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1. RESUMEN

Una de las acciones mas relevantes de la progesterona en los mamiferos es
mantener al Utero quiescente durante el embarazo, favoreciendo la implantacion y el
desarrollo del producto a lo largo de la gestacion. Evidencias recientes muestran que
también algunas progestinas 5-reducidas, producto del metabolismo de la progesterona,
son potentes inhibidores de la contraccion uterina, algunas incluso con mayor potencia
que la de progesterona. Referente a los androgenos, existen algunas evidencias sobre su
eficacia en Gtero de animales experimentales y ningln reporte sobre la regulacion de la
contractilidad uterina del humano. Dado que los androgenos son secretados activamente
durante el embarazo, el proposito del presente estudio fue determinar el efecto que
pudieran ejercer algunos andrégenos [dehidroepiandrosterona (DHEA), testosterona,
S5a-dihidrotestosterona (5a-DHT), 5B-dihidrotestosterona (5B-DHT), androsterona y
androstandiol] sobre la respuesta contractil de Gtero humano a término de la gestacion,
estableciendo la eficacia (potencia) entre cada uno de ellos. Asimismo, ‘caracterizar la via
de accion del efecto (genémica o nogenomica). Se utilizaron muestras de Gtero con 38 a
40 semanas de gestacion, de pacientes sometidas a operacion cesarea y muestras de
Utero no gestante de pacientes sometidas a histerectomia. La actividad contractil
espontanea fue registrada mediante la técnica isométrica convencional para tejido
aislado, sobre la cual se adicionaron diferentes concentraciones (3, 10, 30 y 100 uM) de
cada androgeno en forma no acumulativa. Con el objeto de estudiar el posible
mecanismo de la accion relajante, el efecto de los androgenos fue también evaluado
sobre contracciones inducidas por KCI 40 mM, tanto en presencia como en ausencia de
10 uM de actinomicina D (inhibidor de la transcripcion), 40 uM de cicloheximida
(inhibidor de la sintesis de proteinas) o 10 uM de flutamida (antiandrogeno). Los
resultados mostraron que los androgenos ensayados inducen una disminucion de la
actividad contractil espontanea (relajacion) del Utero gestante a término en una forma
dependiente de la concentracion, con un orden de potencia de:® 58-DHT >>>
androsterona > DHEA > testosterona > 5a-DHT >> androstandiol. El efecto relajante
inducido por testosterona y 53-DHT también fue observado en el Utero no gravido. La
respuesta relajante fue rapida y reversible, tanto en contracciones espontaneas como en
las inducidas por KCl, mostrando ademas que el efecto no fue bloqueado por los clasicos
inhibidores de la via gendmica (actinomicina D, cicloheximida y flutamida). Estos datos
muestran la participacion de los andrégenos en la regulacion de la actividad contractil
uterina durante la gestacion, descartando categdricamente la intervencion de la via
genomica en la relajacion que ejercen y caracterizando al efecto como de tipo
nogendmico. Por la diferente potencia de cada andrdgeno se concluye que la 5p-
reduccion en el anillo A de la molécula de testosterona es muy importante para optimizar
la eficacia relajante en el miometrio humano.



2. INTRODUCCION
2.1 Perspectivas

Es ampliamente aceptado que la progesterona provoca relajacion de la
contractilidad uterina y esto, es la base central de la quiescencia en el miometrio durante
la gestacion; jugando un papel preponderante en eventos reproductivos asociados con el
establecimiento y mantenimiento del embarazo. Reportes recientes han descrito que
algunos metabolitos 5-reducidos, derivados de la progesterona, son también inhibidores
de la actividad contractil uterina en animales (Revisado por Perusquia, 2001) y humanos

(Thornton et al., 1999; Perusquia y Jasso-Kamel, 2001).

Ademas del efecto relajante inducido por progestinas, pocos estudios han
examinado el potencial efecto relajante inducido por los esferoides sexuales masculinos
(androgenos) en el tejido miometrial, particularmente durante el embarazo. Es
importante mencionar que las evidencias existentes sobre un efecto relajante producido
por los andrégenos, han sido limitadas a estudios en animales experimentales y no hay
evidencias disponibles sobre el efecto que puedan causar sobre el tejido miometrial

humano.

Considerando lo anterior y tomando en cuenta el activo metabolismo de los
andrégenos en la unidad fetoplacentaria, la presente Tesis incluye una revision sobre la
biosintesis de los andrégenos, su metabolismo y concentraciones séricas durante el

embarazo ie., en las tres entidades: madre, placenta y feto. Asimismo, se hace un

ta




resumen sobre los efectos bioldgicos que se han reportado para los andrégenos, con

particular interés sobre la contraccion uterina.

Teniendo en cuenta qué el papel de los andrégenos en la mujer ha sido
pobremente entendido y sus efectos bioldgicos durante el embarazo no han quedado
esclarecidos, el objetivo central del presente estudio fue investigar el posible efecto
relajante de los androgenos sobre la contractilidad uterina de la mujer, determinando
sus diferencias estructurales para inducir cambios en este proceso y discutiendo el

posible mecanismo de accion para regular la actividad contractil uterina.

2.2 Generalidades

Las hormonas esteroides son lipidos sintetizados en diversos tejidos, que incluyen
principalmente: el cerebro, las glandulas suprarrenales, el testiculo, el ovario y la placenta
(Rupprecht, et al., 1996; Tsutsui et al., 1999). En la hembra y el macho, las hormonas
esteroides tienen una ruta de biosintesis comun, diferenciandose sélo cuantitativamente en
su modo Yy sitio de produccion, involucrando enzimas especificas. Las hormonas esteroides
son sintetizadas a partir del colesterol; molécula de 27 atomos de carbono que mediante el
rompimiento de su cadena lateral, por el citocromo P450scc (side chain cleavage), origina
al precursor basico de todas las hormonas esteroides, la pregnenolona (PREG). Este
esteroide, PREG, de 21 atomos de carbono (Fig. 1) dara origen a los diferentes grupos:
esteroides sexuales (progestinas, androgenos y estrogenos), mineralcorticoides vy

glucocorticoides. Todos estos esteroides tienen en comun la estructura molecular del

lad



nucleo caracteristico de todos los esteroides, llamado ciclopentanoperhidrofenantreno,

el cual consta de cuatro anillos fusionados, denominados por las letras A, B, Cy D.

Continuando con la ruta de la biosintesis de esteroides, la PREG puede dar lugar a la
progesterona, molécula con 21 atomos de carbono, mediante la enzima 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HSD), la cual provoca el cambio del grupo 3B-hidroxilo a 3:cetona y
cambia la isomerizacion del doble enlace A5 a A4. Posteriormente, a partir de la
progesterona se puede sintetizar al principal glucocorticoide, el cortisol; compuesto con
grupos hidroxilos en el C11, C17 y C21 o bien, mediante la hidroxilacion sélo del C11 y C21
de la progesterona dara lugar a la corticosterona, la cual sustituye el grupo metilo en el
C18 por un grupo aldehido para originar al mineralcorticoide mas potente, la aldosterona

(Hall, 1986; Monder y White, 1993; Mellon, 1994).

CHj
C=.0
o e
HO HO
Colesterol Pregnenolona

Figura 1. Principales precursores de las hormonas esteroides.



La PREG puede seguir otra via para biotransformarse hacia andrégenos, esteroides
con 19 atomos de carbono, para lo cual se requiere la presencia de la enzima
17a-hidroxilasa/17-20 liasa (P450 C-17), la cual cataliza la 17-hidroxilacion y promueve el
rompimiento de la unidn 17-20 de PREG para la obtencion de dehidroepiandrosterona
(DHEA). Posteriormente, la 33-HSD, que cataliza la conversion de los compuestos A5-3p-
hidroxilados, interviene para la formacion de androstendiona a partir de DHEA (Mason,
1993; Payne et al., 1997; Pang, 1998) y subsecuentemente, la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17B-HSD) cataliza la conversion de androstendiona hacia testosterona
(Labrie et al., 1995; Mendoca et al., 1999; Takeyama et al., 2000). La androstendiona y la
testosterona pueden ser aromatizadas en el anillo A, por la accion de la P450 aromatasa
(P450-arom) y dar origen a los estrogenos, compuestos con 18 atomos de carbono, como

estrona y estradiol sucesivamente (Stoffel-Wagner, 2001) (Fig. 2).
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Figura 2. Ruta de biosintesis hacia los principales esteroides sexuales. Enzimas: P450-C17
(17u-hidroxilasa/17-20 liasa), 3p-HSD (3p-hidoxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa), 178-HSD (17f-hidoxiesteroide
deshidrogenasa/ceto esteroide reductasa) y P450-arom (P450-aromatasa). Esquema modificado (Mellon, 1994;
Burger, 2002).



Asimismo, las hormonas esteroides que presentan la configuracion A4,3-cetona
(progesterona y testosterona) pueden ser convertidas en los 5a/5B dihidroderivados por
accion de las enzimas respectivas, 5a-y 5B-reductasa. En base a esta quiralidad del
carbono 5, se presentan las dos posibles conformaciones: 5o/frans y 5B/cis.
Posteriormente, la 3a 6 3p hidroxilacion en el carbono 3, dada por la accion de las enzimas
3a- y 3B-HSD, origina los tetrahidroderivados (3c,5a, 3B,5a, 30,58, y 3B,58) (Jez y
Penning, 1998; Penning et al., 2000). Estas diferencias estructurales determinan las

caracteristicas de los diferentes androstanos (Fig. 3) y progestinas.

En tejidos blanco estas conversiones son significativas, como sucede en el
metabolismo de testosterona, que por accion de la 5a-reductasa provoca la produccion del
potente andrdgeno Sa-dihidrotestosterona (5«-DHT; 17B-hidroxi-5c-androstan-3-ona), el
cual puede metabolizarse, por la accion de la 3a-HSD, hacia androstandiol (5a-androstan-
3a,17B-diol) (Fig. 3). Las propiedades hormonales del androstandiol no han sido totalmente
definidas, pero es el androgeno que origina a la androsterona (3a-hidroxi-5a-androstan-17-
ona) (Mahendroo et al., 1996; Bruchovsky y Wilson, 1999). Es importante n‘1encionar que la
5B-reductasa, que metabodlicamente precede de las 3a-HSD, cataliza la reduccion de todas
las hormonas esteroides que portan un grupo A4,3-cetona y de acidos biliares (Penning et
al., 2001; 2003). Se ha reportado que en el higado estas reacciones resultan en una
eliminacion de hormonas esteroides para proteger de un exceso de hormonas circundantes.
En forma particular, es importante notar que una vez sintetizados los androgenos
5-reducidos, estos no pueden retornar hacia compuestos A4 6 AS, ni dar origen a los

estrdgenos (Mahendroo et al., 1997) (Fig. 3).
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Figura 3. Vias de sintesis hacia andrdgenos 5-reducidos. Enzimas: Sc-reductasa, (5a-R); 5B-reductasa, (5B-R), 3a-Hidroxiesteroide
deshidrogenasa, (3a-HSD); 3B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa, (3B-HSD); 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa, (17B3-HSD); P450-
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2.3 Papel de las hormonas esteroides durante la gestacion

Una caracteristica notable del embarazo humano es el incremento abrupto en la
produccion de hormonas esteroides y ciertas proteinas (Diczfalusy y Troen, 1961), las
principales funciones de esta gran cantidad de hormonas no estan claramente definidas,
salvo con algunas excepciohes. La elevada produccion de hormonas polipeptidicas y
esteroides durante la gestacion, directa e indirectamente, provoca adaptaciones
homeostaticas y fisioldgicas en practicamente todos los aparatos o sistemas maternos

(Taylor y Martin, 1998), siendo el Utero un blanco de accion directa para estos compuestos.

Es bien conocido que la progesterona juega un papel preponderante durante el
embarazo, por modular favorablemente la proliferacion celular endometrial, su
- diferenciacion y decidualizacion, creando asi un ambiente rico en nutrimentos propicio para
el proceso de la implantacion (Albrecht y Pepe, 1990). También disminuye la formacion de
conexiones gap y estimula la actividad de la oxido nitrico sintetasa uterina, ademas de
regular la produccion de prostaglandinas, la expresion de los canales de calcio y receptores
a oxitocina, los cuales se encuentran involucrados en la contraccion uterina (Weiss, 2000).
Asimismo, numerosas evidencias experimentales han mostrado que la progesterona es
capaz de inhibir las contracciones uterinas durante el embarazo, manteniendo un ambiente

quiescente para el correcto desarrollo del producto (Revisado por: Perusquia, 2001).

Por su parte, los estrogenos se encuentran implicitos, junto con la progesterona, en
un constante balance para el control de la actividad uterina y se ha concluido que estos

esteroides pueden inducir relajacion o excitacion de la contractilidad uterina in vitro o
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in vivo respectivamente (Perusquia, 2001). También se sabe que los estrégenos estan
involucrados en regular el incremento de la concentracion de varios agentes uterotonicos,
incluyendo a las prostaglandinas E; y F,, (Olson et al., 1983; Siler-Khodr et al., 1996),
serotonina y catecolaminas (Bulbring y Tomita, 1987), ademas de incrementar la
concentracion de receptores a oxitocina (Adachi y Oku, 1995). En particular, los estrégenos
incrementan la concentracion de o-adrenoceptores, lo cual resulta en una consecuente
disminucion de la sensibilidad al efecto relajante de agonistas p-adrenérgicos (Wray, 1993;
Jackson y Dudley, 1998). Ademas, pueden inducir la sintesis de proteinas que constituyen
canales ionicos en la membrana (Sanborn, 2000) y son esenciales para la comunicacion
intracelular, por participar en el incremento de sintesis de la conexina 43 y la formacion de
las conexiones gap en el miometrio (Petrocelli y Lye, 1993). Otras funciones atribuidas a los
estrogenos durante la gestacion incluyen la regulacion del flujo sanguineo Gtero-placental,
el desarrollo de la vascularizacion placental y en general, la modulacion del sistema

cardiovascular materno (Pepe y Albrecht, 1995).

Referente a los esteroides sexuales masculinos, los andrégenos, se cuenta con muy
escasas evidencias sobre su participacion en procesos fisiologicos en la mujer durante eI_
embarazo y no han sido explorados detalladamente, considerandolos sélo como metabolitos
intermediarios para la sintesis de los estrogenos. Sin embargo, estudios /n vitro muestran
que son eficaces inhibidores de la actividad contractil espontanea e inducida del Utero
aislado de animales de laboratorio (Perusquia, 2001). Sin embargo, es preciso revisar la

produccion de este grupo de esteroides durante la gestacion.

1



2.3.1 Produccion de androgenos durante la gestacion

Durante la gestacion, la constante sintesis de esteroides es modulada a partir de la
interdependencia que existe en la estrecha relacion madre-placenta-feto, surgiendo el
concepto de la llamada unidad feto-placentaria (Diczfalusy, 1969) y se establece una
indispensable interrelacion entre los tres compartimentos para la biosintesis, traslado y
excrecion de estos compuestos. Con la finalidad de mostrar la produccion de los
androgenos en cada una de estas entidades, se describe en forma particular a

continuacion:

a) Sintesis de androgenos en el compartimento materno

De forma general, la biosintesis de los esteroides en el compartimento materno se
manifiesta por la produccién inicial de progesterona en el ovario por la aportacion del
cuerpo I(teo y posteriormente por su sintesis en la placenta. Respecto a la produccion de
andrdgenos, se ha aceptado que la obtencion de DHEA y su ester sulfatado (DHEAS) puede
darse por la aportacion del compartimento materno a partir de las adrenales a la placenta.
También se ha reportado que este precursor (DHEA) puede biotransformarse en tejidos

especificos maternos hacia otros andrégenos.

