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1. RESUMEN

Se ha reportado un agudo efecto vasodilatador producido por estrégenos,
progestinas y andrégenos en diferentes lechos vasculares de varias especies de animales
experimentales, mientras que en la vasculatura humana existen pocos datos sobre su
efecto vasodilatador. En consecuencia, el mecanismo de la accién vasodilatadora que
producen los esteroides es aun incierto. Los datos disponibles enmarcan dos propuestas
importantes para explicar la acciéon vasodilatadora de los esteroides: (i) una activaciéon de
los canales de K* y/o (ii) una inactivaciéon de los canales de Ca**. Por lo anterior, el
presente proyecto pretende esclarecer la participacién tanto de los canales de K*
activados por Ca?* (Kc,), operados por voltaje (Ky) y sensibles al ATP (Karp) como de los
canales de Ca?* operados por voltaje (CCOV) y operados por receptor (CCOR) en la
accién vasodilatadora que los esteroides inducen sobre el tono vasomotor de la arteria
umbilical humana. Se utilizaron anillos arteriales provenientes de cordones umbilicales
obtenidos de partos transvaginales de embarazos normales a término y la actividad
contractil se registr6 mediante la técnica isométrica convencional para tejido aislado. Se
registré una contraccion ténica sostenida inducida por KCl 40 mM vy la respuesta relajante
que inducen diferentes esteroides, a la concentracion equimolecular de 120 uM, fue
evaluada en presencia de los bloqueadores de los canales de K': tetraetilamonio (TEA),
4-aminopiridina (4-AP) y glibenclamida (Gly), adicionados cada uno por separado. Los
esteroides de estudio (dehidroepiandrosterona, DHEA; progesterona, Py; testosterona, Ty;
Sa-dihidrotestosterona, 5a-DHT y 5B-dihidrotestosterona, 58-DHT) fueron elegidos con
base a su potente efecto vasodilatador reportado en trabajos previos. Por otra parte, se
caracteriz6 la respuesta contractil a serotonina (5-HT) y se determiné la concentracion de
10 uM como la 6ptima para desplegar una contraccion toénica sostenida. Sobre dicha
contraccion, se analizé la respuesta inhibitoria producida por las diferentes hormonas
esteroides a 120 uM (probadas por separado y de forma no acumulativa). En otros tejidos,
previamente despolarizados con KCl 40 mM en medio libre de Ca**, se adicionaron
diferentes concentraciones (6, 12, 60 y 120 uM) de 58DHT, 10 min antes de inducir una
contraccién con CaCl; 2.5 mM. Los resultados mostraron que: i) las hormonas esteroides
fueron capaces de vasodilatar diferentes tipos de contracturas, estableciéndose ordenes
de potencia tanto para la contractura de KCI: 58-DHT > DHEA > T4 > P4 > 50-DHT, como
para la contractura de 5-HT: DHEA = 5B8-DHT > P4 2 T4 > 50-DHT. Este analisis mostré
que la contracciéon a KC| es mas sensible al efecto vasodilatador de las hormonas. ii) el
efecto vasodilatador de los esteroides probados no fue inhibido por ninguno de los
bloqueadores de los canales de K y iii) 58-DHT a 120 uM abolié6 fuertemente
(95.28 £ 5.76 %) la contraccion inducida por CaCl; 2.5 mM en tejidos despolarizados. Los
resultados del presente estudio muestran que las hormonas esteroides son sustancias
vasoactivas al inhibir los diferentes tipos de contracturas (KCI, 5-HT y CaCl,) en la arteria
umbilical humana. En este estudio se descarta la participacioén de los canales de K* en el
modo de la accion vasodilatadora de esteroides y los datos sugieren que el mecanismo de
accion es sustentado por una accién Ca?* antagénica, principalmente a través del bloqueo
de los CCOV. Por otra parte, la elevada potencia vasorelajante de DHEA y en particular de
5B-DHT, proponen a la configuraciéon 3p-hidroxi-A5 y a la 58 reduccién, respectivamente,
como las estructuras de mayor eficacia vasorelajante. Estos hallazgos permitiran contribuir
al conocimiento de la accién vasodilatadora de las hormonas esteroides en la fisiologia del
embarazo, con beneficio directo en la reduccién de la mortalidad perinatal.



2. INTRODUCCION

2.1. Generalidades.

Las hormonas esteroides son lipidos insaponificables derivados del colesterol,
basados en un esqueleto de cuatro anillos de carbono fusionados (A, B, C y D),
denominado ciclopentanoperhidrofenantreno (Fig. 2.1). Difieren entre si, por el tipo,
numero, localizacién y configuracién (o o B) de sus grupos funcionales sustituyentes y la
posicion de sus dobles enlaces. Los principales puntos de sustitucion son el C3 del anillo
A, el C11 del anillo C y el C17 del anillo D (Lehninger, 1995). Se encuentran clasificados
en cinco categorias: progestinas, glucocorticoides y mineralocorticoides con 21 atomos de

C, andrégenos con 19 y estrégenos con 18 (Voet et al., 2002).
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Figura 2.1. Estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno,
esqueleto basico de todas las hormonas esteroides.



Aun cuando los diferentes grupos de hormonas esteroides son estructuralmente
similares, desde el punto de vista fisiolégico, sus acciones biolégicas son muy variadas e
incluyen principalmente: la modulacion del metabolismo (carbohidratos, proteinas y
lipidos), la conservacion del equilibrio de liquidos y electrélitos y el desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias propias de cada género. En el caso de la mujer,
regulan procesos muy importantes como la ovulacién, el ciclo menstrual, el embarazo, el
parto y la lactancia (Schmidt y Thews, 1993; Voet et al., 2002). Ademas, participan en
diversos procesos en los sistemas: genital, inmunitario, muscular, éseo, endocrino,

nervioso y cardiovascular, (Laguna y Pina, 2001; Voet et al., 2002).

2.2. Accion de los esteroides sexuales en el sistema cardiovascular.

Referente a la participacion de las hormonas esteroides en el sistema
cardiovascular, la conexion existente son los estudios epidemiologicos sobre las
enfermedades cardiovasculares (ECV), estos padecimientos se han convertido en uno de
los principales problemas de salud mas comunes en la poblacién mundial. Se ha reportado
que la incidencia de las ECV es mayor en hombres entre 30 a 50 afos de edad,
comparada con mujeres de la misma edad (Wingard et al., 1983; Levy y Kannel, 1988;
Farhat et al., 1996; Jousilahti et al., 1999). En las mujeres, la incidencia de ECV es mayor
en el periodo posmenopausico que antes de la menopausia (Kannel et al., 1976; Lerner y
Kanel, 1986; Wittemen et al., 1989). Asimismo, también ha sido reportado que la terapia
de reemplazamiento hormonal, con estrégenos y progestinas, en mujeres
posmenopausicas reduce (aproximadamente 50%) la morbilidad y mortalidad causada por

estos padecimientos (Henderson et al., 1991; Grady et al., 1992; Ettinger et al., 1996;



Barret-Connor, 1998). Asi, las evidencias anteriores sefialan un claro dimorfismo sexual,
dirigido a un efecto benéfico de los estrogenos sobre el desarrollo de ECV y dando lugar a

la creciente investigacion sobre su accion cardioprotectora.

Es evidente el efecto preventivo de los estrogenos (esteroides sexuales
femeninos) sobre los factores de riesgos cardiovasculares, ya que estas hormonas
mejoran el perfil de las lipoproteinas circulantes (Stevenson, 1996), el metabolismo de los
carbohidratos (Godsland et al., 1993), la coagulacion y el sistema fibrinolitico (Bar et al.,
1993; Lindoff et al., 1996). Ademas, reducen la oxidacion lipoproteica (Rifici y
Khachadurian, 1992), las lesiones ateroescleréticas (Van der Mooren et al., 1998) y la
acumulacién intravascular de colageno (Beldekas et al., 1981). El 17B-estradiol (17p-E>)
ha sido el estrégeno mas estudiado y sus dos principales efectos cardiovasculares son: la
inhibicion del crecimiento vascular y la modulacion del tono vasomotor (Dubey y Jakson,

2001).

2.3. Efecto vasodilatador de los estréogenos.

En cuanto a la modulacién del tono vascular por parte del 17B-E;, existe un gran
namero de estudios in vivo e in vitro que describen la vasodilatacion producida por este
esteroide en diferentes lechos vasculares de animales experimentales como: la rata (Shan
et al., 1994; McNeill et al., 1996; Wellman et al., 1996; Freay et al., 1997; Kitazawa et al.,
1997; Le Tran et al., 1997; Vedernikov et al., 1997; Kakucs et al., 1998; Browne et al,,

1999; Crews y Khalil, 1999b; Geary et al., 2000b; Shaw et al., 2000, 2001; English et
4



al., 2001; Chan et al., 2001; Costa Sampaio Moura y Marcondes, 2001; Tep-areenan et al.,
2001, 2003b; Abou-Mohamed et al., 2003; Tsang et al., 2003), el ratén (Geary et al.,
2000a), el conejo (Gisclard et al., 1988; Jiang et al., 1991, 1992a; Collins et al., 1994;
Ogata et al., 1996; Salom et al., 2001, 2002), el cerdo (Han et al., 1995; White et al., 1995;
Bell et al., 1995; Darkow et al., 1997; Crews y Khalil, 1999a; Murphy y Khalil, 1999; Teoh
et al,, 1999, 2000; Bracamonte et al.,, 2002), la vaca (Kalanic et al., 2000) y la oveja

(Magness y Rosenfeld, 1989; Van Buren, 1992; Rosenfeld et al., 2002).

Con respecto a la vasculatura humana, se ha reportado el efecto vasodilatador del
17B-E2 en preparaciones in vitro de arteria coronaria (Mugge et al., 1993; Chester et al,,
1995), omental (Belfort et al., 1996) y mamaria (Mugge et al., 1997). También, se ha
descrito que 17B-E;, estrona y estriol inducen vasodilatacion en la arteria y vena umbilical

(Silva de Sa y Meirelles, 1977; Du et al., 1999; Fausett et al., 1999).

