron que, hasta 30 ul de etanol (ETOH 0.3 %), al
igual que 20 pl de acido clorhidrico (HCI 0.1 N) usado para solubilizar
picrotoxina, no modifican significativamente (P > 0.5) €l tono de la contraccion
inducida por NA 6 KCI (Fig. 3C, 3D y 3E). Sin embargo, se pudo observar que
otro solvente como moleculsol, el cual solubilizaba idealmente a los esteroides,

produce una perdida del efecto de la hormona.
De esta forma, se determiné que el moleculsol es un buen solvente pero

inactiva la accién de los esteroides. Nuestros experimentos indican que el

mejor solvente en nuestro modelo para probar los esteroides es €l etanol (Fig.
2).

30 -

20

% de relajacién de la
contractura de noradrenalina

I Etanol

Moleculsol
HC1

20 pl de vehiculo

Figura 2. Efeclo dc los vehiculos ulilizados para solubilizar 53-DHT, Bay K 8644,
nifedipina, muscimol, bicuculina y picrotoxina. Las barras verticales muestran ¢l
EEM. den=6.
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1) Accion GABAérgica sobre cl tono vasomotor de la aorta
toracica aislada dc rata.

Tanto el neurotransmisor, GABA, evaluado en un amplio rango de
concentraciones (107 a 10 M), como el agonista GABA, (muscimol) evaluado
a tres diferentes concentraciones (10°°, 10°° y 104 M), no mostraron
muodificacion del tono de la contraccidén inducida por NA en preparaciones de

aorta sin endotelio (Fig. 3B y 3C).

2) Efccto vasodilatador de 58-DHT cn presencia de los antagonistas
GABA,.

Los antagonistas GABA, (bicuculina y picrotoxina), a las tres
concentraciones usadas (10°, 107° y 10* M) no modificaron el tono de la
contraccion inducida por NA (Fig. 3D y 3E). Asimismo, la incubacion del tejido
con cada uno de los antagonistas GABAérgicos no blogquearon el efecto
relajante inducido por 5B-DHT (30 uM), mostrando que no hay diferencia
significativa (P > 0.5) en la vasodilatacién inducida por el esteroide en ausencia

y presencia de los antagonistas GABA, '[Fig. 4 y Tabla I).
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Figura 3. Trazos tipicos de la contraccién Inducida por noradrenalina (NA 0.3 pM) ¢n
aorta toracica de rata sin endotelio, A) muestra la ausencia de endolelio al no observar
relajacion por acetilcolina (ACh 20 uM); B) el tono de la contraccion inducida por NA no
se modifica al administrar GABA (10-3 M), C) muscimol (Mus 100 uM), D} bicuculina
(Bic 100 uM) 6 E} picrotoxina (Pic 100 pM). A la izqulerda dc cada registro se mucstran
los controles previos del vehiculo ulilizado: etanol (ETCH 17.14 mM) para Mus y Bic,
Acido clorhidrico (HC} 0.1 N) para Pic, los cualcs no inducen cambio sobre el tono de la
contraccion. L significa lavado del tejido cambiando la solucién Ringer.
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Bic

NA ACh L A SB DNT L
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Figura 4. Trazos lipicos de la contraccién inducida por noradrenalina (NA 0.3 uM) en
aoria tordacica de rata sin endotelio, a la izquierda se corrobora la ausencia de
endolello al no observar relajacion por acetilcolina (ACh 20 pM). En la parte
central, obsérvese el efecto relajante de 5p-dihidrotestoslerona (53-DHT 30 uM) en

presencia d¢ bicuculina {Bic 100 pM) y plcrotoxina (Ple 100 pM), el idltimo

estimulo de NA muestra la viabilidad dcl tejido. Después de cada tratamiento el
tejido fue lavado (L).

TABLA 1

Relajacion de la contraccion de NA por 5B- DHT en presencia y
ausencia de bicuculina y picrotoxina.

5p-DHT BIC + 58-DHT PIC + 5p-DHT
TRATAMIENTO (30 uM) (100 pM + 30 uM) (100 pM + 30 uM)

% DE RELAJACION DE LA
CONTRACCION INDUCIDA

POR NA 0.3 uM. 33.2+0.9 32.8+0.8 33.5+0.7

Los valores son ¢l resullado de una media de n =2 6 + E.EEM. Los datos Mueron no
significativos (P > 0.5) al comparar con cl efecto de 53-DHT.
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3) Efccto de 58-DHT sobre contracciones inducidas por NA y KCL

El efecto vasodilatador de 58-DHT fue obseivado sobre la contraccion
inducida por NA y KCl, mostrando un comportamiento lineal dependiente de la
concentracion. Sin embargo, se observé que las contracciones inducidas por
KCl resultaron ser mas sensibles a la accion vasodilatadora de 5p-DHT (Tabla
1I), mostrando una pendiente mayor (Fig. 5). Los valores del analisis de las
curvas, se reflejan en la tabla III, también muestran que el esteroide tiene una

potencia relajante mayor sobre la contractura de KCI.

TABLA 11

Porcentaje de relajacion provocado por 5B-DHT sobre las
contracciones inducidas por noradrenalina 6 potasio.