Estudios realizados en rata, confirman la eficiente capacidad del tejido uterino para
metabolizar andrégenos. Hoffmann et al.,, (1975) encontraron que la actividad de las
enzimas 17B-3a, 17B-3B hidroxiesteroide-oxido reductasa y la Sa-reductasa estan
involucradas en el metabolismo /n vitro de la testosterona, estos autores encontraron que

androstendiona, 5Sa-dihidrotestosterona, androstandiol y androstandiona son algunos



productos del metabolismo de la testosterona en el tejido uterino de rata. Ademas, se ha
demostrado que la administracion de DHEA en ratas intactas y ovariectomizadas
incrementa la concentracion sérica de DHEAS, testosterona, androstandiol, androsterona y
otros andrégenos 3B hidroxilados, evidenciando la presencia de las enzimas requeridas para
la conversion de andrégenos en diversos tejidos (Sourla et al., 1998). Por su parte, Matsui
y Kinuyama (1977) y Matsui y Hakazaki (1977), estudiando el catabolismo biliar de la
testosterona /in vivo, determinaron la presencia de metabolitos 5a-reducidos como los

principales productos sintetizados.

Varios trabajos sobre la presencia de andrégenos en el tejido uterino humano han
descrito tal aseveracion, encontrando que el miometrio es capaz de convertir
androstendiona a 5a-androstandiona, testosterona, 5a-DHT, androsterona, androstandiol y
en menor proporcion la formacion del compuesto 19-hidroxi-4-androstene-3,17-diona (Rose
et al., 1978; Jasonni et al., 1982). Del mismo modo, el endometrio también tiene la
capacidad de convertir androstendiona hacia testosterona, 50-DHT, 5a-androstandiona y
androsterona (Collins et al., 1969), mostrando también que el epitelio lvaginai puede
metabolizar a partir de androstendiona a los andrégenos: 5a-androstandiona, testosterona,
5a-DHT, androsterona y androstandiol, destacando la indudable presencia de las enzimas
responsables para la expresion de andrégenos en el tejido reproductor de la mujer. Asi, se
ha considerado a las enzimas 5a-reductasa y 17B-HSD indispensables para estas
conversiones (Stanczyk et al.,, 1990). Poco se conoce acerca de la produccion de
androgenos 5p-reducidos en estos tejidos. Se ha encontrado la presencia de la progestina

5B-pregnandiona, que se produce a partir de progesterona en el endometrio (Bryson y



Sweat, 1967), considerando la reduccién en posicion 58 como una via alterna del tejido

uterino humano.

b) Sintesis de androgenos en la placenta

Desde el punto de vista de la esteroidogénesis, la placenta se considera un érgano
endocrino incompleto, ya que carece de algunos sistemas enzimaticos criticos para la
biosintesis hormonal de novo. La placenta per se es incapaz de realizar la biosintesis de
progesterona, debido a que no puede elaborar colesterol, el precursor obligado de todas las
hormonas esteroides (Telegdy et al., 1970; Simpson, 1979; Hall, 1986). Diversos estudios
han concluido que la placenta utiliza principalmente el colesterol materno en forma de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) como sustrato para la produccion de PREG y
~ subsecuentemente la sintesis de progesterona, mientras que el aporte de colesterol fetal,
aunque presente, es muy bajo (Jaffe y Peterson, 1966; Helling et al., 1970; Albrech y Pepe,
1990). En la mitocondria de la placenta, la PREG, es biosintetizada a través de una cadena
de transporte compuesta por la adrenodoxina, la adrenodoxina reductasa y el citocromo
P450scc que rompe la cadena lateral del colesterol (Martinez et al., 2001; Loganath et al.,
2002) y da origen a la progesterona por accion de la 38-HSD (Lorence et al., 1990), ver

figura 4.
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Figura 4. Ruta principal para la produccidon de progesterona en la unidad fetoplacentaria. Resaltando
que la principal aportacién del colesterol en forma de LDL (lipoproteinas de baja densidad) es dado por el
compartimento materno (modificado de Gandy, 1977; Jaffe, 1999).

Con respecto a la produccion de androgenos, desde la década de 1960 se ha
establecido que la placenta es incapaz de biosintetizar estos compuestos, por carecer de la
P450 C-17 (17a-hidroxilasa/17-20 liasa), que es la enzima requerida para romper la cadena
lateral de la progesterona (Pion et al., 1965; Kitchin et al., 1967; Miller, 1998; Weiss,
2000), paso limitante que se presenta en la ruta de biosintesis. Sin embargo,
contrariamente a lo que se creia, un trabajo reciente reportd que la placenta tiene la
capacidad de sintetizar DHEA a partir de PREG (Loganath et al., 2002), por la presencia de
la enzima P450 C-17 dando lugar a la conversion de PREG hacia DHEA o de progesterona

hacia testosterona; sin embargo, se ha determinado que la cantidad de esta enzima es



insuficiente y se ha considerado fundamental la participacion del feto para la biosintesis de
androgenos. Asi, DHEAS en la placenta, obtenida del feto, pierde el grupo sulfato unido al
carbono 3 de manera rapida y eficiente por la sulfatasa placentaria, enzima que esta
presente en la placenta con una extensa actividad (Taylor y Martin, 1998; Jaffe et al.,
1999), liberando de esta forma a DHEAS y quedando DHEA en forma libre (no conjugada).
Este es un paso critico en la elaboracién de otros andrégenos que se empiezan a
biotransformar en la placenta, nuevamente por la accién de la 3p-HSD, formando asi a la
androstendiona y mediante la 178-HSD se establece la constante interconversion hacia
testosterona (Lamb et al., 1967) y su epimero la epitestosterona. Asimismo, el sulfato de _
16a-hidroxi-dehidroepiandrosterona (16a-QH-DHEAS) (Fig. 5) es formado en las
suprarrenales y en el higado fetal y al pasar a la placenta se puede convertir hacia otros
androgenos hidroxilados en el carbono 16, originando 16a-OH-androstendiona y 16a-OH-
. testosterona o incluso pueden hidroxilarse en el carbono 7, produciendo una amplia gama

de compuestos (Gandy, 1977; Hampl y Starka, 2000).

Finalmente, la placenta posee un sistema de aromatizacion sumameﬁte activo que
transforma rapidamente a testosterona, androstendiona y sus formas 16a-hidroxiladas en
los correspondientes estrogenos (estrona, estradiol y estriol), debido a la gran cantidad de
la enzima aromatasa (P450 arom) presente en este tejido (Siitteri y MacDonald, 1966;
Dell “Acqua et al., 1967; Goodyer y Branchaud, 1981; Purohit y Oakey, 1989; Newby et al.,
2000). A lo largo del embarazo, el exceso de esteroides “que ya no son Utiles” pasan de la
placenta al compartimento materno y entran a un proceso de conjugacion (Fig. 5) con
grupos sulfato, grupos glucurénicos o la mezcla de ambos para facilitar su excrecion

(Russell y Wilson, 1994).
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¢) Sintesis de androgenos en el compartimento fetal

Respecto a la transformacion de androgenos en el feto, cuando este adquiere la
capacidad de sintetizar esteroides, se involucra de una forma determinante para su
produccion. Los esteroides producidos de novo en el feto (Carr y Simpson, 1982), asi como
los aportados por la placenta entran en un proceso de sulfoconjugacion de esteroides
hidroxilados de manera ubicua y se desarrollan en distintos sitios que incluyen: el pulmén,
el intestino, el higado y la glandula suprarrenal. En esta Gltima, la sulfurilacién conduce a la
formacion de los distintos sulfatos de esteroides como el sulfato de colesterol y el sulfato
de PREG (PREGS), esteroide que da origen al sulfato de DHEA (DHEAS), principal precursor
de androgenos y el mas importante desde el punto de vista cuantitativo (Bolte et al., 1966;
Jaffe et la., 1968; Pérez-Palacios et al.,, 1968; Burger, 2002), encontrando en menor
cantidad 11B-hidroxi-testosterona (Mancuso et al., 1968). En el higado fetal, como se
menciond, DHEAS se hidroxila en el carbono 16, dando lugar a una importante cantidad de
160-OH-DHEAS (Bolté et al., 1964; 1966; Buster et al., 1974) o bien a partir de DHEA tener
una sucesiva hidroxilacién en el carbono 7 de la molécula, obteniendo 7a- y 7B-hidroxi-

dehidroepiandrosterona (7a-OH-DHEA 6 7B-OH-DHEA) (Sulcova et al, 1968).

Los resultados de otros estudios, han demostrado que la testosterona producida en
la placenta se transporta al higado fetal para metabolizarse hacia andrégenos 53-reducidos
como: 5B-DHT (17B-hidroxi-5p3-androstan-3-ona), 16a-OH-5B-androstandiol, 16a-OH-
etiocolanolona, 16a-OH-5B-androstandiona y 16a-OH-androstendiona (Fig. 6), proceso
determinado por la gran actividad de la enzima 5B-reductasa presente en el higado

(Charbonneau y The Van-Luu, 2001), mientras que en otros tejidos fetales que



comprenden: el pulmon y el tracto gastrointestinal, la conversion es hacia metabolitos
Sa-reducidos como: S5a-androstandiona, androsterona, epiandrosterona y S5a-DHT
(Benagiano et al., 1968; Mancuso et al., 1968). Por otra parte, se ha sugerido que el tejido
hematopoyetico fetal podria ser capaz de convertir testosterona hacia algunos compuestos
5B-reducidos, donde se incluyen: 5B-androstan-3a,17B-diol, 5B-androstan-17p3-ol,3-ona,
androstenediona y 5B-androstandiona (Parsons, 1970). Los hallazgos anteriores son de
suma importancia, ya que muestran el activo proceso de conversion de los dihidro- y

tetrahidro-derivados de testosterona en el compartimento fetal.

La presencia de todos los androgenos, sugiere la posible participacion de dichos
compuestos en la regulacion de eventos bioldgicos en la placenta o al integrarse
nuevamente al compartimento materno o fetal podrian ejercer una accion en blancos
especificos para la generacion de nuevos eventos celulares o bien continuar con su ruta
metabdlica y entrar en un proceso de conversién mas extensa que incluye: los procesos de
oxido-reduccion en el carbono 17 y de reducciones en los carbonos 3 y 5, generando una
mayor variedad de metabolitos 5a- y 5B-reducidos en tejidos periféricos (Morato y Flores,

1990).
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2.4 Concentraciones séricas de androgenos

Es bien conocido que DHEA y su éster sulfato (DHEAS), son los esteroides mas
abundantes en la circulacion humana. Aunque la produccion de estos androgenos es mayor
en el hombre, en la mujer la secrecion de DHEAS es producida en un rango de 3.5-20
mg/dia durante la vida reproductiva y su concentracion circulante se estima en un rango
que varia entre 3-12 umol/L (1-4 pg/mL). Estas concentraciones no varian en forma
significativa durante el ciclo menstrual. El rango de produccion de DHEA en su forma no
conjugada es de 6-8 mg/dia con una concentracion que varia entre 3-35 nmol/L (1-10
ng/mL) (Burger, 2002; Celec y Starka, 2003). Tanto DHEA como DHEAS presentan un
patron caracteristico de las concentraciones séricas relacionado con la edad, alcanzando el
maximo entre la segunda y tercera década de la vida en ambos sexos, disminuyendo sus
concentraciones hasta un 10 y 20 % de la concentracion maxima durante la edad avanzada
(Orentreich et al., 1984; Bélanger et al., 1994; Trivedi y Khaw, 2001; Rainey et al., 2002).
Por su parte, la concentracion sérica de testosterona libre y total en el hombre también
presenta una progresiva disminucion con la edad (Vermeulen, 1991; Tenover, 1994;

Bélanger et al., 1994; Baulieu, 2002).

En forma notable, los reportes de las concentraciones séricas de testosterona
varian entre los individuos evaluados en los distintos laboratorios. En la mujer, se ha
demostrado que la concentracion de testosterona se incrementa en la fase folicular, asi
como durante la fase lutea, presentando una variacion durante el periodo diurno,
alcanzando concentraciones maximas por la mafiana (Davis y Tran, 2001; Davison y Davis,

2003). Esto determina que el indice de produccion diaria se encuentra en el orden de
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0.1-2.5 mg/dia y la concentracion sérica estd en un rango entre 0.6-2.5 nmol/L (0.2-0.7
ng/mL) (Burger, 2002; Taieb et al., 2003), estableciendo de forma general, que en la mujer
la concentracion sérica de testosterona se mantiene constante a lo largo de su vida (Labrie

et al., 1997a; Dorgan et al., 2002).

En cuanto a los metabolitos 5-reducidos, 5a-DHT muestra una disminucion en su
concentracion sérica del hombre entre la edad de 50-70 afios y en la mujer se presenta una
progresiva disminucion entre los 20-30 y entre los 70-80 anos de edad, bajando sus
concentraciones de 0.9 nmol/mL (0.26 ng/mL) a 0.5 nmol/mL (0.14 ng/mL) (Labrie et al.,
1997a). Por su parte, androsterona en el hombre y la mujer no muestra una clara variacion
con respecto a la edad, manteniendo valores muy cercanos en las diferentes etapas de su
vida entre 2.5-3.5 nmol/L (0.72-1 ng/mL). Con respecto a androstandiol, se ha reportado
que existe una notoria disminucion en el hombre a partir de los 60 afios y en la mujer no
existe variacion con 1.5-2 nmol/L (0.43-0.58 ng/mL) (Bélanger et al., 1994; Labrie et al.,

1997a), siendo datos poco consistentes.
2.4.1 Concentraciones séricas de androgenos en el embarazo

Durante la gestacion las concentraciones séricas de progesterona se incrementan
significativamente de una forma lineal conforme avanza el embarazo, alcanzando valores
que oscilan entre 477-556 nmol/L (150-175 ng/mL) al término (Albrecht y Pepe, 1990;
Taylor y Martin, 1998) (Fig. 7A). Respecto a los androgenos no conjugados, sus
concentraciones séricas se encuentran en un orden muy inferior al de la progesterona y sus

concentraciones de expresion son variables (Fig. 7C). Sin embargo, las concentraciones



reportadas en la literatura han sido controversiales, dadas por las diferentes técnicas para
cuantificar estos compuestos. La concentracion sérica de los androgenos en la madre
durante el embarazo ha sido determinada solo para DHEAS, DHEA, testosterona,

androstendiona y 5a-DHT (Fig. 7B y 7C).

Respecto a la concentracion sérica materna de DHEA, se ha reportado que oscila
entre un valor promedio de 17.40 nmol/L (5.02 ng/mL) al inicio del embarazo, valor que
disminuye sutiimente conforme avanza la gestacion, alcanzando un valor final de 15.46
nmol/L (4.46 ng/mL) al término, lo cual indica un 12 % de disminucién. En cambio, su
éster sulfatado (DHEAS) presenta un valor sérico muy alto, de aproximadamente
2.6 umol/L (1.0 pg/mL) al final del embarazo (Rivarola et al., 1968; Laatikainen et al.,

1980; Mathur et al., 1980).

