UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

PAPEL FISIOLOGICO DE LAS HORMONAS SEXUALES MASCULINAS EN LA PATOGENESIS
DEL ASMA.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
M. en C. MARIA JULIA ESPINOZA CAMACHO

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA MERCEDES PERUSQUIA NAVA
INTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.
COMITE TUTOR: DR. LUIS MANUEL MONTANO RAMIREZ
FACULTAD DE MEDICINA, UNAM
DR. MOISES EDUARDO SELMAN LAMA
INSTITUTO DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS, INER.

MEXICO, D.F. ENERO, 2014.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN/M:iis COORDINACION
POSGRADO 22

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracién Escolar, UNAM.
Presente

Me permito informar a usted que en la reunidn ordinaria del Comité Académico del Posgrado en
Ciencias Biolégicas, celebrada el dia 30 de septiembre de 2013, se aprobé el siguiente jurado para
el examen de grado de DOCTORA EN CIENCIAS de la alumna ESPINOZA CAMACHO MARIA
JULIA con numero de cuenta 402029090 con la tesis titulada “PAPEL FISIOLOGICO DE LAS
HORMONAS SEXUALES MASCULINAS EN LA PATOGENESIS DEL ASMA", realizada bajo la
direccién de la DRA. MERCEDES PERUSQUIA NAVA.

Presidente: DRA. ROSALINDA GUEVARA GUZMAN

Vocal: DR. FEDERICO MARTINEZ MONTES
Secretario: DRA. SARA HUERTA YEPEZ
Suplente: DRA. GABRIELA MORALI DE LA BRENA

Suplente: DRA. LOURDES MARIA BARRERA RAMIREZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., a 08 de enero de 2014.

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA DEL PROGRAMA

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre II de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
Tel. 5623-0173 Fax: 5623-0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



AGRADECIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM; por permitirme continuar mi formacion

académica.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la Beca para

Estudios de Doctorado que me fue asignada.

A los miembros del Comité Tutor que supervisaron este proyecto: Dra. Maria
Mercedes Perusquia Nava (Tutora Principal), Dr. Luis Manuel Montafio Ramirez y
Dr. Moisés Eduardo Selman Lama; por sus valiosos comentarios y correcciones

durante cada sesion Tutoral.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A la Dra. Maria Mercedes Perusquia Nava, por ser mi tutora académica y por la

excelente direccion de este proyecto de investigacion.

Al Dr. Luis Manuel Montafio Ramirez por abrirme las puertas de su laboratorio, por

su invaluable apoyo en cada etapa de este proyecto.

Al Jurado para el examen de grado: Dra. Rosalinda Guevara Guzman; Dr.
Federico Martinez Montes; Dra. Sara Huerta Yepez; Dra. Gabriela Morali de la

Brena; Dra. Lourdes Maria Barrera Ramirez; por la revision de esta Tesis.

Al QFB. Edgar Flores Soto por su valioso apoyo Técnico para la realizacion de los

experimentos de microfluorometria.

Al Dr. Jaime Chavez Alderete, por su importante colaboracion para la realizacion
de los experimentos de pletismografia, por todo su apoyo y ensefianzas a lo largo

de este proyecto.

Al MVZ. Alberto Pizafia por su colaboracion para la obtencion de cobayos del

Bioterio del Instituto de Enfermedades Respiratorias, Ismael Cosio Villegas.

Al M. en C. Ricardo Vazquez Ramirez, por la elaboracién de las estructuras de los

androgenos.



Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnologica/Direccion  General de Asuntos del Personal Académico

(PAPIIT/DGAPA) por el financiamiento al proyecto No. IN205511 otorgado a la

Dra. Perusquia.



PAPEL FISIOLOGICO DE LAS HORMONAS SEXUALES

MASCULINAS EN LA PATOGENSIS DEL ASMA. Esta Tesis fue

dirigida y supervisada por la Dra. Maria Mercedes Perusquia Nava, en el laboratorio a
su cargo: Endocrinologia de la Reproduccién, perteneciente al Departamento de
Biologia Celular y Fisiologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad
Nacional Autbnoma de México. El proyecto fue desarrollado con financiamiento de
PAPIIT/IDGAPA (Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica/Direccién General de Asuntos del Personal Académico), proyecto No.

IN205511-3 otorgado a la Dra. Perusquia.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES

BIOMEDICAS.




Este proyecto lo dedico a mi familia, mi dia y noche; mi [uz y mi camino, con cariio.

Seymur para ti con respeto y admiracion.

Vi



ESTE ESTUDIO FUE PARCIALMENTE PUBLICADO EN:

Espinoza J, Montafio LM, Perusquia M, Nongenomic bronchodilating action
elicited by dehydroepiandrosterone (DHEA) in a guinea pig asthma model.
Steroid Biochem Mol Biol., 138:174-82, 2013.

ESTE ESTUDIO TABIEN FUE PARCIALMENTE PRESENTADO EN LOS
EVENTOS ACADEMICOS:

Internacionales

Perusquia M, Espinoza J, Montafio LM, Preventive effect of androgens against
the bronchospasm in sensitized guinea pigs, British Pharmacology Society;
BPS Winter Meeting, Londres Inglaterra; 17-19 de diciembre de 2013.

Espinoza J, Montafio LM, Flores-Soto E, Perusquia M, Androgens elicit
relaxation by blocking the intracellular Ca®* increment induced by KCl in the
Guinea Pig airway smooth muscle, 2" Congress on Steroid Research, Chicago
USA, 10-12 de marzo de 2013.

Perusquia M, Espinoza J, Montafio LM, Dehydroepiandrosterone induces
bronchodilation on antigen-induced contraction in ovalbumin-sensitized
Guinea Pig tracheal smooth muscle, 2™ Congress on Steroid Research,
Chicago USA, 10-12 de marzo de 2013.

Nacionales

Espinoza J, Montafio LM, Perusquia M, New bronchodilating propierties of
dehydroepiandrosterone (DHEA): posible role in the treatment of asthma,
XXXVIII Reunion Anual de la Academia de Investigacion en Biologia de la
Reproduccion, A.C., Cholula, Puebla, 12-14 de junio de 2013.

Espinoza J, Chavez J, Montafio LM, Perusquia M, Prevencion del
broncoespasmo presentado en el asma por un metabolito de testosterona,
5B8-DHT, XXXVII Reunién Anual de la Academia de Investigacion en Biologia de
la Reproduccion, A.C., Pachuca, Hidalgo, 27-30 de junio 2012.

vii



INDICE

RESUMEN. ...
AB S T R A C T L
LISTADE FIGURAS Y TABLAS . ...
ABREVIATURAS ... e

1.

INTRODUGCCION. ... .o,
1.1. Importancia del @asma..........ccoooiiiiiii
1.2. Relacion entre el asma y las variaciones hormonales.....................
1.3. Generalidades de las hormonas esteroides................cceviiiiien.n.
1.3.1. Niveles de andrOgenos. .........cooviiiiiiiii i
1.4. Mecanismos de accion de las hormonas esteroides sexuales............
1.4.1. Accidon genomica de las hormonas esteroides sexuales................
1.4.2. Accidn no genodmica de las hormonas esteroides sexuales............
1.5. Efectos de las hormonas esteroides sobre las vias aéreas.................
1.5.1. Efectos de las hormonas sexuales femeninas sobre las vias
= 12T == T
1.5.2. Efectos benéficos de los andrégenos sobre las vias aéreas.............
1.6. Mecanismo de accion del efecto broncodilatador de los androgenos...

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ...
3.
4.

HIPOTESIS. ...
OBUETIVOS . ..o

o B CT= 0 [=] = |
4.2, PartiCUIGIES. ...

5.

METODOLOGIA. ... .ot
5.1. Material BiolOQICO.......c.civiii i
5.1.1. Cobayos sensibilizados a OVA...... ...
5.2. Sistema de registro isométrico para tejido aislado............................
5.2.1. Montaje de los anillos traqueales en el sistema de registro
5570 ] .4 1=1 1 o o J PP
5.2.2. Determinacion farmacolégica de la presencia o la ausencia de
EPItElio traqUEAL. ... ...
5.2.3. Prueba de los andrégenos sobre anillos traqueales de cobayo.........
5.3. Determinacién del potencial papel del éxido nitrico (NO) en el efecto
broncodilatador inducido por androgenos. ..........ccooviiiiiiiii i
5.4. Mecanismo de accidn de los androgenos. ............ccoevvieiieiiiiienn..
5.4.1. Inhibidores de la sintesis de proteinas, de la transcripcion y de la
actividad de 1a 3B-HSD.........ooii i
5.4.2. Exploracion de la posible participacion de los receptores f:
adrenérgicos en la broncodilatacion inducida por los andrégenos.............
5.4.3. Potencial participacion de los canales de potasio en la accion
broncorelajante Potencial de los andrégenos............c.ooovviiiiiiiiiiennee.
5.4.4. Potencial antagonismo de los andrégenos sobre los canales de Ca**
operados por voltaje (CCOV). ...

viii

oo 0101 A~ WNPE

e o
N oA DDN

17
19

25
26
27
27
27
30
30
30
31

32

34
34

36
36

37

38

39

39



5.5. Fluctuacion de la concentracién de Ca?* intracelular en la célula del
MLVA en respuesta a [0S andrOgenos. ...........oveiiiiiiiiiiiiiiiieeeane
5.6. Evaluacién del potencial efecto preventivo de los andrégenos sobre el
broncoespasmo provocado por OVA IN VIVO.......c.oiiiiiieiiiiiiieiii e
5.7. Evaluacién y analisis estadistico de los datos...............................
5.8. FAarmacos Utilizados. ... ..o
6. RESULTADOS. ..ot
6.1. Determinacion de la condicidon epitelial en los anillos traqueales de
cobayos N0 sensibilizados. ..........ooviiiii
6.2. Efecto relajante de los andrégenos en anillos traqueales de cobayo...
6.3. Efecto de la eliminacion del epitelio sobre la relajacion inducida por los
=T aTo [0 [T [0 LS
6.4. Potencia y eficacia de los andrOgenos............ccoooviiiiiiiiiiiiieeene
6.5. Efecto de los inhibidores seleccionados sobre la respuesta de los
ANANOGENOS . ...ttt ettt e,
6.6. La broncorelajacion inducida por los andrégenos en la traquea de
cobayo es independiente de los canales de potasio........................o.el.
6.7. Efecto de DHEA sobre el influjo de Ca** a través de los CCOV.........
6.8. Disminucién de la [Ca®*"]; inducida por los andrégenos en miocitos
traqueales de CODAYO. ..o
6.9. Los andrégenos previenen la broncoespasmo en cobayos
SENSIDIIZAAOS. ...
7. DISCUSION. ...
45 T 1= = - |
7.2. Mecanismo de la accion broncodilatadora de los andrégenos.............
7.2.1. La accién broncorelajante de los andrégenos es independiente del
epitelio bronquial, del NO, de los B, adrenoreceptores y de los canales de
K e
7.2.2. Los androgenos bloguean 10S CCOV.......oiiiiiiiiiiiiiiiieieea
7.3. Relacion entre la estructura quimica y la potencia broncodilatadora de
[0S @NAIOGENOS. . ... e e
7.4. Importancia fisiologica de la accion broncodilatadora de los
= 0 | 0T =T o L=
8. CONCLUSIONES. ... .o e
0. REFERENCIAS . ..o e e
L0, ANE X O . i e

41

44
47
49
51

51
52

57
59

61

63
65

67
70
75

75
78

80
83

86



RESUMEN

Datos epidemiolégicos sefialan que la deficiencia de androgenos podria ser
la causa de exacerbacion de los episodios asmaticos en los hombres; pero la
evidencia experimental es muy escasa. Se ha mostrado que la testosterona (TES)
y 5a-dihidrotestosterona (-DHT) inducen un efecto broncorelajante de tipo no
gendmico; sin embargo, no se ha esclarecido su mecanismo de accion. El objetivo
de este estudio fue: caracterizar la accion relajante de diferentes andrégenos en el
musculo liso de la via aérea (MLVA) de un modelo experimental de asma; estudiar
sus mecanismos de accion mediante varias estrategias experimentales v;
determinar su capacidad para prevenir el broncoespasmo en el animal asmético.
El registro isométrico de anillos traqueales, aislados de cobayos machos adultos,
mostr6 que no hubo diferencia en la broncorelajacion causada por
dehidroepiandrosterona (DHEA), TES, 5a-DHT y 53-DHT en los cobayos sanos y
asmaticos, pero cada androgeno tuvo diferente potencia y eficacia para relajar las
contracciones, provocadas por agentes broncoconstrictores de diferente
naturaleza. 53-DHT y DHEA resultaron los broncorelajantes méas potentes sobre la
contraccion producida por K* alto (KCI); mientras los andrégenos restantes lo
fueron sobre la contraccion a carbacol (CCh) o a ovoalbumina (OVA) en cobayos
asmaticos, sensibilizados previamente a este alérgeno. La respuesta relajante a
los androgenos no fue modificada por: la ausencia del epitelio traqueal, la
presencia del inhibidor de la éxido nitrico (NO) sintasa, de un antagonista [
adrenérgico o de un bloqueador de los canales de K*, en un amplio rango de
concentraciones. Asimismo, se caracterizd que el efecto relajante de DHEA es
mediado por mecanismos no gendmicos y no requiere que la hormona sea
biotransformada, ya que su efecto no fue afectado por los inhibidores de la
transcripcion y la sintesis de proteinas o por la 33-hidroesteroide deshidrogenasa
(-HSD), pero si fue disminuido por Bay K 8644, un activador de los canales de
Ca’®" operados por voltaje tipo L (CCOV). DHEA, antagonizé la contraccién
producida por Ca?* o Bay K 8644. Mediante el uso de microfluorometria en los
miocitos traqueales aislados, también se determind que con excepcion de 5a-
DHT, los andrégenos causaron disminucién de la concentracién de Ca®
intracelular ([Ca®*]) provocada por KCI, de manera dependiente de la
concentracion, siendo 5B-DHT el mas potente. Empleando pletismografia
barométrica, se observd que el aumento de la resistencia pulmonar (R.),
provocado por un reto antigénico con OVA en cobayos sensibilizados, fue
disminuido con el pretratamiento de cada andrégeno, en forma dependiente de la
dosis. Se concluye que la broncorelajacion de los andrégenos in vitro es operativa
in vivo al prevenir el broncoespasmo provocado por un reto antigénico en animales
asmaticos. Los resultados descartan que en el efecto broncorelajante de los
androgenos participen: el epitelio traqueal, el NO, los receptores B, adrenérgicos y
los canales de K*; siendo el bloqueo de los CCOV un sitio de accion preferencial
para el mecanismo broncorelajante de DHEA y 5B3-DHT vy, posiblemente los
canales de Ca®" activados por reservas (SOCC) para TES y 5a-DHT.



ABSTRACT

Epidemiological data indicate that androgens deficiency could be contribute
to exacerbation of asthmatic episodes in men; however, experimental evidence is
scant. It has been shown that testosterone (TES) and 5a-dihydrotestosterone
(-DHT) induce a nongenomic bronchorelaxing effect although the mechanism for
this action remains to be elucidated. The aim of this study was: to characterize the
relaxing action of different androgens on airway smooth muscle of an experimental
model of asthma; to study the mechanisms of action by several experimental
strategies, and to evaluate their ability to prevent the bronchospasm in asthmatic
animal. Isometric record of isolated tracheal rings from adult male guinea pigs
showed no difference in bronchorelaxation elicited by dehydroepiandrosterone
(DHEA), TES, 5a-DHT y 5B-DHT on healthy and asthmatic guinea pigs, but each
androgen had different potency and efficacy to relax the contractions induced by
bronchoconstrictor agents of different nature. 58-DHT and DHEA were the most
potent in bronchorelaxing contractions produced by high K* (KCI) while the
remaining androgens were on contractions by carbachol (CCh) or ovalbumin
(OVA) in asthmatic guinea pigs previously sensitized to this allergen. The relaxing
response to androgens was not modified by: the absence of tracheal epithelium,
the presence of nitric oxide (NO) synthase inhibitor, of a B,-adrenergic antagonist
or a K* channels blocker, in a wide range of concentrations. Likewise, the relaxing
effect of DHEA was found to be mediated by nongenomic mechanisms and does
not require hormone biotransformation, since its effect was not affected by
inhibition of transcription, protein synthesis or the activity of the 33-hydroxysteroid
dehydrogenase (—HSD). However, relaxing activity was decreased by Bay K 8644,
an activator of L-type voltage-operated Ca** channels (VOCC). DHEA antagonized
contractions produced by Ca** or Bay K 8644. Using microfluorometry in isolated
tracheal myocytes it was also was determined that, except 5a-DHT, androgens
elicited a decrease in the intracellular Ca®* concentration induced by KCI in a
concentration-dependent manner; 5-DHT was the most potent. Using barometric
plethysmography, the increase in pulmonary resistance induced by an antigen
challenge was observed to be prevented by pre-treatment with each androgen in a
dose-dependent manner. We conclude that the in vitro bronchorelaxation of
androgens is operative in vivo to prevent bronchospasm caused by an antigen
challenge in asthmatic animals. The results indicate that the bronchorelaxing effect
of androgens does not involve participation of the tracheal epithelium, NO, B.-
adrenergic receptors or K' channels. Blockade of VOCC seems to be the
preferential mechanism for DHEA and 5B-DHT, whereas store-operated Ca?*
channels (SOCC) are possible targets for TES, and 5a-DHT.
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del asma

El asma es una enfermedad respiratoria que se manifiesta de forma muy
variable; tanto en sus sintomas, como en su frecuencia y gravedad. Se define
por ser un padecimiento crénico inflamatorio de las vias respiratorias,
determinado por la obstruccion variable del flujo de aire en las vias respiratoria;
dicha obstrucciéon puede ser reversible o irreversible y esta determinada por la
broncoconstriccién del masculo liso de la via aérea (MLVA). La inflamacién y la
hiperreactividad bronquial son dos signos importantes dentro del cuadro clinico

del asma. (Global Initiative for Asthma; GINA, 2012).

Otra caracteristica del asma es el remodelado de la via aérea, que se
reconoce por: dafio epitelial, hipertrofia e hiperplasia del MLVA, engrosamiento
de la capa de colageno subepitelial y edema (Messer et al., 1960; Pare et al.,
1997). Actualmente, se ha reconocido que los cambios estructurales de la via
aérea comienzan desde los primeros sintomas del asma en nifios y adultos

(Al-Muhsen et al., 2011; Davies, 2009; Girodet et al., 2011).

Los sintomas mas importantes del asma son: dificultad recurrente para
respirar, silbilancias subitas y/o episodicas, opresion en el pecho y tos
(McFadden, Jr., 2003; Regal et al., 2007). Aungue los sintomas del asma son
reconocidos en la practica clinica, su etiologia y patogénesis no han quedado
establecidas (Holgate y Polosa, 2008; Szefler y Dakhama, 2011; Global
Initiative for Asthma (GINA), 2012). Se sabe que este padecimiento tiene un

importante componente hereditario; considerado el principal factor de riesgo



(Ober y Yao, 2011; Seibold et al.,, 2008; Torgerson et al., 2012); y un
componente de indole ambiental (ISSAC, 1998; Vargas, 2009), como son las
infecciones respiratorias de origen viral o la exposicion a alérgenos (Jackson et

al., 2011; Martinez, 2011; Szefler y Dakhama, 2011).

El asma es un problema de salud grave, se estima que hay 300 millones
de pacientes asmaticos en todo el mundo (Anto, 2012). El dltimo reporte anual
de GINA (Global Initiative for Asthma; GINA, 2012) informé que la prevalencia
del asma es muy heterogénea entre las distintas regiones del mundo, teniendo
un intervalo que va del 1 al 18% de la poblacién general, considerando nifios y
adultos. Es importante hacer notar que durante la infancia existe mayor riesgo
para desarrollar asma; de tal manera que, la prevalencia de este padecimiento
puede llegar a ser 30% mayor en los nifios en comparacion con los adultos

(Bousquet, 2000; Cookson, 2004; Jenkins et al., 2003).

Es obvio que el asma es un serio problema de salud publica mundial, con
una tasa de mortalidad que va del 1.6 al 36.7 muertes por 100,000 asmaticos

(Lemanske, Jr. y Busse, 2010).

1.2. Relacion entre el asmay las variaciones hormonales

Es fundamental destacar los datos epidemioldgicos que indican que la
prevalencia del asma esta fuertemente relacionada con el género, estatus
enddcrino y la edad. En numerosos reportes se ha sefialado que, durante la
infancia la prevalencia del asma es mayor en los nifios en comparacion con las
nifas de la misma edad (<10 afos) (Bonner, 1984a; Carey et al., 2007; Fagan

et al., 2003; ISSAC, 1998; Kjellman y Gustafsson, 2000; Ninan y Russell, 1992;



Osman, 2003; Sears, 1997b; Tam et al., 2011; Zannolli y Morgese, 1997). Sin
embargo, cuando inicia la pubertad esta situacion se invierte, ya que la
prevalencia del asma es 50% mayor en las mujeres que en los hombres en
edad reproductiva (12-45 afios) (Almquist et al., 2008; Becklake y Kauffmann,
1999; Bonner, 1984b; Jeon et al., 2009; Osman, 2003; Schatz y Camargo, Jr.,
2003). Cabe hacer mencion que las mujeres asméticas son las que presentan,
con mayor frecuencia, el fenotipo de asma severa; con atagues asmaticos
graves (Almquist et al., 2008; Chen et al., 2008; De Marco R. et al., 2000; Jeon
et al., 2009; Melgert et al., 2007; Paoletti et al., 1995; Postma, 2007) y ademas,
donde inciden varios problemas de tipo alérgico y respiratorios (Bouman et al.,

2005; Melgert et al., 2007).

