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Generalmente, la soledad nos parece 1 enemigo.
Et dolor de corazdn no es algo que elijamos invitar a nuestra vida, Es algo inguicto que
nos quema v que estd prefiade del deseo de escapar y encontrar afgo o a alguien que nos
haga compaiite. Caandoe podemos descansar en ¢f punto medio, empezamos a tener nita
relacion serenn con la soledad, una soledad relajante v refrescante gue pony nuestros

temores totafpmente del revés.

Pema Chidrin
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Resumen

L. RESUMEN

Los estrogenos son hormenas esterowdes que se producen principalmente en el ovano, con
la finalidad de estimular la proliferacién y el crecimiente de las células encargadas del
desarrolle y mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios de la mujer Sin
embargo, existen evidencias que muestran a los estrogenos como sustancias capaces de
actuar modulando funcicnes sobre otres tejidos considerados como no blanco Los
principales efectos de los estrogenos sobre tejidos no blanco han sido reportados sobre el
sistema cardiovascular Se ha observado que la mujer en edad fértil estd protegida de
infarto al miocardio y que esta proteccion disminuye después de la menopausia En terapia
substitutiva de estrogenos se han reportade efectos protectores y efectos no protectores de
estas substancias que sefialan un incremento en el riesgo de sufrir infartos, hipertension y el
micio de procesos ateroesclerdticos Esta controvers:a aln no ha sido aclarada, se ha
sefialado la dosis como un factor que modifica la respuesta de los estrogenos. Tambien se
ha postulado un aumento en la reactividad del masculo liso vascular lo que puede dar lugar
a evenlos directamente involucrados en los procesos clinicos de desarrollo de enfermedades
cardipvasculares, En el presente trabajo monografico, revisamos vy analizamos, la
informacion reportada a la fecha en revistas cientificas de caracter internacional. que
relacionan ¢l mecanismo de accion de los estrégenos sobre la actividad fisioldgica del
musculo liso vascular Esto contriburra al entendimiento del efecta protector que ejercen los
estrogenes y al desarrollo de una serie de estrategias de investigacion que pernutan
establecer los mecanismos celulares por los cuales estas sustancias modulan ¢l wono v la

actividad de contraccion del musceulo liso vascular

e e e e e
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introduccidn

2. INTRODUCCION

2.1 Estrégenos

Las hormonas sexuales femeninas estrogenos y progestagenos estimulan la proliferacion y
el crecimiento de células especificas, asi como el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias de fa mujer. Estas substancias participan en ¢l mantenimiento def embarazo, el
control del ciclo menstrual/ovulatorio y en 1a modulacidn de ciertos procesos metabdlicos
(Fritsch MK y Murdoch FE, 1994)

El mas importante y potente estrogeno en humanos es el 178-estradiol (Ez) el cual es
sintetizado y secretado por los ovarios, seguido por la estrona (E;), cuya formacién se lleva
a cabo en los tejidos periféricos a partir de los androgenos secretados en la corteza

suprafrenat y células de la teca del ovario (figura 1, Williams CL y Stancel GM, 1996).

OH

gn
oS

Estradiol

Estrona

Figura 1. Estructura quimica de los estrogenos
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[ntroduccién

2.2 Biosintesis

La biosintesis de los estrogenos se lleva a cabo a partir del colesterol que conduce a la
pregnenoclona que es el precursor de las hormonas sexuales, Durante la biosintests de los
estrogenos se forman compuestos intermediarios como la androstendiona y testosterona que
conducen a la formacion de E, y E; (figura 2). Esta conversion final nvolucra la
aromatizacidén del anillo “A”, y se lleva a cabo en tres pasos en los que interviene el
complejo enzimatico monooxigenasa (aromatasa) que utiliza la forma reducida NADPH y
oxigeno molecular come co-sustratos (Miller E, 1988). En el primer paso de esta reaccidn,
el metilo angular en C-19 de los precursores androgénicos es hidroxilado, posteriormente
una segunda hidroxilacién en el misme &dtomo produce la eliminacién del grupo
hidroximetilo del C-19 y finalmente la hidroxilacion del C-2 conduce a la formacton de un

intermediario inestable que se reordena para formar el anillo fenolico “A”.

La actividad de la aromatasa reside dentro de una glucoproteina transmembranal (Pl
aromatasa) que es homdloga con la familia de monooxigenasas del citoctomo Pys (Nebert
F y Gonzalez C, 1987, Corbin W, ef af, 1988), también cs escncial una flavoproteina y
NADPIH-citocromo Pusy reductasa. Ambas proteinas estan localizadas en ¢l reuculo
endoplasmico de las células de la granulosa del ovario y en las células testiculares de
Sertoli y Leydig También se encuentran en células estrdmicas del tejido adiposo,
sinciciotrofoblastos de placenta, blastocilos de preimplantacion y diversas regiones del

cerebro, incluyendo ¢l hipotalamo (Williams CL y Stancel GM., 1996),

Los ovarios constituyen la principal {uente de estrogenos circulantes de las mujeres

premenopaasicas cuyo principal producto de secrecion es ol estradiol (£;). Gue cs

Faculiad de Quiniea TENAM



[ntroduccion

sintetizado por las células de la granulosa a partiv de precuisores androgénicos
proparcionades por las células de la teca  Aqui, como en otros tepdos, la actividad
aromatasa es inducida por las hormonas gonadotréficas, que actuan via receptor en la

membrana plasmatica elevando la concentracion de adenosina 3°-5" monofosfato (AMPc)

Las gonadotrofinas y el AMP ciclico también aumentan la actividad de la enzima que
produce la ruptura de la cadena lateral del colesterol facilitando el transporte del colesterol
a las mitocondrias de las células donde se sintetizan estos estercides  El E; secretado es
oxidado reversiblemente a estrona (E1) por la enzima 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa y
ambos estrogenos pueden ser convertidos a estriol (Es) Esta transformacion tiene lugar
principalmente en el higado, aungue de igual forma éste y otros metabolitos se encuentran
en tracto gastrointestinal, cerebro, piel y otros tejidos blanco (Williams CL v Stancel GM,
1996}, También el E; puede producirse desde androgenos via aromatasas presentes en el
sistema nervioso central (SNC) provocando efectos locales cerca de! sitio de su produccién

que se han establecido como efectos parderinos no gendmicos (Revelli A, er.af., 1998)

Los cstrogenos y las progestinas son metabolizados. permitiendo fa produccion de
compuestos menos activos y también mas hidrosolubies que la hormona original, lo que
permite que sean excretados facilmente en la orina Una pequeha fraccion de los
metabolitos  estrogénicos entran a la bilis, de donde pucden pasar a circulacion
enterohepatica antes de su eliminacion. La produccion local de los cstrogenos por esta via,
se cree que juega un papel de importancia como inducter del desarrollo de cicrias
enfermedades, como el cincer de mama. Normalmente 10% o menos de los metabolitos de

cstiopenos y progestinas son excretados en fas heces Las principales mutas de metabolismo

Fuaenlind de Guennen 1INAM
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[stroduccion

de estrogenos y progestinas son la hidroxdacidn, O-metilacién y la formacion de
conjugados con acido glucurdomco y sulfatos De esta forma Ei, Es, 2-metoxiestrona y sus
correspondientes conjugados glucurdnicos y sulfatos son los metabolitos urinarios mas

abundantes (Strobl ] y Thomas JA_, 1991).

En mujeres postmenopaisicas y en hombres de la misma edad, la principal fuente de
estrogenos es el tejido adiposo donde E, es sintetizada a partir de dehidroepiandrosterona,
secretada por la corteza suprarrenal. Asi la contribucidn del tejido adiposo a la reserva de
estrogenos es regulada en parte por la disponibilidad de los precursores androgénicos
(Mendelson y Simpson, 1987) También, grandes cantidades de estrogenos son
biosintetizadas por la placenta, la cual utiliza dehidroepiandrosterona fetal y su derivado
16ct-hidroxilado para producir E; y Eiz respectivamente, por lo que la orina de mujeres

embarazadas es una fuente natural v abundante de estrogenos (Williams CL y Stancel GM |

1996).

Facultad de Chamien TINAM 4
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Figura 2. Biosintesis de hormonas sexuales
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[ntroduccion

2.3 Acciones fisioldgicas de los estrégenos

Los estrogenos son responsables en gran medida de los cambios que tienen lugar en las
nifias durante la pubertad y explican los atributos del fenotipo femenino. Mediante una
accidn directa, causan el crecimiento y el desarrollo de la vagina, €l Gtero y ias trompas de
Falopio Inducen el aumento de tamafio de las mamas promueven el crecimiento ductal, el
desarrolio del estroma y la acumulacion de grasa, efectos en los cuales también intervienen
las hormonas hipofisiarias. Ademas contribuyen en forma no bien conocida a moldear el
contorno corporal, dando forma 2l esqueleto y produciendo cambios en las epifisis de los
huesos largos que condicionan el brote puberal en crecimiento y su culminacion por fusion

de las epifisis (Channing CP, ef al, 1980),

Las hormonas estrogénicas naturales también inducen la proliferacion del revestimiento
mucaoso de las trompas de Falopio efecto similar al que ejercen sobre el endometrio uterino
Las células glanduiares proliferan y ¢l namero de células epiteliales ciliadas que revisten
las trompas dc Falopio aumenta, estimulandose considerablemente la actividad de los
cilios, que siempre laten en direccion del (tero, facilitando el transporte del hueve

fecundado hacia la matriz (Lein A, 1979).

Estas substancias cjercen efectos importantes sobre el esqueleto, debide a que aumentan la
actividad osteoblastica Por tanto, al liegar la pubertad, cuando la nifia entra en su perindo
de fertilidad, el ¢recimiento se acclera durante los afios siguicntes. Sin embargo los
estrogenos tienen otro efecto sobre ¢l erecimiento esquelético; provocan el cieire de la
epifisis con las diafisis de los huesos fargos, Este electo es mucho mas intenso en la muje

e e e e e e e e e
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Introduccidn

que el de la testosterona en ef varon  En consecuencia, el crecimiento de la mujer suele
cesar unos ailos antes que el def varén  Después de la menopausia los ovarios casi no
secretan estrogenos. Esta deficiencia de estrogenos conduce a 1} disminucidon de la
actividad osteoblastica de los huesos, 2) disminucion de la matriz dsea, y 3) menor depédsito
de calcio y fosfato en el hyeso  En aigunas mujeres este efecto es extremadamente grave, y
el trastorno resultante se llama osteoporosis  Como este fendmeno puede debilitar en gran
medida los huesos y producir fracturas, en especial de las vértebras, para evitarlo gran
cantidad de mujeres post-menopdusicas son tratadas de manera cronica con estrogenos

sustitutivos (Guyton AC, 1995).