La concentracién de androstendiona al inicio del embarazo se encuentra en un
rango de 7.01 nmol/L (2.01 ng/mL), manteniendo su concentracion solo durante las
primeras semanas, con un incremento a partir de la semana 13 y 16, aumentando un 39 %
con una media de 11.45 nmol/L (3.28 ng/mL) (Mizuno et al., 1968; Troisi et al., 2003), con

una variacion no significativa hasta el término (Fig. 7C y 8).

En forma interesante, testosterona aumenta su concentracion conforme avanza la
gestacion, estableciendo un aumento de 6.48 nmol/L (1.87 ng/mL) antes de la semana 28
hasta alcanzar una concentracion de 14.42 nmol/L (4.16 ng/mL) al término (Bammann et
al., 1980). Este aumento es del 56 % y es un valor muy cercano al reportado para su

precursor inmediato la DHEA (Fig. 7C y 8). Sin embargo, en estudios recientes los

i)



resultados han sido contrastantes, reportando un valor sérico al final del embarazo entre
4.36-6.03 nmol/L (1.26-1.84 ng/mL) (Dokras et al., 2003; Troisi et al., 2003), valores mas
altos que los de una mujer no embarazada, pero similares a los reportados antes de la

semana 28 (Bammann et al., 1980).

Para 5a-DHT el comportamiento es distinto, ya que sélo durante el primer
trimestre de gestacion se presenta una ligera elevacion en la concentracion sérica, con un
valor de 1.27 nmol/L (0.37 ng/mL), el cual disminuye paulatinamente después del primer
trimestre hasta el final del embarazo a un valor de 0.61 nmol/L (0.18 ng/mL) (Fig. 7C y 8),
rangos similares a los de una mujer no embarazada (Saez et al., 1972; Abraham, 1974;

Buster et al, 1979).

Es importante mencionar que los valores séricos de 5B-DHT, androsterona,

androstandiol y otros andrégenos no han sido determinados durante el embarazo.
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Figura 7. Comparacion del nivel sérico de los esteroides durante el embarazo humano. A) progesterona
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Figura 8. Comparacion de los niveles séricos de los andrégenos en el embarazo humano a término
mostrando un valor promedio n > 19 + EEM (datos obtenidos de Saez et al., 1972; Laatikainen et al., 1980;
Bammann et al., 1980; Troisi et al., 2003).

Algunos autores han reportado que no existe diferencia en los valores séricos
maternos de DHEA, androstendiona y testosterona relacionada con el sexo de los fetos
(Rivarola et al., 1968, Mizuno et al., 1968; Bammann et al., 1980). En contraste, otros
estudios han revelado que el valor sérico fetal en ambos sexos tiene claras diferencias,
indicando que el feto masculino presenta mayor cantidad total de andrégenos (11.1 + 4.9
ng/mL) comparado con la concentracion sérica producida por el feto femenino (8 + 1.3
ng/mL). También, la concentracion sérica evaluada en forma independiente para

testosterona en fetos masculinos resultdé mas alto (3.70 ng/mL), que el de un feto femenino
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(0.96 + 0.26 ng/mL) y mas alto que el valor en una mujer no embarazada (0.37 + 0.26

ng/mL) (Diez D "Aux y Murphy, 1974; Troisi et al., 2003).

2.5 Efectos biologicos de los androgenos

Se ha reportado que los androgenos modulan las funciones biologicas de muchos
tejidos y organos que involucran de forma general: al hipotalamo, la glandula tiroides, la
glandula adrenal, la glandula submaxilar, el rifdn, el higado y el corazén. Ademas, regulan
el desarrollo, el crecimiento y el mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias
(Traish et al., 2002). En hombres: estan involucrados desde su diferenciacion sexual y
ayudan a la maduracion y al funcionamiento correcto de la prostata, los testiculos, el pene,
el -epididimo y la vesicula seminal. En mujeres: los andrégenos, son esenciales para el
desarrollo de las funciones reproductivas (ovulacion) como precursores para la sintesis de
los estrégenos, que modulan conjuntamente el desarrollo de las glandulas mamarias, del
clitoris, de la vagina, del Utero y de los ovarios (Simpson, 2002). Asimismo, los andrégenos
estan involucrados en otras funciones como son: la facilitacion de la libido y la potencia
sexual, la densidad del hueso, la fuerza y masa muscular, la energia, la distribucion del
tejido adiposo y el bienestar fisiologico entre las bondades mas descritas actualmente
(Wilson, 1999; Bachmann et al., 2002; Notelovitz, 2002). La alteracion en la biosintesis o
metabolismo de los androgenos pueden traer consigo efectos no deseables en la funcion
reproductiva sexual y en la salud general, afectando incluso el estado de animo del

individuo (Miller, 2001; Dennerstein et al., 2002, Bancroft, 2002).



Referente al precursor de androgenos, se ha reportado que la DHEA presenta
beneficios exclusivos en animales de laboratorio y en humanos. Las evidencias han
mostrado que la administracion intravenosa de DHEA y su sulfato, facilitan el flujo
sanguineo durante el embarazo humano a término; regulado por un rapido incremento del
oxido nitrico (Manabe et al., 1999). También ejerce una funcién inmunomoduladora en el
embarazo por una potenciacion directa sobre la activacion de linfocitos (Suitters et al.,
1997), mejorando el sistema inmune y siendo capaz de regular la inhibicion sobre la
expresion de RNA y DNA virales en los mamiferos (Henderson et al., 1992). Este esteroide
también regula la maduracion cervical inducida por el acido hialurdnico en conejos, por un
proceso via interleucina 8 y sus receptores (Belayet et al., 1999). Por otra parte, se ha
reportado la disminucion del riesgo de enfermedades oncogénicas (Schwartz et al., 1986; Li
y Yan, 1993) y aterogénicas, mostrando también retardo en los procesos de envejecimiento
y diabetes, favoreciendo procesos de aprendizaje y memoria con beneficio directo sobre el
Alzheimer. Asimismo, existen evidencias de que DHEA es capaz de disminuir la obesidad en
animales (Schwartz et al., 1981; MacEwen y Kurzman, 1991; Nestler et al., 1992; Schwartz
y Pashko, 1995; Diamond et al., 1996; Byrne y Bradlow, 2001). Otro efecto biologico
postulado para la DHEA es la inhibicion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Marks and
Banks, 1960), revirtiendo la resistencia a la insulina, la cual es asociada con el tratamiento
con glucocorticoides (Coleman et al., 1982). Estudios recientes sugieren que la terapia de
reemplazo con DHEA podria tener efectos benéficos sobre el bienestar tanto fisioldgico
como psicoldgico en hombres y mujeres mayores. Un estudio realizado en mujeres post-
menopausicas con un tratamiento de 12 meses con terapia de reemplazo hormonal con
DHEA muestra un incremento en la maduracion del epitelio vaginal, con un efecto

estimulante sobre el endometrio (Labrie et al., 1997b).



Un importante aspecto de la administracion de DHEA es la rapida conversion hacia
DHEAS, la cual puede ser convertida en tejidos periféricos nuevamente hacia DHEA y
aumentar también la circulaciéon de androgenos y estrégenos en el metabolismo del
individuo, reestableciendo asi la disminucion de los niveles de las hormonas que se
presenta durante el envejecimiento (Morales et al., 1994; Field et al, 1994; Labrie et al.,

1997¢; Callies et al., 2000; Allolio y Arlt, 2002).

Con respecto a testosterona, se ha establecido que interviene directamente en la
diferenciacion sexual del feto masculino, estimulando directamente la formacion del |
epididimo, de los vasos deferentes y la vesicula seminal a partir de los conductos de Wolf,
mientras que 5a-DHT, sintetizada a partir de testosterona por la accidn de la 5a-reductasa,
es requerida para el desarrollo de la prdstata y de los genitales externos que incluyen al
pene y el escroto (Wilson et al., 1993), regulando también los cambios en la pubertad del
fenotipo masculino (Rogol, 2002). En cambio, a su isomero SB-DHT, no se le ha conferido
ninguna propiedad androgénica (Kokotis y Liao, 1999). Por otra parte, algunos resultados
han sido controversiales, como en los problemas cardiovasculares, debido a que se ha
aceptado que el exceso de testosterona podria estar relacionado con enfermedades y
problemas serios en la fisiologia del individuo (Vermeulen, 1991; Tenover, 1997), con
riesgos que involucran el desarrollo de ginecomastia, la produccion de policitemia,
retencion de fluidos, apnea y la aceleracion en el desarrollo de problemas prostaticos

(Tenover, 1999).

En relacion a otros derivados de la testosterona, se sabe que el androstandiol es

aproximadamente 3 veces mas potente que la androsterona en su actividad como esteroide



androgénico (Kirschner y Bardin, 1972; Walsh y Wilson, 1976; Moore et al., 1979;
Mahendroo et al., 1996). El androstandiol ha sido cuantificado en el plasma de humano,
rata, ratén y en otros mamiferos (Kinouchi y Horton, 1974), aunque resulta dificil ubicar su
bioactividad, por su rapida conversion hacia otros andrdgenos So-reducidos (Fig. 3). El
androstandiol es considerado, por algunas lineas de investigacion, como un androgeno
activo requerido para desencadenar el parto en ratones (Mahendroo et al., 1996), ademas,
otros reportes muestran que es un metabolito de PREG, producido por el ovario antes y en
el inicio de la pubertad en la rata, mostrando que en este tejido hay una constante
conversion de androstandiol (5a-androstan-3a,17p-diol) y su epimero Sa-androstan-

3B,17B-diol (Eckstein et al., 1970). El nivel sérico de este andrégeno, de origen ovarico, es
del orden de 342-854 nmol/L (100-250 ng/ml) en ratas hembras inmaduras (Eckstein y
Ravid, 1974; Eckstein,1983) y es secretado activamente por los testiculos de conejo (Ewing
et al., 1975). Lés evidencias anteriores determinan la presencia de este andrégeno, del cual

se van conociendo poco a poco sus posibles efectos moduladores en el organismo.

2.5.1 Efecto de las hormonas esteroides sobre la contraccion miometrial

La importancia de las hormonas esteroides, enfocada a la actividad contractil uterina,
fue mostrada desde 1903 (Fraenkel). En este experimento pionero, fue sefalado que el
cuerpo luteo es indispensable para mantener el embarazo en conejas. Mas tarde, se
reportd que un extracto obtenido del cuerpo liteo era capaz de inducir cambios
progestacionales y mantener el embarazo en conejas castradas (Allen y Corner, 1929). Sin
embargo, fue un ano después del aislamiento y caracterizacion de la progesterona
(Butenandt y Westphal, 1934), cuando se mostro que este esteroide producia un efecto

inhibitorio en la actividad uterina /n vivo de la coneja (Allen y Reynolds, 1935). Este hecho
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dié lugar al nacimiento de la predominante conceptualizacion de que la progesterona es un
mecanismo de “defensa” durante el embarazo y asi el uso del nombre "esteroide
progestacional" (progesterona) para describirlo, considerando a la progesterona como la
hormona por excelencia para producir la quiescencia uterina necesaria para llevar a cabo la
implantacion y el mantenimiento del embarazo en los mamiferos, sefialando que la caida de
los niveles de esta hormona a término del embarazo desencadena el trabajo de parto

(Bedford et al., 1972, Arkaravichien y Kendle, 1990; Astle et al., 2003a).

En la década de 1960, numerosas evidencias experimentales en animales, mostraron
que la progesterona tiene un efecto relajante en el Gtero de la coneja (Csapo, 1961), sobre
contracciones uterinas estimuladas eléctricamente en la rata prefiada (Marshall y Csapo,
1961) y sobre contracciones inducidas por oxitocina en Utero de rata no prefada (Barnafi y
Croxatto, 1963). Varios afios después se reporta que ademas de la progesterona, algunas
progestinas 5-reducidas también ejercen un efecto relajante sobre las contracciones
espontaneas del Utero de la rata no prefiada (Kubli-Garfias et al., 1979) y prefiada (Kubli-

Garfias et al., 1983a), mostrando mayor potencia relajante las progestinas 53-reducidas.

Trabajos realizados en el Gtero humano, muestran que la progesterona también
induce un efecto relajante sobre las contracciones espontaneas e inducidas con oxitocina
en tiras de miometrio humano /n vitro (Kumar et al., 1962; Barnafi y Larraguibel, 1974).
Posteriormente, se reporta el efecto de progesterona y dos progestinas 5a-reducidas:
Sa-pregnan-3,20-diona y 3a-hidroxi-5a-pregnan-20-ona, sobre la actividad contractil /n
vitro del miometrio humano gestante a término (Lofgren et al., 1992; Lofgren y Backstrom,

1994), observando que estos metabolitos inducen una disminucion no significativa de las
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contracciones espontaneas. En un analisis posterior se describié que las progestinas:
3B-hidroxi-5p-pregnan-20-ona, 5B-pregnan-3,20-diona, 3a-hidroxi-5p-pregnan-20-ona y
3a-hidroxi-5a-pregnan-20-ona, inducen una relajacion mayor a la inducida por
progesterona, mientras que otras progestinas Sa-reducidas como: 5a-pregnan-3,20-diona y
3B-hidroxi-5a-pregnan-20-ona fueron ineficaces o débiles inhibidores de la actividad
contractil del itero humano gestante a término (Perusquia et al., 1997; Perusquia y Jasso-
Kamel, 2001). Este hallazgo interesante contrasta con el tenue efecto que se le habia
conferido a la 3a-hidroxi-5a-pregnan-20-ona (Lofgren et al., 1992), siendo ésta la
progestina mas potente en el estudio de Perusquia y Jasso-Kamel (2001), debido quiza, a
las diferentes condiciones experimentales usadas por ambos grupos. El grupo de Thornton
(1999), también encontré que la 5pB-pregnan-3,20-diona, induce inhibicion de las
contracciones espontaneas e inducidas por oxitocina del Utero humano a término de la

gestacion.

Las evidencias sobre el efecto relajante de los androgenos en la actividad uterina
han sido limitadas a los estudios en animales de laboratorio (Perusql}ia, 2001). La
descripcion inicial fue publicada por Robson en 1937, reportando que la testosterona induce
un efecto relajante sobre las contracciones del Gtero aislado de coneja. Posteriormente, se
probo el efecto de testosterona sobre contracciones estimuladas con oxitocina en Utero de
rata, inhibiendo su actividad contractil (Barnafi y Croxatto, 1963). Pero fue hasta la década
de 1980, cuando se reporta el efecto relajante de varios androgenos sobre la contractilidad
espontanea del Utero aislado de la rata (Kubli-Garfias et al., 1980), mostrando que los
metabolitos Sa-reducidos: androsterona (3a-hidroxi-5a-androstan-17-ona) y androstandiol

(Sa-androstan-3a-17p-diol), asi como el andrégeno 5p-reducido, 58-DHT (17p3-hidroxi-5p3-



androstan-3-ona), son mejores inhibidores de la actividad contractil, incluso con mayor
potencia que sus precursores DHEA y testosterona (Tabla 1). Asimismo, se ha mostrado el
efecto relajante de testosterona, S5a-DHT, 5B-DHT, androsterona y androstandiol sobre la
contraccion inducida con KCl en el ttero de la rata (Sanchez-Aparicio et al., 1993; Gutiérrez
et al, 1994; Perusquia y Villaléon, 1996), asi como el efecto relajante de testosterona,
5p-DHT, androsterona y androstandiol sobre contracciones inducidas por otros agentes
como: CaCl, (Perusquia et al., 1990), serotonina (Perusquia et al., 1991a), acetilcolina
(Perusquia et al., 1991b) y oxitocina (Perusquia y Campos, 1991). El andlisis de estos datos
muestra que el andrégeno con mayor potencia relajante es 53-DHT (Tabla 1), seguido de
la potencia observada para androsterona y androstandiol, siendo mas eficaces que su
precursor testosterona (Perusquia, 2003). En un estudio reciente se observo que el
precursor de androgenos, la DHEA ha mostrado ser un relajante eficaz de la contraccion

uterina de la rata y el humano (Perusquia y Calixto, 2003).