24. Efecto vasodilatador de las progestinas.

Con respecto a las progestinas, la vasodilatacién producida por esta serie de
esteroides ha sido menos estudiada. El efecto vasodilatador que induce la progesterona
(P4) ha sido documentado en diferentes preparaciones vasculares de animales
experimentales tanto in vivo como in vitro: en la rata (Huyton y Leathard, 1991; Perusquia
et al., 1996; Glusa et al., 1997; Kakucs et al., 1998; Crews y Khalil, 1999b; Teoh y Man,
1999; Mukerji et al., 2000a, 2000b; Barbagallo et al., 2001; Chan et al., 2001; Costa

Sampaio Moura y Marcondes, 2001; English et al., 2001; Zhang et al., 2002), el
5



cerdo (Crews y Khalil, 1999a; Murphy y Khalil, 1999; Molinari et al., 2001), el conejo (Jiang
et al., 1992b; Li et al., 2001), el perro (Miller y Vanhoutte, 1991) y el mono rhesus (Minshall
et al,, 2002). En el humano, la progesterona ha mostrado un efecto vasorelajante en
arterias omentales (Belfort et al., 1996), placentarias (Omar et al., 1995; Ramirez et al.,
1998) y umbilicales (Omar et al., 1995; Ramirez et al., 1998; Fausett et al., 1999; Toledo et

al., 2003).

En relacion al efecto que pueden causar otras progestinas, derivadas de Py,
existen muy escasas evidencias experimentales. La pregnanolona, un derivado
5B-reducido de la P4, puede causar disminucién del tono vascular de la aorta toracica de
rata (Perusquia et al., 1996). Asi, también otros productos 5-reducidos de la P4, como
pregnandiona, alopregnandiona, pregnanolona y alopregnanolona actuan como
vasodilatadores de arterias umbilicales y placentarias humanas (Ramirez et al., 1998;

Toledo et al., 2003).

En cuanto a las progestinas sintéticas, particularmente las que son usadas en la
terapia de reemplazamiento hormonal, las evidencias experimentales sobre un efecto
vasodilatador producido por estos compuestos son ain mas escasas. Se ha reportado que
el acetato de noretisterona y el acetato de clormadinona (Glusa et al.,, 1997), la
norestisterona y sus metabolitos 5Sa-reducidos: 5a-noretisterona, 3a,5a-noretisterona y
3B,5a-noretisterona (Perusquia et al., 2003), inducen vasodilatacion en la aorta toracica de
rata. También se ha documentado que levonorgestrol, 3-ceto-desogestrol y gestodeno

presentan la capacidad de vasodilatar la vena yugular de conejo (Herkert et al., 2000).



2.5. Efecto vasodilatador de los andréogenos.

El estudio de la influencia de los andrégenos en el sistema cardiovascular ha sido
poco explorado. Algunas observaciones le confirieron a la testosterona (T4) un efecto
perjudicial sobre el sistema cardiovascular; por el hecho de que la incidencia de ECV es
mayor en hombres entre 30 a 50 anos de edad, comparada con mujeres de la misma edad
(Wingard et al., 1983; Levy y Kannel, 1988; Farhat et al., 1996; Jousilahti et al., 1999). De
manera controversial, se ha asociado a la hipotestosteronemia con el incremento en los
factores de riesgo cardiovasculares como: la hipertension, diabetes, obesidad, etc. (Khaw
y Barret-Connor, 1991; English et al., 1997). Aunado a lo anterior, se ha reportado que
pacientes con ECV presentan hipotestosteronemia (Phillips et al., 1994; Alexandersen et

al., 1996; English et al., 2000b).

Aunado a las evidencias mencionadas, varios estudios han mostrado que la
administracion de T, mejora la perfusién cerebral (Azad et al., 2003) y disminuye la
presion arterial en hombres hipogonadales (Zitzmann et al., 2002). En cuanto a los efectos
de la terapia con T4 en hombres con ECV, se ha reportado, desde la década de 1940, los
beneficios de la administracion de T4 en pacientes con angina de pecho (Hamm, 1942;
Walker, 1942; Levine y Likoff, 1943; Sigler y Tulgan, 1943; Lesser, 1946). Algunos
estudios clinicos han reportado la disminuciéon de los sintomas de angina pecho e
isquemia, tanto con el tratamiento crénico (Jaffe, 1977; Wu y Weng, 1993; English et al.,
2000a), como con la administracién aguda de T4 (Webb et al., 1999a; Rosano et al., 1997,

1999; Thompson et al., 2002).



En los dltimos anos, se le ha dado atencién a los estudios directos del potencial
efecto vasodilatador de los andrégenos sobre la vasculatura, observandose una marcada
vasodilatacion provocada por T4 en la vasculatura in vivo e in vitro de la rata (Perusquia et
al., 1996; Costarella et al., 1996; Crews y Khalil, 1999b; Honda et al.,1999; Geary et al.,
2000b; Ding y Stallone, 2001; English et al., 2001; Tep-areenan et al., 2002, 2003a; Jones
et al., 2002), el cerdo (Farhat et al., 1996; Crews y Khalil, 1999a; Murphy y Khalil, 1999;
Quan et al., 1999; Deenadayalu et al., 2001), el conejo (Mosranova et al., 1994, Yue et al.,
1995; Won et al., 2003), el perro (Chou et al., 1996) y el mono (Adams et al., 1995). Por
otra parte, se ha observado que los analogos de la T4, el hemisuccinato de T4 y el
enantato de T4, inducen vasodilatacion en la aorta de rata (Ding y Stallone, 2001) y conejo

(Yue et al., 1995).

En forma colateral, se ha reportado que la T4 puede inducir vasodilatacion en
lechos vasculares humanos, como la arteria braquial de hombres con ECV (Ong et al,,
2000; Kang et al., 2002), castrados (Herman et al., 1997), transexuales (McCrohon et al.,
1997) y en mujeres posmenopausicas (Worboys et al., 2001). En cuanto a estudios in vitro
en vasculatura humana con Ty4, las evidencias son extremadamente exiguas. Se ha
reportado que la T4 induce vasodilatacién en la arteria umbilical humana (AUH) (Fausett et
al., 1999; Toledo et al., 2003). Ademas, estudios in vivo en pacientes con ECV, muestran
que la administracion de T4 reduce la presiéon sanguinea e incrementa el diametro y el flujo
sanguineo coronario (Beale et al., 1997; Webb et al., 1999b; Rosano et al., 1997,1999:

Ong et al., 2000; Worboys et al., 2001; Kang et al., 2002).



Por otra parte, existen muy pocos hallazgos relacionados con el efecto que otros
andrégenos puedan causar sobre el tono vasomotor. Estos reportes muestran que el
precursor 3B-hidroxi-A5- de los andrégenos, dehidroepiandrosterona (DHEA), induce
vasodilatacion en la aorta toracica de rata (Gupte et al; 2002a; Perusquia y Calixto, 2003),
la arteria pulmonar del hurén (Farrukh et al., 1998) y la AUH (Toledo et al., 2003). Ademas,
su derivado sulfatado, el sulfato de dehidroepiandrosterona (SDHEA), también produce
vasodilatacién en la arteria caudal de rata (Barbagallo et al., 1995) y la arteria oftalmica
humana (Hata et al., 1995). En mujeres embarazadas se ha observado incremento del
flujo sanguineo y disminucién del indice de pulsatilidad en la arteria uterina y la arteria

cerebral media fetal (Revisado por Perusquia y Calixto, 2003).

En cuanto a los metabolitos 5-reducidos de la T4, la 5a-dihidrotestosterona
(5a-DHT) induce vasorelajaciéon en la aorta toracica de rata (Perusquia et al., 1996) y la
arteria coronaria de cerdo (Deenadalayu et al., 2001). En forma notable, su isémero
5B-reducido, la 5p-dihidrotestosterona (5p8-DHT), resulté mas potente para vasorelajar la
aorta toracica de rata, incluso con una mayor potencia que la inducida por 178-E; y P4
(Perusquia y Villalén, 1999), confirmando su fuerte accién vasodilatadora al disminuir la
presion arterial en modelos experimentales in vivo (Perusquia y Villalén, 2002). La notable
potencia vasodilatora de 5B-DHT respecto a 5a-DHT, se observa también en la
vasodilatacién producida sobre la AUH precontraida con KCI (Toledo et al., 2003). Aunado
a esto, la androsterona y la etiocolanolona son también capaces de producir

vasorelajacion en la aorta de rata (Ding y Stallone, 2001).



2.6. Mecanismo de accion del efecto vasodilatador de los diferentes grupos de

esteroides sexuales.

Las evidencias disponibles han mostrado la capacidad de varios grupos de
esteroides (estrégenos, progestinas y andrégenos) para inducir un efecto vasodilatador.
Sin embargo, el mecanismo preciso de la accion vasodilatadora que ejercen las hormonas
esteroides no ha quedado esclarecido y existen tres hipétesis importantes para explicar

dicho evento:

a) una accion indirecta sobre la célula del musculo liso vascular (CMLV), a
través de la liberacion de factores relajantes derivados del endotelio, como éxido nitrico y
prostaglandinas (Miller et al. 1988; Gisclard et al., 1988; Miller y Vanhoutte, 1991; Van
Buren et al., 1992; Collins et al., 1994: Bell et al., 1995; Wellman et al., 1996; Darkow et
al.,, 1997; Geary et al., 2000a, 2000b; Molinari et al., 2000; Costa Sampaio Moura y

Marcondes, 2001; Chan et al., 2001; Bracamonte et al., 2002).

b) una accién Ca?* antagénica, disminuyendo el influjo de Ca®* extracelular
mediante el bloqueo de canales de Ca?* operados por voltaje (CCOV) y/o operados por
receptor (CCOR), con la consecuente disminucién de la concentracion intracelular de Ca*
provocando asi, relajacién de la CMLV (Jiang et al., 1992a, 1992b; Shan et al., 1994,
Zhang et al., 1994; Han et al., 1995; Nakajima et al., 1995, 1999; Sheldon y Argentieri,
1995; Lippert et al., 1996; Ogata et al., 1996; Freay et al., 1997; Glusa et al., 1997;

Kitazawa et al., 1997; Browne et al., 1999; Crews y Khalil, 1999a, 1999b; Murphy y Khalil,
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1999; Perusquia y Villalon, 1999, 2002; Herkert et al., 2000; Barbagallo et al., 2001; Li et
al.,, 2001; Salom et al., 2001, 2002; Shaw et al., 2001; English et al., 2002; Gupte et al.,
2002b; Jones et al., 2002; Minshall et al., 2002; Zhang et al., 2002; Perusquia et al., 2003;