% DE RELAJACION
CONCENTRACION n>6+EEM
(uM) DE 5p-DHT CONTRACCION INDUCIDA POR
NA (0.3 uM) KCl (60 mM)
7.5 15.7 + 0.3
15 . 12.6%0.8 25.1 + 0.4*
30 33.2+0.9 42.1 £ 0.7*
60 41.3+ 1.8 76.5 + 2.6%*
120 53.6 + 1.0

Diferencia significativa *(P < 0.01), **{P < 0.001), enlrc ambos tipos de contraccioncs.
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Figura 5. Curvas concentracion-respuesta de 58-DHT sobre la contraccién inducida
por 0.3 uM de noradrenalina (M) y sobre la contraccién inducida por 60 mM de
potasio ([J) en preparaciones de aorla toracica aislada dc rata libre de endolelio.
Cada punto representa la media de 6 experimentos £ E.E.M., valores con

diferencia significativa *{P < 0.01), **(P < 0.001) comparando ambos lipos de
contracciones.
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TABLA 111

Efecto relajante de B53-DHT sobre las contracciones de
noradrenalina y potasio en la aorta toracica aislada de rata libre
de endotelio.

CONTRACCION  Clg LIMITES PENDIENTE POTENCIA*
INDUCIDA POR: INFERIOR-SUPERIOR
NA (0.3 uM) 70.8 24.9-201.0 0.38 1.0
KCl (60 mM) 36.9 13.6-100.4 1.1 1.9

Clse = valor dc la concentraciéon de 5p-DHT la cual causa el 50 % de relajacién de la
contraccion. Obtenido scgin el método de Lichifickd y Wilcoxon {1949).

*Relacién de potencia oblenida por la formula: Clgg del esteroide sobre la contractura de

NA / Clgg del esteroide sobre la contractura de KCL: asumiendo valor = 1.0 para el efeclo
sobre la contractura de NA.

4) Prcvencidon de las contracciones de NA y KCI por nifedipina y
5p-DHT.

Los resultados indican que el bloqueador de los canales de calcio
sensibles a voltaje, nifedipina (NIF 90 nM), puede prevenir las contracciones
inducidas por NA (Fig. 6) y KCI (Fig. 7). Sin embargo, el antagonista de calcio a
90 nM previene 199 + 1.7 % la respuesta a NA, en contraste con un
86.9 + 1.5 % de prevencion de la contraccién inducida por KCl (Fig. 8). Con
respecto a 538-DHT (30 uM), esta previno tanto la contraccién inducida por NA
(32.5 £ 0.9 %) como la contraccién inducida por KCI {35.1 = 1.0 %), sin
diferencia significativa (P > 0.5). Los datos obtenidos muestran un sinergismo
entre S5B-DHT y nifedipina para prevenir las contracciones de NA y KCl. El
pretratamiento con nifedipina mas 5B3-DHT previenen la contracciéon de NA

(50.4 £ 0.8) de manera sumatoria (Fig. 6 y 8).

También se observd que el pretratamiento con nifedipina mas 53-DHT
previene totalmente la contraccion de KCl (100 %) con mayor potencia que la

que hace cada compuesto por separade, mostrando una accién sinérgica (Fig.
7 y 8A).
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5) Relajacion del tono dc las contraccionces de NA y KCl1 por
nifedipina y 5-DHTY.

Como era de esperarse la nifedipina fue capaz de disminuir el tono de la
contraccion inducida tanto por NA (25.3 + 0.4 % de relajacién) como por KCI
(62.2 + 3.0 % de relajacion), ver Figs. 6 y 7. Asimismo, sobre el tono de la
contraccion de NA, NIF + 5B-DHT también muestran una acciéon sumatoria

(58.4 % 0.4 % de relajacién) entre ambos compuestos (Fig. 8B).

La accion de ambos compuestos (NIF + 53-DHT) sobre el tono de la
contraccion de KCI también ejerce un efecto mayor que cuando se prueba cada
compuesto por separado {Fig. 8B). La mayor potencia que inducen 53-DHT y
nifedipina en forma conjunta sobre la contraccion de KCI muestra una accion

sumatoria del efecto que inducen ambos compuestos (Fig. 7 y 8B}.

Los datos mostraron que nifedipina es mas efectiva que el esteroide,
tanto para prevenir como para relajar ia contracciéon de KCI (P < 0.001),
mientras que 5B-DHT a la concentracion de 30 pM, antagonizé en igual
magnitud (P > 0.5) ambas contracturas (NA y KCl), ver Fig. 6, 7 y 8A. Sin
embargo, la relajacion que induce el esteroide sobre el tono de la contraccion
de KCI muestra una diferencia significativa (P < 0.01) comparada con la
contractura de NA (Fig. 7 y 8B). Asimismo, 5B-DHT fue mas efectiva que NIF

(P < 0.01), tanto para prevenir como para relajar la contractura de NA, pero no

asi para la de KCl, donde NIF resulto ser mas efectiva.

39




6) Efccto del agonista de los canales de calcio BAY K 8644 sobre cl
cfccto vasodilatador de 5-DHT.

Los resultados muestran que BAY K 8644 (10 uM) produce un aumento
del tono de las contracciones inducidas por NA (16.8 £ 0.9 % de incremento) y
KCl (18.6 + 0.8 % de incremento) y que el efecto relajante de 5B-DHT es
antagonizado de manera significativa (P < 0.001) con respecto a la relajacion
que provoca en ausencia del activador de los canales de calcio (Tabla 1V; Figs.,
9 parte inferior, y 10D). Ademas, la relajacion inducida por el esteroide sobre
las contracciones de NA y KCl fue recuperada significativamente (P < 0.001) al
administrar BAY K (80.3+ 1.0 % y 78.4 + 1.5 % respectivamente) ver Tabla IV,
Figs., 9 trazo superior y 10C).