En otros experimentos realizados sobre la actividad contractil espontanea del utero
de rata se ha demostrado que algunos 5a- y 5B-androstanos, que carecen de un grupo
funcional en el carbono 17 y que presentan solamente grupos funcionales en el carbono 3 y
5 (5a-androstan, 5a-androstan-3a-ol, 5a-androstan-3B-ol, Sa-androstan-3-ona, 5pB-
androstan, 5p-androstan-3a-ol, 5B-androstan-38-ol y 5p-androstan-3-ona), son débiles
inhibidores de la contraccion uterina (Navarrete, 1999; Barrera, 2000), estos estudios
evidenciaron la necesidad de la interaccion entre los diferentes grupos sustituyentes en los
carbonos 3, 5y 17, asi como su orientacion espacial cis/trans para determinar la potencia

relajante de cada uno de estos compuestos, destacando que la 5p-reduccion del anillo A ¢



la combinacién 3a-hidroxi-5c en el mismo anillo es necesaria para la obtencion de un

efecto relajante optimo.

La relajacion que producen los andrégenos no es privativa del musculo liso
uterino, ya que se ha reportado que otros musculos lisos son también sensibles a su accion
relajante, como el observado por testosterona, androsterona y androstandiol en el
epididimo y vesicula seminal de la rata (Kubli-Garfias et al., 1983b), por 5B-DHT,
androsterona, androstandiol y testosterona en el ileon del tracto gastrointestinal del cobayo
(Kubli-Garfias et al., 1987) y por DHEA, testosterona y 5a-DHT en el musculo liso vaginal
en la coneja (Traish et al., 2002). Ademas, testosterona induce un efecto vasodilatador en
diferentes lechos vasculares de varias especies (Revisado por: Perusquia, 2003; Jones et
al., 2003; Suzuki et al., 2003; Liu et al., 2003). También se ha destacado la aguda accion
vasodilatadora que induce 5B-DHT en la aorta toracica de la rata (Perusquia et al., 1996;

Perusquia y Villalon, 1999).

En la vasculatura humana, testosterona también ha mostrado ser un potente
relajante (Adams et al., 1995; Rosano et al., 1999; Webb et al., 1999) y se ha observado
que algunos metabolitos, como 5B-DHT, pueden ejercer un significativo efecto relajante,
mayor al que produce testosterona en la arteria umbilical humana (Toledo et al., 2002;
2003). En forma relevante, DHEA ha resultado también tener una aguda potencia
vasodilatadora en la aorta de rata y en la arteria umbilical humana (Perusquia y Calixto,

2003).



Los datos disponibles muestran que los androgenos, en general, son eficientes

para relajar la musculatura lisa y en particular, 58-DHT es un compuesto con una fuerte

propiedad relajante en diferentes tipos de musculo liso (Tabla 1; Perusquia, 2003).

Tabla 1. Comparacion de la potencia relajante ejercida por diferentes andrégenos en
varios tipos de miusculo liso. Notese la potencia del androgeno 5B-reducido (58-DHT)

(Tomada y traducida de Perusquia, 2003).

Modelo Experimental Orden de potencia

Referencia

Utero aislado de rata

-Contractilidad espontanea Androsterona > 5-DHT > androstandiol > epietiocolanolona > 5B-androstanediona Kubli-Garfias et al., 1980

> T > 5a-DHT = epiandrosterona > etiocolanolona > DHEA

-Contraccién inducida con Ca™* 5B-DHT > androstandiol > androsterona > T
-Contraccion inducida con KCI 5B-DHT > androsterona = androstandiol = T
-Contraccién inducida con Ox Androsterona > 58-DHT = androstandiol > T
-Contraccion inducida con 5-HT ~ 5B-DHT > androsterona > androstandiol > T
-Contraccion inducida con ACh  5B-DHT > androsterona > androstandiol > T
Vesicula seminal y epididimo de rata
-Contraccion inducida con BaCl:  Androsterona > androstandiol > T
fleon aislado de cobayo
-Contractilidad espontanea 5B-DHT > androsterona > androstandiol > T
Aorta aislada de rata
-Contraccién inducida con NA 53-DHT > 50-DHT > T
Arteria coronaria aislada de rata
-Contraccién inducida con PGFz, T > progesterona > 17[-estradiol > cortisol

Arteria pulmonar aislada de rata

-Contraccion inducida con PGFz, Progesterona > T > cortisol > 173-estradiol

Perusquia et al., 1990

Perusquia y Villalén,
1996

Perusquia y Campos,
1991

Perusquia et al., 1991 a

Perusquia et al., 1991 b

Kubli-Garfias et al., 1983

Kubli-Garfias et al., 1987

Perusquia et al., 1996

English et al., 2001

English et al., 2001

Testosterona (T), Dihidrotestosterona (DHT), Dehidroepiandrosterona (DHEA), Serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT),
Prostaglandina F,,, (PGF,,), Oxitocina (Ox), Acetilcolina (ACh), Noradrenalina (NA), Cloruro de Bario (BaCl,), Cloruro de

Potasio (KCI).
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2.6 Mecanismo de la accion relajante de las hormonas esteroides en el miometrio

El modelo clasico de accion de los esteroides, involucra la union de los esteroides
con su receptor y subsecuentemente la transcripcion es iniciada con efectos positivos 6
negativos sobre la expresion de genes blanco (Beato y Klung, 2000, Heinlein y Chang,
2002a). La considerable latencia de los efectos gendmicos de los esteroides es la
consecuencia de pasos que se consumen a lo largo del tiempo (>30 minutos) para su
accion, caracterizados por un retraso especifico y una alta sensibilidad hacia los inhibidores
de la transcripcion (actinomicina D) y sintesis de proteinas (cicloheximida), asi, como por su

sensibilidad al bloqueo dado por antihormonas (Bygdeman et al., 2000).

En contraste a la accion gendmica de los esteroides, existen numerosos efectos
que han sido catalogados como de tipo nogendmico (Falkenstein et al., 2000a, 2000b;
Coleman y Smith., 2001; Lésel y Wehling, 2003), determinados por: 1) su rapido inicio de
accién (de segundos a minutos), 2) su insensibilidad a inhibidores de la transcripcion y
sintesis de proteinas, 3) por no ser bloqueados por antagonistas y 4) por los efectos
producidos aun sin tener acceso al nucleo (ligados covalentemente a macromoléculas

impermeables a la membrana o en células que carecen de nucleo).

Ejemplos clasicos de los efectos nogenomicos de los esteroides, fueron descritos
inicialmente en el sistema nervioso central por Selye (1941; 1942), mostrando que los
esteroides son potentes anestésicos /7 vivo, manifestando su efecto de forma inmediata.
Senalando mas adelante, que inducen un efecto sedativo, hipndtico y anticonvulsivo
(Phillips, 1975; Gyermek et al., 1968; Schumacher, 1990; Craig, 1987; McEwen, 1991), al

disminuir la excitabilidad del sistema nervioso central (Kubli-Garfias, 1984) e induciendo



sincronizacion encefalografica (Kubli-Garfias et al., 1982) y disminucion en la actividad

multiunitaria después de su administracion (Kubli-Garfias, 1987).

Por otra parte, en otro tejido excitable como el musculo liso uterino, el efecto
relajante reportado por progestinas y androgenos también es considerado como de tipo
nogenomico, por ser un efecto observado de forma inmediata, con una latencia de
segundos a minutos, con acciones directas en la membrana y no mediadas por un receptor
intracelular, ya que la actividad logra recuperarse cuando el esteroide se retira del tejido,
determinando un efecto reversible (Perusquia et al., 1990; Perusquia y Villalén 1996) y no
bloqueado por actinomicina D, cicloheximida (Sanchez-Aparicio et al., 1993; Gutiérrez et
al., 1994) 6 por antihormonas como flutamida (Sanchez-Aparicio et al., 1993) 6 el RU-486
(Perusquia y Jasso-Kamel, 2001), proponiendo que el efecto relajante inducido por
progestinas y andrégenos sobre la actividad contractil uterina de la rata, es independiente
de los factores de transcripcion y es un efecto membranal de tipo nogendmico (Perusquia,

2001).

Se ha propuesto que en el mecanismo de accion de los esteroides para inducir
relajacion uterina se encuentran involucrados algunos i6nes. Batra (1973) estudio la
captacion de calcio por mitocondrias en el miometrio humano tratado con estrégenos
observando que éstos inhiben la captura de calcio mitocondrial dependiente de ATP
mientras que la progesterona no la afectaba. Posteriormente, se mostré que esta hormona

disminuye la fijacion de calcio del miometrio (Batra y Bengtsson, 1978).



Evidencias posteriores propusieron que en el mecanismo de accion que los
esteroides utilizan para inducir relajacion uterina, se encuentra involucrada una disminucion
de la entrada de calcio extracelular al interior de la célula muscular, por un posible bloqueo
de los canales de calcio operados por voltaje (Perusquia et al., 1990). Estos datos estan
basados en que, tanto las progestinas como los andrégenos logran inhibir la contraccion
inducida por calcio en el Utero despolarizado de la rata, aunado a que dicho efecto es
revertido por la adicion de iondforos de calcio (A-23187 y X-537A), estableciendo un efecto
calcio-antagdnico (Perusquia et al.,, 1990). Por otra parte, se ha reportado que los
esteroides pueden inhibir las contracciones uterinas de rata inducidas por oxitocina |
(Perusquia y Campos, 1991), serotonina (Perusquia et al., 1991a) y acetilcolina (Perusquia
et al., 1991b), ademas de prevenir las contracciones provocadas por las prostaglandinas E;
y F2o (Perusquia y Kubli-Garfias, 1992). Por lo tanto, estos datos sugirieron que también los
esteroides se encuentran involucrados en la inactivacion de los canales de calcio operados
por receptor (Revisado por: Perusquia, 2001). Evidencias direétas, usando la técnica de
“patch-clamp” en células uterinas de rata prefiada muestran que los estrégenos pueden

inhibir las corrientes de los canales de calcio (Yamamoto, 1995).

De manera colateral, algunas evidencias han mostrado que otro tipo de canales
idonicos pueden estar también involucrados en la regulacion de la contraccion uterina por
hormonas esteroides. Se ha reportado que 17B-estradiol podria inhibir la actividad de
canales de potasio en células de miometrio gestante humano, mientras que progesterona
presenta un efecto opuesto (Knock et al., 2001; Jones et al.,, 2003), lo cual estd
relacionado con la evidencia de que los estrogenos controlan la expresion de los canales de

potasio dependientes de voltaje en el musculo liso uterino (Boyle et al., 1987).



Sin embargo, la accién nogendmica de los esteroides también puede involucrar
tipicamente una rapida induccion de cascadas de transduccion de sefiales y de segundos
mensajeros convencionales, que incluyen la modulacion del calcio libre intracelular a través
de un receptor acoplado a proteinas G, como ha sido reportado para progesterona (Burger
et al., 1999). Asimismo, los esteroides también podrian regular la activacion de la proteina
cinasa A (PKA), de la proteina cinasa C (PKC) y de la proteina activadora mitdgena cinasa
(MAPK) (Sanborn, 2001; Zervou, et al., 2002), provocando cambios de la excitabilidad
celular que involucran la modificacion de la expresion de canales idnicos por las vias de
segundos mensajeros. Por otra parte, se desconoce la existencia de receptores
membranales para los androgenos (Heinlein y Chang, 2002b), aungue se ha reportado la
identificacion de una entidad membranal que podria ser un receptor a estrégenos en
células uterinas (Pietras y Szego, 1975), lo cual, podria explicar la accion de estrogenos
sobre sus receptores, Unicamente en la membrana 6 bien, involucrar la participacion de
segundos mensajeros que preceden y complementan las acciones transcripcionales del

receptor nuclear a estrogenos (Pietras et al., 2001; Levin, 2002).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que testosterona y algunos de sus derivados son capaces de
inducir un efecto inhibitorio de la contraccion uterina de animales de laboratorio (Robson,
1937; Barnafi y Croxatto, 1963; Kubli-Garfias et al., 1980; Perusquia et al., 1990; Perusquia
y Campos, 1991; Perusquia et al., 1991ab; Sanchez-Aparicio et al., 1993; Gutiérrez et al.,
1994; Perusquia y Villalon, 1996; Perusquia, 2001; Perusquia y Calixto, 2003). Sin
embargo, no existen evidencias disponibles de la posible participacion de los andrégenos
sobre la actividad contractil del utero humano. En forma notable, se ha reportado un
metabolismo activo de los andrégenos durante el embarazo humano. Por lo cual, resulta
interesante estudiar el posible papel fisiologico que juegan los andrégenos para modular t;.l
delicado balance de la contractilidad uterina humana, sobre todo durante la gestacion.
Ademas, debido a que no hay referencia de su papel regulador sobre la contractilidad
uterina humana, tampoco se ha realizado la caracterizacion del tipo de accion que ejercen,

por lo que resulta interesante su abordaje.

Por tal motivo, la meta del presente trabajo fue estudiar el efecto de diferentes
andrégenos sobre la contractilidad uterina humana Jn vitro, discutiendo su posible modo de

accion.



4. HIPOTESIS

1.- Tomando en cuenta que en el humano, los esteroides A4,3-cetona se
metabolizan hacia compuestos 5a- y 5B-reducidos y considerando la marcada accién
inhibitoria que inducen este tipo de esteroides sobre la actividad contractil uterina de la
rata, se espera observar un efecto relajante, inducido especialmente por los andrégenos
con configuracion 5p/cis, sobre la actividad contractil del miometrio humano gestante a

término y no gestante.

2.- Con base en los reportes existentes de que los androgenos y las progestinas
ejercen un efecto relajante de tipo nogendmico en el utero de Ié rata y que las progestinas
5-reducidas inducen también una accion nogendmica relajante en el Utero humano; se
espera que el potencial efecto inhibitorio de los androgenos, sobre la contractilidad uterina
humana, no sea bloqueado por antiandrégenos e inhibidores de la transcripcion y sintesis
de proteinas, caracterizando un efecto relajante independiente de la clasica via de accion

genomica de los andrégenos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento de la fisiologia de la actividad contractil uterina humana
durante la gestacion y determinar la participacion de los esteroides sexuales masculinos.
Asi, el presente trabajo pretende estudiar el efecto de los andrdgenos, A5-3B-hidroxi,
A4,3-cetona y 5-reducidos sobre la contractilidad uterina humana /n vitro y caracterizar su

tipo de accion.

5.2 Objetivos Particulares

1) Evaluar el potencial efecto relajante de androgenos: A5-3B-hidroxi (DHEA), A4,3-
cetona (testosterona) y 5-reducidos (5a-DHT, 58-DHT, androsterona y androstandiol) sobre
la actividad contractil espontanea del miometrio humano gestante a término, determinando

su comportamiento a diferentes concentraciones.