En marcado contraste, como se menciond, en los hombres asmaticos se
ha observado una elevada prevalencia del asma durante la nifiez, que se
reduce cuando inicia la adolescencia y con notable disminucion de la
sintomatologia a lo largo de la juventud; sin embargo, la enfermedad
nuevamente se exacerba a partir de la quinta o sexta década de la vida
(Zannolli y Morgese, 1997). Estas observaciones permiten sugerir que la
variacion de los niveles plasméaticos de las hormonas sexuales masculinas
(andrégenos) durante la vida estan involucradas en la patogénesis del asma
(Canguven y Albayrak, 2011; Zannolli y Morgese, 1997), i.e., los niveles bajos
de andrégenos en la infancia y su deficiencia en la madurez y senectud
propician la exacerbacion de la enfermedad, postulando que los andrégenos

tienen una notable accién “protectora” sobre el asma.



Con base en las evidencias anteriores queda claro que el asma es una
enfermedad ligada al sexo; por lo que las hormonas esteroides sexuales tienen
una importancia destacada en el desarrollo y curso del asma (Revisado por

Tesse et al., 2011).

1.3. Generalidades de las hormonas esteroides

Es pertinente hacer mencion sobre algunos aspectos de las hormonas
esteroides. Los esteroides son lipidos derivados del colesterol (lipido de 27
carbonos) y comparten la misma estructura quimica de 4 anillos de carbono

fusionados, llamada ciclopentanoperhidrofenantreno.

Los diferentes tipos de esteroides se diferencian y clasifican por el
namero de carbonos y por los grupos funcionales que presentan: las
progestinas, glucocorticoides y mineralcorticoides poseen 21 carbonos; los
andrégenos tienen 19 atomos de carbono y los estrégenos tienen 18 carbonos

(Voet et al., 2007).

En particular, las hormonas esteroides sexuales, son responsables de
mantener los fenotipos sexuales: masculino (andréogenos) y femenino
(estrégenos y progesterona); y son peculiarmente importantes en los procesos

reproductivos.

Los andrégenos se sintetizan, principalmente, en las glandulas
suprarrenales, las génadas masculinas (testiculos) y la placenta; en menor
medida, se sintetizan en el higado, el tejido adiposo, subcutaneo, las glandulas
mamarias y el hipotalamo (Tsutsui et al., 1999). El primer paso de la biosintesis

de los andrégenos es la bioconversion del colesterol a pregnenolona, mediante
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la ruptura de la cadena lateral del colesterol, por accion de la enzima P450scc
(side chain cleavage). Cabe sefialar que, a partir de la pregnenolona también

se sintetizan los mineralcorticoides, glucocorticoides y las progestinas.

En la Fig. 1 se ilustra la siguiente ruta de biotransformacion. La
pregnenolona tiene dos vias de biotransformacion hacia androgenos: (i) es
metabolizada por la P450 C-17 para originar la dehidroepiandrosterona (DHEA,
un androgeno principalmente de origen suprarrenal); y (i) es sustrato de la
enzima 3B-HSD (HSD: hidroxiesteroide deshidrogenasa) para generar a la
progesterona, la cual se metaboliza, por la P450 C-17, a androstendiona, un
precursor de la testosterona (TES). La DHEA es un A5-esteroide suprarrenal y
puede ser sulfatado para producir a su metabolito, sulfato de DHEA (DHEA-S);
la DHEA también puede ser biotransformada a los andrégenos: androstendiol,
por la reduccién del grupo 17-ceto, por accion de la enzima 17B-HSD vy
androstendiona, por accion de la 33-HSD, que oxida el grupo 3B-hidroxilo.
Como se puede apreciar en la Fig. 1, la 38-HSD y la 17B-HSD también toman
como sustrato al androstendiol y a la androstendiona para biotransformarse a

TES (A4-esteroide).

La TES es sustrato de la enzima P450 aromatasa, que reduce su grupo
3-ceto y aromatiza el anillo A, para generar al esteroide femenino de mayor

importancia, el 17B-estradiol, producido en los ovarios en grandes cantidades.

La TES también es precursora de otros importantes androgenos. Las
enzimas 5a- y 5B-reductasa producen una reduccion en el C-5 de la TES,
cambiando la orientacion del hidrogeno para modificar la configuracion a

a/trans o PBlis, lo cual permite la biotransformacion hacia los



dihidrometabolitos: 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona
(5B-DHT). Estos andrégenos son sintetizados principalmente en los testiculos
y, a diferencia de la TES, no pueden ser aromatizados a estrégenos (Pozzi et
al., 2003; Poletti et al.,, 1998). Ademas, son sustrato de las enzimas 3a- o
3B-HSD para producir tetrahidroderivados no aromatizables como:
androstandiol (3a,5a); epiandrostandiol (3B,50); etiocolanolona (3a,5B) vy

epieticolanolona (3B,5B) (Jez y Penning, 1998; Penning et al., 2000).
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Figura 1. Biosintesis de andrégenos. HSD (hidroxiesteroide deshidrogenasa), P450

(citocromo P450), P450scc (P450 side chain cleavage), DHT (dihidrotestosterona); DHEA
(dehidroepiandrosterona) y DHEA-S (sulfato de DHEA).



1.3.1. Niveles de andrégenos

Especificamente, el esteroide precursor de los andrégenos, la DHEA,
alcanza su nivel maximo en plasma en la segunda década de la vida y
comienza a declinar, de manera progresiva, hasta alcanzar los niveles mas

bajos a partir de la quinta década de la vida (Fig. 2; Labrie, 1998).
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Figura 2. Patrén de secrecion de la DHEA a través de la vida. Modificado de Labrie,
1998.
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La declinacion de la secrecion de la DHEA, y de su metabolito sulfatado
(DHEA-S), coincide con el aumento de la incidencia de varias enfermedades
degenerativas, de tipo: cardiovascular, cognitivas, metabdlicas o motoras; por
lo que desde hace décadas se ha considerado a la DHEA como responsable,
en parte, de mantener la salud general del organismo (Rainey et al., 2002;

Saltzman y Guay, 2006; Traish et al., 2011).

Otro andrégeno importante es la TES, los niveles fisiolégicos de la TES
son menores en comparacion con los niveles de DHEA y en un adulto sano
oscilan entre 13.9 y 31.2 nmol/L, de esta concentracion solo el 2% de la TES se
encuentra en forma libre en la sangre (Ostatnikova et al., 2002) y el 98% se
encuentra unida a proteinas como la albumina y la globulina unida a hormonas
esteroides (SHBG,; steroid hormone binding globulin) lo que impide que la TES

ingrese al citoplasma (Diver et al., 2003).

Asi como la DHEA, la TES también disminuye gradualmente a partir de
los 40 afios y, se ha observado que la disminucion de este andrégeno también
estd asociado con una mayor incidencia de padecimientos relacionados con el
género, como son las enfermedades metabdlicas, endocrinas, disfuncién
eréctil, neurodegenerativas, cardiovasculares, respiratorias y de tipo alérgico,
como es el asma (Revisado por Traish et al., 2009b; Traish et al., 2009a; Traish

et al., 2009c).

Cabe destacar que, aunque la DHEA y la TES son los andrégenos que se
encuentran a las concentraciones mas altas en sangre, el metabolito
5a-reducido de la TES, 5a-DHT, es otro andrégeno con acciones

fundamentales para el desarrollo y mantenimiento del fenotipo masculino
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(Duskova y Pospisilova, 2011). Especificamente, 5a-DHT tiene un papel
esencial en la diferenciacion y desarrollo de los genitales externos; ademas, en
conjunto con la TES mantiene la fertilidad y el fenotipo masculino en los
individuos adultos. En comparacion con la DHEA y la TES, el metabolito
5a-DHT se encuentra a niveles plasmaticos inferiores (0.91 -3-92 nmol/L), pero
a diferencia de sus precursores, los niveles plasmaticos de 5a-DHT no declinan
con la edad (Belanger et al., 1994; Labrie et al., 1998; Feldman et al., 2002;
Barrett-Connor et al., 1999). Respecto al otro metabolito 5-reducido de la TES,

5B-DHT, no existen reportes sobre sus niveles plasmaticos.

1.4. Mecanismos de accion de las hormonas esteroides sexuales

Las hormonas esteroides sexuales llevan a cabo sus efectos mediante
dos mecanismos; el mecanismo clasico o gendmico, que involucra la
modulacién de la expresion de diversos genes y el mecanismo no gendmico,
que, a diferencia del mecanismo gendmico, es independiente de la modulacién

de genes.

1.4.1. Accion gendémica de las hormonas esteroides sexuales

El mecanismo gendémico de las hormonas esteroides sexuales se
caracteriza por ser de larga latencia, sus efectos se observan a largo plazo y
son irreversibles. Para actuar mediante este mecanismo, las hormonas
esteroides sexuales atraviesan la membrana plasmatica y se unen a un
receptor citoplasmatico especifico, hay receptores intracelulares especificos
para cada grupo de esteroides sexuales: los receptores a estrégenos (ERa y

ERB); los receptores a progestinas (PR-A PR-B) y el receptor a andr6genos
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(RA). La union de la hormona sexual con su receptor citoplasmatico se da en
una conformacion de homodimero; el cual es transportado a la regién nuclear y
se une a una region que tiene secuencias especificas del DNA llamadas de
manera genérica elementos de respuesta a hormonas, una vez que el
homodimero receptor-hormona se ha unido al DNA se comporta como un factor
de transcripcién, que induce la expresion o la represion de genes especificos;
en esta accion también intervienen otras moléculas accesorias llamadas
coactivadores o corepresores, que participan en la expresion o la represion de
los genes modulados por las hormonas esteroides (Revisado por Beato y Klug,

2000; Pennell y Morrow, 2013).

1.4.2. Accion no gendmica de las hormonas esteroides sexuales

El mecanismo no gendémico de las hormonas esteroides sexuales, a
diferencia del mecanismo gendémico, es muy rapido, sucede en segundos o
minutos y es reversible, debido a que la modulacién de genes, la transcripcion
o la sintesis de proteinas no estan involucrados; ademas, este mecanismo
tampoco requiere la unién de la hormona con su receptor intracelular especifico
(Falkenstein et al., 2000; Wierman, 2007). Asi, los mecanismos no gendmicos
no pueden ser blogueados por los inhibidores de la sintesis de proteinas (e.qg.
cicloheximida), de la transcripcion (e.g. actinomicina D) o los antagonistas
clasicos del receptor intracelular de las hormonas (antiprogestinas,
antiestrogenos o antiandrégenos), estas son herramientas farmacoldgicas
imprescindibles para garantizar la caracterizacion de respuestas de tipo no

gendmico (Wehling, 1997).
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El mecanismo no gendmico de las hormonas esteroides sexuales no tiene
una ruta especifica y puede ser a través de varias vias; por ejemplo, mediante
segundos mensajeros como son las MAPK (proteinas cinasas activadas por
mitogenos), las proteinas tirosina cinasa, el GMPc (guanosin monofosfato
ciclico) o el AMPc (adenosin monofosfato ciclico); también puede ser a través
de la regulacién de los canales i6nicos (de NA, Ca®*" o K*) de la membrana

plasmatica (Simoncini y Genazzani, 2003; Rahman y Christian, 2007).

Los estrégenos y las progestinas tienen efectos no gendmicos activando
sus receptores especificos (ERa, ERB, PR) situados en la membrana celular
que, a diferencias de sus receptores intracelulares, no funcionan como factores
de transcripcion (Revisado por Wierman, 2007); sino que se encuentran
asociados a receptores acoplados a proteinas G (Gy11) 0 proteinas cinasa VY,
cuando son activados, inducen vias se sefializacibn mediante segundos
mensajeros como: GMPc, AMPc, inositol trifosfato (IP3), diacil glicerol (DAG),
Ras/Raf/MEK/ERK (Simoncini y Genazzani, 2003; Boonyaratanakornkit y

Edwards, 2007; Tokumoto et al., 2012; Kaore et al., 2012).

En el caso de los andrdogenos, se ha sugerido que estos esteroides
producen efectos no gendmicos alterando la permeabilidad de la membrana
celular, sin requerir un RA (Falkenstein et al., 2000; Wierman, 2007); en linea
con lo anterior, se ha demostrado que la TES, unida a una proteina (albumina
de suero bovino), que impide el ingreso del andrégeno al citoplasma celular,
provoca diversas acciones que se han caracterizado como no gendémicas
(Rahman y Christian, 2007). Asi, aunque el grupo de Liu y Dillon (2002) han

reportado que la DHEA provoca varios efectos actuando sobre un receptor de
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membrana, asociado a proteinas G;, también han considerado que éste es un
receptor putativo y no propiamente un receptor especifico de DHEA o un RA

(Liu y Dillon, 2002; 2004).

1.5. Efectos de las hormonas esteroides sobre las vias aéreas

Aunque las propiedades antiinflamatorias de los glucocorticoides,
inducidas por una via gendémica, han sido ampliamente reconocidas y
aprovechadas en su uso terapéutico en el asma (Revisado por Barnes y
Adcock, 2003), los efectos gendmicos y no genémicos que ejercen de los
esteroides sexuales, estrogenos, progestinas y andrégenos sobre las vias
aéreas no han sido completamente establecidos (Revisado por Oertelt-

Prigione, 2012; Verma et al., 2011).

1.5.1. Efectos de las hormonas sexuales femeninas sobre las vias

aéreas

Se ha reportado que, de las hormonas femeninas, el estradiol tiene
evidentes efectos proinflamatorios sobre las vias aéreas, como son el
incremento de numerosas moléculas y células proinflamatorias y la
estimulacién de la presentacion de los antigenos (Corteling y Trifilieff, 2004;
Haggerty et al., 2003; Melgert et al., 2007; Murphy y Gibson, 2008; Seymour et
al., 2002; Tam et al., 2011); estos efectos estan directamente asociados con el
asma y otros padecimientos alérgicos (Hamelmann et al., 1999; Komi y Lassila,

2000; Tam et al., 2011).

Los efectos proinflamatorios del estradiol, son provocados por un

mecanismo genomico y se han sefialado como responsables de que la
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incidencia y la gravedad del asma sean mayores en las mujeres en edad
reproductiva (Barr y Camargo, Jr.,, 2004; Choi, 2011; Derimanov Yy
Oppenheimer, 1998; Fagan et al., 2003; Gillum, 2005; Jarvis y Leynaert, 2008;
Lange et al., 2001; Macsali et al., 2009; Romieu et al., 2010; Salam et al., 2006;

Troisi et al., 1995; Zaitsu et al., 2007).

En afios recientes estudios in vitro han mostrado que el estradiol, a
concentraciones fisioldgicas (10-100 nM), previene la contraccion inducida por
carbacol (CCh) en preparaciones traqueales y bronquiales de ratdn; este efecto
no gendmico es mediado por la activacion de los canales de potasio sensibles
a Ca®* (Kca) en el MLVA y por la sintesis de 6xido nitrico (NO), en el epitelio de
las vias aéreas (Dimitropoulou et al., 2005). Otros estudios también han
demostrado que el estradiol: (i) induce la sintesis de NO (Townsend et al.,
2012a); (ii) incrementa los niveles de GMPc (Pang et al., 2002) y (iii) disminuye
la concentracién de Ca* intracelular ([Ca®'];) por el bloqueo de los canales de
Ca?" operados por voltaje tipo L (CCOV) (Townsend et al., 2010); todos son
efectos no gendmicos que podrian provocar una accién broncorelajante
benéfica; sin embargo, el efecto proinflamatorio del estradiol es el mas

preponderante en las vias aéreas.

A diferencia del estradiol, desde hace décadas se ha sugerido que la
progestina mas abundante, la progesterona, tiene una accién antiinflamatoria
sobre las vias aéreas (Beckmann, 2008; Grindheim et al., 2012; Schatz et al.,
2003; Stenius-Aarniala et al., 1988), aumentando la concentracion de la
interleucina IL-10 (de Oliveira et al., 2007; Oertelt-Prigione, 2012). Ademas, se

ha reportado que la progesterona induce otro efecto benéfico sobre las vias
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aéreas, al prevenir las contracciones del MLVA provocadas, in vitro, por
diferentes broncoconstrictores (CCh, histamina o Ca?'), mediante un
mecanismo no gendmico; los metabolitos 5-reducidos de la progesterona
también tienen este efecto (Perusquia et al., 1997), el cual podria explicar la
broncodilatacion que se ha observado en mujeres embarazadas (Beckmann,

2008).

Como se puede apreciar, la progesterona produce efectos benéficos
sobre las vias aéreas, tanto por un mecanismo gendmico (efecto
antiinflamatorio) como por un mecanismo no gendémico (la broncodilatacion);
posiblemente, estos efectos son los responsables de la proteccion que confiere
el incremento de los niveles plasmaticos de la progesterona durante el
embarazo (Beckmann, 2008; Grindheim et al., 2012; Juniper et al., 1989; Kwon
et al., 2004; Schatz et al., 2003; Sims et al., 1976; Turner et al., 1980) o durante
la administracion de progesterona en las mujeres (Beynon et al., 1988).
Algunos estudios epidemiolégicos han mostrado que en algunas mujeres
asmaticas los sintomas se ven agravados durante el embarazo (Farha et al.,
2009; Namazy y Schatz, 2005; Svanes et al., 2005); sin embargo, se ha
considerado que podria ser debido a la suspensién de los medicamentos
antiasmaticos o al inadecuado tratamiento médico (Murphy y Gibson, 2008;

Dombrowski, 2006).

1.5.2. Efectos benéficos de los andrdégenos sobre las vias aéreas

La DHEA ejerce efectos antiinflamatorios, favorables para la via aérea,
funcionando como un factor de transcripcion (Kasperska-Zajac, 2010; Yu et al.,

1999; Yu et al., 2002a) para disminuir la citocina proinflamatoria TNFa (factor
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de necrosis tumoral a) (Kimura et al., 1998) o para inhibir los niveles de la
inmunoglobulina IgE, implicada en los procesos alérgicos (Sudo et al., 2001).
Se ha sefialado que estos efectos de la DHEA podrian prevenir el desarrollo
del asma alérgica (Sudo et al., 2001), ya que en pacientes con exacerbaciones
frecuentes, los niveles de DHEA y de DHEA-S se encuentran disminuidos
(Dunn et al., 1984a; Feher et al., 1983; Karalus et al., 1985; Weinstein et al.,
1996). También, se ha documentado que la restitucion de los niveles
fisiolégicos de la DHEA causa mejorias en los asmaticos (Choi et al., 2008;
Eusebio et al., 2011). Sin embargo, la potencial accion relajante de la DHEA,

directamente sobre el MLVA, no ha sido explorada.

Conjuntamente a los beneficios antiinflamatorios de la DHEA, se ha
reportado que la TES, producto del metabolismo de la DHEA, también induce
efectos benéficos en los hombres asmaticos y otras enfermedades alérgicas,
por su capacidad antiinflamatoria. La TES disminuye la IL-B y el TNFa, ambas
las citocinas proinflamatorias; ademas la TES también incrementa los niveles
de la IL-10 (Corrales et al., 2006; Malkin et al., 2004). Se ha reportado que, la
administracion de TES provoca la disminucion de respuestas inflamatorias
(Cutolo, 1997; Dalal et al.,, 1997; Olsen y Kovacs, 1995) y disminuye los
sintomas en hombres asmaticos que padecen hipogonadismo (Corrales et al.,

2006; Malkin et al., 2004).

Aunado a sus acciones (gendémicas) antiinflamatorias, los andrégenos
inducen efectos no gendmicos sobre las vias aéreas. Es conocido que
provocan relajacion de diferentes tipos de musculo liso, como son el vascular y

el uterino; se ha reportado que este efecto relajante es mediado por el bloqueo
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de los CCOV (Perusquia et al., 2005; Perusquia y Stallone, 2010; Montafio et
al., 2008). En este contexto, las evidencias experimentales del efecto relajante

de los androgenos sobre el MLVA son muy escasas.

Dos trabajos funcionales han mostrado que los andrégenos también
tienen la capacidad de provocar broncorelajacion. El primer trabajo, realizado
en anillos traqueales de conejo, reportd que la TES relaja el MLVA
contracturado con acetilcolina (ACh; 10 uM) o CCh (10 pM), de manera
dependiente de la contratacién (0.1-100 uM) (Kouloumenta et al., 2006). En
este reporte se mostré que el efecto broncorelajante de la TES no fue alterado
por: (i) la flutamida (10 uM; un antagonista del RA), (ii) la actinomicina (100 pM,;
inhibidor de la transcripcién) o (iii) cuando la TES fue probada en un conjugado
con la albumina de suero bovino (TES-BSA), lo cual impide que la TES
atraviese la membrana celular, y por tanto, que actle a través del RA. Estas
tres evidencias, obtenidas en MLVA de conejo, mostraron que el efecto
broncorelajante de la TES es un efecto de tipo no gendmico, independiente del
RA intracelular. La importancia del trabajo realizado por Kouloumenta y
colaboradores (2006) es evidente, fue la primera evidencia de tipo
experimental, mostrando que la TES, poseen efectos (broncorelajacién)
benéficos sobre la vias aérea que, como han sefialado numerosos estudios

epidemioldgicos, posiblemente confieran proteccion contra el asma (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto protector de los andrégenos sobre las vias respiratorias. Los niveles de
androgenos altos, como en los hombres, previenen la inflamacion y la contraccion del MLVA,
cardcteristicos de un ataque de asma.

Posteriormente, el grupo de Bordallo et al., (2008) mostr6é que, la TES y
los andrégenos 5-reducidos, 5a0-DHT y 5B-DHT, a las concentraciones de
1-100 pM, también provocan un efecto relajante sobre el MLVA de bovino
contracturado con CCh (0.1 uM) y, a la concentraciéon de 100 uM relajan la
contraccion inducida por KCI (80 mM). Asimismo, revelaron que la flutamida (10
MM) no altero la relajacion por TES y 5a-DHT, los dos andrégenos con afinidad
al RA; considerando que 5B3-DHT no tiene afinidad al RA (Fagan et al., 2003) se
concluyd que la broncorelajacion de TES, 5a-DHT y 5B-DHT es por una via no

gendmica. En este trabajo también se observo la accion relajante inducida por
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5a-DHT (1-300 uM) sobre preparaciones traqueales de cobayo (Bordallo et al.,

2008).