La respuesta del tejido a NA 6 KCl resulté afectada, después de los
tratamientos mencionados con BAY K 8644, ya que en un siguiente estimulo

se observd una perdida gradual del tono de la contraccion (Figs., 9 y 10).

TABLA IV

Porcentaje de relajacién por 5B-DHT sobre la contracion de
noradrenalina y potasio alto en ausencia y presencia de BAY K.

58-DHT BAY K + 58-DHT 58-DHT + BAY K
(30 uM) (10 uM + 30 M. (30 utM + 10 M)
CONTRACCION - o - oh TN T : -
INDUCIDA POR: % DE RELAJACION % DE RECUPERACION
NA (0.3 pM) 33.2+0.9 13.7 £ 0.2* 80.3+1.0"
KCI (60 mM) 42.5 + 0.7 12.8 £ 0.6* 78.4+1.5"

*Valores significativos (P < 0.001) al comparar ¢l efeclo relajante de 5p-DHT cn presencia de
BAY K. "Difercncia significativa (P < 0.001) al comparar la recuperacion de las contracciones
con el control; considerado jusio antes de adicionar el androgeno. Los valores son las
medias n 2 6 £ E.E.M.
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Figura 9. Registros tipicos de la contraccion inducida por noradrcnalina (NA 0.3 pM)
en aorta loracica de rata sin endotclo donde sc muestra la relajacién provocada
por 5p-dihidrotestosterona (5p-DHT 30 uM); abajo sc observa una reversion
transitoria del efeclo relajante inducido por 5p-DHT después de la adicion de BAY
K (10 uM); arriba se observa un aumecnto del tono de la contraccion por la adicion
de BAY K. scguido de una disminucidn de! clfecto relajante de SB-DHT,
observandose que la relajacion inducida por el csteroide es atenuada con la
incubacion del agonista de calcio. El Gllimo estimulo de NA muecstra la viabilidad

del tejido; sin embargo, el tono muscular se picrde gradualmente. Los tejidos
fueron lavados (L) después de cada lratamiento.
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Figura 10. Registros tipicos de la contraccion inducida por potasio alto (K 60 mM) en
aorta toracica de rata sin endotelio. A) muestra la ausencia de endotelio al no
observar relajacion por acetilcolina (ACh 20 uM) y el control del vehiculo utilizado
etanol (ETOH 17.14 mM} para solubilizar 58-dihidrotestosterona {S-DHT 30 uM) y
el activador de canales de calcio (BAY K 10 uM). Se observa que ¢l vehiculo no
modifica el tono de la contraccién inducida por K; B) muestra que 58-DHT (30 pM)
disminuye el tono de la contraccion inducida por K; C) reversion transitoria del
efecto relajante inducido por 5p-DHT después de la adicion de BAY K); D) aumento
del tono de la contraccién inducida por K con la adicién de BAY K disminuyendo la
relajacion induclda por 5p-DHT. El alumo estimulo de K muestra la viabilidad del

tejido; sin embargo, el tono muscular se plerde gradualmente. Los tejidos [ueron
lavados (L) después de cada tralamiento.
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7) Efccto vasodilatador de 58-DHT ¢n presencia de um
antagonista p-adrenérgico.

Los controles mostraron que el efecto relajante del agonista
B-adrenérgico (isoproterenol 100 uM), fue bloqueado por el propranolol
(20 pM). Sin embargo, el efecto relajante de 58-DHT se observd sin diferencia
significativa (P > 0.5) tanto en presencia como en ausencia del bloqueador

adrenérgico (Fig. 11 y Tabla V).

ISOP P ISOP P

ll.'llmn NA ACh L SB DHT

Figura 11. Trazos tipicos de la contraccién inducida por noradrenalina (NA 0.3 pMj en
aorta toracica de rata sin endotelio, donde se corrobora la ausencia de endotelio al no
observar relajacion por acetilcolina (ACh 20 pM). Obsérvese ¢l cfecto relajante del
Isoproterenol (ISOP 100 uM), ¢l cual cs bloqueado cuando los tejidos son incubados
con propranolol (P 20 pM), Notese ¢l efecto relajante de 5p-dihidrotestosterona

(5B-DHT 30 uM) cn presencia de P. Después de cada tratamiento €l tejido fue lavado
(L).
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TABLA V

Porcentaje = de  relajacion de isoproterenol (ISOP) y de

5B-dihidrotestosterona (5B-DHT) sobre contracciones inducidas
por noradrenalina (NA) en presencia y ausencia de propranolol (P).