Por otro lado, los estrogenos aumentan la fasa metabolica de las grasas, provocando el
deposito de grandes cantidades de grasa en el tejido subcutaneo Disminuyen la velocidad
de resorcion osea al antagonizar el efecto de la hormona paratiroidea (PTH) en el hueso,
aunque no estimulan la formacion de éste. Estas sustancias intervienen parcialmente en la
conservacion de la estructura normal de la piel y los vasos sanguineos en la mujer También
cjercen efectos importantes en la absorcion por el intestino, porque disminuyen su
motilidad Facilitan la pérdida de liquide intravascular v su paso al espacio extracelular,
con lo que generan edema, La disminucion del volumen plasmatico hace que se retenga
sodio vy agua por los rifiones como mecanismo compensador. Ademas de estimular la
sintesis de enzimas que permiten el crecimiento del dtero y modifican la produccién y
actividad de otras enzimas, en el higado, producen aumento de la sintesis de proteinas de
fijacion o transponte, incluyendo las de estrdgeno, testosterona y tiroxina (Channing CP, ¢f

al | 1980)

Pacubiod de Quinnen UNAM 7



Introduccion

Por oira parte, los estrdgenos afectan el proceso de coagulacion de la sangre  En animales
de laboratorio producen cambios bifasicos de la coagulacidn sanguinea posiblemente
mediante Ja induccion de cambios en los factores que infiuyen en la coagulacion, como son
e factor I, VIL EX y X Efectos que también se han correlacionado con cambios en las
concentraciones de plasminégeno vy en la adhesividad plaquetaria (Hediin AM, 1975, Koh

KK, ef al.. 1999)

Un efecto importante de los estrogenos es la alteracidn que producen en la composicidon de
ios lquidos plasmaticos, induciendo un aumento en la concentracion de ias lipoproteinés de
alta densidad (HDL, high density lipoprotein); asi como, una reduccion en la concentracion
de ias lipoproteinas de baja densidad {LDL, low density lipoprotein), al mismo tiempo
reducen la concentracidn plasmatica de colesterol y aumentan la concentracion de
triacilgliceroles (Burkman 1988; Crook y col., 1988) Estos efectos pueden disminuir el
riesgo de enfermedad coronaria y contribuir a una incidencia menor de infarto de miocardio
en las mujeres premenopdusicas El uso de estrogenos en las mujeres posmenopausicas
también ha sido asociado con una incidenciza menor de enfermedad coronaria (Bush y

Barrct-Connor, 1985, Gruchow ef «f., 1988, Sullivan, «f af., 1988).

acultad de Quinmca HNAM X



lutraduccion

2.4 Mecanismo de accion de las hormonas esteroides

Los estrogenos al igual que otras hormonas esteroides, actdan principalmente por medio de
{a regulacion de la expresion de genes Una vez que las hormonas estercides se han
transportado desde su sitio de biosintesis a sus células efectoras se inicia el mecanismo de
accion hormonal  El primer hecho lo constituye el paso del esteroide en su forma libre
(desprovisto de su proteina transportadora) al interior de la célula Estas hormoenas
lipofilicas difunden de forma pasiva a través de la membrana plasmatica y se distribuyen de
acuerdo con su especificidad y su alta afinidad por el receptor que estd presente en el
nicleo v citoplasma de las células blanco Las hormenas s¢ unen a un receptor especifico
que se encuentra en el interior de la célula, formando un complejo hormona-receptor

El complejo hormona-receptor se activa en la célula. lo que se acompafia de una
translocacién al interior del nucleo y fijacion a la cromatina  Posteriormente se une a una
region especifica en el DNA mediante elementos de respuesta especificos de estrogenos
(EREs), los cuales estan fuertemente implicados en la modulacién de la frecuencia y el
inicio de la transcripcion, donde estimulan la actividad de la polimerasa del RNA v la
sintesis de RNA De csta forma, inicia fa activacion e inactivacion de genes especificos
que afcclan selectivamente la transcripeion genética y {a produccion del mRNA,
produciendo protecinas especificas (enzimas, factores reguladoies v proteinas estructurales)
y cjerciendo influencia sobre los procesos metabdlicos, los cuales representan la respuesta

caracteristica de los estrogenos en los tejidos blanco, (figura 3. Granner DK, 1995),

D T e T T T T T L T LS S e —— AL rer—
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Intioduceton

Experimentalmente se ha calculado que la constante de disociacion del receptor de estradiol
en el citosol es de aproximadamente IX10™ M, lo que ingtica la alta afinidad v

especificidad de union de las hormonas estrogénicas por su sitio receptor (Williams CL. vy

Stancel GM, 1996)

Torrente Citoplasma Nicleo
circubatorio S8 Receptor S
\ N
\\%\\ nactvo S
\\
A B
R Translocacion
\ % W Dhmenzacién
&hsp U % RNA Pehimerasa
s £
> Receplor DNA
N SN actiyado ERE
l Transcripcion
R ) §F SRR e e L 3’
Funcién i, RNA,
cclular 44— £ i
P1otcina

T e 4 N0.0000.. 5

5
RNA

Ribasotnas \

Figura 3. Mecanismo de accion de Jas hormonas esteroides

La regulacion esteroidal de wenes estd en las regiones “abiertas” o en la cromating
ranscripaionalmente activa, ast definida por su suscepiibilidad para la digestion por la
enzima DNAsa T Esos genes tienen por Lo menag dos regiones reguladoras separadas, en

el sitio micial de tanseripeion 3 de la scenencia del DNA (Tsai MI, er of,, 1995)

pe e e e
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[ntcoduccion

La principal region reguladora es ¢l clemento promotor basal (EPB). también conocida

como “caja TATA” y la otra region es la caja CAAT, (figura 4) {Granner DK, 1993)

Activador

EPB

Activador

Region reguladora de DNA Regidn estructural
del DNA

Figura 4. Requisitoy estructurales para la regulacion hormonal en la transcripeion de
genes, L transeripeién mucia en la flecha, en donde 1+ sigmifica ¢l primer nucledtido del
acne que es copiado. Inmediatamentc a un lade. sobre ¢l sitio 5. estid ¢l elemento promotor
basal. ¢l cual consiste de ¥ cga TATA ¥y otros componeales como la caja CAAT. Los
clemenios de 1espucsta a cstrogenos pucden ubicarse en ba regién 5° o cn ol gen mismo Las
regiones estructurales que activan o silencian la transeripeidn pucden tmmbién cstar
localizadas en varios sitios dentio o alrededor del gene (Tomado det Granner DI 1995,

Facnltad de Quinea UINAM



Mistologia del misculo biso vaseulat

3. ANTECEDENTES

3.1 Fisiologia del musculo liso vascular

El misculo liso (ML) forma parte de la porcion contractil del estdmago, intestino, utero, de
la pared arteral, de los conductos de las glandulas secretoras y muchas otras regiones en
las cuzles se requiere de contracciones lentas y constantes, Esta formado de capas celulares
elongadas, delgadas y espigadas, cada una con un solo nicleo {figura 5) Las cuales
presentan filamentos delgados y gruesos, que no estan dispuestas en un orden estricto, sin la
formacién de micfibrillas, como en la disposicion que se ve en el muscule esquelético vy
cardiaco, En su lugar, dichos filamentos forman un aparato contractil estrecho. que esta
burdamente alineado con los ejes largos de las células, pero figadas de manera oblicua a la
membrana plasmatica, por medio de uniones semejantes a discos que mantienen juntas a las

células, con un mayor grado de contraccion produciendo movimientos mas amplios

{Alberts B, et of, 1989)

L. ——Addventica

Fibras
muscylares

Etadotelio

Ivhisculo Lse de wrudad

Midsculo liso multiunitario sencilla

Figuea 5. Tipos de mascndo liso. A) muesin Lz disposician de Ias Gbms mnseuares encomtsidis on algunes
aranes  B) esquematiza v relacidn cstructral de los diferemies companenles ¢ um aneny sasealir
tonada de Guyton AC, 1995)
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Fistologia del masculo liso vasculi

La contraccion del masculo liso igual que en el muasculo esquelético se penera por fa nusma
fuerza de atraccion entre filamentos de actina y de miosina  El proceso contractil también
sc activa por lones calcio y adenosina-3"-trifosfato (ATP) que se desdobla a adenosina -5~
disfostaro (ADP) para suministrar la energia en ef inicio de la contraccidon  El muscuto liso
generalmente se divide en dos tipos principales (figura 3), musculo liso de unidad sencilla,
que forma la pared contractil def intestino, conductos biliares, (tero, vasos sanguineos vy el
musculo liso multiznitario, el cual encontramos en las fibras lisas del musculo ciliar del ojo,
iris , arterias, conductos seminales y esfinteres {Guyton AC, 1995).

La contraccidn del misculo liso vascular (MLV) se encuentra regulada por la concentracion
de calcio intracelular [Ca®']; El acoplamiento entre fos eventos de excitacidon y contraccion
ocurre por diversos mecanismos 1) la depolarizacién de la membrana celular del MLV
permite la entrada de iones Ca® a través de los canales operados por cambios en el
potencial dc membrana (canales de Ca* dependientes de voltaje) La apertura de estos
canales provoca que se genere un flujo de Ca®' hacia el interior de la célula, permitiendo
un aumento en la concentracién de [Caz'];; 2} la activacion de los receptores de membrana
por algunas sustancias vasoconstrictoras pueden inducir fa apertura de los canales de calcio,
con la consecucnte elevacion en la [Ca®'Ji v 3) la activacion del receptor también puede
aumentar dicha concentracion al activar a la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza al
fosfatidil-inositol-4, S-bisfosfato (PIP;)  para dar diaciiglicerol (DG) ¢ inositol 1.4,5-
tifosfato (1173)  Ambas sustancias estin involucradas en ¢l proceso de contraceidn, el 1P,
por medio de una accién directa sobre ¢l reticuio sarcoplasmico, induce la liberacion de
Ca’ al citoplasma celular, mientras que ¢f DG activa a la proteina cinasa C (PKC), eventos

importantes paia ba regulacion de la |(‘az' | (Westfalt D v Gertholter W, 1949:4)

|
|
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Fiswologia def nmsculo liso vascul

Cuando las {Ca®'|, aumentan, éste se une a la calmodulina, cnzima importante en los
procesos de segunda mensajeria en los que mterviene el Ca®' Una vez (ormado el compleio
calmodulina-Ca®', éste activa a la cinasa de la cadena higera de la miosina (MLCK), ia cual
promueve [a interaccidon entre la miosina y la actina formando un puente cruzado vy

permitiendo la contraceion del MLV {figura 6)

PROCESQO DE CONTRACCION

asoconstrictores 2+

P3 DG I;aﬁ MLCK
+
_/zaz’CM e ,
Ca Miosina Miosma—@
+Aclina
SK
) CONTRACCION/

Figura 6, Mecamsmo de contracadn del misculo hso sascular. Bl esquema
representi Jos diferentes vias por las cuales se puede wduet Le contraceion del miseito
La apertwg de los canales de Ca®' dependhentes de voltaje, la achvacion de cierto tipo de
1eceplores por agomslis vaseconstnctores cadogenos o L interaeeidn direeta del 1%,
sobre el reticulo sareoplismico (SR convergen en las misni vi mitaeetular que induce
Lt contragerdn del MLV (‘Tomadn der Westfal 13y GertholTer W 1994)

Los bloqueadores de los canales de Ca*” como la nifedipina y ¢l verapamil, asi como, la
entrada limitada del ion a través de éstos, provocara una disminueidn cn la probabihidad de
interaccién del Ca*' con las proteinas contractiles, por lo que, la contraceion no se lleva a
cabo De esta forma, estos agentes se conocen con el nombire de vasodilatadores, tos que
dilatan a los vasos sanguineos que exhiben cierto grado de vasoconstuiceian v modulan la

vitsoconstricoon provocads por agomistis endogenos o evagenos (Vaghy PU 1990
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Fistologia del masculo liso vascular

Otro mecamsmo por el cual se puede regular la contraccion en et MLV, es a través de los
canales de poiasio (K') que estas células expresan De tal forma que, el incremenio de la
conductancia del i6n K' genera la hiperpolarizacion de la membrana celular, la que se
asocia con una relajacién del musculo liso. Este efecto hiperpolarizante también compensa
la influencia de los agentes enddgenos que actlan depoiarizando la membrana y
promoviendo la entrada de calcio Por ejemplo, el minoxidil, un agente activador de los
canales de K™ dependientes de ATP induce una vasodilatacion en el MLV (Westfall D vy
Gerthoffer WT, 1994)

Otro tipo de agentes que se encuentran relacionados con la vasoditatacion del MLV son los
nitrovasodilatadores (p.¢j. mitroglicerina y eritritil-tetranitrato} que incrementan los niveles
intracelulares de la guanosina monofosfato ciclica (GMPc) para desencadenar la cascadz de
eventos relacionados con [a vasodilatacion. Otros agentes involucrados en este proceso, son
el factor relajante derivado del endotelio (EDRF) y el dxido nitrico (NQ). Ademas, se ha
mostrado que el incremento del AMPe estd asociado a la relajacion del ML, por medio de
la activacion de las cinasas de las proteinas dependientes de AMPc, enzima que fosforila a
la MLCK, o que se traduce a su »ez ¢n la inhibicidn de la contraccion. Finalmente la
activacion de receptores asociados a la ademiato ciclasa, como los receptores B-
adrenérgicos inducen una relajacion por medio de fa formacidn de AMPc, cuando se

estimulan con isoproterenol {Westfatl D y Gerthoffer WT, 1994)

e e e e e e e
Tenliad de Quinuea, T'NAM 1%



Fisiologia del misculo liso vascuiar

3.1.1  Control nervioso y hormonal de la contraccion del masculo liso

La contraccidn en el milsculo fiso se encuentra regulada por diversos estimulos de origen
nervioso y hormonal Con lo que respecta al control nervioso, existen sustancias
transmiscras que inhiben o estimulan fa contraccion, dependiendo del tipo de receptor al
cual se unen en ia membrana de las células musculares, Esta comunicacion se realiza a
través de la innervacion del ML por medio de los nervios autonomos, los cuales liberan
sustancias como la acetilcolina (Ach) y la noradrenalina (NA) La Ach se une a receptores
de tipo muscarinico principalmente; lo cual induce una serie de eventos intracelulares,
como la apertura de canales de potasio o el incremento en la sintesis de DG e IPs, lo que
genera una respuesta en ¢l tono vascular (figura 7) Por otro lado, la NA se une a receptores
de tipo adrenérgicos o v B, lo que induce un aumento en la formacion de DG e IPs,
inhibicidon y excitacion de la adenilato ciclasa, dependiendo del subtipo de receptor
activado (ol,02,B1,B2, principalmente). Ambas sustancias, actian fisiologicamente para
mantener ¢) tono vascular de manera antagonica, lo que permite un control fino del proceso

de contraceion (Katzung, BG, 1992, Peper K, e o/, 1982).