1.6. Mecanismo de accion del efecto broncodilatador de los

andrégenos

La investigacion dirigida por el grupo de Kouloumenta et al. (2006), indico
que la TES induce un efecto broncodilatador mediado por el NO y el epitelio de
la via aérea de conejo. En contraste a lo anterior, el grupo de Bordallo (Bordallo
et al., 2008) reportdé que la accion relajante de la TES y sus dos metabolitos
5-reducidos es independiente del epitelio de la via aérea de bovino. Se debe
admitir que la escasa informacion al respecto no permite elaborar conclusiones
contundentes, debido a que en ninguno de los dos trabajos se demostro,
histoldgica y/o farmacologicamente, la eliminacién mecanica del epitelio, lo cual
es un procedimiento experimental fundamental para poder llegar a una
conclusién sobre la participacion de esta capa celular en el efecto relajante

ejercido por algun andrégeno.

Interesantemente, en estos dos Unicos trabajos funcionales se indagaron
otros posibles mecanismos de accion, no genomica, de los androgenos para
inducir relajacién. Por un lado, el trabajo de Kouloumenta et al. (2006) mostré
que la indometacina (10 puM), un inhibidor de la sintesis de prostanoides, no
modificd la relajacion inducida por la TES, por lo que la sintesis de los
prostanoides se excluyé como un mecanismo implicado en la broncodilatacion

provocada por la TES (Kouloumenta et al., 2006).
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Por otro lado, Bordallo y colaboradores (2008) descartaron que 5a-DHT
provoque broncorelajacion a través de los receptores [, adrenérgicos, la
sintesis de las poliaminas o por el incremento del AMPc. En este estudio,
también se mostré que al incrementar de la concentracién de Ca** extracelular,
de 25 mM (concentracion fisiolégica) a 3-10 mM (concentraciones
suprafisiolégicas), en la solucién Ringer, la accion broncorelajante provocada
por TES, 5a-DHT y 5B-DHT fue disminuida, en las preparaciones traqueales de
bovino contracturadas con KCI (80 mM); ademas, debido a que los tres
andrégenos fueron mas eficaces para relajar la contraccion provocada por KClI,
que la contraccién inducida por CCh (Bordallo et al., 2008), es posible que,
estos androgenos eviten el influjo de Ca®"; por el bloqueo de los CCOV para
provocar su efecto broncorelajante. Cabe notar que este mecanismo ha sido
documentado para el efecto vasodilatador y Uterorelajante que ejercen los
androgenos (Perusquia et al., 2005; Perusquia y Stallone, 2010). Sin embargo,
los datos del grupo de Bordallo (2008) para explicar el mecanismo del efecto

broncodilatador de los andrégenos son sélo sugerentes, pero no contundentes.
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2. PLANTEMIENTO DEL PROBLEMA

El asma es un padecimiento cronico inflamatorio de la via aérea, con una
alta prevalencia en todo el mundo, lo cual justifica su estudio. Numerosas
evidencias epidemioldgicas han sefialado que, la incidencia y la severidad del
asma se encuentran directamente relacionadas por el estatus enddcrino, el
género y la edad. En afos recientes, varios trabajos epidemiologicos y clinicos
han sefialado que la incidencia de asma es critica en los nifios respecto a las
nifias, pero menor en los varones durante la edad reproductiva, cuando los
androgenos alcanzan los niveles fisiologicos mas altos en los hombres sanos,
volviendo a exacerbarse en la tercera edad del varén. La correlacion entre los
niveles de androgenos y el asma sugiere que posiblemente las hormonas
sexuales masculinas confieran una protecciéon en los hombres jovenes en edad
reproductiva, disminuyendo el riesgo de padecer asma. Sin embargo, la
informacion disponible respecto al papel que juegan los andrégenos en la

reactividad del MLVA y su asociacidn con el asma es muy exigua.

Por lo tanto, se requiere contar con mas evidencias experimentales que
permitan definir si los andrégenos intervienen en la regulacién de la contraccion
de las vias aéreas y, en consecuencia, puedan actuar previniendo el
broncoespasmo producido por alérgenos. Cabe sefialar que es indispensable
contar con el conocimiento sobre el mecanismo de la accién broncorelajante
gue ejercen estas hormonas masculinas. Este estudio sera una contribucién
importante para el entendimiento de la fisiopatologia del asma y la presunta

participacion benéfica de los andrégenos en este padecimiento.
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3. HIPOTESIS

Se espera que el efecto broncodilatador de los andrégenos sea capaz de
prevenir el broncoespasmo causado por un reto antigénico (modelo
experimental de asma). Se plantea también que la respuesta provocada por los
andrégenos sea en consecuencia a un blogqueo de la entrada de Ca*
extracelular a través de los canales de Ca** dependientes de voltaje (CCOV),

.. Ademas, la diferencia estructural de

resultando en la disminucion de la [Ca
cada androgeno podria correlacionar con su actividad broncodilatadora y sitio

de accion.

26



4. OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar el efecto relajante de diferentes andrégenos DHEA, TES, 5a-DHT
y 5B-DHT sobre diferentes tipos de contracciones inducidas en el musculo liso
traqueal aislado de cobayo, en condiciones normales (cobayos no
sensibilizados) y en un modelo experimental de asma (cobayos sensibilizados);
explorando el mecanismo de la accion broncodilatadora inducida por los
andrégenos sobre el MLVA (epitelio; B, adrenoreceptores; canales idnicos de
K*y Ca®"). Determinar si el efecto broncodilatador in vitro de los andrégenos es

operativo in vivo al prevenir el broncoespasmo en cobayos sensibilizados.

4.2. Particulares:

1. Establecer el efecto que causa el precursor de los andrégenos,
DHEA sobre el MLVA. Determinar si es una accién de tipo no
genémica y explorar si el efecto producido es antes de su
biotransformacion hacia TES o estrégenos. Explorar el potencial

antagonismo de DHEA sobre los canales de Ca**.

2. Comparar el efecto relajante de DHEA, TES, 5a-DHT y 5B-DHT
sobre contracciones provocadas por CCh (0.3 uM) o KCI (60 mM)
en el musculo liso traqueal de cobayos machos no sensibilizados
vS. cobayos sensibilizados y, conjuntamente, explorar la habilidad
broncorelajante de los mismos andrégenos sobre una contraccion
de diferente naturaleza; la contraccion provocada por el reto

antigénico con OVA en cobayos sensibilizados. Con estos datos se
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determinara la potencia y la eficacia de cada androgeno sobre
diferentes tipos de contraccion y, comparar la respuesta entre
tejidos sanos (normales) y sensibilizados (condicion de asma).
Evaluar la participacion de la funcion del epitelio en el efecto
relajante inducido por los andrégenos en anillos traqueales con y
sin epitelio y en presencia de un inhibidor de la 6xido nitrico
sintasa, N“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 10 pM), para

descartar también la participacion del 6xido nitrico (NO).

Establecer una relacion entre la estructura quimica y la actividad

broncorelajante de cada andrégeno.

Determinar la participacion de los receptores (3, adrenérgicos en el
efecto relajante inducido por los andrégenos, probando los
andrégenos en presencia de propranolol, un antagonista de los

receptores [3, adrenérgicos.

Explorar la posible participacion de los canales de K* en el efecto
relajante de los andrégenos en la traquea aislada de cobayo,
utilizando un bloqueador no selectivo de los canales de K*

(tetraetilamonio; TEA).

Evaluar la participacion de los CCOV en el efecto broncorelajante
de los androgenos mediante la técnica de microfluorometria en
miocitos aislados de la traguea de cobayo, midiendo el aumento de
la [Ca*"]i por estimulos de KCI ante la preincubacién con cada

androgeno.
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7. Determinar la accion broncodilatadora in vivo de los diferentes
androgenos en el animal completo mediante pletismografia
barométrica sobre el broncoespasmo provocado por OVA en

cobayos previamente sensibilizados.
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5. METODOLOGIA

5.1. Material Biolégico

Para este trabajo se utilizaron cobayos machos de la cepa Hartley, con un
peso de 450 a 600 g, provenientes del Bioterio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER). Los animales fueron mantenidos en
condiciones convencionales, con acceso al alimento (pellets Harlan Inc.) y al
agua ad libitum. Los protocolos realizados fueron aprobados por el “Comité
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, de la Universidad Nacional Autnoma de México.
Los experimentos se realizaron siguiendo los “Principios que Guian el Cuidado
y Uso de Animales” aprobado por la American Physiological Society. Los

cobayos fueron agrupados en: no sensibilizados y sensibilizados a OVA.

5.1.1. Cobayos sensibilizados a OVA

Para obtener el modelo de asma experimental, los cobayos fueron
sensibilizados el dia 1 por administracion de 0.5 ml i.p. y 0.5 ml s.c. de una
mezcla de 60 pg ml™ de OVA y 1 pg mlI™* de Al(OH); (hidroxido de aluminio
como coadyuvante) disueltos en solucion salina (NaCl 0.9%). El dia 8, los
animales recibieron un reto antigénico con 3 mg ml* de OVA en solucién
salina, nebulizada durante 5 min, con un nebulizador ultrasénico (WH-2000
YueHua Medical Instrument Factory Co., Ltd., China). En el dia 15, los
animales recibieron otro reto antigénico con 1 mg mi* de OVA en solucién
salina nebulizada durante 1 min. La respuesta al antigeno fue establecida por

la disnea severa. Los experimentos se realizaron entre los dias 21 y 25 de
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tratamiento y soOlo se utilizaron los animales que respondieron al reto

antigénico.

5.2. Sistema de registro isométrico paratejido aislado

Se utilizaron anillos traqueales de cobayos no sensibilizados vy
sensibilizados. Con la finalidad de comparar el efecto broncodilatador inducido
por los andrégenos en ambos grupos, siempre se realizé el mismo protocolo

experimental.

Los cobayos fueron sacrificados por exsanguinacion bajo anestesia
(pentobarbital sédico, 70 mg kg™, i.p.); inmediatamente se disecé la traquea y
se coloc6 en una caja de Petri de doble pared con solucibn Ringer
Krebs-Henseleit normal (Ringer) con la siguiente composicion (mM): NaHCO3
(25), NaCl (120), KCI (4.77), KH,PO4 (1.20), MgSO,4 (1.20), CaCl, (2.5) y
Glucosa (11). La temperatura del Ringer se mantuvo a 37°C mediante un bafio
recirculador de agua, ademas, para estabilizar su pH a 7.4, la solucién fue
burbujeada con una mezcla gaseosa de 5% CO, en 95% O,. En estas
condiciones, la traquea se limpié de tejido adiposo y se corté en ocho anillos,

cada uno de 0.3 cm de longitud.

Para determinar la participacion del epitelio en el efecto relajante inducido
por los androgenos, los anillos traqueales de los cobayos no sensibilizados se
utilizaron en dos condiciones: (i) intactos (anillos con integridad del epitelio; no
raspados) y (ii) anillos raspados (en los cuales se elimind el epitelio). Para

eliminar el epitelio, el lumen de los anillos traqueales fue raspado
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vigorosamente realizando movimientos circulares con una lima odontolégica

(K-File Colorinox 140), evitando el dafio de la capa muscular.

5.2.1. Montaje de los anillos traqueales en el sistema de registro

isomeétrico

Cada anillo traqueal fue colocado en el sistema de registro isométrico y
suspendido de manera horizontal en una camara de incubacion con 10 ml de
solucion Ringer a 37°C y con un pH de 7.4, mantenido mediante burbujeo
continuo de una mezcla gaseosa 95% 0,/5% CO,. Cada anillo traqueal fue
colocado en la camara de incubacion utlizando dos ganchos de acero
inoxidable en forma de “L”, que fueron introducidos a través del lumen de
manera contrapuesta. Uno de los ganchos fue fijado a la base de la camara y el
otro gancho se sujetd a un transductor de tension (Grass Instruments, FT03C)
con ayuda de un hilo de seda. El transductor detecto las sefiales mecanicas del
tejido y las transformo en sefiales eléctricas que envio a un sistema de captura
(BIOPAC, Systems Inc.). En el sistema de registro isométrico (Fig. 4), los
anillos se sometieron a una fuerza de tensiéon de 1 g (10 mN) durante todo el

experimento.

Los anillos traqueales fueron estabilizados por 60 min, antes ser
despolarizados (preestimulo), durante 20 min, con Ringer de K" alto (KCl 60
mM), obtenido por sustitucion equimolecular de NaCl 64.7 mM por KCI 60 mM.
Los tejidos fueron repolarizados mediante un cambio de solucion Ringer normal
(lavado) y cuando regresaron a su basal se dejaron en reposo por 20 min. Se
repitieron dos preestimulos mas para verificar la viabilidad del tejido; sélo se

utilizaron anillos que tuvieron una fuerza de contraccion 21 g.
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Figura 4. Sistema de registro isométrico para tejido aislado. 1. Transductores de tension, 2. CAmaras de incubacion, 3. Bafio recirculador de agua para
mantener la temperatura constante a 37°C, 4. Suministro de la mezcla gaseosa 5% C0,/95% O,, 5. Amplificadores y 6.Computadora.

33



5.2.2. Determinacion farmacolédgica de la presencia o la ausencia de

epitelio traqueal

Con el objetivo de corroborar la presencia o la ausencia de epitelio en los
anillos traqueales de cobayos no sensibilizados, se utilizé bradicidina (BK); este
compuesto provoca relajacion dependiente del epitelio (Bramley et al., 1990).
Asi, después de los preestimulos con KCI, se adicion6 320 nM de BK sobre el
tono basal de cada anillo traqueal; entonces, la presencia del epitelio fue
corroborada cuando la BK provocé la disminucion del tono basal (< 0.3 g) en
los anillos intactos y, de manera opuesta, en los anillos raspados, la eliminacién
del epitelio fue confirmada por el incrementé del tono basal inducido por la BK.

Las respuestas provocadas por la BK fueron registradas durante 10 min.

5.2.3. Prueba de los andrégenos sobre anillos tragueales de cobayo

Una vez realizados los preestimulos y confirmada la condicién del epitelio,
se realizaron las pruebas de los andrégenos; para esto, las preparaciones
traqueales de cobayos no sensibilizados y sensibilizados fueron contracturados
con KCI (60 mM) o con CCh (0.3 puM) por 90 min (respuesta control); otras
preparaciones traqueales, Unicamente de cobayos sensibilizados fueron
contracturados con OVA (1 uM; esta contraccion se provoco una vez, ya que
fue resistente a los lavados, por lo cual los tejidos no regresaron a su tono
basal). Cabe aclarar que los androgenos se estudiaron de manera comparativa,
sobre las contracciones provocadas por los tres diferentes agentes contractiles
(OVA, KCl y CCh), ya que cada agente actia por mecanismos de accion
diferentes para inducir contraccion. Después de 60 min de haberse registrado

la contraccion control con KCl o CCh, una segunda contraccion fue provocada
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y, sobre el tono estable de cada contraccion (inducidas por OVA, KCI o CCh),
se adicion6 cada androgeno (DHEA, TES, 5a-DHT y 5B-DHT), por separado y
a concentraciones acumulativas (9, 20, 42, 91 y 200 uM); el efecto de cada
concentracion de los andrégenos se registré por 15 min. Finalmente, los tejidos
fueron lavados y reequilibrados por 60 min, antes de realizar un ultimo estimulo
para observar la recuperacion funcional de los anillos traqueales.
Colateralmente, se realizaron las pruebas correspondientes con el vehiculo
(etanol absoluto, 0.1% v/v, para cada concentracion de andrégeno) en el cual
fueron disueltos y adicionados los andrégenos. Las curvas concentracion
respuesta de los andrégenos fueron construidas y comparadas; igualmente, se
compararon las curvas obtenidas en los tejidos de cobayos no sensibilizados

vs. sensibilizados.

En otros experimentos, para comparar la accion broncodilatadora de los
andrégenos con un conocido broncodilatador, agonista [ adrenérgico,
salbutamol; se realizaron pruebas a diferentes concentraciones de salbutamol
(9-420 nM). Estas pruebas se realizaron en anillos tragueales de cobayos no
sensibilizados y sensibilizados, sobre la contraccibn con OVA o CCh. Las
concentraciones de salbutamol se adicionaron a los tejidos de manera
acumulativa. Se construyeron las curvas concentracion respuesta de
salbutamol y su efecto broncorelajante fue comparado con el efecto provocado

por los andrégenos.
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5.3. Determinacion del potencial papel del 6xido nitrico (NO) en el

efecto broncodilatador inducido por andrégenos

Para investigar la posible participacion del NO en la accion
broncorelajante inducida por los andrégenos, los anillos con epitelio, de
cobayos no sensibilizados, fueron contracturados con KCl y tratados durante 30
min con el inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (NOS), L-NAME (10 uM),
después de este tiempo, los andrégenos fueron probados con el mismo
esquema de concentraciones acumulativas. Para cada androgeno, se comparo
su efecto broncorelajante en presencia y en ausencia del tratamiento con

L-NAME.

5.4. Mecanismo de accion de los andrégenos

Estudios previos han mostrado que el efecto broncorelajante de la TES y
sus dos dihidrometabolitos es de tipo no genomico (Bordallo et al., 2008;
Kouloumenta et al., 2006); sin embargo, para la DHEA esto aln no se conoce;
por lo anterior, en esta tesis se investigd la posible participacion de los
mecanismos de transcripcion, traduccion y de los productos de la

biotransformacion de DHEA en su efecto broncorelajante.

Ademas, se examin6 la potencial participacion de los receptores f;
adrenérgicos, los CCOV o los canales de potasio en la acciéon broncorelajante
de los cuatro andrégenos bajo estudio. Para llevar a cabo estas pruebas se

utilizaron cobayos no sensibilizados.
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5.4.1. Inhibidores de la sintesis de proteinas, de la transcripcion y de

la actividad de la 38-HSD

Para caracterizar la via de la accion relajante de la DHEA (gendmica o no
genomica), se realizaron experimentos en anillos tragueales con epitelio, se
provocoé una contraccion con KCl y, sobre el tono estable, se preincubo el tejido
con el inhibidor de la sintesis de proteinas (cicloheximida; 40 uM) o el inhibidor
de la transcripcion (actinomicina D; 10 uM), pasados 30 min de tratamiento se
adicionaron las concentraciones acumulativas de DHEA (9-200 pM) para
obtener las curvas concentracion respuesta de DHEA en presencia de los
inhibidores, estas curvas fueron comparadas con las obtenidas sin los

inhibidores mencionados.

Al existir la posibilidad de que el efecto relajante de DHEA sea provocado
después de su biotransformacion (hacia estrégenos o hacia andrégenos), se
realizaron los siguientes experimentos. Se obtuvo el efecto de las diferentes
concentraciones de DHEA sobre contracciones inducidas por KCI en tejidos
traqueales, preincubados con epostano (WIN 32,729; 1 uM) durante 60 min. El
epostano es un inhibidor puro de la enzima 3B-HSD, que cataliza la
biotransformacion de DHEA a andrdgenos y estrégenos. Asi, la curva
concentracion respuesta de DHEA en presencia de epostano se comparé con

el control (sin epostano).
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5.4.2. Exploracion de la posible participacion de los receptores B,

adrenérgicos en la broncodilatacion inducida por los andrégenos

En otro grupo de experimentos, se evalud la potencial participacion de los
receptores [, adrenérgicos; los cuales activan una importante via de
sefalizacion para la relajacion del MLVA. Los anillos traqueales de cobayos no
sensibilizados se contracturaron con CCh y se preincubaron durante 30 min
con propranolol (10 uM; antagonista de los B, adrenoreceptores); en estas
condiciones las diferentes concentraciones de cada uno de los andrégenos
fueron adicionadas a los tejidos para obtener las curvas concentracion
respuesta de los andrégenos. Se compararon las curvas de los andrégenos
con y sin tratamiento con el antagonista. El vehiculo de los andrégenos también

fue probado en presencia de propranolol.

Previamente, se verific6 que la concentraciéon de 10 uM de propranolol,
efectivamente antagonizara los receptores (B, adrenérgicos en la traquea de
cobayo. Para esto, cuando el tono de la contraccién provocada por CCh (0.3
MM) se mantuvo estable, se adicion6 10 puM de salbutamol (agonista (3
adrenérgico), que relajo la contraccion inducida por CCh; posteriormente, en
una segunda contraccion con CCh, el tejido se preincubd con propranolol (10
M) por 30 min y después se adiciono salbutamol. La presencia de propranolol
inhibié totalmente el efecto relajante inducido por la salbutamol, confirmando
que propranolol, a la concentracion de 10 uM, antagoniza a los receptores £,

adrenérgicos en los anillos traqueales de cobayo.
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5.4.3. Potencial participacion de los canales de potasio en la accion

broncorelajante de los andrégenos

Teniendo en cuenta que el eflujo de K*, a través de los canales de K*, de
la célula del MLVA provoca relajacion, en otros experimentos se investigo el
potencial papel de los canales de K' en la accion broncorelajante de los
andrégenos. Se obtuvieron las curvas concentracion respuesta de los
androgenos en anillos traqueales contracturados con CCh vy tratados, por 30
min, con tres diferentes concentraciones de tetraetilamonio (TEA; 1, 10 o 30
mM). TEA es un inhibidor no selectivo de los canales de K*; a concentraciones
bajas (<1 mM) tiene la habilidad de ser un inhibidor selectivo de los canales de
K" dependientes de voltaje (K,) y a concentraciones altas (10-30 mM) bloquea
selectivamente los canales de K" sensibles a Ca** (Kca) (Bradding y Wulff,
2009; Ghatta et al., 2006). Las curvas de los andrégenos obtenidas en
presencia de cada concentracion de TEA se compararon con las curvas sin
TEA. Colateralmente, se realizaron las pruebas del vehiculo (etanol absoluto;

0.1% v/v) de los andrégenos.