2) Establecer una relacion de potencia y proponer una correlacion entre la estructura

quimica y la actividad bioldgica de las hormonas utilizadas en el estudio.

3) Comparar la sensibilidad de la contraccion del Utero humano gravido y no gravido
al efecto de testosterona y del andrégeno que resulte con mayor potencia. Asimismo, se
analizara la sensibilidad de las contracciones espontaneas e inducidas por potasio (40 mM)

al efecto de los androgenos.
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4) Observar si la accion de los esteroides sobre la contractilidad uterina es bloqueada
mediante el uso de un antiandrogeno (flutamida), o por inhibidores de la sintesis de
proteinas (cicloheximida) y de la transcripcion (actinomicina D), con la finalidad de
determinar si el genoma esta involucrado en el efecto relajante que provocan los

androgenos.



6. MATERIAL Y METODOS

El presente protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la Mujer
de. la Secretaria de Salud (ver anexo). Las muestras uterinas fueron obtenidas, previo
consentimiento informado, de pacientes sometidas a operacion cesarea por indicacion, con
anestesia epidural y con los siguientes criterios de inclusion: edad entre 20-34 afios,
embarazo normal a término (38 a 40 semanas de gestacion), sin cirugia uterina previa,
integridad de membranas corioamniéticas, sin aplicacion previa de medicamentos Utero-

relajantes o Gtero-tonicos y sin manifestaciones clinicas de trabajo de parto.
6.1 Obtencion de la muestra y sistema de registro

El tamano de cada biopsia fue de aproximadamente 3.0 X 3.0 X 2.0 cm, tomada de
un corte transversal realizado en la region del segmento durante el procedimiento
quirurgico. Una vez cortada la muestra, se colocé inmediatamente en solucion Hartmann
(Baxter de México) a 4°C, para ser transportada del hospital (ABC, Dalinde, Metropolitano y
del HGZ-98, Los Venados) al laboratorio de Endocrinologia de la Reproduccion del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Una vez en el laboratorio se le realizd un
recambio de la solucién Hartmann (con la finalidad de eliminar el exceso de sangre) y se
mantuvo en refrigeracion (4°C) durante 24 y 48 hrs antes del experimento. Posteriormente,
la muestra fue colocada en una caja de Petri de doble pared que contenia solucion Ringer
Krebs-Henseleit con la siguiente composicion (mM): NaHCO; 25, NaCl 119, KCI 4.6, KH,;PO4

1.2, MgSO4 1.2, CaCl, 1.5 y glucosa 12. El Ringer fue mantenido a 37°C con ayuda de un



recirculador de agua y con pH de 7.4, ajustado mediante un burbujeo constante de una

mezcla gaseosa de 5% CO; en 95% O,.

La capa muscular (miometrio), se diseco con ayuda de material de microcirugia y fue
dividido en varios segmentos de 1.0 X 0.5 X 0.5 cm cada uno, cortados a lo largo de las
fibras musculares longitudinales. Para registrar la actividad contractil de los segmentos
miometriales se empled el sistema de registro isométrico convencional para tejido aislado
(Fig. 9). Cada segmento se coloco en una camara de incubacion que contenia 10 ml de la
solucion Krebs-Henseleit, con burbujeo de la mezcla gaseosa 0,-CO; y manteniendo la
temperatu_ra a 37°C mediante un bafio recirculador (Haake, D1). Los segmentos fueron
sujetados, en forma vertical, con hilo de seda (000); por un extremo al piso de la camara y
por el otro a un transductor de tension (Grass Instruments, modelo FTO3C), el cual detectd
las sefiales mecanicas del tejido transformandolas en sefales eléctricas que fueron
enviadas a un poligrafo (Grass Instruments, modelo 79) de 4 canales, registrando la
actividad de forma simultanea con una computadora (Pentium III de 1.13A GHz) mediante
el sistema de captura analdgico digital polyVIEW (version 2.1, ADM-20002 de Astro-Med
Inc. RI., U.S.A.). Los tejidos fueron sometidos a una fuerza de tension de 10 mN (1 g), lo
que corresponde a 2 centimetros de desplazamiento de la pajilla. Bajo estas condiciones,
los tejidos fueron mantenidos en un periodo de estabilizacion de 60 a 90 minutos,

registrando la actividad contractil espontanea miometrial.
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Figura 9. Sistema de registro isométrico convencional para tejido aislado: A) Camara de incubacién donde se encuentra
sujetado el segmento uterino, B) Transductor de tensién, C) Poligrafo de cuatro canales, D) Computadora con el convertidor
analdgico digital, polyVIEW, E) Bafio recirculador de agua que mantiene la temperatura de las cdmaras a 37°C y F) Conductos aéreos
que mantienen un burbujeo constante de mezcla gaseosa.



6.2 Efecto de los androgenos sobre la actividad espontanea del utero humano

gestante a término

Después del periodo de estabilizacion de la actividad contractil espontanea, de
muestras provenientes de pacientes gestantes a término, se eligieron sdlo las
preparaciones que presentaron un patron de frecuencia menor a 7 min/contraccion y se
procedio a tomar un registro de 30 minutos, que fue considerado como valor control
(100%). Inmediatamente, se adiciond cada andrégeno de prueba, a diferentes
concentraciones (3, 10, 30 y 100 uM) aplicadas a un volumen final de 0.1% de etanol
absoluto. Sdlo testosterona fue probada en el rango de concentracion de 3 a 300 uM. Cada
androgeno fue evaluado por separado y las concentraciones fueron adicionadas de manera
no acumulativa, es decir; cada concentracion en muestras de diferentes pacientes donde la
"n” significa el numero de pacientes. El efecto de los diferentes androgenos a cada
concentracion fue registrado también durante 30 minutos, comparado con el control y
expresado en términos de porcentaje. Después, el tejido fue lavado mediante tres
recambios de la solucién Ringer contenida en la cdmara de incubacion, para observar la
recuperacion y viabilidad del tejido. En forma colateral y bajo las mismas condiciones
experimentales, se realizaron las pruebas con etanol absoluto, vehiculo en el cual se
disolvieron los andrégenos. Los efectos fueron repetidos por lo menos 6 veces y con los
datos se construyd la curva concentracion-respuesta para cada androgeno, obteniendo el
valor de las concentraciones inhibitorias (CI) 16, 50 y 84, de acuerdo al método de

Litchfield y Wilcoxon (1949).
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6.3 Efecto de los androgenos sobre la contraccion inducida con KCI (40 mM) del

miometrio humano gestante a término

En otras preparaciones uterinas gestantes y después del periodo de estabilizacion,
se procedid a inducir una despolarizacion del tejido con solucién Ringer de potasio alto (KCl
40 mM); esta solucién se obtuvo por sustitucion equimolecular del NaCl (84 mM) por KCI
(40 mM). La contraccion tonica sostenida inducida con KC| fue mantenida durante 60
minutos (respuesta control) y posteriormente, el tejido fue repolarizado, lavandolo con un
recambio de la solucidon Krebs-Henseleit en su composicion original. Después de este
tratamiento el tejido permanecié en reposo por 30 minutos, para posteriormente inducir
una segunda contraccion con KCl, la cual fue registrada durante 40 minutos e
inmediatamente se adiciond cada uno de los androgenos propuestos para este estudio.
Cada andrdgeno fue adicionado a la concentracion de 100 uM, a esta concentracion, se
observé la relajacion maxima (Rmax) Sobre la contraccion espontanea. Cada uno de los
compuestos fue probado en tejidos diferentes y la respuesta fue observada durante 30
minutos. Finalmente, se repolarizo el tejido mediante un lavado con solucion Ringer normal
y después de 30 minutos se verificd la recuperacidon de la contraccion, induciendo

nuevamente la contraccion con KCI (segunda respuesta control).



6.4 Efecto de actinomicina D, cicloheximida y flutamida sobre la inhibicion ejercida

por testosterona, 5a- y 58-DHT sobre la contraccion inducida con KCl del utero gravido

El siguiente protocolo fue disefiado con la intencidn de dilucidar si la respuesta
que inducen los androgenos sobre la actividad contractil es a través del modelo clasico de
la accion genomica de los esteroides. Se utilizaron muestras de Utero gestante y posterior a
un periodo de estabilizacion, se indujo una contraccion tonica sostenida con solucion de
potasio alto (KCl 40 mM), se registraron los primeros 10 minutos de la contraccion inducida
e inmediatamente se incubd por 30 minutos, antes de la adicion de los andrégenos
testoster_c-na, 5a-DHT y 5B-DHT, con el inhibidor de la transcripcion (actinomicina D,
10 pM), el inhibidor de la sintesis de proteinas (cicloheximida, 40 uM) o el antiandrégeno
(flutamida 10 pM), cada uno por separado en muestras diferentes. Posteriormente, se
adiciond al andréogeno de prueba a la concentracion que induce la Rmax (100 pM),
cuantificando la respuesta 30 minutos después de la aplicacion. Después, el tejido se
repolarizo mediante un lavado con solucion Ringer en su composicion original y 30 minutos
posteriores se indujo nuevamente la contraccion con KCl, para observar Ié recuperacion y
viabilidad del tejido. El porcentaje de relajacion inducida por el andrégeno fue comparado
con el porcentaje de relajacion que inducen en presencia de los diferentes inhibidores y el
antagonista. Previamente, se realizo la prueba del efecto que pudiera ejercer el vehiculo de

los inhibidores y los andrégenos sobre el tono de la contraccion inducida.
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6.5 Efecto de testosterona y 5B-DHT sobre la actividad contracti/ espontdnea de

utero humano no gravido

Paralelamente, se obtuvieron muestras de Utero no gestante (previo consentimiento
del comité de ética), obtenidas de pacientes sometidas a histerectomia por indicacion, con
patologias y en edad reproductiva. Las muestras fueron mantenidas bajo las mismas
condiciones experimentales que las de Utero gestante para su obtencion y traslado. Se
cortaron segmentos de aproximadamente 1.0 X 0.5 cm para ser montados en las camaras

de incubacion.

Testosterona y el andrégeno que mostrd la mayor potencia relajante en el Gtero
gravido, 5B-DHT, se probaron por separado, sobre la actividad contractil de las tiras
miometriales no gestantes. Asi, posterior al periodo de estabilizacion, se registro la
actividad contractil espontanea de las tiras miometriales durante un periodo de 30 minutos,
el cual fue considerado como control (100%) e inmediatamente se adicionaron, en forma
independiente, las diferentes concentraciones de testosterona ¢ 5B-DHT (3, 10, 30 y 100
uM) en diferentes muestras. El efecto fue registrado durante 30 minutos para ser
comparado con el control en términos de porcentaje de relajacion. La evaluacion del efecto
de los androgenos fue repetido por lo menos 6 veces para cada concentracion. Finalmente
el tejido fue lavado para observar la recuperacion y viabilidad del tejido. La curva
concentracion-respuesta de estos dos androgenos fue comparada con sus curvas obtenidas

sobre la contraccion espontanea del Gtero gravido.
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6.6 Procesamiento de los datos

La evaluacion de la actividad cohtra'ctil espontanea, fue realizada en los mismos
intervalos de tiempo (30 minutos); tanto para el control como para el efecto. La evaluacion
de la contraccion inducida con KCl, fue realizada 20 minutos después de la adicion del
esteroide, el efecto fue evaluado durante un periodo de 10 minutos y comparado con el
control el cual fue considerado como la amplitud de la contraccion 10 minutos antes de la
adicion del compuesto de prueba. Los valores fueron reportados en términos de porcentaje
de relajacion, cuantificando el area bajo la curva de las contracciones. Asi, la sefal
mecanica (contracciones) de los tejidos fue capturada por una computadora (Pentium III
de 1.13A GHz) acoplada al poligrafo y los datos fueron analizados y procesados mediante
un programa de captura analdgico-digital (sistema polyVIEW, version 2.1, ADM-20002 de
. Astro-Med Inc. RI., U.S.A.). El valor obtenido del efecto de cada concentracion fue la media
de n > 6 + el error estandar de la media (EEM) para cada andrégeno. Con los datos
obtenidos se contruyé la curva concentracion-respuesta; obteniendo el valor de las
concentraciones inhibitorias (CI) 16, 50 y 84, determinando los limites de confianza y el

valor de la pendiente de la recta de acuerdo al método de Litchfield y Wilcoxon (1949).

El efecto relajante producido por cada concentracion de testosterona y sus
metabolitos 5-reducidos sobre la contraccion espontanea del utero humano gestante a
término, fue comparado con respecto al efecto producido por la misma concentracion de
DHEA, por ser el precursor de todos los androgenos. Las comparaciones fueron realizados
mediante la prueba estadistica de “t de Student” no pareada (por ser muestras

independientes), entre: 1) la Rmax producida sobre la contraccidn espontanea e inducida
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con KCl, 2) la Rmax de testosterona, 5a-DHT y 5B8-DHT sobre la contractura inducida por
potasio en ausencia y presencia de actinomicina D, cicloheximida o flutamida, 3) el efecto
de cada concentracion de testosterona y 5B-DHT sobre la actividad espontanea del Utero
gravido y el no gravido. Siendo valores significativos cuando la p<0.05. El procesamiento
de los datos fue analizado y graficado utilizando el programa estadistico Origin 7. SR2

(version, 7.0383 [B383]).

Con el proposito de comparar el comportamiento de la curva de cada androgeno
sobre la actividad espontanea del Utero gravido, se realizo la prueba de analisis de varianza
con dos vias (two-way-ANOVA de sus siglas en inglés), determinando cuales androgenos no
presentan una media en comun. Asi, se compard la curva concentracion-respuesta de
DHEA con la de los demas andrégenos de prueba y se evalué el comportamiento global,
_ con un valor significativamente diferente cuando la p<0.05. Esta prueba también se aplico
para comparar la curva de testosterona y 53-DHT entre los datos obtenidos en los dos

estados endocrinos, gravido y no gravido.

a) Analisis de potencia

La potencia relajante producida por los distintos androgenos, sobre la actividad

espontanea del dtero humano gestante a término, se calculé en relacion al valor de la

concentracion inhibitoria media (Clsy) de cada andrégeno, para establecer una relacion

de potencia asignando un valor de 1.00 para DHEA.
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La potencia fue calculada usando la formula: Clso de DHEA/Clsp del andrégeno de

prueba.

Con el objeto de observar si la relacion de potencia obtenida para los andrégenos
sobre la contraccion espontanea difiere de la mostrada sobre la contraccién inducida con
KCl, se obtuvo la relacion de potencia ejercida por cada androgeno sobre la contraccion
inducida por KCl, utilizando el valor de la Rmax (@ la concentracion de 100 uM), mediante la

siguiente formula:

Potencia = — % _de la Rmax del andrégeno de prueba
% de la Rnax de DHEA

Asignando un valor de 1.00, para DHEA.



6.7 Compuestos

Los compuestos utilizados en este estudio fueron obtenidos de Sigma Chemical

Co. St. Louis MO. USA:

Androgenos:

Dehidroepiandrosterona (DHEA; 3B-hidroxi-5-androsten-17-ona).
Testosterona (17p-hidroxi-4-androsten-3-ona).
Sa-dihidrotestosterona (5a-DHT; 17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona).
5p-dihidrotestosterona (53-DHT; 17B-hidroxi-53-androstan-3-ona).
Androsterona (3a-hidroxi-5a-androstan-17-ona).