% DE RELAJACION
n=6+EEM.
CONTRACCION ISOP 58-DHT P + ISOP P + Sp-DHT
INDUCIDA POR| (100 pM) (30 uM) (20 uM + 100 pM) (20 pM + 30 pM)
NA (0.3 puM) |[85.3+1.8 33.210.9 0.0 35.2+0.4

El efecto relajante de Bf-DHT resullo no significalivo (P > 0.5) al ser comparado en presencia

de propranolol {P).
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8) Efcctos sobre la presion arterial
a) Estudio de vchiculos:

Sobre la presion arterial media inducida por infusiéon continua de
NA (0.059 nmoles/Kg-min} en la rata descercbrada y desmedulada, se pudo
determinar y evaluar el efecto de la administracion, por via intravenosa, de
diferentes vehiculos a utilizar para disolver los esteroides como son: propilen
glicol, etanol y moleculsol; los diferentes volimenes utilizados para los
vehiculos mencionados, mostraron que: (i) el etanol presenta un efecto
hipotensor (disminucién de 10 a 35 minHg) significativo (P < 0.001) sobre la
presion arterial media del animal, de tal forma que se producen arritmias atn
a bajos voliimenes (15 pl), finalizando con la muerte del animal; (ii) el propilen
glicol no modifica en forma significativa (P > 0.5) la presién arterial
(disminucion de 8.3 mmiHg), al ser administrado en un rango de 7 a 38 pl en
1.2 min sin observar cambios tanto en la presién arterial como en la
frecuencia cardiaca del animal. Moleculsol, no ocasiona cambios sobre la
presion arterial media de los animales (Fig. 12); ademas pernite solubilizar
dosis altas de esteroide. Este compuesto resulté ser un magnifico solvente; sin
embargo, al ser administrado el andrégeno disuelto en este vehiculo, el efecto
del esteroide no se presenté. Asi, se hicieron pruebas del efecto conocido de
varios esteroides ie., sobre el musculo liso uterino y vascular in wvitro,
observando que el efecto no se presenta cuando el esteroide es disuelto en el
moleculsol; ésto podria sugerir que posiblemente el moleculsol inactiva la
accion del esteroide, tal vez debido a alguna modificacién en la estructura del

esteroide y/6 que no puede ser liberado de la molécula dél agente (vehiculo)

que lo tiene atrapado.

Por los presentes hallazgos se decidié utilizar propilen glicol como el
mejor vehiculo para administrar las tres hormonas esteroides indicadas en la

metodologia (Figs. 12y 13).
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Figura 12. Efccto de: moleculsol (@), propilen glicol (W) y ctanol (#), vchiculos
administrados en 1.2 min; ulilizados para solubilizar los andrégenos probados,
sobre la presién arterial media incrementada por una infusion continua de
noradrenalina {(0.059 umolcs /Kg-min) en la rata descerebrada y desmedulada.
Cada punto representa la media de 6 experimentos + E.E.M.
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b) Efecto de andrOgenos.

Los androgenos probados (etiocolanolona, S5o-DHT y 3B-DHT)
disminuyen la respuesta presora de NA (0.059 pmoles/Kg-min) en la rata
descerebrada y desmedulada (Fig. 13). Se observdé una disminucién inmediata,
registrada a los 30 seg después de iniciar la administracion del esteroide ie.,
50 seg. antes de terminar la administracién del esteroide y con una duracion
aproximada de 2 min. Esta respuesta resulté ser dependiente de la dosis y fue
considerada como la primera fase del efecto (Tabla VI y Fig. 14). Asi, la DEg,
para cada andrégeno investigado fue de 23.3 pmoles/Kg durante 1.2 min para
S5B-DHT, 29.7 pmoles/Kg durante 1.2 min para 5o-DHT y 28.9 umoles/Kg

durante 1.2 min para etiocolanolona,

TABLA VI

Efecto de los andrdgenos sobre la presion arterial media de las
ratas descerebradas y desmeduladas con infusién continua de
noradrenalina (0.059 pmoles/Kg-min).

Dosis Disminucién de la presion arterial media
(nmol/Kg durante (mmHg)
1.2 min) n=6+EEM.
Etiocolanolona 5a-DHT 5B-DHT

5.0 5.8 +0.8* 5.0 £ 0.0* 9.2+0.7
10.0 11.6 £ 1.0** 10.8 £ 0.8** 22.5+3.3
15.0 19.1 £ 0.8** 26.0 £ 0.9* 35.0+2.6
20.0 34.1 +0.8* 31.6 £ 2.4* 40.0 £ 2.8
25.0 '43.3 + 1.0** 40.7 £ 1.7** 54.1+£0.8

Diferencia significativa *(P < 0.01), **(P < 0.001) al comparar el clecto de los androgenos
evaluados contra 53-DHT a la misma dosis.

$
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Figura 13. Registro tipico de presion arterial media (P.A.M., mmHg) por infusién
continua de noradrenalina (0.059 pmoles/Kg-min) en la rata descercbrada y
desmedulada; se muestra cl efecto de la administracién durante 1.2 min (barra

solida) del vehiculo (propilen glicol) y una dosis equimolecular de los diferentes
andrégenos. Notese la primera fase del efeclo.
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Figura 14. Curva dosis-respuesta de la primera fase del efecto hipotensor observado
del minuto 1.0 al 2.0 después de la administracion de: 5a-DHT (OQ), 58-DHT (@} y
etiocolanolona (O) sobre la presion arterial media incrementada por infusion
continua de noradrenalina (0.059 umoles/Kg-min) en la rata descerebrada y
desmedulada. Cada punto representa la media de 6 experimentos + E.E.M.

Diferencia significativa *(P < 0.01). **(P < 0.001) al comparar el efeclo de los
androgenos evaluados contra 5p-DHT a la misma dosis.