5.4.4. Potencial antagonismo de los andrégenos sobre los canales de

Ca®" operados por voltaje (CCOV)

Los CCOV permiten el influjo de Ca* extracelular, teniendo como
prerrequisito la despolarizacién de la membrana. El Ca** que entra por esta via
contribuye al mantenimiento de una contraccién tonica, por lo cual, se investigo
el potencial antagonismo de los androgenos sobre los CCOV, como un posible
mecanismo a través del cual inducen su efecto broncorelajante. Utilizando el

registro isométrico, primero se realizaron pruebas con el precursor de los
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androgenos, DHEA. Los anillos traqueales se despolarizaron con Ringer alto en
K* libre de Ca?" (KCl-Ca** @; solucién despolarizante con KCI 60 mM,
modificada por la adicién de 2 mM de EGTA y sin CacCly); lo cual provoco una
contraccion transitoria. Cuando los anillos regresaron a su tono basal por
ausencia de Ca®", se adiciond CaCl, (2.5 mM) para provocar una contraccién
ténica por entrada de Ca** a través de la activacién, por despolarizacion, de los
CCOQV, la contraccion se registr6 por 30 min (respuesta control). Los anillos
fueron lavados con KCI-Ca®* @ y se reequilibraron por 60 min. Antes de
provocar una segunda contraccién con CacCl,, los anillos traqueales fueron
incubados 10 min antes con DHEA (9-91 uM; de manera independiente y no
acumulativa). En estas condiciones se adicioné la misma concentracion de
CaCl, y la contraccion fue registrada por 30 min. Los anillos nuevamente fueron
lavados y reequilibrados por 60 min y, se provoco una tercera contraccion con
CacCl,, para verificar la viabilidad de los tejidos. La primera contraccién inducida
por CaCl, (respuesta control) fue comparada con la segunda estimulacion a

CacCl; en presencia de cada una de las concentraciones de DHEA.

En otros ensayos, los anillos traqueales fueron contracturados con KCl y
se preincubaron 10 min con Bay K 8644 (100 uM; activador de los canales de
Ca®" sensibles a dihidropiridinas), antes de adicionar las concentraciones
acumulativas de la DHEA. La curva concentracion respuesta de DHEA en
presencia de Bay K 8644 fue obtenida y comparada con la curva concentracion
respuesta de DHEA sin Bay K 8644. Ademas, en otros anillos traqueales, se
probé DHEA 200 uM (concentracién para obtener el Ensx) Sobre la contraccién

inducida con Bay K 8644 (100 puM). Paralelamente, en todos los casos se
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realizaron las pruebas con el vehiculo de Bay K 8644 (etanol absoluto, 0.1%

v/v) y se realizé la comparaciones con el efecto de los tratamientos.

2+]i

5.5. Fluctuacién de la [Ca“']; en la célula del MLVA en respuesta a los

andrégenos

Los datos anteriores indicaron que la relajacion de DHEA est4 asociada
con el bloqueo del paso de Ca*" extracelular por los CCOV. Para relajar el

MLVA, un hecho contundente es la disminucién de la [Ca®'];

y una de las
consecuencias es el bloqueo del influjo de Ca?* extracelular, entre otras. Por lo
tanto, con la técnica de microfluorometria (Fig. 5) se procedi6 a medir

2+]i

directamente la fluctuacién de [Ca“’]i en presencia de los derivados de la

2+]i

DHEA, para determinar el efecto de los andrégenos sobre la [Ca“’]; en miocitos

aislados en fresco del musculo liso de la traquea de cobayo no sensibilizado.

Para estos experimentos, la trAdquea se aislé (como fue explicado
previamente) y el MLVA fue disecado para aislar los miocitos, por disgregacién
enzimatica y mecénica. EI MLVA fue incubado a 37°C en 5 ml de solucion
Hanks con 2 mg de cisteina y 0.05 U ml™* de papaina. Después de 10 min, el
tejido fue lavado con solucion Leibovitz y se coloco en solucion Hanks con 1
mg ml* de colagenasa tipo-1 y 4 mg ml* de dispasa Il, durante
aproximadamente 10 min a 37°C. El tejido se dispersé con agitacion mecanica
hasta que se observo la separacion del tejido, la actividad enzimatica fue
detenida por la adicion de solucién Leibovitz. Posteriormente, las células fueron
centrifugadas a 600 rpm a 20°C durante 5 min. Finalmente, el sobrenadante se

desecho y el boton celular se suspendio en 5 ml de Ringer Krebs-Henseleit
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bajo en Ca®* (0.1 mM), donde las células se incubaron con 0.5 pM de Fura-2-

acetoximetil éster (Fura-2-AM; un fluoréforo de Ca?*) durante 1 h a 22-25°C.

Posteriormente, las células marcadas con Fura-2-AM se pegaron, con
colagena, a la base de una camara de registro montada en un microscopio
invertido; en la cAmara se mantuvo una perfusién continua (1 a 1.5 ml min™)
con solucién Krebs (1.5 mM Ca*") a 37°C con pH de 7.4, mantenido por el
burbujeo con una mezcla de 5% CO, y 95% O,. En estas condiciones las
células fueron excitadas, alternadamente, con luz de 340 y 380 nm de longitud
de onda y la emision fue colectada a 510 nm usando un microfluorémetro de
PTI (modelo D-104). La fluorescencia basal se restd automaticamente. La
[Ca®]; se calcul6 de manera convencional con la féormula de Grynkiewicz y

colaboradores (Grynkiewicz et al., 1985).
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Al iniciar el protocolo experimental, los miocitos fueron perfundidos con
solucion Ringer normal, por 15 min, antes de verificar su viabilidad mediante un
estimulo de 5 min con KCI (60 mM; estimulo control); después, se lavaron con
Krebs normal y se dejaron en reposo durante 15 min. A continuacién, los
miocitos fueron incubados por 5 min con las diferentes concentraciones de
cada androgeno (1, 10, 100 y 320 nM), de forma independiente; es decir, antes
de otro estimulo con KCI. Entre cada estimulo las células permanecieron en

2+]i

reposo un periodo de 15 min. Se comparo el incremento de la [Ca“']; inducida

por estimulo control de KCI con el incremento de la [Ca®"]

inducida por el KCI
en presencia de cada concentracion de los andrégenos. El mismo protocolo se
realiz6 adicionando el vehiculo en el cual fueron adicionados los androgenos

(etanol absoluto; 0.1% v/v). Se construyeron las curvas concentracion

respuesta de los andrégenos y se obtuvo la Clsp y el Emax.

5.6. Evaluacion del potencial efecto preventivo de los andréogenos

sobre el broncoespasmo provocado por OVA in vivo

Para evaluar si la accién broncodilatadora de los andrégenos previene el
broncoespasmo en el animal completo, se utiliz6 un método isovolumétrico con
una camara pletismografica cerrada (Fig. 6; Buxco Electronics Inc.) para
registrar los cambios de la resistencia pulmonar (R.) de las vias aéreas de los
cobayos sensibilizados. Asi, entre los dias 21 y 25 de la sensibilizacion con
OVA, los cobayos fueron anestesiados con pentobarbital sédico (35 mg kg™;
i.p.); se mantuvieron bajo anestesia mediante la administracién de pentobarbital
sédico (9 mg kg™ i.v.) cada hora. Para suprimir los movimientos respiratorios

espontaneos se administré bromuro de pancuronio (0.06 mg kg™; i.v.).
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Después, con ayuda de material de microcirugia, se colocé una canula en
la vena yugular; a través de esta cdnula se administraron los farmacos; la
arteria carotida fue canulada para el registro de la presion arterial. Ademas, la
trAquea de los cobayos también se canul6 para que recibieran ventilacion

mecénica (10 ml kg™; a 48 respiraciones min™) durante todo el experimento.

Otra canula fue colocada en la parte media del es6fago, con la finalidad
de medir la presion intraesofagica, como un indicador de la presion intrapleural.
Las presiones de las canulas esofagica y traqueal fueron registradas con un
transductor de presion diferencial (TRD4510; Buxco Biosystem). La presion en
la camara pletismografica, fue registrada por otro transductor de presion
diferencial y convertida en una sefal de flujo por el sofware Buxco Biosystem
(XA v1.0; Buxco Biosystem). Con ayuda de este software se calculé la R_ con
la siguiente férmula R, = AP / AV’; donde AP es el cambio de la presion y AV’

es el cambio del flujo en la via aérea.
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Figura 6. Pletismografia para animal anestesiado. 1. Céamara pletismogréfica, 2.
Transductores de presion diferencial, 3. Ventilador para mantener la frecuencia respiratoria
constante, 4. Amplificadores y 5. Computadora.
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Con el objetivo de determinar si los androgenos podrian prevenir el
broncoespasmo, se realiz6 el siguiente procedimiento; una vez que los
animales fueron preparados en la camara pletismografica cerrada, se registré
la R_ de los cobayos durante 3 min (valor de la R_ basal). Después, se
administré una dosis de cada andrégeno (35, 110 y 350 pmol kg™ min™; i.v) o
de su vehiculo (DMSO: dimetilsulféxido; 11 pmol kg™ min*; i.v.); el tratamiento
se inicié 15 min antes de provocar el reto antigénico por la administracion de
OVA (75 pg kg™* min™; i.v.). Para obtener el control del broncoespasmo
provocado por OVA, en otros animales se registré la R. en respuesta al reto
antigénico sin ningun tratamiento previo. Durante el reto antigénico, los
cambios en la R fueron registrados por 30 min. Cabe aclarar que sélo se
administré una dosis de cada andrégeno por animal. Finalmente, los cambios
de la R_ durante el broncoespasmo fueron comparados entre los animales sin
tratamiento (control), los que recibieron el vehiculo (control del vehiculo) y los
animales que recibieron alguna dosis de cada andrégeno. Es importante
sefalar que los valores basales de la R. no fueron modificados por la
administracion de DMSO ni de los andrégenos. Se construyeron las curvas
dosis respuesta para cada androgeno y se calculd la DEsg (dosis efectiva 50;
dosis a la cual se obtiene el 50% de la inhibicion de la R_ después del reto

antigénico).
5.7. Evaluacién y andlisis estadistico de los datos

El efecto relajante inducido por los andrégenos in vitro es presentado
como % de relajacion de la contraccion inducida por OVA, KCI o CCh. Cada

dato en las curvas concentracion respuesta de los andrégenos representa la
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media + DEM (n = 6, cada n representa un cobayo). El efecto de los
andrégenos sobre cada contraccion fue evaluado comparando la amplitud de la
contraccion control vs. la respuesta producida ~15 min después de adicionar
cada concentracion de los andrégenos. La eficacia de los androgenos, fue
expresada como Enax (efecto maximo inducido por los andrégenos a la mayor
concentracion probada; 200 pM). A partir de las curvas se calculo, por
regresion lineal, la concentracion inhibitoria media (Clsp) de los andrégenos, la
cual es la concentracion del androgeno requerida para inhibir el 50% de la
contractura provocada por cada agente contractil, (OVA, KCI, CCh o CaCl,, en
los experimentos in vitro; o inhibir el 50% de la [Ca®']; en los experimentos con

células anicas).

La prevencién del broncoespasmo de los cobayos sensibilizados fue
expresada como disminucion de la resistencia pulmonar (R.). Se establecio el
tiempo de la respuesta asméatica temprana (EAR, por sus siglas en inglés)
como el tiempo con mayor incremento de la R;; siendo esta la fase aguda del
broncoespasmo, al min 4. La respuesta asmatica tardia (LAR) fue establecida
cuando la R_ disminuyé y se estabiliz6, a los 12 min de iniciado el
broncoespasmo. La DEsq (dosis efectiva 50; dosis a la cual se obtiene el 50%
de inhibicion de la R_ provocada por el broncoespasmo) se calculé con las
curvas temporales de la inhibicion de la R_. en los experimentos in vivo.
Ademas, se obtuvo el area bajo la curva del incremento de la R durante el reto

antigénico.

Para comparaciones entre dos grupos se utilizé la prueba t de Student de

dos colas no pareada; para la comparacion entre los andrégenos y su

48



respectivo control, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos colas de
una via, seguido de la prueba de Dunnett; para la comparacion entre los
androgenos se realiz6 una ANOVA seguido de la prueba de Tukey. La
comparacion de las curvas se realizd6 mediante un analisis de covarianza

(ANCOVA). Se consideré un valor significativo cuando P < 0.05.

5.8. Farmacos utilizados

Con excepcion del epostano (WIN 32,729; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TX, EUA), Bay K 8644 (INC Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA,
EUA) y pentobarbital sédico (Pfizer, México); los siguientes compuestos fueron
adquiridos de Sigma (Chemical Co., St Louis MO., EUA):
dehidroepiandrosterona (DHEA,; 3B-hidroxi-5-androsten-17-ona), testosterona
(TES;  17B-hidroxi-4-androsten-3-ona),  5a-dihidrotestosterona  (5a-DHT;
17B-hidroxi-5a-androstan-3-ona), 5@-dihidrotestosterona (53-DHT; 17p-hidroxi-
5B-androstan-3-ona), carbacol (CCh; 2carbamoiloxietil-trimetilazanio),
bradicidina (BK), propranolol ((RS)-1-(isopropilamino)-3-(naftalen-1-
iloxi)propan-2-ol), L“-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), salbutamol,
bromuro de pancuronio, los inhibidores de las transcripcion (actinomicina D) y
de la sintesis de proteinas (cicloheximida), ovoalbumina (OVA) hidroxido de
aluminio (Al(OH)3), dimetilsufoxido (DMSO), cloruro de tetraetilamonio (TEA),

Fura-2-acetoximetil éster (Fura-2-AM).

En los experimentos in vitro, los andrégenos, Bay K 8644, epostano,
actinomicina D, cicloheximida, TEA y FURA-2-AM se disolvieron y adicionaron
en etanol absoluto (Merck-México, S.A.). Cada concentracion de androgeno fue

aplicada en un volumen final de 0.1 % v/iv en 10 ml de Ringer, lo cual
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corresponde a 17.14 mM de etanol. Se disolvieron en agua bidestilada: CCh,
BK, propranolol, L-NAME y salbutamol. Para los experimentos in vivo los
andrégenos se disolvieron y administraron en DMSO; la OVA se disolvié en

solucion salina fisiologica.
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6. RESULTADOS

6.1. Determinacién de la condicion epitelial en los anillos tragueales de

cobayos no sensibilizados

Los anillos traqueales de los cobayos no sensibilizados fueron utilizados para
las pruebas de los andrégenos sélo cuando se confirmd, de manera farmacoldgica,
la presencia o la ausencia de epitelio bronquial. Como se observa en la Fig. 7, en los
anillos intactos la BK (320 nM) disminuyé el tono basal (<300 mg), indicando asi la
presencia de epitelio; por el contrario, la BK provocé un incremento del tono basal
(2300 mg) en los anillos donde se elimind6 mecanicamente el epitelio, lo cual

corrobor6 que estos anillos no tenian células epiteliales.

Anillos con epitelio Anillos sin epitelio
z
£ _/—‘_"_..-“"'\-\
2
— TN\ T )
10 min 1T T BK 320 nM L
BK 320 nM L

Figura 7. Registros tipicos de la traquea de cobayo donde se muestra la prueba farmacolégica
de la funcion epitelial con bradicidina (BK, 320 nM), la cual induce disminucién del tono basal en
anillos con epitelio y, de manera contrastante, incrementa el tono basal en anillos sin epitelio; lavado

wL).
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6.2. Efecto relajante de los andrdégenos en anillos traqueales de cobayos

Los andréogenos bajo estudio: DHEA, TES, 5a-DHT y 5B-DHT, a todas las
concentraciones probadas (9-200 uM), disminuyeron del tono de la contraccion
provocada por KCI o CCh en anillos traqueales de cobayos no sensibilizados y
sensibilizados (Fig. 8); asimismo, los andrégenos relajaron la contraccion inducida
por OVA en los anillos traqueales de cobayos sensibilizados. El efecto
broncorelajante de los androgenos, sobre los tres tipos de contracciones, fue
dependiente de la concentracion (ver Fig. 9) y se caracterizé por presentarse ~2 min
después de la adicidbn de cada concentracién de los androgenos. Ademas, dicho
efecto fue reversible; es decir, cuando los andrégenos fueron retirados del tejido, en
otro estimulo con KCI o CCh, se observo una total recuperacion de la amplitud de la

contraccion.

El vehiculo (etanol absoluto, 0.1% v/v; por cada concentracién de andrégeno)
utilizado, para disolver y adicionar los andrégenos, no modific6 de manera
significativa (P > 0.05) el tono de la contraccion provocada por OVA, KCl o CCh
(<5.7% de relajacion). El efecto relajante inducido por los androgenos fue

significativamente diferente al vehiculo (P < 0.05).

Con base en el andlisis estadistico realizado, se observé que las curvas
concentracion respuesta de los androgenos, sobre las contracciones por KCl o CCh,
no tuvieron diferencias entre las preparaciones traqueales de animales no

sensibilizados y sensibilizados (Fig. 9; P > 0.05).
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Figura 8. Registros tipicos de la traquea de cobayo donde se muestra el efecto inhibitorio de
dehidroepiandrosterona (DHEA), testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) vy
5B-dihidrotestosterona (5B-DHT) sobre la contraccion inducida por: A) KCI (60 mM) y B) CCh 0.3
MM en anillos la trdquea de cobayos no sensibilizados; lavado (L).
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Figura 9. Curvas concentracidn-respuesta de dehidroepiandrosterona (DHEA)
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testosterona (TES),

5a-dihidrotestosterona (5a0-DHT) vy

5B-dihidrotestosterona (58-DHT) sobre la contraccion inducida por ovoalbimina (OVA, 1 uM), KCI (60 mM) o carbacol (CCh, 0.3 uM) en la trdquea de
cobayos no sensibilizados (A-D) y sensibilizados (E-H). Diferencias entre el efecto relajante inducido por los andrégenos en las contracciones (*P<0.01;
**P<0.0001). Concentracion inhibitoria 50 (Clsp). Cada simbolo es la media de n = 6 + DEM.
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Por otro lado, como se muestra en la Fig. 10, salbutamol, como era de
esperarse, provocOd un efecto broncodilatador en preparaciones traqueales de
cobayos no sensibilizados y sensibilizados. El efecto relajante inducido por
salbutamol fue mas potente que el inducido por los andrégenos, ya que su efecto se
observé a concentraciones mil veces menores, en el rango nM. Sin embargo, a
diferencia del efecto broncodilatador provocado por los andrégenos, el salbutamol
fue menos potente en anillos traqueales contracturados con CCh de cobayos

sensibilizados.
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Figura 10. Curvas concentracién-respuesta de salbutamol sobre la contraccion inducida por
CCh (0.3 pM) y OVA (1 uM) en anillos traqueales de cobayo. Diferencias entre el efecto relajante
inducido por salbutamol sobre la contraccién por CCh en cobayos sensibilizados vs. OVA en cobayos
sensibilizados y CCh en cobayos no sensibilizados (*P<0.001; **P<0.00001) y; diferencias del efecto
de salbutamol sobre la contraccion de OVA en cobayos sensibilizados vs. CCh en cobayos no
sensibilizados ("P<0.05). Efecto maximo (Ems). Concentracion inhibitoria 50 (Clsp). Cada simbolo es
la media de n = 6 + DEM.
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6.3. Efecto de la eliminacion del epitelio sobre la relajacion inducida por

los andrégenos

Las comparaciones entre las curvas concentracion respuesta de cada
androgeno en los anillos traqueales con y sin epitelio de cobayos no sensibilizados
muestran que sobre la contraccion por KCI: (i) el efecto relajante de DHEA no tuvo
diferencias (P > 0.05; Fig. 11A) entre los anillos con y sin epitelio y; (ii) la relajacion
de TES, 5a-DHT y 5B-DHT fue mayor por la eliminacion del epitelio, ya que las
curvas concentracion respuesta de estos androgenos en los anillos sin epitelio,
fueron desplazadas a la izquierda, de manera significativa (P < 0.0001; Fig. 11B-D),

con respecto a las curvas obtenidas en los anillos con epitelio.

En los tejidos contracturados con CCh, no se encontraron diferencias entre las
curvas concentracion respuesta en los anillos con y sin epitelio de DHEA y TES (P >
0.05; Fig. 11E y 19F); pero las curvas de 5a-DHT y 5B-DHT en anillos sin epitelio
fueron desplazadas a la izquierda significativamente (P < 0.0001; Fig. 11G y 9H) con
respecto a las curvas en los anillos con epitelio, indicando que la relajacién inducida

por estos andrégenos se incrementd en los anillos sin epitelio.
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Figura 11. Curvas concentracion-respuesta de dehidroepiandrosterona
5B-dihidrotestosterona (58-DHT) sobre la contraccién inducida por KCI (60 mM) o CCh (0.3 uM) en la traquea de cobayos no sensibilizados con epitelio (A-D)
y sin epitelio (E-H). Diferencias entre el efecto relajante de los andrégenos (*P<0.01; **P<0.0001). Cada simbolo es la media de n = 6 + DEM.
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6.4. Potencia y eficacia de los androgenos

De manera general, las curvas concentracion respuesta de los andrégenos
sobre los diferentes agentes contractiles fueron diferentes entre si (P < 0.01); por
consecuencia, también existen diferencias (P < 0.01) entre su potencia y eficacia
(Tabla 1). La comparacion del Enax (efecto maximo inducido por los androgenos a la
mayor concentracion probada) de los andrégenos, arrojo las siguientes relaciones de
eficacia entre los androgenos: (i) DHEA > TES = 5B8-DHT > 5a-DHT en anillos con y
sin epitelio contracturados con KCI; (i) DHEA = TES = 5B-DHT > 5a-DHT en anillos
con y sin epitelio contracturados con CCh, en animales no sensibilizados y
sensibilizados y; (iii) DHEA = TES = 5a-DHT > 5B-DHT en anillos contracturados con
OVA de animales sensibilizados. La comparacion de la Clsy (concentracion del
androgeno requerida para provocar 50% de relajacion) entre los androgenos
determind que 5B3-DHT fue el andrégeno con mayor potencia para relajar los anillos
con y sin epitelio contracturados con KCI y los anillos sin epitelio contracturados con
CCh; mientras que TES fue el andrégeno méas potente en los anillos con epitelio
contracturados con CCh. En los anillos traqueales de cobayos sensibilizados
contracturados con OVA se observé que DHEA, TES y 5a-DHT tuvieron la misma

potencia broncorelajante, siendo 5p-DHT el de menor potencia.