Terminal Nernosa

L

& 2 o * .
B oty eua@&-—*ACh

RV,
) rélula de mtisculo lso

Actvacién dal miwuo
Figura 7. Interaccion de Ach con sus receptores en la membrana de mascale liso, Bl csquena

muestri ¢l procese de comunmencidn entre ks temunales acrviosns v ¢ MLV, parnt modnlu
actvidid coatrietil {AChR  receptor de ACH)
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Fisiologia del masculo liso vascular

Por otro lado, las hormonas ejercen un papel importante en la actividad contractil def MLV
La angiotensina, hormona secretada por las glandulas suprarrenales, asi como, la
vasopresina vy la oxitocina secretadas por la glandula hipofisis anterior, inducen la
contraccion del masculo fiso de varios tejidos, por medio de la unién a receptores
especificos para cada sustancia Por ejemplo, la angiotensina Il se une a receptores
especificos denominados AT, y AT, los cuales al ser activados inducen la activacion de fa
fosfolipasa C (PKC) lo que genera un aumento en la produccion de DG y IP3, por lo tanto
produce una movilizacién de [Ca’], que culmina en una contraccién suave del MLV
(Watts S, et af, 1998).

Finalmente, tanto el control mervioso como el control hormonal en la regulacién de la
contraccion, interactuan para dar a los organos la capacidad de mostrar una actividad
ritmica, tal es el caso de las oscilaciones contractiles armoniosas que se observan en varios
tejidos, como el musculo liso de intestino y de vias aéreas (Janssen L et af, 1998) Por
tanto, son tambign susceptibles de ser modulados por sustancias presentes en condiciones

fisioldgicas en el medio extracelular.
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Fisiologia del miscule liso vascular

3.2 Misculo liso vascular como tejido #o blance para estrégenos

Las diferencias de género en la morbilidad v mortalidad provocadas por enfermedades
cardiovasculares, han sido atribuidas a las diferencias hormonales que existen entre la
mujer y el hombre Las mujeres estan protegidas de padecer enfermedades cardiovasculares
hasta el inicio de la menopausia, cuando los ovarios dejan de producir hormonas, hecho que
s¢ acompafia de un incremento considerable en la incidencia de problemas vasculares
(Ruehlmann DO y Mann GE, 1996) Por otra parte, los efectos henéficos de los estrogenos
exogenos, usados durante la terapiz de reemplazo hormonal (TRH) (Stampfer MJ, ef al,.
1991) son ampliamenie conocidos; sin embargo, el mecanismo mediante el cual los
estrogenos ejercen estos efectos sobre el tejido vascular permanece desconocido

Tradicionalmente, las hormonas esteroides han sido consideradas como moduladoras de la
tianscripaidn nuclear, intciando una serie de eventos gendmicos que son los responsables
de sus efectos fisioldgicos en los tejidos blanco. En la tabla la se presentan los tejidos
considerados como Organcs blanco que generan respuesias fisioldgicas perceptibles
después de la estimulacién hormonal y en la tabla 1b se presentan fos efectos observados en
tejiidos cuyos niveles de receptor de estrogeno (RE} son bajos Estos datos estan basados en
¢l hecho de que los estrdgenos marcados con tritio radlactivo, s¢ unen y $e renenen

selectivamente en cllos

Este concepto es claro en algunos aspectos, sin embargo en otios no, por giemplo algunas
arcas del cerebro coma ¢l hipocampo, se han considerado como tejido blanco parg los
estrogenos, sin embargo el niunero de recepiores (es deeir, fa cantidad de esnogeno intado
que se une al hipocampo) es muy pequeia s se compara con el expresado en el tracte

e e g e

Facthad de Ounnea, TINAM 1%



Fistofogia del misculo hso vascular

genital femenino En trabajos recientes s¢ han definido a los tejidos no blancos como
aquelios que modifican su respuesta fisiologica en presencia de diferentes concentiaciones

de estrogenas, sin considerar la cantidad de receptores presentes en dicho tejido (Jenssen

EV, et af., 1982)

Tabla Iza Respuesta fisioldgica de tejido blanco ante la estimulacion hormonal

TEJIDO BLANCO EFECTO

UTERO Recep.Progesterona. TOxytocina TIGF-1.

Thsp27. TEnolasa. TGiucosa-6-fosfato
deshidrogenasa
MAMA T Recep, Progesterona, TIGFA,
NGFBP-2 TEGF, TTGF-o TGF-B,
Thsp27
HIPOFISIS TIGF-1. IGFBP-2, TPRL MGF-1. ™VRE, TLLH. FSH
VAGINA Thsp 90

IGF. Factor de crecimiento unido a insulina; TGF. Factor de crecimiento transformante. 1GFEP, Proteina de
unién del factor de crecimiento higade a insulina; EFG. Factor de crecimicnto epidérmico: hsp, protcina do
choque 1érmico, PRL.prolactina (Modificada de: Ciocca DR v Vargas-Roig LM, 1993)

Numergsas observaciones experimentales, describen efectos de los estrégenos de tipe no
gendmico, que se producen en periodos muy cortos (del orden de 20 minutos), en tejidos
que son considerados como no blanco por ejemplo: linfocitos, espermatozoides, neuronas,
células musculares cardiacas vy células del masculo liso vascular Estos efectos, se
caracterizan por que se producen probablemente a nivel de la membrana celular a
diferencia de los efectos clasicos gendmicos que pueden observarse en un mayo tiempo ¢

involucran receplores nucleares (Wehling M, 1997).

e — ]
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Fisiologia del misculo hso vascular

Los efectos de los estrégenos sobre ef misculo liso vascular, se pueden agrupar en funcion
de su nivel de accion en” «) Directos sobre los mecanismos involucrados en el proceso de
contraccibn-relajacion de las células de musculo liso vascular (Jiang C, ¢ af, 1992) v b)
Indirectos: a nivel del metabolismo de lipidos, en la proliferacion de células vasculares, en
la adhesion cetular (Ronnemaa T, ef al, 1987) y en la sintesis de sustancias involucradas
con la comunicacién celular como dxido nitrico (NO) y eicosanoides (White MM, ef o,

1995)

Tabla 1b. Respuestas fisiologicas mediadas a través del receptor de estrogeno (RE), en
tejidos con bajos niveles del RE

TEJIDO EFECTO
CEREBRO TProteinas de umén en membrana para progesterona,
HIGADO TPRL-GH. RE. ApaVLDL-I[, bFGF. Angiotensina, ¢-fos. c-jun. Globulina de
transporte de las hormonas sexuales (SHEEG)
HIPOTALAMO TProgesterona, Oxitocina
HUESQ TFGF-B. c-fos. c-jun LLisosima. Protcina de membrana lisosomal
PLACENTA ™N-GnRH
PROSTATA YPRL
TESTICULOS TMr 34 000, Transferima

bIFGF. Facter de crecimiento fibrobldstice. Los niveles bajos del RE se considernzon arbitrasamente con
valotes < 100 fmel/my, de proteina (Estudios de umdn al ligando, awtoradiogafia o inmunecitoquiniicn)
(Medilicadn de Crocen DR y Vargas-Roig LM, [995),

e N
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Justificacién y Objetivo

4. JUSTIFICACION

Durante la etapa reproductiva, ias mujeres presentan una menor incidencia de enfermedades
cardiovasculares comparada con los hombres de edad similar El resultado de diferentes
estadisticas realizadas en 27 paises, han mostrado que el porcentaje de mortalidad debida a
enfermedades coronarias es seis veces mas alta en hombres que en mujeres a la edad de 40
afios. Sin embargo, con el inicio de la menopausia, las mujeres presentan un incremento
dramético en la incidencia de enfermedades coronarias. Estudios epidemioldgicos, apoyan
la idea de que el incremento en enfermedades cardiovasculares se debe a la disminucion de
los niveles de estrogenos circulanies sanguineos Las mujeres postruenopdusicas sin terapia
sustitutiva de estrégenos, son de dos a tres veces mas susceptibles a desarrollar
enfermedades cardiacas (Ross RK ef al, 1989) Frecuentemente se ha sefialado en estudios
epidemiologicos que la proteccién que ejercen los estrogenos esta relacionada con los
niveles de estrogenos plasmaticos que a su vez estan asoclados con el metabolismo de las
lipoproteinas, induciendo un incremento en las HDL vy una reduccién en las LDL, lo que
conlleva a una disminucién en la incidencia de aterosclerosis. Sin embargo, recientemente
se ha descrito la disminucion en la reactividad vascular, come un factor de gran
importancia mediante ei cual los estrogenos ejercen sus efectos protectores (Bush TI., ef o/,
1987, Barret-Connor y Bush TL, 1991)

La administracion aguda de estrdgenos relaja la musculztura lisa vascular causando una
reduccion en la resistencia vascular v un aumento en el flujo sanguinco Los mecanisimos
involucrados ¢n estos procesos han sido considerades no-genomicos sin embargo atn no se
han dilucidade completamente.  El primero de elios implica, el efecto directo de los
estrégenos sobre ¢l tono vascular que se ha observado frecuentemente en preparaciones

vasculares in wiro (Andersen HL eral. 1999} cuando se utibza 178-estradiol en altas

P T ]
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concentraciones {del orden de pM), este efecto parece no estar mediado por el receptor de
estrogenos y se ha postutado que posiblemente se deba a un efecto de antagonismo sobre
los canales de calcio dependientes de voltaje v los canales de potasio localizados en la
membrana de las células de la musculatura lisa vascular (Harder DR y Coulson PB, 1979)
Sin embargo, también se relaciona a los estrogenos con efectos directos sobre os canales
dependientes de voltaje presentes en las células vasculares, los cuales regulan el potencial
de membrana y por ende la excitabilidad del masculo liso vascular (Valverde MA er o/,
1999)

Los niveles plasmaticos circulantes de 17B-estradiol en mujeres durante su ciclo menstrual,
varian entre 100 pmo¥L y 1 nmol/L {Genuth SM, 1986). Al final del embarazo, estos
niveles llegan a aumentar hasta 10 nmol/L, mientras que durante la menopausia estos caen
hasta 30 pmol/L {Lonning PE, ef.a/ 1989) En funcién de estos datos; se ha propuesto, que
la produccién de sustancias vasodilatadoras puede asociarse con los cambios fisioldgicos
que provocan las diferentes concentraciones de estrogenos en plasma. Estudios w1 vifro,
han descrito que la produccion de prostaciclinas ¢s menor en arterias uterinas provenientes
de mujeres postmenopausicas comparadas con las de mujeres premenopausicas (Steinleiter
A, ef al, 1989),

Para tratar de cxplicar el mecanismo por el cual los estrogenos ejercen sus efectos
protectores sobre el musculo liso vascular, se han utilizado diferentes técnicas que sefizlan
la participacidén de difercntes sustancias conocidas como segundos mensajeros, como ¢l
oxido nitrico (NQ), ecicosanoides y el calcia (Ca¥). En la actualidad, agn no s¢ ha
dilucidade el mecanizmo protector de los estrogenos sobre ¢l sistema cardiovascular, por io

que ¢l abjetive de este trabajo ba sido el Hlevar a cabo una reviston de los anticulos mas
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proteger a las mujeres de sufrir enfermedades cardiovasculares La informacién recopiiada,
nos permitira conocer las teorias mas aceptadas para describir la forma en que estas
sustancias protegen al misculo liso vascular También serd 0til para interpretar y relacionar
observaciones que estamos llevando acabo en el laboratorio, encaminadas a elucidar la
forma en que los estrdgenos modulan la excitabilidad del misculo liso vascular que
permitiran la implementacién de metodologias para la evaluacion de sustancias enddgenas
vy la proposicion dei desarrollo de farmacos andlogos a los esirdgenos que puedan ser dtiles

en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, tanto en mujeres como en hombres.,

5. OBJETIVO

Realizar una revision actualizada en revistas de divulgacion cientifica sobre los efectos de
los estrogenos en musculo liso vascular, que contribuya al conocimiento de la informacion
basica de este tema para;
*Conccer los mecanismaos de accion propuestas actualmente en estos eventos y,
*Posteriormente desarrollar estrategias que permitan la clucidacion del o los

mecanismos involucrados principalimente en respuestas de tipo no gendmico

Faculig de Quinngs, UNAM

1
™
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ptoteger a las mujeres de sufrir enfermedades cardiovasculares La informacion recopilada,
nos permitird conocer las teorias mas aceptadas para describir la forma en que estas
sustancias protegen al musculo liso vascular También sera atil para interpretar y relacionar
observaciones que estamos llevando acabo en el laboratorio, encaminadas a elucidar la
forma en que los estrégenos modulan la excitabilidad del misculo liso vascular que
permitiran la implementacion de metodologias para la evaluacion de sustancias enddgenas
v la proposicion del desarrollo de farmacos analogos a los estrogenos que puedan ser Gtiles

en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, tanto en mujeres como en hombres.