49




Sin embargo, después de esta disminucién drastica, la presion se
recuperd llegando nuevamente a los valores del control, en algunos casos se
registro un pequernio incremento (5-10 mmHg) con un tiempo de duracién de
aproximadamente 5-7 min. Cabe mencionar que del minuto 7 al 20 no se
observan cambios de presién, pero, pasado este tiempo se puede obscrvar una
perdida paulatina de la P.A.M., cuantificando hasta -21 + 0.9 mmHg para
5B-DHT, -32.5 + 1 mmHg para 5¢-DHT y -17.5 = 1 mmHg para etiocolanolona,
al minuto 60 y a altas dosis (> 20 pmoles/Kg:1.2 min). Esta etapa de la accién
del esteroide fue considerada como una segunda fase del efecto (Fig. 15),
dependiente de la dosis y, con un orden de potencia:

50-DHT > 58-DHT > etiocolanolona.

En algunos experimentos se continué registrando la caida de la P.A. M.
observando que tal efecto hipotensor persistié y que después del min 80 era de
-75 a -80 mmHg, presentandose rapidas fluctuaciones y culminando con la

muerte del animal (Fig. 16).

Los resultados indican que los esteroides disminuyen la respuesta
presora a NA; inicialmente con un decremento rapido, el cual es compensado

de manera inmediata y, posterionmente contintia el efecto hasta el deceso del

animal a dosis altas.

El andrégeno 5B-DHT a dosis altas (mas de 30 umoles) puede disminuir
draméticamente la presién e incluso provocar el deceso del animal, en algunos

casos inmediato a la aplicaciéon del androgeno y en otros en aproximadamente

10 min.
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Figura 15. Efecto hipotensor de 5a-DHT (Q), 53-DHT (@) 6 Etiocolanolona (Q) a la

dosis equimolecular de 20 pmoles/Kg durante 1.2 min sobre la presién arterial
media incrementada por infusion conlinua de  noradrenalina
(0.059 umoles/Kg'min) en la rala desccrebrada y desmcdulada; vehiculo
(propilen glicol W) utilizado para administrar los andrégenos. Cada punto
representa la media de 6 experimentos £+ E.E.M.
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Figura 1G. Evaluaciéon duranic 90 min del efecto hipotensor de Etiocolanolona (0},
5a-DHT (O) y 5p-DHT (@), a la dosis equimolccular de 20 pmoles/Kg durante
1.2 min sobre la presion arlerdal media incrementada por infusién continua de
noradrenalina (0.059 pmoles/Kg-min) en la rala descercbrada y desmedulada,
Cada punto representa la media de 6 experimentos + E.E.M.
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Los resultados del efecto hipotensor de los andrégenos probados sobre la
P.A.M. inducida por NA en ratas descerebradas y desmeduladas muestra un
efecto dependiente de la dosis (Fig. 15) y del tiempo (Fig. 16). También puede
observarse que el androgeno 5B8-DHT resulté ser la hormona mas potente
durante la primera fase de evaluacioén. Sin embargo, fue menos efectiva en su
efecto hipotensor durante la segunda fase de evaluacién comparada con
5a-DHT que resulté ser el androgeno mas potente durante esta segunda fase
de evaluacién, siendo asi el mas potente de los tres esteroides probados.
Claramente puede verse en la figura 15 y 16 que a partir del min 20 de
evaluacién, la 5a-DHT muestra una mayor potencia del efecto hipotensor

comparado con el efecto de 5f-DHT y etiocolanolona.

Asi, el orden de potencia resultd ser: en la primera fase del efecto;
5p-DHT > 50-DHT > Etiocolanolona. Mientras que en la segunda fase del efecto
fue; 50-DHT > 5B-DHT > Etiocolanolona. Estos resultados indican que la
diferencia en su estructura quimica puede ser la responsable del efecto. La
conformacion o/ trans 6 B/cis en el Cg del anillo A no es importante para su
efecto vasoactivo. Sin embargo, cuando la molécula se modifica en el C,; por
un grupo ceto y, en C; por un grupo hidroxilo como en el caso de la
etiocolanolona parece disminuir su potencia. Esto sugiere que la parte
importante de la molécula para producir mayor hipotension esta en la posicion
B/cis en C,; del anillo D para la primera fase del efecto, 1lnientras la posicion

a/ trans en C,;, es importante para la segunda fase del efecto (Fig. 17).
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ETIOCOLANOLONA

Figura. 17 Representacion estereoquimica de S5a-DHT (5a-dihidrotestosterona),
5B-DHT (5B-dihidrotestosterona) y etiocolanolona. Notese la diferencia entre
5a-DHT y 5B-DHT por la conformacion en el anillo A; y entre 5B-DHT vy
etiocolanolona por la posicién de los sustituyenies en el carbono 3y 17.
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c) Efccto de 53-DHT cn presencia de atropina.

Estudios previos mostraron que ACh disminuye la respuesta presora a

NA (0.059 pmoles/Kg-min) en una forina dependiente de la dosis (tabla VII) y

que este efecto fue bloqueado por atropina (0.003 pmoles/Kg durante 1.2 min).

Asimismo, el efecto hipotensor de 53-DHT (20 pmoles/Kg durante 1.2 min) no

fue bloqueado con la administracion de atropina (0.003 pmoles/Kg durante

1.2 min), ver figura 18 y 19.