En otra comparacion de la Cls; de los androgenos, se observo que las
contracciones tuvieron diferente sensibilidad a la relajacion inducida por cada
androgeno, el orden de la sensibilidad de las contracciones para el efecto de DHEA
fue: OVA > CCh > KCI; para la TES y 5a-DHT el orden obtenido fue: CCh = OVA >
KCI; finalmente, la sensibilidad de las tres contracciones fue igual para la relajacion

ejercida por 58-DHT: OVA = KCI = CCh.

59



Tabla 1. Efecto broncorelajante de los andrégenos en anillos traqueales

de cobayos no sensibilizados y sensibilizados

Andrégeno EméD_‘ B Clso (UM) Potencia
(% de relajacion)
KCIl 60 mM
DHEA NS 120.04 + 5.86 4584 + 1.77 1.00
S 116.63 = 6.42 4581 + 231 1.00
TES NS 106.12 + 453 71.05 = 1.00 0.64
S 102.01 = 6.85 7157 £ 45 0.64
5a-DHT NS 9345 = 2.96 64.65 = 1.06 0.70
S 89.47 + 442 64.14 = 5.73 0.71
5ﬂ-DHT NS 109.68 = 4.03 4055 + 1.1 1.13
S 107.7 = 475 40.88 + 2.8 1.12
CCh 0.3 uM
DHEA NS 12453 + 8.06 37.52 + 1.49* 1.00
S 135.9 + 8.82* 37.31 £ 1.55* 1.00
TES NS 134,77 £ 3.32* 31.25 = 0.84** 1.20
S 133.79 £ 7.94* 3252 = 3.06** 1.14
S50-DHT NS 11365 + 3.12* 36.13 £ 1.51** 1.03
S 106.82 = 7.68* 36.03 = 2.69** 1.03
5ﬁ-DHT NS 130.07 + 1.91** 38.92 + 1.89 0.96
S 125.72 = 7.60** 39.12 + 3.23 0.95
OVA 1 uM
DHEA S 121.74 = 5.72 32.75 + 367%* 1.00
TES S 124.60 + 239%8 2696 + 311%* 1.21
5a-DHT S 118.80 + 249%* 3326 * 305%** 0.98
5-DHT S 94.01 + 423%* 4739 + 6.10 0.69

Efecto maximo (Ena) Yy concentracion inhibitoria media (Clsg) de dehidroepiandrosterona
(DHEA), testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 53-dihidrotestosterona (53-DHT).
Diferencias significativas al comparar KCl vs. CCh (*P<0.01; **P<0.0001) y al comparar CCh vs. OVA
(*P<0.01 y ¥¥P<0.0001). Los datos son la media de n = 6 + DEM.
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6.5. Efecto de los inhibidores seleccionados sobre la respuesta de los
andrégenos

El tratamiento con los inhibidores cicloheximida (inhibidor de la sintesis de
proteinas) o actinomicina D (inhibidor de la transcripcion) no afectdé la accion
broncorelajante de DHEA (P > 0.05); de manera que su potencia y eficacia fueron

estadisticamente iguales (P > 0.05) con cicloheximida (Clsg = 46.19 + 2.55 UM; Enax

= 122.62 = 7.45% de relajacién), actinomicina D (Clsp = 43.41 £ 3.10 UM; Emax

+

122.18 = 3.37% de relajacion) o sin tratamiento (Clsg = 45.84 £ 1.77 uUM; Emax
120.04 £ 5.86% de relajacion). De forma similar, el pretratamiento con L-NAME (10
uM), tampoco alter6 significativamente (P > 0.05) las curvas de los andrégenos:

DHEA, TES, 50-DHT y 5-DHT (Tabla 2).

Para los experimentos que se realizaron con el fin de determinar la posible
participacion de los receptores B, adrenérgicos en el efecto relajante de los
andrégenos, se verificd que propranolol a la concentracion de 10 uM antagoniza los
receptores B, adrenérgicos, impidiendo la relajacién inducida por salbutamol (10 puM;
agonista B, adrenérgico) sobre la contraccion provocada por CCh, como se muestra
en la Fig. 12B; posteriormente se obtuvieron las curvas de los androgenos en
presencia de 10 uM de propranolol. Los valores de Clsp y Emax de dichas curvas no
fueron diferentes a los valores obtenidos en anillos sin tratamiento con propranolol

(P > 0.05).
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Figura 12. Registros tipicos de la traquea de cobayo donde se muestra la contraccion inducida
por carbacol (CCh); A) inhibida por salbutamol y; B) el antagonismo de propranolol sobre la relajacién
inducida con Salbutamol; lavado (L).

Tabla 2. Efecto de los tratamientos sobre el efecto relajante inducido por

los andrégenos.

Contraccion por KCI Contraccion por CCh

Andrégeno
Control L-NAME Control Prop
Emax (% de relajacion)
DHEA 120.04 £5.86 121.66 £8.07 129.53 +8.06 130.71 +7.39
TES 106.12 +4.53 106.65 +5.10 134.77 £3.32 131.67 £5.14
S50-DHT 93451296 90.23+2.25 113.67 £5.14 108.28 +5.68
5-DHT 109.68 £4.03 109.69 £5.09 130.07 +1.91 128.01 +2.91
Clso (uM)

DHEA 4584 +1.77 4559+0.86 37.52+1.49 37.52+0.95
TES 71.05+1.00 71.84+190 31.25+0.84 30.18 £2.07
S5a0-DHT 64.65+1.06 66.75+2.60 36.13+1.51 35.62+1.64
5p-DHT 40.55+1.10 41.23+0.93 38.92+1.89 39.64+1.31

Efecto maximo (Ens) Y concentracién inhibitoria media (Cls) de dehidroepiandrosterona
(DHEA), testosterona (TES), 5a- y 5B-dihidrotestosterona (-DHT) sobre las contracciones provocadas
por KCI (60 mM) o CCh (0.3 puM) incubadas con L“-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME, 10 uM) o
propranolol (Prop,10 uM). Ni hay diferencias con el control (sin tratamiento) (P>0.05). Cada dato es la
media de n = 6 £+ DEM.

62



6.6. La broncorelajacion inducida por los andrégenos en la trdquea de

cobayo es independiente de los canales de potasio

Parte de este trabajo fue investigar la potencial participacion de los canales de
K" en el efecto relajante de TES, 5a-DHT y 5B-DHT. Los datos mostraron que las
curvas concentracion respuesta de los andrégenos sobre contracciones de CCh en
presencia de TEA, un bloqueador de los canales de K*, no fueron significativamente
diferentes (P > 0.05) a las curvas concentracion respuesta de los andrégenos sin

TEA (Fig. 13).
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Figura 13. Curvas concentracion respuesta de testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) y 5B-dihidrotestosterona (53-DHT). El tratamiento
con diferentes concentraciones de tetraetilamonio (TEA) no modificé las curvas concentracién respuesta de los andrégenos sobre la contraccion inducida por
CCh (0.3 uM) en la traquea aislada de cobayos no sensibilizados (P > 0.05). Cada simbolo es la media de n = 6 + DEM.
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6.7. Efecto de DHEA sobre el influjo de Ca*" a través de los CCOV

En este trabajo, se estudi6é la capacidad de DHEA para actuar como un
bloqueador de los CCOV mediante tres estrategias experimentales. Primero se
observé que, el pretratamiento con Bay K 8644 (activador de los CCOV) antagoniz6
el efecto broncodilatador de DHEA; de manera que, respecto al control (sin Bay
K8644; Clsg = 45.84 + 1.77 UM; Emax = 120.04 £ 5.86% de relajacion) la incubacion
con Bay K8644 disminuy6 de manera significativa (P < 0.001) la potencia (Clsg: =

60.43 £ 5.03 uM) y la eficacia (Emax: 98.99 + 5.56% de relajacién) de DHEA.

En segundo lugar, se determin6 que la DHEA tiene la habilidad de prevenir la
contraccién inducida por Ca®* (Fig.14A) en anillos traqueales despolarizados; dicho
efecto fue dependiente de la concentracion y no hubo diferencias estadisticas (P >
0.05) entre sus curvas concentracion respuesta en las preparaciones traqueales de
animales no sensibilizados y sensibilizados (ver Fig. 14B); el vehiculo no modificé de
manera significativa (P > 0.05) la contraccién inducida por Ca?* (3.16% de
prevencion). Otro tercer hallazgo es que la DHEA, a 200 uM (concentraciéon de su
Emax), provocé una inhibiciobn total e inmediata de la contraccion inducida
directamente por Bay K 8644, disminuyendo también el tono basal de los anillos
traqueales (Fig. 14C). Después que la DHEA fue retirada de los anillos traqueales,
estos recuperaron su tono basal inicial. El andlisis de estos tres resultados muestra

que la DHEA es un potente bloqueador de los CCOV.
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Figura 14. Prevencion del Inf|UJO de Ca* extracelular por DHEA. A) DHEA antagoniza la
contraccion inducida por de CaCl, (Ca**; 2. 5 mM) en anlllos traqueales previamente despolarlzados
por solucion alta en potasio libre de Ca (KCI- -Ca” @). La contraccion inducida por ca® fue
completamente prevenlda por DHEA a 91 uM, la linea sélida indica el tiempo de |ncubaC|on de DHEA;
la contraccién de Ca®* se recuperd totalmente después del lavado (L) con KCI- ca’'@. B) Curvas
concentracion respuesta del efecto bloqueador de DHEA sobre los CCOV en anillos traqueales de
cobayos no sensibilizados y sensibilizados, sin diferencias estadisticas (P>0.05). Cada punto
representa la media n = 6 + DEM. C) Registro tipico que muestra la relajaciéon inducida por DHEA
(200 uM) sobre la contraccion provocada por Bay K 8644 (100 uM).
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6.8. Disminucién de la [Ca®']; inducida por los andrégenos en miocitos

traqueales de cobayo

Los estudios funcionales de esta Tesis (resultados anteriores) sefialan que
DHEA, puede inhibir el paso del Ca®" externo por los CCOV, como ha sido
previamente fue sugerido para sus metabolitos (Bordallo et al., 2008); aunque se
desconoce si TES, 5a-DHT y 58-DHT pueden modular la [Ca®*].. Para investigar esta

posibilidad, en este estudio se utilizé la técnica de microfluorometria.

En la Fig. 15A se muestra que el estimulo con KCI produce un incremento de la
[Ca®"]; (respuesta control) que es repetible en cada estimulo. De forma comparativa,
la presencia de las concentraciones de los andrégenos previno el incremento de la
[Ca®"]; al estimulo de KCI en los miocitos traqueales aislados de cobayo (Fig.
15B-D). Cuando los andrégenos se eliminaron al perfundir las células con Ringer

2+]i

normal, se observo que la [Ca”]i regreso a sus valores basales; después de un

estimulo con KCI, nuevamente se incrementé la [Ca®'];; esa observacion indica que

2+]i

la disminucién de la [Ca”"]i inducida por los andrdégenos es reversible.
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Figura 15. Aumento de la [Ca2+]i al estimulo de KCI (60 mM) en miocitos traqueales de cobayo
(barra negra). A) Nétese que la elevacién de [Ca®']; es reproducible ante cada estimulo de KCI.
Disminucion de la [Ca*"]; por estimulo de KCI (barra negra) en presencia de diferentes dosis (barra
blanca) de: B) testosterona (TES), C) 5a-dihidrotestosterona y D) 5B-dihidrotestosterona.
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Con base en el andlisis de las curvas concentracidon respuesta obtenidas (Fig.
16), se observd que los tres andrégenos tienen la habilidad de disminuir la [Ca®];.
provocada por la despolarizacion con KCI. La TES y su metabolito 5B-DHT

previnieron la [Ca®*'], de manera dependiente de la concentracién, pero esto no

sucedio asi para 5a-DHT.
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Figura 16. Curvas concentracion respuesta de la disminucion de [Ca2+]i al estimulo de KCI por
testosterona (TES) 5a- y 5B-dihidrotestosterona (DHT) en miocitos aislados de la traquea de cobayo.
Las curvas de 5a- y 5B-DHT fueron diferentes a la de TES (P<0.001). Cada simbolo en las curvas es
la media de n = 4 + DEM.

69



El orden de la potencia de los andrégenos para inhibir la [Ca**];

se obtuvo por
la comparacion de la Clsp (concentracion a la cual se inhibio el 50% del incremento
de la [Ca®']; provocada por KCI) de los tres andrégenos y fue el siguiente: 53-DHT

(Clso = 6.06 + 3.90 nM) > TES (Clso = 21.90 * 5.94 nM) >>> 5a¢-DHT. No fue posible

>, de manera

calcular la Clsp de 5a-DHT, ya que no provoco la inhibicion de la [Ca
dependiente de la concentracion. El vehiculo (etanol absoluto, 0.1% v/v) de los

2+]i

androgenos no modifico la [Ca“’]; de los miocitos.

6.9. Los andrbégenos previenen el broncoespasmo en cobayos

sensibilizados

Como se observa en la Fig. 17, en los cobayos sensibilizados la administracién
de la OVA (75 pg kg™® min™, i.v.) provocé un aumento de la R.. En animales
asmaticos retados sin tratamiento con andrégenos (grupo control), la EAR se
caracterizé por el increment6 inmediato (a los 10 segundos) de la R, después del
reto antigénico, que alcanzo6 un valor maximo, aproximadamente a los 4 min, de 3.80
+ 0.54 cm H,O ml* s. A los 12 min, la R, comenz6 un descenso gradual, hasta
estabilizarse durante la LAR, pero sin regresar a la R_ basal (R, basal antes del reto

fue de 0.37 + 0.03 cm H,0 mI™* s*; P < 0.001).

De forma similar, en los cobayos sensibilizados que recibieron el
pretratamiento con el vehiculo (DMSO; 0.04-0.06 ml min™') usado para la
administracion de la testosterona, 15 min antes de provocar el reto antigénico con
OVA, se observd el incremento de la R_ durante la EAR, que no fue
estadisticamente diferente a la EAR del grupo control (P > 0.05). Asimismo, en este
grupo de animales, los valores de la R, durante la LAR no mostraron diferencias

significativas (P > 0.05) respecto al grupo control.
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En contraste con lo observado en los grupos control y del vehiculo, en los
animales que fueron pretratados con las diferentes dosis de cada andrégeno (35,
110 y 350 pmol kg™* min™) se observé que el incremento de la R, durante el reto
antigénico con OVA fue prevenido de manera significativa (P < 0.05). En los cobayos
que recibieron las dosis de 110 o 350 pmol kg min® hubo un retraso, de
aproximadamente 2 min, en el inicio del incremento de R, (Fig. 17, nétese un
desplazamiento a la derecha del incremento de la R, con el pretratamiento de cada
dosis de andrdgeno). El analisis del area bajo la curva, de las curvas temporales del
incremento de la R. durante el broncoespasmo, muestra que los cuatro androégenos
tuvieron la habilidad de prevenir la EAR del broncoespasmo, de manera dependiente

de la dosis (P < 0.05).

En la Fig. 18 se presentan los valores maximos de la R, obtenidos al minuto 4
durante la EAR; con base en estos datos, se calcul6 la DEsy (dosis a la cual los
androgenos previnieron el 50% del broncoespasmo) de cada andrégeno, su orden

de potencia para prevenir el broncoespasmo fue: 5-DHT = DHEA > TES > 5a-DHT.

Ademas de inhibir la fase aguda del broncoespasmo (la EAR), los androgenos,
a todas las dosis (analisis de area bajo la curva) también provocaron la disminucion
de la R durante la LAR (P < 0.001); aunque esto fue mas evidente a la dosis de 350
umol kg min?, ya que a esta dosis los valores de R, durante la LAR fueron iguales
al valor basal inicial (P > 0.05); de manera contundente, los cuatro andrégenos

abolieron la LAR durante un reto antigénico con OVA en los cobayos sensibilizados.
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Figura 17. Prevencion, dependiente de la dosis y del tiempo, del broncoespasmo por A) dehidroepiandrosterona, B) testosterona, c)
5a-dihidrotestosterona y D) 5B-dihidrotestosterona. Cada dosis de andrégeno fue administrada 15 min antes del reto antigénico con ovoalbumina (OVA). Las

dosis inhibieron el incremento de la resistencia pulmonar (R) de manera significativa (P<0.05) comparado con el control. Respuesta asmatica temprana
(EAR), respuesta asmaética tardia (LAR). Cada simbolo en las curvas es la media de n = 6 + DEM.
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Figura 18. Curvas dosis respuesta de inhibicién de la resistencia pulmonar durante la EAR por
dehidroepiandrosterona  (DHEA), testosterona (TES), 5a-dihidrotestosterona (5a-DHT) vy
5B-dihidrotestosterona (5B-DHT) a los 4 min de provocar el broncoespasmo con ovoalbumina (OVA).
Diferencias significativas al comparar la DEsy (dosis para inhibir el 50% de la R, durante el
broncoespasmo) con DHEA *P<0.05, **P<0.0001. TES y DHEA no tuvieron diferencias en su DExs,.
Cada simbolo en las curvas es la media de n = 6 + DEM.
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Respecto a las pruebas con salbutamol, el broncorelajante por excelencia, se
observé que previno la EAR del broncoespasmo, de manera dependiente de la
dosis. En comparacion con los andrégenos, el salbutamol fue significativamente (P <
0.00001) méas potente (DEsp = 12.58 + 1.31 ng kg™* min™) para inhibir la EAR del
broncoespasmo, mostrado su efecto protector en el rango de dosis nanomolares. Sin
embargo, se observé que durante la LAR la disminucion gradual de la R se vio
revertida, ya que la R. nuevamente comenz6 a incrementarse, mostrando que el
salbutamol no disminuyé la LAR, como sucedid por el pretratamiento con los

androgenos (datos no mostrados).

Colateralmente, se observé que durante el reto antigénico, la presion arterial
(sistélica = 73.99 = 15.38 mmHg y diastdlica = 67.62 + 15.28 mmHg) y la frecuencia
cardiaca (144.20 = 13.34 latidos por min) en los cobayos sensibilizados sin
pretratamiento (grupo control) fueron estadisticamente iguales (P > 0.05) a la presion
arterial (sistolica = 73.65 + 10.67 mmHg y diastélica 67.48 + 11.06 mmHg) y a la
frecuencia cardiaca (154.43 + 17.22 latidos por min) de los cobayos sensibilizados
pretratados; mostrando que la administracion de los andrégenos no altera estos

pardmetros durante el broncoespasmo.
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7. DISCUSION

7.1. General

Los resultados de la presente Tesis muestran que el precursor de los
androgenos, la DHEA, y sus metabolitos TES, 5a-DHT y 5B-DHT tienen la habilidad
de inducir un efecto broncodilatador sobre las contracciones provocadas con KCI (60
mM) y CCh (0.3 uM) de igual magnitud en preparaciones de trdquea de cobayos no
sensibilizados y sensibilizados, lo cual indica que la relajacion del MLVA es funcional
aun en las condiciones fisiopatoldgicas caracteristicas del asma; como son la

hiperplasia e hipertrofia del MLVA (Revisado por Girodet et al., 2011).

En este trabajo, por primera vez se reporta la capacidad de la DHEA, TES,
5a-DHT y 5B-DHT para relajar una contraccién provocada por un alérgeno, OVA (1
uM), en cobayos previamente sensibilizados, dado que este tipo de contraccion es
muy resistente a la relajacion; aun efectuando numerosos lavados del tejido. La
poderosa modulacién de la reactividad del MLVA por los andrégenos, observada en
los animales sensibilizados, indica que los andrégenos podrian ser un atenuante en
la patogénesis del asma, al ser efectivos aun en el estado hiperreactivo del MLVA de

los asmaéticos.

La capacidad broncorelajante de los andrégenos estan en linea con los
reportes previos que han mostrado que la TES induce una accion broncorelajante
sobre contracciones inducidas por ACh (10 uM) y CCh (10 uM) en la tradquea aislada
de conejo (Kouloumenta et al., 2006) y sobre contracciones inducidas por CCh (0.1
uM) y KCI (80 mM) en tiras aisladas de MLVA de bovino (Bordallo et al., 2008) y por

los metabolitos de la TES: (i) 5a-DHT y 5B-DHT, sobre contracciones inducidas por
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CCh (0.1 uM) y KCI (80 mM) en la traquea aislada de bovino y; (ii) 5a-DHT sobre
contracciones inducidas por CCh (0.3 uM) en la trdquea aislada de cobayo (Bordallo
et al., 2008). Es importante resaltar que los presentes hallazgos reportan la
broncorelajacion provocada por DHEA, un nuevo aspecto de los efectos bioldgicos

de esta hormona.

Los resultados de este estudio, también mostraron que la broncorelajacion in
vitro provocada por los andrégenos (DHEA, TES, 5a-DHT vy 5B-DHT)
consecuentemente produce una importante prevencion del broncoespasmo
(causado por el reto antigénico con OVA) en el animal completo. En nuestro modelo
animal de asma, como en los pacientes asmaticos, el broncoespasmo tiene dos
fases (Revisado por Canning y Chou, 2008; Ricciardolo et al., 2008): la EAR,
caracterizada principalmente por la broncoconstricciéon inmediata (Christianson y
Alam, 2013; Holgate y Polosa, 2008; Walsh, 2013); y la LAR, inducida desde el inicio
del broncoespasmo y mantenida durante horas por la inflamacion y la

hiperreactivadad bronquial (Christianson y Alam, 2013; Naik y Wala, 2013).