Androstandiol (5a-androstan-3a-17p-diol).

Inhibidores:

Actinomicina D (diactinomicina) inhibidor de la transcripcion.

Cicloheximida (3-[2-(3, 5-dimetil-Z-oxocicIohexiI—2—hidroxietil]-glutaimid'a) inhibidor de
la sintesis de proteinas.

Flutamida (2-Metil-N-(4-nitro-3-[trifluorometil]-fenil) propanamida) antiandrogeno.

Todos los compuestos fueron disueltos en etanol absoluto (Merck, México, S.A.),
adicionando un volumen final de 0.1% en el bafio de incubacion (equivalente a la
concentracion final de 17.14 mM). Actinomicina D, fue conservada en un frasco ambar por

ser un compuesto fotosensible y de facil degradacion.



7. RESULTADOS

Las observaciones de este estudio indican que los androgenos: AS5-3B-hidroxi,
A4,3-cetona y los 5-reducidos son capaces de modificar la actividad contractil del utero
humano gestante y no gestante por producir relajacion miometrial con diferente grado

de eficacia, dependiendo de su configuracion estructural.

7.1 Efecto de los androgenos sobre la contraccion espontanea del utero gravido.

El volumen del vehiculo utilizado (etanol, 0.1%) en el que se disolvieron los
andrdégenos no modificd de forma significativa (P>0.05) la contractilidad espontanea del
Utero humano gestante a término (1.76 + 0.38 % de inhibicion). En contraste, los
androgenos probados mostraron un agudo y rapido efecto relajante sobre la
contractilidad espontanea del miometrio humano gestante a término, significativamente
diferente (p<0.05) con respecto a la actividad inicial (control) y al vehiculo. La relajacion
inducida por cada andrégeno fue observada inmediatamente después de la aplicacion
(~1 minuto) como una disminucion en la amplitud y la frecuencia de las contracciones

espontaneas, con caracteristicas particulares para cada uno de ellos (Fig. 10).

La adicion de las diferentes concentraciones evidencido una clara relacion lineal
entre la concentracion y la respuesta producida por cada andrdgeno, es decir; a mayor
concentracion mayor efecto relajante (Tabla 2, Fig. 11, 12). Sin embargo, después del
tiempo establecido (30 minutos) para evaluar este efecto, en la mayoria de los casos se

continué registrando la actividad espontdnea en presencia de cada andrégenoy se
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Figura 10. Registros tipicos de la actividad contractil /n vitro del Utero humano gestante a término.

Se puede observar que el vehiculo (etanol) al mismo volumen en que se administraron los androgenos
(0.1%), no modifica la actividad contractil uterina. Se observa el efecto inhibitorio rapido (~1 minuto)
inducido por la adicion de los diferentes androgenos a la concentracion de 100 uM. La flecha indica el
momento de la adicion de cada andrégeno.
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observo que la actividad contractil sigue disminuyendo en forma paulatina a lo largo del

tiempo.

La eficacia de cada andrégeno para inducir relajacion de la actividad espontanea

fue diferente cuando cada andrégeno fue aplicado a la concentracion de 100 uM (Fig.

10), lo cual se puede corroborar en el analisis de potencia (Ver inciso 3).

Tabla 2. Porcentaje de relajacion producido por los diferentes androgenos sobre la
contraccion espontanea del utero humano gestante a término.

Esteroide Porcentaje de relajacion n = 6 + EEM
3 uM 10 uM 30 uM 100 uM
DHEA 9.75 + 0.89 17.56 + 1.38 | 37.30 £ 2.32 50.49 + 2.55
Testosterona 14.44 + 2.40 15.80 + 1.67 | 21.95 + 2.48* 50.80 + 2.14
5a-DHT 9.54 + 1.57 26.15 + 1.54* | 29.77 + 1.68* 42.43 + 1.00
5B-DHT 13.62 + 1.45 24.78 + 1.30* | 40.72 + 1.98 83.52 £ 1,26%*
androsterona 9.73 £ 1.79 16.46 £ 1.49 | 39.19 + 2.05 50.54 + 2.50
androstandiol 10.05 £+ 1.52 22.5_0 +1.11 | 26:25 £ 0:70%% | 34.32 + 1.75%*

Diferencia significativa: *p<0.05, **p<0.005 al comparar el efecto de los andrégenos contra DHEA.

1) Efecto concentracion dependiente

Testosterona, mostro claramente un efecto dependiente de la concentracion en
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una forma lineal (Tabla 2, Fig. 11). Sin embargo, entre las concentraciones iniciales de 3
y 10 uM, se presenta solo un efecto tenue, acentuandose de forma notable entre las
concentraciones de 30 a 100 uM. Debido a que el efecto de testosterona a 100 uM oscild
en el rango de 50 % de relajacion y con la finalidad de verificar el comportamiento lineal
de este compuesto, se decidio probar una concentracion maxima de 300 uM, sdlo para
éste androgeno por ser el precursor A4 de todos los androgenos. Asi, la testosterona

produce un claro efecto dependiente de la concentracion (Fig. 11).

10+
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% de inhibicion de la contraccion
espontanea del utero gestante a término
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) Figura 11. Curva concentracion-respuesta del efecto relajante de testosterona sobre la actividad
contractil espontanea del Utero humano gestante. Cada punto representa la media n = 6 + EEM.



Al igual que testosterona, los restantes andrdgenos también produjeron relajacion
dependiente de la concentracion (Fig. 12) iniciando de 1-2 minutos posteriores a su
adicion (Fig. 10). Resulta interesante destacar que la curva concentracion respuesta de
testosterona, muestra gran similitud a la de DHEA (el precursor A5-3B-hidroxi de los
androgenos), mostrando una diferencia significativa (p<0.05) solo en la concentracion
de 30 uM. Asimismo, al analizar el efecto inhibitorio inducido por androsterona, a las
diferentes concentraciones probadas, se observd que tiene un efecto relajante

practicamente idéntico al efecto provocado por DHEA (Tabla 2, Fig. 12).

Por su parte, 5a-DHT (el dihidroderivado 5o de testosterona), al comparario con
DHEA mostrdé un efecto relajante mayor sdlo a la concentracion de 10 uM y un efecto
menor a la concentracion de 30 y 100 uM, con una diferencia significativa (p<0.05) a las

concentraciones de 10 y 30 uM.

El efecto inducido por androstandiol (el 3a,5a-tetrahidroderivado de testosterona)
fue peculiar, mostrando que afecta la actividad contractil inhibiendo directamente la
amplitud (la fuerza de contraccion) en los primeros minutos después de su aplicacion,
pero incrementa la frecuencia de la actividad espontanea conforme avanza el tiempo
(Fig. 10), dando como resultado un valor porcentual inferior a las concentraciones de 30

y 100 uM (Tabla 2 y Fig. 12).

Finalmente, 53-DHT (el dihidroderivado 58 de testosterona), mostrd un agudo

efecto relajante sobre la actividad contractil a las diferentes concentraciones probadas.

5X



La Rmax de este derivado 5p-reducido fue observada como una importante inhibicion
tanto de la amplitud como de la frecuencia de las contracciones, en un lapso de
aproximadamente 8 minutos después de su adicion, presentando el mayor porcentaje de

inhibicion de todos los andrégenos estudiados.

El analisis estadistico de los datos mostrd diferencias en el comportamiento de la
curva concentracion-respuesta de cada androgeno. La prueba estadistica de ANOVA de
dos vias, comprobd que sdlo androstandiol (p<0.05) y 58-DHT (p<0.005), manifiestan
una marcada diferencia significativa con respecto a DHEA, por lo tanto no hay diferencia
significativa en el comportamiento de las curvas de DHEA, testosterona, 5o-DHT vy

androsterona (Fig. 12).
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de los andrégenos vs. DHEA; *p<0.05, **p<0.005. Cada punto representa la media de n = 6 + E.E.M.
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2) Concentraciones inhibitorias

Con los datos graficados (Fig. 12) se obtuvo la pendiente de la recta de cada
curva y se determinaron las concentraciones inhibitorias (CI) 16, 50 y 84, calculando los
limites de confianza para las Cls, (Clso= concentracion a la cual el androgeno induce el
50% de relajacion de la actividad contractil uterina), mediante el método de Litchfield y
Wilcoxon (1949). Este analisis también permitid observar la diferencia de la potencia
relajante de cada compuesto, donde la pendiente de la recta y el valor de la Clg

evidencian el ligero efecto de androstandiol y el agudo efecto de 58-DHT (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones inhibitorias (CI) del efecto relajante, probados sobre la
contraccion espontanea del utero humano gestante.

Limites de |
Esteroide Clse Clso Clgs cqnfianza de la Clso | pendiente |
inferior-superior | de |a recta |

DHEA 6.25 uM | 94.05 uM 1.41 mM* | 20.30-435.63 28.05

testosterona | 8.19 uM |108.64 uM 1.43 mM* | 29.40-400.66 26.71
5a-DHT 5.28 uM [209.20 uM* |  8.28 mM* | 26.12-1675.12 | 20.34
5p-DHT 550 uM | 26.60 uM 0.128 mM*| 10.91-64.81 44.72

androsterona | 6.40 uM | 86.73 uM 1.17 mM* | 19.86-378.65 28.66

androstandiol | 5.99 uM |848.02 uM*| 119.87 mM* | 51.56-13945 | 15.21

* Valor tedrico obtenido por la extrapolacion de la recta.



3) Relacion de potencia

Los datos obtenidos (Tabla 4) mostraron que 5B-DHT es el andrégeno mas
potente para producir el efecto relajante en utero humano gestante a término, siendo
3.5 veces mas potente que su precursor DHEA. Testosterona y androsterona mostraron
una potencia similar que la DHEA, sin embargo, 5a-DHT y androstandiol resultaron ser
0.55 y 0.99 veces menos potentes respectivamente que DHEA, resultando el
androstandiol el androgeno mas débil para ejercer el efecto relajante (Tabla 4). Con
estos valores se muestra la siguiente relacion de potencia entre cada andrégeno para

producir relajacion:

5B-DHT >>> androsterona > DHEA > testosterona > 5a-DHT >> androstandiol.

El analisis de la potencia se correlaciona con los datos obtenidos en las pendientes

de la recta de la curva concentracion-respuesta de cada andrégeno mostrado (Tabla 3).
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Tabla 4. Comparacion de la potencia calculada a partir de la CI5, de los

androgenos de prueba para inducir el efecto relajante en el miometrio humano
_gestante a término.

Andrégeno Clso Potencia® Estructura
(0]
DHEA 94.05 pM 1.00 /Cgb
HO OH
Testosterona 108.64 pM* 0.86 /Ctgjﬁ
; 0 OH
5a-DHT 209.20 uM* 0.45 o 1
H OH
5B-DHT 26.60 uM 3.53 /C
0/ (0}
H
Androsterona 86.73 uM 1.08 HOC \/E OH
|
c)jjé
Androstandiol 848.02 uM* 0.11 H

® Relacién de potencia respecto a DHEA, asumiendo un valor de 1.00 para DHEA.
* Valores tedricos obtenidos por extrapolacion de la recta.



7.2 Efecto de los androgenos sobre la contraccion inducida con KCI (40 mM) del

utero gravido a término

Se estudié la sensibilidad de la contraccion espontanea y la producida por potasio
alto al efecto de los andrégenos en el uUtero gestante a término. Asi, en otras
preparaciones, los androgenos fueron probados sobre la contraccion tonica sostenida
inducida por solucion Ringer de potasio alto (40 mM). El vehiculo utilizado (etanol 0.1%)
para disolver los andrégenos produjo 1.88 + 0.89 % de relajacion del tono de la
contraccion de potasio, lo cual muestra que no modificd, durante 40 minutos, de forma
significativa (p>0.05) el tono de la contraccion (Fig. 13). Mientras que los diferentes
androgenos, prabados a 100 uM, produjeron pérdida del tono de la contractura de
potasio, inmediatamente a su adicion, mostrando que inducen relajacion de la
contraccion de petasio. En forma interesante, 58-DHT inhibié de manera contundente el
tono de la contraccion, iniciando su efecto en menos de 1 minuto y resultando ser
también el andrdgeno mas eficaz (Fig. 13). La contraccion de potasio se reestablece
cuando el andrégeno es retirado del tejido por medio del lavado, lo cual indica la

reversion del efecto (Fig.14).

El porcentaje de relajacion inducido por los diferentes androgenos a 100 uM
mostré que la contraccion de potasio fue significativamente mas sensible (p<0.05) a la
accion de DHEA, androsterona y androstandiol (Tabla 5). Mientras el efecto relajante
provocado por testosterona, 5a-DHT y 5B-DHT no difiere al que inducen sobre la

contraccion espontanea. La relacién de potencia para el efecto relajante de los



androgenos sobre la contraccion inducida con KCl (40 mM) difiere a la espontanea sdlo

para algunos andrégenos:

5B-DHT >> DHEA > androsterona > androstandiol > testosterona > 5a-DHT.
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Figura 13. Registros que muestran la contraccion inducida por solucion despolarizante ( 1 ) de
potasio 40 mM, en (tero humano gestante a término, observando que el vehiculo etanol (0.1%) en el que
fueron administrados los andrégenos no modifica el tono de la contraccion. En contraste, los diferentes
androgenos a la concentracion de 100 uM, provocan una aguda disminucion del tono de la contraccion. La
barra horizontal muestra el tiempo de incubacién de cada andrégeno. El lavado ( 1) es el cambio de Ia
solucién despolarizante por Ringer en su composicion original.
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Figura 14. Registro que muestra la contraccién inducida por solucién despolarizante ( T ) de
potasio 40 mM, en (tero humano gestante a término. Panel superior; el tono de la contraccion se
mantiene durante el tiempo establecido para el tratamiento (control). Sin embargo, el tono se ve
disminuido cuando se adiciona testosterona 100 uM, panel inferior izquierdo. Notesé, la recuperacion del -
tejido una vez retirada la hormona después del lavado ( { ), panel inferior derecho. La barra horizontal
muestra el tiempo de incubacion de testosterona. El lavado es el cambio de la solucién de potasio por
Ringer en su composicion original.

Tabla 5. Porcentaje de relajacion producido por los diferentes androgenos sobre
la contraccion inducida con KCl 40 mM y la contraccion espontanea del utero
humano gestante a término.

Porcentaje de relajacion n = 6 + EEM
Esteroide ‘
(100 uM) Contraccion Contraccion
Espontanea inducida por KCl 40 mM
DHEA 50.49 + 2.55 68.37 + 1.97**

Testosterona 50.80 + 2.14 47.93 + 1.53 .

5-DHT 42.43 + 1.00 47.70 + 1.37

58-DHT | 83.52 + 1.26 84.72 + 2.23
androsterona | 50.54 + 2.50 64.17 + 1.83%*
androstandiol | 34.32+1.75 54.39 ~ 1.95**

{

Diferencias significativas *p<0.05, **p<0.005 entre los dos tipos de contracciones.