5. OBJETIVO

Realizar una revision actualizada en revistas de divulgacion cientifica sobre los efectos de
los estrogenos en masculo liso vascular, que contribuya al conocimiento de la informacién
basica de este tema para.
*Conocer los mecanismos de accidon propuestes actualmente en estos eventos y;
*Posteriormente desarrollar estrategias que permitan ia elucidacion del o los

mecanismos involucrados principalmente en respuestas de tipo no gendémico.
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Efcctos de los cstrogenos sobre MLV

6, EFECTOS DE LOS ESTROGENOS SOBRE EL MLV

6.1 Efectos moduladores de los estrogenos sobre Ia excitabilidad y tone vascular
En ias células musculares, como en todas las células excitables, el potencial de membrana
(Ex) regula el tono vascular de las arterias, por un control directo de la actividad de los
canales 10nicos presentes en la membrana plasmatica. En la actuaiidad, se conoce
perfectamente, que cuando los valores de E,, se encuentran en estado basal, la membrana es
principalmente permeable a K'; por lo que E,, es controlado por la permeabilidad de K a
través de sus canales especificos

La actividad eléctrica del MI., provee a las células la capacidad de propagacién de los
estimulos, asi como, la induccidn del proceso de relajacidon-contraccidon del MLV El
mecanismo por el cual el E, regula el proceso contractil, involucra la actividad de los
diferentes canales de K°, [canales de K' dependientes del E, (K.), canales de K~
dependientes de ca’’ (ch*) y de canales de K' dependientes de ATP (Karp)]. los cuales
controlan el E,, a través de su apertura o cierre, provocando una hiperpolarizacion y una
depolarizacion de la membrana respectivamente. Estos cambios en la polaridad de la
membrana. tienen un efecto directo sobre la [Ca®'), ya que regulan la entrada de Ca’' al
interior de la célula a través de la membrana plasmatica usando canales especificos de Ca® |
evento que contribuye fuertemente al aumento de la [Ca*'], y gue junto con la hberacion de
Ca®' del reticulo sarcoplasmico, constituyen los clementos principales que disparan cl
proceso de contraccion {(Xiao-Jian 'Y, 1995),

En basc a cstos antecedentes, resulta interesante cvaluar el papel de los cstrogenos sobre la
actividad eléetrica del MLV, asi como, los clementos reguladares de la fisiologia
cardiovascular Las primeras cvidenctas del papel medulador de los estrogenos sobie la

lisiologia cardiovascular. proviencn de reportes realizados desde e década de Tos 705, en
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Efcctos de los estrdgenos sobre MLY

los que se muestran los efectos provocades por [a administracion de infusiones de éstos en
humanos, ovejas y ratas Los principales efectos observados fueron. un incremento en el
flujo sanguineo, disminucion en la resistencia vascular, disminucidén e inhibicion de la
respuesta contractil inducida por agentes vasoconstrictores como la acetilcolina y el
nitroprustato de sodio {Altura BT y Altura BM, 1977) Estos estudios daban una idea vaga
del efecto de los estrogenos sobre las propiedades eléctricas que regula el tono vascular y

en general sobre las propiedades que regulan el proceso de contraccién

Una de las primeras aproximaciones que se realizaron para analizar estas propiedades, las
reportd el grupo de Harder en 1979, en este trabajo se evaluaron e vitro los efectos del
estrdgeno sintético, dietilestilbestrol (DES). En estos estudios se realizaron registros
intracelulares de la actividad eléctrica de las células de la arteria coronaria, para evaluar el
E.. ¥ los potenciales de accidén espontaneos e inducidos por diversos agentes (Harder DR y
Coulson PB, 1979) La concentracidén de DES 5X10° M provocd una hiperpolarizacion de
aproximadamente 20 mV en las células de ML de aorta, Este efecto se observé después de
la incubacion de las células durante 15 a 20 min con DES y permanecid durante todo el
tiempo que la sustancia estuvo presente ¢ incluso despuds de habeifa eliminado del baiie de
registro, Bl efecto se inhibié en presencia de un bloqueador de los canales de K', como el
tetractilamonio (TEA, 10 mM), También la hiperpolarizacion se inhibid al aumentar la

conceniracion extracelular de K' en ¢l medio de incubacion de la arteria coronaria,

Por otra parte, el DES también mhitnd el potencial de accion provocado por la estimutacion
cléctrica de la aorta, asi como, los potenciales espontineos observados en este tejido

cuando se induce una depolarizacion con TEA  Los resultados sehalaion claramente gue

e = P L ——————— e e e ——— e m— T e e——— e ——— e e )
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Efcctos de los cstrogenos sobre MLV

DES provocd la hiperpolarizacidn de las células de la arteria coronarna a través de la
modulacidn de los canales de K', facilitando su sahda, esto explica de alguna manera sus
efectos relajantes sobre el masculo liso vascular

Resultados de estudios realizados recientemente (Wehling M, 1997, Andersen HL, er af |
1999} en segmentos de arterias, apoyadan la idea de los efectos no-gendmicos de los
estrogenos sobre el tono vascular v su implicaciéon en los efectos protectores de estas
sustancias sobre el MLV

Andersen y cols. en 1999 anahizaron el efecto fisioldgico v farmacoldgico de dos
concentraciones diferentes de E; (5 v 10 uM) sobre la respuesta de contraccion de la zorta
de rata inducida por varios agonistas En este trabajo, se anahizod la contraceidn in vitro de
anillos de aorta provenientes de ratas hembra ovariectomizadas, a las cuales se les
mantuvieron sus concentraciones sanguineas de estrégenos, por medio de la administracion
de Ez durante 7 dias {100 pg/Kg). Después de este tiempo, los anillos de zorta fueron
colocados en camaras de tejido aislado para realizar ¢l andlisis vasomotor, el cual consistid
basicamente en {a induccion de {a contraccion del tejido usando difcrentes concentraciones
de fenilefrina, 5-HT (5-Hidroxi-triptamina), Ca®' v K'. Las respuestas de contraccion
contro] fueron tomadas en ausencia de Es, mientras que el cfecto del estrogene se analizd

cuando sc adiciond la sustancia ¢n la camara de tejido

Los resultados de estos experimentos mostraron un efecto modulador del Bz sobre la
contraccion inducida por Ios agonistas cmpleados La contraccion de la aota se v
disminuida en todos los casos en presencia de [y Este efecto, se observa despues de la

incubacion del tejido durante 30 minuos, sicndo reversible y reproducible en el mismo
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tejido, lo que demostrd que no hay un proceso de des-sensibilizacidon Por otro lado, s
importante hacer notar que la latencia del efecto es mucho menor en comparacion con los
efectos gendimicos que los estrégenos inducen

El efecto del E; fue analizado en presencia y ausencia de endotelio, para evaluar la
participacion de éste como un mediador de los efectos que la hormona induce en et MLV
En los resultados mostrados anteriormente, en ambos modelos experimentales, el E;
disminuye ia contraccion inducida, lo que indica claramente que esta hormona puede llevar
a cabo sus efectos moduladores sin inducir la liberacion de sustancias refajantes derivadas
del endotelio, como es el caso del dxido nitrico (NO). Esto también apoya fuertemente la
idea de que los estrdgenos tiene la capacidad de medificar la actividad contractil del ML
por interaccion directa sobre las células musculares sin estimular la sintesis de nuevas

proteinas (Andersen L, ef af, 1999).

Tratando de determinar ¢l mecanismo involucrado en los efectos de 1os estrogenos sobre el
MLV, se han realizado trabajos en los cuales se analiza el efeclo de estas sustancias sobre
clementos directamente involucrados en las propiedades eléciricas de las células Por
¢jemplo Nakajima y cols. en 1995, mostraron mediante ¢l uso de¢ una iécnica
clectrofisioldgica, que el Bz y DES 10 y 30 uM respectivamente tienen la capacidad de
inhibir las corrientes de Ca?' tipo L registradas en células de aorta de rata. Los efectos de
astas sustanclas sobre los canales catidnicos inespecificos acoplados a receplores, tales
como los activados por endotelina-] y vasopresina muestran que estas sustancias
estrogénicas no tienen efecto alguno sobre estos canales, lo que sugicre que ¢ Ey juega un

papel importante en la modulacion del tono vascular, mediante un mecanisme de aceidn
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especifico, producicndo la mhibicién de los canales de Ca®' tipo L dependientes de voltaje
(Nakajima, T, et afl | 1995)

Finalmente, partiendo de estas evidencias, podemos seflalar que los estrégenos son capaces
de inducir acciones protectoras en el MLV por medio de una accion directa sobre el ML
modulando las principales funciones de este tejido y por consiguiente afectan las
propiedades fisioldgicas del sistema cardiovascular.

Recientemente se han reportade estudios clinicos donde se ha mostrado el efecto benéfico
que tiene la administracidon aguda de estrogenos sobre el sistema cardiovascular, por
ejemplo se ha observado que el principal efecto de [a TRH es una reduccidn en el riesgo de
suftir enfermedades del sistema cardiovascular, al reducir un 50% el riesgo en las

enfermedades coronarias e infartos cardiacos (Wren BG, 1992)

6.2  Evidencias de la interaccidn entre estrogenos y misculo hiso vascular

En la actualidad se concibe lz idea de que los estrdgenos actlian a través de mecanismos
gendmicos v no-gendmicos para ejercer sus cfectos El modelo clasico de accién de los
estrogenos se revisd con detalle anteriormente, v basicamente incluye la union de la
hormona a un receptor citoplasmatico o nuclear, que induce al complegjo hormona-receptor
a unirse can una secuencia especifica del DNA lo que finaimente culmina con la sintesis de
proteinas y un cambic en Ja fisiologia de la célula blanco (Williams CL y Stancel GM,
1996)  La mayoria de los clectos gendmicos se aprecian en cuestion de horas Sin
embargo, se han observado un gran nimero de respuestas no-gendmicas en el arden de
segundos  Las principales evidencias de los efectos no-genomicos provienen de diferentes

fuentes comoe el sistema nervioso central (SNCY, eclulas de museuio liso vascabar, celulas

e e e e e ——
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de (tero, células umbihcales y células MCF-7 de cancer de mama La importancia
{isioldgica de los efectos que los estrogenos inducen sobre la membrana y su relacion con
la funcién vascular s¢ suman a los que ejercen a través de la activacion del metabolismo de
lipoproteinas a nivel hepatico, sobre la pared de los vasos sanguineos y los efectos sobre la
inhibicion de la proliferacion de las células de musculo liso vascular para modificar en su
conjunto la motilidad y resistencia vascular Mecanismos que involucran la dependencia de
sintesis de proteinas y que sugieren eventos nucleares, mediados por mecanismos
genomicos.