Es conocido que el MLVA es pieza clave durante el broncoespasmo, al
contracturarse por la accién de diversos factores broncoconstrictores; sin embargo,
esta no es la Unica participaciéon del MLVA, ya que también libera varios factores
(IL-1B. IL-5, IL-6, IL-17, IFNB y TGFB) que contribuyen a la inflamacién de las vias
respiratorias (Matsubara et al., 2006; Panettieri, Jr., 2004; Seow et al., 1998; Tliba y
Panettieri, Jr., 2009). En este contexto, es evidente que los androgenos previenen la
broncoconstriccién en la EAR, como consecuencia de su efecto broncorelajante; sin
embargo, la prevencion de la LAR, observada en los animales tratados con los

andrégenos, indica que los andrégenos también estan atenuando los procesos de
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hiperreactividad e inflamacion, un hecho bien conocido dado por los efectos
antiinflamatorios de los andrégenos por via gendmica. Especificamente, la DHEA
inhibe la expresién del TNFa (Kimura et al., 1998) y de la IgE, una inmunoglobulina
asociada al desarrollo del asma alérgica (Sudo et al.,, 2001); la TES también
disminuye los niveles de la IgE (Yamatomo et al., 2001) y la expresion de varias
citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-B y TNFa); ademas, incrementa la expresion
de la IL-10 antiinflamatoria (Corrales et al., 2006; Malkin et al., 2004). Se ha
reportado que 5a-DHT también modula los procesos inflamatorios, al disminuir la
producciéon de la IL-4 (Araneo et al, 1991). Por lo tanto, estos efectos
antiinflamatorios gendémicos de los androgenos podrian explicar la prevenciéon de la
LAR, sumandose a su accion no gendémica broncorelajante, proporcionando una

accion protectora sobre las vias aéreas, por la prevencion del broncoespasmo.

El hecho de que los androgenos presenten estos dos efectos los pone en
marcada ventaja con respecto a los agonistas p-adrenérgicos, a pesar de que son
broncorelajantes mas potentes, con una accion de corta duracién, que de forma
terapéutica alivia la EAR en el broncoespasmo; sin embargo, se debe mencionar
gue estos agentes, como salbutamol, poseen efectos secundarios (Giubergia, 2009;
Huclova et al., 2003), como la taquicardia y la resistencia del MLVA a la relajacion
por su accion; por lo que el uso prolongado de agonistas (B, adrenérgicos aun
continua siendo debatido (Arboe y Ulrik, 2013; Hizawa, 2009) y hace necesario
nuevas alternativas terapéuticas. Ademas, el salbutamol carece de efectos sobre la
LAR, por lo que su uso, asi como el de otros agonistas [, adrenérgicos,
generalmente se complementa con corticoesteroides, por su valiosa accion
antiinflamatoria (Barnes y Adcock, 2003; Edmonds et al., 2012; Szefler y Leung,

1997; Cates et al., 2013). Por lo anterior, aunque los andrégenos mostraron menor
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potencia que el salbutamol, es importante resaltar nuevamente que sus acciones
broncorelajantes se integran con sus propiedades antiinflamatorias para proteger de

los ataques asmaticos.

7.2. Mecanismo de la accion broncodilatadora de los andrégenos

En esta Tesis se describe, por primera vez, la propiedad broncodilatadora de
DHEA, mediada por una accién no gendémica, lo cual fue sustentado por el hecho de
que su efecto broncodilatador no fue modificado por el uso de bloqueadores de la
transcripcion (actinomicina D) y de la sintesis de proteinas (cicloheximida). Ha
guedado demostrado que el efecto broncodilatador de DHEA es ejercido por este
esteroide y no provocado por sus productos i.e., después de su biotransformacion
hacia estrégenos o TES, como ha sido propuesto para numerosos efectos causados
por DHEA; esto esta apoyado por nuestra evidencia experimental de que la
inactivacion de la enzima 3B3-HSD, encargada de la biotransformacién de la DHEA,

no alterd su efecto broncodilatador (previamente reportado en Espinoza et al., 2013).

En las pruebas in vitro, la accién broncodilatadora inducida por los cuatro
androgenos, se caracterizé por ser muy rapida, observandose dentro de los primeros
2 minutos, fue de corta duracion (el efecto maximo se evalué a los 15 min) y
reversible, ya que al retirarse el andrégeno del tejido, en un siguiente estimulo se
observo la recuperacion total de la amplitud de la contraccion; estas caracteristicas
indican que el efecto broncorelajante provocado por los andrégenos es por una via
no gendmica. Estas observaciones estan en acuerdo con los estudios previos que
han caracterizado al efecto broncodilatador de androgenos como una accion no
genomica, dado por las evidencias que muestran que el efecto broncodilatador de la

TES fue el mismo: (i) con o sin tratamiento de flutamida (un antagonista del RA) en
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la trdquea de conejo (Kouloumenta et al., 2006) y de bovino (Bordallo et al., 2008);
(ii) con o sin tratamiento de actinomicina (inhibidor de la transcripcion) en la trdquea
de conejo (Kouloumenta et al., 2006) y; (iii) con TES conjugada a la albumina de
suero bovino, TES-BSA, que impide la entrada de la TES al citoplasma celular y, por
consecuencia se impide su interaccion con el RA (Kouloumenta et al., 2006); estas
pruebas irrevocables certifican que el efecto broncorelajante de la TES es por
mecanismos no gendémicos, independiente del RA. Ademas, la relajacién provocada
por 5a-DHT se categoriz6 como no gendmica en el tejido traqueal de bovino, dado
que la flutamida no modific6 su accién broncorelajante (Bordallo et al., 2008).
Respecto a 53-DHT, es conocido que este metabolito de la TES, no tiene afinidad
por el RA (Fagan et al., 2003) y, por tanto, sus efectos son considerados como no

genomicos.

Las evidencias encontradas en el presente estudio, sobre la accibn no
gendmica de las hormonas sexuales masculinas para relajar el MLVA, coinciden con
lo reportado por Perusquia et al. (1997); demostrando que también las hormonas
esteroides sexuales femeninas, la progesterona y sus metabolitos 5-reducidos,
previenen la contraccion provocada por CCh o histamina mediante un mecanismo de
tipo no gendmico, proponiendo un blogueo de la entrada de Ca®" extracelular para
explicar su efecto relajante (Perusquia et al., 1997), pero su efecto fue menos
potente para broncorelajar que los andrégenos estudiados. Posteriormente, se
reporté la capacidad broncodilatadora del estrégeno mas abundante en sangre, el
estradiol. El efecto broncorelajante del estradiol fue caracterizado como no
genomico, a través de diferentes rutas (Revisado por Townsend et al., 2012b): (i)
mediante los ER situados en la membrana, induce la sintesis NO; (Dimitropoulou et

al., 2005; Townsend et al., 2012a) y del GMPc (Dimitropoulou et al., 2005; Pang et
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al., 2002) y (ii) por su accion directa sobre los K¢, (Dimitropoulou et al., 2005) y de
los CCOV (Townsend et al., 2010); notoriamente, la potencia broncorelajante del

estradiol fue mas potente que la inducida por los andrégenos estudiados.

7.2.1. La accién broncorelajante de los andrégenos es independiente del

epitelio bronquial, del NO, de los B, adrenoreceptores y de los canales de K*

Por otro lado, el efecto broncorelajante de los andrégenos no fue disminuido
por la eliminacion mecénica del epitelio de la via aérea; por el contrario, el efecto
broncodilatador de TES, 5a-DHT y 5B-DHT fue aumentado con la ausencia de
epitelio, lo que podria indicar que esta capa epitelial estd atenuando dicha accion
relajante. El epitelio bronquial es una importante capa de células que recubren el
lumen de las vias aéreas; hasta hace unas décadas, se habia considerado que este
epitelio era una barrera fisica que regulaba la comunicacion entre las particulas
exogenas y el medio interno de las vias aéreas, siendo también una barrera para la
accion de diversos farmacos (Folkerts y Nijkamp, 1998). Actualmente, se ha
establecido que el epitelio bronquial posee actividad paracrina y autocrina
fundamental para la regulacion, tanto de procesos inflamatorios (Coraux et al.,
2008), como del tono del MLVA (Revidado por Gras et al., 2013). Varias evidencias
han sefialado que el epitelio de las vias aéreas contribuye a la regulacion del MLVA
al liberar: (i) broncoconstrictores, como los leucotrienos, la endotelina y los
prostanoides y (ii) broncodilatadores, entre los mas importantes estan el NO y la
PGE; (Redington, 2006; Ricciardolo, 2003; Ricciardolo et al., 2004). Asi, en nuestro
disefio experimental, la eliminacion mecanica del epitelio descarté la influencia de

todas las sustancias enddgenas producidas por las células epiteliales y permitid
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determinar que la potente accion de los andrégenos es directamente sobre las

células del MLVA.

Colateralmente, la presencia de L-NAME tampoco modificé la accién relajante
de los andrégenos probados, descartando la participacion del NO en la relajacion
inducida por los andrégenos sobre el MLVA. Cabe sefialar que en las vias aéreas el
NO es un importante broncorelajante, producido por varios tipos celulares; ademas
del epitelio, se sintetiza y libera en el MLVA, en los mastocitos, neutrofilos,
macrofagos, células endoteliales y terminaciones nerviosas de las vias aéreas
(Barnes, 1993; Ricciardolo, 2003). Sin embargo, con base en los resultados

presentados, los andrégenos actian de manera independiente del NO.

Nuestros resultados concuerdan con el estudio de Bordallo et al., (2008), ellos
reportaron que la broncodilatacién por TES, 5a-DHT y 5B-DHT no fue modificada en
preparaciones traqueales de bovino libres de epitelio. De forma contrastante, en el
trabajo de Kouloumenta et al., (2006) reportaron que el efecto relajante de TES fue
disminuido, pero no abolido, por la eliminaciébn del epitelio traqueal y por el
tratamiento con L-NAME; por tanto, en este trabajo se concluy6 que la TES provoca
relajacion del MLVA por mecanismos dependientes del NO y del epitelio, aunque
cabe la posibilidad de la capa muscular haya sido dafiada en el procedimiento para

retirar el epitelio o por una particularidad de la especie usada (conejo).

Es importante sefalar que, las diferencias sobre la importancia del epitelio
podrian estar originadas por los distintos protocolos experimentales empleados en
cada estudio, que van desde la especie seleccionada (conejo, cobayo o bovino), el
agente contractil usado (KCIl, ACh o CCh), las preparaciones tragueales (anillos o

tiras de MLVA), las concentraciones de los andrégenos probadas y, muy relevante,
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la forma de remover el epitelio en sus preparaciones, ya que en los trabajos
anteriores no existe ninguna prueba para garantizar el retiro del epitelio. En nuestro
estudio se tuvo riguroso cuidado para obtener las preparaciones con y sin epitelio y,

ademas, se aval6 con una prueba farmacoldgica.

Al descartar la participacion la funcién de las células epiteliales de la via aérea
en el efecto broncorelajante de los andrégenos, indagamos mecanismos
directamente en las células de MLVA, a través de los cuales se produce
broncorelajacion. Asi, la via de sefalizacion activada por los receptores f.
adrenérgicos, acoplados a proteinas Gs, es bien conocida en las células del MLVA,
ya gque a través de ella se induce un importante efecto broncorelajante por el
incremento del AMPc (Shore y Moore, 2003). Sin embargo, los resultados
presentados sefialan que la DHEA, TES, 5a-DHT y 5B-DHT, inducen
broncodilatacion sin intervencion de los receptores B, adrenérgicos, ya que
propranolol no alter6 su efecto broncodilatador. Asimismo, utilizando preparaciones
de MLVA de bovino, Bordallo et al. (2008) también mostraron que la relajacion
inducida por 5a-DHT no fue alterada por propranolol; ellos sélo realizaron pruebas
con este andrégeno y, también descartaron que las poliaminas se encuentren

involucradas en su mecanismo de la accién broncodilatadora.

En las células de MLVA los canales de K* son otro elemento clave, ya que a
través de estos canales se produce hiperpolarizacion del MLVA y, por consecuencia,
la broncorelajacién (Ghatta et al., 2006; Perez-Zoghbi et al., 2009). Nuestros
resultados indicaron que el bloqueador de dichos canales, TEA, no modificé el efecto
relajante inducido por los androégenos. Este bloqueador fue usado a concentraciones

bajas <1 mM como un inhibidor selectivo de los canales de K, y concentraciones
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altas, de 10-30 mM, para bloquear selectivamente los canales de K¢, (Bradding y
Wulff, 2009; Ghatta et al., 2006) y, en ningln caso, la TEA alter6 la accion relajante
inducida por los androgenos, lo cual descarta la posibilidad de que en la

broncorelajacion de los andrégenos participen los canales de K*.

7.2.2. Los andrégenos bloquean los CCOV

Con la intencién de indagar sobre el mecanismo de la broncorelajacién
provocada por los andrdgenos, en las pruebas in vitro se utilizaron agentes que
inducen la contraccion del MLVA por distintos mecanismos. ElI KCI despolariza la
membrana plasmatica e induce el influjo de Ca®" extracelular, mediante la apertura
de los CCOV (Guibert et al., 2008; Hirota et al., 2007a; Jude et al., 2008; Ratz et al.,
2005); el CCh es una catecolamina sintética que induce la contraccion a través de
un receptor muscarinico (Msz) acoplado a proteinas Gg11 € induce la sintesis de IP3 y
DAG; el IP; es el responsable de inducir la salida de Ca** del reticulo sarcoplasmico
y, de esta forma, incrementa la [Ca®']; (Bourreau et al., 1991; Janssen et al., 2001);
de forma secundaria, el incremento de Ca?* provoca la apertura de canales iénicos
membranales a Ca?* como: los CCOV, los canales catiénicos no selectivos (NSCC),
los canales de Ca®" operados por receptor (ROCC) o los canales de Ca®" operados
por reservas (SOCC) (Hirota y Janssen, 2007; Hirota et al., 2007b; Turner et al.,
1980). La contraccion por OVA es causada por la liberacion de leucotrienos,
histamina, ACh, tromboxano A;, el factor de necrosis tumoral a, serotonina,
prostaglandinas (PGDy); que de forma conjunta movilizan segundos mensajeros (IP3,
DAG; AMPc) y modulan la apertura de canales ionicos (CCOV, NSCC ROCC o

SOCC) (Bjorck y Dahlen, 1993; McFadzean y Gibson, 2002; Wong et al., 1999).
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Notablemente, todos los andrégenos tuvieron la habilidad de relajar mas del
100% de las distintas contracciones, pero cada contraccion tuvo una sensibilidad
especifica a cada andrégeno, proporcionando pistas del mecanismo y sitio de la
accion relajante de los andrégenos. Las observaciones sefialan que la contraccion
por KCI fue mas sensible a 53-DHT, la de OVA lo fue para la DHEA vy la contraccion
por CCh fue mas sensible a TES y 5a-DHT. Este resultado indica que, cada
androgeno posee multiples vias de accion, que le proporcionan la capacidad de
broncorelajar el MLVA. Aunque, de forma evidente, cada androgeno tiene un
mecanismo preferencial entre las diferentes vias de accion colaterales que pueden
estar involucradas para provocar broncodilatacion. La DHEA antagonizé la
contraccién provocada por Ca®* en anillos traqueales despolarizados, lo cual es una
evidencia de que la DHEA es un bloqueador de los CCOV, esto también se
corroboré por la disminucién de efecto por Bay K 8644 (activador de los CCQOV) y, de
forma més contundente, cuando DHEA inhibié completamente (>100% de inhibicion)
la contraccion provocada con Bay K 8644. Por lo anterior, posiblemente el bloqueo
de los CCOV es un mecanismo preferencial, pero no el Unico, a través del cual actia

la DHEA para broncorelajar.

Con base en los datos obtenidos al medir el incremento de Ca®" interno
provocado por KCI en los miocitos traqueales aislados, se determiné que los tres
metabolitos de la DHEA: TES, 5a-DHT y 5B-DHT, también actian como
bloqueadores de los CCOV en las células de MLVA aisladas. Marcadamente,

58-DHT fue el andrégeno méas potente para inhibir el incremento de la [Ca®'],

seguido de la TES; mientras que 5a-DHT tuvo un efecto discreto sobre la [Ca?'];.
Este importante hallazgo, explica la mayor sensibilidad de la contraccion por KCl a la

relajacion inducida por 5B8-DHT y dilucida, parcialmente, la capacidad de este
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androgeno para relajar las contracciones de OVA o CCh. Asimismo, la TES, que

también mostré una importante inhibicién de la [Ca®"];

por el bloqueo de los CCOV,
aunqgue su destacada broncodilatacion sobre las contraccion de OVA y CCh sugiere
que su mecanismo también involucra procesos de movilizaciéon de Ca?* interno y
otros canales iénicos, como los NSCC ROCC o SOCC. Estudios preliminares de

nuestro grupo de trabajo indican que la TES actua antagonizando los SOCC vy, por

tanto, modulando las reservas de Ca?* intracelular.

Categoricamente, el metabolito 5a-DHT fue el andrégeno con menor habilidad
para disminuir la [Ca®'];, esto podria explicar su menor eficacia y potencia
broncodilatadora en tejido aislado y en los animales asmaticos; ademas, este

hallazgo indica que 5a-DHT provoca tenue broncorelajacion por otros mecanismos.

Es claro que los andrégenos provocan su efecto broncorelajante por multiples
vias, siendo el bloqgueo de los CCOV un mecanismo comun a todos; asi la
examinacion de otras vias de accion relajante por los andrégenos seria interesante y

parte de otro estudio.

Por otro lado, aunque el efecto de los andrégenos fue observado a
concentraciones farmacoldgicas (rango micromolar), esto obedece a las
caracteristicas de dichos experimentos in vitro, ya que los androgenos (esteroides
derivados del colesterol) fueron adicionados a la solucion Ringer, de naturaleza
hidrofilica, que contenia los tejidos traqueales; ademas, el uso de altas
concentraciones es aceptado en este tipo de pruebas. Cabe resaltar que en las
células aisladas del MLVA los andrégenos inhibieron el incremento del Ca* a
concentraciones nanomolares (1-320 nM), que incluyen el intervalo de

concentraciones fisioldgicas de TES en hombres (100 pM-100 nM); ademas, en las
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pruebas in vivo, los androgenos mostraron su accion preventiva del broncoespasmo
en el rango de 35-350 pmol kg?, lo cual es equivalente a 0.01-0.1 mg kg; estas
concentraciones son menores a las de DHEA, el andrégeno mas abundante

secretado en el orden de 0.25-0.5 mg kg™ en los humanos.

7.3. Relacién entre la estructura quimica y la potencia broncodilatadora de

los andrégenos

En nuestro estudio, se determindé que 5B-DHT fue el androgeno con mayor
potencia broncorelajante en las preparaciones contracturadas con KCI; ademas, en
las células aisladas, este andrégeno fue el mas potente para modular la [Ca®];
mientras que DHEA, TES y 5a-DHT tuvieron mayor habilidad para relajar las
contracciones por OVA y CCh (que involucran la movilizaciéon de Ca?®" interno).
Asimismo, 5B-DHT fue el androgeno mas efectivo para prevenir in vivo el
broncoespasmo, en comparacion con sus precursores y con su isomero 5a-DHT,

que mostrd la menor potencia para prevenir el broncoespasmo.

En apariencia, la diferente potencia broncorelajante, observada entre los
androgenos en el presente trabajo, se encuentra en controversia con lo presentado
por el grupo de Bordallo et al., (2008), quienes indicaron que sobre la contraccion
inducida por KCI (80 mM) la TES 5a-DHT y 5B-DHT presentaban el mismo % de
relajacion (>90%) a la Unica concentracién probada (100 uM) (Bordallo, et al., 2008);
obviamente, la discrepancia con el trabajo citado puede ser debida a que no se
realizaron las curvas concentracion respuesta de los tres androgenos sobre la
contraccion de KCI, probando los andrégenos a una sola concentracion, lo cual no

permite determinar su eficacia y potencia relajante.
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La marcada potencia relajante de 58-DHT coincide con diversos estudios que
sefalan a 5B3-DHT como un andrégeno con alta potencia relajante en otros tipos de
musculo liso, como el vascular, en preparaciones aisladas de animales (Montafio et
al., 2008; Perusquia et al., 2012) y humanos (Perusquia et al., 2007) y, en el tejido
uterino humano (Perusquia et al., 2005). Mientras 5a-DHT (isémero de 53-DHT) fue
el que presentd menor eficacia sobre la contraccion de KCl y fue un andrégeno con
reducida accién sobre los CCOV; lo cual también ha sido observado en otros tejidos
(Perusquia y Stallone, 2010; Perusquia et al.,, 2012). Esta diferencia entre la
potencia de cada andrégeno coincide con las particularidades estructurales de cada

molécula (Fig. 17).