Tep-areenan et al., 2003a, 2003b; Scragg et al., 2004).

c) una accion agonista sobre los canales de K", incrementando el eflujo de K"
intracelular, mediante la apertura de los canales de K*: activados por Ca** (Kca), operados
por voltaje (Ky) y sensibles al ATP (Kare); repolarizando el potencial de membrana de la
CMLYV y provocando el cierre de los CCOV y CCOR, con la consecuente disminucién en la
entrada de Ca®" extracelular. A este respecto, se ha propuesto que el 17p-E; (White et al.,
1995; Wellman et al., 1996; Darkow et al., 1997; White et al., 2002; Bracamonte et al.,
2002; Tsang et al.,, 2003; Abou-Mohamed et al., 2003; Tep-areenan et al. 2003b), P4
(Jacob y White, 2000; Mujerki et al., 2000a, 2000b), T4 (Yue et al., 1995; Deenadalayu et
al., 2001; Tep-areenan et al., 2002, 2003a) y DHEA (Farrukh et al., 1998) pueden activar
los Kca. Por otra parte, también se ha planteado que el 17B-E, (Rosenfeld et al., 2002;
Tsang et al., 2003; Tep-areenan et al., 2003b), T4 (Ding y Stallone, 2001; Won et al., 2003)
y DHEA (Gupte et al., 2002a) posiblemente también activen a los Ky. En forma colateral,
algunos otros autores han sugerido que la T4 actua sobre los Kartp (Yue et al., 1995; Chou

et al., 1996; Honda et al., 1999).
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Las hipétesis anteriores, no establecen cual es el mecanismo preciso de la accion
vasodilatadora de los esteroides en la membrana de la CMLV y se desconoce si son
eventos conectados entre si y sinergizados o independientes cada uno de ellos. Por otro
lado, la mayoria de estos estudios han sido realizados en la vasculatura de animales

experimentales y la vasculatura humana ha quedado relegada.

2.7. Regulacion del tono vasomotor del cordén umbilical.

Los vasos sanguineos del cordén umbilical (CU) resultan ser una preparacion
disponible para el estudio de agentes vasoactivos en la vasculatura humana; ademas,
constituyen una importante conexién en la madre y el feto y presentan caracteristicas

singulares que resaltan su importancia como modelo biolégico.

El CU se forma durante las primeras cinco semanas de gestacion, como una
fusion del saco vitelino y la alantoides. Se extiende generalmente desde el centro de la
placenta (placa cori6nica) hasta el uraco fetal. Es un tejido helicoidal de color blanco mate,
revestido de una sola capa de células epiteliales derivadas del corién, conteniendo un
tejido conectivo mucoide denominado “gelatina de Wharton” (Spivack, 1946), donde se
encuentran embebidos los vasos sanguineos. El diametro del CU varia de 0.8 a 2.0 cm,

con una longitud promedio de 55 cm.
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Los vasos sanguineos del CU consisten en una vena y dos arterias. Las arterias
umbilicales (AU) poseen un calibre menor y una masa muscular mayor en comparacioéon a
la vena umbilical, caracteristicas que permiten su distincion morfolégica durante la
diseccion (Fig. 2.2). Las AU son vasos de conduccion, que a diferencia de la mayor parte
de las arterias del mismo calibre, poseen una tunica media formada por dos gruesas

capas musculares; una circular externa y una longitudinal interna.

Figura 2.2. Corte histologico de cordén umbilical humano (no depletado),
donde se observan los principales constituyentes de este tejido: a) vena,
b) arterias y c) gelatina de Wharton. Notese el mayor calibre y menor masa
muscular de la vena con respecto a las arterias, caracteristicas muy
importantes para su identificacién morfolégica.

En la mayoria de los lechos vasculares sistémicos, las arterias de conduccién
contribuyen poco a la resistencia vascular de la circulacién sanguinea, siendo las arterias
de resistencia las que controlan el flujo de sangre del 6rgano. Sin embargo, en el CU, las

AU son excepcionalmente largas y la resistencia de la circulacion microplacentaria es
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sumamente baja (Adamson et al., 1998). Por consiguiente, las AU pueden contribuir mas a

la resistencia vascular en la circulacion fetoplacentaria.

Por otra parte, los vasos sanguineos del CU poseen una caracteristica peculiar,
muy importante para el desarrollo de este trabajo experimental, debido a que son tejidos
carentes de inervacion (Spivack, 1946; Reilly y Russell, 1977; Fox y Khong, 1990). Esta
caracteristica hace de este tipo de vasos una preparacion “miogénica”, que resulta de
gran interés para descartar algunos factores que puedan estar involucrados en la accion
de farmacos vasoactivos; e.g., la influencia del sistema nervioso. Asi, esta preparacion
permite excluir que el efecto inducido por el farmaco (esteroide) sea consecuencia de una

accion indirecta, a través de la liberacion de neurotransmisores.

Es importante considerar, que ademas de las caracteristicas peculiares de los
vasos sanguineos umbilicales, existen otros puntos que hacen a estos vasos de gran
importancia. El crecimiento y desarrollo fetal depende en gran medida de una buena
circulacion fetoplacentaria, que asegure un adecuado intercambio entre los
compartimientos materno y fetal. Asi, una vasoconstriccion mecanica o inducida por
diversos agentes contractiles, humorales o endoteliales, en conjuncién con una deficiencia
en la produccion de agentes vasodilatadores humorales (como podrian ser las hormonas
esteroides) o endoteliales, provocaria deficiencia en la circulacion fetoplacentaria. La
condicion anterior seria reflejada en nacimientos con productos de bajo peso
(desnutricién), malformaciones y complicaciones en diferentes sistemas (cardiovascular,

respiratorio, nervioso, etc.).
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2.8. Efecto de los esteroides sexuales en los vasos sanguineos del cordon

umbilical.

En las ultimas décadas se ha observado que la muerte fetal humana es seguida
de una caida de los niveles de estrégenos, disminuyendo el flujo sanguineo
uteroplacentario. Por otro lado, se ha encontrado que la anencefalia fetal presenta una
severa reduccion de la produccion de estrégenos placentarios, sobre todo de estriol.
Ademas, algunos de los trastornos maternos asociados con la disminucion del flujo
sanguineo uteroplacentario (preeclampsia, hipertension y diabetes) han sido relacionados
con la disminucién en la formaciéon de DHEA por las glandulas suprarrenales fetales

(Karck y Breckwoldt, 1996).

Son contadas las evidencias experimentales sobre el efecto vasodilatador de los
esteroides sexuales en la AUH. Se ha descrito que el 17B-E;, la estrona y el estriol,
inducen vasodilatacién sobre el tono vascular de la AUH (Silva de Sa y Meirelles, 1977; Du
et al, 1999; Fausett et al., 1999). También, la progesterona, pregnandiona,
alopregnanolona y alopregnandiona actian como vasodilatadores de arterias y venas
umbilicales (Omar et al., 1995; Ramirez et al., 1998; Fausett et al., 1999). Referente a los
androgenos, existe un trabajo que reporta un tenue efecto vasodilatador de T4 en la AUH
(Fausett et al., 1999). Sin embargo, datos recientes de nuestro laboratorio (Toledo et al.,
2003) han caracterizado el efecto vasodilatador producido por una serie progestinas
(P4, pregnanolona y alopregnanolona) y andréogenos (DHEA, T4, 5a-DHT y 5B8-DHT) sobre
la AUH precontraida con KCI (Fig. 2.3), la vasodilatacion producida por la mayoria de

estos esteroides resalta la alta potencia relajante de los andrégenos.
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Con base a los resultados mencionados, se seleccionaron los esteroides con
mayor potencia vasodilatadora (58-DHT, DHEA, T4, P4y 5a-DHT), para ser utilizados en el

presente proyecto.
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Figura 2.3. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de una serie de progestinas y
androgenos sobre la AUH contraida con KCI 40 mM. Los simbolos representan los valores de las
medias (n = 6 £+ EEM). Tomado y modificado de Toledo et al., 2003.
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La capacidad de los esteroides para inducir vasodilatacién en la AUH indica que,
los esteroides sexuales femeninos y masculinos pueden estar regulando la circulacion
fetoplacentaria y que estas hormonas son, por ende, sintetizadas en la unidad
fetoplacentaria (Diczfalusy, 1969). Aun cuando el metabolismo de estos compuestos, en
particular de los androégenos, no ha sido caracterizado por completo en la unidad
fetoplacentaria, se sabe que en la mujer las concentraciones plasmaticas de T4 y su
precursor, la androstendiona, se incrementan durante el embarazo (Mizuno et al., 1968;
Bammann et al., 1980; Troisi et al., 2003). Por otra parte, se ha encontrado que el pulmén
y el tracto gastrointestinal del feto producen metabolitos Sa-reducidos de T4 (Benagiano et
al., 1968; Mancuso et al., 1968), mientras que en el higado fetal la conversion es hacia
metabolitos 5B-reducidos (Parsons et al., 1970; Charbonneau y The, 2001). Con estos
hallazgos se aprecia que existe un metabolismo muy activo de los esteroides en la unidad
fetoplacentaria; lo cual, aunado a su efecto vasodilatador, en diversos modelos
experimentales, permite considerar a los andrégenos como sustancias vasoactivas y no

sélo como metabolitos intermediarios para la sintesis de estrogenos.
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3. JUSTIFICACION

Los esteroides sexuales pueden ser considerados como sustancias vasoactivas
por inducir vasodilatacién en diferentes lechos vasculares. Sin embargo, son escasos los
reportes con respecto al efecto que las hormonas esteroides pudieran ejercer sobre la

vasculatura humana. Ademas, el mecanismo de su accién vasodilatadora es aun incierto.