7.3 Efecto de actinomicina D, cicloheximida y flutamida sobre /a inhibicion ejercida

por testosterona, 5a- y 58-DHT en la contraccion inducida con KCI del utero gravido

Los resultados obtenidos muestran que el vehiculo del antiandrégeno o de los
inhibidores de la transcripcion y de la sintesis de proteinas mas la adicion del vehiculo
del andrégeno (etanol 0.1 % para cada compuesto), no modifico significativamente
(p>0.05) el tono de la contraccion inducida por KCl (Fig. 15) presentando 2.2 + 1.23 %
de inhibicion. Asimismo, se observd que la incubacion de cada tratamiento no modifica
significativamente la Rmax inducida por testosterona (precursor A4,3-cetona), 5a-DHT
(andrégeno mas afin al receptor) 6 5B-DHT (andrégeno mas potente), cada uno probado
a la concentracion de 100 uM (Fig. 16), mostrando asi, la incapacidad de actinomicina D,
cicloheximida o flutamida para bloquear el efecto relajante producido por los andrégenos
con respecto al efecto producido sin tratamiento. Se verificé la viabilidad y recuperacion
total de la contraccion de KCI al retirar los compuestos mediante un lavado con Ringer

normal.
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Figura 15. Registros que muestran la contraccién inducida por solucién despolarizante ( T ) de
potasio 40 mM, en dtero humano gestante a término, observando que el vehiculo etanol (0.1%) en el que
fueron administrados los farmacos y el andrégeno de prueba, no modifica el tono de Ia contraccion (a). En
contraste, el tono se ve disminuido en presencia de 5B-DHT 100 uM (b). Ndtese que el efecto del
andrégeno no es bloqueado en presencia de actinomicina D, 10 pM (c), cicloheximida, 40 uM (d) o
flutamida, 10 pM (e). La barra horizontal muestra el tiempo de incubacion de cada compuesto. El lavado
(1) es el cambio de la solucién despolarizante por Ringer en su composicion original.
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Porcentaje de relajacion n = 6 + EEM
Esteroide sin actinomicina
(100 uM) tratamiento D cicloheximida | flutamida
testosterona | 47.93+1.53 | 47.42+1.18 | 48.53 + 1.98 | 50.62 + 1.66
S5a-DHT 47,70+ 1.37 | 41.69+1.41 | 4499+ 1.57 | 44.19 + 1.27
5B-DHT 84.72+2.23 | 7895+ 1.81 | 84.97 + 1.33 | 80.70 + 2.27

Q -
Y 9o+ ™M sin tratamiento
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Figura 16. Comparacion del efecto relajante de testosterona, 50-DHT y 5B-DHT, a la
concentracion equimolecular de 100 uM, sobre la contraccion inducida por solucion despolarizante de
potasio 40 mM, en presencia de actinomicina D (10 uM), cicloheximida (40 pM) y flutamida (10 uM).
Mostrando que el efecto relajante de cada andrdégeno no fue modificado por los distintos tratamientos.
Cada barra representa la media de n = 6 + EEM.
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7.4 Efecto de los androgenos sobre la contraccion espontanea del utero humano

no gravido.

Considerando que el efecto relajante de DHEA y testosterona sobre la actividad
contractil espontanea de utero gestante es muy parecido y tomando en cuenta que
testosterona comparte la configuracion A4,3-cetona como progesterona (el principal
esteroide durante el embarazo), en otros experimentos, se probo testosterona y 58-DHT

(el androgeno mas potente) sobre la actividad contractil espontanea de Utero no gravido.

El volumen del vehiculo utilizado (etanol, 0.1%), no modific6 de forma
significativa (P>0.05) la contractilidad espontanea del utero humano no gravido (1.16 +
0.44 % de inhibicion). Las pruebas realizadas con testosterona sobre las contracciones
espontaneas de Utero no gravido muestran un efecto relajante y reversible (Fig. 17), el
cual fue dependiente de la concentracion. La comparacion del efecto provocado por
testosterona en el Utero gestante y no gestante (Tabla 6) indico que sdlo a la
concentracion de 30 uM, el efecto relajante fue significativamente may;or (p<0.05) al
observado en Utero gestante; sin embargo, el comportamiento de las dos curvas no

difiere significativamente (p>0.5) una con respecto a la otra (Fig. 18).

Las pruebas realizadas con 53-DHT en el utero no gravido pone en evidencia su
agudo efecto relajante (Fig. 17), que se incrementa de manera significativa de una
forma lineal dependiente de la concentracion. SB-DHT también fue significativamente
mas potente que testosterona en este estado endocrino. El efecto a bajas

concentraciones (3 y 10 uM) muestran una gran similitud entre los dos estados
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endocrinos (gravido vs. no gravido), mientras que la diferencia se aprecia a altas
concentraciones (30 y 100 uM); siendo significativamente menor (p<0.05) a 30 uM y
mayor a 100 uM en el (tero gravido (Tabla 6 y Fig. 18). Sin embargo, el analisis de las

curvas mostro que no hay diferencia significativa entre los dos estados endocrinos.

Estos hallazgos resaltan el efecto inhibitorio rapido y reversible (Fig. 17) de
testosterona y 5B-DHT sobre la actividad contractil del musculo liso miometrial humano
gestante y no gestante, marcando a 58-DHT como un agudo inductor de la relajacion

miometrial.

I'lUmN
«

10 min

Testosterona

|

oo Lk

5B-DHT

Figura 17. Registros tipicos de la actividad contractil espontanea del Utero humano no gestante,
que muestran el efecto relajante de testosterona y 5p-DHT, a la concentracion equimolecular de 100 uM.
La barra negra representa el tiempo de incubacion del andrégeno. Obsérvese que la actividad se recupera
al retirar al esteroide del tejido, mediante un lavado ({ ).
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La reversion del efecto relajante también se observé para cada andrégeno de
prueba a sus diferentes concentraciones. Mostrando que la recuperacion es variable para
cada androgeno. Asi, el efecto relajante provocado por testosterona se revierte de forma
inmediata y la actividad es reiniciada después del lavado en aproximadamente 5
minutos, comenzando a retomar su fuerza de contraccion (amplitud) paulatinamente,
alcanzando una amplitud similar a la inicial entre los 40 a 50 minutos. Mientras el fuerte
efecto relajante de 5B-DHT; la dramatica pérdida en la amplitud y la frecuencia de las
contracciones uterinas, es revertido en mayor tiempo, iniciando la recuperacion 40
minutos después del lavado y la amplitud de las contracciones es similar a la inicial hasta

después de aproximadamente 3 6 4 horas (Fig.17).

Tabla 6. Comparacion del porcentaje de relajacion producido por testosterona y
58-DHT sobre la contraccion espontanea del dtero humano gravido vs. no gravido.

Porcentaje de relajacion n = 6 + EEM

Concentracion Testosterona 53-DHT
N , , , |
Gravido No-Gravido Gravido No-Gravido "
|
3uM 14.44 + 2.40 9.13 +1.42 13.62 + 1.45 1429 +2.28 |
10 uM 15.80 + 1.67 13.71 + 1.29 24.78 + 1.30 24.40 + 2.42 |
30 uM 21.95 + 2.48 29.01 + 1.11% 40.72 + 1.98 52.00 + 2.24* |

100 uM 50.80 + 2.14 49.78 + 1.45 83.52 + 1.26 76.28 + 1.34*

300 uM 63.74 + 2.84 | 60.80 + 1.46 |

Diferencia significativa *p<0.05 a las mismas concentraciones en los dos estados endocrinos.
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Figura 18. Curvas concentracion-respuesta del efecto provocado por testosterona (izquierda) y
5B-DHT (derecha), sobre la contraccion del utero humano no gestante ( ) y gestante a término ( @).
Diferencia significativa *p<0.05 a concentraciones iguales. El andlisis de ANOVA de dos vias determiné
que no existen diferencias significativas entre las curvas en ambos estados endocrinos. Cada punto
representa la media de n = 6 + E.E.M.
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8. DISCUSION

8.1 General

El presente estudio evidencia que las hormonas esteroides sexuales masculinas,
androgenos: A5-3B-hidroxi, A4,3-cetona y 5-reducidos, son compuestos tutero activos,
por producir un claro efecto relajante al disminuir la contraccién uterina en el humano.
Los compuestos estudiados provocaron inhibicion de la actividad contra’ctil espontanea
miometrial; tanto en la mujer no prefiada como a término de la gestacion, siendo
también eficaces para dismin'uir la contraccion estimulada por potasio. Los datos
mostraron que la diferencia estructural de cada andrdgeno presenta variacion en la

potencia para producir relajacion uterina.

El efecto relajante en el musculo liso uterino inducido por diferentes androgenos
ha sido explorado en animales experimentales (Robson, 1937; Barnafi y Croxatto, 1963;
Kubli-Garfias et al., 1980; Perusquia et al., 1990; Perusquia y Campos, 1991; Perusquia
et al., 1991ab; Sanchez-Aparicio et al., 1993; Gutiérrez et al., 1994; Perusquia y Villalon,
1996; Perusquia, 2001; Perusquia y Calixto, 2003). Asimismo, se ha mostrado la
capacidad de los androgenos para producir relajacion en otros tipos de musculo liso,
como el epididimo y vesicula seminal de Ia rata (Kubli-Garfias et al., 1983b), el ileon de
cobayo (Kubli-Garfias et al., 1987), la vagina de coneja (Traish et al., 2002) y diferentes
vasos sanguineos de varias especies (Revisado por: Perusquia, 2003; Jones et al., 2003;

Suzuki et al., 2003; Liu et al., 2003). De manera interesante, los presentes hallazgos



muestran, por primera vez, que la actividad contréctil miometrial del humano es también

sensible a la accion relajante de los androgenos.

Es ampliamente reconocido que la progesterona juega un papel importante en el
mantenimiento del embarazo de los mamiferos, ejerciendo un efecto relajante
directamente en el musculo uterino. También se ha reportado que algunas progestinas
5-reducidas, producto de su metabolismo, son importantes inductores de la relajacion
miometrial en la rata (Kubli-Garfias et al., 1979; 1983a; Perusquia et al., 1990;
Perusquia, 2001) y en la mujer (Logfren et al., 1992; Logfren y Backstrom, 1994;
Perusquia et al., 1997; Thornton et al., 1999; Perusquia y Jasso-Kamel, 2001). Estos
antecedentes apoyan la hipdtesis de que otros compuestos con estructura esteroidal y
con la misma configuracion (A4,3-cetona y la reduccion en C5 y C3) como es el caso de
los andrégenos, sean potenciales inhibidores de la contraccion uterina. Asi, el presente
estudio comprueba la respuesta relajante que inducen los andrdgenos, atribuyendo a las
progestinas y a los androgenos, producidos en la unidad fetoplacentaria, una accion

bioldgica por regular la contraccion miometrial.

El efecto relajante fue observado inmediatamente después (~1 min) de la adicion
del andrégeno, éste efecto fue reversible cuando el androgeno se retird del tejido
(lavado). Con esta observacion se propone que el efecto relajante inducido por estos
androgenos pudiera ser dado por un mecanismo (membranal) de tipo nogendmico,
independiente de la via clasica de la modulacion de la transcripcion nuclear por
hormonas esteroides. Esta sugerencia es fuertemente apoyada por los datos que

muestran que el efecto relajante de los androgenos no fue modificado por el antagonista



del receptor a andrégenos (flutamida) o por los inhibidores de la transcripcion y sintesis
de proteinas. Tal evidencia permite caracterizar al efecto relajante de los andrégenos en
el Utero humano como una accién nogendmica y descarta categdricamente la via de
accion gendmica, como ha sido sefialado para el efecto relajante uterino que producen
las progestinas (Perusquia et al., 1990; Perusquia y Jasso-Kamel, 2001; Perusquia,

2001).

8.2 Sensibilidad uterina al efecto relajante de los androgenos

Los resultados mostraron que la efectividad relajante de testosterona y 5p3-DHT
fue la misma en Utero no gestante y gestante a término; es decir, que la sensibilidad del
Utero humano al efecto relajante de estos andrégenos es igual en ambos estados
endocrinos, lo cual implica que el embarazo no es un factor determinante para la accion
relajante de estos dos esteroides. Sin embargo, previamente reportamos que el Utero
humano no gravido es mas sensible a la relajacion inducida por 30 uM de progesterona
(Perusquia y Jasso-Kamel, 2001), una situacion que podria ser particlﬂar para esta
progestina. Un hecho sobresaliente es que con excepcion de androstandiol, el valor de la
Clsy de cada uno de los resantes andrégenos resultdé menor que el previamente
reportado para progesterona (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001), mostrando que el Utero
humano gestante a término es mas sensible a la respuesta antiuterotonica de los
esteroides sexuales masculinos. En forma colateral, se observo que la contraccion
inducida por potasio resultdé mas sensible al efecto relajante de DHEA, androsterona y

androstandiol, lo cual podria indicar un diferente modo de accion para estos esteroides.

-
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Por otro lado, se realizo la comparacion de la potenga relajante que inducen los
andrdgenos (con el valor Clsp) en el utero humano con el previamente reportado en el
utero de rata (Kubli-Garfias et al., 1980), resultando mas sensible el Utero de rata a la
respuesta relajante de 5a-DHT, androsterona y androstandiol. Esta discrepancia podria
ser debida a la diferencia entre especies, dado que las progestinas tambiélj mostraron
menor potencia en el Gtero humano que en el de rata (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001).
En este contexto, algunos bloqueadores de la entrada de calcio presentan una potencia
reducida en el Gtero humano cuando se compara con el Utero de la rata (Ducsay, 1990),

mostrando una menor sensibilidad del utero humano al efecto de agentes relajantes.

8.3 Eficacia

Este andlisis muestra que los androgenos AS5-3B-hidroxi (DHEA) y A4,3-cetona
(testosterona), ademas de ser un sustrato de androgenos y estrogenos respectivamente,
presentan una actividad biologica importante por inducir relajacion uterina y se les
atribuye un papel de verdaderas hormonas. Estas dos hormonas resultaron ser
equipotenciales para inducir relajacion, concluyendo que la conversion de DHEA hacia
testosterona, donde el doble enlace en C5-6 del anillo B que se isomeriza a C4-5 en el
anillo A, no afecta la eficacia relajante de la molécula. En forma notable se muestra que
los dihidro- y tetrahidro-derivados de testosterona no pierden la propiedad relajante,
pero su potencia varia. Asi, los resultados indican que existe una clara relacion entre la

estructura molecular del andrégeno y la eficacia relajante.
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Las observaciones mostraron que la potencia ejercida por cada androstano
depende del cambio conformacional que sufre el A4,3-cetoandrégeno, cuando es
reducido en C5. Asi, la configuracion a/frans en C5, que muestra 5¢-DHT, es menos
potente que DHEA y testosterona, siendo en general uno de los androgenos menos
efectivos. En marcado contraste, el isomero 5p/cis (53-DHT), resultd ser, al menos, 3.5
veces mas potente que sus precursores, superando sobresalientemente la eficacia
relajante de todos los andrégenos probados y que el grupo de progestinas 5-reducidas
previamente reportadas (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001), destacando la importancia de
5B-DHT para ejercer una aguda relajacion miometrial. Este dato concuerda con la alta
potencia relajante que este compuesto ejerce sobre las contracciones inducidas por
oxitocina, acetilcolina, serotonina, calcio y potasio en utero aislado de la rata (Perusquia
y Campos, 1991; Perusquia et al., 1991ab; Perusquia et al., 1990; Perusquia y Villalon,
1996), en musculo liso intestinal (Kubli-Garfias et al., 1987) y vascular (Perusquia et al.,
1996; Perusquia y Villalon, 1999; Perusquia, 2003). Sin embargo, la orientacion o/ trans
en C5 provoco una drastica disminucion de la potencia relajante uterina en el presente
modelo experimental, este hecho se correlaciona con el tenue efecto r;aiajante que el
andrégeno S5a-DHT produce también en el ttero (Kubli-Garfia et al., 1980) y la aorta de
rata (Perusquia et al., 1996), asi como en la arteria umbilical humana (datos no
publicados). Es importante considerar que 5a-DHT es un potente androgeno, con fuerte
afinidad al receptor intracelular de androgenos, mientras su isomero 53-reducido no se
une a estos receptores y carece totalmente de propiedades androgénicas; no obstante,
es una hormona efectiva para inducir relajacion en el musculo liso, siendo una respuesta

no mediada a través del clasico receptor intracelular de androgenos. Estos hallazgos
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permiten concluir que la Sa-reduccion es importante para la actividad gendmica,

mientras que la 5p-reduccion lo es para la accion nogendmica.