Es ampliamente reconocido que existe una correlacion directa entre la
estructura quimica de cada hormona esteroide y su funcién biolégica, en este
contexto, los resultados de esta Tesis y de diversos estudios realizados en nuestro
grupo de investigacién, han sefialado que 5a-DHT posee una eficacia pobre para
inducir relajacién en varios muasculos lisos, en comparacion con otros andrégenos,
posiblemente como resultado de la configuracién a/trans de su hidrégeno en el C-5.
En contraparte, su isbmero 5B3-DHT tiene mayor potencia relajante que sus
precursores, DHEA (A5 ceto) y TES (A4 ceto), este hecho podria ser atribuido a la
configuracion B/cis de este andrégeno; esta configuracion es especial por que
provoca un marcado giro de 90° del anillo A, con respecto a los otros anillos de
carbono de la molécula (Fig. 19). De forma que, asi como la configuracion de
5B-DHT es motivo de que este androgeno carezca de afinidad al RA (Fagan et al.,
2003), también es posible que le confiera mayor efectividad broncorelajante, en
comparacion con otros esteroides sexuales y presente mayor interaccion con los

CCOV para bloguear la entrada del Ca®* intracelular.
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Es claro que la estructura quimica Unica de cada androgeno determina su
efectividad relajante, de manera particular, para modular diferentes mecanismos
celulares que estan relacionados con los procesos de contraccion del MLVA

caracteristicos para cada agente contractil (OVA, CCh o KCI).
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Figura 19. Comparaciéon de la estructura quimica de los andrégenos, vista frontal (panel
izquierdo) y del arreglo espacial de las moléculas, vista lateral (panel derecho). DHEA
(dehidroepiandrosterona); TES (testosterona); 5a- y 53-DHT (dihidrotestosterona).
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7.4. Importancia fisiologica de la accion broncodilatadora de los

andrégenos

Numerosas evidencias epidemioldgicas han sefalado a los andrégenos como
las hormonas que protegen a los hombres del asma, ya que el incremento natural de
estos esteroides, durante la edad reproductiva, se encuentra relacionado con la
disminucién de la gravedad de la enfermedad y de su incidencia (Bonner, 1984b;
Carey et al., 2007; Fagan et al., 2003; Kjellman y Gustafsson, 2000; Ninan y Russell,
1992; Osman, 2003; Sears, 1997a; Tam et al., 2011; Zannolli y Morgese, 1997). En
linea con esto, se ha reportado que en los hombres asmaticos se encuentran
drasticamente disminuidos los niveles de los androgenos mas abundantes en
sangre: la DHEA (Dunn et al., 1984b; Feher et al.,, 1983; Karalus et al., 1985;
Weinstein et al., 1996) y la TES (Corrales et al., 2006; Malkin et al., 2004; Mileva y
Maleeva, 1988), siendo la restitucion de sus niveles fisiolégicos normales (mediante
terapia hormonal sustitutiva) un factor que induce mejorias en los sintomas de los
hombres asméticos (Choi et al., 2008; Cutolo, 1997; Dalal et al., 1997; Eusebio et al.,
2011; Olsen y Kovacs, 1995). Todas estas evidencias epidemioldgicas,
observacionales y clinicas sugieren fuertemente que la disminucion de los niveles
fisiolégicos de los androgenos (en un rango nanomolar; 13.9-31.2 nmol/L para la
TES) podrian tener un papel relevante en la patogénesis del asma (Revisado por
Canguven y Albayrak, 2011).

Es conocido que los androgenos tienen efectos antiinflamatorios importantes.
Se ha sugerido que las acciones antiinflamatorias (Kasperska-Zajac, 2010; Yu et al.,
1999; Yu et al., 2002b) y antialérgicas (Kimura et al., 1998) de DHEA patrticipan en la
prevencion del desarrollo del asma (Sudo et al., 2001). Algunos reportes sefialan

gue la DHEA suprime la hiperreactividad a metacolina en un modelo experimental de
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asma (Cui et al., 2008) y en pacientes humanos las nebulizaciones con DHEAS
mejora los sintomas (Wenzel et al., 2010).

Asimismo, es posible que la eficacia antiinflamatoria de la TES (Cutolo, 1997,
Dalal et al., 1997; Olsen y Kovacs, 1995) y de 5a-DHT (Araneo et al., 1991) modulen
los procesos inflamatorios y el desarrollo del asma.

Recientemente, Canguven y Albayrak (Canguven vy Albayrak, 2011)
hipotetizaron que niveles fisiolégicos bajos de la TES podrian alterar
significativamente los procesos inmunes y con ello la respuesta del MLVA, a través
de mecanismos gendmicos y no gendémicos, incrementando el riesgo a desarrollar
asma. Dos reportes previos (Bordallo et al., 2008; Kouloumenta et al., 2006) y los
datos presentados en este estudio han demostrado que ademéas de la TES, su
precursor y sus dihidrometabolitos podrian estar implicados en la patogénesis del
asma, por la capacidad que poseen estas hormonas masculinas para modular el
tono del MLVA, sumado a sus efectos genOmicos, para regular los procesos
inflamatorios.

Cabe destacar que, por primera vez se muestra que el efecto broncorelajante
de los andrégenos previene el sintoma mas evidente y grave del asma: la
broncoconstriccién. De tal forma que, la habilidad de los andrégenos para modular la
reactividad del MLVA, de forma directa y no genomica, también podria explicar su
importancia fisiolégica sobre la via aérea, sustentando los resultados de estudios
epidemiologicos, los cuales sefialan a los andrégenos como protectores de las vias
aéreas (Canguven y Albayrak, 2011; Zannolli y Morgese, 1997).

Por otro lado, la destacada accion broncodilatadora de 5B-DHT, aunado al
hecho de que no tiene efectos masculinizantes ni feminizantes, por carecer de

afinidad al receptor de andrdégenos y ser un compuesto no aromatizable (Fagan et
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al., 2003), hace de 5B-DHT un buen candidato con importancia fisiolégica y
terapéutica en el asma, aunque se admite que son necesarios mas estudios al

respecto.
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8. CONCLUSIONES

1. El precursor de los androgenos, DHEA induce un efecto broncorelajante
por una via no gendémica, antes de su biotransformacion a otros

androgenos.

2. Los andrégenos, DHEA, TES, 5a-DHT y 5B-DHT, presentan la misma
magnitud para broncorelajar in vitro preparaciones traqueales de
cobayos sanos y asmaticos (no sensibilizados y sensibilizados),
seflalando que el estado patolégico de la via aérea no es un requisito

para que los andrégenos produzcan relajacion.

3. La accién broncorelajante de los andrégenos, previene y retarda la fase
aguda del broncoespasmo y ademas, abole la fase tardia en el animal
completo; lo cual indica que estos andrdogenos son importantes
moduladores de la reactividad de las vias respiratorias y estan

implicados en la patogénesis de asma.

4. La sensibilidad de las contracciones utilizadas (OVA, CCh y KCI) a la
accion broncorelajante ejercida por los androgenos fue diferente, y
obedece a la habilidad de cada andrégeno para modular los

mecanismos especificos involucrados en cada contraccion.

5. La broncorelajacion provocada por los androgenos es un efecto de tipo
no genomico, independiente del epitelio traqueal, del NO, de los

receptores B, adrenérgicos y de los canales de K.
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6. Los androgenos estudiados: DHEA, TES, 5a-DHT y 5B-DHT inhiben la
[Ca®]; por un bloqueo de los CCOV; siendo este un mecanismo de

accion preferencial para 5p-DHT, DHEA y TES.

7. Cada androgeno mostré una potencia especifica sobre las diferentes
contracciones utilizadas; 5-DHT tuvo mayor potencia relajante sobre la
despolarizacién por KCl indicando que la configuracion g/cis le confiere
mayor habilidad para bloquear los CCOV; las configuraciones A5 ceto y
A4 ceto de la DHEA y la TES, respectivamente, optimizaron la accién de
estos andrégenos sobre la contracciéon de OVA y/o CCh, donde ademas

de los CCOV, se involucra la movilizacién de Ca?" intracelular.
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waermemy: thoes, sme ol Hhee mizie echaractoristies of DH G ane TTHEASS
i Lhedr ape-depondens pat ern el secredioo, Lanoe amoun.soul DHEA
arc produczd during Fetal development, but after bicth, thiz pre-
ducztion Falis sharaly and semaing lewr for several yaars; then the
sypnrhests rraurees ane the plasmane levels peak decing che see
vngl levicle of e [19220); nonetheless, the DES Tevels may b
lseesr Tor wemen wehen compared wata mea, Towearcds thes Chived Tl
devade, an ape-dependent decline in DHEA: plasmialic ooncen.rd-
cons starts and progresses with aging in both genders |21).

Rerarding the re_aciznsh p eowezn DHEA and aschims. availablez
dara are scant, Preliminany raports have decumentced thar D11RA
II"I.'I.'IZ"\. i1 |III:"i| 'I'-l!'lll::|:||lll"i.ll. aslmsainge W e Ill'r'-'l'l when
cnim arsd wath an egpal nomber ol aeeemaiched, nos menopeosal,
p-astbua lic women |22 ], Additicnally s natic patiens, wilth
savers Bronchospasm, nad ovwee: DHES and'os DHEA-S lzvels
[23-25 ] Although these findings cestainly reinforca the view thar
re lowe leezls nd 1HES moy affect the asthma avmproms, very Tew
Mol shdies Bove evaleated i elTeces s e ses pivaton g sy
e, DHES boas besn comsicdlersd ar important immunomeclalaging
anul anti-inlammomatery hormeene Bl reverses cvlokine imaelances
e iaten] el az b, Therefoe, THHES ray e Lol clienn
ate aller e ivlamemation in Lhe givveavs ol dilTerea animal musdels
ul asthine [ 2625 subseguently, i as been sugeesied tal DHLEA
sup plementacion may snow some cherapeuric benefics foo asch-
ot patiente |28 50] Additionally, we have shossn that DITEA
in capahle at inducing an acete nongennmic atenine and vascalar
vebassatizn oo besn s awsd aevivial= [30-55 ] aned wee lgpon b esizenl
Pl Che civveay smuet oomaecle DASM ] may be alsoa tangel of the
riipreresrnie relasing: eleel inelmees D by TIHES Foedesa ibis bygpiit b=
esis, we emamined e polcotial Bronchodilaticg efeces ol DHEA
on ASM i order o ineestigate swhat cole it mighe play in pre-
venting the develaprent of hronchespazn during an anfigenic
challenge, For chis purpose, we analyzed che porenrial beonchedi
latirs a=Tect imcluceed by DHEA vnhigk selcsiom (ECE selation
i carhachnl (00 = icites] vomtraction in A5M preparations fnem
n-sens el funckallemged contm] suined-pes] vss evalbuamen
IOVARscnsitized guinca pigs lan expeninzenta] medel of astluma .
The role of arway epithzlicm in these DHEA induced va2laxarions
vias alsa invesrizaced. Accordingly, the response o IHIEA was also
valmated o (WA ind uced contred s in wainea ||i:-'_.-lr.|-:'|1|'.|.=: [t
sensilivosd aninals, o confiom bas DHEAindaeed relaxation is
uperaiee e, e stersid was lested in e Juog resislanee
of O A-sensitized animals. [n erdes oo shed Focther lighe on the
rmechanismsinveleed in DIEA ionduzed brenchodilation, we alse
explored the wasaible parecpanen of 10 che pracuct of DA
epilhelivm-derived relaxing Factoer nivric aside; M0V Uie” nuelear
Lragscription/ translaiion mechanisme: ans v ) vollage-deperden
Ca’ channels (VDO

2. Materials and metiods
AT Amirne'y

Acdult male meinza pixs of che Hartley straim (450-a00 g} v
oboained from e Insicito Naziznal de Entermedades Res rivato
rlas, Wesloa Cing, The andmals weere boused Inoouraninal faciling n
comverliomal cornditiors amd Ted with Porilied Coommea Pis [ et pel
lei s {HacLan Ine Laned weater ced fiditom The ol senlowe e appreweal
by Lhic Znstiteiional Cere ang Uee Corpmmislee o e Instibalo de
[mvestigaciencs Biomédicas, Universidad Nacional Autdnoma da
Feliwicn The e peerimaenis e cooaboctes i acroelaoee it Che
pulished Guaiding Pricciples e the Care and Use of Animals.
approved By the Amezrican Physiclegical Society. The guinea pigs
veare grouped o non-sensitized and ovallercin 00WA) sensitized
S e s,

FLL A Aewemdieend e e proceednre

To obizin the asthoade model, suainees pizs woers scensitized a1
day 1 by administration of 0.5l Lp. and O 5ml s cf B0 pgml
VA and ITmgml VAN Dalumiauen hedroxide as adjuvant]
Jisanived 0 saline (025 MaCH AT day & che animals received an
antizenie challense with 3mgml=1 00 in saline selutine nebo
lizelddorivg S mman, delieered by an alirasoenic nebualizor (@H- 2000,
Yuehoe Medical Tos tromsent Fasiosy Coc Lud, China L 2o dey 15, a0i-
mals reczived anocher antigenic challenge with 1zl © VAR
saline solution nezulized for 1 ovin, The response o the anigea
s abwrays esrablished by deep ahdarinal reaching, The anset of
sewe e dhgspnei wees selecied as Uhe experirmenta emdomint Goe this
sloely, Final by, the grninaea pigs wers subpecte] (o experimania o
an days 20-23 Cecepliongl poinza-pigs welil 4 poor respose Lo
antigen were cxcluded rom che study,

A2 Trachen! rinsy prepeeadinn emed corcrect e e
U TR vl 1 T R (R RRR £

In order to compars che cffoct of androgons on non-scnsitized
conntral group ! ond sensiczed Lasthmatic group ) gainea pigs we
wead the same experimantal prorocnl for the mwn @eoups. The
Aninga pigs e Ceep by avaostheticed wil b sodioen pentobaresical
Ghmgkr ') and then Eilled By exsanguination, The srachea
wns immediarely placed in Krebe-1lznsekeir bicarbanare solution
HS1 with thie Follivsing compessiiion Cmb 0 MaHOD; 2250 Madl
A KO T BH PO CT 3] sy (120 Calls U2 30 s el iensas
C11 s solution was aeraled continuously wilh 4 gas miklone of
2RE 0, and 5% CO; oo maintain pl1 7.4 and constant tomperatune
ap 370 The trachea was cut inoelghs tracheal rings of approei
mately s o af lngrh ceach ene cantalining chrze carmilbgingis
ringsl,

Tevaletirrre the v ol this aiavay epitbislinmm o e melasing
2l imduced by THEA, racheal ringes Oeom nan-seasidized animals
were uzed inooweo vwavs: L prepacations with epithelum: tra-
zhieas were carefully Randlad to avald epichelicm injucing; and 1)
preqarannns without epethelong the lummal seface of eacheal
rings weas rubbisd by vsing o dental dall bar seichoevlingdier reons
aped [R-lile Colorines 1L T he presenee amad absence of epilhe-
ltuen weas ewalualed functionally o all caperments (43 describned
Deloerl

Ezch crazheal ring was suzspended horizentally betvreen two
stan a5 areel wires, and wes placed noa femperature confrelled
CEE A Dot Daat lcons taioiing: DGl BN contine ey gossesd st
000 hrashieu
dimmus. O wire was allached weg loeed suppert 0 U botkom ol
the chambier. ard e cdlier end Lo @n baeme i Jesoe transdocer
CFTORAE Grnss Instrument, Quwncy, MaA, DEA) cannecred oo com
purarized dara arquizsiion and analyais sysrem AR 1500 Biopac
Fymtenns, A LESAL The vesting Tonve wos ol jus st Wl [Te),

s -.*:-|u'ri1||-.'rll for isrreire lension rece

Uneler k= comelitiome, Cissoos mpoape |-|:|ui|||:lr.|I-:'-| lor 1h belons
srrnlweting e pesriments, Thien, Chee brewcbioesnt rashile recpanses
o GO T BCDwere aneleced aller seplacing KHS wilch an eguimuolar
suhatitution of B0mM ECL and 647 mbd Hall KCI zauzed a sonic
sonrracton which was repeated thrae times in order to rerity the
repreducihilioy of the respanze o shrain o reasimun srable monic
senbraehon during 15 min.

b pithelial contilion was poarmacnlasially coemibsrane|
s resored previcwsly | 340 Dradykinin (GET indeees epotielom-
depoadonn relaxation an this basis 2200 BE was addod of cach
prearaiinm Al hasal e This abwsenee ol epainhelino {sofded is-
seats ) weas werilivd when BE indueed an increase of the basal bone
C a3 gl wherzas the prescnce of cpithelivmveas confirmed whea
BI alicized 2 divainution of the basal tone in the tracheal dngs wich
apdthelial inregriy, Then, che tiEswes were wased wick E15,

125



17 I Do el ol s T’ o Slecoig Bischer

200 IMIPA r2s poinss o ASM confraction

Ather fhe thres KO pre srios i, pesacatioor s @ith ane withcar
Pl livs Do v sl o sesilisy olinaly deele o
cracted cither wild CHGE0 b ar O fh J002 phd For 00 mln conles]
resporse L Later on, Cssues were washed wich KRS Likewise, cil-
rerent tracheal viags anly e sens tized anomncls with epifhsivm
veare contracied wick 1 i OWAL The issues contraceed oy thesa
difberenr creats (ECL CCN e (WAL Incnics A maric conrrachan
Pl i eres s mne Bennisone 1 rese cont caclhions seere s Ll il b
s LAl Avnniteede o a Lo e S oecorded paoee than 2 0 fles
a saakle lension was AlLEimed 15 mim ), doferent soncentraliens
PR AZ YT and 200 0k af LIEE, dissolyed inabsolote ethan,
wear e ade sd carmilbarisely with At icteres et 15 min hefeneen each
Ac Tl s e e ponse e a0 e it e an Hes o, Sul
seaue e, W Lssoos weere washicd W pe=eouiliboas lor &0
hefore inducing the last conraction < KCD or LCk, recotded dier-
ing Q0 mn [Eecn s d conbeal esponse to ver iy igsue vialn ey tis
wEas or The rase o O indos e conmracticon W nevar refieng
L L Dapgerlicns ofles wea sl Tl Copceilalivi TespuLlee SuLyes
L DHEA weere plotted, and the inhibitory conceotration 5001
LIHE® concenlrabon o mmisit 2os of KO-, LUR-, ar Ova-inedoced
contracTion was calculared bo compara 1A pobency a0 the san-
sitisriny ab @ach sanrraerinn io DHEA indoeed relazation, Likewiza,
Loz legliest concentratiog o jodoce e casinzad iela=ie el
[Emaet 00 KCl-, C7h- or D0A-Indveed conlraction was obiainoed
far DHEA o determine i eTcacy 1T 3 seperae aroup of axper-
irmeres, the ettzct or the vekicle ar BUEA (TN 2healite ethong ||
v e i Fevendd Lomrie coonbean b waers dlata@ rnninel al ler @ o
L ZTOH: eachvcs i gl alhled pever exceered 0015 Seew?, Tl
COMCET A LI -Do POy Curyes o DHEA oo conuravions indoce
by different bronckaconstrcors were decarmimed ivdependencly
in Echead v s At cenr amirals AR The 10 and 1.
el ey e rh AN ERERS Lok BRILR IR wel

220 Tz poteonddd rode o ROy e Draechod e g ool of DFEA

The potencgl rale of U0 in DHEA-mduced relasalion was sep-
ararely explored in a set of experimerts. Tracheal rings with
Fpithelivmn froim nas 2ensrred animals wers inre Barad with e
MO s ligse dahiliton, MY il 2 assisies maelbel ester oo KARKE,
10 p 3 for 20 minen RE-incuee:] contrac ticon, bolore eloviling the
relaxabion i tks same curmulative concentrations of DHEA. The
Bronchndilar ng ebbact of [EA was ohsered daring 30men, The
COSERTATIGn PEEROras e S0 HEA a5 wiall ac 15 pafency anr
ey i lrealeal vinggs weillioal aany prelrgallie s v oo el
vtk C-MAME protreaimenl.