Los datos disponibles revelan que los esteroides podrian estar involucrados en la
modificacién de las corrientes de algunos iones en la membrana de la célula vascular para
ejercer su efecto vasodilatador. Existen dos propuestas importantes para la explicaciéon de
la accion vasodilatadora de los esteroides: (i) una activacién de los canales de K y/o (ii)
una inactivacién de los canales de Ca?'. Por lo anterior, el presente proyecto pretende
esclarecer la participacion de los canales de K* (activados por Ca?*, operados por voltaje y
sensibles al ATP) y de los canales de Ca?* (operados por voltaje y por receptor) en la

accion de los esteroides con mayor potencia vasodilatora en la arteria umbilical humana.
Los resultados permitiran contribuir al conocimiento de la accion de las hormonas

esteroides sobre la vasculatura y la fisiologia del control del flujo sanguineo entre la unidad

fetoplacentaria, con beneficio directo en la disminucién de la mortalidad perinatal.
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4. HIPOTESIS

Con base a la propuesta de que algunos esteroides sexuales pueden producir
activacion de los canales de K* para producir relajacién en la vasculatura de animales
experimentales, es posible que la accidon vasodilatadora de los esteroides en la arteria
umbilical humana, sea bloqueada por algunos antagonistas de los canales de K'

(activados por Ca?*, operados por voltaje y sensibles al ATP).

Los reportes existentes han mostrado que el efecto relajante de algunos
esteroides, en diferentes tipos de musculo liso, es el resultado de una inactivacion de
los canales de Ca®* operados por voltaje. Por lo cual, es posible que la contraccién
inducida por KCI sea mas sensible que la de serotonina (5-HT) al efecto relajante de
los esteroides. Asimismo, se postula un fuerte efecto antagénico de los esteroides

sobre las contracciones de CaCl; en tejidos despolarizados.
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5.1.

5.2.

1)

2)

5. OBJETIVOS

Objetivo General:

Contribuir al conocimiento del mecanismo de accién del efecto vasodilatador
inducido por esteroides 3B-hidroxi-AS5, A4-3ceto y 5-reducidos sobre el musculo
liso vascular humano (arteria umbilical), determinando su posible regulacién

vasomotora durante el embarazo.

Objetivos Especificos:

Estudiar la posible participacion de diferentes tipos de canales de K'
(activados por Ca?*, operados por voltaje y sensibles al ATP), en el modo de la
accion vasodilatadora que inducen los esteroides probados, usando los
bloqueadores especificos de los canales de K* mencionados (tetraetilamonio,

4-aminopiridina y glibenclamida, respectivamente).

Determinar la proporcion en la que participan los canales de Ca?* sensibles a
voltaje y a receptor, en el efecto vasodilatador producido por una serie de
hormonas esteroides (DHEA, P4, T4, 5a-DHT y 53-DHT), evaluando la sensibilidad
de las contracciones inducidas por KCl 40 mM y 5-HT 10 uM en la arteria umbilical
humana, al efecto vasodilatador de cada esteroide a una concentracion

equimolecular (120 uM).
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3) Evaluar la implicacion particular de los canales de Ca** sensibles a voltaje en
el efecto vasodilatador de los esteroides, estableciendo su posible accién Ca®*
antagénica, sobre la contractura de CaCl, 2.5 mM en preparaciones

despolarizadas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Poblacion de estudio, criterios de inclusion y exclusion

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de la Mujer,
SSA (Departamento de Ensefianza Meédica), ver aprobacion anexa. Las muestras
(60 segmentos de cordon umbilical) fueron obtenidas del Hospital General de Zona No. 58

del IMSS.

Se utilizaron cordones umbilicales humanos, obtenidos de partos transvaginales a
término (38-40 semanas de gestacion), provenientes de mujeres sanas en edad
reproductiva (18-35 afios). Ninguna de las pacientes presenté enfermedades crénicas
(preclampsia, eclampsia, diabetes, etc.,) o tratamiento hormonal; i.e., se rechazaron
aquellas muestras provenientes de partos con aplicacion de agentes uterotonicos o
uterorelajantes. También fueron descartados los cordones con meconio, deformaciones

(nudos) o sangre coagulada dentro de los vasos sanguineos.

6.2. Colecta de las muestras de estudio

Los cordones umbilicales fueron colectados en el quir6fano del hospital después
del nacimiento, cortando un segmento de aproximadamente 15 cm de longitud de la region
proximal a la placenta. Inmediatamente, los segmentos fueron depletados del contenido de
sangre por gravedad y depositados, para su traslado al laboratorio, en un termo que

contenia una solucién fria (4°C) de Ringer de bajo Ca®*, con la siguiente composicién
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(en mM): NaHCO3; 84, NaCl 110, KCI 5, KH,PO4 0.5, NaH,PO,4 0.5, MgCl; 2, EDTA 0.49,
CaCl; 0.16, glucosa 10, HEPES 10 y Taurina 10, con un pH de 6.9. En el laboratorio, las

muestras fueron refrigeradas durante 24 y 48 h antes de iniciar los experimentos.

6.3. Diseccion y montaje de la arteria umbilical humana.

Para su diseccion, las muestras fueron colocadas en una caja de petri con
solucién Ringer de bajo Ca** a 4°C, realizandose los recambios necesarios para eliminar

la sangre remanente y mantener la temperatura de 4°C.

La diseccion de los vasos umbilicales (arterias y vena) fue realizada
cuidadosamente removiendo la gelatina de Wharton, con ayuda de material de
microcirugia. Las arterias fueron distinguidas morfolégicamente de la vena, en virtud de
que las arterias poseen una capa muscular de mayor grosor y un calibre menor (Spivack,

1946).

Una vez disecadas las arterias, estas fueron cambiadas de soluciéon y
temperatura; colocandolas en una caja de petri de doble pared que contenia solucién
Ringer Krebs-Henseleit con la siguiente composicion (en mM): NaHCO3; 24.9, NaCl 119.5,
KCl 4.7, KH,PO4 1.18, MgSO4 1.18, CaCl, 2.5 y glucosa 12.0, con burbujeo constante de
una mezcla gaseosa de 5% CO;y 95% O; para estabilizar el pH a 7.4, manteniendo la
temperatura a 37°C, mediante un bafo recicurlador de agua (Haake, D1) conectado a la

caja de petri.
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6.4 Sistema de registro de la actividad contractil de la arteria umbilical humana.

Las arterias fueron divididas en anillos de aproximadamente 1 cm de longitud y
fueron suspendidos con ayuda de 2 ganchos de acero inoxidable en forma de “L”, los
cudles fueron introducidos a través del lumen de manera contrapuesta. Uno de los
ganchos fue fijado al piso de una camara de incubacién y el otro fue atado a un
transductor isométrico de fuerza (Grass Instrument Co., Quincy, Mass., USA., modelo
FTO3C), utilizando hilo de seda (000). La camara de incubacién para 6rgano aislado,
donde se colocaron los anillos arteriales, contenia 10 mL de solucion Ringer
Krebs-Henseleit a 37°C con un pH de 7.4 y burbujeo constante de 5% de CO, en O,. Los
transductores fueron conectados a un poligrafo (Grass Instrument Co., Quincy, Mass.,
USA., modelo 79) de 4 canales, para registrar la sefial mecanica de la contraccion de los

tejidos (Fig. 6.1).

En las condiciones antes descritas, los tejidos fueron sometidos a una fuerza de
tension de 20 mN (2.0 g de tension = 4 cm de desplazamiento de la pajilla). Después de
mantener dicha tensiéon, durante un periodo aproximado de 10 min, la linea basal fue
ajustada. Los anillos arteriales fueron estabilizados a la tension sometida durante 2 h

(periodo de estabilizacion).
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Figura. 6.1. Sistema de registro isométrico para tejido aislado, mostrando: 1) camaras de
incubacion donde se mantiene al tejido, 2) bafio recirculador de agua para mantener una
temperatura constante de 37°C, 3) suministro de aeracién de la mezcla gaseosa 5% CO, y
95% O,, 4) transductores de tensién y 5) poligrafo.

La respuesta del tejido fue determinada inicialmente por repetida exposicion (por
lo menos dos veces) a Ringer contracturante de KCl 40 mM, obtenido por sustitucion
equimolecular de NaCl (79.5 mM) por KCI (40 mM) o bien por serotonina (5-HT) a
diferentes concentraciones (0.1-10 uM). La solucion fue cambiada a intervalos de 15 min,
dejando reposar al tejido por lo menos 1 h entre los estimulos de KCl o 5-HT. La segunda
respuesta fue usada como una referencia de la estandarizaciéon de las contracciones
inducidas por los agentes estudiados. Las preparaciones que desarrollaron una tension de

menos de 1 g fueron descartadas.
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6.5 Protocolo experimental

a) Efecto de los bloqueadores de los canales de K en la vasorelajacion
inducida por las hormonas esteroides sobre la contraccion provocada por

KCI 40 mM.

Una vez estandarizada la respuesta contractil a KCl 40 mM se procedié a realizar
los experimentos. La contraccién a KCI fue mantenida durante 70 min (respuesta control) e
inmediatamente se realizé el recambio de la solucién con Ringer Krebs-Henseleit en su
composicion original (lavado). Cuando la linea basal regresé a su posicion original, los
tejidos se dejaron reposar 1 h antes de inducir otra contraccién a KCIl. Después de 10 min
de inducida la subsecuente contraccion de KCI, los tejidos fueron incubados por 30 min
con los bloqueadores de los canales de K': tetraetilamonio (TEA) 1 mM (bloqueador de los
canales de K* activados por Ca?*; Kca), 4-aminopiridina (4-AP) 1mM (bloqueador de los
canales de K" dependientes de voltaje; Ky) o glibenclamida (Gly) 10 uM (bloqueador de los
canales de K sensibles a ATP; Katp). Cada bloqueador fue adicionado por separado en

diferentes preparaciones.

Las concentraciones usadas de los bloqueadores de los canales de K" fueron
elegidas en base a estudios previos (Tabla 5.1) que garantizan el bloqueo de cada tipo de
canal de K* en tejido aislado (Nelson y Quayle, 1995). En el caso de 4-AP, se ha reportado
que concentraciones mayores a 5 mM pueden ademas de antagonizar los canales Ky,
bloquear también los canales K¢, (Nelson y Quayle, 1995). Otro estudio ha reportado que

5 mM de 4-AP puede producir alcanilizacion del medio intracelular (Petrova-Kirova et al.,
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2000) y liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico. Con la finalidad de evitar todos

estos inconvenientes, se decidi6 utilizar 1 mM de 4-AP para garantizar el bloqueo

exclusivo de Ky.