TABLA VII

Efecto de acetilcolina en presencia y ausencia de atropina
(0.003 pmoles/Kg durante 1.2 min) sobre la presion
arterial media de ratas macho adultas descerebradas y
desmeduladas con infusion continua de noradrenalina
(0.059 umoles/Kg-min). ' '

Disminucién de la presion arterial media

ACh
(umoles/Kg durante (mmHg)
1.2 min) n=6+EEM.
sin atropina con atropina
0.0006 15+ 2.7 0.0*
0.0020 25+2.1 0.0*
0.0068 45+ 2.8 0.0*
0.0205 60 £ 2.3 0.0*
0.0684 80+ 1.2 0.0*

Diferencia signiflcativa *(P < 0.0001) al comparar el efecto de acetllcolina en ausencia y

presencia de atropina

55




10

p— 0- O_?_

OD .

E -10-

g )

2- -20 -

di -30-:

b

< 1 1
o] 3

0 20 40 60
Tiempo (min)

Figura 18. Efecto hipolensor de 5p-DHT (20 pmoles/Kg durante 1.2 min) en
ausencia (@ y presencla (O) de atropina (0.003 pmoles/Kg durante
1.2 min) sobre la presién arterial media incrementada por medio de una
infusién de NA (0.059 upmoles/Kg-min) en la rata descerebrada y
desmedulada. Cada punto representa la media de 6 experimentos + E.E.M.
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Figura 19. Registro tipico de presion arterial media (P.A.M., mmHg) por infusién
continua de NA (0.059 pmoles/Kg:min) en la rata descercbrada y
desmedulada; donde se muestra €l efecto hipotensor de ACh
(0.0205 pmoles/Kg durante 1.2 min}, asf como su inhibicién por atropina
(0.003 pmoles/Kg durante 1.2 min). Nétesc que cl efecto hipotensor de

5B-DHT (20 pmoles/Kg durante 1.2 min) no se modifica por la presencia de
atropina.
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X DISCUSION

Previamente hemos reportado que 5B-DHT induce un efecto
vasodilatador independiente del endotelio, siendo este androgeno el compuesto
mas activo en relaciéon a la testosterona, progesterona y otros androgenos y
progestinas en la aorta toracica aislada de rata precontraida con NA
(Perusquia et al., 1996). El presente estudio muestra que la 5B-DHT produce
vasorelajacion dependiente de la concentracion sobre las contracciones tonicas
inducidas por NA como por KCI en el mismo modelo biolégico. De igual

manera, este efecto no fue relacionado con los factores relajantes derivados del

endotelio vascular,

La latencia de respuesta de los esteroides ha sido usada como un
indicador de los mecanismos de accién genémicos vs no genémicos (McEwen,
1991). Asf, el rapido efecto relajante de la 53-DHT podria ser explicado como
una accién no gendémica (membranal), la cual no puede ser mediada por los

receptores intracelulares a esteroides.

Por otro lado, las bases celulares y moleculares de la accién de los
esteroides en musculo liso vascular (MLV) no han sido aian definidas. La
farmacologia de la respuesta vasodilatadora del esteroide no es consistente con
la modulacién de la funcién de los receptores GABA, en el cerebro por algunos
neuroesteroides (Majewska et al., 1986), dado por la evidencia experimental en
nuestro estudio, de que el agonista GABA, (muscimol) no produjo cambios
sobre las contracciones del MLV. En congruencia con estos hallazgos, los
GABA, antagonistas (picrotoxina y bicuculina) no bloquearon el efecto
vasodilatador del esteroide. Por lo tanto. el receptor GABAérgico no parece
estar involucrado en la accién vasodilatadora del esteroide, lo cual concuerda
con hallazgos recientes en ttero de rata (Perusquia y Villalén, 1996) y traquea

de cobayo (Perusquia et al., 1997) para el efecto relajante de los esteroides.
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Colateralmente, nuestros resultados muestran gque el antagonista
p-adrenérgico (propranolol) tampoco bloquedé el efecto vasodilatador del
andrégeno probado, sugiriendo que esta respuesta tampoco es mediada por la
unioén del esteroide a los receptores membranales f-adrenérgicos. En este
contexto, se ha reportado que los agonistas B-adrenérgicos, después de
interactuar con sus receptores especificos, producen una rapida estimulacion
de la adenilato ciclasa con una resultante elevacion de los niveles de AMPc,

inhibiendo el influjo de Ca®* para producir vasodilataciéon (Sperelakis, 1990).

Es interesante resaltar nuestros resultados que muestran que la
vasorelajacion inducida por 5p-DHT fue mas prominente sobre la contraccion
de KCI que sobre la de NA. Esta evidencia sugiere que la relajacion del
esteroide involucra una disminucién de la concentracién de Ca®* intracelular

en la célula vascular.