20 RN A G

Tor Dueestipate e pmecliauzsins of deiio o e beoncldi-
fatmg clfecl b DHEA, wve analyzed the imealvemmenl o) nuclear
cranscriphienytranglanon mechanama; e pradoct of D1k bie-
rranskarmarinn; Fo-adesnnrepners: and VI,

2 Dbt o peoein veathaly, iravsoripnin sl 3 8-HED
CoUPLY

It ather experimeants, the trackaal cings weth epithalicm wers
(IrE inrihatEs with rE prnrein SEnhesis innitine T sysloherinidea
Cebd TS o U trezsesigetions inhabiios aciicowrseon 0o L s feg
almin oz e Kl-ipdused contraction. THEA was 1hen acdded
at the same concentrébons and ks cffoel was comparct in Lhe
presense and absoney Ceontrol grovph ol those inhibitor:. Thiz pro-
vecel weas desiznad to descard chal 20 es merhl irduce 3 genomie
actinn, addimiona Iy, since A ©an he biccaneers=d into andie-
w=ms e s, Lhe e beeone=al o0 amlogsen or =siosen
Loz avuly Dnonchodilaiioon o DOIEA was examize=] by (he s

=4 i m

el DO vvier Diofese SO 200G AT LA

protocal: KO pra-contractad rissues wers pre-incebated, ducing
Givimin, Wirn T Fpnerane 8 507200 3 jprore inhikinor of The
I ey stepcid delreelpos s T30 HEDY acivily wolticls is ai
cssenlial slepin the biosynthezis ol active cstrosems 2no anclroeen s,
Iman. OH=za, au selecwed concencrations, were added noa cumu-
lative conce rhration S, THe Somaarisans wers made with the
COncenirel an-Tesponse curye BE RS wilhaal any precrealment
I o pinn ehe et prauesd by the taal walome obvehice oo,
FTOH; abenlole el el Boe anditzaters plos e BHEA we i e e
Attalvssd i dulese s e il experienls,

2020 Padennon bt S BIEA v dhe & -adezizenxic
FOCEIRES

T amaess Hhe puesilele ivlevae e ol THTES with he |I'_i;
dvrenergic peceploes, e aacieabrics veiliepitlcluo conieae bl
wilh CCh werz incubaced with 70 o proprano ol ia Po-adrenermic
reCeprars antagorise o 30 mn. Than, each concentiracion of 10 1EA
waz ardad sod ks FfEct Csalated as desrrild BetneE s
conapersd i Ui abseze ul thal aalesois | Posvionsly, wee g
roborated that 10 phd proprancle] clieited an antaronist cllect in
ASl 07 Suingg pus bor R puargeese, onoo steady ome al the CCh-
induced contraction, salburamo’ (10 pd; Gy-adrenergic agonisc
weazaddad and aminiisrinn @7 rhe cAnrrasTinn mrs was nbhse wed
Tovn o o secucd SO coptraetion, Ll cives e inc ol ied [ur
minwich 20 p propranslol. belore addizg salbocamol. Propra-
ool al T et anabshed the salbutamo -incoced relaxation icala
rafb shaning, O this asis, UCA relading effect on COR-incucad
ceanil rachionn weas e bl el in Py presenee ol 1R progaeeme ol
Ller LD =AU e e nlAL ool

20000 Medenoen salomm chonne! anieiiin

I arnfnes assar NHEA wes t=sfed n ioacheal mnss Aepn-
Lol wsiile o KOT o™ dvee sodubine s SECT Co® 81 dsgailoarizing
GEumhd KX solutian meaitied bar addirine of 2 mbd 5075 and wich
Gl CuClal A [eltiaienl Suidt e was ulalaine] o B0 Cadtd
and. ome thr baseline was reached 20mbd Calls weas added
Lo ovolie & reprioducicle wonic congrgcoon, which weas recondsd
far A0 min Jcontroly. Afterwards. the tissaes weare washed wikh
KOOI Ca®°6) mare foliiliieate far BImin wers then prs incihatasd
willl dillerenl ponmlelive cooslraticis of ZHZA 79 91 i
lor 10min welore the addilizn of Call ac 2 3m2d Under these
ciord Cons. The contracton induced by Cals wes mscorded for
Jimin, which was compared with che corres ponding coniral,
SHrsenuenily, rhe fissoss wars wasbad and & Cadl- incoead con
Uection wwas eliciied asaiin, The weshioul seas dooee Uiee Lne:
wilh KCl-ca2 i afier all Cacls contracuons, Acdionzlly, dilloren:
Lissns wers pre-mceuasd wick 100k dikydreopin dina-caleumm
channel activarns DR I SEAE, dissolved in e E ercanaly Thmin
ellle=e Lle verol e lioore loe KCT s s nessl Alber 30 i, e cnoeen
Talive conenilnativn=espunze curee Lo DHES, weds peianes], Tl
effcel of DHES was tecordedd @3 described before, and comparsd
weith aze effect wathout Doy K #8510 ond estimated oo zenms of
diminerinn aF The [y and Fo g, wrlies atb e coneenl, Mnreawer
el ille =l preparatine e, e conwenl e livan elicicing Fyp ol TIFEA
200 whA o K] contrgation weds Anlded DO A U 100w
Eav [ %2 induocd contracaon had beon clicieed al che Basal wre
Cbosicazly, the respons: prodeced by che fonal volums of the DETEA
Rl e e Bay I REED wahicle [D00F abaplire @rhannly was ana
Trewd dn il epemden experinents vonder U sane expeiinenal
condilions,

25, Efieniof OHEA on OVA-indeced Sromchaspesg i vive
Ling resistanee (7 was measured iy osing The sosoll metric
el bl e clesen] o avn e el s nesecaphe { Roses Rles e nies

Tue, Wil tan, BC, LS8 Seqsitized wainsd ples caller 21-25
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clhavs ol Treatmienl ] wiere anesthelivmd with wecdioom pentosarbyi-
Gl 3 mmeka U Dpl, and Che depih ol avesbesia was mainlained
weill b by cclminis o el addiviomal deses ol pentobarbital as
meveled, Eoar cominnal reeeived pavesnomion Deesicle (00 00p ket
L% o avoid ARONTAMEOUS TEERIFTT MmASmerTs. Afrer canaulor
g the trazhen, each srimal was meckamically ventioatzd through
2 rodent venrilobor (7025 Des Bosile Biologizal Rescarzh Appaca
tus Varese, Italv with a tidal volume <f 10 ml ke ' and 42 breachs
min . Right jazalar vein and 20 carotid arvery wens cannulated
fie ol Arlmminis ration [TEHES o O08C anel Toe arterial pres-
sumes reoond ng Throangh a chyrawran s CRFS H; iR ool
Prossoee Amalyeer Loueville, B, UEML respectivele, A owaler Tiled
connule wean positicred inio the midedle thivd ol the esopha
FUA I Ard2T O meisLne ||1T.'.'|-:"':-T.I'l|'l|'l.'.l,'=":l."'.'l [WESSLNE A% 4 SArTaare
of nmraplewral 2ressare. Pressures obtaned froom the esophageal
aid ccacheal cannulas were racorded through o differendal pres
sure raasducer (TROSST0; Buxce Biosvstenu), Prossurc inside the
plethysmograph chamber was alse recorded carough anccher dif-
fireniia peescnme Dracvselneer Thie Tasl wopmal owas evamaertesl f
A peoeuclo=llowe stmal thraneh solieears D8 w2 T Buxen Rigeys-
tein | whizh caloclared che relationship betwseen sigmals from both
tranzducers toebtain B thoeush the forrola: §p= AN AV, where

AF iz the aressure change and AV & the low change. The /) of

[hawal By valie) Alier 15 min
U painuea pigs recebel 75 pork Toin VAW i, solmimis raled
in Al seline solvber, cnd the # wan recorded Tos S50 man, T
cleter-ime il the bronchessasm pemlieces by O couled be pre
ventend Doy (e RS aersilizad @i pisscowe e g ceated, 13 min
befare the antigenle challengz with non-cuemalarlve Bolus injec
tion of DIEA at differert i, independent ceses (25 110, ar
330 pmo. ke T min=T; cach independent dose was administrated
in<40 ] dimethvisshoxide [ IME07; 11 wmel kg~! min— equivalent
e #MWmen 12 R of sensitized zuned s was campared in e
abeeree fesnlral respanse] amd prescences ol HTA adminisiratian

1T amwirmals veas veeoeeler] e 7 min

arin we pretreatr et wit b Che e bolasinjection e Dhe s dasa
wilwrme ol the INIEA webichs, R0, whica did not chonge vhe W
valoe al e the antigen challengs,

200 Dana presenaria and stacisisal analvsis

Al A3 in the tear and figures Sre expressen a5 mean | 51k
Lifferemces with oUida were considerad o be sipnifcant. All
cuperimencs woere pepeated ar least 3k times [n che tension stud-
50 reprrscents one guines pie The relaing eftecs of DHEA on
Ch-2 KO- o O -nduced contractisn. and vhe praventive el
al Cat'civalores] comhsstissn are relermes] s poercentaee ol inhihi-
Livan o edch comlractism, The soncentra on e each conpmeuned i
expressed as the Dnal concentrationin U oegan ba b The ellicey
ul e DITES weas eannenstil dn Foge limazin. | ellent inlacel |.l:.l
1M IEA ar rhe highest comcentrotian tesredl The porency f BTEA
weas caleulated feaom the cumulabive Sonce RECCIon- fesponse Curde
by soradshe-line regression snd oboaimed throueh the [0y values
(1.0 DOIEA concentration recuired oz imduce S0% rolaxation or
prevenion ol he conlraciivn imduced inedck protocal}omn: O KCl-

U k- i O%-incheed evmleartion incisnlaterl traceal rimsy, and
iFe prevention ol CaF—indmosd cond raction fag IBHEA i dosniar-
e sl Crackaal rings; anl G presencion ol B in sensitiod
guinme pigs inovien Boonehos asm s expressed as the changes
In & increage), NManpaired Srodent ©rest wios useqc T ooim
Pave the [eEponses e P groups. 1e Compars e hetueen
groups, we used a one-way ANCVA Fallyewed by Tukey mulsigle
comiparisons st The comparison beoeccn treatments vs contral
v uzed one-veay ASOWA followeed by Dunnete's multiode sompar-
i Liesl

Tireigzs ool ofeenivnds

With the esception of Epealane (WIN 5L TH Sanka Croe
Binneclmliagy, o, (hallaas, X, D530 Bay B BESS T MO Fhonma
cedricals, Cnsms WeEsa, Ca, LEAD and sodiom pentabairbical
LI*fizer, Mool the remaiming com2oands were purchasad from
Sigma (5 Zewis, MO, USA) and included: dehydeeepiandros
rerone | DHEA; Sfh-lecrasy-J-anedrasten-1 7-ane ), carbachal clhdo-
ride (CCT), bradykinin (TR oealbomen SO0 pancuroninm Bro-
mrale alvminnn by leos el CAITCER [y 1 ol e b lsolicdie TTYRTSI0)
MYarilrn=lmanwininge methyl cster (L-RAYAEL proapranedol (0RS)-
1 ispropilamine: 3 fmaltalen 1 ilosd propan 2 ol salbogamd
the pratein synthesia inhilites Cevelebeimide), the trnsciption
Inibinnr Cactinamivein 170 1D0EA, Epeatane, Bay K Ee44. prorein
swenthesis, and transcoiption mhcbemors were disselesd in absalute
ethanol bo ch2 concentration meeded for exch experiment; 10wl
aliqucts wwooe addod to chz Wml Gach chambers, which noever
coazzeded 0L5% Ovivd of wehicle. and che remaining dowgs wers dis-
sotlvesr i rhislilbee] weaier Actinormicin T salbodamnl aml BE wien
kel in bhe dark ol wse incander s aenid Hght -imehoced desracla-
o

1. Resnliy
L0 M af PHEA o Gl rovheal Sope

PIIEA b e sormtenbnatioen vamge: ol 4200 Gasboandd sl g y
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inn il Ty the respertise amenl weas iompleely mervee el
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e clebneel i tacheal viog weitheean epitheliomn (Fg. "B ol
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st eenrracrions rurned corem be signifearthy ner: sensitive than
ELLinduced cortraction i nea sensinzed and sensinzed aninwals
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cortt el im sensit el animaly (A B3 Thes inhibdl o nne i
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[ewelnhesimide) aned tramsiription Cactinermygein T hadl oo el

127



178 | Egninoma o0 an S s abamenoig Blaetambene gl b Blange U3 2Vl i7d 16

M{‘N f“_“\

11k II'||II IL'.- '.1_|I

-
"
~
™
—"

-

=
1

=
1

2
=

L =
-

¥ .5 ¥ s
£

:

CCh Contenclion S ulreluxulion
=
=

Y & oo lrssdivan % al velasation
-

KO Conbroetisn % ol sclusulion

| --mom-scnsitrl ™o - sen s
-ﬂ-'ﬁcu:lrm-u “O-Sensitred O Nereidizes]
'I'F|'|" T™1rrremr- ™ ™y “rUTTrrrrImrTTT— T TErTTTTTTTTITITTYITITIT™INIYT T
T inn 1 LIHi il 11
DA [uk] DHT.A [k TIHT.A [hT]

F] [Jrevar B Uin netrmnubined:
El' Cheradtzed; Eltl'! CFT RIS 1o

=
=

- &= ! #q B ceanimmi
=) - 150 | .
F i = e =t
5 3b- E M =
S x )
- - = é
T ow il C = z
4 o il ;
E; | - = el Taf .
T 00- Rt < T2
i i 3 3
= ] E = A
1 S o =
o _—.—'l"l'“ cpicheliiim g --idla cjathelinim E Lt Bl
o ——Welbminlapithels r =il L II 1 ] ]]_m
3 L1 lI.I.II IIH mEim 'E HMiHIuL % l-q zinmm 1 m

LHULEA [u¥l] DHEA (48]

Fip. 1. Beloss elleny shclesd by Doila onchlerenl voolrocuoes womanss prg arachesl ueoodls muszle, Upeer prosl, mpressalalee reoonmss of Uoeh miduvess relosablcn
wesrachisal poees un dhie dcrse sewrachon eliened by fes aniissiam :i'.llull.l'll.l\.-\.l LUt varbochiol A U pest ands cealliczan 0w A 1 ke senssesd cuinsa pige.
Acmewes inhesde b DHEA sl b morsasis vercenlmaboes (0, 20 42, 01 ! 220 p s W represspiy L Liree ol veashout anih Deel Teressleil solulzoo, Componsen
ul (he coccenlmlon responss coress Do LA om0 &) KL e ol ecciracbon s nen s=nsiied e ssrshesd umes migs; 6 travsea ool s wlberss epeielionmg 121
Lo cmheed contracaen i o sensioel v sensinged sy przss DT erochsn il v wnlle e el (L U A s o Lz ceene ez pige. Ul
Pzl e Tl e oo cmnbnbory coneapor s o0 e | walves osmmsd Joonhe consenloaimn respunss carees & L sonebwal spmlicaneess: 0 0 as compars:

ikl DA P 005 e st ed el STl s i gad non spnsitiomd innals S FA 05 s conan s il DTl in s iesd animc s, Bl sen Do op Dan e oeenls
Vesiaman AN =21

on the corceniralin-respanso curys w BHES T G0 similarly, and ‘-iI."I.'-iI.1i-'Eﬂ |:-f-.i| lel.|'“i.' sake 'Jl'wn]'.-rl.'n.'-'l che rn.'---:m on ;JI'
precreaimen: with the inhabitor of 3 8-A500 crevme dicd not block 2
LAz LHES pelaxing posponsc [ 205 1L Thos, wila the crerption @ aig bt lJ'_a'l LL5 im hl'mur, e Iﬂr. F.':.J—r.Lha:Lr. J'..-‘. |:r.}u-.t't son-
Bay b $633 treatment (< LU, identical conoeniTalicn-rosponse rraciien (' WS Chis Inding reveals thal LHES i: 2 sowerios
CUTys 0 LTHEA weors ooamncd wick and withouo 10 remalniny

cralmments [ o) Dbeaously, e Day dntl B valne: dicd no

sigmificantly dilter rom that obzined aler cach procrcamment Talthi- |

[Taklc 1. Bzl s erand 10 gaalie i raheal ©oagaaine spimeli e eam san-aeesrred

anmimals i reipanse mGHE

27 Bl wf DHEA wp il Sof o sl opestepergei Caaractinn Lrearaese [ [[RETLEN
ST NS wih Canrral TEANE | KK w5zt
{h Frapraein 4070 1 739 TR
Alwr racheal vy desslerzzaticn with KO Ca'' & sulution, o e Chaped Eisar i Rl
terie vonhertioe wes finlies) napidle by Carly, welnicly wees: 000 kO LEPIME 12 1Bk 1. 407 45 5]
Lasin et ] el s finsuimsy weepe e T AT TIHEA il KLl Eprskie T21HT | 408 LR H]
Al igentiser] when - tissues were e fnrilu . HEA; i kLl e T il o e A +
i) revErsible alenr seaslne (Fig, 200, Fip 23 sloeea 1 TIHEA kcl ST P L R 4441
irduced a concantrsfior-dependent blockade an the Cacly oon- kil B i QRN TS (HI e
Cractiang in both non-sersitized and serzitized painea pigs which Woooams cma mese = 5000 0 numbes ol ammals Hallinlabiuers venesoilmatives 1l

wierz noCagmifcactiy different [ a0 Ea acche lighest con- anntd samaz s el oy g b wsre abiamesd Jom e concenlsa ol e aree L
centranon testad (41 p M irduced 2 nearly complels pravencion DIZA o Ol o RCD imdusss wunin sl el ancd seithioal fovnlal) Leoloeso,

of Lacl: comiractions {=H4R5 of prevention in both ner-sensilized " value SigniRcanely ciltersor | e QUL s R aared win s canral

128



ospinsa el Dt el serond Meeiemirens Lodd s Mg (i sl -

Al w '|.'|.'

|||-||n t
KC-Ca™ 0 I..u.- Ca"

B)
14

Hir

J=le Sencitkred
M =21.40 2 341 pM
e L T T T FT R
A == Wirin-srmsHecd
I =20, 142 2,12 pM
100 L, —wss - 2

1 TiHn
DHEA (M)

../A W
".\_LI

IHI A

a* Coniraction % of inhibition

!

I 10 ms

]

Boay H fiidd

Fie 20 mwvericin ol sstrcellolar Ca omfles by 0e0ed GA 10 & anlagiimees
Jie conbacton mducsd By 2oombd Calls a” iz croeosal rmes previculy
cepulanes b FUD e Des luloo DAL a9, La o mcaned] wonLrae o @as
vornplelely prevepsd by DS 201 R e solid bleck hoe mdiales U meabs
i b et TOTEA; e U mlal v i v e g e vl mnl T ailh
SU-Do & shawing rhat the Ca2' ancsganistls omses ol SH=S was neversihle (B
s i he 3% samagee a1 etreer indiioed by CHES in
= o 'EI.'II.I:..I:'\d k) s=ngilized moman pips cac ol cepratenls (e e = Sl
G ohibibeey eoceenbrezian S0 s 1 owd masimal cFee lnppe v e exprossed
g5 L -e mesan LU (a0 bl Dyl recurdhing o whe eocilmizoz mduved Ly
2 e KOSAed [Ty e WDET STl . sy anzl 1 el els e
" |-I'I' 1 1= TIES =
selurian.

O W Dliale s eashiond el e sl S daslhensel

Cattoantaponst Lk Anal welume af DHES voehicls (0018 absala
olthanol: did nol similicantly provent Cacl-indueed contcaction
UL LA ol premeeacion, @ =G S0 0S0 Teiherenn e Loarheal
REFEACANGNS pire ineolaied weith By K AR sheFred Booroe et rha
SO ITTATION-- :':qp-:-n*:n-cu: v o LA or KC-induced contraction
iddata nol shown”: thos the &y, and G, valess woere signifeartly
dalforems (e 1.-' when comparce with Laz0 presdvsmd oe DHES
alone (Telde 1o Botebly, THEA a0 Wi ooiceirabion 2hicitine Sege
oz b e imvmedialte vel sl el pn Chie Ray 1€ 8Me2 Gl
cotrection = e ar relazxation, i -6 with o lass arthe basal cona.
gulyieg Lancly, fhe o igues were waE ned aue and the 1a3al tors was
TecoveTed (e A0

T g ceinionn s roend e respnos oe TEEA

Fim 3& showers the cime-courie of change in iy arter tha chal-
lenge with %48 in the Sersitized fainea pigs. &Aar Amin ar

S | Ted

=0 Contrad

e A5 ol kg e
== 1011 imcl krd mint
s il LT I AT T IR

EAR

=
1

[-&H

b=
4 1

Ry emB Dol 51
-

o T T T T T T T
1 T 5 L] i5 1] 15 Al
vzl 1 - Y
At Tiane (miod
wlrigg:
11
 Conerol
L1 s

CF] 2spral kp'min!
B 1pmeat kp! mia!
0 »a ] Bt ralend

]

=

g B

Ry inerement 1% froom hasnd)
(5

(=

Fee 't i oandduse clspandenlaTec i of = Jung rsszancs beanigen ezl
e pdused by Uy a sensiaged puines Tecan, dugsso] LI LA wer
adizimslraied Juoon selere s colen e wd wealvaled durins W
e nles e weesoagye Tirambal Tl P 000 asnm el as il el -
chaspasmin the s wnene af DHFA oanrmed )8 leamesisranes FAl, ez = onaris
eapnnse; LAK, 0 asrmetic respons (5] 1 oonr o Jimicurion ie & e < min
oo e e b nchspasm CoARL o phice of bronchieaoonne e s amd
e 0T eomapeed waies the caner and eshizle Feein. Each walls repriserts oo
s U [or S annsals,

the challeage, an slewadion of zasal s walo? o 2EU_0520m
=l Ve Ve iz obsemecd as cie maximal peak ol Dooc-
clasperinn Peacle asthind lie respsnses FTAR Tl 12 vnin et 0l B
was darredzed tn LAT =020 om Hptimi=! =1 {n g and e hasal
Bowilue wies poab recovecad for 2Eomin Dane aAThrab o responss.
LAkl vo, during this periad cha Bronciospasm never raturned oo
Lhe bas -rl A wa s Fretreatmoent with DHES was delaved (-2 mn’
Al supprssse] TES-E0ET D2 duse degendent oo e EAR
(hiz 2EL Furtkermeere, DVES diminished (22550 the AR, which
was complelely abalished 20 the highest deses vestod, 1003 impae-
Lant o o le thal Bronchos pasm prowenlicon veas o0 assomzantd
T wtpniliecand claesges o Dl paress e ol Treen b vale framy coiss
Cned shoesen loe e salee a2l elenilyg

4, Discnssion
A8 T

Lr. Rl stuclis, wo have shown chal DHES s capabls of
il o e e alerine v waseatae rehe s i Sneainads il
oo |50 D0 Tohie present stotly, wes dennnest caied thae TAHEA
[ P U B indlse ASE PelManorn, 4 new d5pect or BHEA tune-
o The data shoeed that in srachecl .'ir;:: fram noo-s2ns fizad

129



Bl
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pressed e breopchospezm by D%A I o dose - response s,
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sl polroesns anel anil=cgens Therelore This rearll pasingel el
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may prevent and retacd e beoachospasm clicines v OWA i
sensivized auoned piss. Lhis resull s oconsisene wilh 2 pre-
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Cal rwerte-Gudnie and IXBHEN 12d a svncnsians e Tect in  uppressing
b thrvclopmenl ol airway yperiespeesivencess oo metbachoeline
i fecoede mice 41 Moreover, o clindeal stodw bag ol shawen
Fal o inhaded stspeasinn o TINTASS dleliveren vio bl izer
impesved cothima conr ol srores in sukjecrs with peaidy con
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sl Phes presert elala stogeesd thel TFTA i< e bmmedellabor Thai
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15 150 pmel ks T eguivalen. e 007 0T me ke V. oare o cum
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Ileekeal s wdin WO, piralnealy Bee Binchines 0o el hyilmeoereiline sile
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o DA e con lraclicon deserves ool e conidea lion, ZCHL
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sicnodue i CaF dcasr Fom sarcoplzsmic reticilam Cat stos
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i e less s 106 ol =l o oo Sa o=l combe aw o
wrnaraas DNEA nouced e sm zEte in bl n ol this corrractsm in
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