Tabla 6.1. Concentraciones usadas de los bloqueadores de canales de K* en diferentes preparaciones

de musculo liso vascular aislado.

REFERENCIAS

AGENTE ACCION FARMACOLOGICA
Glibenclamida (Gly). Bloqueador de los canales
10 uM de K* sensibles a ATP (Karp).

4-aminopiridina (4-AP). Bloqueador de los canales

1 mM de K" activados por voltaje (Ky).

Tetraetilamonio (TEA).  Bloqueador de los canales
1 mM de K* activados por Ca** (Kca).

Yue et al.,, 1995; Tiritilli et al., 1995;
Chou et al, 1996; Mukerji et al,
2000b; Michelakis et al., 2001; Ding vy
Stallone, 2001; Salom et al, 2001,
2002; Gupte et al., 2002a;
Tep- areenan et al., 2003a, 2003b.

Honda et al., 1999; Lovren y Triggle,
2000; Mukeriji et al., 2000b;
Tep-areenan et al., 2002, 2003a,
2003b; Tsang et al., 2003; Won et al.,
2003.

Bychkov et al., 1998; Honda et al,
1999; Lovren y  Triggle, 2000;
Mukerji et al., 2000b; Ding y Stallone,
2001; Deenadalayu et al., 2001;
Abou-Mohamed et al., 2003; Milesi
et al., 2003; Won et al., 2003.

Las concentraciones usadas en las diferentes publicaciones estan basadas en los rangos reportados

en la revisién de Nelson y Quayle (1995).
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Después del tiempo de incubacién con el agente bloqueador, se adicionaron las
hormonas (cada una por separado) a la concentraciéon de 120 uM, que induce la relajacion
maxima (Rmax) sobre la contractura de KCI (Toledo et al., 2003). El efecto de cada
esteroide fue registrado durante 30 min. La respuesta inhibitoria que producen los
esteroides sobre la contraccion de KCI fue comparada en ausencia y presencia de cada
uno de los diferentes antagonistas de los canales de K*. Finalmente, después de lavar los
tejidos y dejarlos recuperarse por 1 h, se verificd la viabilidad de éstos y la recuperacion de
la contraccion con una ultima adicion de KCI, que fue mantenida durante 40 min (estimulo

de recuperacion).

b) Caracterizacion de la respuesta contractil a 5-HT.

En un grupo de preparaciones, se determiné la fuerza contractil de los anillos
arteriales a 5-HT. Este agente fue aplicado a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1.0y
10 uM, cada una por separado) para establecer la concentracion de 5-HT que produce
una contraccién ténica sostenida durante al menos 40 min. Posteriormente, se realizaron 3
recambios de la solucién Ringer Krebs-Henseleit (lavado) y cuando la linea basal regresé
a su posicién original, se repitié la contracciéon a 5-HT después de 60 min. De esta manera

se observo, tanto la reproducibilidad del fenémeno como la viabilidad del tejido.

Las diferentes concentraciones de 5-HT permitieron determinar que la respuesta
provocada a la concentracién de 10 uM, induce una contraccién tonica sostenida durante
al menos 40 min. Con este analisis fue posible establecer la concentracion a la cual 5-HT

induce una contraccion estable para el desarrollo del siguiente protocolo experimental.
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c) Efecto vasorelajante de las hormonas esteroides sobre la contraccion

inducida por 5-HT.

Los anillos aorticos fueron contraidos con 5-HT 10 uM durante 40 min (estimulo
control). Después de este tiempo se realizaron 3 recambios de la solucién Ringer Krebs-
Henseleit (lavado). En un segundo estimulo de 5-HT 10 uM, realizado 1 h posterior al
lavado, cada uno de los esteroides fueron probados por separado. Los esteroides fueron
elegidos con base a datos previos del laboratorio (Toledo et al., 2003), donde se determiné
su alta potencia relajante sobre la contraccion inducida por KCI 40 mM en la AUH. Los
esteroides fueron adicionados a la concentracion (120 pM), que induce la Rmax Observada
previamente (Toledo et al., 2003). La adicidon de cada esteroide fue realizada 10 min
después de iniciada la contraccion a 5-HT. El efecto de las hormonas fue registrado
durante 30 min y evaluado en términos de porcentaje de inhibicién de la contraccién
inducida por 5-HT. Los tejidos fueron lavados con soluciéon Ringer Krebs-Henseleit por lo
menos 3 veces y cuando la linea basal regres6é a su posicion original, se dej6 reposar al
tejido durante 1 h antes de provocar la ultima respuesta a 5-HT 10 puM, la cual fue
registrada durante 40 min para verificar la viabilidad del tejido y recuperacion de la

contraccién inducida por 5-HT.

El porcentaje de inhibicion que induce cada uno de los esteroides estudiados

sobre la contracciéon de 5-HT fue comparado con el porcentaje de inhibiciéon, previamente

determinado (Toledo et al., 2003), que producen sobre la contraccion inducida por KCI.
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d) Prevencion de la contraccién de Ca®* en tejido despolarizado por hormonas

esteroides.

En otros experimentos, los anillos arteriales fueron despolarizados con solucién
KCI 40 mM libre de Ca** (Ca*'@) y 2.0 mM de EGTA. Esta solucién (K*-Ca®**@) produjo
una contraccion fasica por ausencia de Ca®" extracelular, regresando al valor basal
(~ 20 min). Asi, los tejidos se dejaron reposar 1 h, antes de inducir una contraccion ténica
sostenida por adicion de CaCl, 2.5 mM, la cual fue registrada durante 30 min. Una vez
estandarizada la respuesta a CaCl,, los tejidos fueron incubados, durante el periodo de
reposo, con 5B-DHT (el esteroide de mayor potencia vasodilatadora) a diferentes
concentraciones (6, 12, 60 y 120 uM, cada una por separado) 10 min antes de la adicion
de CaCl; 2.5 mM, registrando la contraccién durante 30 min (en presencia del esteroide).
Finalmente, después de lavar los tejidos con la solucién K*-Ca**@ y dejarlos recuperarse
por 1 h, se verifico la viabilidad de éstos y la recuperacion de la contracciéon con una ultima

adicién de CaCl; 2.5 mM, registrada durante 30 min.

La amplitud de la contraccion de CaCl, con el tratamiento del esteroide fue
comparada con la amplitud de la contraccién previa a CaCl; (respuesta control = 100%) y
los valores fueron reportados en términos de porcentaje de inhibicién. Con la media de
cada concentracion se construy6 la curva concentracion-respuesta de 5B8-DHT, obteniendo
la concentracion inhibitoria media (Clso: concentracion del esteroide a la cual se produce el
50% de inhibicién de la contraccion inducida con CaCly) de acuerdo al método de Litchfield

y Wilcoxon (1949).
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6.6. Evaluacion y Analisis Estadistico

La cuantificacién de la pérdida del tono de las contracciones inducidas por 5-HT a
las diferentes concentraciones, se realizé midiendo la amplitud de la contraccién en su
punto maximo (A1) y a los 30 min después de iniciada la contraccion (A2), obteniendo el
porcentaje de pérdida de tono de acuerdo a la siguiente relacién:

A2 (cm) X 100

% de pérdida del tono = - 100
A1 (cm)

Este mismo analisis fue realizado para el efecto de los esteroides sobre la
contraccion inducida por KCI en ausencia y presencia de los diferentes bloqueadores de
los canales de K", y sobre la contracciéon de 5-HT 10 uM; donde A1 es la amplitud de la
contraccion ante de la adicion del esteroide y A2 es la amplitud de la contraccion a los 30

min después de la adicion del esteroide.

En los experimentos donde el tejido fue incubado con el esteroide antes de la
contraccion de CaCl; en anillos arteriales despolarizados, A1 es la amplitud de la
respuesta previa con CaCl, (control) y A2 es la amplitud de la contracciéon de CaCl, en

presencia del esteroide.

La evaluacion de cada prueba fue una media de n = 6 experimentos
+ desviacion estandar (DEM), donde la “n” significa una muestra de diferente paciente. Los
datos fueron comparados de acuerdo a la prueba t de “student” no pareada para los

diferentes tratamientos, considerando valores significativamente diferentes cuando
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p < 0.05. Las pruebas estadisticas y las graficas fueron realizadas usando el software

Microcal Origin, versién 7.0.

6.7. Compuestos

Todos los compuestos utilizados fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. St.
Louis Mo. USA: 17B-hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona; T4), 17p-hidroxi-
5B-androstan-3-ona (5B-dihidrotestosterona; 5B-DHT), 17p-hidroxi-5a-androstan-3-ona
(5a-dihidrotestosterona; 5a-DHT), 4-pregnen-3,20-diona (progesterona; P,4), 3B-hidroxi-
5-androsten-17-ona (dehidroepiandrosterona; DHEA), cloruro de tetraetilamonio (TEA),
4-piridinamina  (4-aminopiridina;  4-AP),  5-cloro-N-[2-[4-[[[(ciclohexilamino)carbonil]
amino]sulfoniljfenil]etil]-2-metoxibenzamida (glibenclamida; Gly) y 3-(2-aminoetil)-1H-indol-
5-ol (serotonina, 5-hidroxitriptamina; 5-HT). Con excepcion de TEA, 4-AP y 5-HT, disueltos
en agua bidestilada, los demas compuestos fueron disueltos en etanol absoluto (Merck-
México, S.A.) y aplicados a un volumen final de 0.1% v/v en 10 mL de la solucion Ringer

Krebs-Henseleit, que corresponde a 17.14 mM.
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7. RESULTADOS

71. Efecto de los bloqueadores de los canales de K' en la vasorelajacion

inducida por las hormonas esteroides sobre la contraccion con KCI 40 mM.