Es bien conocido que el KCI despolariza la membrana y abre los canales
operados pof voltaje (COV), resultando en un aumento en la entrada de Ca*.
En contraste, la NA es capaz de abrir los canales operados por receptor (COR),
induciendo influjo de Ca®* en la aorta sin producir despolarizacién en la
membrana (Cauvin et al.,, 1985). Por lo tanto, la alta potencia del esteroide
para producir relajacion sobre las contracciones inducidas por KCl podria
distinguir la fuente y clase de canales de Ca®* involucrados en la accién
relajante del esteroide. Consecuentemente, la relajacion substancial del
esteroide sobre las respuestas vasoconstrictoras inducidas por la
despolarizacién de KCl esta indicando una reduccién del influjo de Ca**
extracelular con mejor afinidad para inactivar los COV. Esta proposicién es
basada en el hecho de que la vasoconstriccion inducida por KCl es
exclusivamente por activacién de los COV permitiendo el influjo de Ca*
extracelular. -

Otro argumento que apoya el bloqueo del influjo de Ca** externo por el

esteroide es que el componente ténico de las contracciones de NA y KCl fue la
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parte evidentemente afectada por el efecto relajante del esteroide. Esto esta
relacionado con lo reportado para la contraccién de varias arterias, donde la
respuesta inicial rapida de !a contraccién es dada por liberacion de Ca®
intracelular y su componente ténico es por influjo de Ca** (Bolton, 1979; van
Breemen et al., 1982; Skirby et al., 1984).

Los resultados obtenidos en el presente estudio apoyan la idea de que la
58-DHT atenuia las contracciones del MLV por reducir el influjo de Ca** a
través de los canales. En este trabajo se ha mostrado que el efecto
vasodilatador del esteroide es por actuar en distintos canales idnicos;
activados por despolarizacion celular (COV) 6 por interacciéon entre ligando y
receptor (COR). A este respecto, se observd que tanto las contracciones por NA
como por KCl fueron antagonizadas con magnitud similar con la
preincubacion de 58-DHT, en contraste con nifedipina que se asocia con los
COV para inhibir la entrada de Ca® y, fue mas potente para antagonizar la
contraccién inducida por KCl que la inducida por NA. Estos datos
correlacionan bien con estudios previos que muestran que las contracciones
inducidas por NA son mas dependientes de la liberacion de Ca®* intracelular
(Casteels et el., 1977) y consecuentemente menos inhibida por bloqueadores
del canal de Ca®** (van Breemen et al., 1982). Sin embargo, al comparar el
efecto antagénico de nifedipina y el esteroide, la hormona presenté mayor
potencia que nifedipina sobre la contractura de NA, lo que puede explicarse
porque nifedipina es un agente conocido para Inhibir los COV de Ca®. Asi, tal
vez la nifedipina y el esteroide poseen diferentes sitios de accion sobre los COV
y/6 el esteroide esti también interactuando con los COR. Adicionalmente, se
observé que la nifedipina mas el esteroide, sumaron la prevenciéon y la
relajacion de la contraccién provocada por ammbos agentes vasoconstrictores,
pero este efecto aditivo inhibi6 significativamente mas las contracciones de KCl
que las de NA. Con estos hallazgos, es posible que el esteroide pueda estar

inactivando ambos tipos de canales de Ca*".
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Paralelamente, se observd que BAY K 8644, el cual promueve influjo de
Ca*" por interactuar con los receptores de dihidropiridina en los canales de
Ca** (Spedding. 1985), aumentdé el componente tonico de las contracciones
inducidas por KCl y NA. En el presente estudio se encontré que la 5p-DHT
induce relajacién de estas contracciones aumentadas por BAY K 8644, lo que
podria ser la evidencia de que el andrégeno ticne un efecto inactivador sobre
los COV. Ademais, el efecto inhibitorio de 5p-DHT [ue substancialmente
atenuado con la preincubaciéon de BAY K 8644, posiblemente por que este
compuesto activa los COV por un cambio conformacional (Spedding, 1985)
y/0, quizds, antagoniza competitivamente el efecto inhibitorio del esteroide,
como ha sido reportado para los Ca** bloqueadores de dihidropiridina en
musculo liso {Towart y Schramin, 1984; Spedding, 1985). Los experimentos
también mostraron que la relajaciéon del esteroide fue revertida por la adicion
de BAY K 8644 en ambas clases de contracciones; sin embargo, la reversion
del efecto del esteroide fue temporal sobre la contraccion de NA y, mantenida
sobre las contracciones de KCIl. Esto indica que la NA induce un incremento
del Ca®* intracelular por activar los COR y por liberacién de Ca** de los
reservorios intracelulares, corroborando que BAY K 8644 promueve la entrada

de Ca** por interactuar con los sitios de dihidropiridina en los COV.

Uno podria, asi, especular que la relajacion muscular provocada por el
esteroide es consecuencia del bloqueo de la entrada de Ca®** via los COV. Sin
embargo, hemos mostrade que 5B-DHT induce una relajacion de la
contraccién provocada por NA, un activador de los canales de Ca*" operados
por receptor, en presencia de Ca®* extracelular. Estos resultados indican que
el esteroide bloguea el paso del Ca* externo por inactivar ambos tipos de
canales, probablemente con mayor afinidad para inactivar los COV (Fig. 20).
Esta hipotesis es apoyada por nwmerosas evidencias experimentales que
explican el efecto vasodilatador para estrdgenos; reportando que el incremento
del flujo sanguineo por altos niveles de estrogenos es consecuencia de un
bloqueo de los COV en las arterias de cerdo (Stice et al., 1987ab) y las arterias
coronarias de conejo (Jiang et al., 1991; White, 1995). También se ha
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mostrado que el 17f-estradiol inhibe la respuesta contractil de fenilefrina y
PGF,. en la arteria coronaria de cerdo asociada por una prevencion del la
entrada de Ca*' extracelular (Vargas et al., 1989). Ademas, existe la prueba
contundente de que el estradiol produce disminucién de las corrientes de Ca*
a través de los COV en células de MLV (Shan et al., 1994 y Zhang et al., 1994).
Con respecto a los androgenos y progestinas, que también relajan al misculo
liso uterino, se ha propuesto un efecto calcio-antagénico por blogqueo tanto de
los COV (Perusquia et al., 1990; Perusquia y Villalén, 1996) como de los COR
(Perusquia y Campos 1991; Perusquia et al.,, 1991ab; Perusquia y Kubli-
Garfias, 1992).