Ejemplos de respuestas hormonales no gendmicas son las producidas por los dertvados 3o-
hidroxilados de la progesterona, que han sido descritos como compuestos que ejercen
efectos rapidos y significativos sobre la excitabilidad del cerebro mediados por ef receptor
"A" del acido y-aminobutirico (GABA,) (Lan NC, ef o/, 1990) En humanos, la
progesterona induce en cuestion de segundos un incremento en las [Ca®'], lo que provoca
la reaccion acrosomal (Blackmore PF, er e/, 1990). La aldosterona, en células de misculo
liso vascular induce incrementos de la entrada de Na' v de la concentracion intracelular de
IP: en 30 segundos (Wheling M, ef @/, 1997) En osteoblastos de rata, la testosterona
produce aumentos en la concentracion intracelular de Ca®', 1Py y DG cn cuestion de
scgundos (Lieberher M y Grosee B, 1994) La naturaleza ripida y las caracteristicas
tarmacoldgicas de estos efectos son incompatibles con el mecanismo gendmico clasico de

los esteroides, que termina con ia sintesis de proteinas,
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6.3 Determinacion de receplores de estrogenos (RE) en MLY

La presencia de RE en el MLV ¢n un principio fue establecida por estudios de competencia
de ligando, donde se emplearon estrogenos radiocactivos en diferentes tejides como  la
aorta, arteria coronaria, vena safena y arteria mamaria de humano; asi como, en células
Gnicas provenientes de aorta Estos estudios apoyaron la idea de que los estrdgenos podian
giercer efecios fisicldgicos directos sobre el tgjido vascular involucrando un receptor
especifico. Posteriormente, ademas de analizar la presencia de RE, se considerd necesario
evaluar la funcionalidad de estos receptores una vez unidos a su agonista utiizando
diferentes modelos experimentales. (Karas RH y Paterson BL, 1994, Farhat MY, et af.,
1996).

En 1993 Orimo y cols demostraron la presencia del mRNA de los REs en las células de
MLV de aorta torcica de ratas jovenes, mediante 1a téenica de Northern Blot. Este hecho
fue confirmado por la amplificacion del mRNA usando la técnica de RT-PCR y también
por métodos inmunocitoquimicos en células de MLV utilizando anticuerpos anti-RE
monoclonales los cuales reconocen el dominio de unidn al DNA del RE  En éstos ultimos
experimentos encontraron inmuncreactividad tanto en el citoplasma como en el nacleo y
por otra parte, demostraron que ia incubacidon durante 30 minutos con 173-estradiol indujo
la expresion del mBRNA del gen o-fos en estas células  Este resultado concuerda con la
actividad mostrada por el mismao cstdgeno en Glero de ratas ovanectomizadas (Welsz Ay
Bresciani I, 1988) indicando claramente que los REs en un tejido no blanco pueden gancrar
un respucsta similar a la observada en tejidos blancos, cjerciendo efectos reguladores sobre
el crecimiento, la diferenciacion y funcion de las células vasculares a través de sus propios

receptores (Orimo A, erel | 1993),
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Bayard y cols, (1995) demostiaron que células en cultivo del musculo liso de arteria de
rata, presentan una alta actividad de las ¢nzimas involucradas en el metabolismo y en la
sintesis de los estrdgenos (aromatasa, deshidrogenasa del estradiol-173-hidroxiesteroide y
17-cetoreductasa) Esto demostré que los estrogenos pueden ser sintetizados en el misculo
liso vascular, desde androstendiona, reaccion gue esta mediada por el complejo enzimatico
de la aromatasa. En éstas mismas células se mostrd la existencia de receptores funcionales,
que s¢ encuentran principalmente localizados en el citoplasma. Estos receptores generaron
una respuesta similar a la observada en tejidos blancos que consiste en la induccion de

sintesis de proteinas posterior a la activacion nuclear (Bayard F, ef al., 1995).

En 1979 el grupo de Harder, analizd los efectos del estrogeno sintético DES sobre las
propiedades eléctricas de la membrana del masculo liso vascular En este trabajo se mostrd
en primera instancia, la presencia de REs especificos presentes en las arterias coronarias,
aocrta, corazon y utero de perro y ganado bovino, empleando un analisis de desplazamiento
de estradiol tritiado. Los resultados de este trabajo presentan diferencias significativas en la
concentracidon de RE en la arteria aorta, dependientes de la edad det animal (Tabla 2). Por
otro lado, al hacer una correlacidon entre las concentraciones de RE y ¢l sexo del animal,
observaron que no hay variaciones significativas en la cantidad de RE en arterias coronarias
de perros hembras con respecto a la de Jos machos. La presencia de RE en células unicas
awsladas de aorta, sugirid una influencia directa de los estrégenos sobre las propiedades
cléctricas del masculo lise vascular y por ende sobre las propicdades contractiles de las

arterias, que no involucra por lo menos al inicio del efecto, la activacion nuclear clasica de

los estrogenos

e ———————— e — ]
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Tabla 2 Concentracidn de receptor especifico a estrdgeno en diferentes tejidos musculares

10""° moles/me de proteipa soluble

X {* sem) 0
Arteria coronana, perre adulio 20,96 (= 4.32) 9
Arterta coronarnia. hemabra adulta 21 02(* 6.74) 3
Arteria coronaria, macho adulto 22.10 (£ 8.32) 3
Utcro, bovino adulto 230 97 {10 05) 4
Corazén canino 313(x 0.67) 4
Aorta fetal bovina 147 40 (+ 12.20) 4
Aorta , bovino adulte 3770 (+ 415) 4

n = numero de determinaciones por tejido. (Harder DR y Coulson PB, [979).

6.4  Sitios de unién para estrégenos en la membrana

Demostrar la presencia de RE funcionales en células no blanco en citoplasma v nicleo. no
es suficiente para apoyar los efectos no-gendmicos que los estrogenos inducen en varios
tipos de tejido incluyendo al masculo liso vascular. Por otro lado, la membrana celular
representa el principal sitio potencial para las acciones no-gendmicas de los estrogenos
observadas en varios tejidos.

Aungque no existen evidencias directas de la identificacion del RE en la membrana del
tejido vascular, se han determinado la presencia del RE en la membrana de otros tejidos.
Mediante ¢l uso de téenicas de union a receptores con ligandos marcados y derivados de
conjugados de cstrogenos, Pietras y Szengo demostraron fa existencia de un sitio de union
especitico al 17B-estradiol localizado sobre la membrana de células aisladas de higado de
ratas ovaricctomizadas, la umdn del 17f-estradiol a su posible receptor membranal es
dependiente de la temperatura (Pietras RE y Zsengo, 1980}, Otros grupos de mvestigadores,

han caracterizado sitips de union cspecificos para el 2 en v membrana plasmatica de
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neuronas de ratas macho (Towle A y Sze P, 1983), en células de la hupdfisis provenientes
de ratas hembra (Bression D, ef al, 1986) y en células cancerigenas de tejido mamario
humano (Nenci I, et af, 1981) Asi mismo Pappas demostrd ia presencia del RE en la
membrana de la linea celular GH3/B6 proveniente de tumor de hipdfisis, demostrando la
posibilidad de encontrar RE sobre la membrana celular, con caracteristicas funciconales
similares a los receptores presentes en citoplasma y nicleo {Pappas TC, ef al, 1994).
Aunado a estos hallazgos, en 1995 se demostrd la existencia de proteinas capaces de unir a
estrégenos con una masa especifica de 23 a 33 kDa. Estas proteinas fueron localizadas
exclusivamente en la fraccion correspondiente a la membrana celular de sinaptosomas de

neuronas de rata (Zheng I y Ramirez VD, 1995).

Ligando

Sitio de
unién

Membrana
celular

Transduccion de scfiales a través de segundos
mensajeros

Modulacion en la apertura o cierre de canales
iGnicos

Figura 8, Sitios de union en ia membrana eciular
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La naturaleza de los sitios de unidn en la membrana celular del musculo lisa v el papel que
estos juegan en la respuesta de corto término de los estrégenos y de las respuestas
dependientes de la transcripcién, permanecen sin ser determinadas (figura 8) Sin embargo,
la posibilidad de que los estrégenos se unan a diferentes proteinas receptoras sobre la
membrana celular podria explicar las diferencias cualitativas entre la respuesta de los
estrogenos observada en cuestion de segundos en varios tipos celulares y la respuesta
estrogena gendmica En la tabla 3 se muestra los tejidos en los cuales se ha podido

establecer la presencia de sitios de unién de esteroides sobre la membrana

Tabla 3. Sitios de unidn a esteroides localizados sobre la membrana celular

Esteroide Tejido Téenica
Progesterona Cerebro de rata Unidn de ligando
Aldosterona Linfocitos de Marcaje de fotoafinidad
Humano Unidn de ligando
Rifidn de rata Unidn de ligando
Glucocorticoides  Cerebro de rana Unidn de ligando
Higado de rata Union de ligando
Vitamina D Hueso Derivacion de estrogenos
conjugados
Estradiol Endometrio derata  Unién de ligando
Derivacidn de estrogenos
conjugados
Higado de rata Unidn de ligando

Western Blot
Fluorescencia

Cerebro Unién de ligando
Células de cancer de  Anticuerpos anti-ER
mama

Células de hipofisis  Microscopia focal laser
(Farhat MY, et al, 1990)
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6.5 Mecanismos invelucrados en las acciones protectoras de los estrdgenos
sobre el masculo liso vascular

A Ifectos protectores de fas hormanas femeninas

Diversos estudios puntualizan el papel de las hormonas femeninas como moduiadores que
favorecen el balance de los agentes vasedilatadores y vasoconstrictores Los niveles séricos
de nitrato y nitrito, metabaolitos estables del vasodilatador oxido nitrico {NO) dernivado de
endotelio, se elevan durante la fase folicular del ciclo menstrual conjuntamente con el
aumento de los niveles de 17f-estradiol y disminuyen en la fase post-ovulatoria, con aitos
niveles de progesterona Por otre lado se han observado en mujeres premenopausicas,
niveles mas bajos de endotelina (ET-1), un wvasconstrictor derivado de endotelic
comparados con hombres de la misma edad Asi mismo se ha encontrado una reduccion en
los niveles de ET-1 en hombres transexuales después del tratamiento estrogénico
(Polderman KH, er al, 1993). Otros estudios han reportado que los niveles de
norepinefrina circulante se encuentran reducidos en la fase folicular comparados con los de
la fase [itea del ciclo menstrual (Goldstein DS, er al. 1983). Hechos que apoyan la
premisa sobre la posibilidad de que los estréogenos aumentan la actividad vasodilatadora y/o

inhiben [a actividad vasocenstrictora mientras que la progesterona antagoniza los cfectos

CStrogénicos.

B Ifectos mediados por esterowdes sobre el endotelio y la funcron celular del misenlo iso
verserilar.

6.5.1 Oxido Nitrico (NOQ)
La reactividad y ¢l tonae vascular se encuentran modulados por fas alteraciones en las

actividades vasodilatadora y vasoconstrictora en el endotelio asi como también por la

e R ey s
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funcién celufar del muscufo [iso vascular, enire otros mecanismos El NO derivado del

endotelio modula la relajacion del MLV a través de la estimuiacion de fa guanifato ciclasa

soluble (fig 8) El NO se produce en el endotelio en condiciones normales asi como ante

una estimulacion por agonistas como [a acetilcolina y la bradikinina que actiuan via

receptores membranales en la superficie endotelial (figura 9, tabla 4) y algunos de ellos se

encuentran ligados a la activacion de la proteina G (Flavahan NA, er o, 1989y 1991).

Tabla 4 Posibles factores endoteliales que estdn involucrados en los efectos de los

estrogenos y progesterona.