El efecto vasodilatador que provocaron los diferentes esteroides a la
concentraciéon de 120 uM sobre la contraccion inducida por KCI 40 mM, no fue modificado
por la presencia de los diferentes bloqueadores de los canales de K™ (TEA, 4-AP o Gly),
mostrando que estos bloqueadores son incapaces de antagonizar la vasodilatacion

ejercida por los esteroides (Fig. 7.1).
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Esteroide Porcentaje de Relajacion de la contraccion
120 uM inducida con 40 mM de KCI
n=6*DEM
Control TEA1mM Gly 10 pM | 4-AP 1 mM
Py 38.87 £3.83 | 36.24 £ 2.10 | 37.99£3.01 | 37.20+ 1.18
DHEA 53.31£3.29 | 50.11 £ 3.53 | 51.29 £ 2.23 | 51.34% 2.55
Ta 46.33 £ 3.57 | 49.71+£2.67 | 43.84+ 3.21 | 46.95 + 3.34
5a0-DHT | 24.46£2.72 | 25.19£1.97 | 23.96 £ 2.93 | 23.14 = 2.36
58-DHT | 65.32+3.23 | 65.02+3.64 | 63.77 + 2.43 | 63.20 + 3.49
B Control
70 A BN TEA 1 mM
%) GLY 10 pM
X BN 4-AP 1 mM
o B
- O
o
T w©
e
T
53
T £
T 3
* £
=
o
o

DHEA

P4 T, S5a-DHT 5B-DHT

Figura 7.1. Comparacion del efecto relajante de los diferentes esteroides sobre la contraccién inducida
por KCl 40 mM, en presencia y ausencia de los diferentes inhibidores de los canales de K™
TEA (tetraetilamonio), GLY (glibenclamida) y 4-AP (4-aminopiridina). La relajacién de cada esteroide no
fue diferente (p > 0.05) en presencia de cada antagonista. Cada barra representa la media de
n =6+ DEM.
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7.2. Caracterizacion de la respuesta contractil a 5-HT.

El tiempo que se mantiene sostenido el tono de la contraccion producida por
5-HT en la arteria umbilical humana (AUH) es dependiente de la concentracion, siendo
10 uM la concentracién que produce una contraccion tonica sostenida durante mas de
30 min, con sélo una variacién no significativa de 0.82 + 1.02 % de perdida del tono a los
30 min (Fig. 7.2). En las concentraciones inferiores (0.1, 0.5 y 1.0 uM), ademas de la
perdida del tono, se observé la presencia de pequefnas contracciones fasicas,
oscilaciones, sobre el tono de la contraccién inducida con 5-HT, que fueron disminuyendo
proporcionalmente al aumentar la concentracion, mostrando que el tono de la contraccion
se mantiene constante sélo a la concentracién de 10 uM (Fig. 7.3). Este dato permiti6 la
eleccion de la aplicacion de 10 uM de 5-HT para el desarrollo de los subsecuentes

protocolos.
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Figura. 7.2. Curso temporal del tono sostenido de la contraccion inducida por 5-HT a
diferentes concentraciones (0.1, 1.0, 0.5, 10.0 uM) en la AUH. Diferencia significativa
*p < 0.05, **p< 0.005, ***p < 0.0005 comparando con 5-HT 10 uM. Cada simbolo
representa la media de n = 6 + DEM.
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Figura. 7.3. Registros tipicos de la contraccion inducida por 5-HT en la AUH a diferentes
concentraciones. Las flechas indican el momento de la adicién de 5-HT, los circulos cerrados
representan el recambio de la solucién (lavado).
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7.3. Efecto vasorelajante de las hormonas esteroides sobre la contraccion

inducida por 5-HT.

El vehiculo (etanol 0.1%) utilizado para disolver las hormonas esteroides no
modifico significativamente (p > 0.0005) el tono de la contraccion inducida por 5-HT a 10
puM. En contraste, las diferentes hormonas esteroides, adicionadas a 120 uM cada una
(Rmax Observada sobre la contractura de KCI 40 mM), producen un efecto relajante por
disminuir el tono de la contraccion que induce 10 uyM de 5-HT, el cual fue
significativamente diferente (p < 0.0005) con respecto al efecto que produce el vehiculo.
La potencia vasodilatora fue diferente para cada hormona: las mas eficaces fueron DHEA
y 5B-DHT, con 43.09 + 3.07 y 41.06 + 3.46 % de relajacion respectivamente, mientras que
la T4 y la P4 resultaron de eficacia similar con 30.83 + 3.08 y 32.45 + 3.56 % de relajacion
respectivamente. Los datos mostraron que 5a-DHT fue el esteroide de menor eficacia para
producir vasorelajacién, con 21.93 + 1.56 % de inhibicién (Fig. 7.4). Estos resultados

permitieron establecer una relacion de potencia: DHEA 2 53-DHT > P42 T4 > 5a-DHT.

El efecto vasorelajante de cada esteroide sobre la contraccién de 5-HT fue
inmediato (~ 2 min) a la adicion de los compuestos y la contraccion de 5-HT fue
recuperada en el subsecuente estimulo de 5-HT, después de retirar al esteroide del tejido

mediante lavados (Fig. 7.5A).
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Figura 7.4. Porcentaje de relajacion producido por los diferentes esteroides a la concentracion
equimolecular de 120 uM sobre la contraccion de 5-HT 10 uM en la AUH. Diferencia
significativa *p < 0.0005, **p < 0.00005 ***p < 0.000005 vs. etanol (ETOH 0.1%). Cada barra
representa la media de n = 6 + DEM.
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Figura. 7.5. Registros tipicos del tono vascular de la AUH que muestran la contraccion inducida por:
A) 10 uM de serotonina (5-HT), B) 40 mM de KCI (K*) y C) 2.5 mM de CaCl, (Ca®") en tejidos
previamente despolarizados por K-Ca**@ (Ringer déspolarizante KCI 40 mM libre de Ca*"). La adicion
de 120 uM de 5B-DHT (5B-dihidrotestosterona) es capaz de inhibir cada una de las contracciones
antes mencionadas. Las flechas indican el momento de la adicién del agente vasoconstrictor. La linea
gris indica el tiempo de incubacién del andrégeno y los circulos cerrados representan el recambio de
la solucién (lavado).
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7.4. Comparacion del efecto vasorelajante de los esteroides sobre la contraccion

inducida por KCl 40 mM vs. la contraccion inducida por 5-HT 10 uM.

Se realiz6 la comparacion de los porcentajes de relajacion provocada por las
hormonas esteroides, tanto sobre la contractura de KCl 40 mM como sobre la contractura
de 5-HT 10 uM. Esta comparacion fue realizada con la finalidad de determinar la
sensibilidad de los dos tipos de contracciones al efecto vasodilatador de las hormonas
esteroides. Los resultados obtenidos para el efecto relajante de los esteroides sobre la
contraccion de KC| 40 mM fueron tomados de un trabajo previo en nuestro laboratorio
(Toledo et al., 2003), para ser comparados con los datos de la presente Tesis. La
contraccion inducida por KCI 40 mM resulté mas sensible al efecto vasodilatador de cada
esteroide (Fig. 7.5B) ya que como se muestra, el efecto de todos los esteroides probados
fue significativamente mayor (p < 0.05) sobre la contraccion inducida por KCI,
observandose que la diferencia fue mas acentuada para DHEA, T, y 53-DHT (Tabla 7.1y
Fig. 7.6) y por ende la potencia vasodilatadora de 5B-DHT, result6 drasticamente

disminuida sobre la contractura de 5-HT (Fig 7.6).

La relacion de potencia del efecto vasodilatador de los esteroides en las
contracciones inducidas por los dos diferentes agentes contractiles se obtuvo en relacion
al efecto del precursor DHEA. 5B-DHT resulto ser el andrégeno mas potente para relajar la
contracciéon inducida por KCl 40 mM, con una potencia de 1.22, seguido de DHEA y
después se encuentran T4 y P4, con una potencia de 0.87 y 0.73 respectivamente,
finalmente 5a-DHT, con un valor de 045, fue el esteroide con menor potencia

vasodilatadora. En el caso de la potencia que estos esteroides ejercen sobre la
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contractura inducida por 5-HT 10 uM, DHEA fue el esteroide mas potente, seguido de
5B-DHT con un valor de 0.95, P4 y T4 mostraron una potencia muy similar con valores de
0.75 y 0.71 respectivamente, de nueva cuenta 5a-DHT mostré ser el esteroide con menor

potencia vasodilatadora con un valor de 0.44 (Tabla 7.1).

70 0 KCl40mM  ***

B 5-HT 10 uM

r

ajacion

% de rel

DHEA P4 T4 5a-DHT  5B-DHT

Figura. 7.6. Comparacion del efecto vasodilatador de los diferentes esteroides sobre la
contraccion inducida por KCI 40 mM vs. 5-HT 10 uM, en la AUH. El efecto vasodilatador de
los esteroides fue significativamente mayor sobre la contraccion a KCI,
*p < 0.05, **p < 0.0005, ***p < 0.000005. Cada barra representa la media de n = 6 + DEM.
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Tabla 7.1. Efecto relajante de los diferentes esteroides sobre la contractura de KCI 40 mM y
5-HT 10 uM, en la AUH.
ESTEROIDE % DE RELAJACION RELACION
(120 pM) n=6% DEM DE POTENCIA®
sobre la contractura de sobre la contractura de
KCI 40 mM 5-HT 10 uM KCI 5-HT
0
DHEA
53.31 £3.29** 43.09  3.07 1.0 1.0
HO
o)
Ps
38.87 £ 3.83* 32.45 * 3.56 0.73 0.75
o)
OH
Ta
46.33 £3.57** 30.83 £3.08 0.87 0.71
OH
5a-DHT
24.46 +2.72* 19.10 £ 3.27 0.45 0.44
o) =
H
OH
5B8-DHT
65.32 £3.23™* 41.06 £ 3.46 1.22 0.95
H

K| a potencia fue evaluada por la formula: % de relajacién del esteroide de prueba [ % de relajacién de
43

DHEA, asumiendo un valor de 1.0 para DHEA. La contractura de KCI fue significativamente mayor al efecto
vasodilatador de las hormonas esteroides, *p < 0.05, **p < 0.0005, ***p < 0.000005.



Con los datos obtenidos se establecié la siguiente relacién de potencia:

Contraccion de KCI: 58-DHT > DHEA > T, > P4 > 5a-DHT

Contraccion de 5-HT: DHEA 2 58-DHT > P4 2 T4 > 5a-DHT

7.5. Efecto de los esteroides sobre la contraccion de CaCl, en arteria

despolarizada.