Esta propiedad calcio-antagénica podria ser uno de los mecanismos de
la relajacién independiente de endotelio que induce el esteroide en la aorta

toracica aislada de rata.

Por otro lado, la vasorelajacion que induce 58-DHT se correlaciond con
la disminucion de la presion arterial que indujo esta hormona, sugiriendo asi
una accién hipotensora. El estudio de otros andrdgenos estructuralmente
relacionados mostraron también un agudo efecto hipotensor, cuya potencia
dependié de los cambios en su estructura quimica. La diferente potencia que
mostré cada uno de los andrégenos probados, sugiere que la interconversion
entre los grupos carbonilo e hidroxilo en C; y C,;, respectivamente, modifica la
potencia de los andrégenos 5p-reducidos para producir un efecto hipotensor

mayor.

El efecto inmediato presentado por los esteroides para disminuir la
presion arterial (Illamado “primera fase™) resulté muy rapido comparado con el
efecto tardio (llamado “segunda fase”) que se observé paulatinamente en la
primera hora después de la administracién del esteroide. Estas diferencias
podrian explicarse por un mecanismo natural compensador. Las pruebas
realizadas en animales descerebrados y desmedulados excluye enteramente la

posibilidad de que el efecto hipotensor que producen los androgenos sea
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debido a una interaccién en el Sistema Nervioso Central. Adicicnalmente, la
vagotomfa bilateral, efectuada sistematicamente en todos los animales,
descarta la posibilidad de una interaccién con el nervio vago. Asimismo, el
efecto hipotensor del estcroide, manifestado en presencia de atropina, también
muestra que esta accién no es a través de una interaccion con los receptores
muscarinicos. Asi, estas evidencias estan sugiriendo que la accién de los
andrégenos incide directamente sobre la vasculatura sistémica, posiblementé
en la membarana plasmatica de estas células, como es propuesto por los datos

obtenidos en los experimentos en tejido aislado.

La vasodilatacion producida por los esteroides propone un aumento de
la luz de los vasos sanguineos, disminuyendo la resistencia periférica y
aumentando el flujo sanguineo. Lo anterior correlaciona con la disminucion de
la presién sanguinea que inducen los androgenos encontrada en este estudio,
lo cual sugiere que el sistema cardiovascular puede ser también el blanco de
las hormonas sexuales masculinas. Esto concuerda con la evidencia de que el
corazon es blanco de andrégenos en monos hembras (McGill et al., 1980) y en
general para estradiol, progesterona y testosterona (para revisiéon ver Lin et al.,
1990; Stumpf, 1990}.

Las evidencias experimentales y epidemiologicas generalmente indican
que las hormonas sexuales femeninas (estrogenos y progesterona) tienen un
efecto “protector” sobre el estado de las enfermedades cardiovasculares,
reduciendo ¢l tono vascular. Sin embargo, los presentes datos muestran que
los andrégenos pueden también desempefiar un papel protector en la
hipertension arterial. En los ultimos afios se ha aceptado que los niveles
circulantes de dehidroepiandrosterona (DHEA) declinan progresiva y
marcadamente con la edad en humanos; adicionalmente, algunos estudios
epidemiologicos han sugerido que los niveles elevados en suero de sulfato de
DHEA pueden estar asociados con mayor longevidad y decremento de
enfermedades cardiacas en el hombre. Interesantemente, las concentraciones

de sulfato de DHEA son independientes de la sintesis gonadal y en adrenales
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(Baulieu, 1991). Asi, estas observaciones y los presentes datos sugieren que la
accion benéfica de DHEA y el suifato de DHEA, en hombres j6venes, podria ser
producido indirectamente por los productos de su metabolismo como son Sa-

y 5B-DHT.
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XI. CONCLUSIONES

El efecto vascdilatador independiente de endotelio de la 58-DHT se debe
a un bloqueo del influjo de calcio externo, inactivando asi los canales de calcio
operados por voltaje y por receptor, probablemente con mayor afinidad para

inactivar los canales operados por voltaje.

Los andrégenos inducen una accion hipotensora que no es a través de
una interacciéon con el Sistema Nervioso Central, con el nervio vago, 6 por
interaccién con los receptores muscarinicos, sino mas bien debido a una
accion directa sobre la membrana plasmatica de las células vasculares lisas

que conforman la vasculatura sistémica.

La diferente potencia hipotensora de los andrégenos muestra que la

interconversién entre los grupos carbonilo e hidroxilo en C; y C,; modifica la

potencia de los andrégenos 5p-reducidos para producir una accién mayor.

Los presentes datos sugieren que los androgencs podrian presentar una
accion protectora sobre el estado de diferentes enfermedades cardiovasculares.
Asi, la accion benéfica de dehidroepiandrosterona y sulfato de
dehidroepiandrosterona en los problemas vasculares de hombres jovenes
podria ser el resultado de la acciéon de sus metabolitos como son: S5o-y

5B-DHT.
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