I Productos derivados del endotelio

Vasodilatadores Vasoconstriciores
PGE Angiotensina II
PGl Endotelina i

Oxido nitrico

Histamina

PGH,

Factor Activador de Plaguetas
Amon supcroxido
Leucotricnos

EDHF

Acido araquidénico

PGH,

Tromboxano A

Histamina

Anién superoxido

Factor Activador de Plaquctas

Leucotricnos

(Wlhinee MM, ef af,, 1993)
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En cierlas circunstancias fas ¢élulas del MLV, neurales y ofros tipes celulares pueden
producir NO (Culotta E vy Koshland Jr DE, 1992) Numerosos estudios de preparaciones
experimentales sugieren que los cambios en las concentraciones fisiologicas de las
hormonas femeninas modulan la funcién celular del endotelio sobre Ja produccion y/o
actividad del NO en estado basal Trabajos donde se han analizado fas diferencias en el
género, sefialan una posible estimulacion de los estrdgenos produce un incremento en la
liberacion basal del NO. Los anillos pre-contraidos con fenilefrina aislados de aorta de
conejas comparados con los de conejos mostraron una mayor relajacion ante la superdxido
dismutasa, el inhibidor de la inactivacién de NO, y una mayor constriccion después de la

inhibicion de la sintesis de NO por la nitro-metil-L-arginina (Hayashi T, ef af., 1992)

La ovariectomia elimino éstas diferencias de género, sugiriendo que los niveles fisioldgicos
de las hormonas femeninas estimulan la actividad basal del NO y que la relajacidn ante
acetilcolina estimulando la actividad del NO no fue afectada. Por otro lado, en ovejas
ovariectomizadas la administracién aguda de cstradiol, produjo un aumento en el flujo
sanguineo en un 80%, que fue blogueado por el inhibidor de la sintesis de NQ, el éster
metil nitro-L-arginina (Van Buren GA,, er g/, 1992}, El E; incrementz [a sintesis del NQ,
esto se pudo corroborar al revertir la inhibicion del flujo sanguineo administrande un

exceso de L-arginina (figura 9)

e
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[nduc mecinca por
cambios cn ¢l fluyo
sangUinco
ESTROGENOS
ESTROGENOS
S OG © AGONISTA :

(Ach Bradikinina}

A

Sintasa del dxdo nitncg

L-ARGININA NO + L-citrufina

MUSCULO LISO
VASCULAR

Guamlato Ciclasa
_.—-..._.—.>

RELAIACION

Figura 9. Biosintesis del dxide nitrico En la figura sc¢ muestran los mecanismos principales por los cuales
los estrégenos pueden modular la vasodilatacién dependiente de endotelio, 1) los efectos sobre el niunere vio
sengibilidad de los receptores cobnérgicos, 2) la modificacién del flujo de Ca™ y 3) ia induccién de la enzima
sintasa det NO. La induccién mecanica por cambios en ¢l flujo sanguinco, 0 la activacion del receptor por la
acctilcolina o la bradikinina genera la entrada de Ca™* cstimulando 2 la sintasa del NO, EI NO formado a
partit de L-armnina difunde hacia las células del mwsculo liso, cstimulando ' guamlate ciclasa,
incromentando Iz sintesis de ¢GMP a partir de GTP. La éster metll nitro-L-arginina (L-NAME) ¢s un
inhibador competitive de la sintasa del NO y provoca vasoconstnecidn in vitro (Tomada de: Wlate MM, er
al, 19935).

El tratamienta crénico con 17(3-estradiol también incrementd la relajacion en anillos de
arteria femoral de conejo y en aoria de rata hipertensa de forma espontanea ante acetilcolina
{(Williams SP, ef af., 1988), asi mismo el estradiol produjo ia relajacion de los anilios pre-
contraidos de arteria coronaria aislades de conejo y esta relajacion se revinid por la
inhibicion del NO (hang CW, ef al, 1991, Collins P, ef al, 1994), Sin embargo, no todos

los estudios apayan que la vasodilatacion inducida por estradiol esta mediada a travis del

NO,
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Se ha sugerido que E; puede estimular la relajacion dependiente de endotelio a través de
dos mecanismos 1) mediado por veceptores como en & caso del tratamiento crénico con
17B-estradiol aurmnentando la relajacidon de los anillos de arteria femoral aislados de conejo
contraidos con acetilcolina en donde se incrementd el nimero y la sensibilidad de los
receptores muscarinicos (Gisclard V, ef af., 1988) y 2) sin la presencia de receptor, como en
el caso del aumento de la relajacién ante acetileolina mediado por sustancias como el
iondforo de calcio A23187, que indican que los mecanismos de liberacion de NO mediados
sin receptor pueden estar presentes en los vasos sanguineos de algunas especies (Miller VM
v Vanhoutte PM, 1990).

Por otra parte, el efecto estimulante de la actividad del NC debido al aumento del E,
durante el embarazo puede deberse al incremento en la produceion o actividad de la NO
sintasa constitutiva endotelial (NOS 1II), esta Ultima se encuentra asociada a un incremento
de 4 veces en la [Ca™'] que depende de la actividad de la NOS [11. Este efecto se ha medido
por la conversion de L-arginina a citrulina radiactivas (Weiner CP, ef &/, 1994). Utilizando
la reaccion en cadena de la polimerasa semicuantitativa, €l aumento de la relajacion ante
acetilcolina en las aortas de ratas embarazadas correlacionan con un incremento de 2 veces
en la produccion de mRNA NOS 11 con respecto a ratas no embarazadas (Goelz RM, ef /.,
1994}, por un lado

Por otro lado, se ha reportado que en cerdos hembras intactas gonadaimente, la inyeccion
de 1 7R-estradiol por via intraperftoneal durante 3 dias, también incrementa la aciividad do
NOS 11 en corazon, higado, esofago y misculo esqueldtico; mientias que la progesterona

no produce estos efectos (Wetner CP, er e, 1994),
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Otras evidencias seflalan que el [7f-estradiol en cultivos de células endoteliales de aorta de
humano merementa la produccion de NO vy los niveles de la proteina de NOS 111 ¢ induce {a
expreston del gen NOS 111 en la aorta de ratas ovariectomizadas (Goetz RM, ¢f af, 1994,
Hishikawa K, ef al, 1995)

Finalmente, la presencia de dos sitios palindromicos del elemento de umdn al receptor de
estrogeno sobre el gene NOS del endotelio humano apoya un postble efecto mediado por el
receptor de estrégenos sobre la expresidon de genes (Miyahara K, er al, 1994) Los
resuitados en diversas especies sugieren que el E; en parie modula la relajacion dependiente
de endotelio en un nitmero de capas vasculares a través del incremento en la actividad de
NO debido a la induccidn de la expresion génica de NOS [II  Sin embargo, la estimulacion
abservada durante el embarazo no es totalmente repreducible por el tratamiento con el E»
ya que los efectos de éste no se producen entre las capas vasculares como las observadas
durante el embarazo, por lo que pueden estar involucrados otros mecanismos, tales corno el
incremento en la sensibilidad o afinidad de los receptores endoteliales o a los efectos sobre
pasos intermediarios que involucran una liberacién de NO mediada a través del receptor,

como por gemplo en ¢l caso de la modulacidn en la activacidn de la proteina G,

T R T e e e o T et i}
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6.5.2 Endotelina 1 (ET-1)

Es un derivado de endotelio que en concentraciones subnanomolares, produce un potente
efecto vasoconstrictor, pero a concentraciones menores puede inducir una vasodilatacion
transitoria (Yanagisawa M, ef @/, 1988) En las capas vasculares se han identificado dos
clases de receptores para endotelina, ET-1A (ET,) y ET-1B (ETg), que al parecer se
encuentran ligados a la proteina G. La activacion del receptor ET4 en las células del MLV
provoca una constriccion que esta mediada por la activacion de los canales de Ca’™y de la
fosfolipasa C (figurast0O y 11), mientras que la activacion de ETy sobre las células
endoteliales también puede estimular la liberacion del NO y prostaciclina.

En cultivos de células endoteliales porcinas y de bovinos, la liberacion de ET-1 puede ser
estimulada por un gran nimero de agonistas que incluyen: trombina, arginina vasopresina,
angiotensina l y A23187 (Emori T, ef al, 1989 y Schini VB, et al, 1989). Por ejemplo, en
la acrta aislada de cerdo, el incremento del NO resulta de la inhibicién de quelantes de NO,
de la superoxido dismutasa, o del analoge no hidrolizable del cGMP, 8-bromo-cGMP, se
observa la reduccién de la produccion de ET-1 estimulada por trombina (Boulanger C y
Luscher TF, 1990), dandose el balance dinadmico que involucra la relacion de
retroalimentacion entre la produccion del NO y ET-1, de mancra que la ET-1 estimula la
produccién del NO y este a su vez reduce la ET-1

Sin embargo, las evidencias acerca de los efectos mediados por estrégenos sobre ET-1 son
limitados; una dosis de 17B-esiradiol 1000 veces mas grande que las fisiologicas normales
(3-30 M) en presencia de ET-1 disminuye la respuesta contractil en los anillos aislados de

arteria coronaria de concjo, tanto de animales macho como en hembras intactas (liang C, e/

al., 1992)
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AGONISTA ESTROGENOS PROGESTERONA
(Endotelina. tromtboxano) - g

S VY S

RoG—sPLC Cagal de Ca™
operddo por
volaje
/PIPZZ—)DG\A
e — S5-P
Ca™ a

ATP
LD
jaM*
MLgK:

Miosina Pi

Figura 10, Esquema simplificado del mecanismo de contraction en o masculo liso mediado por
receptor.  Los estrogenos pucden inhibir d1rcctamentc a los canales de Ca®™ operados por volue cn las
cElulas del MLV v asi disminuir 1a enlzada de Ca™. La progesterona incrementa 1a entrada de Ca™ 4 través de
la actvacién de éstos canales. Los esteroides scxuales fememnos pucden influcnciar la sensibilidad de las
proteinas contrictiles tales como Ja cinasa d¢ cadena sencilla de la nuosima (MLCK*) v de [2 cabmedulina
(CaM™*) ante la presencia de Ca®". La umén del agomsta a un receplor ligado a [a proteina G (G), da como
resultado [a activacidn de la fosfolipasa € (PLC) Esta sc hidroliza a wn fosfolipido de membrana, cl
{osfatidat-inasitol-4.5-bifostalo (PIP2). gencrando dos segundos mensajeros: duaciiglicerol (DG) inosiol-
1.4.5-trifosfato (InsPy 45), InsP) 45 difunde hacia el c:topi‘lsma provocando la Jiberacién de [Ca™], intracehilar
desde Tos depositos internos  El incremento del Ca™* citoplasmatico promueve la activacidn del Ca™ unido a
1a proteina caliodulina (CaM™®). ¢l cual. a su vez acliva a MLCK*. La contraccion del mésculo so inwcia con
la fosforilacidn de fa muwosina. EI DG activa ia protcina cmasa C (PKO), Ta cual fosfortla & vanas preteinas
dando como resuliado la contraccidn del masculo lise. Los agonistas también pucden activar los canaics de
Ca™" a través de los cfcclos de segundos mensajeros. tales como, InsP) 1< y PRC (Tomada de' WhuehiM. o
al. 199%5)

Por otra parte, ta éster metl nitro-L-arginina no alierd la respuesta ante 17f-estradiol,
sugririendo que ¢l Fz actiia por un mecanismo independiente de endotelio  De acuerdo con

esta pasibifidad, dosis similares a 10-30 uM de 1Tf-estradiol disminuyeren la respuesia

(sl e Qe UNAM W



Moecatusnios mvolucrades cn las acciones protectoris

contractil debida a ET-1 en arterias coronarias sin endotelio provenientes de animales
macho y hembra Los autores sugirieron que el By afecté los canales Ca®'en las células del
MLV debido a que éste redujo la respuesta contractii ante BAY K8644, un agonista
especifico de los canales de Ca®' dependientes de voltaje (Bossu JL. et af., 1992) A otra
concentracién (107 M) el E; potencié el incremento de ET-1 y aumentd la produccion de
prostaciclina en células endoteliales provenientes de la vena umbilical de humano, sin

embargo el mecanismo atin es desconocido (Muck AQ, et af., 1993)

Preproendotelina-1

Proendotelina-1

9 ECE

ESTROE(EED—JO_S:C? > J'Endotelina- | ———p 1

Receptor de ET-1

Figura 11. Biosintesis de ET-1. ET-1 cs sintctizada a partir de prepro-ET-1. El mecanismo(s) por
el cval los csirdgenos disminuyen los niveles ET-! son desconocidos pero pueden cstar
involucrados cicrtos cfectos sobre la transcripeién de genes de enzimas unportantes como la enzima
concertadora de endotelina (ECE). (Tomada de” WhiteMM. ef of . 1995),
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6.5.3 Eicosanocides