Los datos mostraron que el esteroide de mayor potencia para relajar la contractura
de KCI, 58-DHT a 120 uM, es capaz de antagonizar la contraccion inducida por CaCl;
2.5 mM en anillos arteriales despolarizados (Fig. 7.5C), en forma lineal dependiente de la
concentracion (Fig. 7.7). El valor de la Clsg fue de 33.33 uM. La comparacién de la eficacia
de 5B-DHT a 120 uM sobre los diferentes agentes contractiles (5-HT, KCl y CaCl;) mostré
que este andrégeno es marcadamente mas potente para antagonizar la contractura de
CaCl; (95.28 + 5.76 %; n = 6) que la de KCI (65.32 £ 3.26 %; n = 6) y la de 5-HT (41.06 +
3.46 %; n = 6). Cabe mencionar que el antagonismo que ejerce dicho andrégeno sobre la
contraccion de CaCl, fue revertido después de retirar al esteroide del tejido mediante el

lavado (Fig. 7.5C).
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Figura 7.7. Prevencion de la contraccion inducida con CaCl, 2.5 mM por diferentes

concentraciones de 53-DHT en AUH despolarizada. Cada punto representa la media de
n >4+ DEM.
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8. DISCUSION

8.1. General.

Los diferentes esteroides utilizados es este estudio (DHEA, P4, T4, 5a-DHT vy

5B-DHT) fueron seleccionados por ser los esteroides de mayor potencia para relajar la
arteria umbilical humana (AUH) contraida con KCI (Toledo et al., 2003). El efecto
inhibitorio que inducen sobre otro tipo de contracciones (5-HT y CaCl,) comprueba que
este grupo de esteroides son sustancias vasoactivas por inhibir la vasoconstriccion

producida por diferentes agentes.

La rapidez del efecto y la reversién del mismo, después de un lavado, muestra que
los esteroides inducen vasodilatacién por una via independiente a la accidn genémica.
Resultados anteriores muestran que el efecto vasodilatador que inducen sobre la AUH, no
es bloqueado por antihormonas (antiprogestina y antiandrégeno) o inhibidores de la
transcripcion y sintesis de proteinas (Toledo et al., 2003). Apoyando categéricamente que
la vasodilatacion ejercida por los esteroides es un efecto de tipo nogenémico. Ademas,
otro hecho que reafirma lo anterior, es la baja o nula afinidad del esteroide de mayor
potencia vasodilatadora, 53-DHT, al receptor intracelular de andrégenos (RA). En marcado
contraste, su isomero 5a-reducido, 5a-DHT, quien es el andréogeno de mayor afinidad al
RA (Deslypere et al., 1992), fue el menos efectivo para inducir vasodilatacién. Por lo tanto,
el agudo efecto vasodilatador de 5B-DHT, no es mediado por RA y es la prueba
contundente de que los receptores intracelulares a esteroides y las vias de transcripcion

no participan en la vasodilatacion que ejercen los esteroides.
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8.2. Mecanismo de accion.

Una vez caracterizado el efecto vasodilatador producido por los esteroides en la
AUH como un fenémeno de tipo nogendmico, el siguiente paso es discernir entre las

hipétesis disponibles que intentan explicar dicha accién.

Por principio, la participacion del endotelio en este efecto vasodilatador resulta aun
muy controversial. En contraparte a los trabajos que apoyan un efecto vasodilatador
dependiente del endotelio, hay estudios que s6lo atribuyen al endotelio una contribucién
parcial (principalmente del 6xido nitrico) en el efecto vasodilatador de los esteroides (Chou
et al., 1996; Costarella et al., 1996; Honda et al., 1999; Ding y Stallone, 2001; Li et al.,
2001; Rosenfeld et al., 2002; Tep-areenan et al., 2002, 2003a, 2003b; Abou-Mohamed et
al., 2003), mientras que otros postulan un efecto vasodilatador independiente del endotelio
(Jiang et al., 1991, 1992b; Yue et al., 1995; Perusquia et al., 1996; Glusa et al., 1997,
Mugge et al., 1997; Teoh et al., 1999; Herkert at al., 2000; Shaw et al., 2000; Salom et al.,
2001, 2002; Jones et al., 2002; Perusquia y Calixto, 2003; Tsang et al., 2003). Por lo cual,
no es posible descartar de manera categérica la participacion del endotelio en la
vasodilatacion inducida por los esteroides. Sin embargo, las evidencias de nuestro grupo
de trabajo revelan que el efecto vasodilatador de una serie de andrégenos (T4, 5a-DHT y
5B-DHT) y P4, sobre la AUH precontraida con KCI, no fue bloqueado por el inhibidor de la
oxido nitrico sintetasa, L-NAME (Toledo et al., 2003), descartando la participaciéon del
oxido nitrico endotelial como intermediario en la vasodilatacion que producen los

esteroides.
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Aunado a lo anterior, se ha sugerido que el endotelio vascular no juega un papel
importante en la regulacién del tono vasomotor de la AUH y los reportes que apoyan esta
propuesta muestran una pobre respuesta de este vaso a la accién de noradrenalina
(Gokhale et al., 1966; Altura et al., 1972; White et al., 1989), acetilcolina (Van de Voorde,
1987) y de oxido nitrico (Chaudhuri et al., 1991). Un reporte notable es que la
vasodilatacion inducida por el ionéforo de Ca®** A23187 y acetilcolina en la AUH, es

independiente del endotelio (Xie y Triggle, 1994; Tiritilli, 2000).

La identificacion de los canales de K" en la AUH ha mostrado la presencia de Ky y
Kca (Milesi et al., 2003). Con respecto al posible efecto agonista de los esteroides sobre
los diferentes tipos de canales de K', los resultados del presente estudio muestran la
incapacidad de los antagonistas de los canales de K" para bloquear el efecto vasodilatador
de los esteroides, descartando su interaccién con los canales de K*. Este hallazgo esta en
desacuerdo con trabajos previos que postulan a los Katp como el blanco de la accion de
los esteroides (Chou et al.,, 1996; Honda et al., 1999), algunos otros reportan que los
esteroides modulan a los Ky (Ding y Stallone, 2001; Gupte et al., 2002a; Won et al., 2003),
pero la gran mayoria apunta hacia la activacion de los Kca como el mecanismo
responsable del efecto vasodilatador producido por los esteroides (Yue et al., 1995; White
et al., 1995; Darkow et al., 1997; Farrukh et al., 1998; Jacob y White, 2000; Mujerki et al.,
2000b; Deenadalayu et al., 2001; Tep-areenan et al., 2002, 2003a, 2003b; Tsang et al.,
2003; White et al., 2002). Ademas, estudios electrofisioldgicos, utilizando la técnica de
“patch—clamp”, han reportado que el 17B-E;, P4, T4 y DHEA activan la corriente de los Kca
(White et al., 2002; Jacob y White, 2000; Deenadalayu et al., 2001; Farrukh et al., 1998) y

los Kv (Gupte et al., 2002a) y que la 5a-DHT incrementa la corriente total de K™ en
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miocitos coronarios de conejo (Carnes y Dech, 2002). Sin embargo, las concentraciones
de los esteroides utilizados en la mayoria de estos estudios (Farrukh et al., 1998; Jacob y
White, 2000; Carnes y Dech, 2002) se encuentran en el rango pM, lo cual representa
concentraciones muy altas para experimentos donde se evalGan las corrientes i6nicas de
una célula. Tal es el caso del tenue efecto mostrado por 58-DHT sobre la corriente total de
K" en células aisladas de aorta de rata; observandose sélo a la concentraciéon de 100 uM
como un ligero incremento de estas corrientes (Calixto et al., 2004). Es importante
considerar que los esteroides pueden modificar las corrientes de Ca®* de los canales de
Ca*" cuando son aplicados a concentraciones nM (Shan et al., 1994; Sheldon y Argentieri,
1995; Gupte et al., 2002b; Scragg et al., 2004). Por nuestra parte, los resultados del
presente estudio evidencian que los antagonistas de los diferentes tipos de canales de K*
no bloguean el efecto de vasodilatador de los esteroides descartando la participaciéon de
los canales de K* en el efecto vasodilatador de las hormonas esteroides sobre la AUH.
Este hecho resalta que las propuestas sobre la participacién de los canales de K* no son
contundentemente apoyadas, al menos, en este tipo de vaso sanguineo (AUH). Por tal
motivo, las evidencias existentes sobre la interaccion de los esteroides con canales de K"

habran de tomarse con reserva.

Debido a que la interaccién de los esteroides con los canales de K* de la AUH ha
quedado excluida, la posibilidad a ser discutida es que el efecto vasodilatador de los
esteroides involucra una interaccién con los canales de Ca®*. A este respecto, la AUH es
el Unico vaso en los mamiferos que no cuenta con inervacién auténoma (Spivack, 1946;
Reilly y Russell, 1977; Fox y Khong, 1990). Asi, el tono vascular de la AUH, que modula la

circulacion fetoplacentaria, es regulado por mediadores locales; tales como
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prostaglandinas y 5-HT o algunos iones como K* y Ca?* (Ranking et al., 1979; Haugen et

al., 1991).

Las respuestas contractiles a 5-HT y KCI en la AUH son explicadas por dos
diferentes mecanismos: (i) 5-HT produce contraccién por influjo de Ca?** del medio
extracelular a través de los canales de Ca?* operados por receptor (CCOR) y liberacién de
los reservorios intracelulares. (ii) La respuesta contractii producida por KCl es
principalmente debida al influjo de Ca®* extracelular via los canales de Ca®* operados por
voltaje (CCOV), relacionados a la despolarizacién membranal (Marin et al., 1990; Salom et

al., 1990; Dogan et al., 1991; Wylam et al., 1993; Tufan et al., 2003).