De la subsecuente 3o-hidroxilacion de 5a-DHT, resulta una molécula que
recupera la eficacia relajante, dado por el hecho de que la configuracion 3o,5a de
androsterona mostro ser equipotencial a DHEA, aunque menos eficaz que 5B3-DHT.
También se observd que la falta del grupo cetona en la configuracion 3a,5a, como es el
caso de androstandiol, podria restarle potencia relajante. Trabajos previos han mostrado
que los androgenos con configuracion 3a,5a (androsterona y androstandiol) pueden ser _
tan potentes o mas que su precursor testosterona para inhibir la contraccion uterina e
intestinal de animales experimentales (Revisado por: Perusquia, 2003). Asi, los 3a,5a-

androstanos son importantes moduladores de la contraccion muscular.

En conexion con estos datos, cabe resaltar que otros esteroides, también con
configuracion 3a,5a, como 3a,Sa-tetrahidroprogesterona, pueden producir un fuerte
efecto relajante; mayor al inducido por progesterona en el Utero grévido de humano
(Perusquia y Jasso-Kamel, 2001) y la progestina sintética 3«,5a-noretisterona es mas
efectiva que noretisterona para inducir vasodilatacion en la aorta de rata (Perusquia et
al., 2003). En estos estudios, también los Sa-dihidroderivados (5a-pregnandiona y Sa-
noretisterona) resultaron ser tenues inhibidores de la contraccion muscular. En general,
es claro que la reduccion 58 y 3a,5a de los A4,3-cetoesteroides es necesaria para

producir compuestos reguladores de la actividad muscular.
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La simple interpretacion de lo anterior ha sido discutida previamente (Perusquia y
Jasso-Kamel, 2001; Perusquia, 2001; Perusquia, 2003; Perusquia et al., 2003). Asi, las
configuraciones estructurales de los esteroides mencionados presentan diferente
conformacion espacial: la 5p-reduccion produce una marcada angulacién del anillo A con
respecto al sistema de anillos B-C-D de la molécula esteroidal; mientras que la 5a-
reducciér:n‘ da una conformacion lineal a los cuatro anillos, similar a la configuracion
A4,3-cetona (Fig. 19). Es inevitable especular que los compuestos 53-reducidos pudieran
presentar mayor superficie de anclaje (union) a la superficie de la membrana celular (ver

Fig. 19) y con esto poseer una mayor interaccion con las proteinas membranales para

producir cambio en la excitabilidad de la célula muscular.
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Figura 19. Representacion estructural de las moléculas estudiadas. Mostrando su estereoquimica en
vista frontal (izquierda) y lateral (derecha).



8.4 Estudios sobre el modo de accion de los androgenos

Como previamente se discutid, la propiedad utero relajante de los andrégenos
puede ser explicada por una accion nogendmica. Sin embargo, no se ha explorado el
mecanismo de accion que los andrégenos utilizan para inhibir las contracciones uterinas

en la mujer.

En el presente trabajo se observo que la contraccion inducida por potasio resultd
mas sensible al efecto relajante de DHEA, androsterona y androstandiol; estas
observaciones indican que la accién de estos androgenos podria ser consecuencia del
bloqueo de la entrada de calcio ektracelular por inactivacion de los canales de calcio
operados por voltaje en la célula miometrial. Esta sugerencia es apoyada por estudios en
utero aislado de rata, que muestran que los esteroides A4,3-cetona y 5-reducidos,
androgenos y progestinas, relajan la contraccion estimulada por potasio (Perusquia et
al., 1990; Perusquia y Villalon, 1996; Hidalgo et al., 1996) y la contracion inducida por
calcio en tejido despolarizado (Perusquia et al., 1990). Ademas, el efecto relajante de los
esteroides sobre la contractilidad uterina de la rata es revertido por calcio o ionoforos
selectivos a este ion (Perusquia et al., 1990; Perusquia y Villalon, 1996; Perusquia,
2001). Estos trabajos sugirieron que los esteroides disponen de una propiedad calcio
antagonica y su respuesta relajante podria ser mediada por la inactivacion de los canales
de calcio operados por voltaje. Esta hipétesis ha sido sustentada por evidencias directas
con la técnica de patch clamp, evaluando las corrientes de calcio en célula unica,
revelando que estradiol interfiere en la activacion de los canales de calcio dependientes

de voltaje de células miometriales de rata prefiada (Yamamoto, 1995).
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En forma colateral, se ha reportado que androgenos y progestinas son capaces de
inhibir las contracciones estimuladas por oxitocina, prostaglandinas, acetilcolina o
serotonina en el Utero de rata (Revisado por: Perusquia, 2001); este hallazgo pone de
manifiesto que los canales de calcio operados por receptor, también pueden ser inactivados
por andrégenos y progestinas. También otros estudios han mostrado que estriol, estradiol y
progesterona inhiben mas pronunciadamente los canales de calcio operados por receptor
que los canales dependientes de voltaje en miometrio y arteria uterinas humanas
(Kostrzewska et al., 1993). Asi, con estos antecedentes se pudo vislumbrar que los
esteroides podrian estar actuando en la inactivacion de los canales de calc'to‘ operados por
voltaje y/o receptor; impidiendo el paso de calcio extracelular, una hipétesis que también
ha sido postulada para el efecto vasodilatador de androgenos (Perusquia et al., 1996;

Perusquia y Villalon, 1999; Perusquia, 2003)

Referente a que testosterona y sus dihidroderivados no modificaron su eficacia
relajante sobre contraccion espontanea o inducida por potasio, se especula que estos
compuestos pudieran inhibir la entrada de calcio por: i) bloquear canales operados por
voltaje y por receptor en igual proporcion, i.e., sin selectividad por los dos tipos de
canales de calcio; ii) utilizar ademas, otros sitios de accion. Con respecto a esta ultima
sugerencia y considerando que las corrientes de los canales de potasio son importantes
moduladores del potencial de membrana y la excitabilidad del musculo liso, se ha
publicado que la incubacion por 24 h con estradiol y/o progesterona en cultivo primario
de miometrio humano gestante a término, provocd inhibicidon de la actividad de los

canales de potasio por estradiol, mientras progesterona presenta un efecto opuesto
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(activacion), explicando asi el respectivo papel procontractil y proquiescente de estradiol

y progesterona en el (tero humano durante la gestacion (Knock et al., 2001).

También se ha propuesto la posibilidad de que algunos esteroides relajantes de la
contractilidad uterina (5B-pregnan-3,20-diona) podrian unirse a los receptores a
oxitocina y contrarrestar el efecto estimulante de esta hormona; sin embargo, este dato
aun no ha sido explorado a profundidad (Astle et al., 2003b). Cabe también considerar
que cadenas de transduccion de senales y segundos mensajeros podrian estar
involucrados en la accion relajante de los esteroides. A este respecto, se ha reportado
que progesterona puede modular el calcio libre intracelular a través de un receptor
acopladﬁ a la proteina G (Burger et al., 1999). Asimismo, se ha publicado que algunos
esteroides podrian también regular la activacion de la proteina cinasa A (PKA), C (PKC) y
la activadora mitégena (MAPK), provocando modificacion en la expresion de canales
ionicos que involucran cambios en la excitabilidad celular por vias de segundos
mensajeros (Sanborn, 2001; Zervou et al., 2002). Sin embargo, todas estas propuestas
no han definido aun un mecanismo preciso de accion y es necesario realizar futuros
estudios para definir el mecanismo nogenomico de la accion utero-relajante de los

esteroides.
8.5 Implicaciones fisiologicas

Debido a la relajacion uterina que inducen los andrégenos, se propone que los
esteroides sexuales masculinos poseen un efecto progestacional, el cual podria sinergizar

y/o potenciar el conocidc efecto quiescente de progesterona, manteniendo la
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implantacién y el desarrollo del embrion hasta el término. También, podria considerarse
que la disminucién en la produccion de andrégenos durante el embarazo, podria ser

causa de abortos o partos prematuros.

Por las evidencias mostradas, es preciso la identificacion exhaustiva de todos los
metabolitos de testosterona; 5a- y 5B-reducidos, en el tejido uterino durante el
embarazo, debido a la importante modulaciéon que tienen al inhibir la contraccion
muscular uterina. De forma particular, metabolitos 58-reducidos, elaborados de novo por
accion enzimatica o bien, aquellos andrégenos que han sido obtenidos a traves de la
unidad_ feto-placentaria, han demostrado ser metabolitos activos y no de desecho
comun. Asi, el fuerte efecto relajante que mostré 5p-DHT fue muy superior al efecto
reportado para progesterona (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001), a concentraciones
equimoleculares, remarcando que no son necesarias altas concentraciones séricas de

este compuesto para ejercer la funcidn relajante requerida durante la gestacion.

El aumento en el contenido sérico de androstendiona y testosterona en la mujer
durante la gestacion es notable, lo que sugiere una probable relacion con el
mantenimiento del embarazo. La concentracion sérica que presenta DHEA es
considerada constante con una tenue disminucion, no significativa, a lo largo de la
gestacion (Laatikainen et al., 1980; Mathur et al., 1980). Posiblemente este precursor
mantiene un estado de inactivacion uterina conforme se desarrolla el producto siendo
también el sustrato para lIa produccion de otros androgenos. El incremento de la
secrecion de testosterona durante el embarazo (Bammann et al., 1980; Dokras et al.,

2003), probablemente actua disminuyendo la contractilidad del miometrio conforme al
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desarrollo del feto, ayudando al estado de quiescencia miometrial junto con progestinas,
debido a que este andrdgeno incrementa su concentracion sérica de forma lineal sélo

durante la gestacion (Labrie, et al., 1997a; Dorgan et al., 2002).

En cuanto a los metabolitos de testosterona, se ha reportado sdlo la
concentracién sérica para 5a-DHT durante la gestacion (Saez et al., 1972), andrégeno
que presenta un incremento sérico durante el primer trimestre, quiza modulando,
sinérgicamente con otros esteroides, el proceso de implantacion, el desarrollo de la
placenta y favorecer la relajacion del Utero en etapas iniciales de la gestacion,
sustentado por la evidencia de que esta hormona presento una potencia relajante similar
a la reportada previamente para progesterona (Perusquia y Jasso-Kamel, 2001). La
sintesis y el traslado de otros androgenos, 5a- y 5B-reducidos, durante el embarazo ha
sido discutido por algunos autores, estableciendo su posible participacion con el tejido
uterino desde el inicio hasta el final del embarazo (Diczfalusy et al., 1969; Charbonneau

y The Van-Luu, 2001).

Es inevitable mencionar que la propiedad antiuterotonica de estos esteroides
podria ser utilizada en la terapéutica, como tocoliticos en la prevencion de abortos y
partos prematuros. Admitidamente, se requiere de estudios clinicos para validar su
potencial terapéutico en este territorio, debido a que podrian producir virilizacion de los
fetos femeninos. Sin embargo, los presentes datos pueden dar la pauta para el disefio de

nuevos farmacos relajantes de las contracciones uterinas.
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Finalmente, es necesario discutir que las concentraciones probadas de cada
andrégeno en este trabajo son mucho mayores a la concentracion sérica reportada en la
madre a término del embarazo; sin embargo, las dosis terapéuticas administradas, al
menos de testosterona y DHEA, en uso clinico son en rangos micromolares (5-200

mag/dia).

8.6 Perspectivas a futuro

Los presentes hallazgos han mostrado un poderoso efecto relajante provocado
por los andrégenos sobre la contraccion miometrial de la mujer, sefalando que para
ejercer esta respuesta, uno de los principales mecanismos de accion podria ser la
disminucion de la entrada de calcio extracelular, por inactivacion de los canales de calcio
operados por voltaje y/o receptor en los miocitos uterinos. Los datos de esta Tesis
dieron la pauta para esclarecer esta hipdtesis y sera necesario realizar como primer
paso, la medicion de la concentracion intracelular de calcio ante el estimulo de una
despolarizaciéon en presencia y ausencia de un androgeno en células’ disociadas de
miometrio humano, usando la técnica de fluorescencia. Estos datos permitiran
determinar el posible bloqueo de los canales de calcio operados por voltaje y la

subsecuente disminucion de la concentracion intracelular de calcio.
También, sera inevitable comprobar, en forma mas directa, la posible disminucion

de las corrientes de calcio y/o activacion de las corrientes de potasio, que los

androgenos pudieran estar regulando en células miometriales humanas en cultivo,
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utilizando como herramienta electrofisioldgica la técnica de patch-clamp para llevar a

cabo estas evaluaciones.

En forma paralela también sera necesario determinar si la cascada de segundos

mensajeros podria estar involucrada en el proceso utero relajante de los androgenos.

Por otro lado, es urgente conocer la biotransformacion completa de los
androgenos durante el embarazo, particularmente la evidencia de la conversion de
testosterona hacia 5B8-DHT, en el tejido uterino. Asimismo, medir las concentraciones
séricas de este y otros andrégenos durante el embarazo, dado por el hallazgo de poseer

una actividad bioldgica como la reportada en la presente Tesis.
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9. CONCLUSIONES

Los esteroides sexuales masculinos (androgenos), son importantes inhibidores de
la actividad contractil del miometrio humano gestante a término y no gestante. Ademas,
la evidente relajacion producida por DHEA y testosterona los enmarcan como
compuestos Utero activos y no solo como sustrato para la produccion de otros

esteroides.

Se considera que el efecto relajante producido por los andrégenos podria estar en

un constante sinergismo o potenciacion con progesterona y otras progestinas.

El andrégeno de mayor eficacia fue 53-DHT, asi se sugiere que la 5B-reduccion de
la molécula esteroidal, optimiza la inhibicion de la actividad contractii miometrial.
Asimismo, la configuracion 3a,5c, (androsterona y androstandiol) es mas efectiva

cuando existe un grupo cetona.

El efecto relajante de los androgenos, es considerado, como de tipo nogenomico,
por la accion inmediata, la reversion del efecto y la incapacidad de los inhibidores de la
transcripcion y sintesis de proteinas o del antiandrogeno para bloquear la accion

relajante.

Los andrégenos podrian ejercer su accion directamente sobre proteinas
membranales (receptores y/o canales ionicos) a través de sus grupos funcionales y en
consecuencia, provocar el efecto relajante. En forma particular, esta Tesis sugiere que
los andrégenos podrian modificar la permeabilidad de la membrana, disminuyendo la

concentracion de calcio intracelular.
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