Las células endoteliales metabolizan acido araquidonico para preducir eiconsanoides a
través de las rutas enzimiaticas de la ciclooxigenasa, peroxidasa y lipooxigenasa (figura 12)
En general, la vasodilatacién se encuentra mediada por fa prostaciclina y la prostaglandina
E;, mientras que el tromboxano A, prostaglandina Fz, y algunos leucotrienos son
vasaconstrictores (Davis MG, et «f , 1993)  La relajacidén de las células de MLV es i
resultado de la formacion del cAMP y de la activacion de la proteina cinasa dependiente de
cAMP (figura 13). Por otro lado se piensa que el tromboxano A, antagoniza los efectos de
la prostaciclina a tavés de la liberacion del Ca¥™ intracelular mediado por el 1,4,5-trifosfato
incsitol (InSPy45) (figura 10)

Las concentraciones fisioldgicas del 17B-estradiol producen un incremento en la
produccidn de prostaciclina v en la actividad biosintética de las células del MLV de aorta
de rata y conejo (Chang WC, 1980, Wakasugi M, et a/,, 1989). Sin embargo el E; parece
estimular la produccion de los prostanoides contractiles. Esto se demostro en anillos
aislados de aorta de conejo utilizando indometacina que redujo la respuesta contractil
inducida por E, en presencia de norepinefrina (Miller VM y Vanhoutte PM. 1990)

Sin embargo existen evidencias contradictorias de los efectos de los estrégenos o los
progestagenos sobre la produceion de eicosanoides en el misculo liso Por gjemplo. un
tratamicnio de 2 a 3 semanas con I3, administrado por via intraperitoneal a ratas machos y
hembias intactas incremento la fiberacidn de prostaciciing en sus anillos aislados de aota y
también clevd los aiveles de la o-coto-prostaglandina (Fla) un metabolite estable
{Wakasugi M, eral/, 1989): sin embargo, s¢ desconoce s los niveles sanguineos de Ez

generados por fa administiacion se encoentran dentro del intesvalo fisiologico

f T e e
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Fosfolipidos de membrana

v

Fosfolipasa A,

'

Acido araquidonico

Ciclooxigenasa Peroxidasa Lipooxigenasa
II-HPETE #4————— 15-HETE Leucotriencs
peroxidasa 11-HETE
PiGz .
PGH
TXA: sintasa PGl, sintasa
TXA; PGl
PGE

Figura 12. Ecosanoides producidos por las célutas endoteliales a partir del dcido araquidénico & través
de las vias de la ciclopxigenisa, lipooxigenasa ¥ peroxidasa.  Las células cndoteliales producen
cicosanotdes @ partir de Acido araquidénico a wavds de las vias de la ciclooxigenasa, lipooxigenasa y
peroxidasa. Los produclos ternunales incluyen principalmente a tromboxano Aa {TXA;), prostaglanding F2
(PGE2} » prostacicling (PGI2) dernvados de la via de la ciclooxigenasa ¥ los eucotucnos de la vin de
hpoonigenasa.  El dewdo hidroxiperoxicicosatetracnoico ([I-HPETE} y ¢l dcido Indroxicicosalclrangico
(HETL) son producios intennediarios en 1as vias de la ciclooxagenasa y peronidasa. Los mecanismos precisos

por los cuales ¢ Ea meremeita [ produccion de PGIZ atn no son claros, (Tomada de. White MM, er af
19493),
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Facuitad de Ommzca LN AN 43



Mecanismos nvoluctados e las acciones profecloras

ESTROGENOS —p  Agonista

(Prostaciclina)

~

ATP —» cAMP —p 5°-AMP

PDE
PK-A, PK-G
Pi

2

MLCK » MLCK-P

RELAJACION

Figura 13. Relajacion del misculo liso a través del cAMP. Esquema simplificado, Sc ha mostrade que
los cstrégenos modilican la expresion de los recepteres-§ en varios Igjidos y pucden esurmular Ia produccion
de prostacicling cu las céhulas cndoteliales. Las pnncipales proteinas incluidas en csia via de relajacion en Ias
céiulas del MLV son los receplores para honnona (Rec). un proteina estimuladora (Gs). adenilil cwlasa
catalitica (AC) y losfodiesterasa (PDE) que hidroliza a cAMP

¢AMP estimula a las proteinas cinasas dependientcs de eAMP (PK-A, PR-G) quie s encuentran invoiucradas
cui a Toslorilacion de miosing cnasa de cadena ligera (MLCK). disparando Lo iclajacion (Tomada de White
MM, of ol 1995)

[ e — e —————————a s e e e
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6.5.4  Respuestas Adrenérgicas

Algunos estudios en un ampho intervalo de especies y preparaciones en estudio (Harrison
GL v Moore LG, 1989, Crandall ME ef o/, 1990, Weiner C ¢7 af, 1991), sugieren que
durante el embarazo disminuye la respuesta contractil del musculo ante la estimulacion
adrenérgica Los efectos de los estrogenos y la progesterona sobre las respuestas
adrenérgicas varian entre especies y capas vasculares En los anillos de arteria femoral de
conejas ovriectomizadas bajo tratamiento cronico con E; que generan concentraciones en el
rango de las fisiologicas, se observd unma disminucién en su respuesta contractil ante
norepinefrina {Gisclard V, ef af, 1987), mientras que en las arterias mesentéricas de ratas
hembra y macho tratadas con dosis altas de estrogenos se demostrd un incremento en la

sensibilidad adrenérgica (Colucct WS, ef o/, 1982)

Ast mismo, en arterias perfundidas de rata hembra bajo tratamiento con dosis
farmacologicas de progesterona durante 3 dias, disminuyé la respuesta presora de
norepinefrina mientras que el pre-tratamiento con E; no produjo ningin cambio (Dogterom
1y De Jong W, 1974), Los resultados de estos estudios reflejan diferencias de respuesta que
obedecen 4 diferencias entre especies, vasos. variaciones de la dosis de las hotmonas, asi
como el uso de preparaciones provenientes de animales castrados o bien intactos
gonadalmente Sin embargo, las hormaonas pueden ejercer sus efectos en sitios alternos,
como en el caso del receptor o endotelial que estimula la liberacidon del NO y por
constguicnte producen vasadilalacién Mientras que la activacion de los receptores o y o
del MLV produce 1a vasocoenstiiccion (Milier VM y Vanhoutie PM, 1985, Angus JA, ef o,

19806}
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Otro aspecto que ha sido considerado es que [os esteroides ovaricos pucden influenciar las
respuestas adrenérgicas mediante alteraciones en la afinidad at receptor adrenérgico  Tanto
los estrogenos como ios progestagenos parecen incrementar la afinidad al receptor &y En el
caso de las arterias mesentéricas de ratas hembra y macho tratadas con estrogenos se
observd un incremento en la respuesta contrictil ante ia estimulacidn adrenérgica que
estuve asociada con un incremento en la afinidad del receptor o, adrenérgico (Colucci WS,
et al., 1982) En la arteria uterina, la disminucion en el flujo sanguineo uterino durante la
fase lutea {con altos niveles de progesterona) se asocié con un incremento en la afinidad de
unién de dicho receptor (Ford SP, et al, 1984),

Finalmente, una mecanismo importante que se¢ ha considerado sobre los efectos en MLV,
mediados por esteroides involucra la modificacién de los niveles de catecolaminas por
medio de la alteracion en la recaptura, el depdsito y el flujo en las terminaciones nerviosas
(Hamlet MA, ef al., 1980; Crandall ME, et al., 1990)

La sensibilidad a norepinefiina se incremento en las arterias mesentéricas de ratas prefiadas
comparadas con las de ratas intactas en la presencia de cocaina, un inhibidor de la captura
neuronal, sugiriendo que el embarazo puede estar asociado con éste hecho vio la
desactivacion de los receptores de norepinetrina (Crandall ME, er af., 1990) Otros estudios
en la vena safena canina sugieren que el E; puede estimular la liberacion de norepinefrina a
partir de las terminaciones nerviosas (Hambet MA, ¢f afl., 1980 Dc esta forma, durante ¢l
cmbarazo y los esteroides ovéricos modulan las respuestas adrenérgicas en varios niveles
vascularcs y sus efectos espeeificos pueden ejercerse tanto en ¢l endotelio coma sobre el

MLV o en ambos
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6.5.5 Homcostasis del Calcio

La homeostasis del Ca’' es un evento central tanto en ia funcidn de las células del MLV
como en el endotelio, la liberacion endotelial del NO v de la postraciclina es dependiente
de Ca®' (Adams DI, ef af, 1989), de manera que un incremento en ta [Ca® | promueve la
contraccion del MLV (Khalil R, ef al., 1987) La regulacion del Ca®’ citosélico en ambos
tipos celulares es una funcion del flyo del Ca® extracelular asi como de la liberacion o
captura y flujo del Ca®' intracelular (figura 14) Los canales idnicos juegan un papel
importanie en ambos tipos celulares (MLV y endotelic). En el MLV, la corriente
predominante es transportada por los canales de calcio dependientes de voltaje que estan
activados por la depolarizacion de la membrana (Bean BP, 1991). La entrada de calcio
también se lleva a cabo a través de canales de fuga, canales activados por mecano-
receptores y canales operados por receptor (Adams DJ, ef af , 1989)

Los estudios en otros tipos de células sugieren que el E: v 1a progesterona tienen influencia
en la expresion y la actividad de los canales i¢nicos a iravés de mecanismos genémicos y
no-genomicos. En las células del misculo lisc miometrial, ios estrégenos y los
progestagenos actuan sobre canales idmicos a través del mecanismo clasico de la
transcripcion génica. El tratamiento crémeo con estrogenos muestra un incremento en el
numero de sitios de unidn nitrendipinos en las membranas de las células del ML
(nitrendipina es un bloqueador dibidropindino del canal de Ca®’) (Batra S, (990); de
manera que se sugiere un incremento en el namero de estos canales dependiente de voitaje

inducido por estrageno,
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ESTROGENOS
PROGESTERONA -~

© = ™ Transcripcion de genes de los canales 10nicos
Efectos directos
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Figura 14, Mecanismo de hemcostasis de calcio. Los csteroides oviricos pueden whubir a los vanales de
Ca™' operados por vellage en la membrana celula o iuﬂu\vcn en b sintests de los canates de Ca®' . Na v K a
wavés de la transcripeidn de genes. Lo entrada de Ca™' ¢s a través de los canales de goleo (LY ciwales
activados por mecano-receptores (S). camales dependiemes de voliye (V) o por los canples acuyados por
receptor (Ry Kl ' pucde ser extraido a partie de In edlula por In ATPasa Co”'—H v por el mtezcambio Na'-
-Ca® Los niveles clevados de Ca™ inteacelular pucden ser eapturados denire de Ly mitocondrea (VITY o del
retieute endopiasmico (ER) vin una bomba de ATP-Ca™, Otros factores que mAuencian la homeostasis de
Ca™ pucden ser la regulacidn del potencial de membrana que meluve al K1 2 los canales de N operados
por vollaje asi como ¢l mtercambio de Na'-K' v CE, ¢l sgercamibio de Na -H', y por la bomba de Na'-K’

Los canales de K wdentificados en las eélulas dei MLV incluyen tanto n canales independientes conmeo i kos
aperados por receptor v alos dependhentes de voliaje, (Tamadn de, Wiute MM, ef ol 19935),
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Los efectos inmediatos de fos estrdgenos v los progestagenos sobre la homeostasis de Ca”
en los tejidos vasculares como en tejidos no vasculares apoyan la existencia de efectos
directas sobre el MLV, va que {a administracién aguda de progesterona y E; de manera
independiente causan la relajacidn de los anitlos sin endotelio de arteria coronana de conejo
pre-contraidos con Bay K8644, un agonista de los canales de Ca®" operados por voltaje
(figura 14). La incubacion con E; desplaza hacia la derecha la curva de concentracion
dependiente de Ca’ en un medio con alta depolarizacion debida al i6n K7 (Yiang C, ef al.,
1992). Estas observaciones sugieren que las hormonas femeninas pueden alterar el flujo
del Ca** en el MLV a través de la modulacién de los canales de Ca®™ operados por voltaje
(figura 14}; asi mismo el uso de la técnica de patch-clamp en la linea celular A7r5 del MLV
mostré que el Es (10 uM) tiene un efecto inhibidor sobre los canales de Ca®™ dependientes
de voltaje, lo que apoya esta hipdtesis (Zhang F, ef al., 1994).