En este estudio se observ6 que la contraccion de 5-HT fue menos sensible que la
de KCI al efecto vasodilatador de los esteroides. Ante este hecho, es importante
considerar que la contracciéon, dependiente de la concentracion, a 5-HT en la AUH, es via
la activacion de su propio receptor membranal; 5-HT g y particularmente 5-HT2a (Lovren et
al., 1999). La interaccion “5-HT-receptor” produce un incremento de la entrada de Ca®* a
través de los CCOR, aunque también se ha publicado que los CCOV o la liberacién de
Ca® intracelular pueden participar en este evento (Maggi et al., 1983; Kalkman et al.,
1984; Tufan et al.,, 2003). Todos estos datos en conjunto sefialan que los esteroides
acttan principalmente sobre los CCOV y que los CCOR participan solo en parte. En este
trabajo fue posible proponer la participaciéon de ambos tipos de canales, CCOV y CCOR,
en el efecto vasodilatador de los esteroides; siendo de alrededor de un 60% para los
CCOV, contra aproximadamente 40 % para los CCOR. Para confirmar lo anterior, se tiene

la evidencia del abrumador efecto inhibitorio de 53-DHT (95.28 %), sobre la contractura de
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CaCl, en tejidos despolarizados, donde la Gnica via de entrada de Ca®* es a través de los
CCOV. Nosotros no descartamos la posibilidad de que los esteroides puedan estar
involucrados, al menos en parte, en la inhibicion de la liberacién de Ca®* del reticulo

sarcoplasmico; asi estudios posteriores deberan explorar esta posibilidad.

La propuesta de un efecto Ca®* antagénico de los esteroides, por disminucion de
la entrada de Ca?* via CCOV concuerda con los resultados de otros estudios en diferentes
vasos de animales experimentales (Shan et al., 1994; Han et al., 1995; Ogata et al., 1996;
Lippert et al., 1996; Glusa et al., 1997; Crews y Khalil, 1999a, 1999b; Murphy y Khalil,
1999, Perusquia y Villalén, 1999, 2002; Barbagallo et al., 2001; Li et al., 2001; Salom et
al., 2001, 2002; English et al., 2002; Jones et al., 2002; Zhang et al., 2002; Scragg et al.,
2004), de donde se infiere un mayor efecto inhibitorio de los esteroides sobre los CCOV,

sin descartar la accion sobre los CCOR.

Para apoyar mas esta aseveracién, existen estudios directos sobre células de
musculo liso vascular (CMLV) con la técnica electrofisiolégica de “patch-clamp”, que han
mostrado la inactivacion de las corrientes de Ca?* tipo L (dependientes de voltaje) por el
17B-E2 (Jiang et al., 1992a; Shan et al., 1994; Zhang et al., 1994; Nakajima et al., 1995,
1999; Sheldon y Argentieri, 1995) y la P4 (Barbagallo et al., 2001; Zhang et al., 2002). En
cuanto a los andrégenos, hay un reporte del bloqueo provocado por la epiandrosterona en
los canales de Ca?* tipo L en miocitos coronarios de rata (Gupte et al., 2002b) vy
finalmente, un trabajo reciente reporta que la T4 bloquea los canales de Ca** tipo L en

miocitos de la linea A7r5 de la aorta de rata y en células de la linea HEK 293 transfectadas
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con la subunidad a4c del canal de Ca?* tipo L cardiovascular humano (Scragg et al., 2004).

8.3. Potencia.

El analisis de la relacion de potencia del efecto vasodilatador producido por los
diferentes esteroides sobre la contractura de KCl y 5-HT, muestra una correlacion entre la
estructura quimica y el efecto relajante desplegado por cada tipo de esteroide. En ambas
contracturas se observa que los compuestos mas potentes son DHEA y 5B-DHT. Asi,
DHEA, una molécula con estructura 3p-hidroxi-A5, es mas potente que compuestos con
estructura A4,3ceto como T4 y P4, los cuales poseen una potencia intermedia en ambas
contracturas. Estas observaciones concuerdan con la comparacion realizada en aorta de

rata contraida con noradrenalina; donde DHEA resulté ser mas potente que T4y P4 a la

concentracién de 30 uM (Silva, 2002).

Tomando en cuenta que la T4 sufre la reduccién del doble enlace del anillo A y el
hidrégeno del C5 presenta una orientaciéon o/frans, se obtiene el esteroide menos potente,
5a-DHT. En marcado contraste, el isomero B/cis, 53-DHT, mostré una alta potencia para
relajar la contractura de KCl y 5-HT. Esta correlacion entra la diferente conformacién de
ambos andrégenos (5a-DHT y 5B-DHT) y su eficacia vasodilatadora, nos lleva a la
conclusion de que la conformacion Sp/cis es necesaria para un agudo efecto
vasodilatador. En apoyo a lo anterior, sobre la fuerte potencia de 53-DHT, también se ha
mostrado que este 5B-metabolito induce un fuerte efecto vasodilatador (Perusquia et al.,

1996; Perusquia y Villalon, 1999) e hipotensor (Perusquia y Villalén, 2002) en la rata. La
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diferencia estructural entre la configuraciéon o/trans y /cis en el C5, puede explicarse en

virtud de que en la configuracién 5B se observa una marcada flexién del anillo A con
respecto a los demas anillos del sistema esteroidal (ver tabla 7.1), lo cual posiblemente
puede ofrecer una mayor interaccion con el potencial sitio de interaccion membranal, el

CCOV, para ejercer su accion vasorelajante (revisado por Perusquia, 2003).

Aunque el efecto vasodilatador de 53-DHT se vio disminuido sobre la contractura
de 5-HT, éste andrégeno conservé una potencia cercana al esteroide mas efectivo en esta
situacion, DHEA. Cuando el doble enlace en el C5-C6 de DHEA se isomeriza al C4-C5 y
se pierde el grupo ceto en el C17, como ocurre en compuestos A4,3ceto como T4 y P4, se
reduce la potencia vasodilatadora de la molécula y cuando la T4 es reducida hacia la

configuracién So/trans, 50-DHT, la potencia es drasticamente abatida.

8.4. Implicaciones fisiologicas.

Los resultados del presente estudio muestran que las hormonas esteroides son
sustancias vasoactivas en la AUH, por inhibir las diferentes contracturas (5-HT, KCI y
CaClp) inducidas en este vaso. Por tal razén, es posible especular sobre el potencial
efecto modulador de estos compuestos sobre el tono vasomotor de la circulacion
fetoplacentaria, contribuyendo a mantener un adecuado intercambio entre los
compartimientos materno y fetal, el cual puede verse comprometido en caso de producirse
una vasoconstriccién; ya sea por el aumento de agentes vasoconstrictores o bien por la
deficiencia de compuestos vasorelajantes (como las hormonas esteroides). Asi, la

vasoconstriccion de los vasos sanguineos umbilicales se ve reflejada en productos con
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bajo peso, malformaciones o complicaciones en diferentes sistemas, llegando incluso a
provocar la muerte del neonato. Por lo cual, las hormonas esteroides tendrian un papel
fundamental para el 6ptimo crecimiento y desarrollo del feto, produciendo vasodilatacion y
por ende, liberando la respuesta vasoconstrictora, contribuyendo de esta manera a
disminuir la mortalidad perinatal. Asimismo, esta nueva accion vasodilatadora de los
esteroides podria estar involucrada en la fisiologia del embarazo, ya que este estado es
asociado con muchas adaptaciones cardiovasculares, como el incremento del volumen

sanguineo y del ritmo cardiaco y la disminucion de la presion arterial (De Swiet, 1991).

Con la ausencia de inervacion de la AUH, otros mecanismos pueden estar
regulando el flujo sanguineo arterial y placentario y la accién vasoreguladora de los
esteroides resulta de gran valor por ser una modulacién miogénica y no neurogénica. En
forma colateral, se abre la posibilidad de desarrollar nuevos farmacos vasodilatadores y
vasodepresores que contribuyan al tratamiento de patologias como la preeclampsia,

disminuyendo la incidencia de problemas perinatales.
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9. CONCLUSIONES

Las hormonas esteroides: DHEA, P4, T4, 5a-DHT y 5B-DHT son sustancias

vasoactivas al inhibir el efecto vasoconstrictor de diferentes agentes en la AUH.

La incapacidad de los antagonistas de los canales de K" para bloquear el efecto
vasodilatador producido por los esteroides sexuales en la AUH, descarta a la activacion de

los canales de K* en el mecanismo de la accién vasodilatadora de estos compuestos.

La mayor sensibilidad de la contractura de KCI con respecto a la de 5-HT, al efecto
vasodilatador de las hormonas esteroides, establece que la vasorelajacion producida por
estos compuestos presenta mayor afinidad a la inactivaciéon de los CCOV; sin embargo, no

se descarta la afinidad, aunque en menor proporcion, a los CCOR.

La contundente inhibicién de la contractura de CaCl; producida por 53-DHT en el
tejido previamente despolarizado, confirma la accion Ca®* antagénica, por bloqueo de la

entrada de Ca** a través de los CCOV.
La marcada potencia vasorelajante de 5B-DHT, con respecto a los otros

esteroides, establece que la configuracion 5B/cis es necesaria para optimizar el efecto

vasodilatador de los esteroides.
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I. ANEXO

DEPARTAMENTO DE ENSENANZA
HOSPITAL DE LA MUJER

Prolongacion de Diaz Mirdn No. 374 597
Col. Sto. Tomas C.P. 11340 México, D.F. sher {
Delegacién Miguel Hidalgo Tels.: 341-18-09 341-11-00

México, D.F., A 30 de Mayo de 1997.

C. DR, ARMANDQ JUAREZ BENGOA.
Presente .-

BEn relacibén a su solicitud, me permito ¢ municarle que a través
del Comité de Etica de este Hospital y el Departamento de Ense-
flanza, previo andlisis a su protocolo de Investigacibn denomina
dc "ACCION DE ESTEROIDES DELTA 4 - 3- CETO Y 5 - REDUCIDOS SUBRE
LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DEL MIOMETRIO Y LA ARTERIA UMBILICAL",-
bajo la supervisifn de la Dra. Mercedes Perusquia Nava, Investi
gador del Institutoc de Investigacibn Biomédica de la Universidad
Nacional Autbébnoma de México, ha sido aprobado para llevarse a
cabo con las pacientes de esta Institucibn. -

Sin otro particular, hago propia la ocasidn para enviarle wn --
afectuoso y cordial saludo.

ATENTAMENTE,

—_

DR., LUIS ENRIQUE BATRES MACIEL
JEFE DEL DEPARTAMENTO. . 3 .

. . .
~HOSPITAL DE LA WOJER"
DEFIO. DE BNSRNanLA MEDIGE

LEBM/asm.,
Anuencia del comité de ética para la toma de muestras de cordén umbilical humano, para la
realizacion del presente proyecto.
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