Por otro lado otras observaciones indican que en tejidos no vasculares, la progesterona
inhibe la contraccion inducida por Ca®' en un tiempo de 1-3 minutos después de su adicion,
mientras que en }os miocitos de cerdo, f E; disminuye ta {Ca®"}, en un tiempo de 1 minuto
después de su administracion e inhibe la corriente de Ca®' en una forma dependiente de ta
concentracién (Jiang C, ef af, 1992), sugiriendo un efecto inmediato inotropico negativo en
cstas células; asi como, que dichos efectos agudos pueden ocurrir en la membrana celular
los canales de K' y Na' también intervienen en la alteracion de los niveles de Ca®
intracelutar en tejidos no vasculares, por gjempio en las células aisladas de ML de
miometrio de rata, el estado hormonal del animal tuvo influencia sobre la expresion de los

canales de K También, este cfecto se observd en la expresion de su mRNA, ya que

e e o e e R
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durante la gestacidn, con el tratamientd estrogénico cronico se experimentd un rapude
incremento en la densidad de los canales de Na' (Boyle MB, e/ al, 1987, Sperelakis N, ¢r
al, 1992) Sin embargo se desconoce si éstos cambios ocurren de manera similar en el
MLV

Esta informacion requiere ser interpretada con precaucidn ya que las concentraciones
hormonales utilizadas, 1o se reportan o en algunos estudios se involucran concentraciones
superiores a las fisiologicas de estrdgenos (10-30uM) y progesterona (€ 3—-30uM), dichas
concentraciones pueden generar respuestas inespecificas, ya que podria exceder los niveles

sanguineos a los que generalmente esta expuesta la célula (Meizel S y Turner KO, 1991).

Facuhad de Cromaecy 1IN AM s}



IrAuiencia de los estrdgenos sobre

6.6 Influencia de los estrdgenos sobre el metabolismo de lipoproteinas
Los cstrégencs son considerados substancias cardioprotectoras, en funcion de su
capactdad para modificar el metabolismo de los lipidos que se adhieren a las paredes
vasculares. En !a aterosclerosis se presenta dafio en la pared vascular debido al depésito
de lipidos, macrofagos, linfocitos T y musculo liso, siendo esta una de las causas que
provocan la enfermedad cardiovascular Este proceso se inicia con el depdsito de
material lipidico, seguido de la formacion de una lesion que da lugar a la placa fibrosa
que vuelve rigidos a fos vasos sanguineos con el consecuente cambio en las propiedades
hemodindmicas del sistema circulatorio, generande problemas cardiovasculares {Nathan
L v Chaudhuri G, 1997).
Desde hace mucho tiempo se conoce que la mujer en edad fértil estd protegida contra la
trombosis y pierde esta proteccion en la menopausia. El empleo de estrogenos sustitutivos
¢n la menopausia, presenta un efecto protector contra las enfermedades cardiovasculares
lo que hace pensar que los estrogenos podrian estar involucrados a través de los
mecanismos siguientes’

a) Aumento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL).

b) Disminucion de la arteriosclerosis y reparacion del endotelio.

¢) Vasodilatacion .

d) Aumento del flujo periférico
Los estrogenos aumentan las concentraciones plasmaticas de HDL (High Densitiy
Lipoprotein), sc ha hipotetizado que posiblemente esto sea debido al efecto semejante al
que producen los agentes antioxidantes lipofilicos como ¢l probucol v la vitamina £ que

preservan su funcion al evitar su oxidacion (Guetta Vy Cannon 111 RO, 1996)

D o L e ]
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La admimstracion de esirdgenos orales ocasiona un inciemento ¢n {as concentraciones de
HDL-C (HDL unido a colesterol) y especificamente de la DL, debido a una reduccion
de la lipasa endotelial hepatica la cual las degrada (Tikkanen M), er of . 1982) El
principal efecto de los estrdgenos sobre las HDL, parece ser el incremento en la
produccion de HDL-C vy [a sintesis hepatica de apoliproteina (Apo-A;). En este proceso
se requieren estrogenos administrados por via oral que favorecen el efecto del primer
paso Los estrbgenos incrementan tos niveles de VLDL (Very Low Density Lipoprotein)
y triglicéridos a través de su metabolismo hepatico directo, la conversién de VLDL a
LDL-C (Low Density Lipoprotein unida a colesterol} se disminuye Posteriormente, el
catabolismo de LDL-C se incrementa con estrogenos; este proceso elimina LDL de la
circulacion y tiene influenciz de las rutas de metabolismo hepatico, hecho que no se
observa con la administracion transdérmica Lo anterior sugiere que el transporte
hepatico es un factor importante en el cambic de los niveles de las lipoproteinas asi como
la induccion de los receptores de LDL, (Guetta V y Cannon [11 RO, 1996)

En estudios prospeciivos de terapia sustitutiva con estrogenos equinos conjugados (EEC,
0 625mg) y después de un aio de tratamiento, se observaron incrementos en los niveles
de HDL-C ¢n 13 5% y una disminucion en los niveles de LDL-C en un 16° La
disminucion del colesterol total fue del 6% El incremento de HDL-C se debio al
incremento en HDL: v de los wiglicéridos totales. A deméas disminuyd la apoproteinz B
{Apo-B) vy se incrementd Apo-A; y VLDL, cstos efectos son mediados via efecto del
primer paso (Bush TL, e/ e, 1987). Por otra parte Walsh y cols | trataron a 8§ mujercs
postmenopausicas en un ensayo doble ciego cruzade con 2 tratamientos por 6 semanas

{estradiol oral, 2 myg/dia; estradiol ransdérmico, 0,1mg 2 veces a la semana). EY primer
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tratamiento incrementd log niveles de HDL; y HDL;-apoA-l en un 37% y 1%,
respectivamente, el incremento eu la produccion de apoA-1 es reflejo de que su fraccidn
catabélica no se afectd En contraste, el segundo tratamiento, el cual fue simidar en
potencia al tratamiento de estradioi oral, ne produjo cambios sobre los niveles de HDL o
en su indice metabdhico (Walsh BW, ef al., 1994)

A medida que las células del organismo mueren y las membranas celulares son renovadas
se libera continuamente colesterol en el plasma, el cual es absorbido de inmediato en
lipoproteinas de alta densidad, en donde se estérifica con un 4cido graso de cadena larga
por una enzima plasmatica [lamada lecitina colesterol acetil transferasa. Estos ésteres
recién formados son transferidos rapidamente desde las particulas de HDL a lag
lipropoteinas de muy baja densidad (VLDL) o a lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL), mediante una proteina de transferencia de &steres de colesterilo que se encuentra
en el plasma. Finalmente son captados por el higado y convertidas en liporpoteinas de
baja densidad (LDL). El proceso por el cual las HDL promueven la eliminacion de
colesterol de las células periféricas y facilita su regreso al higado se denomina transporte
inverso de colesterol  Este transporte es facilitado por la sintesis y secrecion de
apoproteina E en los téjidos periféricos (Lobo RA, e af., 1991)

En Helsinki (1987), sc llegd a la conclusién de que la reduccion de las concentraciones
de colestercl-LDL, disminuyen la incidencia de morbilidad y mortalidad en la
enfermedad coronaria. Log beneficios clinicos estan correlacionados con un descenso en
el colesterol-LDI. y un aumento en el colesterol-HDL y la disminucion de los
triglicéridos plasmaticos.  Los estudios cpidemiologicos han revelado una correlacion

inversa entre las concentraciones de HDL y las de LDL en la enfermedad coranaria. Se

e
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desconoce si lag concentraciones de HDL por si mismas son protectoras o si constiluyen
una indicacion de algin otre aspecio benéfice del metabolismo de los lipidos  Los acidos
fibricos y los inhibidores de la 3-tudroxi-3-metilglutard coenzima A (HMGCoA)
reductasa elevan las HDL y disminuyen las LDL, por lo que esta accién combinada se
considera ideal en la prevencion de la aterosclerosis.

Los trabajos de Kevin Krasinki (1997), muestran que la administracion de estrogenos
mediante implanies subcutaneos (1 5 0 50 mg de E»/30 dias), disminuye la incidencia de
aterosclerosis, evitando el dafio en la intima. Este trabsjo fue realizado en ratas
ovariectomizadas, a las que se les produjo dafio en la arteria carétida por medio de una
angioplastia. El uso de E; provocd un incremento en fa reendotelizacion dependiente de
la dosis y acelerd la funcidn endotelial /7 vivo, manifestandose en un incremento en la
produccién de NO. Estos estudios propusieron que la accion antiaterogénica de los
estrogenos puede estar mediada, en parte, por los efectos directos sobre las células
endoteliales de la rata y probablemente se presenie esta funcién en humanos tratados con
dosis fisiologicas de E; (Krasinki K, er af |, 1997).

Por otra parte los cstrogenos administrados durante el climaterio. tienen un efecto
vasodilatador, actuando directamente sobre la pared de los vasos sanguincos ¢
indirectamente a través de los mediadores quimicos que aumentan la produccion vy
liberacién de prostaciciina, produciendo efecto vasodilatador y disminuyendo la
formacién de tromboxano As con accion opuesta (Volterrani M, ef e, 1995)

En la década de los 00's, los investigadores comenzaron a estudiar los cambios
hemedindmicos mediados por los estrogenos Por ejemplo, Ueland y Parer en 1960

teportaron una disminucion en la resistencia vascular sistémica durante ¢l embarazo,
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demostrando efectos de los estrogenos i vivo sobre el tono vasomotor, sin embaigo, no
se conocia s1 estos etectos estarian mediados por los cambios en los taclores sistémicos o
por los efectos directos de los estrogenos sobre la pared vascular No fue sino hasta 1977,
cuando Silva de Sa y Meirelles observaron que varias substancias estrogénicas, incluido
el Ea, podrian causar en tiempos cortos la relajacién de arterias umbilicales aisladas y
perfundidas de humano en experimentos de 4 horas, concluyendo que los rapidos efectos
vasodilatadores sefialados son probablemente de tipo no-gendmico Por otra parte los
efectos ateroprotectores de los estrdgenos involucran alteraciones en la expresién de
genes, regulando Ia produccion de dos importantes vasodilatadores sintetizados por la
pared vascular la prostaciclina y el NO, de manera que los mecanismos moleculares
responsables de la vasodilatacion mediada por estrogenos, la activacidn e inactivacion de
genes especificos y la inhibicidn de la proliferacion célular det MLV, requiere de mayor

investigacion (Mendelsohn ME y Karas RH, 1994).
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7. CONCLUSIONES

# El MLV de vanas especies presenta recepiores funcionales para los estidggenos, por
lo que representa un tejido blanco para las acciones fiswoldgicas de estos
compuestos

¥ La combinacion de la actividad aromatasa y dehidrogenasa aunado a los analisis de
RE y RNA apoya de manera impertante el hecho de que las células de MLV son
células blanco para los estrogenos, por lo que es probable que estas sustancias
tengan una actividad importante en la funcidn vascular

% Los estrogenos y derivados sintéticos ejercen efectos significativos sobre las
propiedades eléctricas del MLV, modulando ¢l proceso de excitacion-contraccion.

# Los estrogenos, especificamente el 17[3-estradiol, presentan efectos fisioldgicos vy
farmacolégicos sobre la actividad contréctil basal de 12 musculatura lisa

# El 17B-estradiol, ejerce efectos moduladores sobre la contraceion del musculo liso
inducida por varios agonistas como. 5-HT, fenilefrina, angitotensina 11, Ca*' y K .

# Los efectos moduladores del 17(-estradiol v de sus analogos sintéticos sobre el
proceso de contraccidn-relajacidn se presentan en cuestién de minutos (£ a 30 min),
tiempo incompatible con un efecto a nivel gendmico.

% Los estrogenos ejercen sus acclones protectoras sobre el MLV a través de un
mecanismo directo sobre las propiedades eléctricas de la membrana que no
nvolucran un mecanismo gendmico.

# Ademas de este efecto, los estrogenos pueden proteger la musculatura lisa al inducir
la liberacion de factores relajantes de las células endoteiiales; como NO., ET-1 ¥
eicosanoides,

# Eastos efectos se suman a las acciones protectoras de los estrogenos sobre el MLV,
mediadas por la modificacion dei metabolismo hepitico de los lipidos, mecanismo
que involucra ia sintesis de proteinas,

# Eo la actualidad, es neccsario dilucidar ¢l mecanismo por ¢l cual los estrogenos de
forma ditecta y rapida protegen al MLV, modulando la actividad contractit basal ¢

inducida
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